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1 Einleitung

1.1 Das Zervixkarzinom (state of the art)

Urspriinglich war das Zervixkarzinom das haufigste Karzinom des weiblichen Genitals.
Die Inzidenz variiert heute weltweit zwischen flinf (Spanien) und 45 (Kolumbien) pro
100.000 Frauen pro Jahr [1]. In Deutschland lag die Inzidenz 1971 bei 35/100.000 und
im Jahr 2001 bei 12/100.000. Im Vergleich zum Zervixkarzinom liegt die Inzidenz der
zervikalen Pridkanzerosen, der sogenannten zervikalen intraepithelialen Neoplasien
(CIN I — III) um das 100-fache hoher [1]. Diese Verschiebung erklért sich durch die
Auswirkungen der Krebsvorsorgeuntersuchungen, die einmal pro Jahr ab dem 20. Le-
bensjahr erfolgen sollten. Wichtig sind hier vor allem eine vaginale
Spekulumuntersuchung sowie eine Abstrichentnahme von der Portio und aus dem
Zervikalkanal. Bei makroskopischen Auffilligkeiten sollten zudem eine kolposkopische
Untersuchung und gegebenenfalls eine Probenentnahme erfolgen. Der dabei gewonnene
Abstrich wird anschlieend zytologisch untersucht und nach Papanicolaou klassifiziert.
Die zervikalen intraepithelialen Neoplasien entstehen an der Grenze zwischen Platten-
epithel und Zylinderepithel, die auch Transformationszone genannt wird. Diese ver-
schiebt sich entsprechend des Einflusses von Ostrogen, je nach der Lebensphase einer
Frau, und liegt bei jungen Frauen zu Beginn der Geschlechtsreife peripher auf der
Ektozervix, bei dlteren postmenopausalen Frauen zentral in der Endozervix. Histolo-
gisch werden die zervikalen intraepithelialen Neoplasien, je nach Schweregrad der zel-
luldren Atypien und Ausdehnung der Verdnderung, in CIN I — III eingeteilt [1]. Die Al-
tersverteilung des Zervixkarzinoms zeigt einen ersten Gipfel zwischen 35 und 39 Jahren
und einen zweiten Gipfel zwischen 60 und 64 Jahren. Das mittlere Alter bei Diagnose-
stellung liegt bei 52,2 Jahren. In 80 % der Fille treten Plattenepithelkarzinome auf, wo-
bei sich allerdings der Anteil der Adenokarzinome in den letzten 25 Jahren von 10 auf
20 % erhoht hat [1]. Die Krankheitsentstehung ist bisher nicht vollstindig geklart. Man
nimmt an, dass Zervixkarzinome von humanen Papillomaviren (HPV) mitverursacht
werden. Es handelt sich dabei um kugelférmige, unbehiillte, doppelstringige DNA-
Viren (dsDNA), die zu den Papovaviridae gehoren, und von denen insgesamt circa 200

verschiedene Typen bekannt sind. Die meisten dieser Viren sind fiir den Menschen rela-



tiv harmlos und konnen lediglich unangenehme Feigwarzen (Condylomata acuminata)
verursachen. Die Infektion mit den sogenannten Hochrisiko-Typen humaner
Papillomaviren (high-risk HPV) stellt, von wenigen Ausnahmen abgesehen, eine Vo-
raussetzung fiir die Entstehung des Zervixkarzinoms dar. Zu den Hochrisiko-HPV-
Typen zédhlen unter anderem 16, 18, 31, 33,45, 51, 52 und 56 [1]. Dabei nimmt man an,
dass sowohl das E6- als auch das E7-Protein der high-risk HPV ihre onkogene Aktivitit
dadurch erreichen, dass sie mit bestimmten Proteinen der Wirtszelle interagieren und
deren Funktion beeintrachtigen [2]. Nach dem heutigen Stand der Forschung geht man
davon aus, dass E6 den Abbau des Tumorsuppressorproteins p53 bewirkt, dadurch den
programmierten Zelltod nach DNA-Schidigung inhibiert und somit zur genetischen
Instabilitidt der Wirtszelle beitrdgt [3]. Dagegen konnte gezeigt werden, dass E7 das
Tumorsuppressorprotein pRb (Retinoblastom-Protein) inaktiviert und somit die Prolife-
ration der Wirtszellen stimuliert [3]. Eine weitere Ursache der Tumorentstehung kann
eine erworbene Immunschwéche sein. Auch Fettleibigkeit wird derzeit als potentieller
Risikofaktor fiir das Adenokarzinom angesehen [4]. Als weitere Risikofaktoren werden
das Rauchen, Genitalinfektionen sowie Promiskuitét unterstiitzt durch Langzeiteinnah-

me von oralen Kontrazeptiva diskutiert [1].

Derzeit wichtigster praventiver Ansatz sind die seit September 2006 bzw. seit Oktober
2007 in Deutschland verfligbaren HPV-Impfstoffe, die zur Prophylaxe von hochgradi-
gen Dysplasien der Zervix uteri und des Zervixkarzinoms, hochgradiger dysplastischer
Lisionen der Vulva sowie von dulleren Genitalwarzen, die durch die Typen 6, 11, 16

und 18 des humanen Papillomavirus (HPV) verursacht werden, dienen sollen [5].

Adéquate Behandlungsmoglichkeiten richten sich vor allem nach dem Tumorstadium.
In den Friihstadien und insbesondere bei prdmenopausalen Patientinnen wird die Opera-
tion nach Wertheim-Meigs vorgezogen [1]. Dieses Operationsverfahren beinhaltet die
Hysterektomie, die Entfernung der Tuben und einer Scheidenmanschette sowie der Li-
gamenta sacrouterina und der pelvinen und paraaortalen Lymphknoten. Dabei gilt, dass
bis zum Stadium Ia und in ausgewéhlten Einzelfdllen auch Ib die Operation die Thera-
pie der Wahl ist [6]. Bei primér operablen Patientinnen ist auch in den Stadien Ila und
IIb die Operation mit paraaortaler Lymphonodektomie die bevorzugte Methode, gege-
benenfalls in Kombination mit einer postoperativen Bestrahlung [1]. Im Stadium III und

in vielen Féllen des Stadiums IIb stellt eine simultane Radiochemotherapie bei Fehlen



von Kontraindikationen die Behandlung der Wahl dar [1]. Bei gleichzeitiger Kombina-
tion von Radio- und Chemotherapie (RCT) nutzt man nicht nur die eigenstdndigen zyto-
toxischen Effekte beider Modalitdten, sondern man bewirkt auch eine Intensivierung der
Therapie durch die kurze Gesamtbehandlungszeit und in der Regel eine spezifische Ra-
diosensibilisierung von Tumorzellen. Bei zahlreichen Tumorentitéten ist dieses Vorge-
hen deshalb wirksamer als eine zeitlich getrennte (sequentielle) Radiochemotherapie. In
diesem Zusammenhang kommt dem Chemotherapeutikum Cisplatin, das zu den effek-
tivsten Radiosensitizern unter den Chemotherapeutika zéhlt, eine wichtige Bedeutung
als Strahlensensitizer beim Zervixkarzinom zu [72]. Im Stadium IV infiltriert der Tumor
die Schleimhaut von Blase oder Rektum und bzw. oder iiberschreitet die Grenzen des
kleinen Beckens und setzt Fernmetastasen. Bei diesem fortgeschrittenen Tumorleiden

wird die Radiotherapie als palliative Therapie eingesetzt [1].

Da die Behandlungsmoglichkeiten limitiert sind, gewinnen neue Therapieansitze, wie
immunologische Therapien, zunehmend an klinischem Interesse. Dabei wird die heraus-
ragende Rolle verschiedener Proteine deutlich, die tumorspezifisch exprimiert sind und
sich somit als geeignete therapeutische Angriffspunkte erweisen. In diesem Zusammen-
hang ist beispielsweise Survivin [7] zu nennen, ein apoptosehemmendes Protein, das
von unterschiedlichen Krebszellen gebildet wird. In aktuellen Studien wird Survivin als
Zielmolekiil im Rahmen der Immuntherapie beim kolorektalen Karzinom sowie beim
Zervixkarzinom iiberpriift. Diesbeziiglich lduft eine Kooperationsarbeit zwischen der
Frauenklinik und der Klinik fiir Haut- und Geschlechtskrankheiten der Universitét

Wiirzburg.

1.2 Macrophage migration inhibitory factor (MIF)

MIF ist ein Zytokin, das bereits 1966 erstmals beschrieben wurde [8]. Urspriinglich
nahm man an, dass MIF von aktivierten T-Lymphozyten bei Antigenkontakt freigesetzt
wird und dazu fahig ist, die zufillige Bewegung und Migration von Phagozyten zu inhi-
bieren. Diese Fahigkeit von MIF weckte besonderes Interesse im Rahmen der immuno-
logischen Forschung. Somit war dieses niedermolekulare Glyko-Protein (12,5 kD) eines
der ersten 16slichen Zytokine, welches in vitro untersucht werden konnte. Neuere Arbei-
ten weisen in einer groBen Anzahl von Geweben ein breites Expressionsmuster von

MIF nach [9]. MIF wird in Zellen des Immunsystems wie zum Beispiel Monozy-



ten/Makrophagen [10], in T- und B-Lymphozyten [11, 12], in natiirlichen Killerzellen
(NK) [13], in Basophilen/Mastzellen [14] und auch in Eosinophilen [15] exprimiert.
Des Weiteren fand man heraus, dass endokrine Organe, wie beispielsweise der

Hypophysenvorderlappen [16], Produktionsorte von MIF sind.

Zudem konnte in diversen Tumoren eine MIF-Uberexpression gezeigt werden [17, 18,
19, 20, 21, 22, 23]. In gyndkologischen Tumoren wurde MIF bereits im Mamma- [24]
und Ovarialkarzinom beschrieben [25]. Dabei stellte man relevante Mengen an MIF im

Serum und im malignen Aszites von Ovarialkarzinompatientinnen fest [25].

