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ANDREAS HIPPE, ANJA MULLER-HOMEY und
BERNHARD HOMEY

Chemokine im Tumor-Mikromilieu

Einleitung

Das Tumorwachstum ist bei reiner Diffusion von Nahrstoffen und Sauerstoff auf einen
Durchmesser von circa 2 Mikrometer begrenzt. Daher ist die Bildung von neuen Blut-
gefaflen fur das weitere Wachstum des Tumors essentiell. Der Prozess der Tumor-An-
giogenese wird durch komplexe bidirektionale Interaktionen zwischen Tumoren und
Gefdflen gesteuert und erzeugt ein tumor-begtinstigendes Mikromilieu. Das Gefaf3-Sys-
tem des Tumors ermoglicht nicht nur das Wachstum des Tumors, sondern bietet auch
einen geeigneten Weg fiir eine Metastasierung.

Chemokine, eine Gruppe von kleinen, zytokin-artigen Molekiilen, spielen eine wich-
tige Rolle in der Angiogenese unter homgostatischen und neoplastischen Bedingungen.
Dieser Beitrag fasst ihre Rolle in tumor-assoziierter Angiogenese zusammen.

Angiogenese
Der Prozess der Blutgefafs-Entwicklung aus bereits angelegten Mikrogefdfien wird An-
giogenese genannt. Diese spielt eine wichtige Rolle in physiologischen und pathologi-
schen Vorgingen.! Reguliert wird die Angiogenese durch die Balance angiogener und
angiostatischer Faktoren im Mikromilieu. Wahrend der Homoostase wird der Umsatz
endothelialer Zellen, welche die Gefafie auskleiden, in Monaten und Jahren gemessen.2
Unter Bedingungen, die eine rasche Neuvaskularisierung benotigen, wie beispielswei-
se der Wundheilung, verschiebt sich die Balance zwischen angiogenen und angiostati-
schen Faktoren schnell zugunsten angiogener Faktoren, so dass die Entwicklung neuer
Gefifle effizient in wenigen Tagen stattfinden kann.? Eine solche Veranderung der Ba-
lance ist transient und kann schnell durch den Abbau der angiogenen Faktoren in den
Zustand der Homoostase zurtickgefiihrt werden.* Die Inhibierung der Angiogenese er-
folgt zum einen durch den Abbau der angiogenen Faktoren, zum anderen durch die
Erhshung der Expression von angiostatischen Faktoren.

Ist dieser kontrollierte Mechanismus defekt, entstehen pathologische Zustande, bei-
spielsweise die aberrante Angiogenese wihrend der Tumorentwicklung oder der rheu-
matoiden Arthritis.®

Vgl. Auerbach et al. (1976), Folkman und Shing (1992), Folkman (1995) sowie Polverini (1995).
Vgl. Engerman et al. (1967) sowie Tannock und Hayashi (1972).

Vgl. Leibovich und Wiseman (1988).

Vgl. Strieter et al. (1995a).

Vgl. Bouck (1990).

Vgl. Harris (1976).

o U B W N
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Chemokine in der Angiogenese

Chemokine gehoren einer Familie von kleinen (8-14 kDa), zytokin-artigen, zumeist ba-
sischen und strukturell verwandten Molekiilen an, die an G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren mit sieben Transmembrandominen binden.” Sie sind bekannt geworden durch
ihre Fahigkeit, die Leukozytenmigration zu regulieren. Die Chemokinfamile kann in
vier Klassen eingeteilt werden, abhdngig von der Konformation der ersten zwei Cy-
steinreste in ihrer Aminosduresequenz. Wenn die Cysteinreste direkt aufeinander fol-
gen, so spricht man von der CC-Untergruppe. Gibt es zwischen den beiden Cysteinres-
ten eine weitere Aminoséure, gehoren sie der CXC-Gruppe an. Diese beiden bilden die
grofiten Chemokin-Untergruppen. Daneben gibt es noch die XC-Gruppe, bei der nur ein
Cysteinrest vorliegt und die CX3C-Gruppe, bei der drei Aminosaurereste zwischen den
Cysteinresten der Sequenz liegen.®

