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1. EINLEITUNG

1.1. Migration

1.1.1. T-Zellen

Das Immunsystem unterscheidet sich sowohl durch seine Komplexitat als auch
durch seine Mobilitat von allen anderen Organsystemen. Immunzellen besitzen die
Eigenschaft in nahezu alle Gewebe zu wandern. Das "Trafficking” (Zellverkehr) von
Immunzellen beschreibt die Bewegung und Migration von Immunzellen zwischen
verschiedenen Organen im Korper. Insbesondere T-Zellen sind fur die
Immunantwort unentbehrlich (1). Die einzelnen Schritte der T-Zellentwicklung, von
der Differenzierung aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark, uber
die Reifung von T-Zellvorlauferzellen im Thymus, bis zur Migration von naiven T-
Zellen in die sekundaren, lymphatischen Organe und Weiterentwicklung zu
Gedachtnis-/ Effektorzellen, bedurfen einer sequentiellen, koordinierten Aktivitat
von Adhasions- und Chemokinrezeptoren sowie Signalmolekulen.

Die Suche nach Pathogenen oder Antigenen fuhrt die T-Zellen durch den
gesamten Organismus. Hierbei unterscheiden sich die Wege der einzelnen T-
Zellen in Abhangigkeit vom Reife- und Aktivierungsgrad (2). Naive und Effektor-/
Gedachtnis-T-Zellen exprimieren ein unterschiedliches Muster an Rezeptoren und
Liganden. Das Migrationspotential Antigen-erfahrener T-Zellen ist dabei
facettenreicher als das der naiven T-Zellen.

Die Migration der Zellen unterliegt einer strengen, kontrollierten Kaskade von
Ereignissen, beginnend mit der Anbindung an das Endothel. Lokale Chemokine
initiieren daraufhin die Integrin-vermittelte Adhasion, gefolgt von einem Arrest und
der endothelialen Transmigration in das Organparenchym (3).

Adaptive Immunantworten sind abhangig vom Aufeinandertreffen und der
Interaktion verschiedener Immunzellen (z.B. Dendritischen Zellen, T- und B-
Zellen). Auf diese Weise kommt es zu einem effizienten Kontakt zwischen
Lymphozyten und den pathogenen Antigenen, die auf verschiedenen Wegen in
den Korper gelangen. Die Immunantwort wird dabei durch Zell-Zellkontakt mit
Antigen-prasentierenden Zellen, sowie Interaktionen mit der Zellmatrix initiiert.

1.1.2. Chemokinrezeptoren und Chemokine
Die Entdeckung des Chemokinsystem, bestehend aus Chemokinrezeptoren und



Chemokinen, ermoglicht ein besseres Verstandnis fur die zielgerichtete Migration
von Immunzellen. Chemokine (4 Familien: CCL, CXCL, CX3CL oder XCL) und
ihre korrespondierenden Chemokinrezeptoren (CCR, CXCR, CX3CR oder XCR)
sind die Hauptregulatoren der Lymphozytenmigration. Sie koordinieren die
Lymphozytenmigration im Korper wahrend der Immunsystemiberwachung und
delegieren die Bewegung durch komplexe “microenvironments”
(Mikroumgebungen) wahrend der Lymphoyztenentwicklung und -differenzierung.
Beim Chemokinsystem handelt es sich um eine wachsende Familie, die im
Menschen zurzeit aus 50 Chemokinen und 20 Chemokinrezeptoren besteht.
Chemokine sind kleine (8-10 kDa) Proteine, chemotaktische Zytokine, die die
Zellmigration durch Interaktion mit G-protein gekoppelten transmembrandsen
Chemokinrezeptoren initiieren (4, 5). Neben ihrer Rolle als ,Lockstoffe, sind sie
zudem in  andere  biologische  Prozesse involviert,  einschlieBlich
Wachstumsregulation, Hamatopoese, Organentwicklung und Angiogenese.
Chemokine und ihre korrespondierenden Rezeptoren konnen grob in drei Gruppen
unterteilt werden: a) konstitutiv exprimierte, die hauptsachlich in das basale

Trafficking und ,Homing (zielgerichtete Migration) eingebunden sind, b)
induzierbare, die im Entzindungsprozess eine Rolle spielen und c) solche, die
beide Aufgaben Ubernehmen (2).

Die Aktivierung der Chemokinrezeptoren resultiert in der Aktivierung von
verschiedenen Signalkaskaden, wie Calcium, cAMP, Phospholipiden, Ras und
andere GTPasen. Eine Rezeptorexpression fuhrt zu einer Migration der Zelle,
wenn es einen Chemokingradienten gibt. Chemokine werden in bestimmten
Geweben exprimiert und lenken das Homing von hamatopoetischen Zellen zu
spezifischen Zielorganen.

Die Komplexitdt des Chemokinnetzwerkes erschwert seine definitive
Charakterisierung und offene Fragen bleiben, so zum Beispiel: Wie koordinieren
Chemokine das Zusammentreffen verschiedener Immunzellen zum effizienten
Informationsaustausch und auf welche Weise kann Spezifitat gewahrleistet werden

trotz offensichtlicher Redundanz zwischen Liganden und Rezeptoren?

1.1.3. Migration von Tumorzellen

Der Metastasierungsprozess ist komplex und verantwortlich fur die meisten



tumorbedingten Todesfalle. Neue therapeutische Ansatze konnten die Migration
von Tumorzellen zu Fernorganen blockieren. Die Tumormetastasierung erfordert
eine zellulare Transformation, Angiogenese, die Invasion durch eine extrazellulare
Matrix und den Eintritt in die Zirkulation. Dabei teilt die organselektive
Tumormetastasierung viele Gemeinsamkeiten mit der koordinierten Migration von
Immunzellen. Eine fur lange Zeit ungeklarte Frage war, wodurch das
unterschiedliche Metastasierungsverhalten unterschiedlicher Tumoren bedingt ist.
Mit der wegweisenden Arbeit von Muller et al. wurde klar, dass Tumorzellen den
Chemokin-vermittelten Mechanismus fur den Prozess der Metastasierung
ausnutzen (6) und ebenfalls spezifische Muster an funktionelle
Chemokinrezeptoren exprimieren. Dabei stellen die tumorabhangigen Orte
ergiebige Quellen der Chemokine dar, die mit den Tumorzell-assoziierten
Rezeptoren korrespondieren.

Neben der Steuerung der Migration konnte die Uberexpression von
Chemokinrezeptoren auch mit funktionellen Qualitaten assoziiert werden (7). Die
Rolle der Chemokine und ihrer korrespondierenden Chemokinrezeptoren fur
Tumoren lassen sich in drei gro3e Kategorien einteilen: 1) Gewahrleistung von
Richtungshinweisen  fur  Migration/Metastasierung, 2) Modulation des
Tumorumfeldes, 3) Ubermittlung von Uberlebens- und Wachstumshormonen.

1.2. Immuntherapie mit Fokus auf tumorgerichtete und koordinierte
Migration

1.2.1. Vakzinierung

Wahrend der letzten 10 Jahre wurden Vakzinierungen von Tumor-spezifischen

Antigenen entwickelt und in klinischen Studien getestet, um Tumor-spezifische T-

Zellen zu generieren. Viele klinische Phase I/1l-Studien konnten die Induktion einer

T-Zellantwort gegen Tumoren Uber Vakzinierung bestatigen (8-11). Remissionen

nach RECIST Kriterien konnten Uber Vakzinierung jedoch nur in einigen Patienten

mit fortgeschrittener Tumorerkrankung erzielt werden (12, 13).