Die Funktionen von MIF sind vielfdltig: So ist MIF als inflammatorisches
Schliisselzytokin direkt an der Pathogenese des ARDS (acute respiratory distress syn-
drome) beteiligt [26]. Des Weiteren spielt MIF eine wichtige Rolle in der Pathogenese
des Asthma bronchiale [27]. Hier konnte eine erh6hte Menge an MIF in den Luftwegen
von Asthmatikern nachgewiesen werden. Dariiber hinaus zeigten Studien wesentliche
Funktionen von MIF in der Antwort auf Endotoxine und im Rahmen des septischen
Schocks auf [28]. Auch im Zuge der Immunantwort auf Exotoxine grampositiver Bakte-
rien konnte die Rolle von MIF beschrieben werden [29]. Erwdhnenswert ist zudem die
Bedeutung von MIF als Antagonist der Glukokortikoide. Beispielsweise verhindern
Glukokortikoide im Rahmen einer Entziindung die Aktivierung des nukledren Faktors
kB (NF-xB), indem sie die Expression des inhibitorischen IkBa erhéhen. Somit bleibt
NF-kB im Zytosol gebunden und ist infolge dessen inaktiv. MIF wirkt dabei dem anti-
entziindlichen Effekt der Glukokortikoide entgegen, indem es die durch
Glukokortikoide induzierte Zunahme des IkBa verhindert [30]. Eine MIF-
Glukokortikoid-Interaktion wird auch dadurch deutlich, dass eine niedrige physiologi-
sche Glukokortikoidmenge die Freisetzung von MIF aus Monozyten und Makrophagen
stimuliert [31].

Neben dem Nachweis von MIF in gyndkologischen Tumoren zeigte sich beispielsweise
im Rahmen von Untersuchungen beim Prostata-Karzinom, dass MIF durchaus tumorbi-
ologische Bedeutung hat. Eine Hemmung von MIF oder des MIF-bindenden Rezeptors
CD74 [32] hatte hier eine Abschwichung der Invasion dieses Tumors zur Folge [33].
Dartiber hinaus reduzierte ein AKnockdown der MIF-Tumorzell-Linien die

Tumorzellinvasivitit [34].



Des Weiteren weist MIF eine Beteiligung an der Zellproliferation und Zelldifferenzie-
rung auf. So konnte MIF mit der Spezifizierung des Gewebes und der Organogenese
wéhrend der Embryonalentwicklung in Zusammenhang gebracht werden [35]. AuBer-
dem wurde nachgewiesen, dass MIF in den Prozess der Proliferation und Differenzie-

rung der Augenlinse involviert ist [36].

Hieraus ergibt sich auch weiteres tumorbiologisches MIF-Potential. Im Rahmen der
Tumorentstehung supprimiert MIF proapoptotische Prozesse durch Hemmung des
Tumorsuppressors p53 [37] und induziert die Signaltransduktionskaskade von K-Ras
und anderen Protoonkogenen [38]. Dabei ist p53 aber nicht der direkte Angriffspunkt
von MIF. Vielmehr bewirkt MIF eine Reduktion der p2l- und Cyclin G-
Transkriptionsrate sowie eine Abnahme des murine double minute 2 (MDM2) Proteins,
also eine Abnahme jener Proteine, die Zielproteine der transkriptionalen p53-Aktivitét
darstellen. Aktuelle Daten verweisen zudem auf die Moglichkeit einer direkten Interak-
tion von MIF mit p53, vermittelt iiber Cysteinreste [39]. Somit tragt MIF zur Tumorge-
nese auch durch eine direkte Hemmung von p53 bei. Des Weiteren wird die Tumorpro-
gression unter anderem durch die Induktion der Neoangiogenese z. B. {iber den vascular
endothelial growth factor (VEGF) unterstiitzt [40]. Die Bedeutung von MIF fiir die Tu-
morgenese wird zudem dadurch gezeigt, dass Fibroblasten von MIF-knockout Miusen
resistent gegen eine maligne Transformation sind [41]. Ein Effekt von MIF auf die
Tumorangiogenese, Tumorproliferation und Metastasierung ist auBerdem durch Studien
bei MIF-knockdown Neuroblastomzellen belegt [42]. Daneben zeigen weitere Untersu-
chungen, dass MIF bei Tumoren in der Lage ist, NK-vermittelte Zell-Lysen zu hemmen

[43].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die proinflammatorischen sowie die tu-
morbiologischen Funktionen von MIF wahrscheinlich einerseits durch Unterhaltung
chronischer Entziindungsprozesse, andererseits durch Eingriffe in den Zellzyklus zur
Tumorentstehung beitragen. Der Weg von der chronischen Inflammation zur Tumorent-
stehung und die damit verbundenen molekularen Mechanismen, wie Proliferation, Inva-
sion, Migration und Metastasierung, stellen wichtige Ansatzpunkte in der aktuellen For-
schung dar. Die Kenntnis iiber die Biologie der verschiedenen Tumorarten ist diesbe-

zliglich ganz wesentlich fiir die Entwicklung neuer Therapieansitze.



Die Rolle von MIF im Zervixkarzinom wurde bislang noch nicht untersucht. Dies ist
das Ziel der vorliegenden Arbeit, in der zunédchst die Expression von MIF im
Zervixkarzinom tiiberpriift wird. Des Weiteren soll eine MIF-abhdngige Modulation der
Strahlensensitivitit von Zervixkarzinomzellen untersucht werden, da beim
Zervixkarzinom insbesondere die Radiotherapie ggf. in Kombination mit einer Chemo-
therapie von zentraler Bedeutung ist. Dies ist insofern von klinischem Interesse, da ei-
gene, bislang nicht publizierte Daten eine mogliche MIF-abhédngige Verdnderung der
Chemotherapiesensitivitdit von Ovarialkarzinomzellen zeigten. Zudem stellt sich die
Frage, ob die tumorférdernden Eigenschaften von MIF wie beispielsweise die Hem-

mung des Tumorsuppressors pS3 durch einen MIF-Inhibitor beeinflussbar sind.



2 Material und Methoden

2.1 Patientencharakteristik

Zum Nachweis der mRNA Expression von MIF im Zervixkarzinom wurde RNA aus
acht Gewebeproben von Frischmaterial, aus vier Plattenepithelkarzinomen, aus einem
Adenokarzinom und aus drei gesunden Zervixgeweben, sowie aus insgesamt 14 Paraf-
finschnitten extrahiert (siche Anhang Tabelle 1). Diese Proben wurden zuvor von erfah-
renen Pathologen des Pathologischen Instituts der Universitdt Wiirzburg beurteilt und

entsprechend klassifiziert.

Bei den Paraffinschnitten handelte es sich um vier Zervixdysplasien, vier Carcinomata

in situ und sechs Plattenepithelkarzinome der Zervix.

Der Nachweis von MIF auf Proteinebene wurde durch eine immunhistochemische Fér-
bung an 32 Zervixdysplasien, 23 Carcinomata in situ und CIN III und 26
Zervixkarzinomen durchgefiihrt (sieche Anhang Tabelle 2). Diese Proben wurden eben-
falls routinemdfBig am Institut fiir Pathologie der Universitidt Wiirzburg beurteilt und den

aufgefiihrten Diagnosen zugeteilt.

2.2 Zellkultur

Zum Nachweis einer moglichen MIF-abhingigen Modulation der Strahlensensitivitét
beim Zervixkarzinom wurden die immortalisierten Zervixkarzinomzell-Linien SiHa
(ATCC, Katalognummer HTB-35, squamdses Zervixkarzinom) und CaSki (ATCC, Ka-
talognummer CRL-1550, Metastase eines epidermoiden Zervixkarzinoms im
Mesenterium) verwendet. Als Medium diente RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich), wobei 10 % fotales Kélberserum (FCS) (Biochrom AG, Berlin,
Deutschland), 1 % Penicillin-Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich) und 0,5 % Natriumpyruvat (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) zu-
gesetzt wurden. Die Zellen wurden bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit in einem mit 5
% CO; begasten Brutschrank (HERAcell 150 Zellkulturinkubator, Heraeus Holding,
Hanau, Deutschland) gehalten und je nach Dichte 1:10 gesplittet.



2.3 MIF-Expression auf mRNA-Ebene

2.3.1 mRNA-Isolierung

2.3.1.1 mRBNA-Extraktion aus Paraffinschnitten

Die Durchfiihrung dieses Verfahrens erfolgte unter Verwendung des High Pure FFPE
RNA Micro Kit (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland). Hierzu wurden zunichst Paraffinschnitte mit 1 — 10 um Dicke angefertigt
und diese mit jeweils 800 ul Xylol, dann 800 pl Ethanol absolut und schlieBlich 800 pl
Ethanol 70 % entsprechend den Angaben des Herstellers entparaffiniert. Nach der Ent-
fernung des 70 %igen Ethanols inkubierten die offenen Reaktionsréhrchen (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) im Heizblock (Biometra® GmbH, Thermoblock TBI1,
Gottingen, Deutschland) fiir 5 — 15 min bei 55 °C zur Lufttrockenheit der Pellets. Pro
entparaffiniertem Gewebepellet wurden 60 pl Lysepuffer und 10 pl 10 %iges
Natriumdodecylsulfat (SDS) hinzugefiigt. Zwischen jedem Schritt erfolgte ein kurzes
Vortexen und Zentrifugieren. Nach der Zugabe von jeweils 30 pl Proteinase K und ei-
ner Inkubation von 3 Stunden bei 55 °C wurden 200 pl Bindungspuffer und 200 pl
Ethanol absolut zugegeben. Im Anschluss an die Kombination des High Pure Filterreak-
tionsrohrchens mit dem Sammelreaktionsrohrchen wurde das Lysat in das obere Reser-
voir pipettiert, fiir 30 s bei 8.000 x g in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Vor einer Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur erfolgte die
Zugabe von 30 ul DNase Losung (3 pl DNase Inkubationspuffer und 27 ul DNase).
Nach dem Hinzufiigen von 300 pul Waschpuffer I und nacheinander 300 pl und 200 pl
Waschpuffer II in das obere Reservoir wurde jeweils zentrifugiert. Im Anschluss an die
Uberfiihrung des High Pure Filterreaktionsrdhrchens in ein neues 1,5 ml Reaktionsrohr-
chen und nach der Zugabe von 20 pl Elutionspuffer folgte die Inkubation fiir 1 min bei
Raumtemperatur. Das Eluat wurde nach wiederholtem Zentrifugieren aufgenommen,
fiir I min bei Raumtemperatur inkubiert und bei 8.000 x g fiir I min zentrifugiert. Das

Mikrozentrifugenréhrchen enthielt nun die eluierte RNA.