CXC-Familie
Das angiogene Potenzial von Mitgliedern der CXC-Untergruppe wurde als erstes ent-
deckt. Die CXC-Chemokine konnen aufgrund der An- oder Abwesenheit eines drei Ami-
nosduren umfassenden Sequenzmotivs (Glu-Leu-Arg) am NH,-Terminus (ELR-Motiv)
in zwei Untergruppen eingeteilt werden.” Das ELR-Motiv wurde zu Beginn als Indi-
kator fiir die Rolle der Chemokine in der Angiogenese angesehen. Chemokine ohne
ELR-Motiv, wie CXCL4 (PF4), CXCL9 (MIG) und CXCL10 (IP-10) wurden den angiosta-
tischen Chemokinen zugerechnet, wahrend CXC-Chemokine mit ELR-Motiv (CXCL1-3
(GRO-a-y), CXCL5 (ENA-78), CXCL6 (GCP-2), CXCL7 (NAP-2) und CXCLS (IL-8)) als an-
giogene Chemokine angesehen wurden.!? Die Rolle des Motivs als strukturelle Domane
fiir angiogene Aktivitdt wurde erstmals durch eine zielgerichtete Substitutionsmutage-
nese gezeigt. Ein Austausch des ELR-Motivs zwischen CXCL8 und CXCL9 verursacht
einen Wechsel der angiogenen Merkmale dieser Molekiile in vitro und in vivo.'!
Zusitzlich wird durch angiostatisch wirkende Interferone die Expression angiosta-
tischer Chemokine ohne ELR-Motiv verstirkt,'? wihrend gleichzeitig die Expression
angiogener ELR-Motiv-tragender Chemokine verringert wird.'* Eine Analyse der Che-
mokin-Chemokinrezeptor-Wechselwirkung zeigte, dass ELR-Motiv-tragende Chemoki-
ne an CXCR2 binden. Im Gegensatz dazu konnten die angiostatischen Chemokine ohne
ELR-Motiv an CXCR3 binden. Dies weist darauf hin, dass Rezeptor-Spezifitit entschei-
dend fur die Effekte der Chemokine in der Angiogenese ist. In diesem Zusammenhang
konnten Martins-Green und Hanafusa nachweisen, dass CXCL12 (SDF-1), ein Chemokin
ohne ELR-Motiv, angiogene Eigenschaften besitzt.!* CXCL12 bindet an den angiogenen
Rezeptor CXCR4. Dies verdeutlicht, dass nicht das ELR-Motiv entscheidend fiir die Wir-
kung des Chemokins ist, sondern die Bindung an den Rezeptor.

7 Vgl. Zlotnik und Yoshie (2000).

8 Vgl. Zlotnik und Yoshie (2000).

9 Vgl. Strieter et al. (1995b).

10 vgl. Belperio et al. (2000).

vgl. Strieter et al. (1995b).

12 vgl. Miller und Krangel (1992) sowie Cole et al. (1998).
13 vgl. Strieter et al. (1995a).

14 vgl. Martins-Green und Hanafusa (1997).
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Ein weiteres Beispiel ist das angiostatische, nicht-ELR-tragende Chemokin CXCL4.
Vor Kurzem konnten Lasagni et al. zeigen, dass CXCL4 zusammen mit CXCL9, 10
und 11 an CXCR3-B (eine Spleifivariante von CXCR3) bindet, wihrend nur CXCL9,
10 und 11 an die Variante CXCR3-A binden kénnen.'” CXCR3-B, und nicht CXCR3-A,
wird spezifisch auf primdren Kulturen von humanen mikrovaskuldren Endothelzellen
exprimiert und eine Behandlung der Zellen mit CXCL4, 9, 10 und 11 verursacht eine
Wachstumsinhibierung. Dies zeigt, dass CXCR3-B nicht nur der angiostatische Rezeptor
ist, sondern auch, dass CXCL4 aufgrund seiner Rezeptor-Spezifitit ein angiostatisches
Chemokin ist.!®

