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1 Einleitung: Das Immunsystem

1 Einleitung: Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk aus Organen, immunologisch aktiven
Zellen und l6slichen Molekilen, deren Zusammenspiel der Erkennung und Abwehr
kérperfremder Strukturen dient, den Organismus somit schiitzt und dessen Integritat

gewabhrleistet (Murphy et al., 2016).

Nahezu alle Organismen sind dauerhaft unterschiedlichsten Umwelteinflissen
ausgesetzt, die eine potentielle Bedrohung fiir deren Unversehrtheit darstellen
(Medzhitov et al., 1997). Wenn es pathogenen Mikroorganismen gelingt, in den
Wirtsorganismus einzudringen, kann dies zu Organ- bzw. Gewebeschadigungen
fuhren (Murphy et al., 2016). Doch nicht nur extrinsische Gefahren kénnen den Korper
nachhaltig schadigen. Auch im Korperinneren entstehen taglich Zellen, die durch
genetische Mutationen ihre physiologische Funktion verloren und einen fehlerhaften
Zustand erhalten haben, der zur Entstehung von Krebs fihren kann (Hahn et al,,
2002).

Um die Invasion und Expansion von Pathogenen zu verhindern und fehlerhafte
korpereigene Zellen abzutbdten, besitzen beinahe alle Lebewesen umfassende
Abwehrmechanismen (Sherr, 2004; Travis, 2009). Die Grundlage dieses effizienten
Abwehrnetzwerks wird von zwei eigenstandigen, jedoch gleichzeitig miteinander
kooperierenden Bereichen gebildet, die als angeborenes und adaptives Immunsystem
bezeichnet werden (Jain et al., 2017). Das angeborene oder unspezifische
Immunsystem, welches auch in niederen Lebewesen existiert, phylogenetisch bereits
sehr frih entstand und seitdem weitgehend konserviert blieb, stellt hierbei die erste
und schnellere Verteidigungslinie dar (Travis, 2009). Im Gegensatz dazu entwickelte
sich das adaptive Immunsystem, welches auch als erworbenes oder spezifisches
Immunsystem bezeichnet wird, erst in Wirbeltieren und reprasentiert eine verzégernd
einsetzende, anpassungsfahige und individuell antigenspezifische Abwehr mit der
Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses (Marshall et al., 2018). Demzufolge
nutzen das angeborene und das adaptive Immunsystem zwar fundamental
verschiedene Abwehrstrategien, bendtigen aber den wechselseitigen Synergismus
sowohl zum Aufbau als auch zur Termination einer vollumfanglichen und effektiven

Immunantwort (Chaplin, 2010).

Neben der Vermittlung dieser lebensnotwendigen Schutzfunktionen sind das

Immunsystem bzw. dessen funktionelle Stérungen jedoch auch in der Pathophysiologie
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diverser Erkrankungen beteiligt. Eine fehlregulierte Immunantwort, bei der die
Unterscheidung zwischen koérpereigenen und kérperfremden Strukturen versagt, kann
die Entstehung von chronisch-inflammatorischen Prozessen sowie
Autoimmunerkrankungen bedingen (Theofilopoulos et al., 2017). Ein defizientes oder
medikamentds supprimiertes Immunsystem hingegen fihrt hauptsachlich zu
wiederkehrenden und lebensbedrohlichen Infektionskrankheiten (Fischer, 2007;
Chinen et al., 2010). Des Weiteren spielt das Immunsystem auch bei der Entstehung
und Progression maligner Tumorerkrankungen eine tragende Rolle (Gonzalez et al.,
2018). Hierbei ist das Immunsystem einerseits essenziell fir die Elimination
transformierter Zellen, kann jedoch andererseits durch Selbige auch zur verstarkten

Tumorprogression ausgenutzt werden (Schreiber et al., 2011).

Das  Verstandnis  grundlegender  immunsuppressiver  Mechanismen ist
dementsprechend elementar, um die Entstehung und Entwicklung von
Autoimmunprozessen und Tumorerkrankungen nachvollziehen und daraus
therapeutische Strategien fiir die klinische Anwendung ableiten zu kénnen. Der Einsatz
von Immunsuppressiva wird bereits seit Mitte des 20. Jahrhunderts praktiziert und stets
werden neue immunmodulierende Therapeutika zugelassen, die aktuelle
pathophysiologische Konzepte bericksichtigen und die therapeutische Effektivitat
verbessern  (Allison, 2000; Durrbach et al, 2010). Die Anwendung
immunstimulierender Agenzien bei Tumorerkrankungen hingegen feierte mit den
Erfolgen der Immuncheckpoint-Inhibition erst vor wenigen Jahren ihren revolutionaren
Durchbruch (Hodi et al., 2010).

Die hier vorliegende Arbeit untersucht die immunmodulatorischen Mechanismen der
Chemokine CCL1 und CCL22 wahrend immunologischer Homdostase und Krebs und
soll somit zu einem umfassenderen Verstandnis immunregulativer Prozesse beitragen.
Die Befunde sollen neue Ansatze in der Immuntherapie von Tumoren und in der

immunsuppressiven Therapie von Autoimmunpathologien ermdglichen.
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1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem besteht aus epithelialen Barrieren an
Kérperoberflachen, 16slichen  Faktoren wie dem  Komplementsystem und
antimikrobiellen Peptiden sowie verschiedenen Immunzellpopulationen, die in der
direkten Verteidigung sowie der Kommunikation mit dem adaptiven Immunsystem

jeweils unterschiedliche Funktionen ausuben (Riera Romo et al., 2016).

Die Abwehrstrategien des angeborenen Immunsystems basieren auf der Expression
sogenannter pattern recognition receptors (PRR) durch zahlreiche Immunzellsubtypen
(Akira et al., 2006). Mit ihrer Hilfe kdbnnen konservierte mikrobielle Bestandteile, die
sogenannten pathogen-associated molecular patterns (PAMP), detektiert und von
kérpereigenen Strukturen diskriminiert werden (Janeway et al., 2002). Dartber hinaus
erkennen PRR auch endogene Molekile, die bei nekrotischen Gewebe- und
Zellschadigungen wie Trauma, Ischamie und Krebs aus dem Zellinneren in den
Extrazellularraum freigesetzt werden. Diese werden als danger-associated molecular
patterns (DAMP) bezeichnet (Tang et al., 2012). Die prominentesten Vertreter der PRR
sind die Toll-like-Rezeptoren (TLR), welche als membranstandige Molekile auf der
Zelloberflache oder der endosomalen Membran extrazellulare bzw. phagozytierte

Erregerbestandteile detektieren (Beutler, 2009).

Die Aktivierung der PRR durch PAMP oder DAMP vermittelt letztendlich die beiden
distinkten Aufgaben des angeborenen Immunsystems: Neben der Reprasentation der
ersten immunologischen Barriere und damit der Bekdmpfung und Beseitigung
schadigender Prozesse bewirkt die Aktivierung der angeborenen Immunitat zudem die
Rekrutierung adaptiver Immunzellen und die Initiation einer spezifischen Immunantwort
(lwasaki et al., 2015).

1.2 Dendritische Zellen

Die dendritischen Zellen (DC) leisten an der Schnittstelle zwischen angeborener und
adaptiver Immunitat einen essenziellen Beitrag zur Initierung einer zielgerichteten
spezifischen Immunantwort (Banchereau et al., 1998). Nach ihrer Entstehung im
Knochenmark positionieren sie sich strategisch an Kérpergrenzen und Eintrittspforten
von lymphatischen Geweben, wo sie Antigene phagozytotisch aufnehmen und
daraufhin in die sekundar lymphatischen Organe migrieren (Banchereau et al., 1998).

Hier prozessieren sie das phagozytierte Antigen in kleine Peptidfragmente, welche
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schliellich auf den MHC-Komplex geladen und an T-Zellen prasentiert werden

(Steinman et al., 1978; Steinman et al., 1979; Nussenzweig et al., 1980).

DC sind durch die diversen Mechanismen der Antigenaufnahme, -prozessierung und
-prasentation sowie ihrer immensen Plastizitdt bezlglich Entwicklung, Lokalisation,
Zytokinprofil  und immunologischer Funktion in der Lage, unter gewissen
Voraussetzungen die Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen zu vermitteln und
somit eine adaptive Immunreaktion zu initiieren und zu dirigieren (Mildner and Jung,
2014). Dies soll zu einem spateren Zeitpunkt noch Gegenstand genauerer Betrachtung

sein.

1.3 Das adaptive Immunsystem

Die adaptive Immunitat stellt ein sich Uber die gesamte Lebenszeit anpassbares und
verbesserndes Abwehrsystem dar, das parallel zu seiner direkten Abwehrfunktion auch
der Etablierung eines immunologischen Gedachtnisses dient. Dieses gewahrleistet bei
erneuter Exposition gegenlber bekannten Pathogenen eine schnelle und effektive
Erregereradikation (Chaplin, 2010).