2.3.1.2 mRNA-Extraktion aus Frischgewebe

Die mRNA-Isolierung aus Frischgewebe erfolgte mit dem TRIzol®Reagent (Gibco®
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Zu je etwa 50 — 100 ug Frischgewebe wur-
de 1 ml TRIzol hinzugefiigt, gut gemischt und in ein Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Nach
einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurden zur Phasenseparierung 200 ul
Chloroform dazugegeben, flir 15 s gemischt und erneut fiir 2,5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde bei 4 °C 15 min lang bei 12.000 x g zentrifugiert, da-
nach die obere wissrige Phase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt.
Zur RNA-Prazipitation war es notig, 500 pl Isopropanol hinzuzufiigen und fiir 15 s zu
mischen. Im Anschluss an eine Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur folgte er-
neut ein Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g fiir 10 min bei 4 °C. Nach Verwerfen des
Uberstands schloss sich das Reinigen der RNA mit 1 ml Ethanol 75 % an. Sobald das
RNA-Pellet luftgetrocknet war, wurde es in 50 pl Diethylpyrocarbonatwasser (DEPC-
H,0) aufgenommen. Zum DNA-Verdau und zur RNA-Konzentrierung war ein Mas-

termix pro Ansatz notwendig, der sich folgendermallen zusammensetzte:

- 489 ul DEPC-H,O (0,2 % Natriumazetat, 0,2 % Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid (Tris-HCL) pH 7,4, 0,2 % Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA))

- 3,8 ul 3 M Na-Acetat pH 5,5 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 0,5 ul 1 M Magnesiumchlorid (MgCl,) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

- 1,8 ul DNase I (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)

Somit wurden 55 pl dieses Ansatzes zu je 50 pl isolierter RNA hinzugefiigt und fiir 15
bis 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pl 3 M Na-Acetat
pH 8 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und 250 pl Ethanol absolut
zugegeben, gemischt und fiir 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach dem Dekantie-
ren des Uberstands erfolgte ein Waschschritt mit 250 pl Ethanol 75 % und ein erneutes
Zentrifugieren fiir 15 min bei 13.000 rpm. Im Anschluss an die Entfernung des Uber-
stands wurde das Pellet in 15 pl RNase-freiem H,O aufgenommen, 1:100 verdiinnt und
die RNA-Quantitit im Photometer (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gemessen
(Faktor: x 40 fiir RNA). Zur Qualititsbestimmung diente ein Gellauf, wofiir jeweils 1



pg RNA verwendet wurde. Als Gel kam ein Agarosegel mit folgenden Bestandteilen

zum Einsatz:

- 0,5 g Agarose (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 36 ml destilliertes Wasser (hauseigene Reinstwasseranlage)

- 5ml 10 x 4-Morpholinopropansulfonsiure-Puffer (MOPS-Puffer) (Carl Roth GmbH
+ Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 9 ml Formaldehyd 37 % (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 4 pl Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland)

Fiir den Gellauf wurden je Probe 12 pl eines Formaldehyd/Formamid-Mixes bendtigt,

der sich wie folgt zusammensetzte:

- 500 pl Formamid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 200 pl Formaldehyd 37 % (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 150 pl 10 x MOPS-Puffer (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 150 ul DEPC-H20

Diesem Mix fligte man fiir den Gellauf jeweils 0,5 — 1 pg RNA und 2 pl Ladepuffer
hinzu, denaturierte das Gemisch bei 70 °C fiir 5 min, transferierte die Proben in die Gel-
taschen und lief das Gel bei 100 V, 100 mA 20 min laufen. Der Ladepuffer setzte sich

aus folgenden Bestandteilen zusammen:

- 15 ml Tris-Acetat-Ethylendiamintetraessigsdure (TAE) 50 x Puffer (Gibco®
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

- 25 ml destilliertes Wasser

- 60 ml Glycerin/Glycerol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 20 mg Orange G (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 50 mg Xylencyanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

Bei intakter RNA waren im Gel deutlich zwei scharf getrennte Banden zu sehen, die

den ribosomalen RNAs 28S und 18S entsprachen.
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2.3.2 cDNA-Synthese

Zur reversen Transkription der gesamten RNA aus Frischgewebe und Paraffinschnitten
diente anschlieBend das RevertAid™ First-Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland). Dabei benétigte man jeweils 1 pg RNA und 1 pl Oligo dT
Primer auf 11 pl DEPC-H,0. AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 min bei 70 °C in
den Thermocycler (Biometra® GmbH, T-Gradient, Gottingen, Deutschland) und an-
schlieBend auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von 4 ul 5 x Puffer, 1 ul RiboLock RNase-
Inhibitor und 2 pl Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix (ANTP-Mix) erfolgte ein weite-
rer Reaktionsschritt fiir 5 min bei 37 °C in dem Thermocycler und schlielich ein erneu-

tes Abkiihlen auf Eis. 100 pl des 5 x Puffer setzten sich folgendermaflen zusammen:

- 250 mM Tris-HCL (pH 8,3 bei 25 °C)

250 mM Kaliumchlorid (KCl)

20 mM MgCl,

50 mM DTT (Dithiothreitol)

Fiir die reverse Transkription wurde jeweils 1 pl RevertAid Reverse Transkriptase zu-
gegeben und die Proben fiir 60 min bei 42 °C erneut in der Polymerase Kettenreaktions-

Maschine (PCR-Maschine) inkubiert und anschlieSend fiir 10 min bei 70 °C inaktiviert.

Zur Kontrolle der cDNA-Synthese wurde zudem eine Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase-PCR (GAPDH-PCR) mit dem AB Kit (AmpliTag® DNA-Polymerase
with GeneAmp®, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Hierfiir

war fiir einen 25 pl-Ansatz folgender Mastermix notig:

17,375 ul DEPC-H,0

- 2,5ul 10 x Puffer

- 2,5uldNTP2 mM

- 0,25 pl Primer reverse STCCACCACCCTGTTCCTGTA-3'

- 0,25 pl Primer forward 5ACGACAGTCCATGCCATCAC-3'

- 0,125 pl Tag-Polymerase



Nach der Zusammenstellung dieses Ansatzes wurden 24,5 ul je Probe in ein Reaktions-
gefal pipettiert und jeweils 0,5 ul cDNA hinzugefiigt. Als Negativkontrolle diente H,O.

AnschlieBend erfolgte wiederholt ein Reaktionsschritt im Thermocycler.
Die Bedingungen fiir diese PCR lauteten folgendermafien:
- 3min 95 °C
- 30 Zyklen:
- 30s95°C
- 30s59,5°C

- 30s72°C
- 10min 72 °C

2.3.3 RT-PCR (TagMan®)

Zum Nachweis der mRNA Expression von MIF im Zervixkarzinom diente die relative
real-time PCR (TaqMan®) (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) aus cDNA
der Frischgewebeproben und der Paraffinschnitte. Zunéchst erfolgte eine Verdiinnung
der cDNA 1:10, der MIF-Primer 1:20 und der 18S-Primer 1:50 mit destilliertem Was-
ser. Nun wurde der Mastermix zusammengestellt, der je Probe aus 7,5 ul Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland), 0,9 pl Primer
forward, 0,9 pl Primer reverse und aus 0,7 pl destilliertem Wasser bestand. Nach dem
Pipettieren von jeweils 5 pl der 1:10 verdiinnten cDNA in eine 96-well-Platte wurden

10 pl Mastermix je Probe hinzugefiigt.
Die Bedingungen fiir diese PCR im Thermocycler waren:

10 min 50 °C

- 3min 95 °C

- 40 Zyklen:
- 30s95°C
- 30s60°C

- 30s72°C
- 15s72°C



Dabei wurden folgende spezifische Primer angewendet:

- 18Sup: 5-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3' (Nukleotide 450-469)

- 18S down: 5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3' (Nukleotide 636-619)

- MIF up: 5'-GCCCGGACAGGGTCTACA-3' (Nukleotide 272-289)

- MIF down: 5'-CTTAGGCGAAGGTGGAGTTGTT-3' (Nukleotide 349-328)