Das Chemokin CXCL14 (BRAK) wurde zum ersten Mal 1999 von Hromas et al. be-
schrieben.!” Es ist ein Chemokin ohne ELR-Motiv. Es induziert Chemotaxis in Prostag-
landin-E;-behandelten Monozyten, Neutrophilen und dendritischen Zellen sowie B-Zell-
linien und Zellen aus einer monozytiren Abstammungslinie.!® Ein Bericht von Shellen-
berger et al. wies nach, dass CXCL14 ein potenter Inhibitor von Angiogenese in einem
corneal micropocket assay in der Ratte ist.'® Der spezifische Rezeptor von CXCL14 ist
immer noch unbekannt und koénnte ein weiterer angiostatischer CXC-Rezeptor neben
CXCR3 sein.

CC-Familie

Obwohl seit mehr als zehn Jahren bekannt ist, dass CXC-Chemokine die Angiogene-
se modulieren, haben erst neuere Erkenntnisse gezeigt, dass auch CC-Chemokine die
Angiogenese modulieren kénnen.?® Von der CC-Familie sind die Chemokine CCL1, 2,
11, 15, 16, 21 und 23 bei homgostatischen, entziindlichen und neoplastischen Bedin-
gung in der Angiogenese involviert.?! So induziert CCL2 die Migration von humanen
Endothelzellen?? und zeigt ein dhnliches angiogenes Potential wie der Vaskulare Endo-
theliale Wachstumsfaktor (VEGF)-A.?* Aber, anders als bei der Angiogenese-Induktion
durch bekannte angiogene Faktoren wie VEGF, war die durch CCL2-vermittelte Angio-
genese von einer Makrophagen-Rekrutierung begleitet. Daher konnten indirekte Effekte
bei der Wirkung von CCL2 eine Rolle spielen.

CCL11, ein Ligand des Rezeptors CCR3, induziert Angiogenese in vitro. In einer Stu-
die von Salcedo et al. wurde beobachtet, dass humane mikrovaskulare Endothelzellen in
Richtung eines CCL11-Gradienten migrieren.?* In rat aortic ring assays, matrigel plug
assays und Hithnerei-Tests an der Chorion-Allantois-Membran (HET-CAM) war CCL11
in der Lage, eine Vaskularisierung zu induzieren.

15 Vgl. Lasagni et al. (2003

16 vgl. Lasagni et al. (2003

17 Vgl. Hromas et al. (1999).

18 Vgl. Kurth et al. (2001), Cao et al. (2000) sowie Sleeman et al. (2000).

19 vgl. Shellenberger et al. (2004).

20Vgl. Yan et al. (2006).

21vgl. Soto et al. (1998), Goede et al. (1999), Bernardini et al. (2000), Salcedo et al. (2000), Hwang et al.
(2004) sowie Strasly et al. (2004).

22 Vgl. Salcedo et al. (2000).

23 Vgl. Goede et al. (1999).

2+ Vgl. Salcedo et al. (2001).
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Zusitzlich fordert CCL15, ebenfalls ein CCR3-Ligand, angiogene Effekte.?”> Diese Ef-
fekte waren bei einer verkiirzten Form von CCL15, die nur aus den Aminosduren 15
bis 92 des vollstandigen Chemokins bestand, starker. Die verkiirzte Form verbessert das
Auswachsen von Gefaflen aus Rattenaorten und induziert eine Neuvaskularisierung im
HET-CAM-Assay. Daher wird CCR3 ebenfalls als angiogener Rezeptor angesehen.