Die B- und T-Lymphozyten sind die Effektorzellen des adaptiven Immunsystems. Beide
Zellarten besitzen auf ihrer Oberflache hochspezifische Antigenrezeptoren eines
jeweils einzigartigen Bauplans zur Erkennung und Eliminierung eines spezifischen
Antigens (Agrawal et al., 1998). Die Vielfalt dieser Rezeptoren wird im Zuge der
Lymphozytenentwicklung besonders durch somatische Rekombination ermdglicht,
welche hauptsachlich durch die Lymphozyten-spezifischen Proteine recombination-
activating gene (RAG)-1 und RAG-2 vermittelt wird (Oettinger et al., 1990). Wahrend B-
Lymphozyten mit ihrem B-Zell-Rezeptor Antigene in I6slicher Form binden und sogar
endozytieren sowie prasentieren kdnnen, bendtigen T-Zellen die Prasentation ihres zu
erkennenden Peptidfragments durch eine Antigen-prasentierende Zelle (APC) Uber
einen MHC-Komplex (Smith-Garvin et al., 2009; Cyster et al., 2019).

Die Antigenerkennung und Aktivierung von B-Zellen fuhrt zur klonalen Proliferation
sowie letztlich zur Differenzierung in Plasmazellen, die auf die Sekretion von
Antikdrpern spezialisiert sind. Diese sind unter anderem fir die Neutralisation von
Toxinen, die Aktivierung des Komplementsystems sowie die Opsonierung von
Antigenen verantwortlich (Schroeder et al., 2010). Auch T-Zellen durchlaufen nach

Aktivierung  ihres  T-Zell-Rezeptors (TCR) diverse  Proliferations-  und
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Differenzierungsschritte, die sie je nach Subtyp zu verschiedenen Aufgaben befahigen
(Bonilla et al., 2010).

1.3.1 T-Zellen

T-Zellen entwickeln sich im Knochenmark aus lymphoiden Progenitorzellen und
begeben sich daraufhin zur weiteren Reifung in den Thymus (Kumar et al., 2018). Hier
durchlaufen die nun als Thymozyten bezeichneten T-Zell-Vorlaufer sequenzielle
Selektionsschritte, die als positive und negative Selektion bezeichnet werden. In der
positiven Selektion Uberleben nur diejenigen Thymozyten, die prinzipiell dazu in der
Lage sind, mit ihrem TCR mit einer bestimmten Aviditdt mit einem MHC-Komplex zu
interagieren. In der negativen Selektion werden alle T-Zell-Vorlaufer eliminiert, die auch
mit korpereigenen Peptidfragmenten interagieren (Starr et al., 2003). Diese
intrathymischen Selektionsprozesse werden auch als zentrale Toleranz bezeichnet
(Griesemer et al., 2010). Die verbliebenen reifen, aber antigenunerfahrenenen, also
naiven T-Zellen, wandern schliel3lich aus dem Thymus aus und migrieren vorwiegend
in die sekundar lymphatischen Organe, um dort auf eine potentielle Aktivierung durch

ihr korrespondierendes Antigen zu warten (Miller, 1961; Takahama, 2006).

T-Zellen Ubernehmen zentrale Rollen fir die Intaktheit des Immunsystems und lassen
sich anhand dessen grundséatzlich in zwei verschiedene Subpopulationen einteilen:
CD8" T-Zellen, die auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet werden, sind direkt mit
der Abtotung von Zielzellen wie virusbefallenen oder maligne transformierten Zellen
beauftragt (Zhang et al., 2011). Sie erkennen ausschliel3lich Antigene, die ihnen Gber
den MHC-I-Komplex prasentiert wurden (Zinkernagel et al., 1974). Dahingegen
verfigen CD4" T-Zellen — die T-Helferzellen — weitestgehend Uber vielfaltige
administrative sowie regulative Aufgaben sowohl innerhalb des adaptiven als auch des
angeborenen Immunsystems (Zhu et al., 2008; Zhu et al., 2010). Ihre Antigenbindung
und -erkennung ist auf MHC-II-gebundene Antigene beschrankt (Bjorkman, 1997).

1.3.2 T-Zell-Aktivierung

Hauptverantwortlich fir die Erkennung und Bindung von MHC-assoziierten Antigenen
und damit fur die Aktivierung von T-Zellen ist der TCR. Die Antigenbindung erfolgt
durch eine a- und eine B-Kette, die intrazellular mit dem signaltransduzierenden
Protein CD3 assoziiert sind (Punt et al., 1994). Fur die Bindung der Peptid-MHC-
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Komplexe sind neben dem TCR auch die Korezeptoren CD4 und CD8 entscheidend,
wobei CD4 als Korezeptor fur die Bindung an MHC-Il und CD8 als Korezeptor flr die
Bindung an MHC-I fungiert (Malissen et al., 2014).

Fur eine vollumfassende T-Zell-Aktivierung werden neben der Interaktion von TCR und
Antigen-MHC-Komplex jedoch zusatzliche Signale bendtigt. Diese umfassen weitere
kostimulatorische Molekile wie die Interaktion der DC-standigen Proteine CD80 oder
CD86 mit dem von T-Zellen exprimierten Rezeptor CD28 (Chen et al., 2013) sowie die
Expression unterschiedlicher Zytokine wie beispielsweise IL-2 (June et al., 1987;
Thompson et al., 1989; Jenkins et al., 1991), die das Uberleben, die Proliferation sowie
die Differenzierung der naiven T-Zellen beeinflussen (Acuto et al., 2003). All diese
Interaktionen zwischen APC (meist DC) und T-Zelle sind in Form einer sogenannten
immunologischen Synapse organisiert (Huppa et al., 2003). Neben kostimulatorischen
Rezeptoren flr DC-exprimierte Liganden befinden sich auf T-Zellen jedoch auch
koinhibitorische Molekile, deren Aktivierung Uberschieliende T-Zell-Antworten
verhindern soll. Aus diesem Grund werden diese als Immun-Checkpoints bezeichnet.
Prominente Vertreter sind die Proteine CTLA-4 und PD-1, deren Inhibition derzeit in
der Therapie einiger maligner Tumoren, allen voran dem malignen Melanom,

bahnbrechende Erfolge feiern konnte (Larkin et al., 2015).

Die TCR-MHC-Interaktion, kostimulatorische und koinhibitorische Molekiile sowie die
Sekretion von Zytokinen liefern T-Zellen folglich komplexe Signale, die zu einer Reihe
von transkriptionellen sowie funktionellen Veranderungen der T-Zellen fuhren und
diese zur weiteren Differenzierung in unterschiedliche Subtypen anregen koénnen
(Murphy et al., 2002).

1.3.3 Subtypen von CD4* T-Zellen

CD4" T-Helferzellen sind eine heterogene Gruppe verschiedener Subpopulationen, die
sich durch unterschiedliche Funktionen, diverse Zytokinsekretionsmuster und die
Expression multipler funktionsvermitteInder Transkriptionsfaktoren unterscheiden (Zhu,
2010). Die erste Erkenntnis Uber die Prasenz unterschiedlicher T-Helferzell-
Subpopulationen lieferten Mosmann und Coffman in den 1980er Jahren, indem sie
zwei unterschiedliche Formen von T-Helferzellen, namlich Th1- und Th2-Zellen,

anhand der Sekretion unterschiedlicher Zytokine identifizierten (Mosmann et al., 1986).

Mittlerweile wurden viele weitere T-Helferzell-Subpopulationen beschrieben und es

herrscht Konsens, dass CD4" T-Zellen keine stabilen Zelltypen darstellen, sondern sich
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an sich verandernde Umstande anpassen und je nach Situation verschiedene
Funktionen Ubernehmen koénnen (Zhu, 2010). Diese T-Zell-Plastizitat wird auf
unterschiedlichen Ebenen reguliert: Neben extrazelluldaren Signalen wie dem
Zytokinmilieu spielen auch nachfolgende Signaltransduktionskaskaden und letztlich
auch die Expression bestimmter nuklearer Transkriptionsfaktoren fur die T-Zell-
Polarisierung und damit fir die Auslbung verschiedener Funktionen eine
entscheidende Rolle (DuPage et al., 2016). Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber einige
wichtige T-Helferzell-Subpopulationen (Zhu et al., 2008; Zhu, 2010).

Tabelle 1 Wichtige Subtypen von CD4" T-Zellen

Subtyp  Hauptfunktion Zytokin- Zytokine fur Wichtigster
sekretion Polarisation Transkriptions-
faktor
Th1 Abwehr intrazellularer  IFN-y IL-2, -12, T-bet
Pathogene IFN-y
Th2 Parasitenabwehr, IL-4, IL-5, IL-2,-4 GATA3
Allergie IL-13
Th17 Abwehr extrazellularer 1L-17, IL-6, -21, -23, RORyt
Pathogene, IL-22 TGF-B
Autoimmunitat
Treg Periphere Toleranz TGF-B, IL-2, TGF-B FOXP3
IL-10
Tfh B-Zell-Aktivierung IL-21 IL-6, IL-21 BCL-6

1.3.4 Regulatorische T-Zellen

Die Mechanismen des Immunsystems in der Abwehr von potentiell schadlichen
Einflissen auf den Organismus sind vielfaltig und potent. Damit sich diese umfassende
Immunreaktion jedoch nicht gegen koérpereigene Strukturen oder kommensale
Bakterien richtet und nicht unverhaltnismaRig bzw. UberschieRend ablauft, hat der
Organismus Mechanismen entwickelt, um sowohl physiologische Immunreaktionen zu

regulieren als auch autoimmune und chronisch-inflammatorische Erkrankungen zu
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verhindern (O'Garra et al.,, 2004). Eine =zentrale Rolle nehmen hierbei die
regulatorischen T-Zellen (Treg) ein, die entscheidend flr die periphere Toleranz und
damit die Verhinderung von Autoimmun- (Sakaguchi et al., 2001; Shevach et al., 2006)

und chronisch-entzindlichen Erkrankungen (Coombes et al., 2005) sind.