Die klinische Insuffizienz Tumor-spezifischer T-Zellen kdnnte durch eine fehlende

Migration in das Tumorgewebe oder mangelnde Aktivierung im Tumorgewebe

bedingt sein. Die Produktion von immunmodulatorischen Zytokinen durch die

Tumorzellen und die Inhibition der Funktion und Aktivierung von Immunzellen

spielt eine wichtige Rolle in der Schwachung des Immunsystems. Wachstum und



Metastasierung von Tumorzellen werden hierbei als erfolgreiches Entfliehen vor
der ,immunosurveillance* (Uberwachung und/oder Unterdriickung durch das
Immunsystems) gesehen (14, 15).

Aktuelle Studien in der Tumorvakzineforschung zeigen vielversprechende
Ergebnisse mittels Vakzinierung in der adjuvanten Situation (8).

1.2.2. Graft-versus-host Erkrankung (GVHD)

GVHD wird Uber alloreaktive T-Zellen vermittelt und fuhrt zu Mortalitat-assoziierten
Nebenwirkungen und einer protrahierten Immunschwache, die mit einem erhohten
Risiko fur Infektionen und Tumorrezidive einhergehen kann (16-18). Der Erfolg der
allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation (allo-KMT), als effektivste
Immuntherapie fur maligne Erkrankungen und einzige kurative, therapeutische
Option bei vielen Patienten mit hamatologischen Neoplasien, wird durch die Graft-
versus-Host Erkrankung (GVHD) deutlich gemindert, die sich v.a. an der Haut und
Schleimhaut abspielt. Ein Modell fur die Entstehung der GVHD von Ferrara et al.
geht von drei aufeinander folgenden Phasen aus (19). In der ersten Phase erzeugt
die Konditionierung mit Chemotherapie oder Ganzkorperbestrahlung einen
Gewebeschaden vom Empfangergewebe. In der zweiten Phase kommt es zur
Prasentation von Antigenen durch Antigen-prasentierende Zellen (APCs) und die
Aktivierung bzw. Proliferation von Typ1 T-Helferzellen (TH1). Diese aktivierten
TH1-Zellen sezernieren eine Reihe von Zytokinen, wie z.B. Interleukin-2 (IL-2) und
Interferon-y (IFN-y), was zu einer weiteren Expansion von T-Zellen und
myeloischen Zellen, wie z.B. Makrophagen und Monozyten, fuhrt. Die dritte Phase,
die Effektorphase, ist gepragt von der Infiltration alloreaktiver T-Zellen in die
Zielorgane der GVHD, die dort zu Entzindung und Gewebeschaden fuhren.

Die zunehmend umfassendere Kenntnis Uber die Chemokinrezeptoren/-liganden,
die fur die gerichtete Migration der alloreaktiven T-Zellen in die Zielorgane
verantwortlich sind, ermoglicht die Entwicklung von Strategien zur Blockierung
dieser Trafficking-Molekule; dies konnte somit zur Abschwachung oder sogar
Inhibition der GVHD fuhren.



1.3. Monitoring von Immunzellmigration

Zellmigration stellt einen mafgeblichen Bestandteil fur die Entwicklung und das
Funktionieren des Immunsystems dar. Die Madoglichkeit des Monitoring der
Migration ist somit Voraussetzung fur das Verstandnis der Rolle spezifischer Zellen

und den Ablauf von Immunantworten, sowie Krankheitsprozessen.

1.3.1. Analyse der Chemokinrezeptorexpression und Migrationsassays
Immunzellen sind in der Lage, ihr homeostatisches Migrationsprogramm z.B. im
Falle einer Infektion zu andern. Die Expression von Chemokinen und
Chemokinrezeptoren kann somit moduliert und an bestimmte Situationen
angepasst werden. Die Chemokinrezeptorexpression ist sowohl auf
transkriptioneller als auch auf post-transkriptioneller Ebene reguliert (20-26). Auf
der post-transkriptionellen Ebene fuhren Veranderungen der Rezeptortranslation,
Desensibilisierung durch Internalisierung und Degradation zur Regulierung der
Chemokinrezeptorexpression. Variante Formen der Chemokinrezeptoren/
Chemokine unterscheiden sich in ihrer Rezeptoraffinitat, ihrer Spezifitat und den
intrazellularen Signalkaskaden. Das wiederum hat groflen Einfluss auf ihr
chemotaktisches Potenzial.

Die Analyse der Chemokinrezeptorexpression kann auf transkriptioneller Ebene
Uber Polymerase Kettenreaktion (PCR) oder auf Proteinebene Uber
Antikorperfarbung und Detektion mittels Durchflusszytometrie, Immunhistochemie/-
fluoreszenz oder Western blot erfolgen. Die Chemokinrezeptorfunktion kann tber
ex vivo Tests wie Migrations/-Invasionsassays und durch die Bestimmung der
Aktinpolymerisation oder des Calcium-Flux in Reaktion auf spezifische Chemokine

getestet werden (Publikation 1 und 2).

1.3.2. In vivo Bildgebung

Die dynamische Visualisierung von Zellen ermdglicht ein tieferes Verstandnis tber
das komplexe System der Migration in vivo. Um das Schicksal von Immunzellen
und deren funktionale Veranderungen, die mit Migration und Proliferation assoziiert
sind, bestimmen zu konnen, bedarf es in vivo Messungen im Kontext eines
intakten Organsystems.

Es sind verschiedene bildgebende Verfahren verfugbar, um strukturelle

Informationen zu erlangen, wie z.B. die Computertomographie oder



Magnetresonanztomographie. Neuere Methoden ermoglichen jedoch die
Bildgebung =zellularer und molekularer Veranderungen, wie sie im lebenden
Organismus passieren. Zu diesen Methoden zahlt unter anderem die
Biolumineszenzbildgebung (BLI) (27).

BLI wird allgemein fur praklinische zellulare und molekulare Bildgebung in
Kleintieren genutzt. Biolumineszenz bezieht sich auf ein Licht, das uber eine
enzymatische Reaktion des Enzyms Luziferase und dessen Substrat produziert
wird. Verschiedene Luziferaseenzyme (Firefly, Renila, Click-beele, Gaussia) von
unterschiedlichen  Organismen  besitzen  einzigartige, = charakteristische
Lichtspektren und Substratanforderungen. Reagieren Substrat und zugehdrige
Luziferase miteinander — in Abhangigkeit des Substrates handelt es sich hierbei
um eine Adenosintriphosphat (ATP)-abhangige oder ATP-unabhangige Reaktion —
kommt es zur Emission von Licht. Dieses Licht wird in vivo Uber eine CCD (charge-
couples device) Kamera nach Injektion von D-Luziferin/ Coelenterazine detektiert.
Dadurch  kdnnen simultan spektrale und zeitliche Messungen der
Biolumineszenzereignisse erfasst werden. Die nicht-invasive Bildgebung
ermoglicht das wiederholte Monitoring von Zellen und ihrer Migration in einem
einzelnen Tier und perspektivisch auch im Menschen. Neben der Migration kdnnen
aber auch funktionelle Informationen, wie z.B. die Proliferation oder die Aktivierung

durch Hinzunahme von genetischen Kontrollelementen, erfasst werden.
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2. EIGENE ARBEITEN

2.1. Publikation 1

Na IK, Busse A, Scheibenbogen C, Ghadjar P, Coupland SE, Letsch A,
Loddenkemper C, Stroux A, Bauer S, Thiel E, Keilholz U.

Identification of truncated chemokine receptor 7 in human colorectal cancer
unable to localize to the cell surface and unreactive to external ligands. /Int J
Cancer 2008,123:1565-1572.

