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Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte die Regulation und BedegtufiLR3 und p38 MAP Kinase
abhangiger Signaltransduktionswege bei der Progressaligner Tumore des Kopf-Hals-
Bereiches ("head and neck squamous cell carcinoRIdSCC) untersucht werden. Dabei
wurde gezeigt, dass die Induktion von MAP Kinasgn8iwegen durch den Phorbolester
PMA zu einer Erh6hung der Zytokine Interleukin-6-@) und IL-8 in HNSCC fuihrte. Die
Regulation fand in einem grof3en Zeitrahmen von @mulation bis zur Interleukin-
Sekretion statt. Die Zytokine IL-6 und IL-8 sind iRINSCC an Prozessen der
Immunsuppression und Angiogenese beteiligt. MitfeHivon p38 spezifischer siRNA
konnte die Beteiligung der p38 MAP Kinase an degWRation dieser Zytokine eindeutig
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse lassen dahibaus eine Beteiligung weiterer
MAP Kinase Signalwegen bei diesen Biosynthesewegemuten. Die Herunterregulation
des p38 MAPK Proteinlevels konnte auerdem die SITRMosphorylierung am Tyrosin
705 inhibieren, hatte aber keinen Einfluss auf @iamorsuppressor p53. STAT3 ("signal
transducer and activator of transcription”) Pragesind in HNSCC uberexprimiert und
werden durch den autokrinen T@E=GFR Signalweg aktiviert, was zu einer gesteigerte
Proliferation fuhrt. Diese Ergebnisse zeigen eitideudass die p38 MAP Kinase in
HNSCC eine tumorinduzierende Funktion besitzt, ometht wie in anderen Tumorentitaten
gezeigt, tumorsupprimierend wirkt.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die Funktiom @ell-like Rezeptor 3 vermittelten
Signaltransduktion bei der Tumorprogression untdsu Hierfur wurden HNSCC
Zelllinien mit Polyl:C, dem artifiziellen Ligandemon TLR3, inkubiert. Entgegen den
Ergebnissen aus Studien mit Mammakarzinom Zellinlonnte keine Polyl:C induzierte
Apoptose in HNSCC Zelllinien festgestellt werdene Polyl:C Stimulation flhrte zu einer
Aktivierung der MAP Kinase ERK1/2 und induziertee dbekretion der Zytokine IL-6 und
IL-8. Diese Ergebnisse unterstitzen die bisheridermutungen einer wichtigen Funktion
von TLR3 bei der Tumorigenese von HNSCC und veliban die enorme Heterogenitét

der molekularen Mechanismen der Progression ufhiediccher Tumorentitaten.



Abstract

In this thesis the regulation and importance of BlLahd p38 MAP Kinase dependent
signal transduction pathways in progression of Headl Neck Squamous Cell
Carcinoma (HNSCC) were investigated. It was dematesd that stimulation with the
phorbolester PMA induced MAP Kinase activation amcteased IL-6 and IL-8 levels
in HNSCC supernatants. Interestingly, this upretjutaof IL-6 and IL-8 occurred in a
time dependent manner. The cytokines IL-6 and I&®@ involved in immune
suppression and angiogenesis in HNSCC. Silencing38f MAP Kinase indicated a
contribution of p38 to the regulation of cytokineceetion in HNSCC, but cross-talk
between several MAP Kinases is presumed. Furtherstigations also showed a p38
dependent STAT3 phosphorylation on Tyrosin 705 withinfluence on the tumour
promoting protein p53. STAT3 overexpression in HNXIS@ads to an increased
proliferation by autocrine activation through EGFR¥F-a signalling.

In this thesis the role of TLR3 signal transduction tumour progression was
investigated. In HNSCC cell lines the stimulationthwPolyl:C did not result in
increased levels of pro-apoptotic proteins asai$ wuggested in recent studies on breast
cancer. Furthermore, Polyl:C also induced activatb ERK1/2 MAP Kinase and led
to increased levels of IL-6 and IL-8 in cell cukusupernatants. This data confirm our
theory of TLR3 as an important tumour promotingtda®f HNSCC and underline the
major heterogeneity of molecular mechanisms wihiiogression of different tumour

entities.



1 Einleitung

1.1  Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Mit einer Inzidenz von rund 500 000 jahrlichen Enkkungen handelt es sich bei den
malignen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich um die selcstigste Tumorerkrankung
weltweit mit etwa 90% Plattenepithelkarzinomen (ddeand Neck Squamous Cell
Carcinoma"; HNSCC) [1]. Hauptrisikofaktoren sindbea chronischem Tabak- und
Alkoholkonsum [2] genetische Ursachen [3] sowiealdrErkrankungen (Epstein-Barr-
Virus oder Humanes Papillomavirus [4]) und die Esipon von Stauben und Noxen
aus dem Dberuflichen Bereich (z.B. Asbest oder pdlygche aromatische
Kohlenwasserstoffe). Auch der Nikotinkonsum im astemm Umfeld ist bei 3% der
Patienten die Ursache einer HNSCC Erkrankung [Bfo@ische Entziindungen, die vor
allem durch starken Nikotin- und Alkoholkonsum rengerufen werden, sind fur die
Bildung von etwa 20% aller Malignome verantwortliaind stellen ein hohes
Erkrankungsrisiko dar [6]. Das Manifestationsabetragt im Durchschnitt 60 +/- 15
Jahre, wobei Manner etwa viermal haufiger als Frawetroffen sind, da sie haufiger
Umgang mit den beschriebenen Noxen haben [7, 8grdihgs stieg die Anzahl an
HNSCC erkrankten Frauen in den letzten Jahrenideuwh.

Aufgrund ihrer Lokalisation lassen sich Tumoren Heblkopfes, der Mundhéhle, der
Nasenhaupt- und nebenhdhlen sowie des Rachens, (Bypo- und Nasopharynx)
unterscheiden. Die Klassifikation der Tumorstadéfolgt nach dem internationalen
TNM-System der UICC ("Union International ContrerCar"). Hierbei wird die Grol3e
des Primartumors zunehmend vom Stadium T1 bis @4,Ausmald der lymphogenen
Metastasierung zunehmend von NO bis N3 und dag&aft von Fernmetastasen (MO
oder M1) unterschieden. Die prognostische Eintglutler Tumoren erfolgt in

Abhangigkeit der beschriebenen Tumorstadien zurtpdekt der Diagnosestellung in
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vier Schweregrade (Tabelle 1) und wird histopathsich gesichert. Der
Differenzierungsgrad gibt Informationen Uber den lijtatatsgrad des Tumors
("grading™) und reicht von G1 (gut oder hochgradifferenziert) Gber G2 (malig oder
mittelgradig differenziert) und G3 (schlecht odeznig differenziert) bis G4 (un- oder

entdifferenziert).

Tabelle 1: UICC Klassifikation von HNCC

Stadium Priméartumor Lyﬁgﬁ;ﬂ%ﬂ Fernmetastasen
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
I T2 NO MO
1 T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
VA T4 NO, N1 MO
jedes T N2 MO
IV B jedes T N3 MO
IV C jedes T jedes N M1

Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt im Durchschf# in allen Stadien von HNSCC
bei der aktuellen Standardtherapie [9], wobei efnighzeitige Behandlung von

Lymphknotenmetastasen diese erheblich verbessebberNder Grél3e des Primartumors
ist die Prognose auch von der anatomischen Lokalisa der lokoregionaren

Metastasierung von Lymphknoten, der Resektion irmu@den und dem Vorhandensein
von Fernmetastasen abhangig.

Die Diagnose von HNSCC wird haufig aufgrund spag®ymptome erst im

fortgeschrittenen Tumorstadium gestellt. Nach dehirucgischen Entfernen des
Tumors findet eine Chemo- bzw. Strahlentherapiett.stén fortgeschrittenen

Tumorstadien sind die Behandlungsmadglichkeiten elefzegrenzt. Des Weiteren gibt
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es eine hohe Rate an Zweitkarzinomen, Rezidiven Resistenzen gegeniber den
eingesetzten Zytostatika wie Cisplatin, Carboplatid 5- Fluorouracil.

1.1.2 Molekulare Mechanismen der Karzinogenese

Tumore entwickeln mit fortschreitendem Wachstum dté@higkeit aus bereits
bestehenden BlutgefalRen neue Kapillaren durch Aosspng zu bilden, durch die der
Tumor mit Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren versaigd und die die Bildung von
Metastasen ermoglichen [10]. Dieser als Angiogetezeichnete Prozess beginnt mit
der Vaskularisierung von Tumoren durch die Produkiron Angiogenesefaktoren wie
VEGF ("vascular endothelial growth factor") und WFG'basic fibroblast growth
factor"), indem sie die Aussprossung von Mikrogefélaktivieren, wenn sie an
benachbarte Blutgefale gelangen. Bei Kopf-Hals-ikamen ist die Gefal3dichte
gegeniber gesunder Schleimhaut stark erhoht undogdagesefaktoren wie VEGF,
PDGFRu/3 ("platelet derived growth factor”) und GM-CSHjr@nulocyte macrophage
colony stimulating factor") sowie das Chemokin tigakin-8, das die Migration von

Leukozyten aus dem Blut zur lokalen Entziindungestewerden stark sekretiert [11].

Neben der Angiogenese spielen Onkogene bei derkoalen Pathogenese von
HNSCC eine wichtige Rolle [12]. Bei Onkogenen hdnds sich um veranderte Gene,
deren Funktion in der Regulation von Signaltransidmkswegen liegt, und deren
Mutation entweder zur Uberexpression oder fehlégmaFunktion ihres Proteins fiihrt.
Zu den Onkogenen in HNSCC gehdren Wachstumsfaktaneininre Rezeptoren (z.B.
EGFR; "epidermal growth factor receptor"), Mediatorder Signaltransduktion wie
STAT3 ("signal transducers and activators of trapson”), ras oder raf sowie
Transkriptionsfaktoren wie myc oder Regulatoren B&-2 und Bax, die an der der
Apoptose beteiligt sind [13]. Ein Beispiel fur digysregulierte Funktion von
Onkogenen ist die autokrine Aktivierung von EGFRaliuTGFe, die zur STAT3
Aktivierung fuhrt und somit unkontrolliertes Zellalastum induziert [14]. Eine
konstitutive STAT3 Aktivitat ist ein frihes Merkmdeer HNSCC Karzinogenese und
entscheidend fur eine gesteigerte Proliferationdidanhibierung der STAT3 Aktivitat
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zu verstarkter Apoptose und verminderter Expressmm anti-apoptotischen Proteinen
wie Bcl-x| fuhrt [15]. Neben der Aktivierung durcWachstumsfaktoren wie TGé:-
kann STAT3 auch durch Zytokine der IL-6 Familieiaietrt werden. STAT3 induziert
die Expression von SOCS1 und SOCS3 ("suppressoytokine signaling™), die durch
negative Regulation in den IL-6 Signalweg eingmeifBei einem Drittel der Kopf-Hals
Karzinome sind SOCS1 und SOCS3 durch Methylierungesilenced [16, 17]. Der
Methylierungsstatus von SOCS1 und SOCS3 beeinfldestSTAT3 Aktivitat und
somit die Proliferation und wird als ein mdglichéaktor flr eine pharmazeutische
Behandlung von HNSCC angesehen [16].

Tumorsuppressorgene induzieren bei zellularem $Stvee UV-Licht oder Hypoxie
Zellzyklus—Arrest oder Apoptose. Auf diese Weiserdea Zellschadigungen oder
unkontrolliertes Wachstum geschadigter Zellen wvetért. Durch Punktmutationen
oder Deletionen kénnen Tumorsuppressorgene in iRrarktion gestort sein. Ein
Beispiel hierfir ist p53 das fur die Aufrechterhaltung der Genomstabilitat
verantwortlich ist [18]. In vielen malignen Tumorest p53 mutiert und stellt die
haufigste genetische Veranderung dar. Bei KopfH{aszinomen singp53 Mutationen
iIm Zusammenhang mit hohem Tabakkonsum und der slamsultierenden hohen
Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcle2,gteichzeitiger Suppression des
pro-apoptotischen Proteins Bax [13].

Maligne Tumore des Kopf-Hals-Bereiches haben Sirateentwickelt, der Erkennung
durch das Immunsystem auszuweichen. Dieser als Umemescape” bezeichnete
Mechanismus geschieht zum einen durch die Heragelation von HLA | (Humanes
Leukozyten Antigen Typ 1) Molekilen an der Zellotéche und die gleichzeitige
Uberexpression des Fas Liganden. Auf diese Weisgielh sich der Tumor der
Erkennung durch T-Lymphozyten, da durch die Binduag Fas an den Fas Liganden
des Tumors die Apoptose bei den T-Lymphozyten irdtizvird [19]. Ein weiterer
Mechanismus ist die direkte Immunsuppression dutiehProduktion inhibitorischer
Mediatoren wie VEGF ("vascular endothelial growtttbr"), PGE2 (Prostaglanding
E2), TGF-B ("tumour growth factor"-3) oder IL-10ieBe unterdriicken die Reifung

Dendritischer Zellen und blockieren somit die Aptigrasentation fur die T-Zell-
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Antwort [19]. Schliel3lich kann der Tumor durch irekte Immunsuppression der
Immunantwort entgehen, indem er Makrophagen redatytidie ihrerseits durch die
Sekretion l6slicher Mediatoren wie,®&, die Apoptose von T-Zellen induzieren [20,
21]. Patienten mit HNSCC besitzen einen reduziepempheren Level an CD3, CD4
und CD8 positiven T-Lymphozyten und ihr Zytokinptafeichnet sich durch einen
hohen Anteil an Th2 Zytokinen aus, wahrend die Hylokine unterdriickt werden.
Diese Verschiebung des Zytokinprofils steht in Znssnhang zu einer
fortgeschrittenen Tumorerkrankung [22].

1.2 Die p38 MAP Kinase

1.2.1 Die Signaltransduktion von MAP Kinasen

Die Weiterleitung extrazellularer Signale vom Rdpemrotein bis zu den
intrazellularen Zielorten bendtigt ein Netzwerk vdProteinen, die miteinander
interagieren und viele verschiedene Prozesse ialierler Zelle regulieren. Eine
wichtige Signaltransduktionskaskade verlauft GbekRvKinasen ("mitogen activated
protein”), die an vielen physiologischen Prozesseie der Zelldifferenzierung,
Proliferation, Migration, Apoptose oder am Zellaykl beteiligt sind. MAP Kinasen
gehdren zu einer Familie von intrazellularen Prigiasen, die durch
Phosphorylierungen an ihrer Aktivierungsdomaineivait werden. Sie aktivieren
weitere Kinasen oder Proteine durch PhosphorylggonAuf diese Weise werden mit
Hilfe von Phosphorylierungskaskaden extrazellul&®gnale vom Rezeptor in den
Zellkern weitergeleitet. Am Ende werden im Zellk@manskriptionsfaktoren aktiviert,
sodass bestimmte Gene als Antwort auf das extwdéaed| Signal transkribiert werden
konnen [23].

MAP-Kinasen werden in allen eukaryotischen Lebeweserimiert und sind von der
BackerhefeSaccharomyces cerevisides zum Menschen hoch konserviert [24]. Der
MAP-Kinase Signalweg besteht im einfachsten Fadl drei Proteinkinasen. Die erste
Proteinkinase dieses Dreikomponenten-Moduls ise édAP Kinase Kinase Kinase
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(MKKK), eine Serin-/Threoninkinase, die durch diendBphorylierung durch eine
Ubergeordnete Kinase (MKKKK), durch Interaktion raihem GTP-bindenden Protein
der Ras-/Rho-Familie, oder durch Oligomerisatiotivadet werden kann. Nach der
Aktivierung erfolgt die Signalweiterleitung durchh@sphorylierung der Serin- oder
Threoninuntereinheit einer MAPK Kinase (MKK). Diesgkennen und phosphorylieren
dualspezifisch Threonin-/Tyrosin-Motive (Thr-X-Tyder untergeordneten Mitogen-
aktivierte Proteinkinasen (MAPK), die als letzteteinkinasen des Dreikomponenten-
Moduls aktiviert werden. Ihre Substrate sind Traipglonsfaktoren, andere
Proteinkinasen, Phospholipasen oder am Zytoskasstbziierte Proteine und werden
von der MAP Kinase an Serin- und Threoninunteratengphosphoryliert [24]. Um die
Spezifitat und die Effizienz der Signalweiterleitunu erhéhen, wird das MAP Kinase
Modul durch so genannte "Scaffold"-Proteine im ésma zusammengehalten. Diese
Proteine interagieren gleichzeitig mit mehrerentéinsubstraten und kénnen auf diese
Weise die MAP Kinase Module und mit ihren Substratesammenbringen [25, 26].
Nach der Aktivierung dissoziiert die MAP Kinase vdem "Scaffold"-Protein und
wandert in den Nukleus, wo die Substrate phosplestyiverden [27]. Nachdem ihre
Funktion erfullt ist, werden die MAP-Kinasen depplsryliert und die
Signalweiterleitung beendet [28]. Neben der Aktivigg durch eine
Phosphorylierungskaskade wird bei einigen MAP Kaemaswuch die Moglichkeit der
Autophosphorylierung diskutiert [29].