Treg sind eine Subpopulation von CD4" T-Zellen, die durch eine starke Expression von
CD25, der hochaffinen a-Kette des IL-2-Rezeptors (Sakaguchi et al., 1995), sowie des
Transkriptionsfaktors FOXP3 gekennzeichnet sind (Fontenot et al., 2003; Hori et al.,
2003). Abhangig vom Ort ihrer Entwicklung kénnen unterschiedliche Treg-Subtypen
unterschieden werden: Solche, die im Thymus durch (zu) starke TCR-MHC-Interaktion
entstehen, werden natirliche regulatorische T-Zellen, kurz nTreg, genannt (Jordan et
al.,, 2001). Des Weiteren gibt es Treg, die unter bestimmten Voraussetzungen in der
Peripherie aus konventionellen CD4" T-Zellen hervorgehen koénnen. Diese

extrathymisch induzierten Zellen nennt man iTreg (Chen et al., 2003).

Treg nutzen diverse Mechanismen, um ihre regulative und immunsuppressive Funktion
auszuuben. Durch die Sekretion immunsuppressiver Zytokine wie IL-10 (Asseman et
al., 1999), TGF-B (Nakamura et al., 2001) und IL-35 (Collison et al., 2007) wird die
Immunantwort durch Effektor-T-Zellen inhibiert. Daneben erzeugt auch die Zelltod-
Induktion von Effektorzellen durch Granzyme und Perforine immunsuppressive Effekte
(Cao et al., 2007). Dartber hinaus kann die Treg-abhangige Immunsuppression durch
die metabolische Beeintrachtigung anderer Effektorzellen erklart werden. Besonders
die verstarkte Bindung und damit Absorption von IL-2 durch das auf Treg in
besonderem Ausmal} exprimierte Protein CD25 erméglicht es ihnen, die Bindung und
Wirkung dieses Proliferations- und Uberlebenszytokins an Effektor-T-Zellen zu
verhindern (Pandiyan et al., 2007) und damit eine Immunsuppression zu erzeugen. Die
Modulation von DC-Reifung und -funktion (Vignali et al., 2008) durch CTLA-4-CD80/86-
abhangige Treg-DC-Interaktionen (Read et al., 2000; Tadokoro et al., 2006) sowie die
Induktion des immunsuppressiven Metaboliten Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in DC
(Fallarino et al., 2003) sind weitere potente Mechanismen, die zur immunsuppressiven

Wirkung von Treg beitragen.

Neben ihrer physiologisch entscheidenden Rolle zur Pravention von chronisch-
entzindlichen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen tragen die
immunsuppressiven Mechanismen von Treg jedoch auch entscheidend zu
Entrinnungsstrategien von malignen Tumorzellen vor der antitumoralen Immunantwort
bei (Vinay et al., 2015). Wahrend tumorantigenspezifische Effektor-T-Zellen eigentlich
dazu in der Lage waren, Tumorzellen effektiv zu bekadmpfen, werden diese unter

anderem von rekrutierten oder im Tumorgewebe induzierten Treg an der Vernichtung
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von Tumorzellen gehindert. Dies stellt einen potenten und fundamentalen
Mechanismus der Tumor-induzierten Immunsuppression und damit ein grof3es

Hindernis in der antitumoralen Immuntherapie dar (Zou, 2006; Togashi et al., 2019).

1.4 Zytokine

Zytokine sind eine Gruppe von Proteinen, die die Proliferation und Differenzierung von
Zielzellen regulieren und das Zusammenspiel von angeborener und adaptiver
Immunreaktion dirigieren (Dinarello, 2007). lhre bedeutende Rolle in der Organisation
von intakten Immunantworten wird ebenfalls in ihrem Beitrag zur Entwicklung von
autoimmunen und inflammatorischen Krankheiten deutlich. In vielen immunvermittelten
Erkrankungen, wie beispielsweise der rheumatoiden Arthritis oder chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen, spielt eine Dysbalance von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen eine entscheidende Rolle fur die Pathogenese, den
weiteren Krankheitsverlauf oder die Krankheitsaktivitdt (O'Shea et al., 2002; Mclnnes
et al., 2011; Neurath, 2014). Die Blockade proinflammatorischer Zytokine oder deren
Rezeptoren zeigt dementsprechend eindrickliche klinische Effekte und wird bei einer
Vielzahl von inflammatorischen und autoimmunen Erkrankungen erfolgreich
angewandt (O'Dell, 2004; Abraham et al., 2009; Sandborg et al., 2012).

1.4.1 Zytokinfamilien

Zytokine konnen vereinfacht in finf Hauptgruppen unterteilt werden, die allesamt

verschiedene biologische Funktionen bernehmen (Dinarello, 2007).

Interferone sind Proteine, die vor allem in der antiviralen Immunantwort eine
entscheidende Rolle spielen und Zielzellen dazu veranlassen, Proteine zu
synthetisieren, die flr die Eradikation des Virus bzw. der virusbefallenen Zelle

notwendig sind (Yan et al., 2012).

Interleukine sind Botenstoffe, mit denen die verschiedenen Komponenten von
angeborener und erworbener Immunitdt miteinander kommunizieren. Sie haben
vielfaltige Funktionen in der Aktivierung, Differenzierung und Regulation von

Immunzellen und den von ihnen vermittelten Immunreaktionen (Akdis et al., 2011).
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Chemokine sind Proteine, die als Lockstoffe fungieren und die Chemotaxis von
Immunzellen vermitteln. So werden beispielsweise Entzlindungsreaktionen dirigiert,
indem am Inflammationsort lokalisierte Immunzellen durch die Sekretion von
Chemokinen weitere Immunzellpopulationen zur effektiven Erregereradikation
rekrutieren (Griffith et al., 2014).

Koloniestimulierende Faktoren sind Wachstumsfaktoren, die im Rahmen der
Hamatopoese und Myelopoese eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von
ausdifferenzierten Zellpopulationen aus Stammzellen einnehmen. Darlber hinaus
fungieren sie auch als Regulatoren von differenzierten Immunzellen und leisten

dementsprechend einen Beitrag zu einer intakten Immunantwort (Hamilton, 2008).

Auch Tumornekrosefaktoren sind immunmodulierende Proteine, die vor allem
proinflammatorische Funktionen austben wund fir Inflammation, Zelltod und
Zelldifferenzierung wichtige Funktionen innerhalb des Immunsystems einnehmen
(Kalliolias et al., 2015).

1.4.2 Das Zytokin GM-CSF

Das in dieser Arbeit naher untersuchte Zytokin GM-CSF ist neben M-CSF und G-CSF
ein Hauptmitglied aus der Familie der koloniestimulierenden Faktoren. Wahrend die
Funktion von GM-CSF in der Ausreifung von granulozytaren und makrophagozytaren
Populationen in vitro bereits vor einiger Zeit ausgiebig beschrieben wurde (Burgess et
al., 1980; Inaba et al., 1992), scheinen bei GM-CSF-Defizienz in vivo andere Zytokine
kompensatorische Funktionen zu Ubernehmen. GM-CSF-defiziente Mause weisen
demnach bis auf die Abwesenheit von Alveolarmakrophagen und CD103* und CD11b*
DC in nicht-lymphatischen Geweben keine wesentlichen Veranderungen im myeloiden
Kompartiment auf (Stanley et al., 1994; Varol et al., 2009; Greter et al., 2012; Guilliams
et al., 2013).

Der GM-CSF-Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus einer GM-CSF-spezifischen
a-Kette und einer signallibertragenden (3-Untereinheit, die auch Teil des IL-3- und des
IL-5-Rezeptors ist (Kitamura et al., 1991; Tavernier et al., 1991). Die Bindung von GM-
CSF an den Rezeptor aktiviert unterschiedliche Signalkaskaden. Differenzierungs- und
Inflammationseffekte werden vor allem durch die Aktivierung von JAK2 und STAT5S
getriggert, wahrend Proliferation und Zelliberleben hauptsachlich durch die Aktivierung
der PI3K und MAPK vermittelt werden (Guthridge et al., 1998). Der GM-CSF-Rezeptor
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wird hauptsachlich von Zellen der myeloiden Reihe wie DC, Monozyten, Makrophagen

sowie eosinophilen und neutrophilen Granulozyten exprimiert (Hamilton et al., 2004).

Mittlerweile konnten multiple zellulare Sekretionsquellen von GM-CSF identifiziert
werden. Neben Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und Stromazellen sind auch
hamatopoetische Zellen dazu in der Lage, GM-CSF zu sezernieren (Griffin et al.,
1990). Besonders T-Zellen scheinen unter inflammatorischen Bedingungen eine
prominente GM-CSF-Quelle darzustellen. Neben autoreaktiven T-Zellen, Th17-Zellen
(Codarri et al., 2011) und Th1-Zellen werden in der Literatur auch ThGM-CSF-Zellen
beschrieben, die sich durch die STAT5-abhangige Produktion von GM-CSF

charakterisieren lassen (Herndler-Brandstetter et al., 2014).