Einen interessanten Fall repréasentiert das Chemokin CCL21. CCL21 unterscheidet
sich von den anderen CC-Chemokinen dadurch, dass es sechs Cysteine, im Gegensatz zu
den fiir die CC-Chemokin-Familie charakteristischen vier, in seiner Aminosaduresequenz
aufweist.?® CCL21 rekrutiert aktivierte, reife dendritische Zellen und naive T-Zellen in
die T-Zellzone der Lymphknoten.?” Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass mu-
rines CCL21 an die Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCR3 binden kann,?® wihrend
humanes CCL21 nur an CCR7 bindet.?? Aufgrund seiner Bindung an CXCR3 ist muri-
nes CCL21 daher in der Lage, angiostatisch zu wirken.3? Im Gegensatz dazu ist humanes
CCL21 nicht fihig, an humanem oder murinem CXCR3 zu binden. Es hat auch keinen
Effekt auf das Tumorwachstum und beweist damit, dass der angiostatische Effekt von
CCL21 durch CXCR3-Bindung ausgelést wird und spezifisch fiir das Mausmodell ist.3!

CX3C-Familie

CX3CL1 (Fractalkine) ist ein einzigartiges Chemokin. Es ist das einzige Mitglied der
CX3C-Chemokinfamilie und liegt sowohl in membrangebundener als auch in léslicher
Form vor.*? Inflammatorische Zytokine induzieren die CX3CL1-Expression auf Endo-
thelzellen und in seiner membrangebundenen Form ist es in der Lage, eine robuste
Adhésion von CX3CR1-exprimierenden Monozyten und T-Lymphozyten zu ermdogli-
chen.*® Durch proteolytische Spaltung wird CX3CL1 zu einem l8slichen Chemokin,
welches als chemotaktisches Agens auf Monozyten und Lymphozyten wirkt. Kiirzlich
wurde auch eine Rolle des Chemokins als angiogener Mediator in der rheumatoiden
Arthritis®* sowie der okuldren Angiogenese®> beschrieben. Die CX3CL1/CX3CR1-Inter-
aktion auf Endothelzellen aktiviert den Raf-1/MEK/ERK- und den PI3K/Akt/eNOS-Sig-
naltransduktionsweg.*® Diese Signalwege induzieren den hypoxia inducing factor la
(HIF-1a), welcher wiederum die VEGF-A-Produktion steigert und damit tiber den VE-
GF-Rezeptor 2 die Angiogenese auslést.>’

25 Vgl. Hwang et al. (2004).
26 Vgl. Hedrick und Zlotnik (1997).
27Vgl. Arenberg et al. (2001).
28 Vgl. Soto et al. (1998).
29Vgl. Jenh et al. (1999).
30vgl. Soto et al. (1998).
31vgl. Arenberg et al. (2001).
32Vgl. Fong et al. (2000).

33 Vgl. Imaizumi et al. (2004).
34 Vgl. Volin et al. (2001).
35Vgl. You et al. (2007).
36Vgl. Lee et al. (2006).

37 Vgl. Ryu et al. (2007).
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Chemokinrezeptor-Repertoire von Endothelzellen