MAP-Kinasen lassen sich bei Saugetieren in sechgppg&n unterteilen: ERK1/2,
ERK3, ERK4, ERKS5, ERK7/8 ("extracellular signalatdd kinase"), JNK1/2/3 ("Jun
N-terminal kinase") und die p38 MAP Kinase [30]dde&sruppe der MAP Kinasen wird
von unterschiedlichen Stimuli aktiviert und indutiesomit unterschiedliche
Zellantworten. So reguliert die ERK1/2 MAP Kinasée dProliferation und das
Uberleben der Zelle [31], der JNK1/2 Signalweg midu entweder Apoptose oder
Proliferation und die p38 MAP Kinase blockiert deeoliferation oder verstarkt die
Apoptose [32]. In der Abbildung 1 ist schematisah Signalkaskade von ERK1/2, p38
und JNK1/2 dargestelit.

Die MAP Kinase Signalwege konnen auch miteinandaeeragieren. So aktivieren
MAPKK Kinasen wie MEKKK1/2/3 sowohl MEK1 ("raf/migen activated protein
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/extracellular signal regulated kinase kinase 18)aaich MKK7 und stellen somit eine
Verbindung zwischen ERK1/2 und JNK1/2 Signalwegen[B3].

Stimulus Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Mitogene Stress
!
G-Protein Rts Rac, Cdt42, Rho
! ' !
MAPKKK Raf, Tpl2 Tpl2, MEKK, MLK, TAK, ASK, TAO
! S TR S
MAPKK MEK1/2 MKK7 MKK4 MKK3/6
| | VN )

T-E-Y

wee [EeaE)  (vedl) (e
| } | |

Proliferation, Proliferation,
Zellantwort Differenzierung, Proliferation Differenzierung,
Apoptose, Apoptose,
Migration Entziindungsreaktion

Abbildung 1: MAP Kinase Signaltransduktionswege (as [30])

Es sind die Signalwege der MAP Kinasen ERK1/2, JRKlund p38 mit ihren
Phosphorylierungsmotiven und den Effekten auf dibaatwort dargestellt. (Aminosaurekirzel
der Phosphorylierungsmotive: T= Threonin, Y= Tymd= Glutamat, P= Prolin, G= Glycin)

1.2.2 Aufbau und Funktion der p38 MAP Kinase

Die p38 MAP Kinase besteht aus den vier Isoform@8upp33, p38 und p38, die
durch Phosphorylierung von MKK3 und MKK6 am Threo@lycin-Tyrosin (TGY) -
Phosphorylierungsmotiv aktiviert werden. Die Isof@n p3& und p3$ werden in
allen Geweben exprimiert, wogegen die p88r allem im Skelettmuskel und die @38

beispielsweise in Lunge, Niere oder Pakreas exprimverden [34, 35]. Die p38 MAP



1 Einleitung 14

Kinase gehort mit JNK1/2 zu den Stress-aktivielt@AP Kinasen und wird durch
extrazellulare Stimuli wie zum Beispiel UV-Licht, itde, osmotischen Schock
Entzindungsreaktionen (IL-1, TN#- oder Wachstumsfaktoren (z.B. GM-CSF)
aktiviert. Die Aktivierung der p38 MAP Kinase ist vom Zelltyp und Stimulus
abhéangig. So kann beispielsweise Insulin in Maysagiten die p38 MAPK aktivieren
und in neuronalen Zellen herunterregulieren [36kbéh der Aktivierung durch
Ubergeordnete MAP Kinasen kann die @38AP Kinase durch die Interaktion mit
TAB1 ("transforming growth factor-R-activated priotekinase 1-binding protein 1")
autoaktiviert werden [37].

Nach der Aktivierung erfolgt die Translokation qg&88 MAP Kinase vom Zytosol in
den Nukleus, wo verschiedene Substrate phosphdrwerden. Hierzu gehéren MK2
und MK3 ("MAP kinase activated protein kinase 2/8der Transkriptionsfaktoren wie
zum Beispiel AP-1 oder N@B [36]. Die p38 MAP Kinase ist ein wichtiger Faktoei
der Entziindungsreaktion, zum einen durch die Promlukron Zytokinen wie TNFe
oder IL-1 und zum anderen durch die Regulation Rasliferation und Differenzierung
von Immunzellen. Des Weiteren ist sie an der Regulaszon Apoptose und Zellzyklus
beteiligt [36].

1.2.3 Die Rolle der p38 MAP Kinase bei der Tumorigenese

Aufgrund der vielfaltigen Dysregulationen sind Tummovielen Stresssignalen wie
Entzindungen ausgesetzt, sodass Stress-aktivietiirikinasen wie JNK und p38 bei
der Karzinogenese eine bedeutende Rolle spielen.pB& MAP Kinase wird eine
Funktion als Tumorsuppressor nachgesagt, da sideamegativen Regulation der
Proliferation beteiligt ist. Dies basiert vor alleauf der Beobachtung, dass MEF
("mouse embryo fibroblasts") Zelllinien, die ein Kagen Uberexprimierten, ein
starkeres Tumorwachstum zeigten, wenn zugleichdeB&iert war, als Wildtyp Zellen
mit funktionaler p38 MAP Kinase [32]. AulRerdem die p38 MAP Kinase an der
Aktivierung des Tumorsuppressors p53 und der p§@lerten Apoptose beteiligt [38].
Die Funktion der p38 MAP Kinase in Kopf-Hals-Karamen ist noch weitestgehend
unbekannt. Eine Inhibierung der p38 MAP Kinase MSCC Zelllinien inhibierte auch
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die Expression von MMP-1 und MMP-13 ("matrix metpliotease") sowie die
Proliferation der Zelllinien. Dies lasst eine Bétping der p38 MAP Kinase an dem

invasiven Wachstum und der Proliferation von HNS@@nuten [39].

1.3  Toll-like Rezeptor 3 vermittelte Signalwege

1.3.1 Aufbau und Funktion von Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren gehdren zu den "pattern redagn Rezeptoren (PRR), die
pathogene Strukturen (PAMPSs; "pathogen-associatekbaular patterns”) wie LPS,
dsDNA, CpG-Oligonukleotide oder Flagellin erkennamd binden. Die PRR werden
auf der Zelloberflache und intrazellularen Kompagnten exprimiert oder in den
Blutkreislauf und Lymphbahnen sekretiert [40]. Ddarfbau von Toll-like Rezeptoren
ist vom Fadenwurn€Caenorhabditis elegankis zu Saugetieren hoch konserviert. Das
Protein "Toll" wurde zuerst bei der Fruchtflied@rosophila melanogastenls ein
essentieller Faktor bei der dorso-ventralen Embaigrtwicklung identifiziert. Des
Weiteren zeigte sich, dass Toll negative Mutantefidlbger gegenuber Pilzinfektionen
waren [41].

Inzwischen sind bei Saugetieren 13 verschiedenélikel Rezeptoren bekannt, von
denen 11 TLRs beim Menschen exprimiert werden [48]l-like Rezeptoren gehoren
zur Familie der Interleukin-1 Rezeptoren (IL-1R),ereh Mitglieder eine
zytoplasmatische TIR (Toll/IL-1R) - homologe Domépesitzen, an der die Bindung
von Adaptermolekilen fir die Initiation der Signalterleitung erfolgt. Sie besteht aus
160 Aminosauren und lasst sich in drei Regionenx1Bbis Box3, unterteilen
(Abbildung 2). Die Ektodomé&ne von TLRs besteht beigcin-reichen Wiederholungen
(LRR), die eine spezifische Bindung des Ligandendglichen. Innerhalb der Gruppe
humaner TLRs befinden sich vier intrazellulare TLBe&e Nukleinsduren binden und
auf endosomalen Membranen exprimiert sind. Die hdgbindende LRR Domane

befindet sich in dem Lumen der intrazellularen Yek{Abbildung 2).
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Abbildung 2: Lokalisation und spezifische Ligandenhumaner Toll-like Rezeptoren (nach
[43))

Toll-like Rezeptoren (TLR) befinden sich aufgrundrer Spezifitdt zu ihren jeweiligen
Liganden entweder auf der Zellmembran oder werddrirgrazellularen Kompartinenten wie
dem Endosom exprimiert. Sie lassen sich in ihrerakgirellen Aufbau in Ektodomaéne,
Transmembranregion und zytoplasmatische Domaneteitee

1.3.2 Aufbau und Signaltransduktion von TLR3

Der Toll-like Rezeptor 3 besitzt in der Ektodom&%® Leucin-reiche Wiederholungen
(LRR), die eine hufeisenformige Spule bilden undjesdem Ende weitere spezielle
LRRs aufweisen (LRR-C-Terminal, LRR-N-Terminal; [440bwohl die Ektodoméne
als ein Monomer vorliegt, benétigt die Bindung visRNA die Bildung eines Dimers
[45].

HumaneTLR3 mRNA konnte in der Placenta, Pankreas, Lunge, i,.gébe Herz und
Gehirn sowie auf Immunzellen wie Myeloide Denddhie Zellen (MDC) und
Monozyten, T-, B- und NK-Zellen nachgewiesen werd@hR3 wird durch die



1 Einleitung 17

Bindung doppelstrangiger RNA (dsRNA) oder durch ddrfiziellen Liganden Polyl:C
("Polyinosinic acid") aktiviert. Anschliel3end vaufadie Signaltransduktion tber einen
MyD88 unabhangigen Signalweg, der durch TRIF ("d&mnain containing adapter
protein inducing IFN-B") reguliert wird [46]. Eine Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren IRF3, AP-1 und NB fuhrt schlieBlich zu einer Typ |
Interferon Produktion, zur Expression entzindurigsemter Zytokine und Chemokine
sowie zur Reifung von Dendritischen Zellen [47].nBospielt die TLR3 vermittelte
Signaltransduktion eine grof3e Rolle bei der angaier und adaptiven Immunantwort.
Beim Transport extrazellularer dsRNA zu den TLR3®rexrierenden Organellen ist
maoglicherweise CD14 durch Interaktion mit TLR3 liege [48]. Auch die
zytosolischen Rezeptoren RIG-1 ("retinoic-acid e gene 1") und MDA-5
("melanoma differentiation associated gene 5") mehen Produktion von INk/3
nachdem sie Polyl:C oder 5’-Triphosphat-haltigeRN&/dsRNA binden [49].
Allerdings ist der Unterschied zwischen dem RIG-DAb-Signalweg zu dem TLR3-
Signalweg noch weitestgehend unklar und lasstReweteilung der dsRNA induzierten

Immunantwort nicht zu.

1.3.3 Die Funktion von TLR3 bei verschiedenen Krebsentitéen

Auch in anderen Karzinomen ist eine TLR3 Expressfenstgestellt worden. In
Mammakarzinomen verlauft eine Polyl:C induzierteopfse uber TLR3 und TRIF.
Wie die Neutralisation des Typ | IFN Rezeptors spezifischen Antikérpern zeigte,
bendtigt die Polyl:C induzierte Apoptose einen TyhF Stimulus. Des Weiteren ist
die TLR3 vermittelte Zytotoxizitdt von NIB abhangig und verlauft Gber den
extrinsischen Caspaseweg [50].

Bei Prostatakarzinomen induziert eine Polyl:C Irkiidn ebenfalls eine TLR3
vermittelte Apoptose. Hier ist die PKC vor den MAPRRS8 und JNK vorgeschaltet. In
Abhangigkeit zur untersuchten Zelllinie konnte aeate Reduktion von MYC und eine
Aktivierung der Proteine p27, p21 und von Cyclin IDobachtet werden [51].

Bei Analysen des TLR Profils in HNSCC konnte aufie@tich TLR3 nachgewiesen
werden [52]. Die bisherigen Ergebnisse ergabens ddie TLR3 Expression in
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Zusammenhang zur Tumorigenese steht, da in dereifdidut gesunder Patienten
TLR3 nicht nachzuweisen ist. Gleichzeitig konnteeestarke Expression von NE bei
Tumorpatienten und bei gesunder Mucosa von staRauchern beobachtet werden.
Moglicherweise verursacht der starke Zigarettenkom®ine chronische Entziindung
mit der daraus resultierenden NB- Expression. Das gleiche Ergebnis zeigte die
Analyse von Gewebeproben, die aus tumornahen untbrfarnen Regionen der
Mucosa eines Tumorpatienten entnommen wurden. TlRBle im Tumor stark
exprimiert, war jedoch nicht in den umliegenden &e@n vorhanden. Dagegen konnte
NFkB bei allen Gewebeproben nachgewiesen werden. bistdhung von HNSCC
resultiert, wie zuvor erwahnt, aus chronischen @mizingen und lasst deshalb eine
TLR3 unabhangige Regulation der ®dB-Aktivitdt vermuten. Des Weiteren kann man
vermuten, dass die starke TLR3 Expression im Tuemoen zusatzlichen Stimulus fur
die NFB Aktivierung fordert.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass eine Inhibgereon TLR3 mit spezifischer
siRNA die Proliferation bei HNSCC Zelllinien vergart. Da die Expression von dem
Onkogenc-myg das an der Regulation des Zellwachstums und disyKlus beteiligt
ist, durch das Silencing von TLR3 ebenfalls reddzngrd, ist einec-mycabhangige
Regulation des Zellwachstums bei HNSCC nicht augdigf3en. Wachstumstests mit
der Mausfibroblasten Zelllinie NIH3T3, die stabil itm einem TLR3
Uberexpressionsplasmid transfiziert wurde, zeigeame starkere Proliferation nach
Polyl:C Zugabe, die durch daanycinhibitorische Peptid Int-H1-S6A inhibiert wurde.
Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, das$iNSCC TLR3 die NkB
Expression verstarkt und eine madgliche-myc vermittelte Regulation des

Zellwachstums induziert.

1.4  Fragestellung

In dieser Arbeit sollte die Rolle der p38 MAP Kieabei der Progression maligner
Kopf-Hals-Tumore untersucht werden. Mit Hilfe vorREIA Experimenten und der
Stimulation von HNSCC Zelllinien mit PMA (Phorbolymstat-acetat) wurde die
allgemeine Rolle von p38 bei der Regulation zetkd&rozesse in HNSCC analysiert.



1 Einleitung 19

Die TLR3 induzierte Apoptose in Mammakarzinomen evgpricht den bisherigen
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zur TLR3 alpgén Proliferation. Aus diesem
Grund sollte als weiteres Thema dieser Arbeit diR3 Regulation des Zellwachstums
in HNSCC analysiert werden. Der Schwerpunkt wurdé die Expression und
Regulation von Apoptose bezogenen Proteinen gelegtwurden hierfir HNSCC
Zelllinien und Mammakarzinom Zelllinien mit Polyl:&ls Ligand von TLR3 stimuliert
und in die Expression pro-apoptotischer Proteinéddse Zelllinien miteinander
verglichen. Auch wurde der Zusammenhang zwischenTd®3 Signaltransduktion

und den funktionalen Untersuchungen der p38 MARaB@&untersucht.
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Im folgenden Kapitel wird die Funktion der p38 MARInase in HNSCC naher
analysiert. Die einzelnen p38 Isoformen werden dm@spezifisch exprimiert und
induzieren eine spezifische Zellantwort durch dikelstive Aktivierung ihrer Substrate.
So werden die p38und p38R Isoformen in allen Geweben exprimiertgegen die
Isoformen p38 und p38 ein eingeschréanktes Expressionsprofil besitzeh JB4dieser

Arbeit wurde daher der Schwerpunkt auf die Analysep3&: Isoform gelegt.

2.1  Charakterisierung der p38 MAP Kinase in Kopf-Hals-
Karzinomen

Die Aktivierung der p38 MAP-Kinase (MAPK) erfolgtucch duale Phosphorylierung
des konservierten Phosphorylierungsmotivs am Thneb80 und Tyrosin-182 durch
die Ubergeordneten MAP-Kinasen MKK3 und MKK6 [58h Folgenden wurden die
Proteine von jeweils fiinf verschiedenen HNSCC #adh und soliden Tumoren auf
ihre p38&: Expression und Aktivitat (P-p8$ durch Western Hybridisierung untersucht,
von denen einige in Abbildung 3 beispielhaft datgitssind.