Einige Autoren schreiben GM-CSF proinflammatorische und autoimmunitatstreibende
Eigenschaften zu. So wurde gezeigt, dass GM-CSF die Krankheitsentwicklung in
praklinischen Multiple Sklerose (MS)- (McQualter et al., 2001; EI-Behi et al., 2011) und
Arthritis-Modellen (Campbell et al., 1998) férdert und GM-CSF-Blockade einen
therapeutischen Effekt in einer Reihe von Erkrankungen aus dem autoimmunen,
entziindlichen und allergischen Formenkreis erzielt (Vlahos et al., 2006; Willart et al.,
2012; Griseri et al., 2015; Stock et al., 2016; Burmester et al., 2017). Diese
proinflammatorischen Effekte wurden hauptsachlich durch die vermehrte GM-CSF-
abhangige Aktivierung und proinflammatorische Polarisation von APC erklart (Aloisi et
al., 2000; Ponomarev et al., 2007).

Im Gegensatz dazu gibt es jedoch auch einige Studien, die GM-CSF eine
antiinflammatorische Rolle attribuieren. In  Mausmodellen von Typ-I-Diabetes,
experimenteller autoimmuner Thyreoiditis, experimenteller autoimmuner Myasthenia
gravis sowie DSS-induzierter Kolitis konnte die GM-CSF-Applikation die
Krankheitsentwicklung verzégern oder gar verhindern, was vor allem auf die Induktion
tolerogener DC und der damit einhergehenden Expansion von Treg zurtckgefuhrt
wurde (Vasu et al., 2003; Sheng et al., 2006; Gaudreau et al., 2007; Xu et al., 2008;
Bhattacharya et al., 2015). Dementsprechend zeigte die therapeutische Anwendung
von GM-CSF bei Patienten mit Morbus Crohn eine Verringerung der Krankheitsaktivitat
sowie des Steroidbedarfs, wobei diese Beobachtungen bislang noch keinen Weg in die
klinische Anwendung finden konnten (Dieckgraefe et al., 2002; Korzenik et al., 2005;
Valentine et al., 2009).

Die ambivalente Rolle von GM-CSF in der Regulation von Immunantworten ist folglich
noch nicht vollstandig geklart. Jedoch scheinen das lokale Mikromilieu, die lokal

wirksame GM-CSF-Konzentration sowie die Anwesenheit anderer Zytokine eine
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entscheidende Rolle in der GM-CSF-vermittelten Immunregulation zu spielen (Lutz et
al., 2000; Nemunaitis et al., 2004).

1.5 Chemokine

Fir die Effizienz des Immunsystems sind komplexe und vielfaltige zellulare
Interaktionen sowie deren Lokalisation in unterschiedliche lymphoide Kompartimente
unabdingbar. Chemokine sind kleine chemotaktische Proteine, die die Migration und
Distribution aller Immunzellen wahrend immunologischer Homéostase sowie akuter
Inflammation kontrollieren. Des Weiteren spielen sie auch eine entscheidende Rolle in

der Aktivierung naiver T-Zellen sowie der Funktion von Treg (Griffith, 2014).

1.5.1 Chemokinfamilien

Das Chemokin-System kann sowohl strukturell als auch funktionell in unterschiedliche

Gruppen eingeteilt werden (Zlotnik et al., 2012).

Strukturell besitzen alle Chemokine vier konservierte Cystein-Reste, die zwei
Disulfidbriicken ausbilden. Basierend auf der Anordnung der N-terminalen Cysteinreste
lassen sich vier verschiedene Chemokingruppen differenzieren. In der CXC-Familie
werden die beiden Cysteinreste durch eine Aminosdure voneinander getrennt,
wahrend sie in der CC-Familie direkt aneinandergrenzen. In der CX3C-Familie liegen
drei Aminosauren zwischen den Cysteinen, wahrend bei der XC-Familie das erste und
dritte Cystein fehlen (Zlotnik et al., 2000).

Funktionell kénnen Chemokine anhand ihres Expressionsmusters unterschieden
werden. Einige Chemokine werden unter inflammatorischen Bedingungen induziert und
sorgen fir die Migration von Immunzellen wahrend Inflammation, Infektion oder im
Rahmen von Gewebeerneuerung und Tumoren. Andere Chemokine hingegen werden
konstitutiv in lymphatischen Geweben und anderen Organen exprimiert. Diese sorgen
fur die homdostatische Migration von Immunzellen wahrend deren Entwicklung im
Knochenmark und Thymus, der Initiation adaptiver Immunantworten in sekundar
lymphatischen Organen sowie der Uberwachung gesunder Organe und Gewebe
(Griffith, 2014). Manche Chemokine verbinden beide Eigenschaften und koénnen
sowohl unter homoostatischen als auch inflammatorischen Bedingungen exprimiert
werden (Moser et al., 2004; Schulz et al., 2016).
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Auch die zugehdrigen Chemokinrezeptoren werden entsprechend der Nomenklatur
ihrer Liganden in vier Untergruppen (CXCR, CCR, CX3CR, XCR) unterteilt. Diese
sogenannten typischen Chemokinrezeptoren sind ausnahmslos Gai-gekoppelte
Rezeptoren, die nach Ligandenbindung zur Migration der Zelle in Richtung des
Chemokingradienten flihren (Bachelerie et al., 2013). Neben den 18 typischen
Chemokinrezeptoren gibt es jedoch auch atypische Chemokinrezeptoren, die als
,stille®, also nicht-signaltransduzierende Rezeptoren fungieren. Sie binden jeweils eine
grolle Anzahl unterschiedlicher Chemokinliganden, vermitteln jedoch keine
Chemotaxis, sondern regulieren als Decoy-Rezeptoren die Immunzelldistribution durch

Feinregulation der Formierung von Chemokingradienten (Mantovani et al., 2006).

1.5.2 Das Chemokin CCL1

Das Chemokin CCL1 wurde 1987 von Burd et al. entdeckt und aufgrund seiner
Expression durch aktivierte T-Zellen als T cell activating gene 3 (TCA3) bezeichnet
(Burd et al., 1987). Mittlerweile konnten neben T-Zellen auch DC, Mastzellen und
dermale Endothelzellen als weitere CCL1-Quellen identifiziert werden (Gombert et al.,
2005). Die Funktionen von CCL1 wurden im weiteren Verlauf auf die Bindung an den
Rezeptor CCR8 zurlickgefuhrt (Roos et al., 1997). Dieser wird hauptsachlich von Th2-
Zellen (Zingoni et al., 1998), Treg (lellem et al., 2001), interstitiellen DC (Gombert,
2005) und NK-Zellen (Inngjerdingen et al., 2000) exprimiert.

Die Bindung von CCL1 an CCR8 I6st neben Chemotaxis eine Reihe weiterer zellularer
Effekte aus. Initial konnte gezeigt werden, dass CCL1 als inflammatorisches Chemokin
Monozyten sowie neutrophile Granulozyten attrahiert (Miller et al., 1992; Luo et al.,
1994) und neben deren Migration auch deren Aktivierung vermittelt (Devi et al., 1995).
Einige Studien schreiben der CCL1-CCR8-Achse durch die Rekrutierung von
Langerhans-DC und aktivierten T-Zellen demnach eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der atopischen Dermatitis zu (Gombert, 2005). Im Gegensatz dazu
konnten Barsheshet et al. erst kirzlich zeigen, dass die CCL1-abhangige Induktion von
CCRS die suppressive Potenz sowie die FOXP3-Expression von Treg verstarken und
dadurch den Verlauf der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE)
verlangsamen konnte (Barsheshet et al.,, 2017). Daruber hinaus wurde in einigen
Publikationen der negative Einfluss von CCL1 auf das Wachstum und die Prognose
maligner Tumorerkrankungen gezeigt. Die Blockade von CCL1 verminderte die
Konversion, Rekrutierung und suppressive Potenz von Treg in einem murinen

Brustkrebsmodell und war somit in der Lage, die antitumorale Immunantwort
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wiederherzustellen (Hoelzinger et al., 2010). Analog dazu flhrte die CCL1-Expression
in murinen Brustkrebsmodellen zu einer starkeren Treg-Infiltration und -Akkumulation
(Xu et al., 2017). Ferner konnten Plitas et al. zeigen, dass die CCR8-Expression von
Treg in humanen Mammakarzinomgeweben fur deren Infiltration, suppressiver Potenz
und fur das Patiententberleben eine entscheidende Rolle einnehmen (Plitas et al.,
2016).

Neben der Inhibition der antitumoralen Immunantwort konnte ebenfalls ein Einfluss der
CCL1-CCR8-Achse auf das Metastasierungsverhalten maligner Tumoren beobachtet
werden (Das et al., 2013). Die CCL1-Expression von lymphoiden Endothelzellen
korrelierte demnach mit einer verstarkten lymphogenen Metastasierung von CCR8*
Melanomzellen. Der genetische knockdown von CCRS8 in murinen Melanomzelllinien

konnte folglich die Anzahl an Lymphknotenmetastasen signifikant verringern.

Der Einfluss auf die Funktion von Treg bei immunregulativen Prozessen sowie dem
Wachstumsverhalten und der Prognose vieler Tumorerkrankungen machen CCL1 und
dessen Rezeptor CCR8 somit zu einem vielversprechenden Angriffspunkt fir weitere
immuntherapeutische Konzepte in der Therapie allergischer und autoimmuner sowie

maligner Erkrankungen.