2.3.4 Auswertung

Zur Durchfiihrung der Datenanalyse kam die AACt Methode zur relativen Quantifizie-
rung zur Anwendung. Dabei wurde zunéchst fiir jede untersuchte Probe der Cr Wert des
Referenzgens, das die ribosomale Untereinheit 18S darstellte, vom Cr Wert des zu un-
tersuchenden Gens (hier gesundes Zervixgewebe, Plattenepithel- und Adenokarzinom
der Zervix) subtrahiert (ACt = Cr MIF — Cr 18S). Nach dieser Normierung wurde vom
ACr Wert der experimentell behandelten Proben der Mittelwert der gesunden
Zervixgewebe, der hier als Kontrolle diente, subtrahiert. Es resultierte der sogenannte
AACt Wert der einzelnen Proben. Der relative MIF Expressionsunterschied ergab sich

aus der arithmetischen Formel 2724¢T,

2.4 MIF-Expression auf Proteinebene

2.4.1 Immunhistochemie

In Paraffin eingelassene Gewebeproben von 32 Zervixdysplasien, 23 Carcinomata in
situ und CIN III und 25 Zervixkarzinomen wurden in Stiicke zu je 10 um Dicke ge-
schnitten (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland), auf silanisierte Objekt-
trager (Superfrost, Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) gezogen und in abstei-
gender Alkoholreihe entparaffiniert. Zur Antigendemaskierung diente danach ein Reak-
tionsschritt in 10 mM Natriumecitratpuffer (pH 6) in der Mikrowelle (Siemens, Amberg,
Deutschland) bei 750 Watt fiir 3 x 5 min. Nach der Spiilung im destillierten Wasser
wurde die endogene Peroxidase durch Inkubation der Schnitte fiir 10 min in H,O, (3 %
in Methanol) geblockt. Im Anschluss an einen erneuten Waschschritt zunédchst mit des-
tilliertem Wasser und dann im salzigen Phosphatpuffer (PBS) (Dulbecco’s PBS,
Biochrom AG, Berlin, Deutschland) erfolgte ein Blocken der Schnitte fiir 15 min mit 1

%igem Ziegennormalserum in PBS. AnschlieBend inkubierten die Objekttrager mit dem



monoklonalen Anti-human MIF-Antikorper (AK) (Klon 12302, R&D Systems Inc.,
Minneapolis, USA, 1:100 geldst in PBS) fiir 45 — 60 min bei Raumtemperatur. Dann
wurden die Objekttriger mit PBS gespiilt und die AK-Bindung mit dem Labelled
Streptavidin-Biotin 2  System Horseradish  Peroxidase (LSAB2 HRP)-Kit
(DakoCytomation, Hamburg, Deutschland) entsprechend der Vorgaben detektiert. An-
schlieBend folgte ein Waschschritt mit PBS. Gefirbt wurde mit dem 3,3°-
Diaminobenzidin (DAB)-Kitsystem (ZYTOMED Systems GmbH, Berlin, Deutsch-
land). Nach dem Abstoppen der Reaktion mit PBS wurden die Kerne mit Hiamalaun
gegengefirbt und die Objekttriger zundchst im destillierten Wasser und schlielich im
Leitungswasser fiir 5 min gebldut. Die Schnitte wurden dann in aufsteigender Alkohol-
reihe zum absoluten Alkohol dehydriert und {iber Xylol als Intermedium mit Vitro Clud
(Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) und Deckgldschen (Langenbrinck, Em-

mendingen, Deutschland) eingedeckt.

2.4.2 Western Blot

Mittels Western Blot wurden zwei verschiedene Zervixkarzinomzell-Linien, SiHa und

CaSki, auf Proteinebene nach ihrem MIF-Expressionsstatus untersucht.

2.4.2.1 Gele

Trenngel (Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamidgel — 15 % 5 ml)

1,1 ml Hzo

2,5 ml 30 % Acrylamidmix (Rotiphorese®Gel30, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsru-
he, Deutschland)

- 1,3ml 1,5 M TRIS-HCL pH 8,8 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 0,05 ml 10 % SDS (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 0,05 ml 10 % Ammoniumpersulfat (APS) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

- 0,002 ml Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)



Sammelgel (SDS-Polyacrylamidgel =5 % 3 ml)

2.4.

- 2,1 ml Hzo

- 0,5ml 30 % Acrylamidmix (Rotiphorese®Gel30, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsru-
he, Deutschland)

- 0,38 ml 1 M Tris-HCL pH 6,8 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 0,03 ml 10 % SDS (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 0,03 ml Ammoniumpersulfat (APS) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land)

- 0,003 ml TEMED (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

2.2 Puffer

Laemmli-Ladepuffer (Endkonzentrationen)

- 100 mM Tris-HCL pH 6,8 (2 ml 0,5 M) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

- 4 9% SDS (400 mg) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 0,2 % Bromphenol-Blau (20 mg) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 20 % Glycerol (2 ml) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- auf 9 ml mit destilliertem Wasser auffiillen

- zum Gebrauch 10 % B-Mercaptoethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) zugeben, etwa 3 pl fiir 20 pg Protein

Laufpuffer (Endkonzentrationen)

- 25 mM Tris (9 g) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 193 mM Glycin (43,2 g) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 0,5 % SDS (3 g) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- Auf 600 ml mit destilliertem Wasser auffiillen

- pH 8,3 einstellen
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10 x Transferpuffer (Endkonzentrationen)

- 25 mM Tris (30,3 g) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 192 mM Glycin (144 g) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- Auf 1.000 ml mit destilliertem Wasser auffiillen

- pH 8,8 cinstellen

2.4.2.3 Zell-Lyse

Zur Gewinnung der Proteine musste zuvor eine Lyse der SiHa- und der CaSki-Zellen
(jeweils 1 Mio Zellen) vorgenommen werden. Zum Abldsen der Zellen diente jeweils 2
ml Accutase (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich). AnschlieBend wurden
die nun gelosten Zellen mit Medium aufgenommen und bei 1.400 rpm fiir 5 min zentri-
fugiert. Nach drei Waschschritten mit PBS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich) erfolgte die Aufnahme der Pellets der SiHa- und der CaSki-Zellen in jeweils 100
ul Lysepuffer.

Der Lysepuffer setzte sich folgendermallen zusammen:

- 10 ml 0,5 M TRIS-HCL (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 10 ml 1,2 M NaCl (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 5ml 100 mM EDTA (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 500 pl Nonidet P40 (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Nach Auffiillen des Lysepuffers auf 100 ml mit H,O wurden pro 1 ml Lysepuffer fol-

gende Proteinaseinhibitoren hinzugefiigt:

- 2 ul 10 mg/ml Aprotinin (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 2 ul 5 mg/ml Leupeptin (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 5,7 ul 100 mM Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF) (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland)
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Die in jeweils 100 pl Lysepuffer aufgenommenen Zervixkarzinomzellen inkubierten
schlieBlich fiir 20 min auf Eis, bevor bei 1.400 rpm fiir 20 min im Reaktionsréhrchen

zentrifugiert wurde. Im Uberstand befanden sich nun die extrahierten Proteine.

Die Messung der Proteinkonzentration in diesen Lysaten erfolgte nach Bradford mit
Roti®-Quant (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) nach Herstelleran-
weisung in dem dafiir vorgesehenen Messgerdt (TECAN, sunrise Absorbance Reader,

Crailsheim, Deutschland).

2.4.2.4 Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung der Proben wurden der Heizblock auf 95 °C vorgeheizt und anschlie-
Bend 3 pl Laemmli-Ladepuffer in jedes Reaktionsgefal3 pipettiert, schlieBlich jeweils 10
ug Protein der Proben dazugegeben, anzentrifugiert und danach fiir 5 min bei 95 °C in
den Heizblock gestellt. Nach dem Abkiihlen der Proben auf Eis und erneutem Zentrifu-
gieren konnte der Gellauf stattfinden. Vor dem Pipettieren der Proben in die Geltaschen
erleichterte eine Spiilung der Taschen mit Laufpuffer den Vorgang. In eine Tasche wur-
de der Standard 8 pg (Fermentas Page Ruler #SMO0671, St. Leon-Rot, Deutschland)
pipettiert. Der Gellauf erfolgte bei 120 V fiir 1 h 15 min.

2.4.2.5 Blot

Zum Blot wurde das Elektrophorese System (Biometra® GmbH, Géttingen, Deutsch-
land) gemill den Angaben des Herstellers verwendet und der Blot bei 150 V fiir 1,5 h
durchgefiihrt.

2.4.2.6 Proteindetektion und Detektion der Antikérper

Fiir die Antikoérper-Markierung wurde zundchst der PBS-Puffer mit Tween® (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) in einer Schale vorgelegt und die Membran
hinzugefiigt. Nach dem Entfernen des Puffers konnte die Membran mit 0,2 %iger Pon-
ceau-Rot-Losung (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) gefarbt werden.
Im Anschluss an die Entfernung des Farbstoffs inkubierte die Membran erneut im Puf-
fer. Darauthin wurde die Membran zusammen mit 5 ml ROTI®-BLOCK (Artikelnr.
A151, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) zum Abblocken unspezifi-
scher Bindungen in ein 50 ml Reaktionsréhrchen gegeben. Nach 45 min wurde der

ROTI®-BLOCK entfernt und ein Waschschritt der Membran mit PBS schloss sich fiir 5



min an. Als Primédrantikérper wurde der monoklonale Anti-human MIF Antikorper
(Klon 12302, Katalognummer MAB289, R&D Systems Inc., Minneapolis, USA)
1:1.000 verdiinnt eingesetzt. In TS-TMBSA erfolgte iiber Nacht eine Inkubation mit der

Membran.

TS-TMBSA setzte sich nach Protokoll zusammen aus:

- 5ml 10 mM TRIS-HCL (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- 15 ml 150 mM Natriumchlorid (NaCl) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

- 500 pl 0,1 % Tween®20 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
- 10 g2 % Bovines Serumalbumin (BSA) (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland)

- 5ml 0,01 % Natriumazid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

Nach der Inkubation erfolgten die Entfernung des Antikdrpers und eine viermalige Spii-
lung der Membran fiir jeweils 5 min mit PBS + 0,05 % Tween. AnschlieBend wurde 2
% Milchpulver (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) in PBS angesetzt,
in diese Losung als sekundirer Antikorper Anti-Maus-HRP (Katalognummer 31334248,
ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland) 1:5.000 verdiinnt dazugegeben und dieses Ge-
misch zur Membran hinzugefiigt. Nach etwa 1 h Inkubationszeit wurde der sekundére
Antikorper wieder entfernt und die Membran vier Mal fiir 5 min mit PBS-0,05 %

Tween gewaschen.