Die HNSCC Tumore zeigten eine deutliche Aktivierugy p38& MAP Kinase, im
Gegensatz zu den untersuchten HNSCC Zelllinienséfeedene Stress-Stimuli in der
direkten Tumorumgebung, z.B. durch Entzindungsieadn tumorinfiltrierender
Lymphozyten, verursachen mdglicherweise die kaustg Aktivitat der p38 MAP

Kinase in den Tumoren.
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Positiv-
kontrolle PCI13 BHY T126 T141 T202

e

Abbildung 3: Expressionsprofil der p3& MAP-Kinase bei verschiedenen HNSCC
Zelllinien und Proteinen aus soliden Tumoren

Die Expression von der nicht aktivierten MAPK p38nd aktivierten MAPK P-p38wurde
von jeweils flnf verschiedenen HNSCC Zelllinienrg@kstellt: PCI13 und BHY) und Proteinen
aus soliden HNSCC Tumoren untersucht (dargesfElI26: maligner Lymphknoten; T141:
Larynxkarzinom; T202: Tonsillentumor). In HNSCC Toran ist im Gegensatz zu den
Zelllinien P-p3& konstitutiv exprimiert, da hier méglicherweise s@tiedene Stimuli aus der
Tumorumgebung eine Rolle spielen.

Um einen Uberblick uber die Expression von MAP Kiea in HNSCC zu erhalten,
wurde ein Phospho-MAPK Proteinarray NIBSYSTEMS) durchgefiihrt, um die
Expression bzw. den Aktivierungsstatus verschiedéh&P Kinasen und an MAPK
Signalwegen beteiligten Proteinen zu untersucheerfiit erfolgte die Stimulation der
HNSCC Zelllinie PCI1 mit 200ng/ml PMA (Phorbol-12ynstate-13-acetate) fiur 15
min mit der anschlielenden Praparation der Zeldys®ie gewonnenen Proteine
wurden mit jeweils einer Membran des Phospho-MAPiStétnarrays tber Nacht
inkubiert, so dass die an der Nitrozellulosemembgaspotteten Antikorper die
spezifischen Proteine im Zelllysat binden konntBiach der Inkubation mit einem
Sekundarantikérper und einer darauf folgenden Adkben-Phosphatase-Reaktion
wurden die gebundenen Proteine in Abhangigkeit krenn Expressions- bzw.
Phosphorylierungslevel als dunkle Felder auf demidien sichtbar. Als Kontrollen
dienten Positivkontrollen sowie eine Negativkorlgolauf den Membranen. Die
Auswertung der Arrays erfolgte mit der QuantityO®eftware von BORAD. Hierbei
wurde die Pixelintensitat jedes dunklen Feldes Riféerenz vom Hintergrund der
Nitrozellulosemembran berechnet. Dieser Wert eatdpder Expression des jeweiligen

Proteins.
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Abbildung 4: Expressions- und Aktivierungslevel verschiedeneMAP-Kinasen nach
PMA- Stimulation

Die HNSCC Zelllinie PCI1 wurde 15 min mit 200ng/RMA stimuliert. Die Zelllysate wurden
mit jeweils einer Nitrozellulosemembran des Prote®rofiler Phospho-MAPK Arrays
inkubiert. Die Auswertung des Protein Arrays erfelgurch die Analyse der Pixelintensitat als
Differenz vom Membranhintergrund. Die PixelinteAsitvar abhangig von der Menge an
gebundenen (Phospho)-Proteinen und ist im DiagramnVergleich zur Medium-Kontrolle
(DMEM) dargestellt. Es zeigt, dass neben KinasenAkit1-3, MSK2 und RSK1 sowie HSP27,
vor allem ERK1 und ERK2, JNK1-3 und die p38 Isofermals die wichtigsten Proteine
verschiedener MAPK-Signalwege durch PMA aktiviedgrden. Dargestellt ist der Durchschnitt
der Pixelintensitaten von zwei unabhangig durchiggéin Experimenten. Die Positiv- und
Negativkontrollen sind mit Pfeilen gekennzeichnad befinden sich entsprechend auf jeder
Membran.

Die Stimulation mit PMA hatte einen sehr starkerfeldf auf die Expression und
Phosphorylierung der untersuchten Proteine (Abbddul). Vor allem die MAP
Kinasen ERK1 und ERK2, JNK1-3 und die p38 MAPK &mafen wurden deutlich



2 Ergebnisse 23

aktiviert, was auch zu der Phosphorylierung von MSkd RSK1, den "downstream"
Kinasen von p38 und ERK1/2 [54], fuhrte. Auch digEession von Phospho-Akt 1-3,
eine Stress-aktivierte MAPK mit Einfluss auf Pretition und Zellwachstum [55], und
die Expression des Hitzeschockproteins 27 (HSP2irglevdurch PMA verstarkt.

Da die PMA-Induktion einen besonders starken Effelftdie ERK1 und ERK2 MAP
Kinasen hatte, wurde der Aktivierungsstatus bei dewor erwahnten HNSCC
Zelllinien und Tumoren untersucht (Abbildung 5). Begensatz zur p38 MAP Kinase
ist die Expression der phosphorylierten und sorkitveerten ERK1/2 MAP Kinase
sowohl in den HNSCC Zelllinien als auch in den Tuemoexprimiert.

Positiv-
Lkontrolle

P-ERK1
P-ERK2
FRKI __,
ERK2 —*

Abbildung 5: Expressionsprofil der ERK1/2 MAP-Kinase bei verschiedenen HNSCC
Zelllinien und Proteinen aus soliden Tumoren

Die MAPKs ERK1 und ERK2 waren sowohl bei den HNSZ&llinien als auch in Tumoren
konstitutiv aktiviert (P-ERK1/2). Der Nachweis ddgte mit einem Priméarantikdrper gegen
beide ERK Isoformen und ergab die entsprechendeteiRbanden bei den HNSCC Zelllinien
Bei der Positivkontrolle handelt es sich um eine200ng/ml PMA stimulierte HNSCC Zelllinie.

PCI13 BHY T126 T141 T202

Da die p38 MAP Kinase in vielen Tumorentitaten esapprimierende Funktion besitzt
[32], wurde ein Wachstumstest unter p38 inhibieegndnd aktivierenden Bedingungen
durchgeftihrt, um den Einfluss der p38 MAP Kinastdie Proliferation von HNSCC
Zelllinien zu untersuchen. Die Abbildung 6A zeigisdWachstum der Zelllinie PCI1
Uber einen Zeitraum von 72h unter Zugabe von 200hBMA und 10pM SB203580,
der Koinkubation mit PMA und SB203580 sowie das Ws&iem nur in Medium
(DMEM) als Kontrolle. In 24h Abstanden wurde dadraeoliumsalz MTT (3-[4,5-
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dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbrod); das von mitochondrialen
Dehydrogenasen des Succinat-Tetrazolium-Reduktgstet8s zu einem violetten,
wasserunléslichem Formazanderivat reduziert wird,den Zellen gegeben und die
Dehydrogenase-Reaktion nach 1h mit einer Isoprdgsaltigen Losung abgestoppt.
Da diese Enzyme nur in vitalen Zellen aktiv sindgnk man durch diesen Test
Ruckschlisse auf die Zellvitalitdt und Proliferatmehen, da mit ansteigender Zellzahl
die optische Dichte des Formazans proportional maorii [56, 57]. Die Menge des
gebildeten Formazans wird bei einer Wellenlange &&®-600nm photometrisch
bestimmt, bei der das Substrat MTT nicht absorbizais Pyridinyl-Imidazol SB203580
(2,4,5-Triaryl-Imidazol) ist ein Inhibitor der pa8lsoform, der durch kompetitive
Hemmung der ATP-Bindedomaine die Aktivitat der p8&8PK inhibiert [21].

Es zeigte sich, dass eine PMA inhibierte Proliferatnicht durch die gleichzeitige
Inkubation mit SB203580 aufgehoben werden konnteb{(llung 6 A). Die Inhibierung
der p38 MAPK durch SB203580 ohne zusatzlichen Stimbatte keinen Einfluss auf
die Proliferation und hatte einen &hnlichen Verlavie die Wachstumskurve der
Mediumkontrolle (DMEM).

Um eine toxische Wirkung von PMA auf die Zellen zuschlie3en, wurde mit Hilfe
einer Annexin V-FITC- und Propidiumjodid (PI)-Farm im Durchflusszytometer
(FACS) die Anzahl apoptotischer bzw. toter Zellastommt. Ein friihes apoptotisches
Merkmal ist die Translokation von Phosphatidylsexion der intrazellularen zur
extrazellularen Seite der Plasmamembran. Hiergsfiie Annexin V zuganglich, das
dieses Phospholipid mit hoher Affinitdt bindet ursbmit apoptotische Zellen
nachweisbar macht [58, 59]. Propidiumjodid durchgtibei toten oder nekrotischen
Zellen die Plasmamembran und wird intrazellularhggeviesen. Die Zahl toter oder
apoptotischer Zellen entsprach auch nach einerid@sgien Inkubation mit 200ng/ml
PMA in etwa den Werten der unstimulierten Zellemvgleichen Zeitraum (Abbildung
6 B).



2 Ergebnisse 25

A ——DMEM

—PMA
——PMA+ SBE203380
SB203380

OD560

0.1 //

0,0 T T 1
Oh 24h 48h 72h

Annexin V- FITC PI-PE

B . P Funmarkdert Pl Funmarkier PG unmpriden
g ’ = =9
EE . .
<z 2% ki =
E;_ E Q1| Annesn E"e1 ol Bl unmarkiert
. H . e
o . AR
T A S
FSH o880 FSC-H (1000
FCI 3-0hne PMA
= “‘31
< —
H . o 2% <2
Annexin V: 11%o £ & - 1
§ud =% ontrolle
PL 8% 'k 1
;.?_' '5_-._'
N i 1 T T
WO 1N R M
FEC-H 1000
PCI13-48h FMA
] e
; - 150 g "e1 W)
Annexin V: 15% £ £ alpa) =/ ¢ ASh
i e iRl [
PL: 11% A 11 FMA
"y L b
T T Lk
WO W R
FSC-H 0 1.000)
PCI13-T2h FMA
2 ; e
3 o~
. . 0 .‘._"':1 ) o4 Lo
Annexin V: 14%o = £, Th
e T PMA
PI: 7% H 1
&) "'I [

Abbildung 6: PMA inhibiert die Proliferation von HN SCC Zelllinien

A: Dargestellt ist ein reprasentativer Proliferatidtssay der Zelllinie PCI1. 2500 Zellen pro
Well wurden in einer 96-Well Platte ausgesat undhn24h mit 200ng/ml PMA (rote Linie)
und/oder 10pM SB203580 (grune Linie) inkubiert. Ksntrolle dienten unstimulierte Zellen
(DMEM). Das Zellwachstum wurde Uber den Zeitraum v@h in 24h Abstanden mittels MTT
Assay bestimmtB: Die Zelllinie PCI1 wurde Uber einen Zeitraum vah7mit 200ng/ml PMA
inkubiert und die Zahl apoptotischer und toter &ellmittels Annexin V-FITC und PI
(Propidiumjodid)-PE Farbung im FACS bestimmt. Imr§leich zur Kontrolle (72h DMEM
ohne PMA) war der prozentuale Anteil apoptotisalved toter Zellen nach 72-stiindiger PMA-
Inkubation etwa gleich.
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Eine ndhere Untersuchung der MAP-Kinasen op3fid ERK1/2 erfolgte mittels
Western Hybridisierung nach der Inkubation mit dé&K Inhibitor U0126 und

SB203580 mit und ohne Zugabe von PMA bei den @ PCI1 und PCI13. Die
Zelllinien wurden 20 min mit jeweils 10uM SB20358@w. U0126 vorinkubiert und
anschlieend mit 200ng/ml PMA fur weitere 15 mimstliert. Bei U0126 handelt es
sich um einen allosterischen Inhibitor der MAPK &se MEKL1, einer "upstream’-
Kinase von ERK1/2, deren Aktivitat nach Bindung wd126 supprimiert wird und die
somit auch ERK1/2 nicht phosphorylieren kann [60].

Es zeigte sich, dass die PMA induzierte Aktiviermog p3& und ERK1/2 nicht durch

die vorherige Inkubation mit den Inhibitoren supmert werden konnte (Abbildung.7

Da der ATP kompetitive Pyridinyl-Imidazol InhibitéB203580 auch beim inaktiven
Enzym spezifisch an die ATP Bindedomaine der p38FA{Abindet, wird nur die

Enzymaktivitat von p38 inhibiert, ohne jedoch didoBphorylierung durch die
Ubergeordneten MAP Kinasen zu beeinflussen [61, 62]
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Abbildung 7: PMA aktiviert die MAP-Kinasen p38 und ERK1/2 trotz der Inkubation mit
den Inhibitoren SB203580 bzw. U0126

Dargestellt ist beispielhaft eine Western Hybrielisng der Zelllinie PCI1. Die Zelllinien
wurden mit den Inhibitoren U0126 oder SB203580 igsv10uM) fir 20 min inkubiert und
entsprechend der Angaben mit 200ng/ml PMA fir 15n ndtimuliert. Die relative
Proteinexpression wurde durch den Abgleich mitlgetekontrolle R-Actin berechnet und ist in
den Diagrammen dargestellt. Hierfir wurde die Ritehsitat jeder Proteinbande mit 3-Actin
ins Verhaltnis gesetzt.

Um eine indirekte Aktivierung anderer MAPK Signalyee durch den Inhibitor
SB203580 auszuschlieRen, wurde ein Phospho-MAPIyAnach einer 20-mindtigen
Inkubation mit 10uM SB203580 bei der Zelllinie P@Idrchgefuhrt.
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Abbildung 8: SB203580 inhibiert ERK1und ERK2 deutlich

Die HNSCC Zelllinie PCI1 wurde 20min mit 10uM SBZ3® oder Medium (DMEM)
inkubiert und die Zelllysate mit jeweils einer Mirellulosemembran des Proteom Profiler
Phospho-MAPK Arrays inkubiert. Die Auswertung desotBin Arrays erfolgte durch die
Analyse der Pixelintensitat, die abhangig zum geebaen Protein anstieg (QuantityOne
Software; BORAD). Die Menge an gebundenen Phospho-Proteinen idem Diagramm als
Durchschnitt von zwei unabhangig durchgefihrtendexpenten dargestellt. Es konnte keine
eindeutige Aktivierung von MAPK durch SB203580 festtellt werden

Eine eindeutige Aussage kann hier nur bei der lehibg der MAPKs ERK1 und
ERK2 getroffen werden. Die Aktivierung oder Inhihiag anderer MAPK, konnte hier
nicht nachgewiesen werden (Abbildung 8). Da vermwterde, dass eine Stress-
induzierte Signaltransduktionskaskade kurzfristigd un einem kurzen Zeitrahmen

ablaufen muss, um schnell eine Zellantwort zu imehen, wurde eine Zeitreihe von
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15min, 30min, 45min, 1h und 24h und 48h fir eiMdAPInkubation durchgefuhrt
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Eine PMA induzierte Aktivierung von p38a findet im kurzen Zeitrahmen
statt

Die Zelllinien PCI1 und PCI13 wurden zu den angegem Zeitpunkten mit PMA stimuliert
und als Kontrolle in Medium inkubiert (DMEM). Mit imem ELISA wurde die
Proteinkonzentration von phosphorylierter p381APK analysiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte von drei unabhangig durchgefiihrten Expenten. Nach 15 bis 30 Minuten PMA
Stimulation war die Menge an aktivierter/phosphiernyer p38 MAPK am hochsten und fiel
danach deutlich ab.
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Die Analyse des Aktivierungsprofils der p38 MAPK tmiHilfe eines
phosphospezifischen p@ELISAs ergab, dass eine PMA Induktion der p2tivitat
wie erwartet innerhalb kurzer Zeitabstdnde statdin(Abbildung 9). Hierbei zeigten
sich bei den untersuchten Zelllinien PCI1 und PQIiE3gro3ten p38Aktivitaten nach
15-30 mindutiger PMA-Stimulation und diese nahmen #Abhangigkeit zur
Inkubationsdauer wieder ab.