1.5.3 Das Chemokin CCL22

Das Chemokin CCL22 wurde zuerst von Godiska et al. im Jahre 1997 beschrieben und
aufgrund der initial identifizierten Sekretion durch Makrophagen als macrophage-
derived chemokine (MDC) bezeichnet (Godiska et al., 1997). Es ist neben CCL17 einer
von zwei Liganden des Chemokinrezeptors CCR4 (Imai et al., 1998) und reprasentiert
ein sowohl homoostatisch exprimiertes als auch inflammatorisch induzierbares
Chemokin (Zlotnik et al., 2012). Der bislang einzige identifizierte CCL22-Rezeptor
CCR4 wird hauptsachlich von bestimmten T-Zell-Subtypen exprimiert. So wurden im
Laufe der Jahre Th2-Zellen (Imai et al., 1999), hautstandige CLA" T-Zellen (Soler et al.,
2003) und in besonders spezifischem Ausmaly Treg (lellem, 2001) als Trager von
CCR4 identifiziert. Auch eine Reihe anderer Zelltypen wie NK-Zellen, eosinophile
Granulozyten, Th17- und Th22-Zellen scheinen unter bestimmten Bedingungen in der

Lage zu sein, CCR4 zu exprimieren (Yoshie et al., 2015).

Die Regulationsmechanismen der inflammatorischen CCL22-Expression sind in der
Literatur mittlerweile umfassend beschrieben. Unterschiedliche Immunzellpopulationen

sind nach Aktivierung in der Lage, CCL22 zu sezernieren. Hierzu gehéren besonders

14



1.5 Chemokine

Zellen myeloiden Ursprungs wie M2-Makrophagen (Martinez et al., 2009) und DC
(Vulcano et al., 2001; Wu et al., 2001), jedoch auch B-Zellen und T-Zellen (Mantovani
et al., 2000). CCL22 wird unter anderem durch LPS, IL-4, IL-13, Prostaglandin E, und
durch TCR-Aktivierung induziert, wahrend IL-12, IFN-a und IFN-y als potente CCL22-
Suppressoren beschrieben wurden (lellem et al., 2000; Yamashita et al., 2002; Mcllroy
et al., 2006)

Unter homdostatischen Bedingungen hingegen konnten besonders DC als flihrende
CCL22-Quelle in lymphatischen Organen identifiziert werden, wobei die regulativen
Mechanismen der konstitutiven CCL22-Sekretion bislang weitgehend unbekannt sind
(Kanazawa et al., 1999; Tang et al., 1999). Lediglich apoptotische Zellfragmente
konnten bislang als potente CCL22-induzierende Faktoren zur Aufrechterhaltung
immunologischer Homdostase identifiziert werden (Hao et al., 2016). Aufderdem wurde
gezeigt, dass CCL22 wahrend immunologischer Homdostase stark im Thymus
exprimiert wird, wodurch ihm eine potentielle Rolle bei der negativen Selektion der T-
Zell-Linie attribuiert wird (Godiska, 1997; Annunziato et al., 2000). Erst kirzlich konnten
Rapp et al. die immense Bedeutung von CCL22 fir die Regulation von T-Zell-
vermittelten Immunantworten darstellen. Sie beschrieben, dass die konstitutive CCL22-
Expression im Lymphknoten den Kontakt zwischen DC und Treg vermittelt und somit
einen zentralen Regulator und neuartigen Immun-Checkpoint der T-Zell-Immunitat

reprasentiert (Rapp et al., 2019).

Besonders die Rolle von CCL22 als potentes Chemoattraktant von Treg wurde genutzt,
um neue pathophysiologische Konzepte zu generieren und die mdgliche
therapeutische Nutzbarkeit der CCL22-CCR4-Achse zu untersuchen. Hierbei scheinen
vor allem Erkrankungen aus dem allergischen und autoimmunen Formenkreis durch
CCL22-CCR4-Interaktionen vermittelt zu sein. Die CCL22-CCR4-Achse spielt
beispielweise eine entscheidende Rolle bei Erkrankungen atopischer Genese wie
Asthma bronchiale, atopischer Dermatitis und allergischer Rhinitis (Gonzalo et al.,
1999; Vestergaard et al., 1999; Lloyd et al., 2000; Yanai et al., 2007). Des Weiteren
konnte die CCL22-vermittelte Treg-Rekrutierung in einem murinen Typ-I-Diabetes-
Modell den autoimmunen Angriff und die Zerstdrung der pankreatischen Inselzellen
verzdgern oder gar verhindern (Montane et al., 2011; Bischoff et al., 2015). Auch in
Tiermodellen vieler weiterer Autoimmunerkrankungen wie Vitiligo (Eby et al., 2015) und
EAE (Dogan et al, 2011) sowie der Pravention von Pankreasinsel-
Transplantatabstollung (Montane et al., 2015) spielt die CCL22-abhangige
Rekrutierung von CCR4" Treg eine wichtige Rolle in der Verhinderung bzw. der

Abschwachung der Krankheitsverlaufe.
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Daruber hinaus ist auch der Einfluss der CCL22-CCR4-Achse auf das Wachstum
maligner Tumoren und die Patientenprognose beschrieben. Einige Studien in
unterschiedlichen Tumorentitidten konnten zeigen, dass Tumorzellen oder
tumorinfiltrierende myeloide Zellen CCL22 sezernieren, was zur Rekrutierung und
Akkumulation von Treg im Tumormikromilieu flhrt, die antitumorale Immunantwort
supprimiert, die Tumorprogression beglnstigt sowie die Patientenprognose
verschlechtert (Curiel et al., 2004; Gobert et al., 2009; Li et al., 2013; Cao et al., 2014;
Anz et al., 2015; Klarquist et al., 2016; Wiedemann et al., 2016; Maolake et al., 2017;
Roéhrle et al., 2020). Das Wissen um die hohe intratumorale CCL22-Expression wurde
ebenfalls fur die Entwicklung neuartiger immuntherapeutischer Konzepte genutzt. Die
Uberexpression von CCR4 in zytotoxischen T-Lymphozyten und adoptiver Transfer
dieser T-Zellen in tumortragende Mause flihrte demnach zu einer verbesserten T-Zell-
Migration in das Tumorgewebe und folglich zu einer gesteigerten antitumoralen
Immunantwort, was die potentielle therapeutische Nutzbarkeit von CCR4 und CCL22

im Tumormikromilieu verdeutlicht (Rapp et al., 2016).

Zusammengefasst spielt die CCL22-CCR4-Achse in einer Vielzahl von Erkrankungen
unterschiedlicher Genese eine wichtige Rolle und stellt dementsprechend ein
vielversprechendes Ziel weiterer grundlagenimmunologischer sowie
immuntherapeutischer Forschungsprojekte dar. Abbildung 1 soll einen Uberblick tiber
die Regulationsmechanismen der CCL22-Sekretion wahrend immunologischer

Homdostase, Inflammation und Tumor-vermittelter Immunsuppression geben.
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Abbildung 1. Regulation des Chemokins CCL22 wahrend immunologischer Homéostase,
Inflammation und Tumor-vermittelter Immunsuppression. In malignen Tumoren (links) wird
CCL22 entweder durch die Tumorzellen selbst oder durch infiltrierende myeloide Zellen wie DC
oder Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) sezerniert. Diese werden durch Tumorzell-
sezernierte Molekile wie IL-1a oder PGE2 zur CCL22-Sekretion stimuliert. Unter
inflammatorischen Bedingungen (Mitte) sind besonders die Th2-assoziierten Zytokine IL-4 und
IL-13 sowie PGE2 und TCR-Aktivierung potente CCL22-Induktoren in CCL22-produzierenden
Zellen wie DC, Makrophagen, T- und B-Zellen. IL-12, IFN-a sowie IFN-y wurden als potente
CCL22-Suppressoren beschrieben. Ferner konnte gezeigt werden, dass eine Immunstimulation
mittels TLR-Liganden und die konsekutive Expression von IFN-a die intratumorale CCL22-
Sekretion durch myeloide Zellen inhibiert und damit die Treg-Rekrutierung hemmt. Die
Regulationsmechanismen der konstitutiven CCL22-Sekretion (rechts) durch DC sind bislang
kaum beschrieben. Lediglich apoptotische Zellfragmente konnten bislang als CCL22-Induktoren

wahrend immunologischer Homdostase identifiziert werden.