Der Chemokinrezeptor CCR7 steuert die Migration von Immunzellen in den
Lymphknoten. CCR?7 ist auf verschiedenen Tumorzelllinien Uberexprimiert, und
eine Assoziation mit Lymphknotenmetastasen ist fur einige Tumore beschrieben
worden, darunter Magenkarzinom, Osophagusplattenepithel-karzinom, nicht
kleinzelliges Lungenkarzinom und Melanom. Studien fur das kolorektale Karzinom
(CRC) sind umstritten. Wahrend Gunther et al. (28) eine Assoziation zwischen
CCRY7 und Lymphknotenmetastasierung zeigen konnten, fanden Schimanski et al.
keine signifikante Korrelation (29).

In unserer Studie untersuchten wir kolorektale Karzinomzelllinien und
Tumorgewebe. Die CCRY7 Proteinexpression beschrankte sich auf das Zytoplasma,
eine Zelloberflachenexpression fehlte. Anschliefende CCR7 DNA, mRNS und
Proteinlevel sowie funktionelle Analysen ergaben eine Splicevariante des CCR7
mit fehlendem Signalpeptid. Die meisten der menschlichen Proteine besitzen ein
Signalpeptid, das die Translokation des Proteins Uber das endoplasmatische
Retikulum an die Zelloberflache vermittelt.

Hiermit deuten unsere Studienergebnisse daraufhin, dass fur das CRC eine CCR7
Molekulvariante ohne intaktes Signalpeptid Uber alternatives Splicing oder post-
transkriptionelle mRNS Modifikation gebildet wird und es somit nicht an die
Zelloberflache transportiert wird. Wir klarten jedoch in dieser Studie nicht die
Frage, aus welchen Grinden CRC Zellen grolRe Mengen an zytoplasmatischem
CCRY exprimieren, das keine externe Liganden bindet. Eine Spekulation ware ein
indirekter Wachstums- bzw. Uberlebensvorteil fiir CRC Zellen durch akkumuliertes,
zytoplasmatisches CCRY7. Da wir jedoch keine Expression von korrespondierenden
Liganden durch die CRC Zellen nachweisen konnten, scheint eine solche

11



autokrine Stimulation unwahrscheinlich. Eine parakrine Stimulation ware Uber eine
neue Subfamilie von Chemokinrezeptoren, die CCL 19 effizienter internalisieren
als CCRY7, vorstellbar (30, 31).
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Publikaton 1

Na IK, Busse A, Scheibenbogen C, Ghadjar P, Coupland SE, Letsch A,
Loddenkemper C, Stroux A, Bauer S, Thiel E, Keilholz U.

Identification of truncated chemokine receptor 7 in human colorectal cancer

unable to localize to the cell surface and unreactive to external ligands.

Int J Cancer 2008,123:1565-1572.
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2.2. Publikation 2
Na IK, Scheibenbogen C, Adam C, Stroux A, Ghadjar P, Thiel E, Keilholz U,
Coupland SE.

Nuclear expression of CXCR4 in tumor cells of non-small cell lung cancer is
correlated with lymph node metastasis. Hum Pathol 2008,39:1751-1755.

Die Lymphknotenmetastasierung ist einer der wichtigsten Faktoren des “TNM
Klassifikationssystem” zur Bestimmung der Prognose. Fur die nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinome (NSCLC) ist der Mechanismus der Lymphknotenmetastasierung
bisher nur partiell verstanden. Immer mehr Studien weisen darauf hin, dass das
Chemokin SDF-1 (stromal-derived factor 1a (CXCL12)) und sein Rezeptor eine
wichtige Rolle fur die Metastasierung verschiedener Tumorentitaten spielen. Da
NSCLC Zellen ebenfalls funktionelles CXCR4 exprimieren und die Blockade von
CXCL12 in immunsupprimierten Mausen mit NSCLC zur Inhibition von
Organmetastasen fuhrte, untersuchten wir die Rolle von CXCR4/ CXCL12 fuar den
Prozess der Lymphknotenmetastasierung.

In einer Studie von 46 Patienten mit primaren NSCLC, davon 24 ohne (NO) und 22
mit Lymphknotenmetastasen (N1-3), bestimmten wir die nukleare und
zytoplasmatische CXCR4 Expression in den primaren Tumorgeweben und
analysierten potentielle Assoziationen zwischen Lymphknotenmetastasen, CXCR4
Expression, T/M Stadium und Tumorgrad. Hierbei ergab sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen nuklearen CXCR4 und dem Tumorstadium (p=.004,
Fishers Test) wie auch der Lymphknotenmetastasierung (p=.008, lineare
Assoziation). Fur das zytoplasmatische CXCR4 zeigte sich keine signifikante
Assoziation mit den evaluierten Parametern. Nukleares CXCR4 ist bereits in
Lungentumoren, aber auch anderen Tumoren (Mammakarzinom, Nasopharynx-
Karzinom und Hepatozellulares Karzinom) beschrieben worden, seine Aufgabe
und Wirkungsmechanismen sind dabei jedoch noch unklar. Insgesamt wird die
Rolle nuklearer Chemokinrezeptoren/-liganden noch kontrovers diskutiert. Eine
Splicevariante des CCR10 Liganden CCL27, transloziert in den Nukleus,
unterstutzt das zytoskeletale Rearrangement und die Migrationskapazitat. Unsere
Studienergebnisse lassen ebenfalls vermuten, dass nukleares CXCR4 eine Rolle
fur die Tumormetastasierung in die Lymphknoten spielt.
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Publikation 2

Na IK, Scheibenbogen C, Adam C, Stroux A, Ghadjar P, Thiel E, Keilholz U,
Coupland SE.

Nuclear expression of CXCR4 in tumor cells of non-small cell lung cancer is

correlated with lymph node metastasis.

Hum Pathol 2008,39:1751-1755.
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2.3. Publikation 3
Na IK, Keilholz U, Letsch A, Bauer S, Asemissen AM, Nagorsen D, Thiel E,
Scheibenbogen C.

Addition of GM-CSF to a peptide/KLH vaccine results in increased
frequencies of CXCR3-expressing KLH-specific T cells. Cancer Immunol
Immunother 2007, 56:391-396.

Die Induktion Antigen-spezifischer T-Zellen bezeichnet man als ,Priming’. In
Abhangigkeit der lokalen Umgebung des Primings kommt es zu einer spezifischen
Chemokinrezeptorexpression auf den T-Zellen. Eine Beeinflussung der lokalen
Umgebung und damit der Migration spezifischer T-Zellen durch ortsspezifische
Vakzinierung ist daher vorstellbar und konnte im Rahmen eines Therapieansatzes
vorteilhaft genutzt werden.

CXCRS3 spielt eine wichtige Rolle fur das Homing von T-Zellen zu entziundlichem
Geschehen. Seine spezifischen Liganden CXCL9, CXCL10, und CXCL11 werden
haufig in entzindeten Organen sowie Tumorgeweben (32, 33) exprimiert.
Untersuchungen von Melanompatienten ergaben eine Assoziation zwischen
Expression von CXCR3 auf Melanompeptid-stimulierten T-Zellen mit einem
verbesserten Uberleben (34). Aus diesem Grunde gibt es bei der Entwicklung von
Vakzinen gegen Tumoren und Infektionserkrankungen das Interesse, Strategien
zur Steigerung der CXCR3 Expression auf Antigen-spezifischen T-Zellen zu
entwickeln.

GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) ist ein haufig
verwendetes Adjuvanz zur Steigerung der Immogenitat von Proteinen oder
Peptiden. Es stimuliert die Aktivierung und Migration von dendritischen Zellen.
Zudem induziert es die Expression von MHC Klasse Il Molekulen. Die Zugabe von
GM-CSF zu Protein-, Peptid- oder Gentransfer-basierten Vakzinierungen
resultierte in einer gesteigerten Antitumor-Immunantwort durch eine Verbesserung
der T-Zellimmunantwort (35, 36). Klinische Studien zeigten sogar ein verbessertes
klinisches Ansprechen durch GM-CSF allein oder als Adjuvanz (10, 37).

Wir untersuchten die T-Zellantworten gegen das Neoantigen Keyhole Limpet
Hemocyanin (KLH), das in Kombination mit Tyrosinasepeptiden als unspezifisches
T-Helferprotein im Rahmen einer Vakzinierungstherapie Melanompatienten
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verabreicht worden war und bei allen Patienten der Untersuchung eine gut
detektierbare CD4 Immunantwort induzierte. Insgesamt wurden sechs Zyklen
intradermale und subkutane Injektionen KLH mit Tyrosinasepeptiden verabreicht.
Zudem erhielt eine Gruppe von Patienten ebenfalls am selben Injektionsort GM-
CSF. Wir konzentrierten uns hierbei auf die CXCR3 Expression der spezifischen T-
Zellen und verglichen Melanompatienten, die GM-CSF als Adjuvanz erhalten (N=8)
oder nicht erhalten hatten (N=7).

Die KLH-reaktiven T-Zellen wurden mit Antikorpern gegen CXCR3, CCR9 und
CCR4 gefarbt. CCR9 ist assoziiert mit einem Homing zum Darm, und CCR4 ist
assoziiert mit einem Homing zur Haut. Der Anteil an CXCR3 exprimierenden, KLH-
reaktiven CD4+ T-Zellen war signifikant hoher in der Gruppe, die zusatzlich GM-
CSF erhalten hatte. Ein hoherer Prozentsatz an CXCR3+ KLH-reaktiven CD4+ T-
Zellen konnte bis zu 17 Monate nach Immunizierung nachgewiesen werden. Der
Anteil an CCR4+ oder CCR9+ KLH-reaktive T-Zellen war in der Gruppe mit und
ohne GM-CSF vergleichbar. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass GM-CSF als
Vakzineadjuvanz die T-Zellantwort qualitativ beeinflussen, und somit die
Voraussetzungen fur eine gesteigerte Migration Vakzine-induzierter T-Zellen in
entzindetes Gewebe bzw. Tumorgewebe schaffen kann. Mit dieser Studie waren
wir die ersten, die zeigten, dass Uber Manipulation des Vakzinemilieus die

Chemokinrezeptorexpression der spezifischen T-Zellen beeinflussbar ist.
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Publikation 3

Na IK, Keilholz U, Letsch A, Bauer S, Asemissen AM, Nagorsen D, Thiel E,
Scheibenbogen C.

Addition of GM-CSF to a peptide/KLH vaccine results in increased
frequencies of CXCR3-expressing KLH-specific T cells.

Cancer Immunol Immunother 2007, 56:391-396.
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2.4. Publikation 4

Na IK*, Lu SX*, Yim N, Goldberg GL, Tsai J, Rao U, Smith OM, King CG, Suh D,
Hirschhorn-Cymerman D, Palomba L, Penack O, Holland AM, Jenq RR, Ghosh A,
Tran H, Merghoub T, Liu C, Sempowski GD, Ventevogel M, Beauchemin N, van
den Brink MRM.

The Cytolytic Molecules Fas ligand and TRAIL are required for thymic Graft-
versus-Host-Disease. J Clin Invest 2010 Jan; 120(1):343-56.

Die allo-KMT stellt fur eine Anzahl von malignen und nicht-malignen Erkrankungen
eine potentiell heilende Therapieoption dar, ist aber haufig gefolgt von lang
andauernder und ausgepragter Immundefizienz, die mit hoher Inzidenz an
Infektionen und malignen Rezidiven einhergehen kann (16, 18). Ein geschwachtes
Immunsystem  erlaubt auferdem auch nicht die Applikation von
immuntherapeutischen Therapien, wie Vakzinierung gegen Infektionserreger oder
Tumoren. Verschiedene Faktoren bestimmen dabei Grad und Dauer der
Immunschwache, unter anderem vorangegangene Chemotherapien/
Bestrahlungen, Alter des Empfangers, Inkompatibilitat von Spender und
Empfanger und Graft-versus-host Erkrankung (GVHD).

Klinische Studien lassen vermuten, dass Ursachen fur eine verminderte T-
Zellimmunitat nach Transplantation ein Defizit bzw. in Repertoire und Funktion
eingeschrankte T-Zellen sind. Ein breites T-Zellrepertoire bedarf der de novo
Generation von T-Zellen im Thymus (38). Die Thymusfunktion wird jedoch durch
den Gewebsschaden, der durch Konditionierungstherapie und thymische GVHD
(tGVHD) im Rahmen der allo-KMT verursacht wird, limitiert. TGVHD wird durch
infiltrierende alloreaktive Spender T-Zellen verursacht, die die Architektur und
Zusammenstellung der Mikroumgebung des Thymus verandern. Da eine effektive
T-Zellentwicklung und ein breites T-Zellrepertoire in kritischem Malle von einer
regular strukturierten Thymusmikroumgebung abhangen, kann eine tGVHD mit T-
Zell-Lymphopenie und limitierten T-Zellrepertoire, sowie autoimmunen T-Zellklonen
einhergehen. Ursache hierfur sind eine verminderte Zellularitat des Thymus durch
vermehrte Apoptose doppelt-positiver CD4°CD8" (DP) Thymozyten und eine
gescheiterte Weiterentwicklung der T-Vorlauferzellen.

Unsere Studien in klinisch-relevanten GVHD-Mausmodellen schafften Einblick in
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den Mechanismus der tGVHD. Wir konnten zeigen, dass der Thymus ein sehr
sensitives GVHD Organ ist und schwere Schaden und Funktionsverluste bereits
bei geringgradiger GVHD eintreten. Die Chemokinrezeptoren CCR9, L-Selektin,
PSGL-1, die Integrinuntereinheiten og und p7, CCR2, und CXCRS3 zeigten sich
relevant fur die Migration alloreaktiver T-Zellen zum Thymus. Die Zytokine FasL
und TRAIL konnten als Vermittler der Thymusschadigung identifiziert werden.
Bereits wenige Spender-T-Zellen waren in der Lage, GVHD im Thymus bei jungen
und alteren Mausen hervorzurufen, was vermuten lasst, dass tGVHD auch bei
alteren Patienten relevant sein konnte.

Strategien, die Interaktionen Fas/ Fas-Ligand oder TRAIL/ DRS blockieren,
konnten tGVHD vermindern und damit zu einer gesteigerten T-Zellrekonstitution,
verminderter Morbiditat und verlangerten Uberleben der allogen transplantierten
Patienten fuhren.
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Publikation 4

Na IK*, Lu SX*, Yim N, Goldberg GL, Tsai J, Rao U, Smith OM, King CG, Suh D,
Hirschhorn-Cymerman D, Palomba L, Penack O, Holland AM, Jenqg RR, Ghosh A,
Tran H, Merghoub T, Liu C, Sempowski GD, Ventevogel M, Beauchemin N, van
den Brink MRM.

The Cytolytic Molecules Fas ligand and TRAIL are required for thymic Graft-

versus-Host-Disease.

J Clin Invest 2010 Jan; 120(1):343-56.
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2.5. Publikation 5

Na IK, Markley JC*, Tsai J*, Yim N, Beattie BJ, Klose AD, Holland AM, Ghosh A,
Rao UK, Stephan MT, Serganova |, Santos EB, Brentjens RJ, Blasberg RG,
Sadelain M, and van den Brink MRM.

