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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Humane Papillomviren
1.1.1. Klassifizierung und Struktur

Papillomviren bilden seit 1999 die eigenstandige Familie der Papillomaviridae
(van Regenmortel et al.,, 2000). Sie weisen eine strenge Gewebe- und
Wirtsspezifitdt auf (zur Hausen und de Villiers, 1994). Allein beim Menschen
gibt es Uber 100 vollstandig charakterisierte Papillomvirus-Genotypen (HPV),
die aufgrund ihres Tropismus in Haut- und Schleimhaut-assoziierte Typen
unterteilt werden (zur Hausen, 2000). Sie fuhren beim Menschen zur
Entstehung von gutartigen oder malignen Tumoren des Epithels wie
Hautwarzen, Papillome oder Zervixkarzinomen (Shah und Howley, 1996). Die
meisten HPV-Typen sind mit benignen, warzenahnlichen Lasionen assoziiert,
die haufig spontan regredieren, und werden als Niedrig-Risiko (low-risk) Typen
bezeichnet (z.B. HPV 6, 11, 40, 42). Diesen werden die Hoch-Risiko (high-risk)
Typen (z.B. HPV 16, 18, 31, 45) gegenlbergestellt, die in schwergradigen
zervikalen intraepithelialen Neoplasien, sowie dem Zervixkarzinom nachweisbar
sind (Bosch et al., 1995). Papillomviren besitzen eine doppelstrangige, zirkulare
DNA von etwa 8000bp, die mit zellularen Histonen eine Chromatin-ahnliche
Struktur bildet (Pfister, 1984) und von einem ikosaedrischen Kapsid ohne
Lipidhdlle umgeben wird. Die kodierende Region umfasst 7-10 offene
Leserahmen (ORF) fur frhe (early) regulatorische Proteine und spate (/ate)
Strukturproteine (Shah und Howley, 1996). Die Bezeichnung frih oder spat
erfolgt abhangig vom Zeitpunkt ihrer Synthese in der produktiven Phase der
Infektion. Die Genprodukte der frihen Gene Uuben Funktionen bei der
Transformation der Wirtszelle (E6, E7), der viralen Replikation (E1, E2), der
Transkriptionskontrolle  (E2) und der Virusfreisetzung (E4) aus.
Transformierende Eigenschaften konnten auch fur das E5 Protein von HPV16
aufgezeigt werden (Stoppler et al., 1996). Die spaten Gene kodieren fir die
beiden Kapsidproteine L1 und L2 (Pfister und Fuchs, 1987). Zwischen L1 und
E6 befindet sich in jedem Genom eine 400-1000bp grol3e Region, in der keine

1
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ORF liegen, daflir aber cis-aktive Elemente fiur die Regulation der viralen
Transkription und der origin of replication (ori) fur die Genomreplikation. Daher

wird dieser Genomabschnitt als long control region (LCR) bezeichnet.

1.1.2. Infektionszyklus und Funktionen frither HPV Proteine

Papillomviren sind hoch speziesspezifisch und infizieren teilungsaktive
Basalzellen (Stratum basale) des Epithels. Die HPV-Infektion erfolgt
wahrscheinlich durch Verletzungen (Mikrolasionen) der Epithelschicht oder
durch direkten Kontakt mit exponierten Basalzellen (Transformationszone der
Zervix). Die Adsorption der Viruspartikel kann durch Heparan Sulfat
Proteoglykane erfolgen (Shafti-Keramat et al., 2003). Als Rezeptor, der den
Eintritt der Papillomviren in die Zelle vermittelt, wurde das o Integrin
beschrieben (Evander et al., 1997). Nach Freisetzung der viralen DNA in die
Zelle, gelangt diese in den Zellkern. Dort kann sie in geringer Kopienzahl als
Episom vorliegen und in Vorlauferlasionen des Gebarmutterhalskrebses
mehrere Jahrzehnte persistieren (Durst et al., 1985). Im Rahmen des
Erneuerungsprozesses der Haut teilen sich die Zellen des Stratum basale
vertikal zur Hautoberflache, wonach es zur kontinuierlichen Differenzierung der
Keratinozyten kommt, an die der Lebenszyklus von Papillomviren gebunden ist.
Da Papillomviren fur die DNA-Synthese auf zellulare Proteine angewiesen sind
(z.B. den DNA-Polymerase Komplex) aber die suprabasalen, differenzierenden
Keratinozyten in der G1-Phase arretiert sind, werden die viralen Onkoproteine
E6, E7 und eventuell auch E5 bendtigt, um den Zellzyklusblock aufzuheben,
und die Zellen in die S-Phase zu treiben (Ubersicht Smola-Hess und Pfister,
2002).

1.1.2.1. Das EG6 Protein

Das E6 Protein mukosaler Hoch-Risiko Viren bindet und inaktiviert das
Tumorsuppressorprotein p53 und férdert dessen Abbau. Es fuhrt so zum
Wegfall von Zellzyklus-Kontrollpunkten und verhindert die p53-induzierte
Apoptose, was zu einer Deregulation des Zellzyklus und schlieBlich zur
genomischen Instabilitat fuhrt (Livingstone et al., 1992; Yin et al., 1992). Dies



Einleitung

gilt nicht fir jede Form der Apoptose. Eine hohe Expression von HPV16 E6
kann beispielsweise fur den Tumor Nekrose Faktor (TNF)-vermittelten Zelltod
sensibilisieren (Filippova et al., 2005). Die TNF Signaltransduktion beinhaltet
zwei Hauptgruppen von Effektormolekillen, die death-domain (DD)-Proteine
interagieren mit der so genannten Todesdomane der Rezeptoren, was zur
Rekrutierung und Aktivierung von Caspase-Kaskaden und schliel3lich zur
Apoptose der Zelle fiihrt (Ubersicht Debatin und Krammer, 2004). Die TNF
receptor associated factor (TRAF)-Proteine vermitteln Uber das Adaptermolekdl
TRADD (TNF receptor associated death domain protein) und die Kinase RIP
(receptor interacting protein) die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
NF-xB (nuclear factor kB), JNK (Jun kinase) oder MAPK (mitogen activated
protein kinase) Kaskaden (Ubersicht Liu, 2005). E6 reduziert die
transkriptionelle Aktivitat der NF-xB Untereinheit p65 im Zellkern und kann
somit die NF-kB-vermittelte Expression von Apoptose-Schutz Molekilen
verhindern (Spitkovsky et al., 2002). Aber fur das HPV16 E6 Protein wurde
auch eine Bindung an den p55 TNF Rezeptor beschrieben, wodurch eine
Interaktion zwischen Rezeptor und TRADD verhindert wird. E6 kann auch direkt
an das Signalmolekil FADD (Fas-associated death domain) binden, dieses
degradieren (Filippova et al., 2002; Filippova et al., 2004) und so die Zelle vor
TNF-vermitteltem Zelltod schitzen. HPV16 E6 kann also einerseits flr
TNF-vermittelten Zelltod sensibilisieren, gleichzeitig aber auch davor schitzen.
Das Schicksal der Zelle hangt dabei von der exprimierten E6 Menge ab
(Filippova et al., 2005).

Das E6 Protein spielt auch eine Rolle bei Sensibilisierung fur Zytostatika-
vermittelten Zelltod. Es wurde bereits beschrieben, dass eine hohe Expression
von E6 in HPV18-positiven Zellen zu einer Sensibilisierung flr
chemotherapeutische Medikamente wie Cisplatin oder Etoposid fuhrt, wahrend
diese Zellen resistenter fur die Behandlung mit Doxorubicin und Gemcitabin
wurden (Koivusalo et al., 2005). Die Behandlung des Zervixkarzinoms
beinhaltet, abhangig vom Schweregrad der Krankheit, chirurgische Eingriffe,
Strahlentherapie und die Behandlung mit chemotherapeutischen
Medikamenten, wie Cisplatin oder Carboplatin (Green et al., 2001; Hansgen et
al., 2002; Keys et al., 1999; Morris et al., 1999; Pearcey et al., 2002; Peters et
al., 2000).
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1.1.2.2. Das E7 Protein

Das E7 Protein mukosaler Hoch-Risiko Typen bindet im Gegensatz zu E6 an
das Retinoblastoma Tumorsuppressorprotein (pRb), was zur Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F fuhrt. E2F induziert die Expression von Genen, die
die Zellproliferation regulieren. Weiterhin wurde eine Interaktion von E7 mit
Mitgliedern der AP-1 (activator protein 1) Familie von Transkriptionsfaktoren
beschrieben (Ubersicht McCance, 2006). E7 ist in Basalzellen eines infizierten
Epithels nur gering exprimiert, wahrend in den differenzierten Zellen der oberen
Schichten des Epithels eine erhdhte E7 Transkription beobachtet wird (Stoler et
al., 1989, 1992; Durst et al., 1992).

1.1.2.3. Spate virale Proteine und Virusfreisetzung

In den differenzierten Epithelzellen kommt es zur vegetativen Phase. Es wird
eine grolRe Anzahl von Virusgenomen produziert, die in Viruskapside verpackt
werden. Die Kapsidproteine L1 und L2 werden in den oberen Zellschichten
(Stratum spinosum) exprimiert, und im dartber liegenden Stratum granulosum
erfolgt die Bildung der infektiosen Viruspartikel. Mit dem Absterben und der
Abschuppung der Zellen des Stratum corneum kommt es schlieBlich zur
Freisetzung der reifen Viruspartikel (Howley, 1996). Alle Papillomviren bleiben

sehr lange aulRerhalb der Wirtszelle stabil und infektios.

1.1.3. HPV-Infektion in Assoziation mit der Zervixkarzinogenese

Das Zervixkarzinom ist die weltweit zweithaufigste Krebserkrankung der Frau
mit jahrlich 500.000 Neuerkrankungen weltweit und verantwortlich fur bis zu
200.000 Todesfalle pro Jahr (Smola-Hess und Pfister, 2006). Es entsteht aus
pramalignen Lasionen, so genannten zervikalen intraepithelialen Neoplasien
(CIN), die ihrerseits ein Kontinuum verschiedener Schweregrade umfassen und
eingeteilt werden in CIN | bis CIN Ill Lasionen. In verschiedenen Studien konnte
gezeigt werden, dass in Uber 99% aller CIN und Zervixkarzinome HPV DNA
nachweisbar ist (Walboomers et al., 1999; Munoz et al., 2003). In leichtgradigen

Lasionen liegt das Virusgenom episomal vor, und die Expression der viralen
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Onkogene E6 und E7 wird durch zellulare Faktoren, aber auch den viralen
Transkriptionsfaktor E2  reguliert. Ein  wichtiger  Schritt in  der
HPV-assoziierten Karzinogenese ist die Integration der viralen DNA in das
Wirtsgenom (Cullen et al., 1991). Sie erfolgt in der Regel innerhalb der
E1/E2-Region des viralen Genoms. Als Folge der Integration und Zerstérung
dieses viralen Genombereiches, kommt es zur Deregulation der E6 und E7
Expression (Baker et al., 1987; Schwarz et al., 1985). Durch die Ausschaltung
der Tumorsuppressorproteine p53 und pRb interferieren E6 und E7 mit der
DNA-Reparatur, die p53-vermittelte Apoptose wird gehemmt und Proliferation
induziert (Hashida und Yasumoto, 1991). Es werden zudem Mechanismen
aktiviert, die es erlauben, dem Immunsystem zu entkommen. Angiogenese wird
induziert, schlieBlich kommt es zur Gewebeinvasion und Metastasierung
(Hanahan und Weinberg, 2000). Auf diesem Weg entsteht ein verandertes
Expressionsmuster von zellularen Proteinen wie Zytokinen, ihren Rezeptoren
oder anderen Signalfaktoren. Der vaskulare, endotheliale Wachstumsfaktor
VEGF (vascular endothelial growth factor) ist ein wichtiger Mediator der
Angiogenese und Karzinogenese. Er wird im Verlauf der Erkrankung am
starksten in hochgradigen Vorlauferlasionen und im invasiven Zervixkarzinom
exprimiert (Dobbs et al., 1997; Guidi et al., 1995). Ebenso wird der CD40
Rezeptor, ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie, im Verlauf der malignen
Progression starker exprimiert. Die Aktivierung des CD40 Rezeptors fuhrt in
nicht-malignen  HPV-positiven  Zellen zur Induktion des monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), einem Chemokin, das unter anderem
Monozyten und Vorlauferzellen von Antigen-prasentierenden Zellen (APC) in
Epithelien anlocken kann. Trotz einer gesteigerten CD40 Expression in
Karzinomzellen ist die MCP-1 Induktion jedoch im Vergleich zu
nicht-tumorigenen Zellen signifikant niedriger (Altenburg et al., 1999). In spaten
Stadien der malignen Progression kommt es auch zur gesteigerten Expression
des Zytokins Interleukin-6 (IL-6) in invasiven Karzinomzellen in situ (Hess et al.,
2000; Srivani und Nagarajan, 2003). Eine erhdhte IL-6 Expression korreliert
dabei mit einer schlechteren Prognose fur den Krankheitsverlauf (Srivani und
Nagarajan, 2003). Eine Vielzahl von (neu-) etablierten Zervixkarzinom-Zelllinien
produzieren ebenfalls konstitutiv IL-6 in vitro (Eustace et al., 1993; Hess et al.,

2000). Ahnlich wie die MCP-1 Expression wird der transforming growth factor
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(TGFB) wahrend der Progression von pramalignen zu malignen Stadien
verstarkt exprimiert. TGFB Ubermittelt anti-proliferative Signale in Keratinozyten,
wahrend HPV-positive Zervixkarzinomzellen resistent gegen diese Wachstums-
Inhibition sind und folglich die erhéhten TGFB Mengen tolerieren kdnnen
(Borger et al., 2000; Braun et al., 1990; Hasskarl et al., 2000). Aus diesem
Grund wird angenommen, dass Veranderungen der TGFB Signaltransduktion

wahrend der Progression und in Zervixkarzinomzellen stattfinden missen.

1.2. Interleukin-6

1.2.1. Funktionen von Interleukin-6

IL-6 ist ein 23-28 kDa grofes, pleiotropes Zytokin das auto-, para- oder
endokrin auf seine Zielzellen wirken kann. Zu diesen Zielzellen gehéren unter
anderem Keratinozyten, Monozyten, dendritische Zellen, Makrophagen,
endotheliale Zellen, T-Zellen, B-Zellen und Fibroblasten. IL-6 und andere
Mitglieder der IL-6 Zytokinfamilie wie Oncostatin M (OSM) oder leukemia
inhibitory factor (LIF) sind an der Regulation vieler zellularer Prozesse wie der
Differenzierung, Zellproliferation, Apoptose und generell an der Genexpression
beteiligt (Ubersicht Hirano, 1998; Kishimoto, 2005). IL-6 ist ein zentraler
Aktivator der Akute-Phase-Reaktion und kann B-Zellantworten, wie
Proliferation, Antikdrper-Produktion und terminale Differenzierung foérdern
(Muraguchi et al., 1988). Ebenso spielt IL-6 eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Immunantwort auf Infektionen und bei akuten
Entzindungsprozessen. So wird im Laufe von bakteriellen und viralen
Infektionen verstarkt IL-6 produziert (Sehgal et al., 1988; Van Damme et al.,
1989). Die Expression des Zytokins IL-6 wird streng kontrolliert. In einigen
Karzinomen, Lymphomen und anderen Tumoren, wie z.B. Zervix-, Blasen- und
Nierenzellkarzinom, Kaposi Sarkom und Multiplem Myelom (Kawano et al.,
1988; Frassanito et al., 2001; Miles et al., 1990; Miki et al., 1989; Okamoto et
al., 1997; Malejczyk et al., 1991; Eustace et al., 1993; Hess et al., 2000) kommt
es zur Deregulation und konstitutiven IL-6 Expression. IL-6 wurde lange Zeit als
,pro-inflammatorisches® Zytokin eingeordnet, es besitzt jedoch auch anti-

inflammatorische und immunsuppressive Effekte auf Monozyten und Antigen-
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prasentierende Zellen. So unterdrickt IL-6 beispielsweise in Monozyten die
TNFa und IL-1 Produktion nach einem pro-inflammatorischen Stimulus wie
Lipopolysaccharid (LPS) (Aderka et al., 1989; Schindler et al., 1990; Wadee et
al., 1993). Zusatzlich wurde in IL-6 knock out Mausen eine stark erhohte TNFa
Produktion nach LPS Stimulierung beobachtet (Fattori et al., 1994).

1.2.2. Signaltransduktionswege von Interleukin-6

IL-6 bindet an die a-Kette des IL-6 Rezeptors (IL-6Ra, gp80), der entweder als
Transmembran-Molekul oder naturlicherweise auch als l0slicher, bioaktiver
Rezeptor (sgp80) vorkommt (Tamura et al., 1993). Dieser binare Komplex
bindet an die Signal-transduzierende Kette gp130, die von allen IL-6
Familienmitgliedern genutzt wird, und induziert damit ihre Dimerisierung
(Ubersicht Kishimoto, 2005; Kamimura et al., 2003; Heinrich et al., 2003;
Hirano, 1998) (Ubersicht Abbildung 1). Wahrend gp130 ubiquitar exprimiert
wird, ist der limitierende Faktor der IL-6 Signaltransduktion die Expression des
IL-6 Rezeptors gp80 bzw. sgp80. Die Dimerisierung von gp130 fuhrt zu einer
schnellen Aktivierung der Tyrosinkinasen der Janus Kinase Familie (JAK) und
in Folge dessen zur Phosphorylierung und Aktivierung der Transkriptions-
faktoren der STAT Familie (signal transducers and activators of transcription),
im besonderen MalRe STAT3 und weniger stark STAT1 (Taga et al., 1989;
Heinrich et al., 1998). STAT3 bildet Homodimere oder zusammen mit STAT1
Heterodimere, die in den Zellkern gelangen und dort die Expression von
spezifischen Genen induzieren (Darnell, 1997; Darnell et al., 1994; Ihle, 1996;
Ihle und Kerr, 1995; Hirano et al., 1997). Die Aktivierung von STAT3 erfolgt
insbesondere durch die Phosphorylierung des Tyrosinrestes 705 (Tyr705)
wodurch die Translokation, DNA-Bindung und Aktivierung der Transkription
eingeleitet wird (Bromberg et al., 1999; Darnell et al., 1994). Eine modgliche
weitere Phosphorylierung an dem Serinrest 727 (Ser727) kann die trans-
kriptionelle Aktivitat von STAT3 verandern (Wen et al., 1995; Sadowski et al.,
1993). In vielen Tumoren, wie beispielsweise dem multiplen Myelom,
Lymphomen, Leukamien, Melanomen und Lungenkarzinomen, ist STAT3
konstitutiv aktiv und essentiell wichtig fir das Uberleben dieser Zellen
(Ubersicht Yu und Jove, 2004; Catlett-Falcone et al., 1999), wahrend
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verschiedene HPV-positive Zervixkarzinom-Zelllinien nur eine sehr geringe,
konstitutive STAT3 Aktivierung aufweisen (Hess et al., 2000). In einigen
Zelltypen fuhrt IL-6 zur Aktivierung der MAPK Kaskaden wie z.B. p38 MAPK
und ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) oder zur Aktivierung des
Phosphatidylinositol 3 Kinase (PI3 Kinase) und Akt Signalweges (Akira et al.,
1990; Chen et al., 1999).

Es wurde angenommen, dass IL-6, ahnlich wie bei dem multiplen Myelom, als
autokriner Wachstumsfaktor fur Zervixkarzinom- und HPV-immortalisierte-
Zellen fungiert (Eustace et al., 1993). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
Zellen des Zervixkarzinoms gp80 kaum oder gar nicht exprimieren und damit
kaum auf IL-6 reagieren konnen (Bauknecht et al., 1999; Hess et al., 2000).
Weiterfuhrende  Analysen zeigten, dass andere Komponenten der
Signalkaskade intakt sind, da die Zellen nach der Zugabe von rekombinantem,
|6slichem sgp80 wieder auf IL-6 reagieren kénnen (Hess et al., 2000).
Zervixkarzinom-Zelllinien, die einige Nanogramm IL-6 produzieren, reagieren
dann sogar auf autokrin produziertes IL-6 mit einer starken STAT3 Aktivierung
und gesteigerter MCP-1 Expression. Daruber hinaus fuhrt IL-6 STAT3-vermittelt
zur Aktivierung des, flr die Expression von E6 und E7 verantwortlichen, friihen
Promotors in der HPV18 Kontrollregion (Smola-Hess et al., 2001). Da MCP-1
die Immunantwort durch das Anlocken von mononuklearen Zellen verstarken
kann, wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Verlust der gp80 Expression
den Zervixkarzinomzellen helfen kénnte, dem Immunsystem zu entkommen
(Hess et al., 2000).

STAT3 reguliert das Zell-Wachstum, die Differenzierung, das Uberleben von
Zellen und kann in verschiedenen Zelltypen zum Schutz vor Apoptose beitragen
(Ubersicht Calo et al., 2003). Ein direktes Ziel fiir gp130-aktiviertes STAT3 ist
das Proto-Onkogen c-myc (Kiuchi et al., 1999). Das c-myc Genprodukt reguliert
den Ubergang von der Gs- in die S-Phase des Zellzyklus und wird als Antwort
auf proliferative Signale, wie beispielsweise IL-6, induziert (Henriksson und
Luscher, 1996). C-myc spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der
Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Eine gestorte Expression von
c-myc ist an der Progression von verschiedenen Neoplasien ursachlich beteiligt
(Eilers, 1999; Facchini und Penn, 1998; Nesbit et al., 1999; Schmidt, 1999;
Spencer und Groudine, 1991).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der intrazelluliren gp130-vermittelten
Signaltransduktion. Die Formation des hexameren IL-6/gp80/gp130 Komplexes initiiert die
Signaltransduktion durch die Aktivierung von JAK Kinasen. Es kommt zur Aktivierung der
JAK/STAT, ERK MAPK, p38 MAPK und PI3 Kinase/Akt Kaskaden. Diese intrazellularen
Signalwege sind eng miteinander verwoben und kdénnen sich gegenseitig beeinflussen. Sie
fuhren schlie3lich zur Aktivierung oder Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren, die so
Einfluss auf die Differenzierung, Proliferation oder Apoptose nehmen.
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Eine Uberexpression von c-myc kann Zellen fiir den TNFa-vermittelten Zelltod
sensibilisieren (Janicke et al., 1994; Klefstrom et al., 1994). C-myc kann dabei
die TNFa-induzierte Aktivierung von NF-xB und Uberlebens-Signale in der Zelle
unterdricken (Klefstrom et al., 1997). In Maus-Fibroblasten, die Wildtyp p53
exprimieren, wird die TNFa-induzierte, c-myc-vermittelte  Apoptose
p53-abhangig induziert. Im Gegensatz dazu fuhren TNFa und c-myc in
p53-defizienten Maus-Fibroblasten nur zu einer leichten Induktion von Apoptose
(Hermeking und Eick, 1994; Klefstrom et al., 1997). STAT3 Aktivierung kann
damit auch zu pro-apoptotischen Signalen, wie dem Proto-Onkogen c-myc,
fuhren.