Zur Filmentwicklung der MIF-Antikorper-Markierung wurde folgende Entwicklungs-

16sung zusammengestellt:
- 1 ml Solution A (4 °C): 200 ml 0,1 M TRIS-HCL (pH 8,6) + 50 mg Luminol
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland, A4685)

- 0,1 ml Solution B (Raumtemperatur im Dunkeln): 11 mg para-Hydroxycoumarinsiure
(Sigma C9008) gelost in 10 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) (AppliChem GmbH, Dar-
mstadt, Deutschland)

- 0,3 ul Wasserstoffperoxid (H,O,)
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Nach einer Inkubation der Membran fiir 2 min in der Entwicklungslésung und Einlegen
der Membran in die Filmkassette wurde der Film in der Dunkelkammer fiir 1 min auf-
gelegt und danach fiir 3 min in das Entwicklungsbad gegeben. Nach kurzem Spiilen des
Films mit destilliertem Wasser und Fixierung in entsprechender Losung (Dauer ca. 7
min) wurde der Film erneut mit destilliertem Wasser gespiilt und getrocknet. Im An-
schluss daran lagerte der Film kurz in destilliertem Wasser und danach fiir 7 min in ei-
nem Fixierbad. Daraufhin musste der Film erneut kurz mit destilliertem Wasser gespiilt

und zum Trocknen aufgehéngt werden.

Zum Nachweis identischer Proteinmengen erfolgte iiber Nacht eine Inkubation der
Nitrozellulosemembran (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) mit dem
von der Ziege stammenden B-Actin-Antikorper (1:1.000 verdiinnt) (Katalognummer sc-
1616, Santa Cruz Biotechnology®, Inc., Heidelberg, Deutschland). Nach der Entfer-
nung des Antikorpers am folgenden Tag und einem Waschschritt der Membran 4-mal
fiir jeweils 5 min mit PBS-Tween wurde der sekundire Antikdrper hinzugefiigt. Dabei
war es erforderlich, den Anti-goat-HRP (Katalognummer 605-4302, Rockland
Immunochemicals Inc., Gilbertsville, Pennsylvania, USA) 1:5.000 zu verdiinnen, diesen
der Membran zusammen mit Milchpulver zuzugeben und fiir etwa 1 h zur Inkubation
stehen zu lassen. Nach der Inkubation wurde der sekundidre Antikorper entfernt und die
Membran 4-mal fiir jeweils 5 min mit PBS-Tween gespiilt. Die Filmentwicklung mit

der B-Actin-Markierung lief in der oben beschriebenen Weise ab.
2.5 Bestrahlung und Zellzyklus-FACS-Analyse

2.5.1 p53-Status der SiHa- und CaSki-Zervixkarzinomzell-Linien

Die zentrale Frage im Rahmen der Bestrahlung der Zervixkarzinomzellen war jene nach

einer moglichen Modulation der Strahlensensitivitit durch MIF.

Vor der Bestrahlung der Tumorzellen wurde der p53-Status, ein molekularer Indikator
fiir das Ansprechen von Radio- und Chemotherapie [44], der SiHa- und CaSki-
Zervixkarzinomzell-Linien anhand eines Reportergen-Assays iiberpriift. Hierflir diente
als Reportergen das Firefly-Luziferase-Gen (Dr. Wischhusen, Wiirzburg, Deutschland)
und pcDNA-p53 als Wildtyp-Plasmid zur Wiederherstellung der p53-Aktivitdt in evtl.

mutierten Zellen. Zundchst wurden 8.000 Zellen pro well in einer 96-well-Platte in 200



pl Medium pro well ausgesdt. Zur transienten Transfektion (ExGen 500, Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland) waren zwei Ansétze notig. Der Reportergen-Ansatz bestand
aus 0,3 pg Gesamt-Plasmid, 0,25 pg Reportergen-Plasmid (p53-luc) und 0,025 ng
Renilla-Luziferase-Plasmid (RL-pcDNA3.1-1ux) (0,025 pg pcDNA3.1). Zur Wiederher-
stellung der p53-Aktivitit waren 0,3 pg Gesamt-Plasmid, 0,25 pg Reportergen-Plasmid
(p53-luc), 0,025 ng Renilla-Luziferase-Plasmid (RL-pcDNA3.1-lux) (1:10) und 0,025
ng pcDNA3.2-p53 (Wildtyp-Plasmid) (1:10) notig. Nach Pipettieren von 20 ul NaCl
150 mM zu 0,3 pg Plasmid, Zentrifugieren und Zugabe von 0,99 ul ExGen erfolgte eine
Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde das Gemisch vorsich-
tig geschiittelt, bei 280 x g fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und schlie3lich
fiir 48 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS dienten
20 pl passive lysis buffer (PLB) zur Lyse der Zellen. Die Messung fand im
Luminometer (Orion Microplate Luminometer, Berthold Detection Systems, Pforzheim,
Deutschland) statt, nachdem bei Raumtemperatur 20 min lang eine Inkubation durchge-
fiihrt, anschlieBend die Zellen geschiittelt und in eine 96-well-Luziferase-Platte (Nunc

GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) transferiert worden waren.

2.5.2 Bestrahlung der SiHa-Zervixkarzinomzellen

Im Anschluss daran wurden die SiHa-Zervixkarzinomzellen mit einer Strahlendosis von
0 Gy bis 15 Gy in An- und Abwesenheit eines préaklinisch evaluierten small molecule

MIF-Inhibitors bestrahlt.

Nach einem Waschschritt mit PBS (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich),
Ablosen der Zellen mit Trypsin/EDTA (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich) und Aufnahme der geldsten Zellen in Medium erfolgte eine Ubertragung der Zel-
len in ein Reaktionsréhrchen und ein Zentrifugieren desselben fiir 4 min bei 1.500 rpm.
Die Zellen wurden nach Verwerfen des Zelliiberstands mit 10 ml Medium aufgenom-
men, davon jeweils 1,5 ml in je 2 Filterkulturflaschen gegeben und jede Filterkulturfla-
sche mit 8,5 ml Medium ergénzt, wobei in eine Filterkulturflasche zusétzlich 10 pl
MIF-Inhibitor pipettiert wurden. Im Anschluss an eine Inkubationszeit von 48 Stunden
mit dem MIF-Inhibitor fand eine Bestrahlung von insgesamt jeweils einer Million Zel-
len mit einer Strahlendosis von 2,5, 5, 10 und 15 Gy statt. Nun wurden die Zellen bei

2.000 rpm fiir 4 min zentrifugiert, mit 5 ml PBS gewaschen und erneut zentrifugiert.
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Nach Entfernung des Zelliiberstands wurden die Zellen jeweils mit 5 ml Medium auf-
genommen, in kleine Filterkulturflaschen {ibertragen und zur Inkubation {iber Nacht bei
37 °C und 5 % CO; in den Brutschrank gestellt. Als Kontrolle dienten nicht bestrahlte
Zellen, die mit bzw. ohne MIF-Inhibitor inkubierten.

2.5.3 Zellzyklus-FACS-Analyse

24 Stunden nach der Bestrahlung wurden alle Zellen nach einem Waschschritt mit PBS
abgeldst und mit 1 ml eiskaltem Ethanol 75 % fiir 20 min fixiert. Nach erneutem Wa-
schen mit kaltem PBS erfolgte die Farbung der Zellen mit Propidiumjodid/RNAseA-
Losung (Propidiumjodid, #P4170, Sigma, Deisenhofen, Deutschland; RNAseA,
#109169, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fiir die Zellzyklus-
FACS-Analyse (FACS = Fluorescence activated cell sorting), indem die Zellen fiir 20
min lichtgeschiitzt bei 4 °C inkubierten. Propidiumjodid interkaliert in doppelstringige
Nukleinsdure, wobei Zell- bzw. DNA-Konzentration und Farbstoffkonzentration vonei-
nander abhédngig sind. Darauthin fand die Messung der einzelnen Zellzyklusphasen im
Durchflusszytometer (FACS-Calibur, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land) statt.

2.6 Klonogenitatsassay

Zusitzlich zum FACS wurde ein Klonogenitétsassay durchgefiihrt. Fiir diesen Versuch
wurden jeweils 500 vorbestrahlte Zellen in 200 ul Medium pro well als Triplikate in
einer 96-well-Platte (TPP, Trasadingen, Schweiz) ausgesét. Dabei erfolgte in einem
Triplikat mit MIF-Inhibitor nach Bestrahlung eine erneute Zugabe des MIF-Inhibitors.
Diese Gruppe wurde mit einem Triplikat ohne zusitzlichen MIF-Inhibitor sowie einem
Triplikat ohne MIF-Inhibitor verglichen. Nach Inkubation des Ansatzes fiir 7 Tage bei
37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, im Brutschrank wurde der Zelliiberstand
abgenommen, die 96-well-Platte einmal mit Leitungswasser gewaschen und in jedes
well 50 pl Kristallviolettlosung (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
(0,5 % in Methanol) pipettiert. Unter leichtem Schiitteln wurde die Platte darauthin mit
dem Farbstoff inkubiert, anschlieBend 3-mal unter flieBendem Wasser ausgewaschen
und bei Raumtemperatur zum Trocknen stehen gelassen. In der mikroskopischen Aus-
wertung zdhlten Zellverbdnde mit mehr als 40 Zellen als Kolonien. Auf diesem Weg

konnte der Einfluss der Bestrahlung auf das Zellwachstum beobachtet werden.
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2.7 Statistik

Zur Korrelation von immunhistochemischen mit klinischen Parametern erfolgte die
Auswertung verschiedener Tumorcharakteristika. Dabei spielte das Tumorstadium
(TNM), das histologische Grading (G1-3) und das Alter der Patientinnen eine Rolle

(siehe Patientencharakteristik).

Zum Nachweis der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-Test (SPSS 15.0 fiir Win-
dows) als nichtparametrischer Test durchgefiihrt (Signifikanzniveau p = 0,05).