Concurrent visualization of trafficking, expansion and activation of T
lymphocytes and T cell precursors in vivo. Blood. 2010 Sep 16;116(11):e18-
e25.

Biolumineszenzbildgebung ermdglicht ein nicht-invasives Erfassen von Zellen in
vivo.  Mittels  verschiedener Luziferaseenzyme mit  charakteristischen
Substratnotwendigkeiten und Spektrumeigenschaften kann das Uberleben, die
Proliferation und die Lokalisation von Zellen im lebenden Organismus analysiert
werden. Wir entwickelten eine neue Methode, um Primarzellen in ihrer ortlich-
zeitlichen Verteilung in vivo darzustellen, und hierbei simultan Informationen Uber
ihre Aktivierung zu erfassen. Dafur kombinierten wir eine NFAT-induzierbare Click-
Beetle Luziferase und eine konstitutive Membran-verankerte Gaussia Luziferase.
NFAT (Nuclear factor of Activated T cells) ist eine Familie von
Transkriptionsfaktoren mit funf Mitgliedern NFAT 1-5 (39). In ruhenden T-Zellen
befinden sich phosphorylierte NFAT Proteine im Zytoplasma. Wenige Minuten
nach T-Zellrezeptoraktivierung, gekoppelt mit einer Calcium-Signalkaskade, kommt
es zu einer Translokation des dephosphorylierten NFAT in den Nukleus (40). Hier
bindet es an die NFAT-Bindungsstelle, was zur Transkription der
nachgeschaltenen Gensequenz fuhrt.

Wir konstruierten einen Vektor, der NFAT-Bindungsstellen und eine Click-beetle
Luziferase in Reihe kodiert, so dass die Aktivierung von NFAT zur Transkription
der Click-beetle Luziferase fuhrte. Wir nutzen die etablierte Methode, um 1) die
ortlich-zeitliche Migration und Aktivierung von alloreaktiven T-Zellen im Rahmen
der allo-KMT und 2) die Migration und Entwicklung adoptiv transferierter T-
Zellvorlauferzellen im Rahmen der Immunrekonstitution bildgebend darzustellen.
Die alloreaktiven T-Zellen wanderten in den ersten Tagen nach allo-KMT in die
peripheren Lymphknoten und den Darm, wobei deren Aktivierung sich jedoch
vorwiegend auf den Darm konzentrierte. Dies liel3 eine wichtige Rolle fur den Darm
in der ersten Phase der Alloaktivierung in der Entwicklung von GVHD vermuten.
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Zur Untersuchung der T-Zellvorlauferzellen benutzten wir das TCR transgene HY
Mausmodel (41). Die Zellen dieses Modells sind homozygot fur das TCR H-Y
Transgen und exprimieren einen ofTCR, spezifisch fur das Minor-
Histokompatibiligtsantigen (H-Y), das auf dem Y-Chromosom kodiert wird und nur
in mannlichen Mausen exprimiert wird. Thymozyten dieser TCR H-Y transgenen
Maus werden positiv selektioniert in weiblichen, jedoch aussortiert in mannlichen
Rezipienten.

Da NFAT eine Schlusselrolle in der Entwicklung und Positivselektion von
Thymozyten spielt (39, 42), transferierten wir adoptiv in vitro-entwickelte, weibliche
H-Y TCR transgene T-Zellvorlauferzellen in weibliche und mannliche
Empfangermause. Eine NFAT Signalkaskadenaktivierung durch Selektion und
Entwicklung der Thymozyten erfassten wir nur in den weiblichen
Empfangermausen.

Da NFAT eine wichtige Rolle fur die Regulation des Zellzyklus, die Angiogenese
und die Zelldifferenzierung in verschiedenen Zelltypen spielt (43, 44), konnte
unsere Methode fur neue Fragestellungen unterschiedlicher biologischer Prozesse
verwendet werden. Auch zeigten Tumorstudien, dass deregulierte NFAT-
Signalkaskaden in Zusammenhang mit pro-onkogenen Prozessen in soliden
Tumoren (45-48), Lymphomen und lymphatischen Leukamien (49-51) stehen.

Der von uns etablierte Vektor ermoglichte somit, die Migration von T-Zellen und
Tumorzellen in vivo zu untersuchen, und zudem funktionelle Information Uber eine

NFAT Aktivierung zu gewinnen.
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Publikation 5

Na IK, Markley JC*, Tsai J*, Yim N, Beattie BJ, Klose AD, Holland AM, Ghosh A,
Rao UK, Stephan MT, Serganova |, Santos EB, Brentjens RJ, Blasberg RG,
Sadelain M, and van den Brink MRM.

Concurrent visualization of trafficking, expansion and activation of T

lymphocytes and T cell precursors in vivo.

Blood. 2010 Sep 16;116(11):e18-e25

24



3. DISKUSSION

Das Chemokinsystem ubernimmt eine wesentliche Rolle in der Steuerung der
Zellmigration. Obwohl  Chemokinrezeptoren/Chemokine  ursprunglich  als
chemotaktische Molekule fur die Migration von Immunzellen identifiziert worden
sind, stellte sich im Verlauf heraus, dass diese Proteine auch in die Ausbreitung
von Tumorzellen involviert sind. Seit der Arbeit von Muller et al. (6), die zum ersten
Mal die Rolle der Chemokinrezeptoren als Schlisselmolekile fur die
Tumormetastasierung charakterisierten, wurden viele Studien hinsichtlich dieser
Thematik veroffentlicht. Chemokine und ihre Rezeptoren beeinflussen neben der
Metastasierung auch andere Funktionen der Tumorprogression: Rekrutierung von
Leukozyten, Einflussnahme auf Angiogenese, zellulare Seneszenz sowie
Proliferation, Uberleben und Invasion der Tumorzellen. Hierbei wird die
Chemokinrezeptorexpression auf den Tumorzellen sowohl durch die
Tumormikroumgebung als auch durch  Onkogene und deregulierte
Transkriptionsfaktoren beeinflusst. Hypoxie und Zytokinreichtum in der
Tumormikroumgebung konnen die Transkription von bestimmten
Chemokinrezeptoren induzieren (21, 23, 24). Hypoxie induziert zum Beispiel die
CXCR4 Transkription Uber den Hypoxie-induzierten Faktor-1 (HIF-1). HIF-1
unterstutzt auch die Transkription von CCR7, CXCR1 und CXCR2 (25, 26). Beim
Melanom ist die konstitutive Aktivierung des Nf-kB verantwortlich fur die CXCL1
Produktion (52), und bei der akuten myeloischen Leukamie (AML) induzieren hohe
Level an MEF2C eine Uberexpression von CCL2, CCL3 und CCL4 (53). TNF-a
fuhrt zu einer gesteigerten Expression von CXCR4 mit Folge einer vermehrten
peritonealen Aussaat (54). CXCR4 und CCRS5 kdnnen Uber den Insulin-ahnlichen
Wachstumsfaktor oder seinen Rezeptor aktiviert werden (55, 56).

Das Chemokinsystem wird ebenfalls Uber Inaktivierung von Tumor-
suppressorgenen moduliert, so fuhrt z.B eine Mutation des VHL (von Hippel-Lindau
Tumorsuppressorprotein) in Nierenzellkarzinomzellen zum Funktionsverlust, so
dass es zu einer konstitutiven Aktivierung von HIF-1 induzierten Genen und somit
zu einer gesteigerten Expression von CXCR4 und CCR7 kommt.