Ein weiteres, direktes Ziel von STAT3 sind suppressor of cytokine signalling
(SOCS) Gene (Auernhammer et al., 1999). Einerseits werden Signalmolekule
durch Bindung an SOCS Proteine poly-ubiquitiniert und durch Proteasomen
degradiert (Alexander, 2002), andererseits inhibieren SOCS Proteine die
Signale von Zytokin-Rezeptoren wie beispielsweise LIF und IL-6 Rezeptor
durch direkte Interaktionen mit JAK und storen deren katalytische Aktivitat
(Endo et al., 1997; Naka et al., 1997; Alexander et al., 1999; Nicholson et al.,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass IL-6 direkt zur Induktion der Expression
von SOCS3, sowie SOCS1 und 2 fuhren kann (Starr et al., 1997), wahrend
Interferon y (IFNy) die Expression von SOCS1 induziert (Sakamoto et al., 1998).
SOCSS3 inhibiert spezifisch die IL-6-vermittelte STAT3 Aktivierung und fuhrt
damit zu einer klassischen ,negativen Ruckkopplung®. Untersuchungen an
SOCS1-defizienten Mausen zeigten nicht nur eine stark erhohte Sensitivitat fur
den LPS-induzierten Schock und eine gesteigerte Produktion von
inflammatorischen Zytokinen sondern, nach Transfektion eines SOCS1
Konstruktes, auch eine deutliche Inhibition der LPS-induzierten NF-kB Aktivitat
in Makrophagen SOCS1-defizienter Mause (Nakagawa et al., 2002; Kinjyo et
al., 2002). SOCS1 ist demnach ein essentieller negativer Regulator der
Immunantwort auf LPS, der vor gefahrlichen Uberreaktionen auf den

inflammatorischen Stimulus schitzt.
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1.3. Dendritische Zellen

1.3.1. Ursprung, Charakterisierung und Entwicklung von dendritischen

Zellen

Dendritische Zellen (DC) sind aulerst potente, Antigen-prasentierende Zellen
des Immunsystems (Steinman, 1991) und nehmen eine Sonderstellung als
Mittler zwischen angeborener und adaptiver Immunitat ein. Sie entstammen den
pluripotenten CD34" Stammzellen des Knochenmarks (Hart, 1997) und
exprimieren in hohem Mall MHC | und MHC Il Molekile sowie
kostimulatorische Signalmolekile. |hre Aufgabe ist es, unterschiedliche
Antigene wie z.B. Viren, Bakterien, Antigen-AntikGrperkomplexe, apoptotische
und nekrotische Zellen aus ihrer Umgebung aufzunehmen und diese naiven
T-Zellen zu prasentieren (Banchereau und Steinman, 1998).

DC kénnen aus myeloiden und lymphoiden Vorlauferzellen und aus humanen
peripheren Blutmonozyten differenzieren. Im menschlichen Blut werden zwei
Subpopulationen von DC unterschieden: die CD11¢*'CD123"° DC haben eine
monozytare Morphologie und werden als myeloide DC bezeichnet, wahrend
CD11c¢CD123" plasmazytire DC eine morphologische Ahnlichkeit mit
Plasmazellen besitzen (Ubersicht Adams et al., 2005). Die myeloiden DC
stammen von einer kleinen Fraktion CD34" hamatopoetischer Vorlauferzellen
des Knochenmarks und des Blutes ab. In vitro stimulieren granulocyte
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) und TNFa das Wachstum und
die Differenzierung dieser Vorlauferzellen in potente DC (Caux et al., 1992,
1994, 1995). Die myeloiden DC umfassen zwei Subpopulationen: zum einen
inflammatorische DC, die groRe Mengen an TNFa produzieren, und zum
anderen die im Gewebe lokalisierten myeloiden DC, die wiederum in zwei
Untergruppen eingeteilt werden: 1. Langerhans Zellen, die sich in der
Epidermis, vor allem im Stratum spinosum der Haut und Schleimhaut befinden
und 2. interstitielle DC. Diese exprimieren CD14 und sind bipotent, d.h. sie
kénnen sich unter Einfluss von GM-CSF und TNFa in CD1a” DC oder unter
dem Einfluss von M-CSF (macrophage colony stimulating factor) in CD14"
Makrophagen entwickeln. DC koénnen in vitro auch aus CD14" humanen

peripheren Blutmonozyten entstehen. Die Entwicklung unreifer DC wird durch
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GM-CSF und IL-4 gefordert (Romani et al., 1994; Sallusto und Lanzavecchia,
1994). Dabei steigert GM-CSF die CD1a Expression, wohingegen IL-4 die
CD14 Expression runterreguliert. Hierdurch wird wahrscheinlich das
Makrophagen-Differenzierungspotential der DC-Vorlauferzellen supprimiert
(Jansen et al., 1989). Diese unreifen DC koénnen durch inflammatorische
Stimuli, wie bakterielles LPS, TNFa oder IL-1, zur terminalen Differenzierung
induziert werden (Sallusto und Lanzavecchia, 1994; Romani et al., 1996). Die
Blutmonozyten reprasentieren wahrscheinlich eine Quelle an Vorlauferzellen,
die sich in Abhangigkeit vom externen Zytokinmilieu in DC oder Makrophagen

entwickeln konnen.

1.3.2. Lebenszyklus von dendritischen Zellen

Der Lebenszyklus von dendritischen Zellen kann grob in funf Abschnitte
gegliedert werden (Ubersicht Abbildung 2): 1.) Entwicklung und Einwanderung
ins Gewebe, 2.) Antigen Aufnahme und Prozessierung, 3.) Aktivierung und
Reifung, 4.) gerichtete Migration ins lymphatische Gewebe und 5.) Antigen
Prasentation und schlieRlich T-Zell-Aktivierung (Ubersicht Cella et al., 1997;
Bell et al., 1999; Adams et al., 2005).

In unreifem Zustand verlassen DC uber den Blutstrom das Knochenmark und
siedeln sich in peripheren Geweben an, wo sie effizient Antigene aus ihrer
Umgebung aufnehmen kdénnen. Dazu nutzen sie verschiedene Mechanismen:
Mikro- oder Makropinozytose sowie rezeptorvermittelte Endozytose oder
Phagozytose (Ubersicht Guermonprez et al., 2002). DC spalten Antigene in
kurze Peptide und prasentieren diese tber MHC | und MHC |l Molekule auf der
Zelloberflache. Reifungssignale fur DC entstehen einerseits durch
inflammatorische Molekile, wie CD40 Ligand, TNFa, IL-1, IL-6 und IFNa sowie
durch mikrobielle Bestandteile (z.B. LPS) oder Molekile aus zerstortem
Gewebe, die wie LPS Toll like Rezeptoren (TLR) aktivieren kénnen. TLR
induzieren sowohl die Reifung, als auch die Migration unreifer DC, die daraufhin
uber die afferente Lymphe in die T-Zell-Areale der lymphoiden Organe wandern
(Ubersicht Adams et al., 2005).
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Abbildung 2: Lebenszyklus von dendritischen Zellen. Zirkulierende Vorlaufer-Monozyten
dringen als unreife DC in das Gewebe ein, wo sie verschiedene Antigene aufnehmen kénnen.
Mit Antigen beladene unreife DC verlassen schliefllich das Gewebe und migrieren in die
lymphatischen Organe, wo sie nach der Reifung mit Hilfe von Peptid-beladenen MHC
Molekilen T-Zellen aktivieren kdnnen. Diese reaktiven Zellen werden zur Proliferation angeregt,
es kommt zur klonalen Expansion und die Antigen-spezifischen T-Zellen verlassen die
lymphoiden Organe um (ber den Blutstrom in das infizierte Gewebe einzuwandern.

Die migratorische Kapazitat wird zum einen durch chemotaktische Faktoren
reguliert, die vom Zielgewebe freigesetzt werden, zum anderen durch die
Modulation der Oberflachen-Adhasionsmolekule der DC (Sozzani et al., 1998;
Sallusto et al, 1998). Unreife DC exprimieren unter anderem die
Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2, CCR5 und CCR®6, die Rezeptoren fur
einige inflammatorische Chemokine, wie z.B. MIP-1a, MIP-13, MIP-3a
(macrophage inflammatory protein) und RANTES (regulated upon activation,
normal T-cell expressed and secreted) darstellen. Diese Chemokinrezeptoren
werden nach Induktion der Reifung herunterreguliert, so dass die DC das
Entzindungsgewebe verlassen konnen. Gleichzeitig kommt es zur Expression
des Chemokin-, oder Lymphknoten homing Rezeptors CCR7 (Yoshida et al.,
1997), der mit Hilfe von Gradienten der Chemokine ELC und SLC die Migration
der DC in Richtung des lymphatischen Gewebes vermittelt (Chan et al., 1999).
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Transkriptionsfaktoren wie NF-xB und p38 MAPK reguliert (Hinz et al., 2002,
Hegde et al., 2004; Ardeshna et al., 2002). Wahrend der Migration erfolgt die
Reifung der DC. Dies geht mit phanotypischen und funktionellen
Veranderungen einher. Reife DC vergrofiern ihre Oberflache durch die
Ausbildung von so genannten Dendriten oder Lamellipoden, wodurch sie eine
grolRere Motilitat erreichen (Bell et al.,, 1999). Sie weisen eine erhohte
Expression von MHC | und MHC Il Molekllen, kostimulatorischen Molekilen
wie CD80, CD86 und Adhasionsmolekulen wie CD58 und CD54 auf. Dadurch
werden DC zu potenten Antigen-prasentierenden Zellen und sind als einzige
Zellen in der Lage, naive T-Zellen zu aktivieren und auf diesem Weg die
adaptive Immunantwort auszulosen. Die endozytotischen Aktivitaten dagegen
nehmen deutlich ab (Sallusto et al., 1995).

1.3.3. Interaktion der dendritischen Zellen und T-Lymphozyten

Die Reifung der DC fuhrt zur Einwanderung von DC in die T-Zell-Areale der
sekundaren lymphatischen Organe. Durch die Fahigkeit, endogene Proteine
mittels MHC | Molekilen und exogene Proteine tGber MHC Il Molekile zu
prasentieren, kommt es sowohl zur Aktivierung von zytotoxischen CD8*
T-Zellen als auch CD4" T-Helferzellen. DC konnen aulerdem exogene
Antigene von endozytotischen Kompartimenten ins Zytosol exportieren. Dieser
Transportweg ist auf DC beschrankt und spezifisch flr internalisierte Proteine.
Die Existenz dieses Membran-Transportweges zeigt die Moglichkeit der DC auf,
internalisierte Antigene auch Uber MHC | Moleklle zu prasentieren (Rodriguez
et al., 1999), was auch als ,crosspriming“ bezeichnet wird. In den Lymphknoten
bilden die DC uber verschiedene Adhasionsmolekile, im Besonderen uber
CD58 und CD54, die verstarkt von reifen DC exprimiert werden, Aggregate mit
T-Zellen. Echtzeit-Beobachtungen konnten dabei eine Interaktion von murinen
DC mit bis zu 500 T-Zellen pro Stunde =zeigen, wobei bis zu zehn
T-Zellen gleichzeitig in Kontakt mit einer einzigen DC waren (Fujimoto et al.,
2002; Stoll et al., 2002; Bousso und Robey, 2003). Die Interaktion der DC mit
den T-Zellen wird durch die spezifische Bindung des T-Zellrezeptors an den
MHC-Peptid-Komplex stabilisiert, welche das erste Signal fur die Aktivierung
der T-Zellen darstellt. Ein zweites kostimulatorisches Signal ist unbedingt

erforderlich, um die T-Zell-Proliferation zu ermdglichen. Dieses Signal wird
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durch die Interaktion von CD80 und CD86, die beide von DC exprimiert werden,
mit CD28 auf T-Zellen Gbermittelt (Ubersicht Guermonprez et al., 2002). Hierbei
scheint die Stimulation der DC uber CD40-CD40L Interaktionen fur die
Aufrechterhaltung der T-Zell-vermittelten Immunantwort von besonderer
Bedeutung zu sein (Caux et al., 1994; Cella et al., 1996; Sallusto und
Lanzavecchia, 1994). CD4" T-Zellen kénnen nach Aktivierung in zwei Typen
von Effektorzellen differenzieren: T-Helferzellen des Typs 1 (TH1) oder des
Typs 2 (TH2). Durch die Freisetzung der Zytokine IFNy, IL-2 und TNFf
unterstitzen TH1-Zellen die zellulare Immunabwehr, wohingegen TH2-Zellen
IL-4, IL-5 und IL-10 sezernieren und damit die humorale Immunantwort
verstarken. Die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen hangt unter anderem von
der Zytokinumgebung der Zellen ab, wobei IL-12 und IFNy die Entwicklung hin
zu Tu1-Zellen und IL-4 die Entwicklung hin zu TH2-Zellen férdern. Durch die
Interaktion von CD40-CD40L kommt es zu einer gesteigerten Produktion und
Freisetzung von IL-12 durch die DC, welches entscheidend zur Entwicklung
einer TH1-Immunantwort beitragt (Murphy und Reiner, 2002). Weitere Zytokine
konnen die Sekretion von IL-12 ebenfalls verandern: das Zytokin IFNy induziert
die IL-12 Produktion (Hayes et al., 1998; Ma et al., 1996), wahrend IL-10 diese
reprimieren kann (Aste-Amezaga et al., 1998; D 'Andrea et al., 1993). Das
Chemokin MCP-1 supprimiert ebenfalls die IL-12 Produktion von monozytaren
DC und dieser Effekt ist unabhangig von IL-10 (Braun et al., 2000; Omata et al.,
2002). Die Expression von SOCS Proteinen entscheidet auch in
immunkompetenten Zellen Uber Funktion und Differenzierung. So fuhrt IL-6 in
CD4", LPS-aktivierten T-Zellen zur gesteigerten Expression von SOCS1 und
damit zu einer gestorten Phosphorylierung von IFNy-induziertem STAT1.
Hierdurch wird die Differenzierung der Zellen in Richtung Th1 inhibiert.
Daneben unterstutzt IL-6 direkt die TH2-Differenzierung von T-Helferzellen (Lotz
et al., 1988; Uyttenhove et al., 1988; Diehl et al., 2000). In SOCS3-defizienten
Makrophagen verandert IL-6 seine Wirkung. Es gewinnt immunsuppressive
Qualitaten die sonst nur bei IL-10 zu beobachten sind. So unterdriicken beide
Zytokine, IL-6 und IL-10, in SOCS3-defizienten Makrophagen die
LPS-induzierte TNFa und IL-12 Produktion (Yasukawa et al., 2003).
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1.4. Interleukin-12

1.4.1. Funktionen von Interleukin-12

IL-12 wurde zuerst als ein Protein identifiziert, das in der Lage ist, natlrliche
Killer Zellen (NK Zellen) zu aktivieren, Lymphokin-aktivierte Killer Zellen (LAK
Zellen) zu generieren und die IFNy Produktion und T-Zell-Proliferation zu
induzieren (Kobayashi et al., 1989; Stern et al., 1990). Es ist ein
pro-inflammatorisches Zytokin, das eine wichtige Verbindung zwischen der
angeborenen und der adaptiven Immunitat gegen Pathogene und das maligne
Wachstum darstellt. IL-12 verstarkt, teilweise durch die Induktion von IFNy, das
phagozytische und anti-bakterielle Potential von Phagozyten und ihre Fahigkeit
zur Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie GM-CSF, IL-1p, IL-6,
TNFa und IL-12 (Nagayama et al., 2000). Es beglnstigt zudem die
Differenzierung und Funktion von TH1-Zellen, die wiederum die Zell-vermittelte
Immunitat, die Bildung von zytotoxischen T-Zellen, die Induktion von
opsonierenden Antikorpern und die Aktivierung von phagozytotischen Zellen
unterstitzen (Hsieh et al., 1993; Manetti et al., 1993). Das bioaktive,
heterodimere IL-12 Molekul (p70) besteht aus der leichten Kette p35 (35kDa)
oder IL-12a und der schweren Kette p40 (40kDa) oder IL-123 (Kobayashi et al.,
1989). Die Gene der p35 und p40 Untereinheiten sind nicht miteinander
verwandt und auf zwei unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert. Die
Expression der Untereinheiten muss jedoch zeitgleich stattfinden, um ein
bioaktives IL-12 p70 Molekul zu bilden (Gately et al., 1998; Trinchieri, 1998).
Wahrend IL-12 p40 in Abwesenheit von p35 als Monomer oder Homodimer
sezerniert wird, kann p35 nur in Verbindung mit p40 als heterodimeres p70
Molekul sezerniert werden (Wolf et al., 1991). In vielen Zelltypen konnte p35
MRNA nachgewiesen werden, darunter auch in Lymphozyten, die jedoch kein
IL-12 produzieren. p40 mRNA findet sich hingegen nur in Zellen, die auch
biologisch aktives IL-12 p70 produzieren (D’Andrea et al., 1992). Ahnlich wie
bei anderen pro-inflammatorischen Zytokinen ist die Produktion von IL-12 durch
positive und negative Mechanismen streng reguliert. Produkte verschiedener
Mikroorganismen, wie Bakterien, intrazellulare Parasiten, Pilze, doppelstrangige
RNA, bakterielle DNA und CpG-Motive in Oligonukleotiden, sind starke
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Induktoren der IL-12 Produktion in Makrophagen, Monozyten, Neutrophilen und
DC (Ma und Trinchieri, 2001). Bestandteile der Bakterienzellwand sind
strukturell stark konserviert. Diese unveranderlichen, mikrobiellen Komponenten
gehoren zu den gut charakterisierten pathogen-associated molecular patterns
(PAMP). Die Bindung von PAMP an so genannte pattern recognition receptors
(PRR), wie beispielsweise TLR auf Antigen-prasentierenden Zellen, fuhrt zur
Aktivierung der APC. Am besten untersucht ist in diesem Zusammenhang der
LPS-induzierte TLR Signalweg. Die Interaktion von LPS mit TLR4 16st eine
Signalkaskade aus, die Uber das Adaptermolekil MyD88 und unter anderem
das Signallbertragungs-Molekiul TRAF6 zur Aktivierung von Transkriptions-
faktoren wie NF-xB und p38 MAPK flhrt (Medzhitov, 2001). Verschiedene
Zytokine, wie IFNy und IL-4, kénnen die Produktion von IL-12 steigern (Hayes
et al., 1998; Ma et al., 1996). Dabei verstarkt IFNy die Transkription der p35 und
p40 Untereinheiten und hat einen besonderen Einfluss auf die Produktion des
Heterodimers. Es bleibt zu klaren, ob dies Uber ein optimales p40/p35
Verhaltnis oder Uber post-transkriptionelle Mechanismen erfolgt (Ma et al.,
1996). Die Fahigkeit von IFNy, die IL-12 Produktion zu steigern, bildet damit
einen positiven feedback Mechanismus bei entzindlichen und TH1-vermittelten
Immunantworten. T-Zellen verstarken die IL-12 Produktion nicht nur durch die
Produktion von Zytokinen wie IFNy oder IL-4, sondern auch durch direkte Zell-
Zell-Kontakte, gréflitenteils vermittelt durch die Liganden der TNF Familie. Am
besten beschrieben wurde die Interaktion von CD40L auf aktivierten T-Zellen
mit CD40 auf DC oder Makrophagen (Macatonia et al., 1995; Kennedy et al.,
1996). Durch einen bakteriellen Stimulus (z.B. LPS) kommt es zur
Hochregulation der CD40 Expression in DC, eine Voraussetzung flur die
optimale IL-12 Produktion (Schulz et al., 2000). Die T-Zell-abhangige IL-12
Produktion durch DC resultiert aus zwei Signalen: CD40L und IFNy. Es wird
angenommen, dass zu Beginn der Immunantwort, DC, die ein Antigen
aufgenommen haben und in die T-Zell-Areale von regionalen Lymphknoten
migriert sind, eine groRe Menge an IL-12 produzieren. Ausgelost durch die
CD40-CD40L Interaktionen mit naiven CD4" T-Zellen fiihrt dies wahrscheinlich
zu einer TH1-Polarisierung der T-Zellen. Abgesehen von einigen wenigen
Ausnahmen wurde bei Patientinnen mit einer schweren HPV Infektion und der

Entwicklung eines Zervixkarzinoms ein Wechsel von TH1 nach TH2 Zytokinen
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nicht nur im Gewebe sondern auch im Blutplasma beschrieben (Clerici et al.,
1997; Clerici et al., 1998). Bais et al. konnten zeigen, dass die
Plasmakonzentrationen von IFNy bereits bei Patientinnen mit CIN Il Lasionen
signifikant niedriger waren als bei Patientinnen mit CIN Il Lasionen oder
Kontrollpersonen. Im Gegensatz dazu wurden gesteigerte IL-10 Mengen im
Plasma von Patientinnen mit CIN Ill Lasionen oder Karzinomen gefunden (Bais
et al.,, 2005). Dies passt zu den Beobachtungen von Jacobs et al., die den
Wechsel zur TH2-typischen Aktivitat anhand des Verhaltnisses von IL-12:1L-10
charakterisiert haben. Patientinnen mit CIN IIl Lasionen zeigten eine Abnahme
im IL-12:1L-10 Verhaltnis gegenltber Kontrollpersonen (Jacobs et al., 1998). In
Biopsien von invasiven Karzinomen wurden weniger IL-12 und IFNy mRNA
Transkripte gefunden als in pramalignen Lasionen, was zu der beschriebenen

gestorten TH1 Antwort beitragen kénnte (de Gruijl et al., 1999).

1.4.2. Molekulare Regulation von Interleukin-12

Die hochgradig koordinierte zeitliche und ortliche Expression von IL-12 p40 und
p35 in ein und derselben Zelle ist essentiell fur die Initiierung einer effektiven
Immunantwort. Der p40 Promotor ist bereits gut charakterisiert. Durch die
Bindung von LPS an TLR4 auf DC kommt es zu einer Umgestaltung von
Nukleosom 1, wodurch der Transkriptionsfaktor C/EBP (CAAT enhancer-
binding protein) die Moglichkeit erhalt, an diese Region zu binden. Die
Umgestaltung allein fuhrt noch nicht zur Transkription des p40 Gens
(Weinmann et al., 2001). Es gibt zwei entscheidende cis-Elemente, die an der
Regulation von p40 beteiligt sind: eine ETS-2 und eine NF-xB Bindestelle. Ein
Komplex bestehend aus den ETS Transkriptionsfaktoren ETS-2 und PU.1, c-
Rel, den Interferon regulierenden Faktoren IRF-1 und IRF-2 und interferon
consensus sequence binding protein (ICSBP) bindet an die ETS-2 Bindestelle
des p40 Promotors (Gri et al., 1998; Ma et al., 1997; Salkowski et al., 1999). An
die NF-xB Bindestelle bindet, durch LPS induziert, ein Heterodimer aus p50 und
c-Rel (Murphy et al., 1995; Plevy et al., 1997). NF-xB ist ein ubiquitarer
Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle bei der Regulation entzindlicher
Prozesse spielt. Unter den Mitgliedern der NF-xB Familie von

Transkriptionsfaktoren scheint c-Rel besonders wichtig flr die positive
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Regulation des p40 Gens zu sein. Die IL-12 Produktion ist auch abhangig von
der Aktivierung des Transkriptionsfaktors p38 MAPK, da MKK3 (ein p38
Aktivator) knock-out Mause kein IL-12 produzieren konnen (Lu et al., 1999). Im
Gegensatz zu diesen positiven regulatorischen Elementen wurden auch einige
negative Regulatoren beschrieben: die Repressor-Bindestelle GA12 (GATA
sequence in the IL-12 promoter) wurde zwischen den oben beschriebenen
ETS-2 und NF-xB Bindestellen gefunden. In nicht-stimulierten Zellen wird diese
Bindestelle von GAP12 (GA12 binding protein) besetzt. Obwohl IL-10 den
wahrscheinlich potentesten IL-12 Inhibitor darstellt, konnten Transfektions-
Analysen des p40 Promotors diese IL-10 Aktivitat nicht reproduzieren (Aste-
Amezaga et al., 1998). Untersuchungen des p35 Gens waren aufgrund der
ubiquitaren und zugleich niedrigen Expression schwierig, bis der Einfluss von
IFNy auf die Genexpression bekannt wurde (Hayes et al., 1995). Die Promotor
Region des p35 Gens wurde bereits kloniert (Hayes et al., 1998). Diese enthalt
mogliche Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren wie SP1, IFNy-response
element (y-IRE), PU.1 und C/EBP. Fur das humane p35 Gen sind mindestens
zwei Startstellen fur die Transkription beschrieben, eine ist in B-Lymphozyten
aktiv, die andere in Monozyten (Hayes et al., 1998). Letztere enthalt eine TATA-
Box-ahnliche Sequenz und liefert eine verkirzte mRNA. Nur die mRNA
Isoformen, die sich in Folge einer Stimulation bilden, fihren zur Translation der
p35 Untereinheit. Die Expression von p35 wird also sowohl auf transkriptioneller
als auch auf translationaler Ebene reguliert (Babik et al., 1999). Die Tatsache,
dass es multiple Initiationsstellen fir die Transkription gibt, deutet zudem auf

eine unterschiedliche, Zelltyp-abhangige Aktivitat des p35 Promotors hin.