Auch wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen dem histochemischen MIF-Score
und dem histologischen Grading anhand einer Korrelationsanalyse nach Spearman
(SPSS 15.0 fiir Windows) untersucht. Daneben wurde mit dem gleichen Verfahren die

Beziehung zwischen dem Tumorstadium (TNM) und dem MIF-Score nidher beleuchtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Expressionsstatus von MIF

3.1.1 MIF-Uberexpression auf mRNA-Ebene

MIF ist im Zervixkarzinom auf mRNA-Ebene iiberexprimiert. Die RT-PCR aus drei
gesunden Gewebeproben der Zervix, aus vier Plattenepithelkarzinomen und aus einem
Adenokarzinom der Zervix zeigte eine signifikante Uberexpression der MIF mRNA im
Zervixkarzinom gegeniiber gesundem Zervixgewebe (MIF relative Expression 90,41 zu

4,51, p <0,01, siche Abb. 1).
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Die mRNA Isolierung aus den 14 Paraffinschnitten unter Verwendung des High Pure
FFPE RNA Micro Kit (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim,

Deutschland) konnte keine verwertbaren Ergebnisse erbringen.

3.1.2 MIF-Uberexpression auf Proteinebene (Immunhistochemie)

Die Immunhistochemie zeigte eine Uberexpression des MIF-Proteins im
Zervixkarzinom (n = 25) im Vergleich zu CIN III/CIS (n = 23) und Dysplasie (n = 32).
Dieser Unterschied war statistisch signifikant (MIF relative Expression 43,10 zu 16,00,
p < 0,000, siche Abb. 2). Ebenso zeigte sich eine MIF-Proteiniiberexpression in CIN
III/CIS-Lasionen im Vergleich zu Dysplasie (MIF relative Expression 33,83 zu 23,81, p
< 0,014, siche Abb. 2).

Fiir eine semiquantitative Evaluation der MIF-Expression wurde eine Score-Skala von 0
bis 3 definiert (Score 0 zeigte mikroskopisch 0 bis 20 %, Score 1 zeigte 21 bis 50 %,
Score 2 zeigte 51 bis 80 % und Score 3 zeigte iiber 80 % der gefarbten MIF-haltigen
Zellen). Beispiele sind in Abb. 3 dargestellt.
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Abbildung 3. Expression von MIF in gesundem Zervixgewebe und CIN Il (A Score 0, B Score 1), in CIN 111
und CIS (C Score 1, D Score 2) und im Zervixkarzinom (E Score 3). Die Expression von MIF ist im Zytoplas-
ma lokalisiert.
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Die Auswertung verschiedener Tumorcharakteristika ergab im untersuchten Kollektiv
keine signifikante Korrelation von immunhistochemischen mit klinischen Parametern.
Auch wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem immunhistochemischen
MIF-Score und dem histologischen Grading anhand einer Korrelationsanalyse nach
Spearman (SPSS 15.0 fiir Windows) nachgewiesen. Daneben lieB3 sich mit dem gleichen
Verfahren ebenfalls keine signifikante Beziehung zwischen dem Tumorstadium und

dem MIF-Score nachweisen.

3.1.3 MIF-Uberexpression auf Proteinebene (Western Blot)

Die MIF-Uberexpression in Zervixkarzinomzellen wurde auf Proteinebene anhand eines

Western Blots aus zwei Zervixkarzinomzell-Linien gezeigt (siche Abb. 4).
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3.2 Bestrahlung und Zellzyklus-FACS-Analyse

Die Verteilung der einzelnen Zellzyklusphasen in Abhéngigkeit von der Bestrahlung in
An- und Abwesenheit des MIF-Inhibitors zeigen die Abbildungen 5 und 6. Die beiden
Abbildungen lassen erkennen, dass sich die Zervixkarzinomzellen nach der Bestrahlung
hauptsdchlich in der GO/G1- (blau) und G2/M-Phase (rosa) des Zellzyklus verteilen. Bei
0 Gy und 2,5 Gy sind 58 — 65 % der zervikalen Tumorzellen mit MIF-Inhibitor in der
GO0/G1-Phase im Vergleich zu den Kontrollen ohne MIF-Inhibitor, bei denen 63 — 67 %
in der GO/G1-Phase sind. Ein groBerer Unterschied ist bei 5 Gy zu erkennen. Hier be-
finden sich 41,46 % der Tumorzellen mit MIF-Inhibitor in der GO/G1-Phase, gegeniiber
53,44 % der Kontrollzellen. Ab einer Strahlendosis von 10 Gy ist bei beiden Gruppen
die Mehrheit der Tumorzellen in der strahlensensiblen G2/M-Phase angesiedelt. Aller-
dings zeigt sich, dass sich deutlich mehr Tumorzellen nach MIF-Inhibitorbehandlung in

dieser Phase befinden (62,8 % mit MIF-Inhibitor zu 51,31 % ohne MIF-Inhibitor).
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MIF-Inhibitor

3.3 Klonogenitatsassay

Im Anschluss an die Bestrahlung der SiHa-Zervixkarzinomzellen wurde neben der Zell-
zyklus-FACS-Analyse ein Klonogenititsassay durchgefiihrt, um die Sensibilitit der
Tumorzellen auf die Bestrahlung und die daraus resultierende Bestrahlungstoxizitit zu

beurteilen.

Die Abbildungen 7 und 8 zeigen die Abnahme der iiberlebenden zervikalen Tumorzel-
len in Abhéngigkeit vom MIF-Inhibitor mit steigender Strahlendosis. Im Bereich von 5
Gy erhoht sich mit MIF-Inhibitor die strahleninduzierte Toxizitdt deutlich. Die
Zervixkarzinomzellen mit MIF-Inhibitor (rot) wiesen eine stirkere Reduktion der
Zellzahl als die Tumorzellen ohne MIF-Inhibitor (griin) auf (40 % iiberlebende Zellen
mit MIF-Inhibitor zu 50 % ohne MIF-Inhibitor, 30 % iiberlebende Tumorzellen mit zu-

satzlicher MIF-Inhibitorgabe, siche Abb. 7 und 8).
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Klonogenitatsassay

120
Z 100 —e— ++MIF-Inhibitor | |
5 —— +MIF-Inbhibitor
o 80 1 —a— ohne MIF-Inhibitor ||
g 60 \\\
[ o
8 40
o \\t\\\\
g \
o }
0 T T .

0 2.5 5 10 15
Strahlendosis [Gy]

Abbildung 7

2,5 Gy ohne MIF-Inhibitor 2.5 Gy mit MIF-Inhibitor

-29-



5 Gy ohne MIF-Inhibitor 5 Gy mit MIF-Inhibitor

10 Gy ohne MIF-Inhibitor 10 Gy mit MIF-Inhibitor

15 Gy ohne MIF-Inhibitor 15 Gy mit MIF-Inhibitor

Abbildung 8
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4 Diskussion

Frither begrenzten vor allem Infektionskrankheiten die Lebenszeit vieler Menschen.
Dank der Entdeckung der Antibiotika, der Einfiihrung essentieller Hygienemafnahmen,
der Verbesserung des allgemeinen Lebensstandards und des gezielten Einsatzes von
Schutzimpfungen riicken diese Erkrankungen zunehmend in den Hintergrund [45]. Da-
gegen gewinnen heute im Wandel der Zeit, in der sich die durchschnittliche Lebenser-
wartung durch den medizinischen Fortschritt kontinuierlich erh6ht, maligne Krankhei-

ten immer mehr an Bedeutung [46].

Die zahlreichen Mechanismen, die letztendlich zur Tumorentstehung fiihren, sind viel-
faltig und Gegenstand aktueller Forschungen. Der Grundgedanke der Tumorgenese be-
inhaltet die Haufung von DNA-Schdden und die héhere Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten von Neumutationen durch hiufigere Zellteilungen im Laufe des verldngerten
Lebens [47]. Jedoch fiihrt nicht jeder DNA-Schaden zur Entstehung eines Tumors, da
Korperzellen eine Reihe von Schutzmechanismen besitzen, die zum einen den Schaden
erkennen und zum anderen die fehlerhafte DNA reparieren oder eliminieren kdnnen
[47]. Erst wenn diese Schutzvorrichtungen versagen, ist der Weg zur Tumorentstehung

gebahnt [48].

So geht man heute davon aus, dass auch bei der Entstehung des Zervixkarzinoms be-
stimmte Schutzvorrichtungen scheitern und sich dieser Tumor somit ungehindert entwi-

ckeln kann [2, 3].

Die Identifizierung bestimmter humaner Papillomaviren als Mitverursacher des
Zervixkarzinoms machte die Entwicklung der HPV-Impfstoffe zur Privention der zer-
vikalen Tumorentstehung moglich [49]. Die Folgen dieser Impfstoffeinfithrung werden
sich in den nichsten Jahren auf die Inzidenz der Zervixkarzinome auswirken. Erwartet
wird ein enormer Riickgang dieser Erkrankung, deren Auftreten bereits dank der Vor-
sorgeuntersuchungen stark gesenkt werden konnte [50]. Entwickelt sich dennoch ein
Zervixkarzinom, so sind die Behandlungsmoglichkeiten, insbesondere bei einem weit
fortgeschrittenen =~ Tumorstadium,  begrenzt. = Neue  Therapieansitze,  wie

immunmodulatorische Therapien, riicken hier in das klinische Interesse.

Aktuell stellen Proteine, die in Tumoren hochreguliert sind, eine immer gréf3ere Bedeu-
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tung in der medizinischen Forschung dar. Macrophage migration inhibitory factor
(MIF) ist eines dieser Proteine, welches eine wichtige Rolle in der Proliferation und
Differenzierung von Zellen spielt [36]. Dieses Protein reguliert durch eine Reihe von
Effekten auf die Signaltransduktion die Tumorgenese. Takahashi et al. 1998 konnten
diese Wirkung von MIF, beispielsweise im Rahmen des Dickdarmkarzinoms, nachwei-
sen, indem sie zunichst herausfanden, dass MIF auf mRNA- und auf Proteinebene in
den Tumorzellen iiberexprimiert war [51]. Des Weiteren entdeckten sie eine mogliche
Induktion des Tumorzellwachstums durch MIF zusammen mit anderen Wachstumsfak-

toren [51].