Fiir die Modulation der Angiogenese durch Chemokine ist eine Chemokin/Chemokin-
rezeptor-Interaktion notwendig. Diese Notwendigkeit zeigt auf, dass das Studium des
Chemokinrezeptor-Repertoires von Zellen, die in der Angiogenese involviert sind, wich-
tig ist. Ein Gefdf3 besteht aus einer inneren Auskleidung mit Endothelzellen und einer
dufleren Schicht aus muralen Zellen, die bei grofleren Gefaflen aus glatten Muskelzel-
len oder in mikrovaskuldren Gefdflen aus Perizyten besteht. Zwischen beiden Schichten
befindet sich eine Basalmembran. Beide Zelltypen sind an der Angiogenese beteiligt.
Seit Mitte der 1990er Jahre wurden mehrere Studien veroffentlicht, die sich mit der Ex-
pression von Chemokinrezeptoren auf Endothelzellen beschiftigen. Diese zeigen, dass
humane mikrovaskuldre Endothelzellen (HMEC) CXCR2, CXCR3, CXCR4 und CX3CR1
exprimieren.*® Bei HMECs aus der Dermis konnte zusitzlich eine CCR2-Expression be-
obachtet werden.?® Es existieren zwei unterschiedliche Isoformen von CCR2; CCR2A
und CCR2B. Beide werden im selben Gen codiert und entstehen durch alternatives Splei-
Ben,*® De Paepe und De Bleecker untersuchten die Expression beider Isoformen und
konnten nachweisen, dass CCR2A die héufigere Variante in Endothelzellen darstellt.*!
Humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) exprimieren nur geringe
Mengen an CXCR2 und CXCR3, wahrend CXCR4 stark exprimiert ist. Zusatzlich wer-
den CXCR5, CCR2, CCR3, CCR4 und CCR8 exprimiert. Im Gegensatz zu HMEC wei-
sen HUVEC kein CX3CR1 auf.*? Aorten-Endothelzellen wiederum exprimieren CXCR4,
CCR2, CCR4 und CCR5. Méause mit einem CXCR4-Knock-out haben einen préanatal-le-
talen Phdnotyp, der durch Defekte in der Arterienentwicklung des gastrointestinalen
Trakts und Defekten in der vaskuldren Entwicklung und der Kardiogenese verursacht
wird.*® Gleichermafen zeigen CXCR2-defiziente Méuse eine eingeschrénkte Angioge-
nese in der Cornea.** Diese Beobachtungen unterstreichen die Bedeutung von CXCR2
und CXCR4 in der Angiogenese und Organogenese in vivo.

Trotz dieser Fortschritte bei der Aufklarung des Chemokinrezeptor-Repertoires von
Endothelzellen, gibt es mehrere Herausforderungen, die eine abschlieflende Identifizie-
rung erschweren. Die drei wichtigsten Probleme sind die differentielle Expression der
Rezeptoren in Endothelzellen unterschiedlicher Herkunft, die Genauigkeit der Modell-
systeme sowie die tatsdchliche Expression in vivo. Zum Beispiel sind HUVEC-Zellen Teil
der Makrozirkulation*> und daher kein ideales Modell fiir angiogenetische Prozesse,
welche zumeist von mikrovaskuldren Systemen ausgehen. Zudem werden die meisten
kultivierten mikrovaskuldren Endothelzellen aus Blut- und lymphatischen Gefaflen ge-
wonnen und sind somit potentiell uneinheitlich. Tatsachlich konnten Kriehuber et al.
Unterschiede zwischen beiden Zellarten beobachten, nachdem die Zellen aus dermalen
Zellsuspensionen in Podoplanin-positive lymphatische Endothelzellen und Podoplanin-

38 Vgl. Bernardini et al. (2003).

39Vgl. Salcedo et al. (2000).

*0vgl. Charo et al. (1994).

*1'Vgl. De Paepe und De Bleecker (2005).
*2Vgl. Bernardini et al. (2003).

*3Vgl. Tachibana et al. (1998).

**Vgl. Addison et al. (2000).

*5Vgl. Garlanda und Dejana (1997).
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negative Blutendothelzellen separiert wurden. So wurde eine differentielle Expression
von LYVE-1 und VEGF-C beobachtet.*® Zurzeit gibt es noch keine Erkenntnisse iiber ei-
ne differentielle Expression von Chemokinrezeptoren in lymphatischen und Blutendo-
thelzellen. Die bisherigen Expressionsdaten konzentrieren sich hauptsachlich auf die
Rezeptor-Expression von Zelllinien. Die wenigen Daten, die in Gewebe gewonnen wur-
den, zeigen, dass CXCR3 auf mittleren und groen Endothelzellen vorhanden ist.*’” CX-
CR4 hingegen wird auf dem Endothel der Aorta und Herzkranzgefife exprimiert.*s
Beziiglich der CC-Chemokinrezeptoren konnte eine hohe Expression von CCR2A auf
koronaren Gefaflen gezeigt werden, wihrend auf diesen nur eine niedrige Expression
von CCR3 und CCR5 nachgewiesen wurde.*’