1.5. Regulation der T-Helferzell-Proliferation

Ein effektives priming von naiven T-Zellen fuhrt zur klonalen Expansion und
Differenzierung in Zytokin-sezernierende Effektor- und Gedachtniszellen. Die
Stimulierung von T-Zellen durch reife DC wird fiir das langerfristige Uberleben
der T-Zellen bendtigt. Wie bereits erwahnt beeinflusst das Zytokin-
Expressionsmuster der DC die Richtung der TH Polarisierung in TH1 oder TH2.
Das Zytokinprofil hangt von dem Subtyp der DC, dem lokalen Milieu, der

anatomischen Lokalisierung und dem Reifungsstimulus ab (Dzionek et al.,
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2001). Diese Faktoren kontrollieren auch andere Aspekte der T-Zell Antwort wie
z.B. die Induktion von Toleranz gegenuber Selbst-Antigenen und T-Zell homing
(Hoebe et al., 2003; Mora et al., 2003). Die Antigen-Prasentation von unreifen
DC in vivo wird als ein wichtiger Weg flr die Toleranz gegenlber Selbst-
Antigenen beschrieben. Dies geschient durch die Induktion einer
unvollkommenen Proliferation und Anergie von Antigen-reaktiven T-Zellen und
durch die Induktion von immunsuppressiven, regulatorischen T-Zellen (Treg)
(Fujii et al., 2003). Treg-Zellen exprimieren konstitutiv CD25, CTLA-4 und den
Transkriptionsfaktor Foxp3. CTLA-4 (zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes
Antigen 4) gehoért zur CD28-Familie der T-Zell-Oberflachenmolekiile und wird
erst nach Aktivierung der T-Lymphozyten exprimiert. Es hat eine essentielle
inhibitorische Funktion in der Homoostase des Immunsystems. CD25'CD4"
Treg-Zellen supprimieren Immunantworten durch die Sekretion von Zytokinen,
wie IL-10 und TGFp. Die Entfernung dieser Zell-Population in Mausen flhrte zu
exzessiven, inflammatorischen Antworten und Autoimmunitat (Jonuleit und
Schmitt, 2003; Sakaguchi, 2003). In in vitro Versuchen zeigte sich, dass
aktivierte T-Zellen in einem humanen Tumormilieu vorwiegend die TH2 Zytokine
IL-10 und TGFp exprimieren (Sheu et al., 2001). Zusatzlich dazu befinden sich
im Tumorstroma von CIN Il und CIN Ill Lasionen TGFp-produzierende
CD25"CD4" Trg-Zellen (Kobayashi et al., 2004). Spezifische DC-Subtypen
zeigen in situ tolerogene Wirkung. Eine Subpopulation der von Monozyten
abstammenden DC exprimiert Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO). Dieses Enzym
katalysiert den ersten, limitierenden Schritt des Tryptophan Katabolismus, die
oxidative Degradation von Tryptophan durch den Kynurenin Weg (Grohmann et
al., 2003; Stone und Darlington, 2002). IDO steht unter der genetischen
Kontrolle von bin-1, das in vielen malignen Tumoren herunterreguliert ist
(Sakamuro et al., 1996; Ge et al., 1999; Ge et al., 2000a; Ge et al., 2000b; Tajiri
et al., 2003; Muller et al., 2004). Maus knock-out-Studien zeigten, dass der
Verlust von bin-1 die STAT-1 und NF-kB-abhangige IDO Expression erhdht
(Muller et al., 2005). Die Untersuchung von IDO-exprimierenden Zellen in CIN Il
und Il Lasionen und Zervixkarzinomen zeigte eine gesteigerte IDO Expression
im Stroma von Zervixkarzinomen gegenuber den CIN Lasionen. Diese
IDO-exprimierenden, CD1a*, unreifen DC stellen also eine Fraktion von

immunsuppressiven DC inmitten des Tumors dar (Kobayashi, 2005). IDO
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Expression in DC wird z.B. durch die Bindung des kostimulatorischen Moleklls
B7 auf DC mit CTLA-4 induziert (Fallarino et al., 2003; Mellor et al., 2004). Die
Aktivitat von IDO ist assoziiert mit der Inhibition der T-Zell Proliferation und der
Induktion von Apoptose von T-Zellen in vitro (Hwu et al., 2000; Munn et al.,
2002) sowie der Reduktion der T-Zell Antworten in vivo (Munn et al., 1998;
Mellor et al., 2002; Grohmann et al., 2001a; Grohmann et al., 2001b; Alexander
et al., 2002). Die Anwesenheit von IDO-produzierenden DC in tumornahen
Lymphknoten  kdonnte  zur  immunologischen  Unempfanglichkeit  bei
Krebspatienten beitragen (Munn et al., 2002; Munn et al., 2004). Zervix-
karzinomzellen (HelLa) in Kokultur mit peripheren Blut-Lymphozyten (PBL)
konnen zudem die Proliferation der PBL inhibieren. Die Karzinomzellen zeigen
eine gesteigerte IDO Expression als Antwort auf die IFNy Sekretion der PBL
und vermitteln so eine anti-proliferative Wirkung auf diese Zellen (Logan et al.,
2002). IDO Aktivitat kann also auf zwei Wegen, durch den Tumor oder das
Immunsystem selbst, die Antitumor Immunantworten verandern und so zum

immune escape beitragen.
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1.6. Ziele dieser Arbeit

Tumorzellen haben unterschiedliche Strategien entwickelt, um dem
Immunsystem zu entkommen. Kirzlich konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass Zervixkarzinomzellen sehr groRe Mengen IL-6 exprimieren aber
nur minimal auf dieses Zytokin reagieren, da der zugehorige Rezeptor gp80 von
diesen Zellen nicht mehr exprimiert wird. Die Wiederherstellung des IL-6
Signalweges fuhrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 und zur
Produktion des Chemokins MCP1, was offenbar einen Nachteil fir den Tumor
darstellt (Hess et al., 2000).

Gegenstand dieser Arbeit sollte die Untersuchung des wiederhergestellten IL-6
Signalwegs und der damit verbundenen Einflisse auf die virale und zellulare
Genexpression sowie den TNF- bzw. den Zytostatika-vermittelten Zelltod sein.
Des Weiteren sollte Uberpruft werden, ob vom Tumor produzierte, I6sliche
Faktoren, wie IL-6, einen direkten Einfluss auf das Immunsystem und im
Besonderen auf Antigen-prasentierende Zellen haben. In unserer Arbeitsgruppe
konnten bereits erste Hinweise gesammelt werden, dass IL-6 zu einer starken
Unterdrickung der Produktion des Ty1 Zytokins IL-12 in dendritischen Zellen
fuhrte (Hegde, 2003). Die Mechanismen, wie IL-6 zur IL-12 Suppression fuhrt
und ob noch weitere wichtige Funktionen dendritischer Zellen durch IL-6 gestort

werden, sollte in dieser Arbeit untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

21.1. Eukaryontische Zellen und Zelllinien

BHKwt Subklon einer parentalen BHK Zelllinie, etabliert aus
Baby Hamster Nieren. ATCC-Nummer: CCL-10

BHKcpaoL BHK Zelllinie, die mit dem humanen CD40 Liganden
(pEF BOS-CD40L cDNA) stabil transfiziert wurde
(Hess et al., 1995).

C4 | entstammt einem humanen Zervixkarzinom und enthalt
HPV18 DNA. ATCC-Nummer: CRL-1594

CaSki humane, HPV16-positive Zervixkarzinom-Zelllinie.
ATCC-Nummer: CRL-1550

Dendritische mittels Ficoll-Gradienten, aus dem Blut gesunder

Zellen Spender isolierte, humane Monozyten wurden fur die
angegebenen Zeitraume kultiviert und als DC
bezeichnet (Buffy Coats wurden freundlicherweise vom
Institut fur Transfusionsmedizin, Universitat zu Koln,
zur Verfigung gestellt).

Hela aus einem Adenokarzinom der Zervix isolierte, humane
Zelllinie (Dubbs und Scherer, 1969) mit integriertem
HPV18-Genom (Yee et al., 1985). ATCC-Nummer:
CCL-2

HPK1A in vitro durch HPV16 immortalisierte, humane Vorhaut-
keratinozyten Zelllinie mit 2-3 integrierten HPV16
Genomen.

K51 in vitro HPV18-transformierte, humane immortalisierte

Vorhautkeratinozyten Zelllinie (freundlicherweise von

L. Laimins, Chicago, zur Verfugung gestellt).
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T-Zellen naive T-Helferzellen aus peripherem Blut

SiHa humane HPV16-positive Zervixkarzinom-Zelllinie.
ATCC-Nummer: HTB-35

SW756 HPV18-positive Zellen eines undifferenzierten
Plattenepithel-Karzinoms der humanen Zervix
(Freedman et al., 1982). ATCC-Nummer: CRL-10302

21.2. Medien und Reagenzien fiir die Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
mit GlutaMAX™
DMEM/F12 Nut Mix
mit GlutaMAX™
RPMI 1640
mit GlutaMAX™
Fotales Kalberserum (FCS)
fir 30min bei 56°C hitzeinaktiviert
1x Trypsin-EDTA Losung

Natrium-Pyruvat-Losung
100mM
Penicillin/Streptomycin-Losung
10.000 U/ml Penicillin
10.000 pg/ml Streptomycin
Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzlésung

Geniticin (G418)
MEM 100x nicht-essentielle Aminosauren
10mM Losung

B-Mercaptoethanol

Gibco Invitrogen Corporation,
Karlsruhe
Gibco Invitrogen Corporation,
Karlsruhe
Gibco Invitrogen Corporation,
Karlsruhe

Cambrex, Verviers

Gibco Invitrogen Corporation,
Karlsruhe
Gibco Invitrogen Corporation,
Karlsruhe
Gibco Invitrogen Corporation,

Karlsruhe

Gibco Invitrogen Corporation,
Karlsruhe

PAA, Colbe

Gibco Invitrogen Corporation,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Vollmedium fiir Monozyten und dendritische Zellen
RPMI Medium mit Zusatz von 10% (v/v) FCS, 100U/ml Penicillin, 100pg/mi

Streptomycin, 1mM Natrium-Pyruvat
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Standardmedium
DMEM mit Zusatz von 10% (v/v) FCS, 100U/ml Penicillin, 100pg/mi

Streptomycin, TmM Natrium-Pyruvat

Standardmedium/Geniticin fiir BHKcpaoL Zellen
DMEM mit Zusatz von 10% (v/v) FCS, 100U/ml Penicillin, 100ug/ml
Streptomycin, TmM Natrium-Pyruvat, 100pg/ml G418

Keratinozytenmedium fur K51 Zellen

DMEM und DMEM/F12 Nut Mix wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und
folgende Zusatze hinzugefugt: 10% (v/v) FCS, 50ug/ml Gentamycin, 0,4ug/ml
Hydrocortison, 10ng/ml Choleratoxin, 5ug/ml humanes Transferrin, 10ng/ml
rekombinanter epidermaler Wachstumsfaktor, 2x10™" M Triiodthyronin,
1,8x10™* M Adenin, 5ug/ml Insulin

T-Zell-Medium
RPMI Medium mit Zusatz von 10% (v/v) FCS, 100U/ml Penicillin, 100ug/ml
Streptomycin, 1TmM Natrium-Pyruvat, 100pM nicht-essentielle Aminosauren,

50uM B-Mercaptoethanol

Einfriermedium fir eukaryontische Zellen
10% (v/v) DMSO in FCS

Ablose-Puffer
5mM EDTA in PBS

Fixierungs-Losung
3% (v/v) Paraformaldehyd in PBS

Waschpuffer
5% FCS und 2mM EDTA in PBS
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T-Zell-Waschpuffer
2% FCS in PBS

2.1.3. Materialien zur Zell-Isolierung

CD14 Mikroperlen
CD4 Mikroperlen
CD45R0 Mikroperlen
Ficoll Paque Plus

LS Saulen
MidiMACS

MPC®-E

21.4. Zytokine

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Dynal Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Amersham Biosciences, Freiburg

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Dynal Invitrogen Corporation, Karlsruhe

Zytokin Quelle Endkonzentration Firma
humanes IFNy E.coli 10U/ml PeproTech, Rockyhill NJ
humanes IL-4 E.coli 5ng/mi PeproTech, Rockyhill NJ
humanes IL-6 E.coli 5, 25 oder 100ng/ml | PeproTech, Rockyhill NJ
humanes OSM E.coli 10ng/ml PeproTech, Rockyhill NJ
humanes TGFp4 A293 Zellen | 0,5 oder 5 ng/ml PeproTech, Rockyhill NJ
humanes TNFa E.coli 100 - 1000U/ml Bender, Wien
Leukine®
(rekombinates, E.coli 100ng/ml Berlex, Montville NJ
humanes GM-CSF)
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2.1.5. Antikorper
2.1.5.1. Antikorper fiir Western Blots
: mono-/polyklonal Spezies .
AR Klonbezeichnung Isotyp Sl
BD Biosciences,
c-myc monokl., 9E10 Maus IgG+ Heidelberg
. Sigma-Aldrich,
Diphospho-ERK | monokl., MAPK-YT | Maus IgG; Taufkirchen
Santa Cruz, Santa
ERK-2 monokl., D-2 Maus IgGazp Cruz CA
Esel anti-Ziege polykl., . :
IgG-Peroxidase | 705-035-147 Ziege 19G Dianova, Hamburg
. Santa Cruz, Santa
HPV18E7 polykl., N-19 Ziege IgG Cruz CA
IDO monokl., 10.1 Maus I1gGs gzemucon, Temecula
Phospho-STAT3 , Cell Signaling,
(Tyr705) polykl., 9131 Kaninchen Ig Beverly MA
STAT3 polykl., C-20 Kaninchen Ig | Santa Cruz, Santa
” Cruz CA
Ziege anti- olvk]
Kaninchen IgG- POIYK®., Kaninchen Ig Dianova, Hamburg
) 111-035-047
Peroxidase
Ziege anti-Maus | polykl., .
IgG-Peroxidase | 115-035-072 Maus IgG Dianova, Hamburg
B-Aktin monokl., C4 Maus IgG+ g;\emlcon, Temecula
. BD Biosciences,
B-Tubulin monokl., 5H1 Maus IgM Heidelberg
2.1.5.2. Antikorper fiir Neutralisations-Experimente
: mono-/polyklonal Spezies ,
RO Klonbezeichnung Isotyp AL
IL-6 monokl., 6708 Maus IgG4s | R&D Systems, South Beloit IL
Maus IgG1 | polykl., 11711 Maus IgG; | R&D Systems, South Beloit IL
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21.5.3. Antikorper fiir Supershift-Analysen

. mono-/polyklonal Spezies .
AT Klonbezeichnung Isotyp S
STAT1 .
084/p91 polykl., E-23 Kaninchen IgG | Santa Cruz, Santa Cruz CA
STAT3 polykl., C-20 Kaninchen IgG | Santa Cruz, Santa Cruz CA
Kaninchen Ig | polykl. - Kaninchen Ilg | Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.1.5.4. Antikorper fur Inmunhistochemische Farbungen

igen | orclbeersl - Speses gy

(F;';g%gg‘o'smm polykl., 9131 Kaninchen Ig gg\'/'esrligrmng’
2.1.5.5. Antikorper fiir FACS-Analysen

Antigen Klon S;;;stz)i/zs Konjugation Firma
BrdU 559619 Maus IgG; | FITC agi(?;?bsggences,

OKT3 . Sigma-Aldrich,

CD3 H%ET?FRT& Maus IgGz2, | unkonjugiert T:agurpk?rche::c
Maus IgG;. | MOPC 21 Maus IgG1 | unkonjugiert .Sr';gur]qu?r'glggch’
fﬂ'gg‘; %”“' 550826 Maus Ig APC algi(ljBei?bsecrignces,
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2.1.5.6. Antikorper fur ELISA

: mono-/polyklonal Spezies .
AL Klonbezeichnung Isotyp S
monokl., BD Biosciences,
IL-6 MQ2-13A5 Ratte I9G1 | |10 delberg
IL-6 polykl., 500-P26 | FEMNEM - Tebu-io, Offenbach
Ziege anti- .
. ) polykl., Kaninchen .
Kanlnphen IgG 111-035-047 e Dianova, Hamburg
Peroxidase
2.1.6. Plastikmaterialien

Plastikwaren wurden von den Firmen BD Biosciences (Heidelberg), Nunc
(Wiesbaden), Greiner (Frickenhausen), Sarstedt (Numbrecht), Eppendorf
(Hamburg), Ritter (Schwabmunchen) und Renner GmbH (Dannstadt) bezogen.

21.7. Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Laborchemikalien wurden von Amersham
Biosciences (Freiburg), Applichem (Darmstadt), BioRad (Munchen), ICN
(Eschwege), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und
Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen und im Reinheitsgrad ,reinst* bzw. ,p.a.*
eingesetzt.

2.1.8. Radioisotope

Die radioaktiv markierten Isotope [a-*2P]-dATP und [y-**P]-ATP wurden von den

Firmen Amersham Biosciences (Freiburg) und ICN (Eschwege) erworben.
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21.9. Losungen und Puffer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer fur molekularbiologische Experimente
(z.B. TBE, TBS, PBS etc.) wurden soweit nicht anders angegeben nach
Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989) oder nach Ausubel et al. (Ausubel et
al., 1994) angesetzt.

Zitratpuffer

1,8mM Zitronensaure und 8,2mM Tri-Natriumzitrat-Dihydrat

SDS-Probenpuffer
62mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 0,1% Bromphenolblau, 50mM DTT und 2%

Glycerin

LSDB-Puffer fiir Ganzzellextrakte
50mM Tris-HCI (pH 7.9), 500mM KCI, 1mM DTT, 0,1% NP-40 und 20%

Glycerin.

Puffer fur Kernextrakte

Puffer A: 10mM HEPES (pH7.9), 10mM KCI und 1,5mM MgCl,

Puffer B: 20mM HEPES (pH7.9), 420mM NaCl, 1,5mM MgCl, und 25%
Glycerin

Puffer C: 20mM HEPES (pH7.9), 100mM KCI, 0,05mM EDTA (pH8.0) und 20%
Glycerin

Dignam-Protokoll: Alle drei Puffer wurden vor Gebrauch mit folgenden
Reagenzien versetzt: 2mM DTT, 1,26mg/L Aprotinin und 0,06mM PMSF. Nur
Puffer B enthielt zusatzlich 0,2mM EDTA (pH8.0) und Puffer C 1% NP-40.
Andrews-Protokoll: Puffer A und Puffer B wurden vor Gebrauch mit 0,05mM
DTT, 0,2mM PMSF und 1mM Ortho-Vanadat versetzt.
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Puffer fir Gelshift Analysen

TEN-Puffer: 10mM Tris-HCI (pH7.5), 50mM NaCl und 1mM EDTA (pH8.0)
NF-xB Bindepuffer: 10mM Tris-HCI (pH7.5), 50mM NaCl, 11mM DTT, 1mM
EDTA, 5% Glycerin, 1mg/ml BSA, 25ug/ml poly(dl-dC), 1,5mM PMSF, 0,5ug/mi
ssDNA und 26ug/ml Aprotinin

STAT Bindepuffer: 10mM HEPES (pH7.8), 1mM EDTA (pH8.0), 5mM MgCly,
10% Glycerin, 1mg/ml BSA, 50ug/ml poly(dl-dC), 2mM PMSF und 5mM DTT

2.1.10. Oligonukleotide fiir EMSA

NF-xB sense 5 -AGCTTCAGAGGGGACTTTCCGAGAGG-3°
NF-xB antisense 5-TCGACCTCTCGGAAAGTCCCCTCTGA-3
STAT3 sense 5 -GATCCGGGAGGGATTTACGGGAAAT-3

STAT3 antisense 5-TAGCATTTCCCGTAAATCCCTCCCG-3'

2.1.11. Northern Blot Sonden

IRF-1

Das Plasmid HU p983C0697D2 (RZPD, Deutsches Ressourcenzentrum fur
Genomforschung, Berlin) beinhaltet die kodierende Sequenz des humanen
IRF-1 Gens im pT7T3D-Pacl Vektor, die Uber die Restriktionsstellen Hindlll und

Xhol ausgeschnitten und fur Northern Blot Analysen verwendet wurde.

SOCSs1

Das Plasmid IRAKp961J1182Q2 (RZPD, Deutsches Ressourcenzentrum fur
Genomforschung, Berlin) beinhaltet die kodierende Sequenz des humanen
SOCS1 Gens im pCMV-SPORT®6 Vektor, die Uber die Restriktionsstellen EcoRl

und Hindlll ausgeschnitten und flr Northern Blot Analysen verwendet wurde.
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SOCS3

Das Plasmid IMAGp998M238800Q3 (RZPD, Deutsches Ressourcenzentrum
fur Genomforschung, Berlin) beinhaltet die kodierende Sequenz des humanen
SOCS3 Gens im pT7T3D-Pacl Vektor, die Uber die Restriktionsstellen Ncol und
Hincll ausgeschnitten und fur Northern Blot Analysen verwendet wurde.

21.12. ELISA-Reagenziensysteme

Alle kommerziellen Kits wurden laut Anweisungen der Hersteller durchgefihrt.
Das ELISA-Protokoll fur IL-6 wurde im Labor etabliert und standardisiert.