Erkenntnisse Uber die bedeutende, facettenreiche Funktion des Chemokinsystem
eroffnete neue Optionen alternativer Strategien zur Inhibition von pathologischen

Immunreaktionen, wie Autoimmun-erkrankungen und entzundlichen Erkrankungen,
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aber auch Tumorprogression und -—metastasierung. Die Entwicklung von
Antagonisten wird seit mehreren Jahren mit Nachdruck vorangetrieben. Zwei
Studien zeigten deutliche Effekte fur Antagonisten gegen TH2 Chemokine und
04p7 Integrine in einem Tiermodel fur Asthma (57, 58). Antikdrper gegen a4
Integrine blockierten in einem Mausmodell fur Multiple Sklerose die Entwicklung
einer experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis (59). Verschiedene Antikorper,
rekombinante Adhasionsmoleklle, Rezeptor-blockierende, mutante Chemokine
und “small molecules” wurden als Therapien fur Asthma, Multiple Sklerose,
entzundliche Darmerkrankungen, Rheumatoide Arthritis, Psoriasis und andere
Krankheiten getestet, wobei sich die “small molecules” als Methode der Wahl
durchsetzten (60, 61). Einige “small molecules” sind bereits kommerziell erhaltlich.
Bei der Behandlung von Tumorerkrankungen werden Antagonisten gegen CXCR4
schon jetzt erfolgreich eingesetzt, einschliellich AMD3100 oder Peptiden wie
TN14003 und CTCE-9908. TN14003 z.B. senkt signifikant die Bildung pulmonaler
Metastasen (62, 63) und CTCE-9908 inhibiert Primartumor und dessen
Metastasierung im Tiermodell fur Melanom, Osteosarkom, Mammakarzinom und
Prostatakarzinom (64-66). AMD3100 wurde ursprunglich als ein anti-HIV Praparat
entwickelt, konnte aber die Virusausbreitung in HIV Patienten nicht verhindern. Es
kam jedoch dabei zu dem Zufallsbefund, dass AMD3100 CD34+ Stammzellen aus
dem Knochenmark mobilisiert, so dass es aktuell zur Stammzellmobilisierung fur
autologe Transplantationen klinisch verwendet wird (67). Trotz signifikanter
Antitumor-Effekte in vivo (68) fuhrte eine langandauernde Therapie mit einem
CXCR4 Antagonisten, wie es fur eine Tumorbehandlung notwendig ware, auch zu
signifikanten Toxizitaten (69), welche auf gestorte homeostatische CXCR4
Funktionen zurtuckzufuhren sind (70-72).

Die Komplexitdt und Redundanz des Chemokinsystem erschwert zudem die
Entwicklung selektiver Chemokin-basierter Therapiestrategien. Viele Chemokine
binden denselben Rezeptor, so dass Krossreaktivitat zwischen Liganden und
Rezeptoren in quantitativen und qualitativen Unterschieden der Zellantwort
resultieren konnen. Die Signalkaskaden der Chemokinrezeptoren sind ebenfalls
komplex, und viele Faktoren konnen das funktionelle Resultat beeinflussen.
Zudem gibt es signifikante Uberschneidungen zwischen Signalkaskaden, die im
Rahmen der normalen Chemokinrezeptorfunktion wirksam sind und solchen, die in

pathologischen Ablaufen aktiv sind.
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Auf der Suche nach tumoreigenen, spezifischen Chemokinrezeptor-funktionen und
somit selektiveren Angriffspunkten fur Behandlungsstrategien entdeckten wir eine
zytoplasmatische CCR7 Variante im kolorektalen Karzinom (Publikation 1) und
eine nukleare CXCR4 Variante im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
(Publikation 2). Die fehlende Oberflachenexpression der Chemokinrezeptoren
bedeutet somit, dass eine Migrationshemmung eigentlich nicht nutzbar ist, sich
jedoch gegebenenfalls tumorspezifische Angriffspunkte flr zielgerichtete
Therapien gegen intrazellulare Molekule ergeben kdnnen.

In unserer Studie zur CCR7 Expression im kolorektalen Karzinom (CRC) zeigte
sich im Gegensatz zur transmembrandsen Expression eine vorwiegend
zytoplasmatische  Lokalisation, = welche  bereits beim  Magen- und
Osophaguskarzinom beobachtet wurde (73, 74). Uber PCR-Analysen fanden wir
eine Variante des CCR7 Proteins mit fehlendem Signalpeptid. Das Signalpeptid
gewabhrleistet den Transport von Proteinen an die Zelloberflache. Verschiedene
Szenarien fur das zytoplasmatische CCR7 waren denkbar, vom Zufallsprodukt bis
zu bisher unbekannten physiologischen Funktionen. Im Falle eines
Zufallsproduktes ware eine schnelle Degradation eine logische Konsequenz, und
somit eher unwahrscheinlich, da die CCR7 Variante im CRC Gewebe reichlich
detektiert werden konnte. Eine I0sliche Form des CCR7 wurde bisher noch nicht
identifiziert, ware aber denkbar. Losliche Formen verschiedener Adhasions- und
Zytokinrezeptoren sind schon beschrieben worden (75). Die Tatsache, dass die
normale Kolonmukosa die zytoplasmatische Variante nicht exprimierte,
unterstreicht die Vermutung eines nicht-zufalligen Prozesses und lasst einen
Vorteil fir die CRC Zellen vermuten. Eine Variante des KAI/CD82, die ebenfalls
scheiterte, an der Zelloberflache exprimiert zu werden, wird von
Magenkarzinomzellen stark Uberexprimiert und ist mit einem kirzeren Uberleben
der Patienten assoziiert. Der genaue Mechanismus ist auch hier noch nicht
geklart.

In unserer Studie zur CXCR4 Expression im primaren Lungenkarzinom entdeckten
wir starke Variationen hinsichtlich des zytoplasmatischen CXCR4 Proteins, und
eine Untergruppe zeigte ein vorwiegend nuklear lokalisiertes CXCR4. Im Weiteren
zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen der Lymphknotenmetastasierung
und dem nuklearen, jedoch nicht zytoplasmatischen, CXCR4. Nukledre CXCR4

Expression ist auch bereits in anderen Tumorentitaten, wie Mammakarzinom (76,
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77) und Nasopharynxkarzinom (78) beschrieben worden. Es zeichnete sich aber
bisher kein eindeutiges, fur die Funktion richtungsweisendes Bild ab. Obwohl das
nukleare CXCR4 im Nasopharynxkarzinom nicht mit dem klinischen Ansprechen
korrelierte (78), zeigte Cabioglu et al. in einer Serien von T1 Mammakarzinomen,
das die gleichzeitige Expression von zytoplasmatischen und nuklearen CXCR4
hoher bei Patienten ohne Lymphknotenmetastasen war (76). Trotzdem die
nukleare Lokalisation von CXCR4 bereits von mehreren Gruppen beobachtet
wurde, bleibt dessen Funktion noch ungeklart. Unsere Studie Iasst vermuten, dass
eine Uberexpression des CXCR4 im Nukleus die Metastasierung von
Lungenkarzinomzellen in die Lymphknoten begunstigt. Weitere Studien in
groReren Patientengruppen sind notwendig, um dieses zu bestatigen. Eine
mogliche therapeutische Konsequenz ware, Patienten mit primarem
Lungenkarzinom im fruhen Stadium und Nachweis nuklearer CXCR4 Expression
fur eine intensiviere adjuvante Chemotherapie zu evaluieren.