Tumore des Kopf-Hals-Bereiches werden von vielemplyozyten infiltriert, so dass
die Regulation durch Zytokine seitens des Tumor$HbSCC eine sehr wichtige Rolle
spielt. Voruntersuchungen von PMA-stimulierten HNSZelllinien ergaben einen
deutlichen Anstieg der Zytokine IL-6 und IL-8 im [Eailturiiberstand, wobei auch die
Sekretion von IL-10, TNkt und GM-CSF durch PMA induziert wurde (Daten nicht
gezeigt). Da die Zytokine IL-6 und IL-8 an einerelziahl onkogener Prozesse wie
Angiogenese und Metastasierung bei Kopf-Hals-Kamzien beteiligt sind [11], wurde
im Folgenden die Analyse auf die Zytokine IL-6 uld8 in Zellkulturiberstanden
beschrankt.

Die Menge an Interleukinen in den Zellkulturibensk&n der PMA-Zeitreihe wurden
mit einer Flex-Set Messung im Durchflusszytometdnaand der gemessenen mittleren
Fluoreszenzintensitat, die proportional zur Proteinge war, bestimmt. Der gewahlte
Zeitrahmen von einer Stunde nach PMA-Stimulationrite keinen deutlichen Anstieg
der IL-6 und IL-8 Fluoreszenzintensitat zeigen.tklie 24h Messung zeigte, dass die
Menge von IL-6 und IL-8 aufgrund der PMA Zugabe rsshark anstieg. Dieses
Ergebnis lasst auf eine zeitabhangige RegulatiorZgikine IL-6 und IL-8 durch die
p38 MAPK schliel3en (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Die Induktion der IL-6 und IL-8 Sekre tion durch PMA erfolgt zeitversetzt

Die Zellkulturiberstdande von PCI1 und PCI13 wurdeach PMA-Stimulation zu den
angegebenen Zeitpunkten mittels FlexSet Messun@{@iences) untersucht. Die ermittelte
Fluoreszenzintensitat  war  proportional  zur  Inteklekonzentration in den
Zellkulturiberstanden. Dargestellt sind die Mittelte von drei unabh&ngig durchgefiihrten
Experimenten. Der Effekt der PMA induzierten IL-6culL-8 Sekretion bei der 24h Messung
am deutlichsten. (MFI: "Mean Fluorescence Intefisity

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden die ZelllinieilPund PCI13 erneut mit jeweils
10pM SB20358 und U0126 20min vorinkubiert und aheBend 24h mit PMA
stimuliert, da nach diesem Zeitpunkt die hochstessbare Zytokinmenge zu erwarten
war. Die Analyse der Zellkulturiiberstdnde erfolgtétels Flex-Set Messung. In der
Abbildung 11 sind beispielhaft die Ergebnisse dalliidie PCI1 dargestellt. Im
Vergleich zur Mediumkontrolle stieg bei der Inkubatmit SB203580 Menge an IL-6
und IL-8 nicht an, wogegen eine Inhibierung der HRKMAPK die IL-6 Sekretion
leicht verstarkte und auf die IL-8 Menge keinen ekff hatte. Interessanterweise
induzierte die Koinkubation von U0126 mit PMA diesk®etion beider Zytokine
deutlich im Vergleich zur Mediumkontrolle. Dieseffékt war bei der Koinkubation
von SB203580 und PMA nicht zu erkennen. Hier ematspr die ermittelte
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Fluoreszenzintensitat von IL-6 der Fluoreszenzsitéhder Mediumkontrolle, bei IL-8
konnte ein leichter Anstieg der Fluoreszenzintémnsierzeichnet werden, der allerdings

deutlich niedriger als bei der PMA Stimulation war.
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Abbildung 11: Inhibierung und Induktion der IL-6 un d IL-8 Sekretion in HNSCC

Die Inkubation der Zelllinien PCI1 und PCI13 mitvyeils 10uM SB203580 und U0126 bzw.
mit 200ng/ml PMA erfolgte fir 20 min bzw. 15 minieDMenge an IL-6 und IL-8 in den
Zellkulturiberstanden wurde mit Hilfe der Flex-Sktessung bestimmt. Die ermittelte
Fluoreszenzintensitdt ~ war  proportional  zur  Inteklekonzentration in den

Zellkulturiberstanden. (MFI: "Mean Fluorescent #igyl'). Dargestellt ist beispielhaft die Flex-
Set Messung der Zelllinie PCI1 aus drei unabhadgighgefihrten Experimenten.
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Dieses Ergebnis gibt Hinweise darauf, dass die M2&K in ihrer Enzymaktivitat
inhibiert wurde. Somit konnte die p38 MAPK ihre Strate wie beispielsweise die
Kinasen MK2 und MK3 nicht aktivieren, so dass degRlation der Zytokine IL-6 und
IL-8 in HNSCC zwar nicht ausschlief3lich Uber dieBp@APK erfolgt, diese Kinase
aber eine entscheidende Rolle spielt

Mit einer spezifischen siRNA wurde die p38 Protgpression herunterreguliert, um
weitere funktionale Untersuchungen in Bezug auf Rlegulation von IL-6 und IL-8
durchzufiihren. Hierfiir wurden die HNSCC ZellliniB€11 und PCI13 mit 25nM p38
spezifischer siRNA transfiziert (siehe auch Kapitél6). Zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurden die Zelllinien mit nem unspezifischen GFP-
gekoppelter Oligonukleotid transfiziert (BLOCK-iTFluorescent Oligo;NVITROGEN)
und anschlieBend die Transfektionseffizienz quatitit im FITC-Kanal des
Durchflusszytometers sowie qualitativ im Fluoresaaikroskop bestimmt. 72h nach
der Transfektion lag die TransfektionseffizienzDurchschnitt bei 80-90%.
AnschlieRend wurden die Zelllinien mit 200ng/ml PMAr 24h inkubiert, um die
PMA-induzierte Interleukinsekretion nach dem "Sdewy" der p38 MAPK zu
untersuchen. In der Western Hybridisierung zeigtke sine deutliche Reduktion in der
Expression der p38 MAPK, die im Abgleich mit derde&ontrolle 3-Actin bei 60-80%
in Abhangigkeit zur Proteinprobe lag (Abbildung 12)
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Abbildung 12: Die Proteinexpression von p3& konnte durch siRNA deutlich
herunterreguliert werden

Dargestellt ist beispielhaft die Proteinexpressiem p3& MAPK nach der Transfektion mit
p38 siRNA der Zelllinie PCI1. Die transfiziertenl&a wurden 24h mit 200ng/ml PMA (PMA)
oder nur mit Medium (DMEM) inkubiert. Die relativBroteinexpression der p88VAPK
wurde mit der Ladekontrolle 3-Actin abgeglichen istddeutlich herunterreguliert worden.

Die anschlieRende Analyse der p38 und ERK1/2 Altivergab wie erwartet keine
Proteinexpression bei p38 und eine konstitutiveiAtéitt der ERK1/2 MAPK nach dem
p38 "Silencing” (Abbildung 13 A). Die Analyse deelKkulturtiberstande ergab, dass
durch die Herunterregulation des p38 Proteins Hi® und IL-8 Konzentration der
Menge der Mediumkontrolle entsprach (Abbildung 13 Bach der PMA-Stimulation
war die Zytokinkonzentration bei den p38 herunguherten Proben im Vergleich zu
den Kontrollproben deutlich geringer, entsprachratieht der Zytokinkonzentration
unstimulierter Zellen. Dieses Ergebnis zeigt, dassveder die restliche Menge an p38
Protein fur den Anstieg der Zytokinkonzentratiorrargwortlich ist, oder dass eine
andere MAPK, vermutlich die ERK1/2 MAPK, an der Rkgion der Zytokine IL-6
und IL-8 bei HNSCC beteiligt ist.
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Abbildung 13: Eine Herunterregulation des p38 Proteins hat nureinen geringen Einfluss
auf die PMA induzierte IL-6 und IL-8 Sekretion

A:. Die Zelllinien PCI1 und PCI13 wurden 72h nach @ensfektion mit 25nM p38-siRNA flr
24h mit 200ng/ml PMA oder in Medium (DMEM) inkubteDie Proteinexpression von P-p38
wurde bei p38-siRNA transfizierten und nicht tramsften sowie Kontrollzellen (GFP-
Oligonukleotid) bestimmt und wurde wie erwartethtidurch PMA verstéarkt. Die ERK1/2
MAPK war konstitutiv aktiv (P-ERK1 und P-ERKZ: Die Zytokine IL-6 und IL-8 der
Zellkulturiberstande wurde mit der Flex-Set MessimgDurchflusszytometer bestimmt. Die
ermittelte Fluoreszenzintensitat war proportionalr zinterleukinkonzentration in den
Zellkulturiberstanden. Es sind beispielhaft diedbrijsse der Zelllinie PCI13 als Mittelwerte
von drei unabhéngig durchgefiuhrten Experimentergetaellt. (MFI: "Mean Fluorescent
Intensity”, GFP: "Green Fluorescent Protein™)
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In HNSCC ist STAT3 uberexprimiert und an der Regafavon Zellzyklus, Apoptose
und Proliferation beteiligt [63]. Viele Studien kuten eine p38 abhangige Aktivierung
von STAT3 zeigen, wie beispielsweise bei der HapaZelllinie HepG2 nach einer IL-
6 Stimulation [64]. Aus diesem Grund wurde untehgumb in HNSCC STAT3
ebenfalls durch die p38 MAP Kinase reguliert bzktivaéert wird. STAT3 wird zum
einen an der Tyrosin 705 Untereinheit phosphonyliwas vermutlich fur die Bildung
des STAT3-Dimers von grof3er Bedeutung ist, wahréiedPhosphorylierung an der
Serin 727 Untereinheit, die zumeist von MAPK induiziwird, nach der Translokation
in den Nukleus vermutlich die Transkriptionsaktiiverstarkt [65].

Die Western Hybridisierung der Abbildung 14 zeasss nach der Inhibierung von p38
durch siRNA die Expression von Phospho-STAT3 an T@osin 705 Untereinheit
deutlich reduziert wurde. Die Phosphorylierung aenirts 727 war hingegen nicht von
der p38 Inhibierung beeinflusst, wurde aber durdiAPverstarkt. Die Menge an

unsphosporyliertem STAT3 Protein blieb unverandert.
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Abbildung 14: Die p38 MAP Kinase reguliert die STAT3 Phosphorylierung am Tyrosin
705 in HNSCC

Die Zelllinie PCI1 wurde nach der Transfektion mpi@8-siRNA 15min mit 200ng/ml PMA
inkubiert. Die Expression von Phospho-STAT3 (Tyn@6i5) wurde durch die Inhibierung der
p38 MAP Kinase stark verringert. Die Phosphorylieyuam Serin 727 wurde durch PMA
verstarkt.

Das 53kDa grof3e, nukledre Phosphoprotein p53 mrgulien Zellzyklus, die
Zelldifferenzierung, Apoptose und die DNA Reparatnd gilt als Tumorsuppressor.
Die tumorsupprimierende Eigenschaft der p38 MAPase) basiert vor allem auf der
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positiven Regulation von p53 [32]. Allerdings istden meisten malignen Tumoren wie
HNSCC dasp53 Gen mutiert, sodass eine Aktivierung von p53 nipwangslaufig
tumorsupprimierend sein muss [6&}. der folgenden Western Hybridisierung wurde
die Expression von p53 und die Phosphorylierungem Serinuntereinheiten bei p53
nach p38 "Silencing" und PMA-Stimulation untersyaim Hinweise auf die Funktion
von p38 als moglicher Tumorsuppressor in HNSCCrhaleen(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die p53 Aktivierung wird nicht durch die p38 MAP Kinase induziert

Die Zelllinie PCI1 wurde nach der Transfektion nsipezifischer p38-siRNA 15min mit

200ng/ml PMA inkubiert. Die Aktivitdt von p53 untiegt nicht einer Regulation der p38
MAPK. Die Phosphorylierung am Serin 46 wird nachA°Bugabe deutlich erhéht, wéahren die
Serin 15 und Serin 392 konstitutiv phosphoryliearan.
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Es wird vermutet, dass Phosphorylierungen an gpelaégn Serin Untereinheiten nicht
nur die Stabilitat des p53 Proteins fordern, somdarch die spezifische Funktion von
p53 modulieren [67-69]. Deshalb wurde die Phosdieyng verschiedener
Serinuntereinheiten von p53 untersucht. Das Ergebnibbildung 15 konnte eine p38
regulierte p53 Aktivitdt nicht bestatigen. Die Rrioexpression der untersuchten p53
Serinuntereinheiten wurde durch die Inhibierung pd@8 MAPK nicht verringert. In
HNSCC ist p53 am Serin 392 und Serin 15 Kkonstitutltosphoryliert. Die
Phosphorylierung am Serin 46 konnte durch PMA dghutlerstarkt werden.

Die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungenp®& MAP Kinase konnten keine
tumorsupprimierende Eigenschaft nachweisen. DuretRégulation der Zytokine IL-6
und IL-8 sowie von STAT3 wird die Tumorigenese WINSCC unterstitzt.

Im folgenden Kapitel sollte die Rolle des Toll-lik&kezeptors 3 bei der
Tumorprogression und die Funktion von TLR3 als enbglicher Initiator der

ermittelten MAP Kinase Wege untersucht werden.

2.2  Polyl:C induzierte Aktivierung von TLR3 in HNSCC

In Mammakarzinom-Zelllinien wurde postuliert, dater synthetische Ligand Polyl:C
eine TLR3-abhéngige Apoptose induziert. Hierbeiemadie Mediatoren IRAK-4 und
NFxkB mal3geblich an diesem Signalweg beteiligt [50heEBtudie mit murinen und
humanen Krebs-Zelllinien konnte ebenfalls eine PGly induzierte Apoptose
nachweisen, allerdings nur bei der gleichzeitigemwéndung des Proteinase-Inhibitors
Cycloheximid [70]. Die bisherigen UntersuchungenHNSCC zeigten jedoch eine
deutliche Inhibierung des Zellwachstums nach TLR&Elehcing”, die mit einer
reduzierten c-myc Expression korrelierte [52]. B@nfluss von TLR3 auf Apoptose-
und Proliferationsprozesse dieser beiden Tumod&etit wurde im Folgenden
untersucht. Hierfir wurde zuerst ein Proteom ReofApoptose Array (RDSYSTEMS)
durchgefihrt. Die HNSCC Zelllinie PCI1 und die Mawkarzinom Zelllinie T47D
wurden 72h mit 50pug/ml Polyl:C bzw. mit Medium ohr&imulus inkubiert.
Vorarbeiten hatten ergeben, dass eine Polyl:C Imoluk mindestens eine

Inkubationsdauer von 24h benétigte, wobei die eskErgebnisse nach einer
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72stundigen Inkubation erzielt wurden.

In Abbildung 16 ist eine Ubersicht der Expressiomn vZellzyklus- und Apoptose
regulierenden Proteinen der beiden Zelllinien PGt T47D nach Polyl:C Zugabe
dargestellt. Die Polyl:C Inkubation fihrte bei beidZelllinien nicht zu einer Apoptose,
denn entweder wurde die Proteinexpression reduziddr entsprach Menge der
Mediumkontrolle.
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Abbildung 16: Expressionsanalyse von Zellzyklus- wh Apoptose regulierenden
Proteinen bei HNSCC und Mammakarzinom

Die HNSCC Zelllinie PCI1 A) und die Mammakarzinom Zelllinie T47DBY wurden mit
50pug/ml Polyl:C oder Zellkulturmedium (DMEM) inkubt. Nach 72h wurden Zelllysate
prapariert und mit jeweils einer Nitrozellulosemermb des Proteom Profiler Array Kits
(RnDSystems) inkubiert. Die Positiv- und Negativikoiten auf den Membranen sind
gekennzeichnet. Die Auswertung des Protein Array®lgte durch die Analyse der
Pixelintensitat mit Hilfe der QuantityOne Softwaale Differenz vom Membranhintergrund. Die
Pixelintensitat war abh&ngig von der Menge an gdboen Proteinen und ist im Diagramm im
Vergleich zur Medium-Kontrolle (DMEM) dargestellargestellt sind die Ergebnisse von zwei
unabhangig durchgeflhrten Experimenten

Im folgenden Abschnitt dieser Arbeit werden einigeebnisse dieses Proteinarrays
ausfihrlicher beschrieben.