Cell Proliferation ELISA, BrdU

DuoSet®: humanes IP-10

OptEIA™Set: humanes Interleukin-10
OptEIA™Set: humanes Interleukin-12 (p70)
OptEIA™Set: humanes TGFj4
OptEIA™Set: humanes TNFa

Eli-pair IFNy

21.13. Reagenziensysteme (Kits)

AEC Substrate-Chromogen

BM Chemiluminescence Blotting Substrate
BrdU Flow Kit

EnVision™/+HRP

Qiashredder Saulen

Random Primers DNA Labeling System
RNeasy Kit

Roche, Mannheim

R&D Systems, South Beloit IL
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Diaclone, Besancon

DakoCytomation, Hamburg
Roche, Mannheim

BD Biosciences, Heidelberg
DakoCytomation, Hamburg

Qiagen, Hilden

Invitrogen Corporation,
Karlsruhe

Qiagen, Hilden
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21.14. Sonstige Reagenzien

Aquatex®

Cycloheximid

Cisplatin 50

Coomassie Blau R-250

Eosin

Etoposid

ExpressHyb™ Hybridization Solution

Lipopolysaccharid (LPS)
aus Salmonella typhimurium

|6slicher IL-6 Rezeptor (sgp80)
Mayers Hamatoxilin

Neutralrot

PD98059 Inhibitor
Protein-Assay Reagenz
TMB-Substrat

2.1.15. Gerate

BioRad Geldokumentationsanlage
inklusive QuantityONE Software
DurchfluRzytometer FACSCalibur
Hera Cell CO; Inkubator
LaminAIR HB 2448

M35 X-OMAT Entwicklermaschine
Tecan Spectrophotometer
Zentrifuge 5804R

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Novartis, Nurnberg

BioRad, Munchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BD Biosciences, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

R&D Systems, South Beloit IL
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

BioRad, Munchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BioRad, Munchen

BD Biosciences, Heidelberg

Heraeus Holding, Dusseldorf
Heraeus Holding, Dusseldorf
Kodak, Stuttgart

SLT Instruments, Crailsheim
Eppendorf, Hamburg

Hybond ECL Nitrozellulosemembran der Firma Amersham Biosciences
(Freiburg) wurde fir Western Blots und S&S Nytran® SuPerCharge
Nylonmembran der Firma Schleicher und Schuell (Dassel) fir Northern Blots

verwendet.
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2.2. Methoden
2.21. Zellkulturtechniken
2.21.1. Kultivierung eukaryontischer Zelllinien

Zur Stammerhaltung eukaryonter Zellen wurde der konfluente Zellrasen einer
Gewebekulturflasche zunachst zweimal mit PBS gewaschen und mit Trypsin
bei 37°C abgelost. Die Reaktion wurde durch Zugabe des entsprechenden
Kultivierungs-Mediums abgestoppt und die Zellen je nach bendtigter Dichte in
neue Zellgefalle ausgesat. Kultiviert wurden die Zellen in einem Inkubator bei
37°C und 6%-iger COjx-Atmosphare. Fur die Herstellung von Tumorzell-
Uberstanden wurden die Zellen zu 1x10° Zellen/ml Standardmedium ausgesit,
nach 24h das Medium durch Volimedium ersetzt und weitere 24h spater die
Uberstande gesammelt. Diese wurden fir 10min bei 310xg und 4°C

zentrifugiert, in frische Reaktionsgefalde Uberfuhrt und bei -80°C gelagert.
2.21.2. Paraformaldehyd-Fixierung von BHK Zellen

BHKw: Zellen wurden in Standardmedium kultiviert, BHKcpso. Zellen in
Standardmedium/Geniticin. Sobald die Zellen zwischen 80% und 90% konfluent
gewachsen waren, wurden sie mit Ablése-Puffer abgeldst und flr 6min bei
Raumtemperatur (RT) in Fixierungs-LOsung aufgenommen. Im Anschluss
wurden die Zellen einmal mit Standardmedium und sechsmal mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden gezahlt und in Einfriermedium bei -80°C
gelagert. Fixierte BHKcpso. Zellen wurden fiur IL-12 Versuche verwendet,

PFA-fixierte BHK: Zellen wurden als Negativ-Kontrolle eingesetzt.

2.21.3. Separation von peripheren, mononukledren Zellen mittels

Ficoll-Gradienten

Je 10ml des Buffy Coats wurden mit PBS auf 40ml aufgefullt. 13ml Ficoll Paque
wurden mit dem Blut-PBS-Gemisch Uberschichtet, und flir 20min bei 190xg

zentrifugiert um einen Gradienten zu erzeugen. Die obersten 20ml des
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verdunnten Plasmas wurden entfernt und fir weitere 20min bei 350xg
zentrifugiert. Der Ring aus peripheren, mononuklearen Zellen des Blutes
(PBMC) zwischen den zwei Phasen wurde vorsichtig abgenommen und
gesammelt. Die PBMC wurden im Anschluss in 50ml PBS verdunnt, bei 250xg
fur 5min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt erfolgte

insgesamt dreimal.

2.2.1.4. Magnetische Isolierung von Monozyten aus peripheren

mononuklearen Zellen des Blutes

Die PBMC wurden in 1,6ml Waschpuffer aufgenommen und mit 200ul CD14
Mikroperlen vermischt. Die Zellsuspension wurde bei 4°C fur 30min inkubiert
und dabei einige Male durchmengt. Die Zellen wurden auf 50ml mit PBS
aufgeflllt, wie oben beschrieben gewaschen, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 4ml Waschpuffer aufgenommen. Die LS S&ule wurde in einem
MidiMACS fixiert und mit 5ml Waschpuffer gewaschen. Die Zellsuspension
wurde dreimal auf die Saule gegeben, die haftenden Zellen mit 5ml
Waschpuffer gewaschen, die Saule aus dem MidiMACS entfernt und schlief3lich
CD14" Monozyten in 5ml Waschpuffer eluiert. Die Monozyten wurden zu 1x10°
Zellen/ml Vollmedium aufgenommen und je nach Experiment mit verschiedenen

Zytokinen oder Tumorzell-Uberstanden versetzt.

2.2.1.5. Herstellung dendritischer Zellen

Alle generellen Methoden, die in den unterschiedlichen Experimenten
angewendet wurden, werden nachfolgend beschrieben. Kleinere Abweichungen
in Behandlung und Zeitpunkt der Zellernte sind in den Legenden der

Abbildungen angegeben.

2.2.1.5.1. Differenzierung

Die gewonnenen Monozyten wurden fur funf bis acht Tage mit 100ng/ml
GM-CSF und 5ng/ml IL-4 kultiviert. Parallel wurden einige Zellen mit 5, 25 bzw.
100ng/ml IL-6, 5 bzw. 0,5ng/ml TGFp oder Vollmedium/Tumorzell-Uberstanden
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im Verhaltnis 1:1 bei 1x10° Zellen/ml stimuliert. Alle zwei bis drei Tage wurden
500ul frisches Medium mit entsprechenden Zytokinen und Tumorzell-

Uberstanden zugegeben.
2.2.1.5.2. Reifung

Nach sechs Tagen der Kultivierung wurden die Monozyten abhangig vom
jeweiligen Experiment mit dem Reifungs-Stimulus LPS stimuliert. Vollmedium
wurde als Negativ-Kontrolle verwendet. Nach den unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet oder fur weitere Schritte in den

Experimenten verwendet.
2.2.1.6. Isolierung von naiven T-Helferzellen aus peripherem Blut

Nach der Isolierung der CD14" Monozyten, wurden die Ubrig gebliebenen
PBMC zu 1x10” Zellen/ml in T-Zell-Waschpuffer aufgenommen und mit 25l
CD4 Mikroperlen vermischt. Je 1ml der Zellsuspension wurde in
Reaktionsgefale Uberfuhrt und bei 4°C fir 20min unter Schitteln inkubiert. Die
Reaktionsgefae wurden in eine Magnetkammer MPC®-E eingesetzt, um fiir
2-3min die magnetische Bindung der mit Zellen besetzten Mikroperlen zu
ermoglichen. Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen in  1ml
T-Zell-Waschpuffer resuspendiert und die Bindung wiederum fir 2-3min
ermoglicht. Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal wiederholt.
SchlieRlich wurden die Zellen zu 1x10” Zellen/100pl in  Vollmedium
aufgenommen, mit 100ul/ml Ablése-Perlen versetzt und fur 45min bei RT
geschuttelt. Die Reaktionsgefalle wurden erneut in die Magnetkammer
eingesetzt und ein Anheften der nun freigewordenen Mikroperlen fur 2-3min
ermoglicht. Der Uberstand mit den freigesetzten Zellen wurde gesammelt, die
Abldse-Perlen erneut mit 1ml Vollmedium gewaschen und der Uberstand
vereinigt, dies wurde insgesamt dreimal wiederholt. Der gesammelte Uberstand
samt Zellen wurde auf 10ml mit Vollmedium aufgefullt, bei 250xg flir Smin
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die CD4" T-Zellen wurden zu 1x10°
Zellen/ml T-Zell-Medium aufgenommen und fur 5-7 Tage bei 37°C und 5% CO»
kultiviert. Dabei wurde alle 2-3 Tage 250ul/ml frisches T-Zell-Medium
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zugegeben. Zur Isolierung der naiven T-Zellen wurden die CD4" Zellen
gesammelt, mit Waschpuffer auf 20ml aufgefullt, wie oben beschrieben
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. 1x10” Zellen/80ul Waschpuffer
wurden aufgenommen und 20ul CD45R0 Mikroperlen zugegeben, die
Zellsuspension gut gemischt und fur 15min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe
von 10ml Waschpuffer wurden die Zellen zentrifugiert, das Pellet in 2ml
Waschpuffer aufgenommen und auf eine vorbereitete LS Saule gegeben. Die
Saule wurde zweimal mit jeweils 4ml Waschpuffer gewaschen und so die
naiven, CD45R0™ Zellen gesammelt. 4,5x10° Zellen/ml Vollmedium wurden
schliel3lich aufgenommen und zu jeweils 100ul in 96-Loch Rundbodenplatten

fur allogene, gemischte Lymphozyten-Kulturen ausgesat.
22.2. Zytotoxizitats-Assay

Die verschiedenen Zelllinien wurden in 96-Loch Flachbodenplatten zu 2,5x10*
Zellen/Loch ausgesat und 24h spater mit Medium, 10ng/ml OSM oder 100ng/ml
IL-6 in An- und Abwesenheit von 500ng/ml sgp80 stimuliert. Nach 8h Inkubation
bei 37°C und 6% CO, wurden die Uberstdnde verworfen und die Zellen mit
einer 1:5 Verdunnungsreihe TNFo in Gegenwart von 50ug/ml Cycloheximid
(CHX) stimuliert. FUr die Kinetik-Analysen wurden HPK1A Zellen zu 2x10*
Zellen/Loch ausgesat, mit Medium, 10ng/ml OSM oder 100ng/ml IL-6 fur die
angegebenen Zeitintervalle vorstimuliert und mit TNFo. und 50ug/ml CHX wie
oben beschrieben versetzt. Das zellulare Uberleben wurde 16h spater durch die
Aufnahme von Neutralrot nach Finter et al. (Finter et al., 1969) bestimmt. Um
die Sensibilisierung fur das chemotherapeutische Medikament Cisplatin zu
(iberpriifen, wurden SW756 Zellen zu 1x10* Zellen/Loch ausgesat und wie oben
beschrieben mit Medium, OSM, IL-6 mit sgp80 und sgp80 alleine vorstimuliert.
Nach einer zwdlfstiindigen Inkubationszeit wurde der Uberstand verworfen und
die Zellen mit einer 1:2 Verdunnungsreihe Cisplatin stimuliert. Weitere 48h
spater wurde das Uberleben der Zellen wie oben beschrieben bestimmt. Die
Vorstimulation mit dem metabolischen Inhibitor PD98059 erfolgte 4h vor der
Zugabe der Zytokine fur weitere 8h. Nach der Inkubation bei 37°C und 6% CO,

wurden die Uberstande verworfen und die Zellen mit einer 1:5 Verdinnungs-
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reihe TNFa in Gegenwart von 50ug/ml CHX stimuliert. Das zellulére Uberleben

wurde 16h spater wie oben beschrieben bestimmt.
2.2.3. IL-12 Induktions-Experiment

Die Monozyten wurden fur sechs Tage mit GM-CSF (100ng/ml) und IL-4
(5ng/ml) kultiviert. Zusatzlich wurden die Zellen mit Medium, 5 oder 100ng/mi
IL-6, 5 oder 0,5 ng/ml TGFf oder Tumorzell-Uberstidnden wie oben beschrieben
stimuliert. Am Tag sechs wurden je 500ul des Uberstands fiir IL-10 Analysen
abgenommen und im Anschluss die Zellen fur 8h mit 250ng/ml LPS stimuliert.
Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, gezahlt und in einer Dichte
von 6x10° Zellen/ml in Vollmedium aufgenommen. Je 250ul Zell-Suspension
wurde in 24 Loch-Platten ausgesat und die Zellen mit Medium, PFA-fixierten
BHKcpsor Zellen oder BHK,: Zellen (4,5x105/well in 250yl Medium) fur 24h
stimuliert. Von jeder Bedingung wurden Doppelansatze hergestellt. Die

Uberstande wurden gesammelt, zentrifugiert und bei -80°C gelagert.
2.24. IL-6 Neutralisations-Experiment

Die Monozyten wurden fur vier Tage mit GM-CSF (100ng/ml) und IL-4 (5ng/ml)
kultiviert. An Tag vier wurden die Zellen mit Medium, 25ng/ml IL-6 oder SW756
Tumorzell-Uberstand, wie beschrieben, stimuliert. Um das endogene oder
exogen zugesetzte IL-6 zu blockieren, wurde ein IL-6-neutralisierender
Antikodrper oder eine entsprechende Isotyp-Kontrolle zusammen mit IL-6 oder
SW756 Tumorzell-Uberstand verabreicht. An Tag sechs wurden je 500ul der
Uberstande fiir IL-10 Analysen abgenommen, im Anschluss die Zellen fir 8h
mit 250ng/ml LPS stimuliert und wie oben beschrieben mit PFA-fixierten
BHKcpaoL Zellen (4,5x10%/well in 250u1 Medium) fiir 24h stimuliert. Von jeder
Bedingung wurden Doppelansatze hergestellt. Die Uberstdnde wurden

gesammelt, zentrifugiert und bei -80°C gelagert.
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2.2.5. IP-10 und TNFa Induktion

Die Monozyten wurden fur sechs Tage mit GM-CSF (100ng/ml) und IL-4
(5ng/ml) kultiviert. Zusatzlich wurden die Zellen mit Medium und 100ng/ml IL-6,
wie beschrieben, vorinkubiert. An Tag sechs wurden die Zellen fur 24h mit
250ng/ml LPS stimuliert. SchlieRlich wurden die Uberstande gesammelt,
zentrifugiert und auf ihren IP-10 und TNFa Gehalt Uberprift. Die Analyse jeder

Bedingung erfolgte in Doppelansatzen.
2.2.6. Allogene, gemischte Lymphozyten-Kultur

Die Monozyten wurden fur sechs Tage mit GM-CSF (100ng/ml) und IL-4
(5ng/ml) kultiviert. Zusatzlich wurden die Zellen mit Medium, 100ng/ml IL-6 oder
Tumorzell-Uberstanden wie beschrieben stimuliert. An Tag sechs wurden die
Zellen fur 16h mit 250ng/ml LPS oder Medium als Kontrolle inkubiert. Dann
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, gezahlt und in einer Dichte von
2,25x10°  Zellen/ml in  Vollmedium aufgenommen. Allogene, naive
T-Helferzellen wurden zu 4,5x10° Zellen/ml in Vollmedium aufgenommen und
zu jeweils 100l in 96-Loch Rundbodenplatten ausgesat. Die vorbereiteten DC
der diversen Bedingungen wurden in einem Verhaltnis von 1:200
(DC:T-Helferzellen) dazugegeben und die Kokultur bei 37°C und 5% CO;
inkubiert. Nach vier Tagen erfolgte die Zugabe von 1mM Bromodesoxyuridin
(BrdU) flr 24h. Zunéchst wurden die einzelnen Uberstande gesammelt, wie
beschrieben zentrifugiert und bei -80°C gelagert, um in unterschiedlichen ELISA
Untersuchungen eingesetzt zu werden. Die Zellen wurden mit einem
anti-BrdU-FITC konjugierten Antikorper mit Hilfe des BrdU Flow Kits, einem
anti-CD3 Antikorper OKT3 oder einer Maus-lgGs Isotyp-Kontrolle und
Allophycocyanin-konjugiertem sekundaren Antikérper gefarbt. Der Prozentsatz
der BrdU-positiven, CD3-gefarbten Zellen wurde mit Hilfe des FACSCalibur
DurchfluBRzytometers bestimmt.
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2.2.7. Proliferations-Assay fur Zervixkarzinomzellen

SW756 Zellen wurden in 96-Loch Flachbodenplatten zu 1,5x10* Zellen/Loch
ausgesat und 24h spater mit Medium, 10ng/ml OSM oder 100ng/ml IL-6 und
500ng/ml sgp80 fiir 48h stimuliert. Bereits nach 46,5h erfolgte die Zugabe von
10uM BrdU. Die Proliferation der Zellen wurde mit Hilfe des Cell Proliferation
ELISA BrdU Kits nach Anweisung des Herstellers ermittelt. Die Absorption

wurde mit dem Tecan Spectrophotometer bei 450nm gemessen.

2.2.8. Praparation von Kernextrakten

2.2.8.1. Dignam-Methode

Die Monozyten wurden fir sechs Tage wie beschrieben mit Medium, 5 oder
100ng/ml IL-6, 5 oder 0,5ng/ml TGFpB oder Tumorzell-Uberstand kultiviert. An
Tag sechs wurden die Zellen fur 2h mit 250ng/ml LPS stimuliert und

Kernextrakte nach Dignam et al. (Dignam et al., 1983) prapariert.

2.2.8.2. Andrews-Methode

Die unterschiedlichen Zelllinien wurden in 6cm g-Schalen zu 1,25x10°
Zellen/Schale ausgesat, 24h spater mit 10ng/ml OSM oder Standardmedium
stimuliert und nach einer Inkubation von 15min bei 37°C geerntet. DC wurden
vier Tage wie beschrieben kultiviert und far 15min mit den angegebenen
Konzentrationen IL-6 flr 15min stimuliert. SchlieRBlich wurden Kernextrakte nach
Andrews et al. (Andrews et al., 1991) prapariert, der Proteingehalt der Proben
mit Hilfe von Protein-Assay Reagenz bestimmt und die Extrakte bei -80°C

gelagert.

2.2.9. Praparation von Ganzzellextrakten mittels LSDB-Puffer

Verschiedene Karzinom-Zelllinien wurden zu 2x10° Zellen/Schale in 6cm
@-Schalen ausgesat und bei 37°C und 6% CO; inkubiert. 24h spater wurden die
Zellen mit 10ng/ml OSM oder 100ng/ml IL-6 in An- oder Abwesenheit von
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500ng/ml sgp80 flr die angegebenen Zeitraume stimuliert. Die Zellen wurden
mit einem Zellschaber abgekratzt, bei 960xg bei 4°C fur Smin zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde 1x mit PBS gewaschen, in 100pl
LSDB-Puffer aufgenommen und 30min auf Eis inkubiert. Durch vier Einfrier-
und Auftauzyklen in flissigem Stickstoff und bei 37°C wurden die Zellen
aufgebrochen, im Anschluss dreimal 5s sonifiziert und anschliefend die
Zellwandtrummer inklusive DNA abzentrifugiert (17.900xg, 10min, 4°C).

2.2.10. Praparation von Ganzzellextrakten mittels SDS-Probenpuffer

2.2.10.1. Zervixkarzinom-Zelllinien

SW756 und HPK1A Zellen wurden zu 1,5x10° Zellen/Schale in 6cm @-Schalen
ausgesat und 24h spater mit Medium oder 20uM PD98059 fir 30min
vorstimuliert und schlieBlich far 10min mit Medium, 10ng/ml OSM oder
100ng/ml IL-6 in An- oder Abwesenheit von 500ng/ml sgp80 fur die
angegebenen Zeitraume inkubiert. Zur Herstellung der Ganzzellextrakte wurden
die pelletierten Zellen in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Der Abgleich der
Proben erfolgte mittels Coomassie-gefarbten Gelen nach einem

Standardprotokoll.

2.2.10.2. Dendritische Zellen

Die Monozyten wurden fur sechs Tage mit GM-CSF (100ng/ml) und IL-4
(5ng/ml) kultiviert. Zusatzlich dazu wurden die Zellen mit Medium oder 100ng/mi
IL-6, wie beschrieben, stimuliert. An Tag sechs wurden die Zellen mit Medium
oder 50ng/ml LPS stimuliert, nach 48h die Zellen geerntet und in

SDS-Probenpuffer aufgenommen.

2.211. RNAsolierung

Die Monozyten wurden fur vier Tage mit GM-CSF (100ng/ml) und IL-4 (5ng/ml)
kultiviert. An Tag vier wurden die Zellen mit 100ng/ml IL-6 versetzt und nach

20min und 40min geerntet oder an Tag sechs fur 4h mit 250ng/ml LPS
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stimuliert. Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Kits isoliert. Die genomische

DNA wurde dabei durch die Verwendung von Qiashredder-Saulen geschert.

2.212. Molekularbiologische Methoden

2.2.12.1. Standardmethoden

Die hier aufgefuhrten Methoden wurden nach Sambrook et al. (Sambrook et al.,
1989) und Ausubel et al. (Ausubel et al., 1992) durchgeflhrt.

e Ethanol-Prazipitation von DNA

e Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

e Gelelektrophorese von Nukleinsauren

e Bestimmung der Proteinkonzentration

e Denaturierende diskontinuierliche Elektrophorese (SDS-PAGE)

von Proteinen

2.2.12.2. Western Blot Analysen

2.212.2.1. Zervixkarzinom-Zelllinien

Gleiche Mengen an Protein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Western
Blots wurden nach dem Protokoll von Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989)
durchgefuhrt. Die primaren Antikérper gegen HPV18E7 (1:100), c-myc (1:250),
STAT3 (1:500), Phospho-STAT3(Tyr705) (1:1000), Phospho-ERK (1:5000),
ERK-2 (1:2000) und pB-Aktin (1:2000) wurden bei 4°C Uber Nacht und
sekundare, Peroxidase-gekoppelte Antikorper bei RT fur 2h inkubiert. Der
Chemilumineszenz-Nachweis erfolgte mit dem BM Chemiluminescence Blotting
Substrate nach den Angaben des Herstellers. Die Protein-Antikérper-Komplexe

konnten danach als Banden auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden.
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2.2.12.2.2. Dendritische Zellen

DC wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen, sonifiziert und fur 5min bei
95°C erhitzt. Gleiche Mengen an Protein mittels SDS-PAGE getrennt und
Western Blots nach dem Protokoll von Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989)
durchgefuhrt. Der primare Antikorper gegen IDO (1:1000) wurde bei 4°C Uber
Nacht und der sekundare, Peroxidase-gekoppelte Antikorper bei RT fur 2h
inkubiert. Als Abgleich wurde ein B-Tubulin (1:333) Antikorper verwendet. Der
Chemilumineszenz-Nachweis erfolgte wie bereits beschrieben mit dem BM

Chemiluminescence Blotting Substrate.

2.2.12.3. Herstellung radioaktiv markierter Oligonukleotide

Komplementare Oligonukleotide fur NF-kB Bindestellen der murinen « leichten
Kette (Zabel et al., 1991) oder STAT1-3 Bindestellen des sis-induzierbaren
Elements des c-fos Promotors (Hess et al., 2000) wurden in TEN-Puffer
gemischt, fir 5min auf 95°C erhitzt und mit [a-**P]-dATP mittels Klenow-

Polymerase radioaktiv markiert.

2.2.12.4. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Je 5ug der Kernextrakte nach Dignam oder Andrews wurden fur 20min bei RT
mit je 1pl radioaktiv markierten DNA-Fragmenten in je 9ul der entsprechenden
Bindepuffer (fur NF-xB oder STAT) inkubiert. Das DNA-Protein-Gemisch wurde
auf 4,5%igen TBE-gepufferten Acrylamidgelen bei 160V aufgetrennt und durch

Autoradiogramme sichtbar gemacht.

2.212.5. Supershift-Analysen

Um die, an STAT1-3 Bindestellen gebundenen Proteine naher zu
charakterisieren, wurden Supershift-Analysen durchgefuhrt. Die Kernextrakte

wurden mit 200ng anti-STAT1, anti-STAT3 Antikérpern oder einer
entsprechenden Isotyp-Kontrolle fur 40min bei 4°C vorinkubiert, gefolgt von der
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oben beschrieben Inkubationszeit mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden

und Auftrennung der Protein-DNA-Komplexe.

2.212.6. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Uberstande der verschiedenen Experimente wurden auf Eis aufgetaut und
der IFNy, IL-10, IL-12, IP-10 bzw. TNFa Gehalt mit Hilfe der kauflich
erworbenen Kits laut Anweisung der Hersteller ermittelt oder im Falle von IL-6
wie unten beschrieben durchgefiihrt. Tumorzell-Uberstdnde wurden auf ihren
IL-6, IL-10 und TGFp Gehalt untersucht, dabei wurde fur die Bestimmung des

IL-10 und TGFp Gehalts laut Anweisung des Herstellers verfahren.