Mit Endothelzellen assoziierte murale Zellen, beispielsweise Perizyten, sind bisher
noch nicht umfassend auf ihr Chemokinrezeptor-Repertoire untersucht worden. Eini-
ge Studien haben von einer Chemokinrezeptor-Expression auf Perizyten berichtet, die
funktionell aktives CXCR3 sowie CXCR4 und CCR2 besitzen.*”

Angiogenese, Chemokine und Tumorerkrankungen

Tumor-assoziierte Angiogenese ist abhangig von mehreren Schliisselfaktoren, die eine
Neuvaskularisierung ermoglichen. Mikrovaskuldre Endothelzellen und murale Zellen
miissen proliferieren und von der vorhandenen Mikrovaskulatur in einer direktionalen
Migration in Richtung des Tumors wachsen. Dafiir miissen Tumore ein fiir sie giinsti-
ges Mikromilieu bestehend aus extrazelluldarer Matrix und Stromazellen (Fibroblasten,
Endothelzellen und Leukozyten) etablieren, welches wiederum die benachbarte Mikro-
vaskulatur zu einem Wechsel von einem homgostatischen Zustand in einen migratori-
schen Zustand anregt. Die Tumor-assoziierte Chemokinproduktion ist dabei ein wich-
tiges Ereignis wihrend der Verdnderung des Tumor-Mikromilieus, da sie die Angioge-
nese und die Migration von Endothelzellen und tumor-assoziierten Leukozyten zum
Tumor férdert.”! Das neue Gefdflsystem des Tumors sorgt dann fiir die Bereitstellung
von Nihrstoffen und ermoglicht ein weiteres Tumorwachstum. Auflerdem stellt dieses
Gefdfisystem einen einfachen Weg fiir disseminierte Tumorzellen dar, um von ihrem
primédren Entstehungsort an entfernte Orte des Kérpers zu gelangen. Hier sollen nun
drei Krebsarten — der Brustkrebs, das maligne Melanom sowie der Lungenkrebs — und
der momentane Stand des Wissens {iber chemokin-abhédngige Angiogenese in diesen
malignen Tumorerkrankungen vorgestellt werden.

Brustkrebs

Brustkrebs stellt die haufigste Ursache fiir krebsassoziierte Sterbefille bei Frauen in den
Industrielandern dar.’? Dabei ist der Verlust der Ostrogenrezeptor-Expression (ER) mit

46 vgl. Kriehuber et al. (2001).

47 Vgl. Garcia-Lopez et al. (2001).

*8vgl. Volin et al. (1998) sowie Berger et al. (1999).

49 Vgl. Berger et al. (1999).

°0Vgl. Bonacchi et al. (2001), Pablos et al. (1999) sowie Carulli et al. (2005).

51 'Vgl. Belperio et al. (2000), Ben-Baruch (2003) sowie Bernardini et al. (2003).
52 Vgl. Parkin et al. (2005).
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einer schlechten Prognose der Erkrankung assoziiert.>® Interessanterweise exprimie-
ren ER-negative Brustkrebszellen viel CCR2.°* In einem Xenomodell wurde beobach-
tet, dass immundefiziente Mause, die mit humanen MDA-MB-231-Tumorzellen infiziert
wurden, eine signifikante Verminderung von Lungenmetastasen nach einer Neutralisa-
tion von CCL2 aufwiesen. Dieser Riickgang der metastatischen Disseminierung ging
einher mit einem Riickgang der Tumorangiogenese in vivo.>> Interessanterweise korre-
lierte die CCL2-Expression von Brustkrebszellen mit einer Rekrutierung von tumor-as-
soziierten Makrophagen.’® Diese Makrophagen sezernierten TNF-o. und waren dadurch
in der Lage, die Expression von CCL2 und CCL5 in Brustkrebszellen zu stimulieren;
somit bildete sich ein Circulus vitiosus aus.>’

Die Tumor-abhingige Sekretion von CCL2 kann daher sowohl Angiogenese zu stimu-
lieren als auch Makrophagen in das Tumormikromilieu locken. Diese tumor-assoziierten
Makrophagen unterstiitzen dort durch ihre Zytokin- und Wachstumsfaktor-Expression
ein tumor-férderndes Mikromilieu.