Ein Vergleich zwischen PCI1 und T47D zeigte keinetdgschiede in der Expression
von Phospho-p53 und den p53 Ziel- Proteinen p21p27d Die Inkubation mit Polyl:C
hatte auf die Phosphorylierung der Serinuntereteheivon p53 jeweils keinen
bedeutenden Effekt. Bei den Proteinen p21 und paiddéit es sich um Cyclin
abhangige Proteinkinase (CdK) inhibitorische Prae{CKIs), die die Aktivitat der
G1/S — und S-Phase CdKs supprimieren und somitlieegnd in den Zellzyklus
eingreifen. Obwohl ihre Regulation der p53 Aktivitinterliegt, wurde ihre Expression
durch Polyl:C stark reduziert. Die Verbindung zvimen dem intrinsischen und
extrinsischen Apoptoseweg lauft Uber die ProteimeRtl-2-Familie. Die Proteine Bad
und Bax besitzen eine pro-apoptotische Funktiord Biadet und inaktiviert die pro-
apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie, wahread Bie Cytochrom C Ausschittung
der Mitochondrien stimuliert. Bcl-xI und Bcl-2 irthieren die Apoptose durch Blockade
der Cytochrom C Ausschittung und inhibieren Bax @adl. Die pro-apoptotischen
Proteine der Bcl-2 Familie Bad und Bax und die-aptptotischen Proteine Bcl-2 und
Bcl-xI werden in HNSCC gleich stark exprimiert. Mader Polyl:C Inkubation wurde
die Expression aller Proteinen so reduziert, d&ssadsgeglichene Zustand zwischen
den Proteinen wieder hergestellt wurde. Bei der Khakarzinom Zelllinie T47D
scheinen die pro - und anti-apoptotisch wirkendestdthe jeweils einen Gegenspieler
zu besitzen, da die Proteine Bad und Bcl-xI und &ac Bcl-2 paarweise jeweils gleich
stark exprimiert werden. Dieses Gleichgewicht wimdch Polyl:C Zugabe kaum

verandert. Die Proteinexpression geht leicht zurbefindet sich aber bei den Bax und
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Bcl-2 auf etwa gleichem Level. Bei Bad und Bcl-dréandert sich das Verhaltnis nach
Polyl:C Inkubation zu Ungunsten von Bad mit eireclhit erhohten Bcl-xI Expression.
Die Caspase-3 sorgt fur die Verstarkung der Caspasel Caspase-9 Signale wahrend
der Apoptose. Caspasen sind generell als inakitvesnzym (Pro-Caspase) in der Zelle
vorhanden, das durch Proteolyse aktiviert wird €&vled Caspase"). Dies begriindet die
hohe Proteinkonzentration der Pro-Caspase-3 bel R@H T47D im Vergleich zur
Proteinkonzentration der Cleaved-Caspase-3. Aigfést der deutliche Rickgang der
Capase-3 Expression nach Polyl:C Zugabe bei T47dbyrend bei PCI1 nur eine sehr
leichte Verminderung der Proteinmenge stattfandce Broteine clAP1 und clAP2
("Inhibitor of Apoptosis”) inhibieren die Apoptosendem sie die Cytochrom C
induzierte Aktivierung der Caspase-9 blockieren sarhit die Initiation der gesamten
Capase Kaskade behindern. Wie auch die ProteirseCiln und Cytochrom C wird die
Expression von clAP1 und clAP2 durch Polyl:C reduzi

Die "TNF-related apoptosis inducing Ligand" (TRAIBezeptoren TRAIL R1 und
TRIAL R2 leiten pro-apoptotische Signale nach Liglaindung zu NkB weiter. Die
Beteiligung des Adaptermolekiils FADD und der Caspéaskade sind bei diesem pro-
apoptotischen Signalweg noch ungeklart. Das Prdt&DD ("Fas associated protein
with Death Domain"), das durch Assoziation an dexs Rezeptor und an andere
"Death" Rezeptoren, bindet die Caspase-8 an deattDéoméane und tragt somit zur
Bildung des DISC bei ("Death Inducing Signaling Guoex"). Auch bei diesen
Proteinen konnte die Polyl:C Inkubation die Expm@ssvermindern. Radl7 als
Sensorprotein fur DNA-Schéadigungen wurde vor allé®i T47D stark in der
Expression verringert.

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine Aktivieriesy TLR3 Signalweges zu einer
verminderten Expression von pro- und anti-apoptbgs Proteinen fuhrt und die
Vorarbeiten und bisherigen Ergebnisse anderer #fatpeippen beziglich der
Mammakarzinom Zelllinien nicht bestatigt werden ktam.

Um herauszufinden, Uber welche MAP Kinase Wege dieR3 induzierte
Tumorprogression verlauft, wurden die Polyl:C alktiten MAP Kinasen mittels eines
Phospho-MAPK Proteinarray (®SysTEMS) analysiert. Hierfir wurde die Zelllinie
PCI1 72h mit 50pg/ml Polyl:C inkubiert und die Zgdlate wie bereits beschrieben mit
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der Nitrozellulosemembran des Proteinarrays inktib@ie Abbildung 17 zeigt eine
Aktivierung der MAP Kinasen ERK1/2, JNK1/2, pg8Aktl und 3 sowie MSK2 und
GSK-3w/3. Polyl:C stimuliert demnach ahnlich wie PMA direites Spektrum von
MAP Kinase Kaskaden.
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Abbildung 17: Polyl:C induzierte MAPK in HNSCC

Die HNSCC Zelllinie PCI1 wurde 72h mit 50ug/ml Pioy oder Medium (DMEM) inkubiert
und die Zelllysate mit jeweils einer Nitrozellulosembran des Proteom Profiler Phospho-
MAPK Arrays inkubiert. Die Auswertung des Proteimrdys erfolgte durch die Analyse der
Pixelintensitat, die abhangig zum gebundenen Rroteistieg mit Hilfe der QuantityOne
Software von BORAD. Die Menge an gebundenen Phospho-Proteinen agnmDiagramm als
Durchschnitt von zwei unabhangig durchgefiihrten deixpenten dargestellt. Die Kinasen
ERK1/2, JNK1/2, p38 sowie AKT1 und AKT3 und MSK2 durGSK-3/ wurden durch
Polyl:C aktiviert.

Da wie im vorherigen Kapitel beschrieben ein "cr@dk" zwischen den MAPK
ERK1/2 und p38 in HNSCC vermutet wird, wurde dietiierung durch Polyl:C

nochmals mittels Western Hybridisierung Uberpridine deutliche Aktivierung der
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ERK1/2 MAPK war hier zu erkennen, wogegen die p38RMKinase nicht durch
Polyl:C aktiviert wurde (Abbildung 18). Obwohl iMAPK-Proteinarray ein geringer
Anstieg der P-p38 Expression zu erkennen ist, sthi@lyl:C vor allem die ERK1/2

MAP Kinase zu aktivieren.
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Abbildung 18: Expression von P-p38 und P-ERK1/2 ndcPolyl:C Inkubation

Die Zelllinie PCI1 wurde 72h mit 50ug/ml Polyl:Ckimbiert. Die relative Proteinexpression im
Abgleich mit der Ladekontrolle R-Actin zeigt, daSRK1/2 MAPK durch Polyl:C aktiviert
wurde (P-ERK1/2). Der Nachweis von ERK1/2 erfolgt& einem Primarantikdrper gegen
beide Isoformen und ergab die entsprechenden Dogpeén.

Um den Effekt der ERK1/2 Aktivierung durch PolyIi@her zu analysieren, wurden die
HNSCC Zelllinien PCI1, PCI13 und BHY 72h mit 50ud/Bolyl:C inkubiert und die
Konzentration der Zytokine IL-6 und IL-8 in den Eellturiiberstanden untersucht. Im
Vergleich zur Mediumkontrolle (DMEM) konnte Polyl:dle Menge an IL-6 und IL-8
im Zellkulturtiberstand deutlich steigeribbildung19).
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Abbildung 19: Polyl:C induzierte IL-6 und IL-8 Sekr etion in HNSCC Zelllinien

Die Zelllinien PCI1, PCI13 und BHY wurden 72h mi@sg/ml Polyl:C inkubiert und die

Interleukinkonzentration der Zellkulturiberstandeittels Flex-Set Messung im FACS
bestimmt. Die Fluoreszenzintensitadt war proportiorzar Interleukinkonzentration der

Zellkulturiberstande. (MFI: "Mean Fluorescence isig/"). Es zeigte sich, dass Polyl:C die
Sekretion von IL-6 und IL-8 bei allen drei Zelllen deutlich verstarkte.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Polyl:C induziktavierung des TLR3 Signalweges
eine ERK1/2 abhangige IL-6 und IL-8 Sekretion bainduntersuchten HNSCC
Zelllinien verursacht. Zusammen mit den ErgebnissenRegulation pro-apoptotischer
Proteine wird die Vermutung der Vorarbeiten zum BLBignalweg in HNSCC

bestétigt, dass TLR3 als ein wichtiger Faktor bei umorprogression von HNSCC

angesehen werden kann.
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Kopf-Hals-Karzinome entstehen aus chronischen Halziigen, resultierend aus
ubermaRigem Alkohol- und Nikotinkonsum. Vorarbeitamserer Arbeitsgruppe

konnten sowohl eine konstitutiv hohe ®B- Expression als auch eine hohe TLR3-
Expression als einzigen Toll-like Rezeptor bei HNS@achweisen, was auf eine
dysregulierte Signaltransduktion aufgrund der peenéen Entzindungsreaktion
hindeutet. Eine Beteiligung der Stress-aktiviertp8 MAP Kinase bei der

Tumorigenese von HNSCC sollte untersucht werden. weitere Fragestellung sollte
die TLR3 abhangige Regulation der HNSCC Progressaralysiert und das

Zusammenspiel von TLR3 und der p38 MAP Kinased®i Signaltranasduktion in

HNSCC geklart werden.

3.1 p38 MAP Kinase abhangige Expression von IL-6 und IL8 in
HNSCC

Bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren sind erhOhtenkentrationen der Th2 Zytokine
IL-4, IL-6, IL-10 und IL-12 im Serum gemessen wangd&ogegen die Expression von
Thl Zytokinen wie IFNy deutlich herunterreguliert ist. Diese Verschiebwog einer
Thl zur Th2 Immunantwort steht im Zusammenhang emiter fortgeschrittenen
Tumorerkrankung [22, 71]. Die Th2-Zytokine begugsti die Tumorigenese, indem sie
beispielsweise immunsupprimierend (IL-4 und IL-d@er anti-apoptotisch wirken (IL-
6) [72, 73]. Chemokine wie IL-8 oder VEGF sind ilNBCC ulberexprimiert und
maf3geblich an den Prozessen der Angiogenese, d#wadetums und der
Metastasierung beteiligt [74].

In dieser Arbeit konnte die Regulation der Zytokibhes und IL-8 unter Beteiligung der
p38 MAPK innerhalb eines grol3en Zeitrahmens festfesverden. In einer Zeitreihe

erfolgte eine PMA-induzierte Aktivierung der p38 MK bereits nach 15 Minuten, die
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Messung der Zellkulturiiberstande zeigte erst ben d&th Messwert eine stark
gestiegene IL-6 und IL-8 Konzentration, die eindguauf die PMA-Induktion
zurtckzufihren ist. Eine Inkubation mit dem Inhibitder p38 MAPK SB203580
konnte die Zytokinkonzentration bei gleichzeitigglimulation mit PMA verringern.
Bei der Koinkubation mit MEK1 Inhibitor U0126 undViA konnte man hingegen
kaum eine Inhibierung der Zytokinsekretion beobachtvas eine p38 MAPK regulierte
Zytokinsekretion vermuten liel3. Allerdings fuhrtasd'Silencing” der p38 MAPK durch
spezifische siRNA nach PMA Zugabe nicht zu einandeutigen Reduktion der
Interleukinkonzentration im Vergleich zur Mediumkmile, sodass diese Vermutung
auf diesem Weg nicht bestétigt werden konnte. Bsist als ob in HNSCC Zelllinien
eine PMA-induzierte IL-6 und IL-8 Sekretion sowdalder die p38 MAPK als auch tber
einen anderen MAPK Signaltransduktionsweg reguligid. Die Beteiligung der
ERK1/2 MAPK liegt hierbei nahe, zumal auch in amsteZellen ein "cross-talk" dieser
MAPK in Zusammenhang einer Zytokinregulation festgt wurde [75]. Die MAP
Kinasen ERK1 und ERK2 sind im Gegensatz zur p38 Nk&iase sowohl in HNSCC
Zelllinien als auch in Tumoremm vivo konstitutiv aktiviert. Dies lasst sogar vermuten,
dass ERK1/2 bei zellularen Prozessen in HNSCC gridBere Rolle als die p38 MAPK
spielt. Wahrscheinlich sind aber beide MAPK Sigrede miteinander verbunden,
sodass bei der Inhibierung des einen Signalwegesrttiere Signalweg die Funktion
teilweise mit Gbernimmt. Demnach wirde die IL-6 uHd8 Synthese nach p38
"Silencing” Uber ERK1/2 laufen. Die DurchfihrungnvgiRNA Experimenten mit
ERK1 und ERK2 siRNA kdnnte hier weiteren Aufschlugser die Beteiligung von
ERK Isoformen an der Regulation inflammatorischgiokine geben.

Die MEK1/2-ERK1/2 Signalkaskade ist entscheidenddig Zellproliferation und das
Uberleben von Zellen, wogegen die p38 MAPK nachesStinduktion wie UV-
Strahlungen pro-apoptotisch wirkt [76]. Eine p3$héhgige Dephosphorylierung von
MEK1/2 flihrte in Fibroblasten zur Apoptose. DiesepBosphorylierung konnte in
verschiedenen Tumorzelllinien nicht festgestellrdes [77]. Es wird daher vermutet,
dass ein wesentlicher Faktor der malignen Transiton die Suppression der p38
MAPK ist. Dies konnte auch eine Erklarung fur denktitutive ERK1/2 Aktivierung in
den HNSCC Zelllinien sein.
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse der Egston verschiedener
phosphorylierter MAP Kinasen in HNSCC zeigte eifdéARinduzierte Aktivierung der
MAP Kinasen ERK1/2, JNK1/2, der p38 Isoformen unédt Anit den jeweiligen
"downstream” Kinasen bzw. Substraten MSK2, RSKI1K@8&/3, p70 S6 Kinase sowie
HSP70. Es wird somit deutlich, dass das PhorbaleBMA mehrere Signalwege
gleichzeitig aktivieren kann. Phorbolester sind ypgklische Alkohole, die
natirlicherweise vor allem bdtuphorbiaceae(Wolfsmilchgewachsen) vorkommen.
PMA aktiviert die Proteinkinase C (PKC), indem eattsdem eigentlichen Substrat
DAG (Diacylglycerin) die PKC bindet. Da PMA andets DAG nicht schnell abgebaut
wird, verursacht diese Bindung eine andauerndevigkting der PKC, die in eine
verstarkte Proliferation mindet. Aus diesem Gruettep Phorbolester wie PMA als
Tumorpromotoren [78, 79]. Andere Studien zeigenrahach, dass PMA pro-
apoptotische wirkt, so dass der Effekt von PMA &umore letztendlich noch unklar
bleibt [80].

Die Serin-Threonin Kinase Akt, auch als Proteinkm#@® (PKB) bezeichnet, gehort zu
der Klasse der AGC Kinasen °/GMP Kinasen und Proteinkinase) Gnd besteht
aus den Isoformen Aktl-3 [55]. In vielen Krebséitgn ist Akt konstitutiv aktiviert, so
auch im Kopf-Hals-Karzinom [81, 82]. Durch die Ppberylierung und Inaktivierung
wichtiger proapoptotischer Molekiile wie beispielssgeBad und Caspase-9, GSK-3i3
und den Inhibitoren des Zellzyklus p21 und p27,tbe#\kt eine onkogene Funktion
[83]. Eine Untersuchung verschiedener Tumorzedlinikonnte zeigen, dass die
Aktivitat der p38 MAP Kinase durch Akt reguliert ngi Eine Aktivierung von Akt ist
antagonistisch zur p38 Aktivitat, wogegen eine tivadrung von Akt zu einer
Aktivierung von p38 fuhrt [84]. Die Ergebnisse detospho-MAPK Proteinarrays
zeigen ebenfalls eine vergleichsweise geringe Adgréssion, wogegen die p38 MAPK
auch in unstimulierten Zellen aktiviert vorlag. kendlich scheintvdie Akt Kinase an
der Regulation inflammatorischer Zytokine in HNSGICht beteiligt zu sein.