2.2.12.6.1. IL-6 ELISA

Nunc-MaxiSorp Platten wurden mit 1ug/ml anti-IL-6 Antikorper Uber Nacht
beschichtet. Nach einer 1h Blockierung der Platte mit 0,5% BSA in PBS wurden
die Proben sowie eine Verdinnungsreihe des Standards aufgetragen und flr
2-3h bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde mit 0,1ug/ml polyklonalem anti-IL-6
Antikorper aus Kaninchen uber Nacht inkubiert. Nach einer 2h Behandlung mit
Peroxidase gekoppelten Ziege anti-Kaninchen Antikérper wurde das
TMB-Substrat zugegeben und die Extinktion mit dem Tecan Spectrophotometer

bei 450nm gemessen.

2.213. Immunhistochemische Untersuchungen

Formalin-fixierte (5%), in Paraffin eingebettete Gewebeproben von Patientinnen
mit leichtgradigen oder schwergradigen zervikalen, intraepithelialen Neoplasien
oder Zervixkarzinomen wurden freundlicherweise vom Institut fir Pathologie,
Universitat zu Koln, zur Verfligung gestellt. Das Einverstandnis der Patientinnen
zur Verwendung der Proben fur wissenschaftliche Untersuchungen lag in allen
Fallen vor. 5uM starke Sektionen wurden geschnitten und in Xylol
entparaffiniert. Die konventionelle H&E Farbung (Hamatoxilin und Eosin)

erfolgte nach einem Standardprotokoll. Die Schnitte wurden zunachst flr 5min

44



Material und Methoden

in Zitratpuffer unter Uberdruck erhitzt, im Anschluss fir 15min in kaltem H,O
gewaschen und schliel3lich die endogenen Peroxidasen durch eine Inkubation
von 30min bei RT mit 0,3% H2O, in Methanol blockiert. Nach einem weiteren
Waschschritt in TBS erfolgte die Inkubation mit den monoklonalen Antikérpern
gegen Ki67 oder Phospho-STAT3(Tyr705) bei 4°C Uber Nacht. TBS diente dabei
als Negativ-Kontrolle. Nach zwei Waschschritten in TBS wurden die Schnitte
mit EnVision™/+HRP fur 30min bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden erneut
gewaschen und fur 30min mit AEC-Substrat bei RT inkubiert, um die Reaktion
sichtbar zu machen. Die Praparate wurden abschlieRend mit Aquatex®

eingedeckelt.
2.2.14. Northern Blot Analysen

Northern Blots wurden nach dem Protokoll von Sambrook et al. (Sambrook et
al., 1989) durchgefuhrt. Die radioaktive Markierung der IRF-1, SOCS1 und
SOCS3 Sonden erfolgte mit dem Random Primers DNA Labeling System und
dem radioaktiven [y-*?P]-ATP Nukleotid. Fir die Prahybridisierung und

Hybridisierung wurde ExpressHyb™ Hybridisierungs Losung verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Autokrine Wirkung von IL-6 in Zervixkarzinomzellen

3.1.1. Einfluss von IL-6 auf die Onkogen Expression und Proliferation

von Zervixkarzinomzellen

In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Wiederherstellung des IL-6 Signalweges in Zervixkarzinomzellen zu einer
STAT3-abhangigen Aktivierung der HPV18 Kontrollregion fuhrt (Smola-Hess et
al., 2001). In diesen transienten Transfektions-Analysen wurden episomal
vorliegende Reporterplasmide untersucht. Nach der in den meisten
Zervixkarzinomzellen erfolgten Integration der viralen DNA kann sich die
transkriptionelle Regulation von der episomaler, viraler DNA unterscheiden
(Bechtold et al., 2003). Aus diesem Grund untersuchten wir den Einfluss der
IL-6 Signaltransduktion auf die Induktion der endogenen Onkogen Expression
in Zervixkarzinomzellen mit integriertem HPV18 Genom. SW756 Zellen wurden
mit IL-6 und l6slichem IL-6 Rezeptor (sgp80) fur unterschiedliche Zeitraume
inkubiert, lysiert und fur Western Blot Versuche verwendet. IL-6 zusammen mit
sgp80 induzierte sehr schnell die Onkogen Expression in diesen Zellen
(Abbildung 3A). Schon nach zwei Stunden kam es zu einer deutlichen Induktion
der HPV18 E7 Expression. IL-6/sgp80 Stimulation steigerte zudem die

Proliferation der autonom wachsenden Krebszelllinie (Abbildung 3B).
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Abbildung 3: (A) IL-6/R induziert Onkogen Expression in SW756 Zellen. Die Zellen wurden
fur die angegebenen Zeitrdume mit Medium oder 100ng/ml IL-6 zusammen mit 500ng/ml sgp80
stimuliert. 75ug Ganzzellextrakt wurden mittels Western Blot untersucht. Dazu wurden
HPV18E7 (obere Reihe) oder B-Aktin (untere Reihe) spezifische Antikdrper verwendet. Eine
Quantifizierung der Banden des Western Blot, mit Hilfe der QuantityOne Software der Firma
BioRad, ergab die im unteren Teil angegebene x-fache Expression von HPV18 E7.

(B) Verstarkte Proliferation von SW756 Zellen nach IL-6/R Stimulation. Die Zellen wurden
fir 48h mit Medium (inklusive 1% FCS) oder 100ng/ml IL-6 zusammen mit 500ng/ml sgp80
behandelt. Der BrdU Einbau wurde mittels ELISA bestimmt. Die Ergebnisse reprasentieren die
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. Der BrdU Einbau
der unstimulierten Zellen wurde auf 1 gesetzt.

3.1.2. Induktion der c-myc Synthese durch IL-6 und OSM

Die Induktion des viralen Onkoproteins E7 wurde begleitet von einer schnellen
Hochregulation des Proto-Onkogens c-myc. Innerhalb von zwei Stunden wurde
die c-myc Expression nicht nur in den malignen HPV18-positiven SW756
Zellen, sondern auch in nicht-malignen HPK1A Zellen, die in vitro mit HPV16
transformiert wurden, durch IL-6 und OSM induziert (Abbildung 4). C-myc ist ein
wichtiger Vermittler der Proliferation und kann Zellen fur den Zelltod durch
Apoptose sensibilisieren. Dies wurde z.B. flr die Apoptose Induktion durch

TNFa beschrieben (Janicke et al., 1994; Klefstrom et al., 1994). Aus diesem
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Grund wurde der Einfluss von IL-6 und OSM auf die TNFa-vermittelte Apoptose

in HPV-positiven Keratinozyten untersucht.

.\\§°
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Abbildung 4: Induktion der c-myc Expression nach OSM und IL-6 Signaltransduktion in
HPK1A und SW756 Zellen. Die Zellen wurden fir die angegeben Zeitraume mit Medium,
10ng/ml OSM oder 100ng/ml IL-6 in Abwesenheit (HPK1A) oder Anwesenheit (SW756) von
500ng/ml sgp80 stimuliert. 20ug (HPK1A) oder 40ug (SW756) Ganzzellextrakt wurden mittels
Western Blot untersucht. Dazu wurden jeweils monoklonale Antikérper gegen c-myc (obere
Reihe) oder B-Aktin als Kontrolle (untere Reihe) verwendet.

3.1.3. IL-6 und OSM Signaltransduktion sensibilisieren HPV-positive

Zelllinien fur TNFa-vermittelte Zytotoxizitat

Verschiedene HPV-positive Zelllinien wurden auf ihre Sensitivitat gegenuber
der TNFa-vermittelten Induktion des Zelltods in Gegenwart von CHX
untersucht. CHX hemmt die Proteinbiosynthese auf der Ebene der Translation
und verhindert damit die Expression von anti-apoptotischen Proteinen (Nebert
und Gelboin, 1970). Die nicht-malignen HPK1A und K51 Zellen reagierten nur
schwach mit der Induktion von Apoptose nach TNFa Stimulation, wahrend
Karzinomzellen zu 32% (SW756) oder 80% (CaSki) durch hohe TNFa Dosen
getotet wurden (Abbildung 5A).
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Abbildung 5: IL-6 Signaltransduktion sensibilisiert fiir TNFa-vermittelte Apoptose. (A) In
vitro HPV-transformierte Zellen (HPK1A und K51) und HPV-positive Zervixkarzinomzellen
(CaSki und SW756) wurden mit Medium (weil3e Kreise) oder 100ng/ml IL-6 in der Abwesenheit
(HPK1A und K51, graue Kreise) oder Anwesenheit (CaSki und SW756, schwarze Kreise) von
500ng/ml sgp80 stimuliert. Nach 8h wurden die Zellen mit einer Verdinnungsreihe TNFa. in der
Anwesenheit von 50ug/ml CHX behandelt. Der Anteil lebender Zellen wurde nach 16h durch die
Aufnahme von Neutralrot ermittelt.

(B) Alternativ wurden die Zellen mit Medium (weiRe Kreise) oder 10ng/ml OSM (schraffierte
Kreise) stimuliert. Nach 8h wurden die Zellen mit einer Verdinnungsreihe TNFo in der
Anwesenheit von 50ug/ml CHX behandelt. Der Anteil lebender Zellen wurde nach 16h durch die
Aufnahme von Neutralrot ermittelt.
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Um zu Uberprifen, ob IL-6 diese Sensitivitat fur TNFa-vermittelte Apoptose
verandern kann, wurden die Zellen fur 8h mit IL-6 vorinkubiert und im Anschluss
mit ansteigenden Dosen TNFa in der Anwesenheit von CHX stimuliert.
Hierdurch wurden auch die nicht-malignen HPV-positiven Keratinozyten fur den
TNFa-vermittelten Zelltod sensibilisiert. Bis zu 25% der K51 und ca. 50% der
HPK1A Zellen starben nach dieser Behandlung. Zervixkarzinomzellen (CaSki
und SW756) wurden nicht durch IL-6 allein (Daten nicht gezeigt), sondern nur,
wenn [L-6 zusammen mit sgp80 verabreicht wurde sensibilisiert. Unter diesen
Bedingungen wurden CaSki Zellen bis zu zehnfach sensibler fir
TNFa-vermittelte Apoptose, wahrend ca. 75% der SW756 Zellen starben
(Abbildung 5A). Ebenso fuhrte die OSM Signaltransduktion bereits in sehr
geringer Dosierung (10ng/ml) zu einer gesteigerten Sensibilitdt far
TNFa-vermittelte Zytotoxizitat (Abbildung 5B). Dabei zeigte sich in HPK1A der
starkste Effekt. Bis zu 75% der Zellen starben durch TNFo nach OSM

Stimulation.

3.1.4. IL-6 und OSM-vermittelte Sensitivitat fiir TNFa-Zytotoxizitat ist

induzierbar

TNFa-vermittelte Zytotoxizitat beinhaltet eine Vielzahl von intrazellularen
Faktoren, die das ,Todessignal® Ubertragen. Die Sensibilisierung fur den
TNFa-vermittelten Zelltod kann also auf verschiedenen Ebenen stattfinden. Um
zu untersuchen, ob die Sensibilisierung induzierbar ist, wurden Zeit-Kinetiken
der IL-6 und OSM Stimulation vor der Zugabe des zytotoxischen Stimulus in
HPK1A Zellen durchgefuhrt. Bei gleichzeitiger Gabe von IL-6 oder OSM und
TNFa wurde keine Steigerung der TNFa-Zytotoxizitat beobachtet. Die
Empfindlichkeit fur TNFo-vermittelten Zelltod war fur einen Zeitraum von 8h
deutlich induzierbar und stieg weiter an bis nach etwa 24h eine Plateau-Phase
erreicht wurde (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Die Sensibilisierung fiir TNFa-vermittelte Apoptose ist induzierbar. HPK1A
Zellen wurden mit Medium (weil’e Kreise), 100ng/ml IL-6 (schwarze Dreiecke) oder 10ng/mi
OSM (schwarze Kreise) stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen mit
5000U/ml TNFa in der Anwesenheit von 50ug/ml CHX behandelt. Der Anteil lebender Zellen
wurde 16h nach der Behandlung durch die Aufnahme von Neutralrot ermittelt.

3.1.5. IL-6 und OSM Signalwege in Zervixkarzinomzellen
3.1.5.1. OSM fiihrt zu STAT3 Aktivierung

Bei der Suche nach intrazellularen Signaltransduktionswegen, die sehr schnell
durch IL-6 und OSM aktiviert werden, wurde auch die Aktivierung von STAT
Faktoren untersucht. Es wurde bereits gezeigt, dass die mit I6slichem IL-6
Rezeptor rekonstituierte IL-6 Signaltransduktion in verschiedenen Zervix-
karzinomzellen zu einer starken Aktivierung von STAT3 fuhrt (Hess et al.,
2000). Eine ahnliche STAT Aktivierung zeigten HPV-positive Keratinozyten
Zelllinien nach der Stimulation mit OSM, darunter die HPV16- bzw. HPV18-
immortalisierten Keratinozyten HPK1A und K51 sowie die HPV16- bzw. HPV18-
positiven Zervixkarzinom-Zelllinien CaSki und SW756 (Abbildung 7).
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Abbildung 7: OSM aktiviert in verschiedenen HPV-positiven Zelllinien vornehmlich
STAT3. Die Zellen wurden fur 15min mit Medium (Spur 1) oder 10ng/ml OSM (Spuren 2-5)
inkubiert. Die Kernextrakte wurden auf inre STAT Bindeaktivitat mittels EMSA untersucht. Dazu
wurde als Oligo das sis-induzierbare Element aus dem c-fos Promotor verwendet. Um die
Spezifitdt der Komplexe zu untersuchen, wurden die Kernextrakte mit anti STAT3 Antikdrper
(Spur 3), anti STAT1 Antikorper (Spur 4) oder einem unspezifischen Kaninchen Immunglobulin
als Kontrolle (Spur 5) vorinkubiert.

Alle Zellen enthielten einen nicht-induzierbaren Komplex |. Nach der Stimulation
mit IL-6 oder OSM zeigte sich ein stark induzierbarer, neuer Komplex (Komplex
II). Dieser wurde durch anti STAT3 Antikorper fast komplett, durch anti STAT1
kaum und durch Kontroll-Antikorper gar nicht gebunden. OSM, wie auch IL-6
Signaltransduktionswege flhren also in HPV positiven Keratinozyten und

Zervixkarzinom-Zelllinien zur Aktivierung von STAT3.
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3.1.5.2. Western Blot Analyse der IL-6 und OSM induzierten STAT3
Aktivierung

Die beschriebene Aktivierung von STAT3 wurde flr beide Zytokine auch mit
Hilfe von Phospho-STAT3(Tyr705)-spezifischen Antikérpern im Western Blot
untersucht. Beide Zytokine fuhrten zur Aktivierung von Phospho-STAT3(Tyr705)
in den in vitro HPV16-transformierten Zellen HPK1A und den HPV18-positiven
SW756 Zellen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: IL-6 und OSM Signaltransduktion aktivieren in HPV-positiven Zelllinien
STAT3. Die Zellen wurden fir 10min mit Medium (Spur 1), 10ng/ml OSM (Spur 2) oder
100ng/ml IL-6 in Abwesenheit (HPK1A) oder Anwesenheit (SW756) von 500ng/ml sgp80 (Spur
3) stimuliert. 25ul Ganzzellextrakt wurden mittels Western Blot untersucht. Dazu wurden jeweils
Antikdrper gegen Phospho-STAT3(Tyr705) (obere Reihe), STAT3 (mittlere Reihe) oder B-Aktin
als Kontrolle (untere Reihe) verwendet.
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3.1.5.3. IL-6 und OSM aktivieren die ERK MAPK

Um die Aktivierung der ERK MAPK zu untersuchen, wurden Western Blots mit
Phospho-ERK-spezifischen Antikérpern durchgefuhrt. Zusatzlich wurden die
Zellen mit dem MAPK Inhibitor PD98059 behandelt, der spezifisch die MAPK
MEK und damit die Aktivierung von ERK inhibiert. Beide Zytokine fuhrten zu
einer starken Aktivierung von Phospho-ERK in den HPV16-transformierten
HPK1A und den malignen HPV18-positiven SW756 Zellen. Der Inhibitor
PD98059 konnte diese Aktivierung teilweise wieder aufheben (Abbildung 9).
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Abbildung 9: IL-6 und OSM Signaltransduktion aktivieren in HPV-positiven Zelllinien die
ERK MAPK. Die Zellen wurden fir 10min mit Medium (Spur 1 und 4), 10ng/ml OSM (Spuren 2
und 5) oder 100ng/ml IL-6 in Abwesenheit (HPK1A) oder Anwesenheit (SW756) von 500ng/ml
sgp80 (Spuren 3 und 6) stimuliert zusatzlich dazu wurden die Zellen vor der Zugabe der
Stimulantien mit Medium (Spur 4) oder 20uM PD98059 (Spuren 5 und 6) fur 30min
vorstimuliert. 25ul Ganzzellextrakt wurden mittels Western Blot untersucht. Dazu wurden jeweils
monoklonale Antikdrper gegen Phospho-ERK (obere Reihe) und ERK-2 (untere Reihe)
verwendet.
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3.1.6. Inhibition der ERK MAP Kinase sensibilisiert fiir TNFo-vermittelten
Zelltod

Um zu Uberprifen, ob die Inhibition der ERK MAPK einen Einfluss auf die
TNFo-vermittelte Zytotoxizitat in SW756 Zellen hat, wurde der Inhibitor
PD98059 in den Zytotoxizitats-Versuchen eingesetzt. Abbildung 10 zeigt, dass
die Inhibition der ERK Aktivierung zu einer Verstarkung der TNFa-vermittelten
Apoptose in diesen Zellen fuhrte. Die beobachtete Apoptose-Sensibilisierung

durch IL-6 zusammen mit sgp80 wurde dadurch noch weiter verstarkt.
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Abbildung 10: Inhibition der MAPK verstarkt die TNFa-vermittelte Apoptose in SW756
Zellen. SW756 Zellen wurden fir 4h mit dem Inhibitor PD98059 in den angegebenen
Konzentrationen vorbehandelt und mit Medium, 100ng/ml IL-6 in der Anwesenheit von 100ng/ml
sgp80, stimuliert. Nach 8h wurden die Zellen mit 5000U/ml TNFa behandelt. Der Anteil
lebender, unstimulierter Zellen wurde auf 100% gesetzt.

3.1.7. Einfluss von IL-6 und OSM auf den Zytostatika-vermittelten

Zelltod in Zervixkarzinomzellen

Die induzierbare Sensibilisierung fur Apoptose muss nicht auf den TNF

Rezeptor-induzierten Zelltod beschrankt sein. Aus diesem Grund wurde
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uberpruft, ob die IL-6 Signaltransduktion in Zervixkarzinomzellen auch andere
Apoptose Signalwege beeinflussen kann. Eine Verdlinnungsreihe der
chemotherapeutischen Medikamente Cisplatin (Abbildung 11A) und Etoposid
(Abbildung 11B) wurde 12h nach der Stimulation mit IL-6 und sgp80, OSM oder

Medium zugegeben.
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Abbildung 11: IL-6 Signaltransduktion sensibilisiert fiir Zytostatika-vermittelte Apoptose.
(A) HPV-positive Zervixkarzinomzellen SW756 wurden mit Medium (weile Kreise), 100ng/mi
IL-6 in der Anwesenheit von 500ng/ml sgp80 (schwarze Dreiecke), 500ng/ml sgp80 allein
(graue Dreiecke) oder 10ng/ml OSM (schwarze Kreise) vorstimuliert. Nach 12h wurden die
Zellen mit einer Verdinnungsreihe Cisplatin behandelt. Der Anteil lebender Zellen wurde nach
48h durch die Aufnahme von Neutralrot ermittelt. Der Anteil lebender, unstimulierter Zellen
wurde auf 100% gesetzt.

(B) HPV-positive Zervixkarzinomzellen SW756 wurden mit Medium (weille Kreise), 100ng/mi
IL-6 in der Anwesenheit von 500ng/ml sgp80 (schwarze Dreiecke), 500ng/ml sgp80 allein
(graue Dreiecke) oder 10ng/ml OSM (schwarze Kreise) vorstimuliert. Nach 12h wurden die
Zellen mit einer Verdunnungsreihe Etoposid behandelt. Der Anteil lebender Zellen wurde nach
48h durch die Aufnahme von Neutralrot ermittelt. Der Anteil lebender, unstimulierter Zellen
wurde auf 100% gesetzt.

Sowohl IL-6 zusammen mit sgp80 als auch OSM sensibilisierten SW756 Zellen
massiv fur den Cisplatin- und Etoposid-vermittelten Zelltod. Wahrend nicht-
tumorigene, HPV-positive Keratinozyten kaum IL-6 produzieren, sezernieren
Zervixkarzinomzellen groRe Mengen an IL-6. Es stellte sich deshalb die Frage,
ob die Wiederherstellung des IL-6 Signalweges ausreichen wirde, um diese
Zellen fUr den Zytostatika-vermittelten Zelltod zu sensibilisieren. Um diese
Frage zu beantworten, wurden SW756 Zellen nur mit sgp80 stimuliert und damit
eine autokrine Wirkung von IL-6 vor der Cisplatin oder Etoposid Behandlung

ermoglicht. In der Tat fuhrte die Wiederherstellung des autokrinen IL-6
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Signalweges zu einer drastischen Verstarkung der apoptotischen Effekte der

chemotherapeutischen Medikamente Cisplatin und Etoposid (Abbildung 11).

3.1.8. Phospho-STAT3(Tyr705) Aktivierung in CIN Lasionen und im

Zervixkarzinom

STAT3 wurde bereits als ein Faktor, der das zelluldre Uberleben férdert und vor
Apoptose schitzen kann, beschrieben (Fukada et al., 1996). Um zu Uberprufen,
ob STAT3 in zervikalen intraepithelialen Neoplasien und dem Zervixkarzinom
aktiviert wird, wurden immunhistochemische Untersuchungen durchgefihrt.
Dafur wurden Paraffin-Schnitte von Biopsien verschiedener Patientinnen
hergestellt, und mit einem polyklonalen Phospho-STAT3(Tyr705) Antikorper
immunhistochemisch angefarbt. Es zeigte sich, dass in leichtgradigen
Neoplasien (Abbildung 12A und E) Phospho-STAT3(Tyr705) fast ausschlielich
in den basalen Zellschichten und dort Uberwiegend in den Zellkernen zu finden
war (Abbildung 12E). Eine positive Farbung in den suprabasalen Schichten des
Schleimhautepithels war dagegen die Ausnahme. In den CIN Il L&sionen
(Abbildung 12B und F) mit einem inflammatorischen Infiltrat wurden positiv
gefarbte Zellen dagegen in allen Zellschichten und Zellkompartimenten
gefunden (Abbildung 12F). Die Intensitat der Farbung und die Quantitat an
positiv gefarbten Zellen waren in den einzelnen Fallen sehr variabel. CIN llI
Lasionen (Abbildung 12C und G) zeigten eine positive Phospho-STAT3(Tyr705)
Farbung nur in den oberen Schichten des Epithels (Abbildung 12G). In keinem
der zehn untersuchten Zervixkarzinome (Abbildung 12D und H) konnte eine
nukleare Phospho-STAT3(Tyr705) Farbung nachgewiesen werden (Abbildung
12H). Eine Farbung der endothelialen Zellen und der basalen Keratinozyten im
morphologisch unauffalligen Epithel abseits des SCC dienten als Positiv-
Kontrolle. Die in Abbildung 12A-D gezeigten Kontroll-Schnitte wurden mit
Hamatoxilin und Eosin gefarbt. Alle immunhistochemischen Farbungen wurden
freundlicherweise von Frau PD Dr. C. Wickenhauser, Institut fir Pathologie,

Universitat zu Koln, durchgefuhrt.
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STAT3 Expression in zervikalen intraepithelialen Neoplasien und dem Zervixkarzinom. Phospho-STAT3(Tyr705)

wurde mit einem polyklonalen Antikérper immunhistochemisch in 5uM Paraffin-Schnitten nachgewiesen. Die Schnitte wurden mit

Abbildung 12

Hamatoxilin und Eosin (A-D) oder anti Phospho-STAT3(Tyr705) Antikdrpern (E-H) gefarbt. Die Darstellung zeigt eine CIN | (A und E),

CIN 11 (B und F), CIN Ill Lasion (C und G) und ein Zervixkarzinom (SCC, D und H). Vergrofterung 250X.
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3.2. Parakrine Wirkung von Zervixkarzinomzellen auf dendritische Zellen

Im zweiten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob Zervixkarzinomzellen in
der Lage sind, immunkompetente Zellen zu beeinflussen und ob IL-6 hierbei

eine Rolle spielt.