Trotz des ernormen Zugewinns an Verstandnis Uber die Rolle des
Chemokinsystems fur Immun- und Tumorzellen, bleiben viele offene Fragen: Fur
welches Signal entscheiden sich Leukozyten, wenn sie mit unterschiedlichen
Chemokinen konfrontiert werden? Wie entscheiden sie dartuber, ob und wie sie auf
bestimmte Signale reagieren? Gibt es eine zentrale Fuhrung, die Uber
Prasentation von Chemokinrezeptoren/ Chemokinen im Gesamtkonzept
entscheidet? Gibt es Negativ-Modulatoren der Migration? Ein tieferes Verstandnis
uber die Regulation der Chemokinrezeptoren ermdglichte gleichzeitig auch ihre
Manipulation zu therapeutischen Zwecken.

Eine Vorbedingung fur eine effektive T-Zelltherapie ist die Migration Antigen-
spezifischer T-Zellen in den Tumor (79). Die Hinzunahme von GM-CSF zu Peptid-
oder Proteinvakzinierungen fuhrt zu einer Steigerung der Antitumor-Immunantwort
(35, 36) und verbessert das klinische Ansprechen (10, 37). Obwohl gezeigt wurde,
dass GM-CSF in der Lage ist, die Expression von CXCR3 auf CD34+ Stammzellen
zu induzieren (80), konnte kein direkter Effekt des GM-CSF auf T-Zellen
nachgewiesen werden. Da GM-CSF bekannt dafur ist, dendritische Zellen zur
Injektionsstelle zu locken (81), untersuchten wir (Publikation 3), inwieweit eine
Erweiterung der Vakzine mit GM-CSF die Chemokinrezeptorexpression auf den
Vakzine-induzierten T-Zellen beeinflussen kann. GM-CSF verandert das lokale

Vakzinemilieu so, dass es uber Beeinflussung des Imprintings zu einer

28



gesteigerten Expression von CXCR3 auf Vakzine-induzierten T-Zellen fuhrt. Eine
zielgerichtete Migration in Tumorgewebe konnte auf diese Weise verbessert
werden, da CXCR3 korrespondierende Liganden haufig im Tumorgewebe
vorliegen (32, 33). Unsere Ergebnisse zeigten zum ersten Mal, dass GM-CSF als
Vakzineadjuvanz auch das Migrationspotential Vakzine-induzierten T-Zellen
beeinflussen kann.

Des Weiteren untersuchten wir die Hauptakteure fur die Infiltration alloreaktiver T-
Zellen in die GVHD Zielorgane mit dem Ziel, diese gegebenenfalls therapeutisch
inhibieren zu konnen. GVHD stellt eine signifikante Komplikation der allogenen
Stammzelltransplantation dar und schrankt die klinische Anwendbarkeit der
Transplantation erheblich ein. Wir untersuchten vor allem die GVHD des Thymus
(Publikation 4), da ein intakter Thymus Voraussetzung fur die de novo Generation
von T-Zellen mit breiten T-Zellrepertoire und damit suffizienter T-Zellimmunitat
darstellt, um der Inzidenz an Infektionen und malignen Rezidiven
entgegenzuwirken. Zahlreiche Trafficking-Molekule sind bereits im Rahmen der
GVHD untersucht worden. Wir evaluierten CCR9, L-Selektin, aE und B7 Integrin
Untereinheiten, PSGL-1, CCR2, und CXCR3, in ihrer Bedeutung fur die Thymus-
gerichtete Migration alloreaktiver T-Zellen und ihrer Vermittlung von thymischer
GVHD. Zunachst untersuchten wir Molekule, fur die es bereits Hinweise zur
Relevanz einer Migration in den Thymus aus anderen physiologischen oder
pathophysiologischen Studien gab (CCR9, L-Selectin, PSGL-1) (82-86).
Empfangermause von alloreaktiven T-Zellen, die jeweils defizient fur CCR9, L-
Selectin oder PSGL-1 waren, wiesen entsprechend weniger Thymusschaden auf
als Empfangermause von alloreaktiven Wildtyp T-Zellen. Zu unserer
Uberraschung vermittelten jedoch auch alloreaktive T-Zellen mit Defizienzen fiir
Trafficking-Molekule, die traditionell der Darm-gerichteten Migration zugeordnet
sind (aE und B7 Integrin Untereinheiten, CCR2, CXCR3) (87-90), weniger
Thymusschaden. Insgesamt fuhrte kein Defizit eines einzelnen Trafficking-
Molekuls zur vollstandigen Inhibition der Migration alloreaktiver T-Zellen in den
Thymus. Keines der von uns getesteten Molekule war somit allein fur die Thymus-
gerichtete Migration notwendig, es ist eher im Gegenteil von einer Redundanz der
verantwortlichen Trafficking-Molekule fur die T-Zellmigration in den Thymus
auszugehen. Eine selektive, komplette Inhibition ware daher wahrscheinlich nicht
ausreichend, die thymische GVHD zu verhindern.

29



Eine umfassende zeitliche und raumliche Analyse der Migration ermdglicht neue
Methoden der in vivo Bildgebung. BLI ermoglicht hierbei eine wiederholte, nicht-
invasive Bildgebung zellularer und molekularer Veranderungen im Verlauf. Wir
entwickelten (Publikation 5) einen dualen lentiviralen Vektor zur Bildgebung einer
NFAT-induzierbaren Luziferase und einer konstitutiven Luziferase. Unser duales
Reportersystem ermoglicht das Monitoring von Migration und Proliferation im
Verlauf und gewahrleistet gleichzeitig Informationen Uber den Aktivierungsstatus
der Zelle (NFAT-Aktivierung). Wir nutzten dieses System zur Bestimmung der
raumlich-zeitlichen Migration und Aktivierung von a) alloreaktiven T-Zellen
wahrend der GVHD und b) T-Zellvorlauferzellen wahrend der T-Zellentwicklung
nach allo-KMT. Das Migrationsmuster alloreaktiver T-Zellen war vergleichbar mit
bereits veroffentlichten Daten von Beilhack et al. (91). Im Gegensatz zu dieser
Arbeit, die von einer initialen Proliferation und Aktivierung der alloreaktiven T-
Zellen in den sekundaren lymphatischen Organen ausging, unterstrichen unsere
Ergebnisse eher die dominante Rolle des Darmes fur die frihe Alloreaktion in der
Entwicklung von GVHD. Murai et al. konnten ebenfalls zeigen, dass die Peyer's
Patches fur die Aktivierung der alloreaktiven T-Zellen notwendig sind und dass
Mause ohne Peyer’s Patches keine akute GVHD entwickelten (92).

Frihere Studien zeigten ausserdem, dass ein adoptiver Transfer ex vivo generierte
T-Zellvorlauferzellen die T-Zellrekonstitution und Graft-versus-Tumor Aktivitat nach
Stammzelltransplantation verbesserte (93, 94). Wir untersuchten die Migration,
Weiterentwicklung und Selektion der T-Zellvorlauferzellen wahrend der
Immunrekonstitution. Die ex vivo-generierten T-Zellvorlauferzellen wurden nach
Transplantation an den Tagen 11-14 im Thymus detektiert. Mit Hilfe des H-Y
transgenen Mausmodells (41, 95) und des NFAT-induzierbaren Reportersystems
konnten wir auRerdem zeigen, dass die transferierten T-Vorlauferzellen im Thymus
sich zu CD4+ und CD8+ T-Zellen weiterentwickelten und selektioniert wurden. Im
Rahmen der Positivselektion kam es zur NFAT-Aktivierung, was mit anderen
Studien Ubereinstimmt (96, 97).

Um Verfalschungen der Messergebnisse durch Abschwachung und Reflektion von
Signalen im Organismus auszugleichen, erweiterten wir die BLlI um die
Verwendung der Biolumineszenztomographie (BLT) zur genaueren Lokalisation
des Signalursprungs und zur Bestimmung der realen Signallstarke. Auch wenn

insgesamt mehr Messungen bendtigt werden, halten wir die BLT fur eine
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vielversprechende Weiterentwicklung der BLI, um sowohl quantitativ als auch
qualitativ prazisere Biolumineszenzdaten zu erlangen.