Der zellulare Stress einer PMA-Stimulation ist sbiwdurch die gestiegene Expression
des Hitzeschockproteins (HSP) 27 im Phospho-MAP#tdMnarray als auch durch die
deutlich verringerte Proliferation beim MTT-Teskennbar. Proteine aus der Familie

der kleinen Hitzeschockproteine wie HSP27 verhindée Aggregation von Proteinen
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bei zellularem Stress. Durch die Bildung von Oligwen erhdht sich die Affinitat von
HSP27 zu dem degradierten Protein. Das GleichgéwmhOligomerisation wird durch
den reversiblen Phosphorylierungsstatus regul@et, unter anderem von der p38
MAPK und MK 2/3 induziert wird [85]. In vielen Tumen sind Hitzeschockproteine
Uberexprimiert. Auch in der untersuchten HNSCC ldedl ist der basale Level an
phosphoryliertem HSP27 hoch und wird durch PMA earedrhoht. Eine Koinkubation
mit dem p38 Inhibitor SB203580 und PMA verringed® Proliferation ebenfalls.
Moglicherweise ist der Stimulus von PMA zu dominamals dass eine direkte
Regulation des Zellwachstums durch die p38 MAPK dem Proliferations-Assay
nachweisbar wére.

Generell konnten die Inhibitoren SB203580 und UO#2é PMA induzierten Effekt
nicht vollstéandig inhibieren. Der ATP kompetitiveyrRlinyl-Imidazol Inhibitor
SB203580 bindet spezifisch an die ATP Bindedoméerep38 MAPK. Im inaktiven
Zustand besitzt die p38 MAPK eine geringe Affinia ATP, die sich nach der
Aktivierung durch die Phosphorylierung am Phosphemyngsmotiv durch MKK6/3
deutlich erhoht. Im Gegensatz zu ATP kann der iitditsB203580 auch am inaktiven
Enzym binden und die Enzymaktivitdt von p38 beessgken. Die p38 MAP Kinase
kann somit von den Uubergeordneten Kinasen phoslpéaryerden, der weitere
Signalweg Uber die Aktivierung von p38 "downstreaiihasen wird aber durch
SB203580 inhibiert. [61, 62]. Dies erkléart die wegerte IL-6 und IL-8 Konzentration
trotz PMA-induzierter p38 Aktivierung bei gleichiger Inkubation mit SB203580 in
Abbildung 7 und Abbildung 11. Der Inhibitor U012§ spezifisch fir die MAP Kinase
Kinase (MEK1), einer ERK1/2 Ubergeordneten Kinda3erch die Bindung von U0126
wird die inaktive Form von MEK1 stabilisiert undediAktivierung blockiert. Dies
inhibiert die Aktivierung von ERK1/2 [86]. Unterduengen von Mausfibroblasten
(NIH3T3), die mit einer konstitutiv aktiven MEK1 Kase transfiziert wurden, konnten
nach PMA-Stimulation keine ERK1/2 Aktivierung naakigen, wenn die Zellen zuvor
mit U0126 inkubiert wurden [87]. Die beobachtete KER2 Phosphorylierung nach
PMA und U0126 Inkubation in den HNSCC Zelllinienderspricht diesem Ergebnis.
Es scheint, als ob in HNSCC die ERK1/2 Kinase olMiEK1 Phosphorylierung

aktiviert werden kann. Neuere Erkenntnisse zeigdass es neben der MAP
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Signalkaskade auch noch die Mdglichkeit der Autvatung von MAP Kinasen gibt
[29]. Ob in HNSCC die ERK1/2 Kinase autophosphenyliwird, missen weitere
Untersuchungen Kklaren.

Da die Expression von IL-6 und IL-8 bei HNSCC vasentieller Bedeutung zu sein
scheint, werden diese Zytokine vermutlich von d28 MAP Kinase im "cross-talk" mit
ERK1/2 reguliert, sodass bei Beeintrachtigung eRegulators der andere die Funktion

tbernehmen kann.

3.2  Regulation der STAT3 Aktivitat durch die p38 MAP Kinase

Die Weiterleitung extrazellularer Signale von Zytokzeptoren (z.B. IL-6 Rezeptor)
oder Rezeptor Tyrosin Kinasen (z.B. EGFR) zum Nusleerfolgt durch STAT
Proteine ("signal transducer and activator of ftapson”). Sie induzieren die
Transkription von Genen, die an der Regulation ¥etizyklus, Apoptose oder der
Zelldifferenzierung beteiligt sind. In vielen matign Tumoren, so auch in Kopf-Hals-
Karzinomen, ist STAT3 uUberexprimiert und konstiusktiviert, was zur verstarkten
Proliferation und verbesserter Lebensfahigkeit véomorzellen aufgrund einer
Expression anti-apoptotischer Proteine fuhrt [6B]ne Studie mit verschiedenen
HNSCC Zelllinien konnte eine NdB abhangige Expression von IL-6 feststellen, die zu
einer konstitutiven Aktivierung von STAT3 flhrtes Bvird hier angenommen, dass die
konstitutive Aktivierung des TranskriptionsfaktoldFkB zu der Produktion und
Sekretion von Zytokinen wie IL-6 fuhrt, das durchn@ung der gpl30 und IL-6
Rezeptoren eine autokrine Aktivierung von STAT3 wsacht [88]. Eine weitere
Aktivierung von STAT3 in HNSCC kann auch Uber déBFERezeptor erfolgen, indem
STAT3 entweder direkt oder von intermedidren Kimaseie beispielsweise ERK
phosphoryliert wird [16, 65, 88].

In dieser Arbeit konnte eine p38 abhangige Aktwmgy von STAT3 nachgewiesen
werden. Die siRNA vermittelte Inhibierung der p38ARM! Kinase flhrte zu einer
verminderten Expression von Phospho-STAT3 an deoslily 705 Untereinheit. Es
wird vermutet, dass diese Tyrosinphosphorylieruirgife Aktivierung und Bildung des

STAT3 Dimers notwendig ist, wobei neuere Studiessedm widersprechen [89]. Die
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Phosphorylierung von STAT3 am Serin 727, die dign$kriptionsaktivitdt von STAT3
verstarken soll [65], erfolgte unabhangig von d&é8 MAP Kinase, was den bisherigen
Studien zur STAT3 Serinphosphorylierung widerspr[&0]. Sie konnte aber von PMA
induziert werden. Auch hier kénnten siRNA Experitteedie Rolle von MAP Kinasen
bei der STAT3 Regulation in HNSCC klaren.

Da in HNSCC sowohl der EGF Rezeptor als auch de8 Rezeptor tUberexprimiert
sind, kénnte die p38 MAPK einerseits bei der autwtr STAT3 Aktivierung durch
einen "cross-talk" mit NEB beteiligt sein, andererseits bei der EGFR veaiéh
STAT3 Aktivierung zwischengeschaltet sein. Die Bmphosphorylierung von STAT3
Uber p38 sorgt fur die Aktivierung von STATS3, einadere MAPK phosphoryliert
STAT3 an der Serin 727 Untereinheit. Die Zielgen®nv STAT3 sind
Zellzyklusregulatoren wi€yclin D1, c-mycoderp21 und p27, anti-apoptotische Gene
wie Bcl-2 und Bcl-xL, Gene fir Angiogenesefaktoren WEGF oder der negative
STAT3 RegulatorSOCS3 Demnach ist durch die Regulation von STAT3 de8 p3
MAPK eine tumorinduzierende Funktion in HNSCC nashkiggsen worden.

In Gber 50% der Kopf-Hals-Karzinome ist das3 Gen mutiert oder inaktiviert. Eine
Mutation hat haufig eine Uberexpression des p53eift® zur Folge, was als ein
Merkmal der HNSCC Tumorigenese angesehen wird [1IR2%3 reguliert in
untransformierten Zellen viele wichtige zellulanenktionen wie die Apoptose und den
Zellzyklus, schitzt somit die Zellen vor einer rgakn Entartung und gilt als
Tumorsuppressor. Diese Funktionen sind bei mutrenp®3 in malignen Tumoren
gestort. Bei zellularem Stress aktiviert die p38 RKA p53 an verschiedenen
Serinuntereinheiten wie beispielsweise am Serin #&s in eine verstarkte
Transkription p53 regulierter Gene resultiert [3Z)ie Funktion der spezifischen
Phosphorylierung von Serinuntereinheiten ist noditestgehend ungeklart, scheinen
aber fur die Aktivierung von p53 nicht essentiellsein [91].

Durch die Untersuchung der p38 abhangigen Aktivigruon p53 sollte die Rolle von
p38 als moglicher Tumorsuppressor naher unterswehien. Es zeigte sich, dass in
HNSCC die Aktivierung von p53 nicht einer Regulatiaurch die p38 MAPK
unterliegt, wie die Ergebnisse der Western Hybigdisag nach p38 "Silencing"

eindeutig zeigen. Die Phosphorylierung an der Sééirntereinheit wird aber durch
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PMA induziert. Die Serin 15 und Serin 392 Untereitdn von p53 sind in den
untersuchten HNSCC  Zelllinien  konstitutiv  phosphigry.  Verschiedene
Untersuchungen haben gezeigt, dass p53 auch Rrodeiderer Signalkaskaden wie
JNK, Akt und p38 sowie die Transkriptionsfaktorere iNF«B und STAT3 negativ
regulieren kann. Wahrscheinlich wird in den unteldgan HNSCC Zelllinien eher die
Aktivitdt von MAPK durch p53 beeinflusst, als dassigekehrt eine Regulation von
p53 Uber p38 erfolgt. Des Weiteren ist noch ungékdd in den untersuchten Zelllinien
p53 mutiert vorliegt und aus diesem Grund einen dydregen
Aktivierungsmechanismus besitzt.

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse fihrender Schlussfolgerung, dass die p38
MAPK durch die Regulation der Zytokine IL-6 und &.-malgeblich an der
Tumorigenese beteiligt ist, zumal eine autokringivi&rung von STAT3 Uber den IL-6
Rezeptor, die in verstarkter Proliferation und Eegsion anti-apoptotischer Proteine
resultiert, zu vermuten ist. Die Funktion andereARK, insbesondere der ERK1/2
MAP Kinase muss in diesem Zusammenhang noch gek&iden. Auch ist die genaue
Analyse der STAT3 und AFB regulierten Gene fir die Bestatigung dieser Hypse
von grofRer Bedeutung.

3.3  TLRS3 als wichtiger Faktor fir die Progression von HNSCC

Unsere Untersuchungen zum Expressionsprofil humbolétike Rezeptoren bei Kopf-
Hals-Karzinomen konnten ausschliel3lich TLR3 alszigen Toll-like Rezeptor im
Tumorgewebe und Zelllinien nachweisen. Die starkBJ Expression beschrankte sich
auf das Tumorgewebe und ist weder im angrenzendeh mei leukoplastischen
Gewebe nachgewiesen worden [52]. Der Transkripfidtsr NFB reguliert bei
Entzindungsreaktionen die Expression relevantereGard bestimmt somit zellulare
Funktionen wie Proliferation oder Apoptose. Dieahsche Entzindungsreaktion in
HNSCC verursacht eine konstitutive Aktivitat von ®; die auch bei gesunden
Schleimhautproben starker Raucher nachgewiesenewewinnte [52]. Die bisherigen
Ergebnisse lassen vermuten, dass der TLR3 SignalwedNSCC zu der NkB
Aktivitat beitragt, aber nicht als wichtigster Faktfir die Aktivierung angesehen
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werden kann. Des Weiteren scheint eine TLR3 veeftettinduktion von c-myc die
Proliferation zu beeinflussen. Bei Untersuchungem Wlammakarzinom Zelllinien
konnte eine TLR3 Expression ebenfalls nachgewiesaden [50, 70]. Die Stimulation
des TLR3 Signalweges mit dem artifiziellen LigandBolyl:C flhrte bei diesen
Untersuchungen zur Apoptose. Aufgrund dieser Dgsking zu den bisherigen
Ergebnissen in Kopf-Hals-Karzinomen wurde in die&dyeit der Effekt einer Polyl:C
Stimulation auf die Expression pro-apoptotischeotéine bei der HNSCC Zelllinie
PCI1 und der Mammakarzinom Zelllinie T47D unterducBie Ergebnisse des
Apoptose Proteinarrays zeigten deutlich, dass inideme Zelllinien keine
Apoptoseinduktion durch Polyl:C stattfand. Die Eegsion der untersuchten pro-
apoptotischen Proteine wurde durch Polyl:C entwedstuziert oder blieb auf
ahnlichem Niveau wie bei den Kontrollzellen nachdulieninkubation. Dieses Ergebnis
steht im Widerspruch zu den Beobachtungen bezidhkciMammakarzinom Zelllinien
und stutzt unsere Beobachtung einer Polyl:C indtenieProliferation bei HNSCC. Die
TLR3 induzierte Apoptose in Mammakarzinomen wureée diner Arbeitsgruppe nach
Zugabe des Peptidyltransferase Inhibitors Cyclaheki das auch als Zytostatikum
Verwendung findet, festgestellt [70], wodurch dieeuBeilung der beobachteten
Apoptose schwer einzuschatzen ist. In Mammakarzamowmird Polyl:C zusatzlich zur
Radiotherapie verwendet und bei TLR3 positiven efelim Zusammenhang pro-
apoptotischer Effekte gesehen [92]. Moglicherweisel die Effekte von Polyl:C sehr
stark von der untersuchten Zelllinie und der untelngen Tumorentitat abhangig. In
gesunden Zellen ist eine TLR3 vermittelte Apoptdsech die Induktion der Caspase-9
und einer IRF3 abhangigen IFN-1 Sekretion, die lufie Stabilisierung von p27 den
Eintritt in den Zellzyklus verhindert, nachgewiesavorden. Viele Aspekte der
Signaltransduktion von TLR3 zur Apoptose, auch usanmmenhang einer Beteiligung
von NFB, sind aber noch ungeklart [93].

Grundsatzlich ist es zumindest bei HNSCC unwahistiblk, dass Tumorzellen ihr
Wachstum durch die Expression eines "Apoptosererepgefahrden. Der MAPK —
Proteinarray und die Western Hybridisierungsexpenta zeigten nach der Stimulation
durch Polyl:C, dass die ERK1/2 MAP Kinase aktiviemirde, wogegen bei der p38

MAPK nur eine sehr geringe Aktivierung festzustellwar. Zugleich bewirkte die
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Polyl:C Stimulation einen Anstieg der Zytokine IL-&ind IL-8 in den
Zellkulturiberstadnden. Somit ist die Beteiligung @88 MAPK am TLR3 Signalweg
auszuschlieBen und eine ERK1/2 vermittelte IL-6 U@ Sekretion nach Polyl:C
Stimulation zu vermuten, da auch die MAPK JNK1/2chbi durch Polyl:.C
phosphoryliert wurde (Daten nicht gezeigt). Alleigs muss hierbei die Beteiligung
von PKR sowie RIG-1 und MDA-5 durch weitere Analyssisgeschlossen werden, da
diese Mediatoren ebenfalls durch Polyl:C aktivieverden kénnen. Die TLR3
vermittelte Signaltransduktionskaskade wird von d&omorzellen als weiterer
Signalweg zur Induktion der Zytokine IL-6 und ILg&nutzt und sorgt somit fur das
Fortschreiten der Angiogenese und der IL-6 indwerer Proliferation, die
maoglicherweise sogar Uber STAT3 verlauft

Nach der Aktivierung des EGF Rezeptors durch dredBng des Liganden werden die
MEK1-ERK1/2-, PI13-Kinase-, Akt- und STAT3- Signalge aktiviert, die als onkogene
Regulatoren das Zellwachstum und die Tumorigenesenflussen [94]. Die klinische
Anwendung des EGFR Antikérpers Cetuximab zeigt réarn aktuellen Kenntnisstand
nur einen geringen Erfolg bei der Tumortherapiediiren groRen Teil der Patienten.
Manche Patienten sprechen hingegen sehr gut aafléierapie mit Cetuximab an. Die
Grinde hierfur sind noch ungeklart. Man kann veenutlass nach der Inhibierung von
EGFR der TLR3 Signalweg stellvertretend fur die $aathese und Regulation
wichtiger Prozesse vom Tumor verwendet wird une diherapie mit EGFR und TLR3
Inhibitoren moéglicherweise bessere Ergebnisselerzie

Tumore des Kopf-Hals-Bereiches werden von vielemplozyten wie zum Beispiel
Dendritische Zellen, NK-Zellen oder T-Zellen initt, die von dem Tumor in ihrer
Funktion modifiziert werden [95, 96]. Stimuli denfiitrierenden Lymphozyten zum
Beispiel durch Thl Zytokine aktivieren in den Tummlten Mediatoren wie MAP
Kinasen, STAT3 und SOCS3 sowie Transkriptionsfakiowie NkB und AP-1.
Dieses fuhrt zu Abwehrmechanismen und fordert dieodiMation der
Lymphozytenfunktion durch die Ausschittung von Zyten wie IL-6, IL-8, IL-4 und
IL-10 sowie Wachstumsfaktoren wie GM-CSF und VE®GH  diese Weise entsteht ein

Netzwerk aus fehlgesteuerten Lymphozyten und demmoreellen, das die
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Tumorigenese erheblich fordert. In der Abbildung 26t die postulierte
Signaltransduktionskaskade innerhalb einer HNSCi@ Zehematisch dargestellt.