3.21. Tumorzell-Uberstinde reprimieren die IL-12 Produktion von DC

DC wurden entweder von Tag null an oder ab Tag vier mit Tumorzell-
Uberstanden kultiviert und am Tag sechs fiir 8h mit LPS behandelt, gefolgt von
einer 24h Inkubation mit PFA-fixierten BHKcpsoL Zellen. Dabei lieferte LPS das
pro-inflammatorische Signal, wahrend die BHKcpso. Zellen das T-Zell Signal
imitierten, das zur IL-12 Produktion bendétigt wird. Als Negativ-Kontrolle wurden
zudem BHK,: Zellen verwendet, die im Vergleich zu BHKcpsoL keinen CD40
Liganden exprimieren. Die zellfreien Uberstande wurden schlieRlich auf ihren
IL-12 Gehalt untersucht. Die Behandlung mit BHK,: Zellen fluhrte nicht zu einem
Anstieg der IL-12 Produktion (Daten nicht gezeigt). Wie in Abbildung 13A
dargestellt, kam es durch SW756, HelLa und SiHa Tumorzell-Uberstande zu
einer leichten Induktion der IL-12 Expression gegenuber dem Mediumwert.
Nach der Stimulation mit LPS/CD40L zeigte die Medium-Kontrolle eine
drastische Induktion der IL-12 Produktion, die durch alle verwendeten
Tumorzell-Uberstdnde deutlich reprimiert wurde. In mehreren Versuchen
reprimierte SW756 Uberstand um durchschnittlich 85%, HelLa Uberstand um
94%, SiHa Uberstand um 88%, CaSki Uberstand um 97% und C-4 | Uberstand
um 78% gegenuber der Kontrolle (Tabelle 1). Die LPS-induzierte IL-12
Produktion ohne Tumorzell-Uberstadnde aus drei bis sieben unabhangigen
Experimenten wurde dabei auf 100% Induktion gesetzt und so der Prozentsatz
an Inhibition berechnet. Die Repression war auch zu beobachten, wenn die DC
nicht von Anfang an, sondern erst ab Tag vier mit den Tumorzell-Uberstanden
kultiviert wurden (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Tumorzell-Uberstinde reprimieren IL-12 Expression in DC. (A) DC wurden
fur sechs Tage mit Medium oder den angegebenen Tumorzell-Uberstanden (US) stimuliert.
Dann wurde Medium oder 250ng/ml LPS fiir 8h zugegeben, gefolgt von einer 24h Inkubation
mit BHKcpao Zellen (Verhaltnis DC:BHKcpso. 1:3). Der IL-12 Gehalt der zellfreien Uberstande
wurde mittels ELISA analysiert.

(B) DC wurden ab Tag vier mit Medium oder den angegebenen Tumorzell-Uberstéanden
kultiviert. An Tag sechs wurde mit Medium oder 250ng/ml LPS fur 8h stimuliert, gefolgt von
einer 24h Inkubation mit BHKcp4o. Zellen (Verhaltnis DC:BHKcpgoL 1:3). Der IL-12 Gehalt der
zellfreien Uberstande wurde mittels ELISA analysiert.
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Tabelle 1: Uberstinde von Zervixkarzinomzellen reprimieren LPS-induzierte IL-12

Expression in DC (Stimulation ab Tag null)

% Inhibition
Medium "7 00
SW756 US n=5 85 £ 16
HelLa US n=6 94 +7
SiHa US n=5 88 £10
Caski US n=3 97 12
C-4 | US n=4 78 + 34

N = Anzahl der einzelnen Experimente

3.2.2. Zytokinprofil von Zervixkarzinomzellen

Um festzustellen, welche 16slichen Faktoren der Tumorzellen fur die Repression
der IL-12 Expression verantwortlich sind, wurden alle Uberstdnde auf ihren
Zytokingehalt untersucht. Dazu wurden die jeweiligen Zelllinien zu 1x10°
Zellen/ml ausgesat, das Medium nach 24h durch frisches Vollmedium ersetzt
und nach weiteren 24h die Uberstande gesammelt, zentrifugiert und mittels
ELISA untersucht. Die Zelllinien HeLa, CaSki und C-4 | zeigten eine IL-6
Produktion von ca. 0,5 - 1,3ng/ml, wahrend SiHa Zellen durchschnittlich
5,3ng/ml und SW756 Zellen im Mittel 14,3ng/ml IL-6 sezernierten. Alle Zelllinien
zeigten zudem eine moderate TGF Expression von ca. 0,1 - 0,6ng/ml (Tabelle
2). Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte mit Standardabweichungen
von zwei bis sechs unabhéngig hergestellten Uberstanden. Im Gegensatz dazu
lagen die TNFa, IL-1B, IFNB, TGFa, M-CSF und IL-10 Produktion der
untersuchten Zelllinien unterhalb der jeweiligen Nachweisgrenze (Tabelle 2 und

Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 2: Zytokin-Expressionsmuster verschiedener Zervixkarzinom-Zelllinien
(1x10° Zellen/ml)

IL-6 (ng/ml)  TGFB (ng/ml) IL-10 (ng/ml)

SW756 US n=6 14,3 + 5,7 0,6 +0,0 u.N~
HelLa US n=3 1,3+£1,2 0,5+0,0 u.N.
SiHa US n=2 53272 0,3+0,1 u.N.
CaSki US n=3 0,5+0,2 0,5+0,0 u.N.
C-4 1 US n=2 0,6 + 0,1 0,1+0,0 u.N.

M= Anzahl der einzelnen Uberstande * unterhalb der Nachweisgrenze

3.2.3. IL-6 und TGFp reprimieren die IL-12 Produktion von DC

Da alle untersuchten Zervixkarzinom-Zelllinien IL-6 und TGFJ exprimieren,
wurde untersucht, ob diese Faktoren einen Einfluss auf die LPS-induzierte IL-12
Produktion durch DC haben. Zu diesem Zweck wurden DC ab Tag null oder ab
Tag vier mit den angegeben Konzentrationen IL-6 oder TGFf kultiviert. An Tag
sechs wurden die Zellen wie oben beschrieben fur 8h mit LPS und im
Anschluss fiir 24h mit PFA-fixierten BHKcp4oL Zellen stimuliert. Die Uberstande
wurden gesammelt, zentrifugiert und mittels ELISA untersucht. Beide IL-6
Konzentrationen fuhrten zu einer deutlichen Repression der LPS/CD40L-
induzierten IL-12 Produktion (Abbildung 14A). Dabei reduzierten 100ng/ml IL-6
die IL-12 Produktion um 54%, eine geringere IL-6 Konzentration (5ng/ml) war
sogar mit einer Repression um 65% aktiver (Tabelle 3). Noch deutlichere
Effekte waren durch die Behandlung mit TGFp zu verzeichnen. 5ng/ml TGFp
reprimierte die LPS/CD40L-induzierte IL-12 Produktion vollstandig und 0,5ng/ml
TGFB um 82% (Abbildung 14A und Tabelle 3). Die LPS/CD40L-induzierte 1L-12
Produktion aus ein bis sechs unabhangigen Experimenten wurde dabei auf
100% Induktion gesetzt und so der Prozentsatz an Inhibition berechnet. Die
Repression war auch zu beobachten, wenn die DC erst ab Tag vier mit den
Zytokinen behandelt wurden (Abbildung 14B). Hier wurde eine IL-6 Dosis
gewahlt, die mit 25ng/ml etwas Uber der hochsten von der Zervixkarzinom-
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Zelllinie SW756 produzierten IL-6 Konzentration lag. Beide Zytokine flhrten

ohne die Zugabe eines Reifungs-Stimulus (LPS) nicht zur Induktion von IL-12.
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Abbildung 14: IL-6 und TGFp reprimieren IL-12 Expression in DC. (A) DC wurden flr sechs
Tage mit Medium oder den angegebenen Konzentrationen IL-6 und TGFp kultiviert. Die Zellen
wurden mit Medium oder 250ng/ml LPS fir 8h stimuliert, gefolgt von einer 24h Inkubation mit
BHKcpsoL Zellen (Verhaltnis DC:BHKcpso. 1:3). Der IL-12 Gehalt der zellfreien Ubersténde
wurde mittels ELISA analysiert.

(B) DC wurden ab Tag vier mit Medium, 100ng/ml IL-6 oder 0,5ng/ml TGFp kultiviert. Die Zellen
wurden mit Medium oder 250ng/ml LPS fir 8h stimuliert, gefolgt von einer 24h Inkubation mit
BHKcpso. Zellen (Verhaltnis DC:BHKcpso. 1:3). Der IL-12 Gehalt der zellfreien Ubersténde
wurde mittels ELISA analysiert.
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Tabelle 3: IL-6 und TGFp reprimieren IL-12 Expression in DC (Stimulation ab Tag null)

% Inhibition
Medium n=6 00
IL-6 100ng/ml n=6 54 +16
IL-6 5ng/ml n=4 65 +7

TGFB 5ng/ml n=1 100 0
TGFB 0,5ng/ml n=1 82 0

N = Anzahl der einzelnen Experimente

3.2.4. Neutralisation von IL-6 hebt die Tumorzell-Uberstand-vermittelte

IL-12 Repression in LPS-behandelten DC teilweise wieder auf

Um zu untersuchen, ob das von SW756 Zellen sezernierte IL-6 fir die
Repression der IL-12 Produktion mitverantwortlich ist, wurden Neutralisations-
Experimente durchgefuhrt. DC wurden fur vier Tage kultiviert. Ab Tag vier
wurden die Zellen mit Medium, IL-6 oder SW756 Tumorzell-Uberstand und dem
IL-6-neutralisierenden Antikorper oder einer Isotyp-Kontrolle inkubiert. An Tag
sechs wurden die Zellen fur 8h mit LPS und im Anschluss fur 24h mit
PFA-fixierten BHKcpsoL Zellen stimuliert. Die Uberstande wurden gesammelt,
zentrifugiert und mittels ELISA untersucht. Die IL-6-vermittelte Repression der
IL-12 Produktion wurde durch die Behandlung mit IL-6-neutralisierenden
Antikérpern weitgehend aufgehoben. Allerdings flhrte ein unspezifischer
Antikorper desselben Isotyps sogar zu einer Induktion der IL-12 Expression im
Vergleich zur LPS-stimulierten Kontrolle ohne Antikorper Zugabe (Abbildung
15A). Die Stimulation mit SW756 Tumorzell-Uberstand zeigte in diesem

Versuch ebenfalls eine Repression der LPS-induzierten IL-12 Produktion.
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Abbildung 15: IL-6 Neutralisation hebt die SW756 Uberstand-vermittelte IL-12 Repression
teilweise wieder auf. (A) DC wurden ab Tag vier mit Medium oder 25ng/ml IL-6 in An- oder
Abwesenheit eines IL-6 neutralisierenden Antikbrpers oder einer unspezifischen
Isotyp-Kontrolle (mlgG;) kultiviert. Die Zellen wurden mit Medium oder 250ng/ml LPS fir 8h
stimuliert, gefolgt von einer 24h Inkubation mit BHKcp4o. Zellen (Verhaltnis DC:BHKcpgoL 1:3).
Der IL-12 Gehalt der zellfreien Uberstande wurde mittels ELISA analysiert.

(B) DC wurden ab Tag vier mit Medium oder SW756 Uberstanden in An- oder Abwesenheit
eines IL-6 neutralisierenden Antikdrpers oder einer unspezifischen Isotyp-Kontrolle (mlgGy)
kultiviert. Die Zellen wurden mit Medium oder 250ng/ml LPS fiir 8h stimuliert, gefolgt von einer
24h Inkubation mit BHKcpgo. Zellen (Verhaltnis DC:BHKcpso. 1:3). Der IL-12 Gehalt der
zellfreien Uberstande wurde mittels ELISA analysiert.

Durch die Zugabe des neutralisierenden Antikdrpers wurde diese Repression
wieder verringert (Abbildung 15B). Die unspezifische Reaktion der
Isotyp-Kontrolle wurde hier nicht beobachtet. Dieses Experiment wurde jeweils

einmal durchgefuhrt.

3.2.5. Mechanismen der IL-12 Repression durch IL-6 und TGFj

In weiteren Experimenten sollte geklart werden, wie es zur Tumorzell-
Uberstand- bzw. IL-6-vermittelten Repression der IL-12 Produktion kommt. Aus

diesem Grund wurden verschiedene IL-12-regulierende, wie auch

IL-6-induzierbare Faktoren untersucht.
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3.2.5.1. Induktion der IL-10 Expression von DC durch Tumorzell-

Uberstande

Um zu Uberpriifen, ob die Tumorzell-Uberstéande eventuell die Produktion von
IL-10, einem negativen Regulator der IL-12 Expression induzieren, wurden die
Zellen wie bereits beschrieben fur vier Tage kultiviert, an Tag vier mit den
Tumorzell-Uberstanden stimuliert und an Tag sechs die Uberstande
abgenommen. Diese zellfreien Uberstdnde wurden anschlieBRend auf ihren
IL-10 Gehalt mittels ELISA untersucht. Lediglich SiHa Uberstande fiihrten zu
einer Induktion von IL-10 gegenlber der Medium-Kontrolle (Abbildung 16).
Insgesamt wurden jedoch nur sehr geringe Mengen (0,02 bis 0,65ng/ml) IL-10
produziert. Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte mit Standard-

abweichungen aus ein bis drei unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 16: Tumorzell-Uberstinde induzieren geringe Mengen IL-10 in DC. DC wurden
ab Tag vier mit Medium oder den angegebenen Tumorzell-Uberstéanden kultiviert und an Tag
sechs die Uberstande gesammelt. Der IL-10 Gehalt der zellfreien Uberstande wurde mittels
ELISA analysiert.

3.2.5.2. Induktion der IL-10 Expression von DC durch IL-6
Um zu untersuchen, ob IL-6 und TGFp die Produktion von IL-10 induzieren,

wurden die Zellen wie bereits beschrieben fur vier Tage kultiviert, an Tag vier

mit Medium, IL-6 oder TGFp stimuliert und an Tag sechs die Uberstéande
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abgenommen. Diese zellfreien Uberstdnde wurden anschlieRend auf ihren
IL-10 Gehalt mittels ELISA untersucht. Die Behandlung mit IL-6 fuhrte zu einer
leichten Induktion der IL-10 Produktion, wahrend die Zugabe von TGFJ keinen
Einfluss auf die IL-10 Expression zeigte (Abbildung 17). Auch in diesem Fall
kam es nur zu einer sehr geringen Expression um ca. 0,1ng/ml von IL-10. Die
Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei

bis vier unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 17: IL-6 induziert eine geringe IL-10 Produktion in DC. DC wurden ab Tag vier
mit Medium, 100ng/ml IL-6 oder 0,5ng/ml TGF@ kultiviert und an Tag sechs die Uberstéande
gesammelt. Der IL-10 Gehalt der zellfreien Uberstande wurde mittels ELISA analysiert.

3.2.5.3. IL-10 Produktion nach Neutralisation von IL-6

Um zu Uberprifen, ob die Neutralisation von IL-6 in Tumorzell-Uberstanden
einen Einfluss auf die Induktion von IL-10 durch DC hat, wurden die Zellen wie
bereits beschrieben fur vier Tage kultiviert. An Tag vier wurden die DC mit
Medium, IL-6 oder SW756 Tumorzell-Uberstand und dem
IL-6-neutralisierenden Antikorper oder einer Isotyp-Kontrolle inkubiert. Nach
48h wurden die Uberstande gesammelt und auf ihren IL-10 Gehalt mittels
ELISA untersucht. Sowohl IL-6 als auch SW756 Uberstand fiihrten zu einer
leichten Induktion der IL-10 Produktion (Abbildung 18). Die Zugabe von IL-6
neutralisierenden Antikorpern verringerte diese IL-10 Produktion nahezu auf
den Wert der Medium-Kontrolle. Auch hier waren insgesamt nur sehr geringe
Mengen (0,006 bis 0,055ng/ml) IL-10 nachweisbar.
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Abbildung 18: IL-6 Neutralisation hebt die SW756-vermittelte IL-10 Induktion wieder auf.
DC wurden ab Tag vier mit Medium, 25ng/ml IL-6 oder SW756 Uberstédnden in An- oder
Abwesenheit eines IL-6 neutralisierenden Antikérpers oder einer unspezifischen
Isotyp-Kontrolle kultiviert und an Tag sechs die Uberstande gesammelt. Der IL-10 Gehalt der
zellfreien Uberstande wurde mittels ELISA analysiert.

3.2.5.4. Tumorzell-Uberstinde reprimieren die NF-xB Bindeaktivit:t

Die Expression von IL-12 wird durch den Transkriptionsfaktor NF-xB reguliert.
Um zu Uberprifen, ob Tumorzell-Uberstande die NF-kB Aktivierung in
dendritischen Zellen beeinflussen, wurden DC mit den entsprechenden
Tumorzell-Uberstanden kultiviert und an Tag sechs fir 2h mit LPS stimuliert. Es
wurden Kernextrakte hergestellt und jeweils 5ug im EMSA aufgetragen.
Innerhalb von 2h kam es zu einer Induktion der NF-xB Bindeaktivitat durch LPS
gegeniiber dem Mediumwert. Die Inkubation mit Tumorzell-Uberstanden flhrte
zu einer Repression dieser NF-kB Bindeaktivitat (Abbildung 19A). SW756 und
HelLa Uberstéande zeigten dabei eine Repression um ca. 45%, SiHa und C-4 |
um 35% und CaSki Uberstande um bis zu 80% gegenlber der LPS-induzierten
Bindeaktivitat der Positiv-Kontrolle (Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Tumorzell-Uberstinde reprimieren NF-xB Bindeaktivitiat in DC. (A) DC
wurden mit Medium (Spuren 1 und 2) oder den angegebenen Tumorzell-Uberstanden (Spuren
3-7) kultiviert und an Tag sechs fur 2h mit Medium (Spur 1) oder 250ng/ml LPS (Spuren 2-7)
stimuliert. Kernextrakte wurden prapariert und mittels eines NF-kB spezifischen Oligos im

EMSA untersucht.
(B) Die Ergebnisse reprasentieren die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei bis

sechs unabhangigen Experimenten. Eine Quantifizierung der EMSA, mit Hilfe der QuantityOne
Software der Firma BioRad, ergab die x-fache NF-xB Bindeaktivitat. Die NF-xB Bindeaktivitat
der LPS-stimulierten Zellen ohne Tumorzell-Uberstédnde wurde auf 100% gesetzt.
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3.2.5.5. IL-6 und TGFp reprimieren die NF-xB Bindeaktivitat

Sowohl IL-6 als auch TGF flhrten zu einer Reduktion der LPS-induzierten
NF-kB Bindeaktivitat (Abbildung 20A).
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Abbildung 20: IL-6 und TGFp reprimieren NF-xB Bindeaktivitdt in DC. (A) DC wurden mit
Medium (Spuren 1 und 2) oder den angegebenen Konzentrationen IL-6 (Spuren 3 und 4) oder
TGFp (Spuren 5 und 6) kultiviert, und an Tag sechs fir 2h mit Medium (Spur 1) oder 250ng/ml
LPS (Spuren 2-6) stimuliert. Kernextrakte wurden prapariert und mittels eines NF-«xB
spezifischen Oligos im EMSA untersucht.

100ng/ml IL-6 reprimierten die Bindeaktivitat um 45%, 5ng/ml um 73%. Die
Behandlung mit TGFp zeigte ein ahnliches Ergebnis. 5ng/ml TGF reprimierten
die LPS-induzierte NF-kB Bindeaktivitat um 70% und 0,5ng/ml TGFB um 73%
(Abbildung 20B) gegentber der Kontrolle.
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Abbildung 20: IL-6 und TGFp reprimieren NF-kB Bindeaktivitit in DC. (B) Die Ergebnisse
reprasentieren die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei bis sechs unabhangigen
Experimenten. Eine Quantifizierung der EMSA, mit Hilfe der QuantityOne Software der Firma
BioRad, ergab die x-fache NF-kB Bindeaktivitdt. Die NF-xB Bindeaktivitdt der LPS-stimulierten
Zellen ohne Tumorzell-Uberstande wurde auf 100% gesetzt.

3.2.5.6. IL-6 aktiviert konzentrationsabhangig STAT3 in DC

Um die Aktivierung von STAT Faktoren durch IL-6 zu untersuchen, wurden die
DC far vier Tage kultiviert und fur 15min mit den angegebenen Konzentrationen
an IL-6 stimuliert. Es wurden Kernextrakte hergestellt und jeweils 5ug im EMSA
aufgetragen. IL-6 fUhrt konzentrationsabhangig zur Aktivierung von STAT3 in
DC. Unstimulierte DC enthielten einen schwachen, nicht-induzierbaren Komplex
I. Nach der Stimulation mit 100 oder 50ng/ml IL-6 zeigte sich ein stark-
induzierbarer, neuer Komplex (Komplex Il). Die Bildung dieses Komplexes
wurde durch 25ng/ml IL-6 nur leicht und durch 5ng/ml IL-6 nur noch sehr
schwach induziert (Abbildung 21).
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Abbildung 21: IL-6 induziert konzentrationsabhangig STAT3 in DC. DC wurden fir vier
Tage kultiviert, fir 15min mit Medium (Spur 1) oder den angegebenen Konzentrationen an IL-6
(Spuren 2-5) stimuliert und Kernextrakte hergestellt. Diese wurden auf ihre STAT Bindeaktivitat
mittels EMSA untersucht. Dazu wurde als STAT spezifische Bindestelle die Sequenz des
sis-induzierbaren Elements aus dem c-fos Promotor verwendet.
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3.2.5.7. Einfluss von IL-6 auf die SOCS Transkription

SOCS1 kann, wie bereits beschrieben, die LPS Signaltransduktion inhibieren
und wird auflerdem durch IL-6 reguliert (Starr et al., 1997; Nakagawa et al.,
2002; Kiniyo et al., 2002). Um zu Uberprufen, ob IL-6 die SOCS Transkription in
DC induzieren kann, wurden Northern Blot Analysen durchgefuhrt. Dazu
wurden DC fur vier Tage kultiviert, an Tag vier Medium oder IL-6 zugegeben
und die RNA nach 20min oder 40min isoliert. Die Expression der SOCS1
MRNA wurde durch IL-6 nicht induziert (Abbildung 22). Im Gegensatz dazu
fUhrte die Stimulation mit IL-6 bereits innerhalb von 20min zu einer massiven
Induktion der SOCS3 mRNA, die nach 40min Stimulation wieder leicht abnahm
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: IL-6 induziert die SOCS3 nicht jedoch SOCS1 mRNA Synthese in DC. DC
wurden an Tag vier fir 20min bzw. 40min mit Medium oder 100ng/ml IL-6 stimuliert und die
RNA prapariert. Je 5ug gesamte RNA wurde mittels Northern Blot untersucht. Die Markierung
erfolgte mit den radioaktiven SOCS1 bzw. SOCS3 Sonden. Die 28S rRNA, 18S rRNA sowie die
SOCS3 mRNA wurden mit Markierungen versehen.
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3.2.5.8. Einfluss von IL-6 auf die IRF-1 Expression

Die Induktion weiterer IL-12-regulierender Transkriptionsfaktoren und deren
Beeinflussung durch IL-6 wurde mittels Northern Blots untersucht. Dazu wurden
DC kultiviert und an Tag vier mit IL-6 oder Medium inkubiert. Die Zellen wurden
an Tag sechs fur 4h mit LPS oder IFNy stimuliert und die RNA prépariert.
Abbildung 23 zeigt, dass sowohl LPS als auch in starkerem Maf® IFNy IRF-1
MRNA Synthese induzierten. Diese Induktionen wurden durch die Zugabe von
IL-6 nicht verandert.
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Abbildung 23: LPS induziert die IRF-1 mRNA Synthese in DC. DC wurden ab Tag vier mit
Medium oder 100ng/ml IL-6 kultiviert, an Tag sechs fur 4h mit Medium, 250ng/ml LPS oder
10U/ml IFNy stimuliert und die RNA prapariert. Je 5ug gesamte RNA wurde mittels Northern
Blot untersucht. Die Markierung erfolgte mit einer radioaktiven IRF-1 Sonde. Die 28S rRNA,
18S rRNA sowie die IRF-1 mRNA wurden mit Markierungen versehen.