Welche Rolle MIF im Zusammenhang mit dem Zervixkarzinom spielt, ist bislang noch
nicht untersucht worden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher zunichst die Expressi-
on von MIF im Zervixkarzinom auf mRNA- und auf Proteinebene {iberpriift. Da beim
Zervixkarzinom besonders die Radiotherapie ggf. in Kombination mit einer Chemothe-
rapie von Bedeutung ist, interessierte die Frage nach einer mdglichen Modulation der
Strahlensensitivitit durch MIF. Daher wurden Zervixkarzinomzellen, die MIF
exprimieren, unterschiedlichen Strahlendosen ausgesetzt und anschlieBend das Wachs-

tumsverhalten dieser Zellen mithilfe eines Klonogenititsassays beobachtet.

4.1 Expressionsstatus von MIF im Zervixkarzinom

In gyndkologischen Tumoren wurde MIF bereits im Mamma- [24] und im Ovarial-
karzinom beschrieben [25]. Ob auch relevante Mengen von MIF im Zervixkarzinom
nachweisbar sind, wurde zunichst auf mRNA-Ebene iiberpriift. In diesem Versuch
konnte gezeigt werden, dass MIF im Zervixkarzinom iiberexprimiert wird, wihrend
MIF im gesunden Gewebe der Zervix kaum nachweisbar ist. Auch die Forschungser-
gebnisse von Takahashi et al. 1998 [51] beim Kolonkarzinom und von Agarwal et al.
2007 [18] beim Ovarialkarzinom zeigten eine erhohte MIF-Expression in den jeweili-

gen Tumoren im Gegensatz zu den gesunden Geweben.

Neben dem Nachweis der MIF-Uberexpression im Zervixkarzinom auf mRNA-Ebene
wurde die MIF-Expression auf Proteinebene durch Immunhistochemie in zervikalen

Tumorzellen untersucht. Auch die immunhistochemische Analyse erbrachte, dass MIF
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im Zervixkarzinom {iberexprimiert ist. Takahashi et al. 1998 konnten in einer
immunhistochemischen Firbung beim Kolonkarzinom ebenso zeigen, dass MIF vor

allem im Zytoplasma der Kolonkarzinomzellen zu finden war [51].

Des Weiteren ergab eine Western Blot Analyse, dass MIF Protein in zervikalen Tumor-
zellen iiberexprimiert wird. Hierbei wurden zwei unterschiedliche Zell-Linien, SiHa und
CaSki, untersucht. Bei beiden Zervixkarzinomzell-Linien konnte eine MIF-
Uberexpression auf Proteinebene nachgewiesen werden. Zu einem #hnlichen Ergebnis
gelangten auch Takahashi et al. 1998, indem sie beim Kolonkarzinom mithilfe eines

Western Blots eine erhohte MIF-Expression zeigen konnten [51].

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass MIF sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf
Proteinebene im Zervixkarzinom {iiberexprimiert ist. Jedoch bleibt weiterhin unklar,
welche genaue Rolle MIF bei der malignen Transformation spielt. Neben seiner mogli-
chen enzymatischen Aktivitét als Tautomerase [52] konnte MIF ebenso iiber einen Re-
zeptor in der Zellmembran in die Zielzelle eindringen und auf diese Weise wirken. Un-
ter Tautomerasen versteht man eine spezielle Gruppe von Isomerasen, welche die Um-
wandlung von Ketonen in ihre Enol-Tautomere und umgekehrt katalysieren. So konnten
Sugimoto et al. 1996 eine Kristallstruktur, die Bestandteil der Isomerasen ist, auch bei
MIF nachweisen [53]. Als moglicher Rezeptor fiir MIF wurde CD74 identifiziert [32].
CD74 stellt eine unvariable Kette des MHC-II-Komplexes dar, welche auch an der
Zelloberfliche exprimiert wird [32]. Dabei besitzt CD74 selbst keine
Signaltransduktionsdoméne und assoziiert mit dem Adhésionsmolekiil CD44, das in der
Lage ist, Tyrosinkinasen zu aktivieren [54]. Die Frage, ob exogen zugefiihrtes rekombi-
nantes MIF oder endogen exprimiertes MIF seine Wirkung entfalten kann, klarten Hud-
son et al. 1999 [37]. Im Rahmen ihrer Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass MIF
in beiden Fillen eine Umgehung des durch p53 induzierten Wachstumsstopps, der Se-
neszenz und der Apoptose bewirkt, indem es, wie bereits erwihnt, die transkriptionale
Aktivitdt von p53 supprimiert. Das Protein p53 besitzt eine Schliisselrolle in den Me-
chanismen der Wachstumshemmung und der durch genotoxischen Stress verursachten
Apoptose [55, 56]. Fehlt den Zellen p53, konnen sie sich trotz beschidigter DNA ver-
mehren [57]. Auf diese Weise kann auch die Mutation an die ndchste Generation wei-
tergegeben werden. Zudem wird der Eintritt der Zellalterung durch p53 gesteuert [58].

Die Replikationsfahigkeit normaler somatischer Zellen ist zeitlich begrenzt [59]. Dage-
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gen ist die Immortalitét eine wesentliche Eigenschaft maligner Zellen [59], die durch
eine Hemmung von p53 begiinstigt wird. Der hemmende Effekt von MIF auf p53 konn-
te somit moglicherweise zur Tumorentstehung beitragen [60, 61]. Ein weiterer Hinweis
darauf ergibt sich aus der Tatsache, dass eines der hiufigsten Ereignisse bei menschli-

chen Tumoren [37] der Verlust der p53-Funktion ist.

4.2 MIF als méglicher Modulator der Strahlensensitivitat beim

Zervixkarzinom

Bislang nicht publizierte Daten aus dem Labor Wischhusen zeigen eine mdgliche MIF-
abhingige Veridnderung der Chemotherapiesensitivitit von Ovarialkarzinomzellen. Da
beim Zervixkarzinom besonders die Radiotherapie ggf. in Kombination mit einer Che-
motherapie von zentraler Bedeutung ist, riickt die Frage nach einer moglichen Modula-

tion der Strahlensensitivitdt durch MIF in das klinische Interesse.

Ionisierende Strahlen wie Rontgenstrahlen flihren unter anderem zu DNA-
Doppelstrangbriichen, den schwersten Schadigungen der DNA [62, 63]. Die durch ioni-

sierende Strahlen induzierten Doppelstrangbriiche sind wiederum zytotoxisch [64].

Im Versuch wurden die zervikalen Tumorzellen, wie oben erwihnt, in An- und Abwe-
senheit eines préklinisch evaluierten MIF-Inhibitors bestrahlt. In Studien konnte gezeigt
werden, dass eine orale Behandlung mit MIF-Inhibitor bei rheumatoider Arthritis zu
einer signifikanten Abnahme der Gelenkschwellungen fiihrte [65]. Histologische Analy-
sen erbrachten zudem eine reduzierte Inflammation und Zerstorung der Gelenke. Da
MIF, wie bereits erwihnt, aber nicht nur bei entziindlichen Erkrankungen, sondern auch
bei Tumoren eine Rolle zu spielen scheint, stellt sich die Frage, ob der MIF-Inhibitor
ebenfalls eine besondere Stellung in der Therapie des Zervixkarzinoms einnimmt. An-
hand des Bestrahlungsversuchs konnte nachgewiesen werden, dass sich die Tumorzel-
len nach der Bestrahlung hauptséichlich in der GO/G1- und G2/M-Phase des Zellzyklus
verteilten. Zellen in verschiedenen Zellzyklusphasen sind unterschiedlich strahlensensi-
bel. So reagieren Zellen in der G2- und M-Phase wesentlich sensibler auf Bestrahlung
als Zellen in der G1- und GO-Phase [66, 67]. Mit der Zugabe des MIF-Inhibitors wurden
die Tumorzellen strahlensensibler, was am deutlichsten ab einer Bestrahlungsdosis von

5 Gy zu sehen war.
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Ein dhnliches Ergebnis erbrachte zudem der Klonogenititsassay, der im Anschluss an
die Bestrahlung der SiHa-Zervixkarzinomzellen durchgefiihrt worden war.
Klonogenititsassays werden zur Messung der intrinsischen Radiosensitivitdt, der zellei-
genen, inneren Strahlenempfindlichkeit, eingesetzt [68]. Dabei betrachtet man den Zu-
sammenhang von applizierter Strahlendosis und iiberlebenden Zellen. Mit iiberlebenden
Zellen sind diejenigen gemeint, die noch proliferieren und somit Klone ausbilden kon-
nen. Diese Fahigkeit wird als Klonogenitit bezeichnet. Sobald die Reparaturvorgédnge
der bestrahlten Zellen nicht mehr greifen, konnen die DNA-Schiden nicht mehr beho-
ben werden und die Zellen werden an ihrer Proliferation gehindert. Eine wichtige
Schliisselfunktion bei diesen Abldufen wird, wie bereits erwidhnt, dem
Tumorsuppressorprotein p53 zugeschrieben, das an der Steuerung des Zellzyklus und

der Apoptose ebenso beteiligt ist, wie an der DNA-Reparatur [55 — 58].

Bei diesem Versuch wurde eine starke Reduktion der einzelnen Zellklone mit steigender
Strahlendosis deutlich. Ein Unterschied im Zellwachstum der Tumorzellen, die zusétz-
lich den MIF-Inhibitor erhalten hatten, wurde ebenfalls ab 5 Gy ersichtlich. Hier iiber-
lebten nach der Bestrahlung erheblich mehr zervikale Tumorzellen ohne MIF-Inhibitor,

im Gegensatz zu den Tumorzellen, denen der MIF-Inhibitor hinzugefiigt worden war.