Stimllll Polyl.C dsRITA TGFo IL-6

Rezeptoren TLR3 EGFR

L=l

MAPK - -

| | ><| ™,

Zielgene NFKB STAT3 ps3
|
/ :
v
Zellantwort  IL-4 IL-8 c-myc Bel-xL Bad
IL-6 GM-CSF Bcl-2 Bax
IL-10 VEGF I
/ :
v
IMMUNMODULATION ANGIOGENESE  PROLIFERATION APOPTOSE

Abbildung 20: Postulierte TLR3 und p38 MAPK regulierte Signaltransduktionskaskade

in HNSCC

Tumorinfiltrierende Lymphozyten sorgen fur die Immabwehr seitens des Tumors durch die
Induktion von Chemokinen und Zytokinen, die eingsséngiogenese und Metastasierung
fordern (z.B.: IL-8, GM-CSF, VEGF), andererseit® dhfiltrierenden Lymphozyten zu einer
tumorinduzierenden Zellantwort (z.B.: IL-4, IL-1@wingen oder eine autokrinen Signalweg
fordern (IL-6-p38-NkB/STAT3-Signalweg). Die Induktion von c-myc und BdlProteinen
induziert die Proliferation. Apoptotische Signalwegind moglicherweise in HNSCC inhibiert
(dargestellt mit einer gestrichelten Linie).

In Kopf-Hals-Karzinomen befindet sich ein komplexedNetzwerk von
Signaltranduktionswegen, die moglicherweise mitedeat interagieren und somit
Funktionen eines anderen Signalweges ubernehmemekoViele Regulationen sind

noch nicht geklart und benétigen weitere Untersagen. Die in dieser Arbeit
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ermittelten Funktionen der TLR3 Signaltransduktiomd die p38 vermittelten
Regulationen von Zytokinen sind wichtige Erkenrdris die fur eine spéatere
Immuntherapie von Bedeutung sein werden.



4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien zurdtelung von Lésungen, Puffern
und Medien wurden, wenn nicht anders angegeben,deonFirmen &MA-ALDRICH
(Seelze, D), @10 FISCHAR (Saarbricken, D), lbka (Buchs, S), und &RL ROTH
GmeH (Karlruhe, D) bezogen. Lésungen wurden in bidlestiem Wasser gelést und
gegebenenfalls Uber einen 0,2um MembranfiltekRESEDT, NUmbrecht, D) steril
filtriert. Die weiteren Chemikalien und Reagenzgimd mit Angaben des Herstellers in

den folgenden Kapiteln angegeben.
4.2  Zelllinien

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien

Zelllinien Beschreibung Referenz

humanes Plattenepithelkarzinom,. :
PCI-1 N ) ..pl 2! nblttsburg Cancer Institut; USA
Hypopharynx; adharent

humanes Plattenepithelkarzino

PCI-13 Hypopharynx: adharent rr]?’lttsburg Cancer Institut; USA
humanes Plattenepit_helkarz.inom, DSMZ (Braunschweig, D)
BHY Oropharynx (hochdifferenziert);
adharent # ACC404
Zur Verfugung gestellt von der
T47D ductales MammakarzinomKlinik fir Gynakologie und
adharent Geburtshilfe, UKSH Campus

Lubeck
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4.3  Antikorper

Tabelle 3: verwendete Antikdrper fur die WesterrbHygisierung

i eingesetzte
Antikorper Typ Konzentration Referenz
. monoklonal, ) INVITROGEN
Anti-Pp3d: Kaninchen, 1:500 (Carlsbad, USA)
. . INVITROGEN
Anti-p38a monoklonal, Maus 1: 1000 (Carlsbad, USA)
Anti-P-STAT3 polyklonal, 1: 1000 INVITROGEN
(Tyr705) Kaninchen ' (Carlsbad, USA)
Anti-P-STAT3 monoklonal, 1: 1000 ACRIS
(Ser727) Kaninchen ' (Hiddenhausen, D)
. monoklonal, . INVITROGEN
ANt-STATS3 Kaninchen 1:1000 (Carlsbad, USA)
Anti-NFxB monoklonal, 1: 500 BiomoL
p65 Untereinheit Kaninchen ' (Hamburg, D)
. ] IMGENEX
Anti-TLR3 monoklonal, Maus 1: 500 (San Diego, USA)
. ) BlomoL
Anti-c-myc monoklonal, Maus 1. 500 (Hamburg, D)
Anti-R-Actin ) ABcam, Cambridge
Ladekontrolle monoklonal, Maus 1:1000 (UK)
. ] INVITROGEN
Anti- p53 monoklonal, Maus 1:1000 (Carlsbad, USA)
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i eingesetzte
Antikorper Typ Konzentration Referenz
Anti-P-p53 monoklonal, 1:1000 BiomoL
(Serin 15) Kaninchen ' (Hamburg, D)
Anti-P-p53 monoklonal, 1:1000 EPiTOMICS
(Serin 46) Kaninchen ' (Burlingame, USA)
Anti-P-p53 monoklonal, 1:500 ErPiTOMICS
(Serin 392) Kaninchen ' (Burlingame, USA)
. polyklonal, . BiomoL
Anti-P-ERK1/2 Kaninchen 1:1000 (Hamburg, D)
. polyklonal, . BiomoL
Anti-P-JNK1/2 Kaninchen 1:1000 (Hamburg, D)
Anti-Maus- IgG1- . . BIORAD
Sekundarantikorper zlege 1:3000 (Hercules, USA)
Anti-Kaninchen B ORAD
lgG1- Ziege 1:3000
Sekundarantikdrper (Hercules, USA)

44  siRNA

Tabelle 4: siRNA Oligonukleotide

SiRNA eingesetzte Referenz
Konzentration
p38: MAP Kinase 25nM NEW ENGLAND BIOLABS
ShortCut’ siRNA Mix (Ipswich, USA)
BLOCK-T™ Fluorescent 25nM INVITROGEN
Oligonukleotid (Carlsbad,USA)
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45 Zellkultur

4.5.1 Kultivierung von HNSCC-Zelllinien

Die adharenten HNSCC-Zelllinien wurden im Brutsctirédei 37°C und 5% CQunter
Verwendung von DMEM ("Dulbecco’s modified Eagle’edium"; Gisco (New York,
USA)) mit 4,5mg/ml Glucose, 10% FCS (fetales Kaligeum), 1mM Natriumpyruvat
und nicht essentiellen Aminoséauren (MEM- NEAABGO) in einfacher Konzentration
kultiviert. Fur die Subkultivierung wurden die dalien bei einer Konfluenz von 70-
80% mit Trypsin-EDTA (PAA; Pasching, (A)) von derlkulturflaschen (8RSTEDT,
Numbrecht (D)) abgel6st, in DMEM resuspendiert wuoin Pelletieren zentrifugiert
(200g, 8 min, 30°C). Nach dem Resuspendieren digelets wurde die gewilnschte
Verdinnung der Zellsuspension in neue Zellkultsdten tberflihrt.

Die Zelllinien wurden in regelméRigen Abstanden dai "Venor PCR Detection Kit"

(MINERVA; Berlin, D) auf Mycoplasmen-Kontaminationen untefst.

Zur Langzeit-Aufbewahrung wurden die Zelllinien iMerhaltnis 1:1 mit 2-fach
konzentriertem Einfriermedium (20% FCS, 10% DMS0%/DMEM) versetzt und in
Kryoréhrchen (8RSTEDT) unter Verwendung eines mit Isopropanol geflllten

Einfrierkarussels bei -80°C eingefroren.

4 5.2 Stimulation von Zelllinien

Zur Aktivierung der p38 MAPK wurde PMA (Phorbol-I2yristate-13-acetate;@vA-
ALDRICH, Seelze, D) in einer Endkonzentration von 200ngfeh permanenten
HNSCC-Zelllinien zugegeben und in Abhéangigkeit zuend jeweiligen
Versuchsbedingungen bis zu 48h inkubiert. Die igfiz einer PMA-Stimulation hangt
von der Konfluenz der Zellen ab. Daher wurden nwl®® Zellen je T25-
Zellkulturflasche eingesetzt. Um die p38 Aktivieguepezifisch zu inhibieren, wurde
der Pyridinyl-Imidazol Inhibitor SB203580 HNA BIOSCIENCE Jena, D) in einer
Endkonzentration von 10uM 20min vor der PMA-Stintigia zu den Zellen gegeben.
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Der Zellkulturiberstand wurde abzentrifugiert und bur weiteren Verwendung in

Aliquots bei -80°C eingefroren.

4.5.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer NewdaZahlkammer (BAND;
Wertheim, D). Zur Differenzierung von toten und deden Zellen wurde die
Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblaugfdk; Darmstadt, D) gemischt. Der
polyanionische Azofarbstoff Trypanblau durchdribgi toten Zellen die Zellmembran
und farbt die Zellen dunkelblau. Im Mikroskop ersicten lebende Zellen hingegen
farblos (Vitalfarbung). Die Anzahl lebender Zellerurde mit Hilfe folgender Formel
bestimmt:

Zellen/ml = (mittlere Zellzahl pro GroRquadrat d&ubauer Zahlkammer) x Verdiinnungsfaktor % 10

4.6 Transfektion von HNSCC-Zelllinien

4.6.1 Inhibierung ("Silencing”) von Targetgenen

Das Prinzip der RNA-Interferenz (RNAI) ist eine geqgzspezifische mMRNA
Degradation, die durch eine zur Zielsequenz honeldgRNA induziert wird. Dieser
Mechanismus dient der Eliminierung von "fremd" mRNAB. Virus RNA) und ist
hochkonserviert. In Saugerzellen wird dsRNA durch RNAse 1l ahnliches Protein
namens Dicer in 21-23bp groRe RNA-Fragmente mi82tiberhangen gespalten [97].
Diese siRNAs ("small interfering RNAs") binden uadtivieren den "RNA-induced
silencing”- Komplex (RISC) [98]. Der so entstand®i&C-siRNA-Komplex bindet an
komplementare mRNA, was zu einem Shutdown der Geresion fuhrt.

Synthetisch hergestellte 21bp siRNAs ahmen denelEkdfekt" nach und kbénnen zur
gezielten Manipulation der Genexpression in euk#&sgben Systemen eingesetzt
werden. Aufgrund ihrer geringen Grof3e umgehen did®NAs Mechanismen, die zum
generellen dsRNA-induzierten Shutdown der Genespaduhren [99].

Die in dieser Arbeit verwendete siRNA ist in Tabell aufgefiihrt.
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4.6.2 Transfektion

Die zu transfezierenden Zelllinien wurden 24h ver @ransfektion in 6- oder 12-Well-
Platten (3RSTEDT) ausgesat und sollten nach 24h eine Konfluenz 6@70% nicht

Uberschritten haben. Die Transfektion wurde mitpolfektamin2000 (VITROGEN)

nach Angaben des Herstellers durchgefthrt und dR&A in der entsprechenden
Konzentration (Tabelle 4) eingesetzt. Nach 72h wlarch das "Silencing” des
betreffenden Gens die Proteinexpression herunidieegy Dieser Effekt wurde durch
Western Hybridisierung Uberprift. Um die Transfekseffizienz zu kontrollieren
wurde eine Transfektion mit einem GFP (Green Flsmeat Protein) -markierten,
doppelstrangigen Oligonukleotid (BLOCK-IT Fluorescent Oligo; NVITROGEN)

durchgefuhrt. Dieses Oligonukleotid fuhrt zu kein&ilencing”, da keinerlei Sequenz-
Homologie zu einem Gen in Saugerzellen besteht. TDansfektionseffizienz wurde
72h nach der Transfektion im FITC (Fluoreszeinismijianat) -Kanal mittels

Duchflusszytometrie untersucht.

4.7  Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode =zur quatven Analyse von
Oberflachenproteinen und intrazellularen Proteieser Zelle. Hierbei werden Zellen
einer Zellsuspension, die zuvor mit einem Fluorestabstoff markierten Antikdrper
inkubiert wurden, in einem laminaren Probenstromzein an einem gebindelten
Laserstrahl vorbeigeleitet. Durch den monochrombhéa Laser werden die Photonen
des Fluoreszenzfarbstoffs auf ein hbheres Energiani gebracht. Die Emission wird
anschlieend mit einem Photodetektor gemessen enuklv sich proportional zur
Menge gebundender Antikdrper. Mit Hilfe der Durcisiszytometrie lassen sich Zellen
anhand ihrer Grél3e, Granularitat und an der Exgnestes nachzuweisenden Proteins
unterscheiden.

In dieser Arbeit wurde mit dem FACSCanto Flow Cy&ter und der FACS Diva
Software Version 4.1.2 (BDBsCIENCE Heidelberg (D)) gearbeitet.
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4.7.1  Annexin V und Propidiumjodid (PI)-Farbung

Apoptose ist durch verschiedene morphologische ndeédingen der Zelle wie Verlust
der Plasmamembran, Kondensation des Nukleus undyeplasmas sowie Spaltung
der DNA im Nukleus gekennzeichnet. Ein frihes aptipthes Merkmal ist die
Translokation des Phospholipids Phosphatidylsedi8) (vom intrazellularen an den
extrazellularen Bereich der Plasmamembran. Anneéxesitzt als Calzium-abhangiges
Phospholipid-bindendes Protein eine hohe Affingéat PS und ist somit flr einen
sensitiven Nachweis apoptotischer Zellen geeighipidiumjodid (PI) durchdringt die
Plasmamembran toter oder geschadigter Zellen urdlals Standardnachweismethode
fir eine Vitalitatsbestimmung von Zellen eingesebx¢r Nachweis apoptotischer und
toter Zellen wurde in dieser Arbeit im Durchflusgzyeter mit Annexin V-FITC und
PI-PE (Phycoerythrin) von BDPharmingen durchgefulpoptotische Zellen sind
Annexin V positiv und Pl negativ, wahrend tote odekrotische Zellen fir beide
Marker positiv sind. V-itale Zellen sind sowohl finnexin V als auch fur Pl negativ.
Die HNSCC Zelllinien PCI1 und PCI13 wurden nach &mulation mit 200ng/mi
PMA in einem Zeitraum von 0-72h inkubiert. Nach @& 24h wurden die Zellen von
den Zellkulturflaschen gelést und in 1x Bindepuff@DPharmingen) bis zu einer
Konzentration von 1x fZellen resuspendiert. 100u! dieser Zellsuspensiordevmit
jeweils 5ul des Annexin V-FITC und PI-PE Antikorpet5 min inkubiert. Nach der
Zugabe von 400ul Bindepuffer konnte die prozentdaleahl apoptotischer und toter
Zellen im Durchflusszytometer bestimmt werden. Adsntrolle wurden sowohl

ungefarbte als auch unstimulierte Zellen verwendet.

4.8 Messung von Zytokinen aus Zellkulturtiberstanden

4.8.1 Flex-Set Messung im Durchflusszytometer

Das Prinzip dieser Methode beruht auf einer Kontmnavon Durchflusszytometrie

und einem auf Partikel ("Beads")-basierenden Imrasaya Hierbei werden Microbeads
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verwendet, die eine definierte Fluoreszenzintendisitzen und spezifisch das zu
analysierende Protein, in dieser Arbeit Interleukifll)-6 und IL-8 aus
Zellkulturiberstadnden, binden. Die Fluoreszenzisitdten der einzelnen "Beads"
kénnen im FACSCanto im APC-Cy7- und APC- Filterektiert werden, wobei jede
"Bead"-Population einer bestimmten Position im \&ris zu einer anderen Population
zugeordnet ist (Abbildung 21).

123 45 &
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o I R I - ™

102

APC- Cy7-A

102

102 109 104 108
APC-A
Abbildung 21: Alphabetisch-numerischen Einteilungder Flex-Set "Bead" Populationen
Die Fluoreszenzintensitat der verwendéet&eads entspricht immer einer spezifischen Region
im APC-Cy7 und APC Kanal. Da jedeBead- Population spezifisch ein bestimmtes Zytokin

bindet, kdbnnen mehrere verschiedene Zytokine gteitly wahrend einer Messung analysiert
werden.