3.2.5.9. Einfluss von IL-6 auf pro-inflammatorische Molekiile

Weiterfuhrend wurde untersucht, ob IL-6 neben der IL-12 Repression weitere
Auswirkungen auf die Funktionen von DC haben kann. In diesem
Zusammenhang wurde Uberprift, ob IL-6 andere, pro-inflammatorische
Molekdule, die durch NF-xB reguliert werden, inhibieren kann. Dazu wurden DC
von vier verschiedenen Spendern in An- und Abwesenheit von IL-6 kultiviert.

Am sechsten Tag wurden die Zellen mit LPS oder Medium als Kontrolle fur 24h
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stimuliert, am nachsten Tag die Uberstande gesammelt und der Zytokingehalt
untersucht. In Abbildung 24 ist gezeigt, dass sowohl die LPS-induzierte

Produktion von IP-10 als auch TNFa durch IL-6 reprimiert wurde.
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Abbildung 24: IL-6 reprimiert die LPS-induzierte IP-10 und TNFa Produktion. DC von vier
verschiedenen Spendern wurden mit Medium oder 100ng/ml IL-6 kultiviert. An Tag sechs
wurden die Zellen mit Medium oder 250ng/ml LPS fur 24h stimuliert. Der IP-10 und TNFa
Gehalt der zellfreien Uberstande wurde mittels ELISA analysiert.
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3.2.6. Wirkung von IL-6 auf die Interaktion von DC mit T-Helferzellen

3.2.6.1. Eingeschrankte, allogene T-Helferzell-Stimulation durch IL-6

Da IL-6 vielfaltige Einflisse auf die Zellen des Immunsystems haben kann, war
es interessant zu untersuchen, ob IL-6 auch eine Wirkung auf die
DC-vermittelte Aktivierung von T-Zell Antworten haben kann. Fur diesen Zweck
wurden gemischte, allogene Lymphozyten Reaktionsanalysen (MLR)
durchgefuhrt. DC wurden mit Medium oder IL-6 vorbehandelt und flr 16h mit
LPS oder Medium als Kontrolle aktiviert. Nach finf Tagen einer Kokultur mit
naiven, allogenen T-Helferzellen (TC) wurde der BrdU Einbau der T-Zell
Fraktion gemessen. IL-6 unterdrickte die Induktion der allogenen T-Zell
Proliferation durch DC (Verhaltnis DC:TC 1:200) unabhangig davon, ob die DC
zunachst mit LPS aktiviert wurden oder nicht (Abbildung 25). Ahnliche
Ergebnisse lieferten zwei unabhangige MLR Experimente mit verschiedenen
Spendern und einem DC:TC Verhaltnis von 1:2 und 1:20 (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 25: Eingeschrankte, allogene T-Helferzell-Stimulation durch IL-6. DC zweier
Spender wurden fur sieben Tage mit Medium oder 100ng/ml IL-6 kultiviert, an Tag sechs
wurden die Zellen fir die letzten 16h mit Medium oder 250ng/ml LPS stimuliert. CD4-positive,
CD45R0-negative T-Zellen (TC) wurden in Duplikaten mit diesen DC in einem Verhaltnis von
DC:TC 1:200 fir funf Tage kokultiviert. Der Prozentsatz an CD3-gefarbten TC mit eingebautem
BrdU wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Der BrdU Einbau der unstimulierten
Zellen wurde auf 1 gesetzt.
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3.2.6.2. IL-6 unterdruckt die IFNy Produktion von aktivierten T-Zellen

Die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen hangt unter anderem von der
Zytokinumgebung der Zellen ab, wobei IL-12 und IFNy die Entwicklung zu
Th1-Zellen und IL-4 die Entwicklung zu Thv2-Zellen fordert. Es blieb zu klaren,
ob neben der Unterdrickung der T-Zell Proliferation sowie der Suppression der
LPS-induzierten IL-12 Produktion auch eine Veranderung der IFNy Expression

zu beobachten war.
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Abbildung 26: IL-6 unterdriickt die IFNy Produktion von aktivierten T-Zellen. DC wurden
fur sieben Tage mit Medium oder 100ng/ml IL-6 kultiviert, an Tag sechs wurden die Zellen fir
die letzten 16h mit Medium oder 250ng/ml LPS stimuliert. CD4-positive, CD45R0-negative
T-Zellen (TC) wurden in Duplikaten mit diesen DC in einem Verhaltnis von DC:TC 1:100 fur funf
Tage kokultiviert. Uberstande wurden gesammelt und auf ihren IFNy Gehalt mittels ELISA
untersucht.

Zu diesem Zweck wurden MLR Experimente durchgefuhrt und am funften Tag
der Kokultur Uberstdnde gesammelt. Die zellfreien Uberstdnde wurden

schliel3lich mittels ELISA auf ihren IFNy Gehalt untersucht. Eine Stimulation mit
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LPS flhrte zu einer massiven IFNy Produktion bei drei untersuchten Spendern.
Die Vorbehandlung mit IL-6 hingegen fuhrte zu einer deutlichen Repression

dieser LPS-induzierten IFNy Expression (Abbildung 26).

3.2.6.3. IDO Expression und IL-6

Die Expression von IDO fuhrt zur Inhibition der T-Zell Proliferation sowie zur
Induktion der Apoptose von T-Zellen in vitro und der Reduktion der T-Zell
Antworten in vivo. Um zu Uberprifen, ob die IL-6-vermittelte Repression der
T-Zell Proliferation auf die Expression von IDO zurickzufthren ist, wurden DC
fur sechs Tage in An- und Abwesenheit von 100ng/ml IL-6 kultiviert. An Tag
sechs wurden die Zellen mit LPS oder Medium als Kontrolle aktiviert und nach
48h Ganzzellextrakte hergestellt. Der Nachweis der IDO Expression erfolgte
mittels Western Blot Analyse. Abbildung 27 zeigt, dass es nach LPS Stimulation
zu einer deutlichen Induktion der IDO Expression kam und dass diese

Expression durch IL-6 nicht verandert wurde.
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Abbildung 27: IL-6 hat keinen Einfluss auf LPS-induzierte IDO Expression. DC wurden mit
Medium (Spuren 1 und 3) oder 100ng/ml IL-6 (Spuren 2 und 4) kultiviert, an Tag sechs mit
Medium (Spuren 1 und 2) oder 50ng/ml LPS (Spuren 3 und 4) stimuliert und Ganzzellextrakte
hergestellt. Jeweils 20ul Ganzzellextrakt wurden mittels Western Blot untersucht. Dazu wurden
monoklonale anti IDO (obere Reihe) und, als Kontrolle fiir den gleichmafRigen Auftrag an
Protein, anti B-Tubulin (untere Reihe) Antikdrper verwendet.
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4. Diskussion

In Abhangigkeit von seinen Zielzellen zeigt Interleukin-6 ein breites Spektrum
an moglichen Aktivitaten, wie Modulation von Zellwachstum, Apoptose,
Differenzierung, Proliferation, Expression zellularer Gene und lokale sowie
systemische Effekte auf das Immunsystem. Die Expression von IL-6 wird streng
kontrolliert, doch in einigen malignen Tumoren kommt es zur Deregulation und
konstitutiven Expression. IL-6 wird in invasiven Zervixkarzinomzellen in situ
verstarkt exprimiert (Hess et al., 2000). Eine erhdhte IL-6 Expression korreliert
dabei mit einer schlechteren Prognose fur den Krankheitsverlauf (Srivani und
Nagarajan, 2003). Eine Vielzahl von (neu-) etablierten Zervixkarzinom-Zelllinien
produzieren IL-6 konstitutiv in vitro (Eustace et al., 1993; Hess et al., 2000). Es
wurde angenommen, dass IL-6, ahnlich wie beim multiplen Myelom, als
autokriner Wachstumsfaktor fur HPV-immortalisierte-Keratinozyten  und
Zervixkarzinomzellen fungiert (Eustace et al., 1993). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass Zellen des Zervixkarzinoms die IL-6-bindende Rezeptorkette
gp80 kaum oder gar nicht exprimieren und damit nur maRig auf autokrin
produziertes IL-6 reagieren konnen (Bauknecht et al., 1999; Hess et al., 2000).
Dies fuhrte zu der Spekulation, dass Zervixkarzinomzellen méglicherweise von
der gesteigerten IL-6 Produktion profitieren kdnnten, solange die intrazellulare
Signaltransduktion nur in einem geringen Male stattfindet. In dieser Arbeit
wurde untersucht, welche Konsequenzen eine Wiederherstellung der IL-6
Signaltransduktion mit Hilfe des I6slichen gp80 Rezeptors (sgp80) in
Zervixkarzinomzellen haben kann.

Zunachst konnten bereits bestehende Berichte Uber eine Beteiligung von IL-6
an der Proliferation bestatigt werden. Die Wiederherstellung der IL-6
Signaltransduktion  fihrte zu einer gesteigerten  Proliferation  der
HPV18-positiven Zervixkarzinom-Zelllinie SW756 und zudem zu einer rapiden
Induktion des viralen Onkoproteins E7. Da die Gene E6 und E7 Uber einen
gemeinsamen Promotor reguliert werden, ist es sehr wahrscheinlich, dass auch

die E6 Expression induziert wurde. Leider fehlen zurzeit geeignete EG6
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spezifische Antikérper. Daher beschrankte sich der Nachweis auf das E7
Protein. In der Zukunft sollen jedoch fur beide Proteine Untersuchungen auf
MRNA Ebene durchgefuhrt werden. Neben der beobachteten Induktion von E7
kam es durch IL-6 zusatzlich zu einer gesteigerten Expression des zellularen
Proto-Onkogens c-myc. Interessanterweise flhrte auch das IL-6 verwandte
Zytokin OSM zu einer Induktion von c-myc. Dies galt nicht nur fur die
HPV18-positiven Karzinomzellen, sondern auch fur die in vitro HPV16
transformierten nicht-malignen Zellen HPK1A.

Sowohl c-myc als auch die viralen Onkoproteine vermitteln den Fortschritt des
Zellzyklus und die zellulare Transformation. Andererseits verstarken sie auch
die zellulare Sensitivitat fur Apoptose (Hermeking und Eick, 1994; Routes et al.,
2005; Fan et al., 2005; Fan und Chen, 2004; Thyrell et al., 2005). So kdnnen
hohe Expressionsspiegel von c-myc, wie auch HPV16 E6, Zellen fur den
TNFa-vermittelten Zelltod sensibilisieren (Klefstrom et al., 1994; Janicke et al.,
1994; Filippova et al., 2005). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass
Makrophagen HPV16 E6 exprimierende Tumorzellen durch einen TNFa- und
Stickoxid-abhangigen Mechanismus abtéten kdnnen (Routes et al., 2005). Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob eine intakte IL-6 Signaltransduktion einen
Einfluss auf den TNFa-vermittelten Zelltod HPV-positiver Zellen haben konnte.
In Anwesenheit des Proteinsynthese Inhibitors CHX wurden HPV16- und
HPV18-positive Zervixkarzinomzellen, im Gegensatz zu nicht-malignen
HPV-transformierten Zellen, fur den TNFa-vermittelten Zelltod sensibilisiert.
Sobald die Zellen mit IL-6 stimuliert wurden, kam es in allen untersuchten
HPV-positiven Keratinozyten zu einer Sensibilisierung fur die TNFa-vermittelte
Apoptose. Im Falle der malignen Zellen wurde die IL-6 Signaltransduktion durch
die Zugabe von sgp80 induziert und dadurch die Sensitivitat gegenuber der
TNFa-induzierten Apoptose noch einmal deutlich verstarkt. Gleiches gilt fur die
Behandlung mit OSM. Auch OSM verstarkte die Induktion der Apoptose der
Karzinomzellen, bei in vitro transformierten Keratinozyten war dieser Effekt
sogar starker als nach Zugabe von IL-6. In beiden Fallen war die Apoptose

innerhalb einer kurzen Zeit von nur acht Stunden induzierbar.
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Eine Wiederherstellung des IL-6 Signalweges in verschiedenen HPV-positiven
Zelllinien fihrte zu einer starken Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3
(Hess et al., 2000). Ahnliche Ergebnisse wurden auch fur die Stimulation mit
OSM beobachtet. In allen untersuchten Zelllinien kam es zu einer starken
Aktivierung von STATS3, aber nur zu einer geringen Aktivierung von STAT1. Bei
einer weiterfuhrenden Untersuchung der STAT3 Aktivierung stellte sich heraus,
dass beide Zytokine zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung von
STAT3(Tyr705) fuhrten. Diese Ergebnisse unterstutzen die frGhere Beobachtung,
dass IL-6 STAT3-vermittelt zur Aktivierung des frithen Promotors der HPV18
Kontrollregion, der fur die Expression der Onkoproteine E6 und E7
verantwortlich ist, fihrt (Smola-Hess et al., 2001). Ahnliches wurde spéter fur
die HPV16 Kontrollregion beschrieben (Arany et al., 2002). STAT3 wurde als
ein Faktor charakterisiert, der fiir das zellulare Uberleben eine wichtige Rolle
spielt (Fukada et al., 1996). Er ist in der Lage verschiedenste Tumor-
unterstiitzende Faktoren zu induzieren (Ubersicht Calo et al., 2003).
WeiterfUhrende Analysen zeigten zudem eine Aktivierung der ERK MAPK durch
beide Zytokine sowohl in Zervixkarzinomzellen als auch in in vitro
HPV-transformierten Keratinozyten. Um zu untersuchen, welche Rolle die
Transkriptionsfaktoren STAT3 und ERK MAPK bei der Induktion der
TNFa-vermittelten Apoptose spielen, wurden der metabolische ERK Inhibitor
PD98059 verwendet und transiente Transfektions-Analysen mit einem
dominant-negativen STAT3 durchgefuhrt. Dabei stellte sich heraus, dass die
Inhibition der ERK MAPK nach erfolgter IL-6 Stimulation zu einer Verstarkung
des TNFa-vermittelten Zelltods fluhrte. Das bedeutet, dass durch die
Wiederherstellung der IL-6 Signaltransduktion ERK MAPK in HPV-positiven
Zellen induziert wird und dies wiederum die Zellen vor TNFa-induzierter
Apoptose schutzen kann. Es wurde bereits gezeigt, dass die Inhibition der ERK
Aktivitat verschiedene Karzinomzellen fur den Zelltod durch Chemotherapeutika
sensibilisieren kann (Cui et al., 2000; Persons et al., 1999; Hayakawa et al.,
2000). Auf der anderen Seite wurde auch beschrieben, dass HPV-positive
Karzinomzellen durch die Inhibition von ERK resistenter gegen Zelltod wurden
(Wang et al., 2000; Yeh et al., 2002). Diese Diskrepanz lasst vermuten, dass

die Verbindung zwischen ERK MAPK und den zellularen Antworten auf
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verschiedenste Apoptosesignale vom individuellen zellularen Kontext und dem
Apoptose-Induktor abhangen konnten. Im Gegensatz dazu fuhrte die
Transfektion eines dominant-negativen STAT3 Konstruktes zu einem Schutz
vor TNFa-vermittelter Zytotoxizitat. Die Induktion der STAT3 Aktivitat durch IL-6
Signaltransduktion unterstutzt demnach die TNFa-vermittelte Apoptose (Smola,
unpubliziert).

IL-6 fuhrt in Ratten Hepatozyten zu einem Anstieg der TNFa-vermittelten
Apoptose durch eine gesteigerte TNF Rezeptor Expression (Boer et al., 2003).
Wenn dies auch in HPV-positiven Zellen der Fall ware, mussten auch andere
TNFa Funktionen, die nicht mit dem induzierten Zelltod in Verbindung stehen,
durch IL-6 oder OSM Signaltransduktion verstarkt werden. Die Expression von
IL-8 nach Stimulation mit TNFa wurde durch IL-6 oder OSM nur geringfiigig
verandert (Smola, unpubliziert). Zudem war die gesteigerte Sensibilisierung flr
TNFa auch nicht auf eine veranderte Expression der TNF Rezeptoren p55 und
p75 durch diese Zytokine zurtckzufuhren (Smola, unpubliziert).

Dies fuhrte zu dem Schluss, dass die induzierbare Sensibilisierung fur
Apoptose nicht auf die TNF Rezeptor Familie beschrankt sein muss. Die
chemotherapeutischen Medikamente Cisplatin und Etoposid werden zur
Therapie von fortgeschrittenen oder rezidivierenden Zervixkarzinomen
entweder als Monotherapie oder Kombinationstherapie eingesetzt (Muggia et
al., 2004; Boruta et al., 2001). Die Zervixkarzinom-Zelllinie SW756 zeigte nur
eine geringe Sensitivitat fur Cisplatin und Etoposid. Eine Vorbehandlung mit
IL-6 in der Anwesenheit von sgp80 oder OSM flhrte jedoch zu einer starken
Sensibilisierung dieser Zellen fur den Zytostatika-vermittelten Zelltod. Erhielten
diese Zellen durch die Zugabe von sgp80 die Mdglichkeit, auf ihr autokrin
produziertes |L-6 zu reagieren, zeigte sich auch hier eine deutliche
Sensibilisierung fur Cisplatin- und Etoposid-vermittelte Apoptose. Eine Studie
von Koivusalo et al. zeigte, dass die Expression von E6 die HPV18-positiven
HelLa Zellen fur Cisplatin und Etoposid-vermittelten Zelltod empfanglich macht.
Diese Zellen wurden nach der Inhibition der E6 mRNA Synthese resistenter
gegenuber Cisplatin und Etoposid Behandlung (Koivusalo et al., 2005). Die hier
beschriebenen Ergebnisse legen nahe, dass durch die Wiederherstellung der

IL-6 Signaltransduktion die virale Onkogen Expression induziert wird, und
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dadurch diese Zellen fur Apoptose durch Cisplatin und Etoposid sensibilisiert
werden konnten.

In verschiedenen humanen Krebszelllinien konnte bereits eine konstitutive
Aktivierung von STAT3 gezeigt werden. Diese reprasentieren eine grolle
Anzahl von soliden Tumoren, wie Brust- und Prostatakrebs, aber auch
Leukdmien und Lymphome (Bowman et al., 2000; Buettner et al., 2002).
Konstitutiv aktives STATS3 ist fur einige Tumoren, wie beispielsweise Kopf-Hals-
Krebszellen und Zellen des multiplen Myeloms lebensnotwendig, wahrend
verschiedene HPV-positive Zervixkarzinom-Zelllinien in vitro nur eine sehr
geringe konstitutive STAT3 Aktivierung aufweisen (Grandis et al., 1998; Catlett-
Falcone et al., 1999; Hess et al., 2000). Die Uberpriifung der STAT3 Aktivierung
in situ zeigte eine Zunahme der STAT3(Tyr705) Phosphorylierung in den
intraepithelialen Neoplasien bis zum CIN Il Stadium. Diese STAT3 Aktivierung
nahm jedoch in den CIN Ill Lasionen deutlich ab. Im invasiven Zervixkarzinom
konnte schlieBlich keine STAT3 Aktivierung mehr beobachtet werden. Im
Zervixkarzinom scheint eine konstitutive STAT3 Aktivierung also nicht fur das
Uberleben der Zellen notwendig zu sein, im Gegenteil, durch die IL-6 abhangige
Aktivierung von STAT3 in Zervixkarzinomzellen wurden diese fur die
zytotoxischen Aktivitaten von TNFoa bzw. den chemotherapeutischen
Medikamenten Cisplatin und Etoposid sensibilisiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass IL-6 in Zervixkarzinomzellen dann als
autokriner Wachstumsfaktor fungieren kann, wenn die IL-6-bindende
Rezeptorkette gp80 exogen zugeflhrt wird. Gleichzeitig kann IL-6 diese Zellen
fur Zelltod-vermittelnde Stimuli sensibilisieren. Dies passt zu friheren
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, in denen gezeigt wurde, dass die
Wiederherstellung des IL-6 Signalweges zu einer gesteigerten Expression von
MCP-1 flhrt (Hess et al., 2000). MCP-1 ist ein Chemokin, das mononukleare
Zellen, wie z.B. die Vorlaufer von Antigen-prasentierenden Zellen und
Makrophagen, anlocken kann, was schon als negatives Ereignis fur den Tumor
beschriecben wurde (Ro6sl et al, 1994). Durch eine intakte IL-6
Signaltransduktion in HPV-positiven Zervixkarzinomzellen entstehen so zwei
deutliche Nachteile fur den Tumor. Dies kdénnte erklaren, warum
Zervixkarzinomzellen nicht das volle Potential der IL-6 Signaltransduktion

ausnutzen  sondern  stattdessen die IL-6 Rezeptor  Expression
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herunterregulieren. Hieraus ergab sich die Frage, zu welchem Zweck
Zervixkarzinomzellen eine solch starke IL-6 Expression aufweisen bzw. ob
Tumorzell-produziertes IL-6 eine parakrine Rolle im Tumor ausuben kdnnte.
Dendritische Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Initiation und
Koordination von Immunantworten auf infektidse Substanzen und Tumore.
Tumore entwickeln dabei zahlreiche Strategien, um dem Immunsystem zu
entkommen (Muller et al., 2002). Die Sekretion von verschiedenen Faktoren,
die die normale Funktion von DC inhibieren konnen, stellt einen dieser
Mechanismen dar (Gabrilovich et al., 1996a; Gastl et al., 1993; Kavanaugh und
Carbone, 1996; Wojtowicz-Praga, 1997). Reife DC fungieren nicht nur als
,<Antigen-Trager® sondern legen auch die Richtung der Immunantwort im
Lymphknoten fest. Abhangig von der Gefahr, der der Korper ausgesetzt ist,
Ubermitteln DC Signale an naive CD4" T-Helferzellen, die sich daraufhin
entweder in IL-4-produzierende TH2 Zellen oder in IFNy-produzierende TH1
Zellen differenzieren kénnen. Dabei stellen TH1 Zellen Effektoren der
entzandlichen Immunantwort dar, die aullerdem in die Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen involviert sind, die wiederum fur die Eliminierung von
virusinfizierten Zellen bendtigt werden. TH2 Zellen bestimmen dagegen die anti-
parasitare, allergische und humorale Antwort. IL-12 ist ein wirksamer Induktor
der TH1 Antwort und wird aufgrund der DC/T-Zell Interaktion in den
Lymphknoten in groRen Mengen von DC produziert (Hsieh et al., 1993; Manetti
et al.,, 1993). Deshalb konnte jede Veranderung der IL-12 Produktion durch DC
zu einer Verschiebung der Immunantwort in Richtung eines ,unerwinschten®
Th2 Typs fuhren. Aus diesem Grund sollte hier untersucht werden, ob I6sliche
Faktoren in den Uberstanden von Zervixkarzinomzellen einen Einfluss auf
fundamental wichtige Funktionen der DC, wie beispielsweise die Proliferation
und Polarisierung von T-Zellen, ausuben kbénnen. Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe zeigten bereits, dass IL-6 zu einer starken Unterdrickung der
Produktion des Th1 polarisierenden Zytokins IL-12 fuhrte (Hegde, 2003).