Es bedarf weiterer Aufklarung uber die Regulation und Funktionsmechanismen des
Chemokinsystems, um selektivere Angriffspunkte zu finden und verbesserte
Antagonisten gegen die dysregulierten Signalkaskaden entwickeln zu konnen,
ohne dabei die physiologischen Ablaufe zu storen. Neue bildgebende Verfahren
bieten hierbei Ansatzmoglichkeiten zur Entwicklung von verbesserten

Vakzinierungsstrategien und adoptiven T-Zelltherapien.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Die Beeinflussung der Migration von Immunzellen ist von grol3em Interesse fur die
Immuntherapie von Tumoren. Das Chemokinsystem spielt eine wesentliche Rolle
sowohl fur die Steuerung des ,Immunzelltrafficking® (Immunzellverkehr) als auch
fur die Tumormetastasierung. Mit dem Verstandnis der Relevanz des
Chemokinsystems fur pathologische Immunreaktionen und Tumorzellfunktion/—
metastasierung entstanden sehr zeitnah Bemuhungen, uber spezifische
Antagonisierung des Chemokinsystems therapeutische Ansatze zu entwickeln.

Um selektive Angriffspunkte fur Behandlungsstrategien gegen Tumoren entwickeln
zu konnen, untersuchten wir im Kolorektalkarzinom und nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom tumoreigene, spezifische Chemokinrezeptorexpressionen/-
funktionen. Wir konnten eine vorwiegend zytoplasmatisch Ilokalisierte CCR7
Variante im Kolorektalkarzinom identifizieren, die in der normalen Kolonmukosa
nicht exprimiert wurde, was eine tumor-spezifische Funktion des
zytoplasmatischen CCR7 vermuten lasst. Im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom
entdeckten wir eine nukleare CXCR4 Expression, die signifikant mit einer
Lymphknotenmetastasierung assoziiert war. Bei beiden Tumorentitaten ergaben
sich damit keine direkten Ansatzpunkte fur eine Chemokinrezeptorblockade, aber
moglicherweise fur eine zielgerichtete Therapie gegen tumorspezifische,

intrazellulare Moleklle.

Auf der Suche nach immuntherapeutischen Ansatzmaoglichkeiten untersuchten wir
im Rahmen einer Tumorvakzinierungsstudie den Einfluss des Adjuvanz GM-CSF
auf die Chemokinrezeptorexpression von Vakzine-induzierten T-Zellen. Uber
Veranderung des lokalen Vakzinemilieus konnte hierbei eine gesteigerte CXCR3
Expression auf den Vakzine-induzierten T-Zellen erzielt werden. Da die mit CXCR3
korrespondierenden Liganden haufig im Tumorgewebe vorliegen, konnte auf diese
Weise, eine zielgerichtete Migration in das Tumorgewebe unterstitzt werden und
somit den klinischen Benefit von GM-CSF erklaren.

Des Weiteren untersuchten wir das Migrationsverhalten von T-Zellen bei der
GVHD, bei der es durch alloreaktive T-Zellen zu einer Schadigung der
Empfangerorgane kommt. Dabei konzentrierten wir uns auf den Thymus, dessen
Schadigung die T-Zellrekonstitution beeintrachtigt. Wir charakterisierten die
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Chemokinrezeptoren, die fur die Migration der alloreaktiven T-Zellen in den
Thymus eine Rolle spielen, um gegebenenfalls durch spezifische Inhibition eine
Schadigung durch GVHD des Thymus verhindern zu konnen. Es stellte sich
heraus, dass nicht ein einzelner, sondern vielmehr verschiedene
Chemokinrezeptoren die Migration in den Thymus vermitteln. Die Blockierung
eines einzelnen Chemokinrezeptors ware demnach nicht ausreichend flur eine

vollstandige Inhibition der Migration in den Thymus.

Um die Zellmigration im Kontext eines intakten Organismus besser visualisieren
und verstehen zu konnen, entwickelten wir eine neue Methode, um Zellen in ihrer
ortlich-zeitlichen Verteilung in vivo darzustellen, und hierbei simultan Informationen
Uber ihrer Aktivierung zu erfassen. Uber das Monitoring alloreaktiver T-Zellen
konnten wir eine dominante Rolle des Darmes fur die frUhe Alloreaktion in der
Entwicklung der GVHD zeigen. Uber das Monitoring adoptiv transferierter, ex vivo-
generierter T-Vorlauferzellen konnten wir deren Migration in den Thymus und
deren Weiterentwicklung und Selektion erfassen. Der etablierte Vektor ermoglicht

auch das Monitoring der Migration von anderen Primar- oder Tumorzellen.

Die Grundlage fur das Funktionieren des Chemokinsystems scheint zunachst ein
sehr klares Prinzip mit Rezeptoren, korrespondierenden Liganden und der
Migration von Zellen entlang von Chemokingradienten. In Kombination mit der
Relevanz fur pathologische Prozesse wie GVHD und Tumormetastasierung stellt
das Chemokinsystem eine attraktive Moglichkeit fur neue Therapieansatze dar.

Die vorgelegten Arbeiten leisten Beitrage sowohl zum Verstandnis tumor-
spezifisch  veranderter = Chemokinrezeptorexpressionen wie auch  zur
Immunzellmigration von T-Zellen im Rahmen der Vakzinierung und allogenen
Transplantation. Zudem zeigen sie methodische Fortschritte durch die
Biolumineszenz-Bildgebung, die eine Verbesserung der Migrations- und
Funktionsanalyse von Zellen und Optimierung immuntherapeutischer Ansatze

mittels Adjuvantien ermaoglicht.
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tatkraftig unterstutzt.

Die vorliegenden Arbeiten waren nicht moglich geworden ohne exzellente Kollegen
und Kooperationspartner. Um nur einige wenige — in alphabetischer Reihenfolge -
zu nennen: Dr. Christine Appelt, Anne Marie Asemissen, Bradley Beattie, Dr.
Antonia Busse, Prof. Dr. Sarah Coupland, Amanda Holland, Dr. Anne Letsch, Dr.
Christoph Loddenkemper, Sydney Lu, Dr. Joachim Lupberger, PhD Dr. John
Markley, PD Dr. Olaf Penack, Dr. Rieger, Prof. Dr. Michel Sadelain, Andrea Stroux,
Prof. Dr. Andreas Thiel, Dr. Jennifer Tsai.

Herzlichen Dank!

Fur die finanzielle Unterstitzung meiner Forschungsarbeit danke ich der Charité,
der Friedrich-Naumann-Stiftung, der Berliner Krebsgesellschaft, dem Boehringer
Ingelheim Fonds und der Dr. Mildred-Scheel-Stiftung (Deutsche Krebshilfe).
Meiner engsten Freundin Daniela Winck danke ich fur das Korrekturlesen und den
seelischen Beistand Uber die Forschungsjahre hinweg.

Sehr viel zu verdanken habe ich meiner Familie, insbesondere meinen Eltern und
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meinem Ehemann, Dr. Lars Stelter, der Uber viele Jahre durch verstandnisvolle

Unterstlitzung meinen wissenschaftlichen Weg ermdoglichte.
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ERKLARUNG

§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, dass

 weder fruher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefuhrt oder
angemeldet wird bzw. wurde,

« die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die
Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern/ Wissenschaftlerinnen und mit
technischen Hilfskraften sowie die verwendete Literatur vollstandig in der
Habilitationsschrift angegeben wurden,

* mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Berlin, August 2010

Dr. ll-Kang Na
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