Die CXCL8-Expression in Brustkrebs-Zellen korreliert invers mit der Expression des
Ostrogenrezeptors.”® CXCL8-exprimierende Tumorzellen zeigen nicht nur eine ver-
starkte Migration in einem Matrigel-Assay, sondern das konditionierte Medium von
CXCL8-exprimierenden Zellen ist auch in der Lage, Angiogenese zu begiinstigen, wenn
es subkutan in Nacktmause injiziert wird.>® Daher kann neben CCL2 auch CXCLS die
Angiogenese in Brustkrebstumoren verstirken. Der Verlust des Ostrogenrezeptors in
Brustkrebszellen geht einher mit schlechter Prognose und einem hohen Risiko von
locoregionalen Tumorrezidiven und Metastasenbildung.®® Da CCL2 und CXCL8 von
Ostrogenrezeptor-negativen Tumorzellen besonders stark exprimiert wird, kénnte dies
ein Hinweis darauf sein, dass eine Erh6hung von angiogener Chemokin-Expression die
Wabhrscheinlichkeit der Metastasenentwicklung erhoht.

Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist ein bosartiger Tumor, der aus Melanozyten entsteht und ver-
antwortlich fiir die meisten durch Hautkrebs verursachten Todesfille ist. Melanom-
zellen exprimieren eine grofle Anzahl von angiogenen Chemokinen. So enthilt der
Uberstand von Hs294T-Melanomzellkulturen CXCL1, das eine autokrine Wachstums-
stimulation auslost.! Wahrend in kultivierten Nevozyten und Melanomzellen eine kon-
stitutive Expression von CXCL1-mRNA nachgewiesen werden kann, ist diese in pri-
méren Melanozyten nicht vorhanden.®* Diese Veranderung der Chemokinexpression
ist abhingig von der Aktivierung von NFxB.®3 Auch CXCL8 wird konstitutiv von Me-

33 Vgl. Skoog et al. (1987).

>+ Vgl. Chavey et al. (2007).

%5 Vgl. Salcedo et al. (2000).

%6 Vgl. Chavey et al. (2007).

57 Vgl. Yaal-Hahoshen et al. (2006).

%8 Vgl. Freund et al. (2003).

9 Vgl. Lin et al. (2004).

%0Vgl. Kyndi et al. (2008).

%1 Vgl. Richmond und Thomas (1986) sowie Balentien et al. (1991).
2Vgl. Bordoni et al. (1990).