Die Interaktion zwischen DC und T-Zellen findet nicht nur durch T-Zell Rezeptor
und Antigen-MHC-Komplexe, sondern auch durch wichtige kostimulatorische
Molekule statt. Darunter ist die Ligation von CD40 auf DC mit seinem Ligand
CD40L auf T-Zellen besonders wichtig fur eine effektive IL-12 Produktion. DC

erhalten das erste pro-inflammatorische Signal im peripheren Gewebe und
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wandern schlieBlich in die Lymphknoten ein, wo sie auf das zweite Signal, den
CD40L auf T-Zellen, treffen. DC wurden zunachst mit verschiedenen
Zervixkarzinomzell-Uberstanden kultiviert. Dies sollte eine in vivo Situation
innerhalb des Tumors imitieren. Schliel3lich wurden die Zellen fur acht Stunden
mit LPS als inflammatorischem Signal stimuliert und fir weitere 24 Stunden mit
PFA-fixierten BHKcpso. Zellen als T-Zell Signal inkubiert. Die LPS/CD40L-
vermittelte 1L-12 Produktion wurde von allen untersuchten Karzinomzell-
Uberstanden stark inhibiert. Dies war auch der Fall, wenn die Zellen erst fiir vier
Tage in unreife DC differenzierten und ab dem vierten Tag mit den jeweiligen
Uberstanden kultiviert wurden.

Um herauszufinden, welche l6slichen Faktoren in den Tumorzell-Uberstanden
fir diese Repression verantwortlich waren, wurden alle Uberstdnde auf ihren
Zytokin Gehalt untersucht. Wie bereits beschrieben, exprimierten alle Zelllinien
zelltyp-abhangig verschiedene Mengen an IL-6. Zusatzlich wurde fur alle
Zelllinien eine TGFP Produktion festgestellt, wahrend keine der Zelllinien das
immunsuppressive Zytokin IL-10 exprimierte. Die Unterdrickung der IL-12
Produktion war also nicht auf eine gesteigerte IL-10 Produktion durch die
Zervixkarzinomzellen zurtckzufihren. Um herauszufinden, ob IL-6 und TGFf3
fir die beobachtete IL-12 Repression durch die Tumorzell-Uberstéande
verantwortlich sein kdnnten, wurden die DC mit unterschiedlichen Mengen IL-6
und TGFp, die im Bereich der autokrinen Produktion der Zellen lagen, kultiviert.
Hier zeigte sich, dass sowohl IL-6 als auch TGFp die LPS/CD40L-vermittelte
IL-12 Produktion reprimieren konnten. Dies wurde fur IL-6 schon mehrfach in
der Literatur beschrieben (Takenaka et al., 1997; Dodge et al., 2003; Avila-
Moreno et al., 2005). Die Arbeitsgruppe Dodge et al., konnte zeigen, dass
murine DC aus der Lunge signifikante Mengen an IL-6 produzieren, aber im
Gegensatz dazu kaum IL-12 exprimierten. Weiterfihrende Untersuchungen
zeigten, dass IL-6 die IL-12 Produktion negativ regulieren kann. Aus den
Lungen stammende DC aus IL-6-defizienten Mausen produzieren signifikante
Mengen an IL-12 und kénnen zudem die Th1 Polarisierung von naiven CD4"
T-Zellen induzieren (Dodge et al., 2003).

Die Neutralisation von rekombinantem IL-6 flUhrte zu einer Aufhebung der

IL-6-vermittelten IL-12 Repression. Im Falle der SW756 Uberstande konnte die
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IL-12 Repression durch Neutralisation von IL-6 ebenfalls um ca. 50%
aufgehoben werden. Dies bestatigt eine Beobachtung der Gruppe Avila-Moreno
et al., die gezeigt hatten, dass DC, die mit Idslichen Faktoren von
Karzinomzellen aus der Lunge stimuliert wurden, im Vergleich zu Kontroll-DC
groliere Mengen an IL-6, aber geringere Mengen an IL-12 produzierten und nur
vermindert zur Proliferation von naiven CD4" T-Zellen beitragen konnten. Diese
Effekte wurden durch eine Neutralisation von IL-6 wahrend der Differenzierung
nahezu aufgehoben (Avila-Moreno et al., 2005).

Ein suppressiver Einfluss auf die IL-12 Produktion von DC wurde auch fur TGFp
beschrieben. So fuhrte die Behandlung mit TGF zu einer veranderten Zytokin
und Chemokin Produktion in LPS-behandelten Monozyten. Sowohl die IL-12 als
auch die IL-10 Produktion der DC wurde signifikant inhibiert (Lyakh et al., 2005)
und TGFB inhibierte auch die IL-12 p40 Produktion in LPS-stimulierten
Makrophagen (Tada et al., 2004).

Faktoren, die von Tumorzellen produziert werden, fuhren zu einer defekten
Differenzierung von DC und tragen damit zur gestorten Funktion der DC bei
(Gabrilovich et al., 1996a; Gabrilovich et al., 1996b; Steinbrink et al., 1997;
Menetrier-Caux et al., 1998; Ishida et al., 1998; Gabrilovich et al., 1998;
Gabrilovich et al., 1999). Zu diesen Faktoren gehdrt neben IL-6 und TGFB auch
der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF). Nahezu alle Tumore
produzieren konstitutiv VEGF, welches direkt das Wachstum von vaskularen
endothelialen Zellen und somit die Bildung von Gefallsystemen im Tumor
stimuliert (Ubersicht in Ferrara, 2005). Auch HPV-positive Zervixkarzinomzellen
produzieren VEGF (Dobbs et al., 1997; Guidi et al., 1995). Die beobachteten,
suppressiven Effekte durch Tumorzell-Ubersténde kénnen also auch zusétzlich
durch andere l6sliche, vom Tumor produzierte Faktoren, wie beispielsweise
VEGF oder noch nicht charakterisierte Molekule, vermittelt werden.

Um die Frage zu klaren, wie IL-6 und TGFf die immunsuppressiven Effekte in
DC vermitteln, wurden verschiedene Faktoren untersucht. Es stellte sich
heraus, dass sowohl Tumorzell-Uberstande als auch IL-6 zu einer geringen
Induktion der IL-10 Expression fuhren. SiHa Zellen produzieren mittlere Mengen
IL-6 (ca. 5ng/ml) und zeigten im Vergleich zu den restlichen Uberstéanden als

einzige Zelllinie eine geringe IL-10 Induktion. IL-10 ist bereits als potenter IL-12
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Repressor beschrieben (Aste-Amezaga et al., 1998; D'Andrea et al., 1993).
Aufgrund der sehr geringen Mengen von maximal 0,65ng/ml IL-10 und der
Tatsache, dass TGFp nicht die IL-10 Expression induziert, diese Behandlung
aber sehr wohl zur Suppression der IL-12 Expression fuhrte, kann die IL-10
Expression nur zu einem geringen Teil zur beobachteten IL-12 Repression
beitragen.

Als nachstes wurden Faktoren untersucht, die bekanntermaflen an der
Regulation von IL-12 beteiligt sind. Die zwei entscheidenden cis-Elemente
innerhalb des IL-12 p40 Promotors, eine ETS-2 und eine NF-xB Bindestelle,
werden von unterschiedlich zusammengesetzten Komplexen gebunden. Im
Falle von ETS-2 besteht dieser Komplex aus ETS-2, PU.1, c-Rel, ICSBP, IRF-1
und IRF-2 (Gri et al., 1998; Ma et al., 1997; Salkowski et al., 1999), wahrend die
NF-xB Bindestelle nach LPS-Stimulation von einem heterodimeren Komplex
bestehend aus p50 und c-Rel gebunden wird (Murphy et al., 1995; Plevy et al.,
1997). Unter den Mitgliedern der NF-xB Familie von Transkriptionsfaktoren
scheint c-Rel besonders wichtig flr die positive Regulation des p40 Gens zu
sein. Hier konnte gezeigt werden, dass die Bindeaktivitat des essentiell
wichtigen Transkriptionsfaktors NF-xB durch LPS in DC induziert wird und diese
sowohl durch alle untersuchten Tumorzell-Uberstande als auch durch IL-6 und
TGFB stark reprimiert wird. Dabei korreliert der IL-6 bzw. TGFp Gehalt der
einzelnen Uberstande nicht mit der Unterdriickung der NF-xB Bindeaktivitat. Bis
auf CaSki Zellen, die am starksten die Bindeaktivitat inhibiert haben, zeigen alle
Uberstédnde eine &hnliche Repression der NF-xB Bindeaktivitat, obwohl
beispielsweise SW756 Zellen mit ca. 14ng/ml IL-6 deutlich grofdere Mengen von
diesem Zytokin produzierten als die Ubrigen Zelllinien. Vorarbeiten in unserer
Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass durch die Stimulation mit LPS
mehrere unterschiedlich zusammengesetzte NF-kB Komplexe in DC aktiviert
wurden. Durch die Behandlung mit IL-6 kam es zu einer gestorten NF-«B
Bindeaktivitat. Besonders auffallig ist in diesem Zusammenhang die
Beobachtung, dass IL-6 die Bildung eines c-Rel-haltigen Komplexes komplett
verhindern konnte (Hegde et al., 2004). Die beobachtete IL-12 Repression
durch Tumorzell-Uberstdnde und IL-6 konnte also auf eine verminderte

Aktivierung des Transkriptionsfaktors c-Rel, der wie beschrieben eine wichtige
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Rolle bei der Regulation von IL-12 p40 spielt, zurtiickgefihrt werden. Da IL-6 zu
einer gesteigerten Aktivierung der p38 MAPK in DC fuhrt, kann eine
Involvierung dieses Transkriptionsfaktors in die IL-6-vermittelte Repression der
IL-12 Expression ebenfalls ausgeschlossen werden (Hegde et al., 2004). IRF-1
ist ein weiterer wichtiger Faktor, der an der Regulation von IL-12 p40 beteiligt
ist. Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass IL-6 die IRF-1 mRNA
Transkription in Brustkarzinomzellen sogar induzieren kann (Harroch et al.,
1994). Da IL-6 keinen Einfluss auf LPS-induzierte IRF-1 mRNA Transkription
hatte, scheint IRF-1 jedoch nicht an der IL-6 vermittelten IL-12 Repression in
DC beteiligt zu sein.

STATS3 ist flr die Regulation der Rekrutierung von NF-xB an den IL-12 p40
Promotor in DC verantwortlich. Eine gestorte LPS-induzierte IL-12 p40
Expression in IL-10-defizienten Mausen war in Abwesenheit von aktiviertem
STAT3 auf eine verstarkte NF-«B Rekrutierung an den IL-12 p40 Promotor
zuruckzufuhren. Die Blockade des JAK/STAT Signalweges in Wildtyp-DC fluhrte
zu einer verstarkten LPS-induzierten IL-12 p40 Sekretion (Hoentjen et al.,
2005). STATS3 spielt also eine wichtige Rolle bei der Herunter-Regulation der
LPS-induzierten 1L-12 Expression. Fur die IL-6-induzierte Suppression der
LPS-vermittelten Aktivierung bzw. Reifung von DC wird ebenfalls aktiviertes
STAT3 bendtigt (Park et al., 2004). Zudem wurde bereits beschrieben, dass
STATS3 die Aktivierung von NF-kB inhibieren kann (Nefedova et al., 2005). Hier
konnte gezeigt werden, dass mittlere bis grole Mengen (25-100ng/ml) IL-6
konzentrationsabhangig zur Aktivierung von STAT3 in DC fuhrten. Eine niedrige
Dosis IL-6 von 5ng/ml reichte fur eine Aktivierung nicht mehr aus. STAT3
Aktivierung konnte also Uber die Repression der NF-kB Bindeaktivitat zur
Suppression der IL-12 Expression durch IL-6 beitragen.

Ein direktes Ziel von aktiviertem STAT3 sind die SOCS Gene (Auernhammer et
al., 1999). SOCS Proteine kdnnen die Signale von Zytokin-Rezeptoren, wie
beispielsweise dem IL-6 Rezeptor, durch direkte Interaktionen mit JAKs
inhibieren und so deren katalytische Aktivitat storen (Endo et al., 1997; Naka et
al., 1997; Alexander et al., 1999; Nicholson et al., 1999). IL-6 kann in anderen
Zelltypen die Expression von SOCS3 und SOCS1 induzieren (Starr et al.,
1997). In LPS-aktivierten CD4" T-Zellen fiihrt IL-6 zur gesteigerten Expression
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von SOCS1 und damit zur Inhibition von IFNy-aktiviertem STAT1 (Diehl et al.,
2000). Neben dieser Inhibition der Th1-Differenzierung unterstitzt IL-6 zudem
direkt die TH2-Differenzierung (Lotz et al., 1988; Uyttenhove et al., 1988). In
SOCS3-defizienten Makrophagen unterdruckt IL-6 ahnlich wie IL-10 die LPS-
induzierte TNFa und IL-12 Produktion (Yasukawa et al., 2003). SOCS3 kann
spezifisch die IL-6-vermittelte STAT3 Aktivierung inhibieren, und damit zu einer
klassischen ,negativen Ruckkopplung® fihren. Die Untersuchung der SOCS1
und SOCS3 mRNA Transkription zeigte bereits nach 20min eine massive
Induktion der SOCS3 mRNA durch IL-6 in DC, wahrend SOCS1 mRNA
Transkription in diesen Zellen nicht durch IL-6 induziert werden konnte.
Gleiches konnte bereits die Arbeitsgruppe Park et al. zeigen (Park et al., 2004).
Die Behandlung mit IL-6 flUhrt jedoch wie gezeigt, zur Aktivierung von STAT3.
SOCS3 und SOCS1 sind demnach nicht in die IL-6-vermittelte IL-12
Suppression involviert.

IL-6 unterdruckt in Monozyten die TNFo und IL-1 Produktion nach einem
pro-inflammatorischen Stimulus, wie Lipopolysaccharid (LPS) (Aderka et al.,
1989; Schindler et al., 1990; Wadee et al., 1993). Zusatzlich wurde in IL-6
knock out Mausen eine stark erhdhte TNFa Produktion nach LPS Stimulierung
beobachtet (Fattori et al., 1994). Aus diesem Grund wurde der Einfluss von IL-6
auf pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine untersucht. IL-6 unterdrtickt
sowohl LPS-induziertes TNFa als auch IP-10 in DC. Daraus ergab sich die
Frage, ob IL-6 auch die T-Zell-stimulatorische Kapazitat von DC verandern
kann. Das Zytokinprofil der DC hangt von dem Subtyp, dem lokalen Milieu, der
anatomischen Lokalisierung und dem Reifungsstimulus ab (Dzionek et al.,
2001). Um den Einfluss von IL-6 auf die DC-vermittelte Proliferation der naiven
T-Helferzellen zu Uuberprufen, wurden allogene, gemischte Lymphozyten
Reaktionen durchgefuhrt. IL-6 fuhrte zu einer verminderten Proliferation der
T-Helferzellen unabhangig davon, ob die Zellen durch LPS aktiviert wurden
oder nicht. Neben der verminderten Proliferation der T-Helferzellen sekretierten
die IL-6 behandelten DC auch deutlich weniger IFNy nach LPS-Stimulation als
unbehandelte DC.

Ein Molekul, das zur Inhibition der T-Zell Proliferation und der Reduktion der
T-Zell Antworten beitragt ist IDO. Die Untersuchung der IDO Expression in DC
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zeigte keine Veranderung der LPS-induzierten IDO Produktion durch IL-6
Stimulation. Die beobachteten Effekte der IL-6-behandelten DC auf
T-Helferzellen scheinen also unabhangig von IDO stattzufinden.

IL-6-behandelte DC vermindern also einerseits die Polarisierung von naiven
T-Helferzellen in Richtung Tn1-Zellen durch die Repression der IL-12
Produktion, andererseits vermindern sie die IFNy Produktion von aktivierten
T-Helferzellen. IL-6 verschiebt also die DC-vermittelte Immunantwort in
Richtung einer, fur die Eliminierung von Tumoren ungunstigen TH2-Immun-
antwort. Das als pro-inflammatorisch bezeichnete Zytokin IL-6 kann so auch
anti-inflammatorische und immunsuppressive Effekte vermitteln. Zusammen-
genommen konnte dies einen Mechanismus flir den beobachteten Wechsel von

TH1 in Richtung TH2 Zytokinen im Gewebe darstellen.

Abbildung 28: Einfllisse von Tumorzell-produziertem IL-6 auf verschiedene Funktionen
von dendritischen Zellen. Tumorzell-produziertes IL-6 inhibiert die IL-12 Produktion durch DC,
die DC-vermittelte Proliferation von T-Helferzellen und deren IFNy Sekretion.
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5. Zusammenfassung

Persistierende humane Papillomvirus (HPV) Infektionen sind ursachlich an der
Entstehung von Zervixkarzinomen beteiligt. Zervixkarzinomzellen produzieren
sowohl in vitro als auch in vivo gro3e Mengen des Zytokins Interleukin-6 (IL-6).
In vivo Korreliert das Vorhandensein von IL-6-positiven Zellen mit einer
schlechten Prognose flr die Progression der Krankheit. HPV-positive
Zervixkarzinomzellen zeigten nur eine schwache autokrine IL-6 Aktivitat, wie die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 in vitro. Dies war auf den Verlust
der IL-6-bindenden Rezeptorkette gp80 zurlckzuflhren. In situ Farbungen
zeigten korrespondierend eine Abnahme der Phospho-STAT3(Tyr705)
Aktivierung im Verlauf der malignen Progression.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Wiederherstellung des
autokrinen IL-6 Signalweges in HPV-positiven Zellen mit Hilfe des I6slichen
gp80, diese Zellen fur die Tumor Nekrose Faktor o (TNFa)-vermittelte Apoptose
sensibilisiert wurden. Zusatzlich kam es zu einer gesteigerten Expression des
viralen Onkogens E7 in HPV-positiven Zellen. Dieselben Effekte wurden bei der
Stimulation mit dem IL-6-verwandten Zytokin Oncostatin M (OSM) beobachtet.
Wie IL-6 aktivierte auch OSM STAT3. Beide Zytokine induzierten den
STAT3-regulierten Transkriptionsfaktor c-myc, der Zellen fur TNFa-vermittelte
Apoptose sensibilisieren kann. Beide Zytokine sensibilisierten auch fur den
Zelltod durch die chemotherapeutischen Medikamente Cisplatin und Etoposid.
Durch eine intakte IL-6 Signaltransduktion in HPV-positiven
Zervixkarzinomzellen entsteht also ein deutlicher Nachteil fir den Tumor, was
die verminderte Expression von gp80 durch diese Zellen erklaren kénnte.

Im Verlauf der Progression von leichtgradigen zu schwergradigen
intraepithelialen Neoplasien kommt es nicht nur zur verstarkten Expression von
IL-6 sondern auch zu einer Verschiebung von TH1 zu TH2 Zytokinen im
Gewebe. Hier konnte gezeigt werden, dass Uberstdnde von
Zervixkarzinomzellen, die IL-6 und TGFp (transforming growth factor f), jedoch
kein IL-10, enthielten, die Produktion von IL-12 in dendritischen Zellen (DC)

supprimieren. IL-12 spielt eine essentielle Rolle beim Aufbau einer TH1
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Immunantwort. Sowohl IL-6 als auch TGF waren in der Lage, den Effekt der
Karzinomzellen auf die IL-12 Produktion zu reproduzieren. Die Untersuchung
von IL-12-regulierenden Signalfaktoren ergab, dass der Suppression von IL-12
eine starke Inhibition der Bindeaktivitdt des Nuklearen Faktors-xB (NF-«kB) in
DC vorausgeht. Im Gegensatz zur NF-xB Aktivitat wurde die mRNA Expression
von IRF-1 (interferon regulatory factor 1) oder des inhibitorischen Faktors
SOCS1 (suppressor of cytokine signalling) nicht durch IL-6 verandert.
IL-6-behandelte DC zeigten in gemischten allogenen Lymphozyten Reaktionen
eine stark verminderte T-Zell-stimulatorische Kapazitat und fuhrten zu einer
geringeren Sekretion des TH1 Zytokins IFNy durch T-Zellen. Maligne,
HPV-transformierte Keratinozyten vermitteln somit durch die gesteigerte

Expression von IL-6 und TGF immunsuppressive Effekte.
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6. Abstract

Persistent infection with human papillomavirus (HPV) is the main etiological
factor for the development of cervical cancer. Cervical cancer cells produce
high amounts of the cytokine interleukin-6 (IL-6) in vitro and in vivo. The
presence of IL-6 positive tumor cells correlated with a poor prognosis of disease
progression. HPV-positive cervical carcinoma cells showed only low autocrine
IL-6 activity, like activation of the transcription factor STAT3 in vitro. This was
due to the loss of the IL-6 receptor ligand binding chain gp80. Correspondingly,
no in situ phospho-STAT3(Tyr705) activity was found in cervical carcinomas.
Here we could show, that restoration of autocrine IL-6 signalling in HPV-positive
carcinoma cells with soluble gp80 strongly sensitizes these cells to tumor
necrosis factor o (TNFa)-mediated apoptosis. In addition the expression of the
viral oncogene E7 was up-regulated in HPV-positive cells. Similar to IL-6, the
functionally related cytokine Oncostatin M (OSM) activated STATS3, sensitized
HPV-transformed keratinocytes to TNFa-mediated apoptosis and led to the
up-regulation of E7. Both cytokines induced the STAT3-regulated transcription
factor c-myc, known to sensitize to TNFa-mediated apoptosis. Both cytokines
made these cells also susceptible to the chemotherapeutic actions of cisplatin
and etoposide. An intact IL-6 signalling in HPV-positive cervical carcinoma cells
thus creates a disadvantage to the tumor, which could explain the
down-regulation of gp80 in these cells.

Following progression from low grade to high grade cervical intraepithelial
lesions, not only IL-6 expression is up-regulated but also a pronounced shift
from TH1 to TH2 cytokines is observed within the tissue. Here we show that
supernatants of cervical carcinoma cells, which contain IL-6 and TGFp
(transforming growth factor p) but no IL-10, suppress IL-12 production in
dendritic cells (DC). IL-12 plays an essential role in mounting a TH1 response.
Both IL-6 and TGFp were able to reproduce the effects of the carcinoma cell
supernatants. Different signalling factors important for IL-12 regulation were
investigated. Suppression of IL-12 was preceded by strong inhibition of nuclear
factor-«B (NF-kB) binding activity in DC. In contrast to NF-xB activity, mRNA
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expression of interferon regulatory factor 1 (IRF-1) or the inhibitory factor
SOCS1 (suppressor of cytokine signalling) was unaffected by IL-6. IL-6-treated
DC showed a poor T cell stimulatory capacity in allogenic mixed lymphocyte
reactions, which was accompanied by reduced secretion of the TH1 cytokine
IFNy by T cells. Our data indicate that malignant, HPV-transformed
keratinocytes mediate immunosuppression by up-regulating the cytokines IL-6
and TGF.
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