Eine denkbare Ursache fiir die erhohte Strahlensensitivitit mit dem MIF-Inhibitor stellt
moglicherweise die Interaktion zwischen MIF und p53 dar. Hudson et al. 1999 gelang
es, durch eine Hemmung von MIF bzw. des MIF-Rezeptors CD74 die MIF-induzierte
p53-Hemmung aufzuheben. Demzufolge konnte man annehmen, dass der MIF-Inhibitor
die p53-Funktion wieder herstellt und p53 ungehindert auf die strahleninduzierte DNA-
Schidigung der Tumorzellen reagieren und diese zur Apoptose fithren kann [37]. Auf
diese Weise wiren Tumorzellen mit MIF-Inhibitor einer Bestrahlungstherapie zugédngli-
cher. Somit kénnte der MIF-Inhibitor die Rolle eines Radiosensitizers {ibernehmen.
Bestrahlungssensitizer kennt man aus In-vitro-Studien bei verschiedenen Tumorzell-
Linien. Dabei erbrachte die Kombination aus Interferon-a oder Interferon-§ mit
Retinoiden und niedrigen Einzeit-Strahlendosen eine signifikant erhohte Strahlenzyto-
toxizitit [69, 70, 71]. Die Moglichkeit, durch Inhibitoren die Strahlensensitivitdt von
Tumoren zu erhohen, wurde bereits bei Altundag et al. 2004 beschrieben [72]. Hier
wurden Cyclooxygenase-2 (COX-2) Inhibitoren eingesetzt, um die malignen Zellen der

Kopf- und Halstumoren strahlensensibler reagieren zu lassen. Neuere Arbeiten zeigten,
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dass COX-2 Inhibitoren beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom die Proliferation
hemmen und die Apoptose induzieren [73]. Diese Effekte wurden mit der Induktion der
p21-Expression durch COX-2 Inhibitoren assoziiert. p21 spielt aber auch bei der Inter-
aktion zwischen MIF und p53 eine Rolle. Im Rahmen der Tumorentstehung supprimiert
MIF, wie oben bereits erwdhnt, proapoptotische Prozesse durch Hemmung des
Tumorsuppressors p53 [37]. Dabei ist p53 jedoch nicht der direkte Angriffspunkt von
MIF. Vielmehr bewirkt MIF unter anderem eine Reduzierung der p2l-
Transkriptionsrate. Somit stellt sich die Frage, ob die MIF-Inhibitoren und die COX-2
Inhibitoren in dhnlicher Weise wirken. Zudem interessiert, ob die MIF-Inhibitoren beim
Zervixkarzinom, #dhnlich wie COX-2 Inhibitoren bei Kopf- und Halstumoren, als
Radiosensitizer eingesetzt werden konnten. Bislang diente Cisplatin im Rahmen der
kombinierten Radiochemotherapie beim Zervixkarzinom als Chemotherapeutikum und
als Radiosensitizer [72, 74]. Wird allerdings eine Patientin lediglich bestrahlt, fehlt der
radiosensibilisierende Effekt des Cisplatins. In diesem Fall konnte moglicherweise der
MIF-Inhibitor als Bestrahlungssensitizer fungieren. Zugleich wiirden damit die Neben-
wirkungen von Cisplatin entfallen, wie zum Beispiel Nephrotoxizitit, Knochenmark-
suppression und Ototoxizitit. Daneben wére zu iiberlegen, ob eine Verstarkung der Ra-
diotherapie durch Radiosensitizer eine Reduzierung der Bestrahlungsdosis ermoglichen
konnte und somit ebenfalls eine Reduzierung von deren gastroenterologischen und hi-

matologischen Nebenwirkungen [75].

In aktuellen Studien werden therapeutische Strategien, die spezifisch auf die verdnderte
Tumorumgebung wirken, in Kombination mit einer Radiochemotherapie bei einem lo-
kal fortgeschrittenen Zervixkarzinom untersucht [76]. Dabei handelt es sich wie bei
MIF um nicht zytotoxische Agenzien, die mit einer Radiochemotherapie kombiniert
werden. Ziel dieser Untersuchungen ist es, die lokale Kontrolle {iber das
Zervixkarzinom und das Uberleben der Patienten mit einem weit fortgeschrittenen
Zervixkarzinom zu verbessern. Daher stellt sich die Frage, ob auch MIF in diesem Zu-

sammenhang eine Rolle spielen kdnnte.

Des Weiteren interessiert, welche Stellung MIF, neben der Bedeutung als Angriffspunkt
des MIF-Inhibitors, noch einnehmen koénnte. Der Nachweis, dass MIF {iberwiegend in
Tumoren und somit auch im Zervixkarzinom iiberexprimiert ist, filhrt zudem zu der

Frage, ob MIF als geeigneter Tumormarker fiir das Zervixkarzinom dienen konnte. Be-
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reits beim Ovarialkarzinom wurde MIF bei Mor et al. 2005 als mdglicher Serumprote-
inmarker in der Fritherkennung des Ovarialkarzinoms in Betracht gezogen [77]. Darii-
ber hinaus konnten Lee et al. 2008 zeigen, dass MIF ebenfalls als frither diagnostischer
Marker beim kolorektalen Karzinom in Frage kommen kénnte [78]. Camlica et al. 2008
war es aulerdem moglich, einen scheinbaren diagnostischen Nutzen von MIF, vor allem
in Kombination mit dem Tumormarker CEA, beim Magenkarzinom herauszustellen
[79]. Auch Meyer-Siegler et al. 2002 priiften die Bedeutung von MIF als Biomarker in

der Friitherkennung des Prostatakarzinoms [80].

Die erzielten Forschungsergebnisse lassen vermuten, dass MIF ein wesentlicher Be-
standteil in der Tumorumgebung ist und eine Rolle in der Tumorgenese und Tumorpro-
gression spielen konnte. Weitere Studien sind nétig, um die Bedeutung von MIF als
potentiellen Angriffspunkt in der Therapie des Zervixkarzinoms und als moglichen

Screeningparameter zu erortern.
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5 Zusammenfassung

Der Prozess der Entziindung und die Entstehung von Neoplasien sind durch komplexe
Abldufe innerhalb des Organismus gekennzeichnet, die einer angemessenen Kontrolle
des Zellzyklus und der Proliferation bediirfen. Dabei spielt eine Reihe von Eiweil3stof-
fen, sowohl im Entziindungsgeschehen als auch in der Entstehung von Malignomen,
eine wesentliche Rolle. Das proinflammatorische Zytokin Macrophage Migration
Inhibitory Factor (MIF) ist eines dieser Proteine, welches einen bedeutenden Beitrag in
der Proliferation und Differenzierung von Zellen leistet. MIF stimuliert die Tumorzell-
proliferation, die Migration und die Metastasierung, fordert die Tumorangiogenese und
hemmt die p53-vermittelte Apoptose. Aufgrund einer vermehrten Expression von MIF
in diversen malignen Tumoren interessierte das Vorkommen von MIF im
Zervixkarzinom. In der vorliegenden Arbeit wurde der Expressionsstatus von MIF im
Zervixkarzinom auf mRNA- und Proteinebene mittels Western Blot und

Immunhistochemie untersucht.

Zum Nachweis der mRNA Expression von MIF im Zervixkarzinom wurde RNA aus
drei gesunden Gewebeproben der Zervix, aus vier Plattenepithelkarzinomen und aus
einem Adenokarzinom der Zervix isoliert. Dabei zeigte sich eine signifikante Uberex-
pression der MIF mRNA im Zervixkarzinom gegeniiber dem gesunden Zervixgewebe.
Des Weiteren konnte im Rahmen einer Western Blot Analyse ebenfalls eine Uberex-
pression von MIF Protein in zervikalen Tumorzellen, SiHa und CaSki, nachgewiesen
werden. AuBerdem zeigte sich auch immunhistochemisch eine MIF Uberexpression.
Dabei wurden Paraffinschnitte von Zervixkarzinomen (n = 25), Carcinomata in situ und

CIN III (n = 23) und Zervixdysplasien (n = 32) immunhistochemisch gefarbt.

Da beim Zervixkarzinom besonders die Radiotherapie meist in Kombination mit einer
Chemotherapie von zentraler Bedeutung ist, riickte die Frage nach einer mdglichen Mo-
dulation der Strahlensensitivitdt durch MIF in das klinische Interesse. Daher wurden
Zervixkarzinomzellen mit einer Strahlendosis von 2,5 bis 15 Gy in An- und Abwesen-
heit eines MIF-Inhibitors bestrahlt und anschlieBend die Bestrahlungszytotoxizitdt die-
ser Zellen mithilfe eines Klonogenitétsassays ndher beleuchtet. Mit steigender Strahlen-

dosis nahmen die iiberlebenden zervikalen Tumorzellen in Abhédngigkeit vom MIF-
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Inhibitor ab. Eine mdgliche Bedeutung von MIF bzw. des MIF-Inhibitors, sowohl als
Radiosensitizer im Rahmen der Strahlentherapie des Zervixkarzinoms als auch als

Screeningparameter, bedarf noch weiterer Studien.
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7 Anhang

Tabelle 1: Gewebeproben aus Frischmaterial

Gesund | Plattenepithel-CA | Adeno-CA
N 3 4 1
Alter (MW) 45 57 51
TNM:
Tla 0
T1b 1 1
T2a 1 0
T2b 2 0
Grading:
Gl 0 0
G2 2 0
G3 2 1

N = Anzahl, MW = Mittelwert, TNM = Tumorstadium
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Tabelle 2: Gewebeproben zur Immunhistochemie

Dysplasie CIS/CIN III Karzinom
N 32 23 25
Alter (MW) 39 42 56
TNM:
Tla 1
T1b 10
T2a 2
T2b 7
T3a |
T3b 3
T4 1
Grading
Gl 1
G2 13
G3 11

N = Anzahl, MW = Mittelwert, TNM = Tumorstadium
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