1.6 Tumorimmunologie und Tumorimmuntherapie

Wahrend die Tumortherapie im letzten Jahrhundert hauptsachlich die drei Saulen
operative Therapie, Chemotherapie und Radiotherapie umfasste, haben mittlerweile
zZielgerichtete Therapien und die Immuntherapie Eintritt in den klinischen Alltag erhalten
und die Krebstherapie revolutioniert. Aus diesem Grunde neigt man dazu, die
Konzepte der Tumorimmunologie und Tumorimmuntherapie als erst kurzlich
entdeckten medizinischen Fortschritt anzusehen. Jedoch gehen Berichte zu den
Einflissen des Immunsystems auf die Ausbildung und die Progression maligner
Tumoren bis weit in die Vergangenheit zurlick. Bereits in den Jahrhunderten zwischen
antikem Agypten und dem 18. Jahrhundert hauften sich Berichte, dass sich tumordse
Lasionen in Folge eines infektidsen oder febrilen Ereignisses verkleinerten oder ganz
verschwanden (Oiseth et al., 2017). Die gezielte Nutzung des Immunsystems zur
Bekampfung von Krebszellen wurde in der zweiten Halfte des 18. Jahrhunderts
erstmalig praktiziert. Die beiden deutschen Arzte Wilhelm Busch 1868 und Friedrich
Fehleisen 1882 waren die Ersten, die absichtlich Tumorpatienten mit einem Erysipel
infizierten und darunter eine Tumorverkleinerung beobachteten (Busch, 1868;
Fehleisen, 1882). 1891 begann der amerikanische Chirurg William Coley mit der
Injektion von abgetéteten Erysipel-Erregern (,Coley’s Toxin®) in Patienten mit
inoperablen Tumoren und beobachtete eine Tumorregression in einer signifikanten
Anzahl dieser Patienten (Coley, 1893; Coley, 1910). Aufgrund seiner Erfolge wird er
noch heute von vielen als der ,Vater der Tumorimmuntherapie“ bezeichnet (Oiseth et
al., 2017).
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Zur etwa selben Zeit veroéffentlichte Paul Ehrlich die Idee, dass das Immunsystem dazu
in der Lage ist, maligne transformierte Zellen zu erkennen und zu eliminieren (Ehrlich,
1908). Diese Theorie wurde Jahrzehnte spater durch Burnet und Thomas in ihrer
cancer immunosurveillance-Hypothese aufgegriffen und weiterentwickelt (Burnet,
1957; Thomas et al., 1959; Burnet, 1970). Jedoch wurde das Konzept der Dynamik
zwischen Immunsystem und malignen Tumoren aufgrund widersprichlicher humaner
Studien sowie fehlgedeuteter Experimente mit athymischen Mausen jahrzehntelang
verlassen (Rygaard et al., 1974; Stutman, 1974; Manijili, 2011). Erst Mitte der 1990er
Jahre haufte sich durch verbesserte immundefiziente Mausmodelle und das
mittlerweile exponentiell gestiegene immunologische Grundlagenwissen Evidenz, dass
das Immunsystem tatsachlich in vielfaltiger Form mit Tumorzellen interagiert (Engel et
al., 1996; Engel et al., 1997; Kaplan et al., 1998; Smyth et al., 2000; Shankaran et al.,
2001).

Dies stellte die Grundlage flr das cancer immunoediting-Konzept dar, in dem Robert
Schreiber und Kollegen die ambivalente Wirkung des Immunsystems auf die
Entstehung und das Wachstum maligner Tumoren beschrieben (Dunn et al., 2002).
Dieses Konzept besagte, dass das Immunsystem einerseits dazu in der Lage ist,
transformierte Zellen zu zerstéren und den Wirt damit vor der Krebsentstehung zu
schutzen. Andererseits werden durch die stédndige Tumor-Immun-Interaktion niedrig
immunogene und damit Uberlebensfahige Tumorzellen selektiert, immunsuppressive
Programme aktiviert und ein immunsuppressives Mikromileu generiert (Schreiber,
2011). Somit kann das Immunsystem neben der Tumorbekdmpfung auch die
Tumorpromotion férdern, was durch die drei Phasen des cancer immonoediting
verdeutlicht wird: In der elimination-Phase werden Tumorzellen durch die Effektoren
des Immunsystems abgetdtet. Kann dies nicht vollstandig geschehen, da sich
bestimmte ,immunresistente” Tumorzellen selektiert haben, folgt die equilibrium-Phase,
in der das Immunsystem die Tumorzellen zwar nicht vollstandig zerstéren, aber deren
Auswuchs verhindern kann. Durch den konstanten immunologischen Selektionsdruck
kénnen Tumorzellen im Laufe der Zeit weitere Mutationen anhaufen, die sie vollstandig
vor den Effektorfunktionen des Immunsystems entfliehen und praktisch ungehindert
wachsen lassen. Dieser Abschnitt wird escape-Phase genannt (Schreiber, 2011).
Mechanistisch sind hierbei die intratumorale Rekrutierung immunsuppressiver
Immunzellpopulationen (Togashi, 2019), die Expression immunsupprimierender
Liganden wie PD-L1 (Cha et al., 2019) und die Reduktion der MHC-Expression (Leone
et al., 2013) von groRBer Relevanz fur die Etablierung der immunsuppressiven

Umgebung.

18



1.6 Tumorimmunologie und Tumorimmuntherapie

Die gezielte Stimulation des Immunsystems wie beispielsweise die Therapie mit Bacille
Calmette-Guérin (BCG) bei superfiziellem Blasenkarzinom (Morales et al., 1976) sowie
die Verabreichung von IL-2 oder IFN-a beim metastasierten Nierenzellkarzinom
(Negrier et al., 1998) und metastasierten Melanom (Grob et al., 1998; Atkins et al.,
1999) wurde in der klinischen Anwendung im Verlauf immer interessanter und fand
schlieflich Anfang der 2010er Jahre mit der Zulassung der Immun-Checkpoint-
Inhibitoren ihren revolutiondren Durchbruch (Hodi, 2010; Robert et al., 2011).
Dementsprechend wurden deren Entdecker James Allison und Tasuku Honjo im Jahr
2018 mit dem Nobelpreis flr Physiologie oder Medizin ausgezeichnet. Mittlerweile sind
Inhibitoren unterschiedlicher Checkpoint-Molekule auf dem Markt und zeigen in der
Behandlung einer Reihe fortgeschrittener Tumorerkrankungen wie unter anderem dem
malignen Melanom (Larkin et al., 2019), dem nicht-kleinzelligen (Reck et al., 2016) und
dem Kkleinzelligen Bronchialkarzinom (Horn et al., 2018), dem Nierenzellkarzinom
(Motzer et al., 2015), dem Hepatozellularen Karzinom (HCC) (Finn et al., 2020) sowie
mikrosatelliteninstabilen Tumoren unterschiedlicher Entitdt (Le et al.,, 2015)
herausragende Wirkung. Neben der Checkpoint-Inhibition konnte besonders der
adoptive Transfer synthetisch hergestellter CAR-T-Zellen in therapierefraktaren
hamatologischen Neoplasien groRartige immuntherapeutische Effekte erzielen
(Neelapu et al., 2017; Park et al., 2018).

Der standige Wissenszuwachs bezlglich der vielfaltigen Interaktionen von
Immunsystem und Tumorzellen und die dadurch angestolene konsequente
Neuentwicklung immuntherapeutischer Methoden und Modifikation bestehender
Konzepte veranschaulichen die Wichtigkeit der Translation
grundlagenwissenschaftlicher Prinzipien in die klinische Anwendung und lassen die
Tumorimmunologie und Tumorimmuntherapie als aktuell eines der prosperierendsten

Felder der Krebstherapie erscheinen (Waldman et al., 2020).
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2 Fragestellung

2 Fragestellung

Treg-attrahierende Chemokine spielen als immunregulative Botenstoffe wahrend
Homdostase, Inflammation  sowie intratumoraler Immunsuppression eine
entscheidende Rolle und sind dementsprechend elementar einerseits fur die Erhaltung
der physiologischen Immunbalance und andererseits fir die Entstehung und

Progression von inflammatorischen und malignen Erkrankungen.

Das Chemokin CCL22 reprasentiert ein zentrales Regulationselement der T-Zell-
Immunitat sowohl in immunologischer Homobostase, als auch in Inflammation sowie
Tumor-vermittelter Immunsuppression. Die Mechanismen der CCL22-Induktion im
Kontext entzindlicher oder maligner Prozesse wurden bereits ausflhrlich in der
Literatur beschrieben, wohingegen die Regulation der konstitutiven CCL22-Expression
bislang weitgehend unbekannt blieb. In der ersten Publikation, die der vorliegenden
Dissertation zu Grunde liegt, sollten die regulativen Prinzipien der homdostatischen
CCL22-Expression tiefgrundiger beleuchtet werden. Hierbei waren wir besonders an

folgenden Fragestellungen interessiert:

(1) Welche Immunzellpopulation ist fur die konstitutive CCL22-Sekretion sowohl murin

als auch human verantwortlich?
(2) Durch welchen Zelltyp wird die konstitutive CCL22-Sekretion vermittelt?
(3) Welche Faktoren sind in dieser Kaskade entscheidend?

Die Expression Treg-attrahierender Chemokine im Mikromilieu maligner Tumoren stellt
einen potenten Mechanismus der Tumor-vermittelten Immunsuppression dar. Wahrend
die klinische Auswirkung der intratumoralen Expression der Chemokine CCL1 und
CCL22 in einigen Tumorentitaten bereits gezeigt werden konnte, blieb deren Beitrag
zum immunsuppressiven Milieu im humanen Mammakarzinom bislang weitgehend
unbekannt. Unser Interesse galt deshalb in der zweiten zu Grunde liegenden

Publikation dieser Dissertation folgenden Fragestellungen:

(1) Sind die Chemokine CCL1 und CCL22 im Tumorgewebe im Vergleich zu

gesundem Brustgewebe Uberexprimiert?