Auf diese Weise kdnnen mehre Beads mit untersdbiezii Positionen zusammen in
einem Ansatz verwendet und somit mehrere Protaineinem Zellkulturiberstand
gleichzeitig analysiert werden. Der Nachweis dertedeukine in den
Zellkulturiberstanden erfolgt mit einem PE konjutgen Nachweisreagenz, das
zusammen mit den Zellkulturiiberstanden in einenmd®ach"-Komplex inkubiert wird
(Abbildung 22).
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Avidin-PE Avidin-PE
Detektions- ' Detoktions- . g’
Antikdrper A 1S Antikérper B R

Zytokin A Zytokin B

Antikorper A Antikdrper B

Kigelchen A Kigelchen B

Abbildung 22: Prinzip der Antikdrperbindung und Det ektion der Zytokine

(aus: Bioplex —Array Manual von Biorad)

Die "Beads" binden spezifisch ein Zytokin aus destiktilturiiberstand, und werden mit Hilfe
eines PE-gekoppelten Sekundérantikdrper im PE-K@emDurchflusszytometers gemessen.

Die Zellkulturiiberstande wurden auf Eis aufgetaudl mach Angaben des Herstellers
fur die Flex-Set Messung vorbereitet. Die Messunfplgte im PE-Kanal als
Reporterkanal und APC-APC-Cy7-Kanal fir die "Beadsi Durchflusszytometer
(FACSCanto). Anhand einer Standardkurve, die fde j&essung neu erstellt werden
musste, wurden die Zytokinkonzentrationen mit d€&JAP™ Array Software (BD

BiosCIENCE berechnet.

4.8.2 Messung von Zellkulturiberstanden im Bioplex-Array-Reader ™

Das Prinzip dieser Methode ist mit der Flex-Set $deg in Kapitel 4.8.1 identisch, nur
hier erfolgt die Analyse der Zellkulturiberstandeeiner 96-Well-Platte im Bioplex-
Array-Reader (BRAD). Mit dem hier verwendeten Th1/Th2-Paneld®aD) konnten
die Konzentrationen von IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, 412, IL-13, GM-CSF, IFN¢ und

TNF-a gleichzeitig im Zelluberstand bestimmt werden.

Die Vorbereitung der Zellkulturiiberstande fir diéofdex-Messung erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Die Lokalisation der Stedsl auf der zu messenden Platte
sowie deren Konzentrationen wurden vor der Messilngr die Bioplex-Manager-
Software (BORAD) eingegeben, sodass am Ende der Messung die igavell

Zytokinkonzentrationen durch die Software berechvertien konnten.
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4.9 Proteinbiochemie

4.9.1 Isolierung von Proteinrohextrakten

HNSCC-Zellen wurden fir die jeweilige Versuchsbeding entsprechend angezogen.
Nach einem Waschschritt mit 1x PBS (140 mM NaCl,d® Na-Phosphat) wurde
anschlieBend RIPA-Puffer (1x PBS, 1% Igepal CA-633% Natrium-Deoxycholat,
0,1% SDS) und Proteinase- und Phosphataseintghit@0% Aprotinin, 10% PMSF,
10% Natrium-Orthovanodat, 20% Natriumfluorid, 10%oBphataseinhibitor-Cocktail)
zugegeben, die Zellen von der Zellkulturflasche miitem Zellschaber RSTEDT)
abgelost und in ein ReaktionsgefaKSTeEDT) Uberfuhrt. Die Zellen wurden 30-60
Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend bei IRPAOmin zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR Gberdild 2-4ul Proteinsuspension in
Abhangikeit zur erwarteten Proteinkonzentration dier Bradford-Proteinbestimmung
mit dem BORAD Protein Assay eingesetzt [100]. Nach der Zugalwe2«SDS Loading-
Dye (0,25 M Tris-HCI, pH6.8, 15% R3-Mercaptoethar®i% Glycerin, 7% SDS, 0,3%
Bromphenolblau) wurden die Proteine 15 min bei 68&@aturiert.

Fur die Proteinpraparation aus Tumorgewebe musstesizeine Einzelzellsupension
hergestellt werden. Hierfir wurde das Fett und Bgelebe vom Tumor abgetrennt
und anschlieRend das Tumorgewebe in einer Pethesaibieinem Skalpell zerkleinert.
Das Tumorgewebe wurde in ein 50 ml Falcon-Gefal¥fiabe und mit 50 ml PBS
gewaschen und zentrifugiert (250g; 5min). Der Utaer$ wurde verworfen und 10 ml
Dissektionsmedium (1 ml Collagenase N(ITROGEN), 1 ml Hyaloronidase
(INVITROGEN), 8 ml DMEM) 1,5h im Wasserbad bei 37°C inkubiefnschliel3end
wurde das Gewebe abzentrifugiert (250g; 5min) uad dberstand verworfen. Nun
wurde das Gewebe in 20 ml Dispersionsmedium (1nsp@se @{VITROGEN), 19ml
DMEM) 2h im Wasserbad bei 37°C geschiittelt. Die &meveste wurden zuerst durch
einen 70um Filter dann durch einen 40um Filterligefi Die nun erhaltenen Zellen
wurden bei 350g 10min zentrifugiert. Anschliel3enidlgte die Proteinpraparation aus

dem Zellpellet wie oben angegeben.
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4.9.2 SDS-Poly-Acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; [11))

In Abhangigkeit zur Proteinexpression und der moleten GroRe des untersuchten
Proteins wurden 10 bis 60 pg/ml Protein auf ein dd®r 12,5%iges SDS-Poly-
200V aufgetrennTabgelle 5). Als

Molekulargewichtsstandard wurde der "KaleidoskopecBion Plus Proteinstandard”

Acrylamidgel aufgetragen und bei
von BIORAD verwendet.

Tabelle 5: Zusammensetzung von einem SDS-Poly-Aoriggel

Trenngel Sammelgel
10% Poly- 12,5% Poly- 4% Poly-
Acrylamid Acrylamid Acrylamid
1M Tris-HCI pH 8,8 2ml 2mi -
1M Tris-HCI pH 6,8 - - 0,3ml
1% SDS 0,5ml 0,5ml 0,25ml
Poly-Acrylamid 1,65ml 2,1ml 0,35ml
H>O dest. 0,85ml 0,4ml 1,6ml
APS 50ul 50ul 25ul
TEMED 5ul 5ul 2,5ul

4.9.3 Western-Hybridisierung

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrocelluloserean (Transblot-Transfermedium,
BioDRAD) erfolgte durch Elektroblotting bei 0,8-20 mA imer "Trans-Blot Semi-dry
Transfer Cell" von BRAD fur 45min. Zur Kontrolle des Proteintransfers wairdie
Nitrozellulosemembran mit PonceauS-LAsung (0,2%cPanS, 3% Trichloressigsaure)
gefarbt. Um unspezifische Bindungen von Antikérpam die Membran zu blocken,
wurde die Membran 1h mit 3% Magermilchpulver in TRS (10x TBS: 24,29 Tris-
Base, 80g NaCl; pH 7,6) gewaschen. AnschlieR3eradgeef eine Inkubation mit einem
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Primérantikdrper fur mindestens 4h oder Gber Nddhggebundene Antikérper wurden
durch dreimaliges Waschen (5min) in 1XTBS entfef&ch einer zweistiindigen
Inkubation mit einem an Alkalische-Phosphatase (@éRoppelten Sekundarantikérper
(1:3000) und erneutem Waschen in 1xTBS (3x 10mioyden die Proteine durch
Zugabe des AP- Substrates ("AP-Conjugate Subskidite B IORAD) visualisiert. Die
Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte mit élifes Imaginsystems Gel-Dok XR
und der QuantityOne Software (beideso®D). Die relative Pixelintensitat der
Proteinbanden wurde mit der Ladekontrolle R-Actornmalisiert. Die verwendeten
Primar- und Sekundarantikdrper und die eingesetkterzentrationen sind in Tabelle 3
aufgefuhrt

4.10 ELISA

Der ELISA ("Enzyme-linked Immunosorbent Assay") ®sin Immunassay, dessen
Prinzip eine Antigen-Antikorper-Reaktion ist, b&nd ein Enzym als Marker verwendet
wird [102, 103]. Hierbei bindet ein Antikérper, d&ovalent an den Boden einer
Mikrotiterplatte gebunden ist, mit seinem Paratppzifisch an das Epitop des Antigens
in der Probe. Unspezifische Bindungen anderer Anggwerden durch Waschen
entfernt. Der Nachweis des zu untersuchenden Amgigerfolgt mit Hilfe eines
Detektionsantikorpers, der an ein anderes EpitepAaigens bindet und zusatzlich mit
einem Enzym als Marker versehen ist ("Sandwich"-Kt@x). Durch die Reaktion mit
einem spezifischen Substrat erfolgt ein Farbumggchtker photometrisch gemessen
werden kann. Auf diese Weise kann mit dieser Metheide quantitative Bestimmung
des zu untersuchenden Antigens durchgefuhrt werden.

In dieser Arbeit wurde die intrazellulare Expressiber phosphorylierten p38 MAP-
Kinase untersucht (Surveyor™ IC human Phosphap@3807Y182) Immunassay;
RND SysTems). Hierfir wurden 3 x 10Zellen der Zelllinien PCI1 und PCI13 iber
Nacht in T25 Zellkulturflaschen inkubiert. AnscHdend erfolgte die Stimulation mit
200ng/ml PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetatezM\-ALDRICH, Seelze, D) fur 15
min, 30 min, 45min und 1h. Die Proteinpraparatiomwie die weitere
Versuchsdurchflihrung erfolgten nach Angaben destelirs. Die Messung erfolgte in
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einem Mikrotiterplatten-Photometer MRX YRATECH LABORATORIES Denkendorf

(D)) bei einer Wellenlange von 450nm mit der Refereellenlange von 570nm.

4.11 Proliferations-Assay (MTT-Test)

In lebenden Zellen wird das gelbe TetrazoliumsalETM3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) von mitochondrial&ghydrogenasen des Succinat-
Tetrazolium-Reduktase-Systems Zu einem violetten, asserunldslichem
Formazanderivat reduziert. Da die Enzyme nur ialeit Zellen aktiv sind, kann man
durch diesen Test Rickschlisse auf die Zellvitatigghen, da mit ansteigender Zellzahl
die optische Dichte des Formazans proportional marii [56, 57]. Die Menge des
gebildeten Formazans wird bei einer Wellenlange &&®-600nm photometrisch
bestimmt, bei der das Substrat MTT nicht absorbiert

HNSCC-Zellen wurden in der entsprechenden Zellzabine 96-Well- Platte pipettiert
(ca. 2500 Zellen in 70ul DMEM pro Well). Nach 24khinden gegebenenfalls die 10uM
SB203580 und/oder 200ng/ml PMA zugegeben und dierze-72h inkubiert. Fur die
enzymatische Reaktion wurde 5mg/ml MTT-Gebrauchsigs(Sema) pro Well nach
Ende des jeweiligen Zeitpunktes zugegeben und blaaturch Zugabe von 100ul MTT
Solubilization Lésung (8MA) abgestoppt. Nach einer weiteren Stunde Inkubation
Dunkeln wurde die Absorption bei 560nm gegen diéeRmzwellenlange von 650nm
in dem MRX Mikrotiterplatten-Photometer YRATECH LABORATORIES) gemessen.

4.12 Proteom Profiler Array (R ND SYSTEMS)

Das Prinzip dieses Protein Arrays beruht auf deicpkeitige Analyse verschiedener
Proteine auf einer Nitrozellulosemembran. Auf dieditrozellulosemembran sind
Primarantikoper ("Capture Antibodies") gegen die untersuchenden Proteine und
Kontroll-Antikérper als Doppelbestimmungen gespott@rden. Nach der Inkubation
mit Zelllysaten wurden ungebundene Proteine durchsdNschritte entfernt. Dann
erfolgte die Inkubation mit einem spezifischen ioigliertem Antikorper, mit

anschlieender Inkubation mit einem Anti-Biotin-AFAlkalische Phosphatase)
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Sekundarantikorper (Goat-Anti-Biotin-AP AntibodyiGBIA-ALDRICH (Seelze, D)). Die
Proteine wurden mit einem AP Substrat ("AP-Conjag&ubstrate Kit", BRAD)
visualisiert und erschienen in Abhangigkeit zur getenen Proteinmenge als dunkle
Felder auf der Membran. Die Auswertung erfolgte hiiife des Imaginsystems Gel-
Dok XR und der QuantityOne Software (beidasAD). Es wurde die Pixelintensitat
der einzelnen Felder auf der Nitrozellulosemembmgemessen und von der
Pixelintensitat des Membranhintergrundes abgezoDen Pixelintensitat der Proteine
war abhangig von der Menge an gebundenem ProteinHMe der im Array Kit
enthaltenen Schablone wurden die Koordinaten aeeen Proteine ermittelt.

In dieser Arbeit wurde mit diesem Array zum einele delative Expression von
phosphorylierten und unphosphorylierten MAPKs undeaen Serin/Threonin Kinasen
(Human Phospho-MAPK Array Kit) und die Expressiomnv pro-apoptotischen
Proteinen (Human Apoptosis Array Kit) bestimmt. i&srden 2 x 10 Zellen von PCI1
und/oder T47D pro T25 Zellkulturflasche ausgesét uiper Nacht in DMEM inkubiert.
Nach der Stimulation mit 50pg/ml Polyl:C fir 72habzanit 200ng/ml PMA oder 10uM
SB203580 fir jeweils 15min, wurden die Zellen m@ndim Array Kit enthaltenden
Lysispuffer versetzt und 30min auf Eis inkubiertadd einem Zentrifugationsschritt
(13000UpM, 10min) wurde die Proteinkonzentrationt nhlilfe der Bradford-
Proteinbestimmung mit demi&AD Protein Assay durchgefuhrt [100]. Die Proteine
konnten bei -80°C gelagert werden. Die weitere biilcrung der Protein-Arrays
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Der AntetiBi Sekundarantikérper (Goat-
Anti-Biotin-AP Antibody; SGMA-ALDRICH) wurde im Verhaltnis 1: 10000 eingesetzt.
Um die Arrays miteinander vergleichen zu kénnenrdeudie Reaktion mit dem AP-

Substrat wurde nach 10min abgestoppt.
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6 Anhang

6.1 Abkurzungsverzeichnis

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

kDa Kilo Dalton

DMEM "Dulbecco’s modified eagle medium"

DMSO Dimethylsulfonséaureoxid

DMSZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen undkzéiliren
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR "Epidermal growth factor receptor”

ERK1/2 "extracellular signal related kinase"

et al. "et alii", und andere

FACS "Fluorescence activated cell sorter”

FCS "Fetal calf serum"

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

g Erdbeschleunigung

GFP "Green fluorescent protein”

GM-CSF "Granulocyte macrophage — colony stimulating fdctor

h Stunde
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HNSCC
IFN

IL

JNK1/2
MAPK
MEK
MDA-5
min

MSK

MTT
NF«B
NK-Zellen
PBS

PCR

PE

PKB, PKC
PMA
PMSF
Polyl:C
RIG-1
RIPA-Puffer
RNA

MRNA

"Head and neck squamous cell carcinoma”
Interferon

Interleukin

"c-Jun N-terminal kinase"

"Mitogen activated protein kinase"
MAP/ERK-Kinase

"Melanoma differentiation associated gene 5"
Minute

"Mitogen and stress-activated protein kinase"
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5- Diphenyl-Tedzoliumbromid
"Nuclear factoxB"

Naturliche Killerzellen

"Phosphat-buffered saline"

"Polymerase chain reaction”

Phycoerythrin

Proteinkinase B, Proteinkinase C
Phorbol-12-myristat-13-acetat
Phenylmethylsulfonylfluorid

Poly lonsinic Acid

"Retinoic acid reducable gene 1"
"Radioimmunoprecipation assay"-Puffer
"Desoxyribonucleic acic"

"messenger RNA"
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SIRNA

RSK

SB203580

SDS

SOCS

STAT3

TBS

TEMED

TGF

TLR

TNF

Tris

U0126

"short interference RNA"
"p90 ribosomal S6 kinase"
2,4,5-Triaryl Imidazol
"Sodium-Dodecylsulfate"
"Suppressor of cytokine signalling”
"Signal transducer and regulator of trangmip
"Tris-buffered Saline"
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
"Transforming growth factor"”
Toll-like-Rezeptor
Tumornekrosefaktor
Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan

1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis-(2-aminopHhéng)butadiene
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