(2) Ist die intratumorale Chemokinexpression mit der Treg-Infiltration sowie weiteren

histopathologischen Merkmalen assoziiert?
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2 Fragestellung

(3) Wird die Patientenprognose durch die intratumorale Chemokinexpression

beeinflusst?
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

Wahrend die Mechanismen der CCL22-Induktion bei entziindlichen oder malignen
Prozessen bereits ausflhrlich in der Literatur beschrieben wurden, sollte in der
Originalarbeit ,Constitutive CCL22 expression is mediated by T cell-derived GM-CSF*

die Regulation der konstitutiven CCL22-Expression eingehend analysiert werden.

Die Publikation beschreibt den Einfluss des von T-Zellen sezernierten Zytokins
GM-CSF auf die Expression des immunregulativen Chemokins CCL22 im Kontext
immunologischer Homdostase. Die Arbeit demonstriert eindriicklich, dass DC zwar die
exklusiven CCL22-Produzenten sind, hierfur jedoch in vitro sowohl im murinen als auch
im humanen System die Anwesenheit von T-Zellen bzw. eines von T-Zellen
sezernierten Faktors bendtigen (Figure 1, Figure 2 und Supplementary Figure 1).
Durch Verwendung neutralisierender Antikérper konnten wir GM-CSF als
entscheidenden Faktor fur die DC-abhangige CCL22-Sekretion identifizieren und
diesen durch Versuche mit GM-CSF-defizienten T-Zellen validieren (Figure 3 und
Supplementary Figure 2). Andere, ebenfalls klinisch eingesetzte koloniestimulierende
Faktoren konnten als potente CCL22-Induktoren ausgeschlossen werden (Figure 4 und
Supplementary Figure 3). Rag1”-M&use, die keine funktionellen T-Zellen ausbilden
kénnen, zeigten auch in vivo verringerte CCL22-Level in lymphatischen Organen. Die
intravendse Injektion von T-Zellen sowie die subkutane Injektion von GM-CSF konnten
die CCL22-Expression in diesen Organen wieder anheben (Figure 5 und

Supplementary Figure 4).

Zusammengefasst konnte in der beschriebenen Originalarbeit ein bislang unbekannter
Regulationsmechanismus des Chemokins CCL22 aufgedeckt und damit ein neuer
immunregulatorischen Aspekt des Zytokins GM-CSF prasentiert werden, der in der
Entwicklung neuartiger (immun-)therapeutischer Strategien fur autoimmune und

maligne Erkrankungen eine grof3e Rolle spielen kann.

In der Publikation ,CCL1 is a major regulatory T cell attracting factor in human breast
cancer” gingen wir der Frage nach, inwieweit die Treg-attrahierenden Chemokine
CCL1 und CCL22 das immunsuppressive Mikromilieu im humanen Mammakarzinom
beeinflussen. Hierfur wurden aus Tumormaterial von 199 Patientinnen tissue
microarrays (TMA) angefertigt und FOXP3, CCL1 und CCL22 immunhistochemisch
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3 Ergebnisse

angefarbt. Die gefarbten Schnitte wurden schlielllich von zwei unabhangigen

Betrachtern ausgewertet.

CCL1 und FOXP3, aber nicht CCL22, waren im Tumormaterial im Vergleich zu
gesundem Brustgewebe signifikant Gberexprimiert (Figure 1). Darlber hinaus
korrelierte die Expression von CCL1 und FOXP3 als Parameter flr die CCL1-
abhangige Treg-Infiltration signifikant miteinander (Table 1). Eine hohe CCL1-
Expression zeigte sich besonders in high-grade Tumoren, die eine schlechtere
Uberlebensprognose aufweisen, sowie in Tumoren mit negativem Ostrogenrezeptor-
(ER-) Status. Im Gegensatz dazu konnte eine hohe CCL22-Expression eher in low-
grade Tumoren nachgewiesen werden (Table 2 und Table 3). Das mediane Uberleben
zeigte trendweise eine prognostisch negative Assoziation zur intratumoralen CCL1-
Expression. Bei Patientinnen mit hoher intratumoraler CCL1-Expression war das
mediane Uberleben mit 37 Monaten geringer als bei Patientinnen mit niedriger CCL1-
Expression, die ein medianes Uberleben von 50 Monaten aufwiesen (Figure 2). Dieser

Trend war jedoch statistisch nicht signifikant.

Zusammenfassend konnte in dieser Publikation CCL1 als essenzielles Treg-
attrahierendes Chemokin in humanem Brustkrebs evaluiert und als neues potentielles

Target fur Immuntherapien im Mammakarzinom identifiziert werden.
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4 Zusammenfassung

4 Zusammenfassung

4.1 Deutschsprachige Zusammenfassung

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind fur die Aufrechterhaltung immunologischer
Homobostase und die Pravention (berschielender und selbstgerichteter
Immunantworten unentbehrlich. Andererseits wird eine effiziente antitumorale
Immunantwort durch Treg-vermittelte Suppressionsmechanismen inhibiert. Die
Chemokine CCL1 und CCL22 spielen fur die Migration und Distribution von Treg eine
entscheidende Rolle und tragen daher direkt zur Immunsuppression bei. Es ist
demnach essenziell, die Regulation dieser Chemokine zu verstehen und deren Beitrag
zur  Treg-vermittelten  Immunsuppression in  Homdostase und Malignitat

nachzuvollziehen.

In der ersten Publikation dieser kumulativen Arbeit wurden dementsprechend die
Mechanismen der konstitutiven CCL22-Expression, welche Uber die Vermittiung von
Zellkontakten zwischen Treg und dendritischen Zellen (DC) im Lymphknoten einen
entscheidenden Regulator der T-Zell-lmmunitat reprasentiert, untersucht. Unsere
Experimente konnten von T-Zellen sezerniertes GM-CSF als potentes CCL22-
induzierendes Zytokin in DC wahrend immunologischer Homobostase sowohl im
murinen als auch im humanen System identifizieren. In der zweiten Originalarbeit
konnten wir zeigen, dass die intratumorale CCL1-Expression im humanen
Mammakarzinom eine essenzielle Komponente der Rekrutierung von Treg darstellt,
besonders mit high-grade Tumoren assoziiert ist und trendweise das mediane

Patiententberleben verringert (Abbildung 2).

Zusammenfassend werden in der  vorliegenden kumulativen Arbeit
grundlagenimmunologische und Klinisch-translationale Konzepte gebindelt und die
Regulation des Chemokins CCL22 wahrend immunologischer Homdostase sowie der
Einfluss des Chemokins CCL1 auf die Treg-Infiltration und die Prognose im humanen
Mammakarzinom beleuchtet. Die hier gewonnenen Erkenntnisse leisten einen Beitrag
zum besseren Verstandnis pathophysiologischer Vorgange sowie zur Konzeption

neuartiger Therapiestrategien gegen Autoimmunitat und Krebs.
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4 Zusammenfassung
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Abbildung 2. Expression und Funktion der immunregulatorischen Chemokine CCL1 und
CCL22 im Kontext immunologischer Homoéostase und Tumor-vermittelter
Immunsuppression. Wahrend immunologischer Homdostase (links) werden im Lymphknoten
dendritische Zellen (DC) durch T-Zell-sezerniertes GM-CSF zur Produktion von CCL22
angeregt, wodurch CCR4* regulatorische T-Zellen (Treg) rekrutiert und die Immunreaktion
durch Inhibition von Effektorzellen wie konventionellen T-Zellen (Tconv) oder DC supprimiert
bzw. feinmoduliert wird. Im Brustkrebsgewebe (rechts) werden CCR8* Treg durch die
intratumoral hohe CCL1-Expression rekrutiert und aktiviert und tragen somit zum

immunsuppressiven Tumormikromileu bei.
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4 Zusammenfassung

4.2 Englischsprachige Zusammenfassung

Regulatory T cells (Treg) are indispensable for the maintenance of immunological
homeostasis and the prevention of overwhelming and self-directed immune responses.
On the other hand, efficient anti-tumor immunity is inhibited by Treg-mediated
suppressive mechanisms. The Treg-attracting chemokines CCL1 and CCL22 play an
essential role for Treg migration and distribution and thus directly contribute to Treg-
dependent immune suppression. Therefore, it is crucial to understand the homeostatic
regulation of these chemokines and to trace their contribution to Treg-mediated

immune suppression in homeostasis and malignancy.

The first publication of this cumulative thesis revealed the mechanisms leading to
constitutive CCL22 expression, which represents a crucial regulator of T cell immunity
by mediating the formation of Treg-DC contacts in the lymph node. Our experiments
identified T cell-derived GM-CSF to be a potent CCL22-inducing cytokine in DC during
immunological homeostasis in the murine as well as the human system. In the second
publication, we could demonstrate that intratumoral CCL1 expression in human breast
cancer represents an essential component of Treg recruitment and that high CCL1
expression is associated with high-grade tumors and trendwise reduces the median

patient survival (Figure 2).

Taken together, this thesis combines basic immunological and clinical-translational
concepts and reveals the regulation of the chemokine CCL22 during immunological
homeostasis as well as the impact of the chemokine CCL1 on Treg infiltration and
prognosis in human breast cancer. Thus, the findings are expected to contribute to a
better understanding of pathophysiological processes as well as the conception of

novel therapies for autoimmunity and cancer.
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Figure 2. Expression and function of the immunoregulatory chemokines CCL1 and
CCL22 in the context of immunological homeostasis and tumor-mediated immune
suppression. During immunological homeostasis (left) in the lymph node, dendritic cells (DC)
are stimulated to produce CCL22 by T cell-derived GM-CSF, leading to recruitment of CCR4*
regulatory T cells (Treg) and suppression or fine-tuning of the immune response by inhibition of
effector cells such as conventional T cells (Tconv) or DC. In breast cancer tissue (right), high
intratumoral CCL1 expression leads to CCR8" Treg recruitment and activation and thereby

contributes to the immunosuppressive microenvironment.
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5 Veroffentlichungen

5 Veroffentlichungen

5.1 Constitutive expression of CCL22 is mediated by T cell-
derived GM-CSF

5.1.1 Eigener Beitrag zum Originalartikel

Die von mir durchgeflhrten Experimente konnten zeigen, dass unstimulierte murine
Wildtyp (WT-)-Splenozyten in vitro spontan CCL22 sezernieren (Figure 1A, links) und
Splenozyten aus T-Zell-depletierten Rag?”-Mausen eine stark verringerte CCL22-
Sekretion aufweisen (Figure 1E). Ferner konnte ich in meinen Experimenten
verdeutlichen, dass die Zugabe von WT T-Zellen (Figure 1F) bzw. deren Uberstanden
(Figure 2B und Supplementary Figure 1) zu Rag1”-Splenozyten zu einem signifikanten
Anstieg der CCL22-Sekretion fuhrt. Dartuber hinaus konnte ich durch die Verwendung
neutralisierender Antikérper herausarbeiten, dass GM-CSF einen entscheidenden
Faktor fur die konstitutive CCL22-Expression reprasentiert und von unstimulierten
murinen T-Zellen sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene exprimiert wird (Figure
3B links, Figure 3C links, Figure 3D und Supplementary Figure 2A). Murine DC sowie
humane DC und Monozyten konnte ich als weitere GM-CSF-Quellen ausschlie3en
(Supplementary Figure 2B und C). Die Relevanz von T-Zell-sezerniertem GM-CSF flr
die konstitutive CCL22-Expression konnten die von mir durchgefuhrten Versuche mit
GM-CSF-defizienten Splenozyten (Figure 3E) sowie GM-CSF-defizienten T-Zellen
bzw. deren Uberstanden bestatigen (Figure 3F). Die Relevanz von T-Zellen fur die
konstitutive CCL22-Sekretion in lymphatischen Organen konnte ich auf’erdem in vivo
unterstreichen. Meine Experimente konnten zeigen, dass Rag1”-M&use niedrigere
CCL22-Level in einigen lymphatischen Organen aufweisen (Figure 5A) und dass der
adoptive Transfer von WT-T-Zellen in Rag1”-Mause die CCL22-Level in diesen

Organen relevant erhdhen kann (Figure 5B und Supplementary Figure 4B).

Zusammengefasst konnten die von mir erhobenen Daten einen bislang unbekannten
Regulationsmechanismus des Chemokins CCL22 wahrend immunologischer
Homdostase aufdecken und eine neue immunregulatorische Rolle des Zytokins
GM-CSF identifizieren. Mein Beitrag zu dieser Publikation wurde mit einer

Erstautorenschaft honoriert.
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5.1 Constitutive expression of CCL22 is mediated by T cell-derived GM-CSF

5.1.2 Originalartikel

Die Publikation ,Constitutive expression of CCL22 is mediated by T cell-derived GM-
CSF” kann unter dem Link
https://www.jimmunol.org/content/early/2020/09/08/jimmunol.2000004 aufgerufen

werden und wird wie folgt zitiert:

Piseddu I, Réhrle N, Knott MML, Moder S, Eiber S, Schnell K, Vetter V, Meyer B,
Layritz P, Kihnemuth B, Wiedemann GM, Gruen J, Perleberg C, Rapp M, Endres S,
Anz D.

Constitutive expression of CCL22 is mediated by T cell-derived GM-CSF.

J Immunol 2020 Oct 15;205(8):2056-2065.; DOI:10.4049/jimmunol.2000004
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5 Veroffentlichungen

5.2 CCL1 is a major regulatory T cell attracting factor in human

breast cancer

5.2.1 Eigener Beitrag zum Originalartikel

Fur die Auswertung der TMA wurden die Objekttrager zunachst durch mich mit Hilfe
eines hochauflésenden MIRAX MIDI (Zeiss, Deutschland) Scanner digital
aufgenommen. CCL1-positive, CCL22-positive sowie FOXP3-positive Zellen aller
Schnitte wurden dann durch mich und einen weiteren Betrachter unabhangig
voneinander ausgezahlt und auf positive Zellen pro mm? normiert. Diese Auszahlung
ist die Grundlage jeder Abbildung und Tabelle des Artikels (Figure 1 und 2, Table 1 bis
3). Figure 1 A-C zeigt reprasentative Ausschnitte aller drei Farbungen. In Figure 1 D
konnten unsere Auszahlungen zeigen, dass die Expression von CCL1 und FOXP3 im
Tumorgewebe im Vergleich zu gesundem Kontrollgewebe signifikant erhéht war. Auf
Grundlage der Auszahlungen konnten wir ebenfalls zeigen, dass die Expression von
CCL1 und FOXP3 signifikant miteinander korrelierte (Table 1). Weiterhin war ich bei
den Entscheidungen mitbeteiligt, welche histopathologischen Parameter bzgl. deren
Assoziation zur intratumoralen Chemokin- bzw. FOXP3-Expression analysiert werden
sollen. Wir entschieden uns letztlich dafiir, den Ostrogen-, Progesteron und HER2-
Rezeptorstatus sowie das Grading zu analysieren, da diese flr Therapie und Prognose
beim Mammakarzinom entscheidend sein kénnen (Table 2 und 3). Auf Grundlage
unserer Daten konnten wir auch zeigen, dass das mediane Uberleben von
Patientinnen mit CCL1-hochexprimierenden Tumoren niedriger ist das jenes von
Patientinnen mit CCL1-niedrigexprimierenden Tumoren, auch wenn dieser Effekt nicht

statistisch signifikant war (Figure 2).

Zusammenfassend konnten die von mir erhobenen und in Zusammenarbeit mit dem
Institut fir Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der Universitat
Minchen analysierten Daten zeigen, dass das Chemokin CCL1 in humanem
Mammakarzinomgewebe im Vergleich zu gesundem Brustgewebe Uberexprimiert wird
und mit der Akkumulation von Treg und einem hohen Grading assoziiert ist, welche als
negativ prognostische Faktoren in der Literatur beschrieben sind. Mein Beitrag zu

dieser Publikation wurde mit einer Zweitautorenschaft anerkannt.
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5.2 CCL1 is a major regulatory T cell attracting factor in human breast cancer

5.2.2 Originalartikel

Die Publikation ,CCL1 is a major regulatory T cell attracting factor in human breast
cancer” kann unter dem Link

https://bmccancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12885-018-5117-8 aufgerufen

werden und wird wie folgt zitiert:

Kihnemuth B, Piseddu I, Wiedemann GM, Lauseker M, Kuhn C, Hofmann S,
Schmoeckel E, Endres S, Mayr D, Jeschke U, Anz D.

CCL1 is a major regulatory T cell attracting factor in human breast cancer.
BMC Cancer 2018 Dec 20;18(1):1278. DOI: 10.1186/s12885-018-5117-8
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Abkurzungsverzeichnis

APC Antigen-prasentierende Zelle
BCG Bacille Calmette-Guérin
BCL6 B cell lymphoma 6
CAR Chimeric antigen receptor
CCL CC-chemokine ligand
CCR CC-chemokine receptor
CD Cluster of differentiation
CLA Cutaneous lymphocyte-associated antigen
CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
DAMP Danger-associated molecular pattern
DC Dendritische Zelle
DSS Dextran sodium sulfate
EAE Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
ER Estrogen receptor
FOXP3 Forkhead box protein P3
GATA3 GATA binding protein 3
G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HCC Hepatozellulares Karzinom
HER2 Human epidermal growth factor receptor 2
IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase
IFN Interferon
IL Interleukin
iTreg Induzierte regulatorische T-Zelle
JAK Janus kinase
MAPK Mitogen-activated protein kinase
M-CSF Macrophage colony-stimulating factor
MDC Macrophage-derived chemokine
MHC Major Histocompatibility Complex
mRNA Messenger-RNA
MS Multiple Sklerose
NK-Zelle Nattrliche Killerzelle
nTreg Naturliche regulatorische T-Zelle
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PAMP
PD-1
PD-L1
PGE:
PI3K
PRR
RAG
RORyt
STAT
TAM
T-bet
TCA3
Tconv
TCR
TGF-B
Th
TLR
TMA
WT

Pathogen-associated molecular pattern
Programmed cell death protein 1
Programmed cell-death ligand 1

Prostaglandin E»

Phosphoinositid-3-Kinase

Pattern recognition receptors
Recombination-activating gene
Retinoic-acid-receptor-related orphan receptor yt
Signal transducer and activator of transcription
Tumor-assoziierter Makrophage

T-box expressed in T cells

T cell activating gene 3

Konventionelle T-Zelle

T-Zell-Rezeptor

Transforming growth factor 3

T-Helferzelle

Toll-like-Rezeptor

Tissue microarray

Wildtyp
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