3 Vgl. Shattuck-Brandt und Richmond (1997).
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lanomzellen in vitro exprimiert. CXCL8 zeigt einen autokrinen Effekt auf Melanomzel-
len, da eine Abnahme der Melanomzellproliferation entweder durch die Neutralisati-
on von CXCL8 durch einen Antikérper oder durch eine Transfektion der Zellen mit
anti-sense Oligonukleotiden beobachtet wurde.®* Erwartungsgemaf} konnte die Expres-
sion der CXCL8-Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 auf Melanomzellen in Gewebeschnit-
ten mittels Immunhistochemie gezeigt werden.®®> Die CXCR2-Expression war dabei in
Clark-Level-III-V-Proben im Vergleich zu Clark-Level-I-II-Proben erhéht. Im Gegensatz
dazu, konnte CXCR1 ubiquitar in den meisten der untersuchten Proben nachgewiesen
werden. Daher konnte eine proliferationsférdernde autokrine Stimulation von CXCL8
auf Melanomzellen von der Interaktion mit CXCR2 abhédngen, da fortgeschrittenere
Melanome mehr CXCR2 exprimieren. Zusitzlich kann melanomzell-abhangige CXCLS8-
Expression die Angiogenese verbessern. Eine erhohte Proliferation von Endothelzellen
wurde sowohl in in vitro als auch in in vivo vessel formation assays in Matrigel, welches
konditioniertes Medium von M14 Melanomzellen enthielt, beobachtet. Dieses Medi-
um war mit CXCL8 angereichert.°® Eine weitere Beobachtung war die Bedeutung des
Tumor-Mikromilieus fiir die Tumorentwicklung und die Angiogenese im Melanom.®”
Metastasierende humane Melanomzellen aus subkutanen Regionen exprimierten weit
mehr CXCL8 als Metastasen in der Leber. Diese subkutanen Melanomzellen verloren
ihre CXCL8-Expression, wenn sie in die Leber von immunsupprimierten Mausen rein-
jeziert wurden. Dies konnte in Kokultur-Experimenten von Melanomzellen mit Kerati-
nozyten oder Hepatozyten nachvollzogen werden. Parakrine Induktion von CXCL8 in
Melanomzellen durch keratinozytdr exprimiertes IL-1 konnte als der Grund fiir hohe
CXCL8-Expression identifiziert werden, wahrend TGF-{3, das von Hepatozyten sekre-
tiert wird, fiir eine negative Regulation von CXCL8 in Melanomzellen verantwortlich
war. Dies verdeutlicht die immense Bedeutung des Mikromilieus fir den Tumor. Zu-
satzlich konnte durch eine Blockade von melanom-exprimiertem CCL2 Tumor-Angio-
genese und Tumorwachstum verhindert werden.®® Die Rolle von CCL2 kénnte im Me-
lanom daher dhnlich sein wie im Brustkrebs. So induziert TNF-a: die CCL5-Expression in
Melanomzellen, was wiederum ein aggressiveres Verhalten des Tumors in Nacktmau-
sen fordert.®? Diese Ergebnisse sind starke Indizien, dass infiltrierende Makrophagen
durch Erhéhung der CCL2 und CCL5-Expression in Melanomzellen das Mikromilieu
in ein die Angiogenese und Tumor-Progression begiinstigendes Milieu transformieren,
welches wiederum zu einem aggressiveren Tumor fiihrt.

Lungenkrebs

Die Rolle von Chemokinen in der Lungenkrebs-Angiogenese wurde von Strieter und
seinen Mitarbeitern intensiv untersucht. Die CXCL8-Expression ist im nichtkleinzelli-
gen Lungenkarzinom (NSCLC) erh6ht und signifikant an der Tumor-Angiogenese betei-

4 Vgl. Schadendorf et al. (1993).
%5 Vgl. Varney et al. (2006).

66 Vgl. Giorgini et al. (2007).

7 Vgl. Gutman et al. (1995).

8 Vgl. Koga et al. (2008).

9 Vgl. Mrowietz et al. (1999).
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ligt.”? Neutralisierende Antikérper gegen CXCLS fithren zu einer signifikanten Redukti-

on der chemotaktischen Aktivitat von Endothelzellen im nichtkleinzelligen Lungenkar-
zinom-Gewebe. Dartiber hinaus wurden in einem humanen NSCLC/SCID-Maus-Chimé-
renmodell die Zelllinien A549 (Adenokarzinom) und Calu 1 (Spinozelluldres Karzinom)
untersucht. In Mdusen, denen A549 injiziert wurde, konnte ein progressives Wachstum
des Tumors beobachtet werden, wihrend in Mausen mit Calu-1-Injektionen nur wenig
Tumorwachstum zu sehen war.”! Die A549-Tumore produzierten die 50-fache Menge
an CXCL8 im Vergleich zu den Calu-1-Tumoren und nach einer Behandlung von A549-
Tumoren mit einem neutralisierendem Antikorper gegen CXCL8 zeigten auch diese ein
deutlich verringertes Wachstum als die Kontrollzellen. Auflerdem konnten Arenberg
und seine Mitarbeiter zeigen, dass in einem corneal micropocket assay CXCL8-Inhibi-
tion ein deutlich verringertes Gefdf8wachstum nach sich zog. Dies korreliert mit einer
deutlich geringeren Gefafidichte in A549-Tumoren, die mit anti-CXCL8-Antikorper be-
handelt wurden, und beweist damit, dass tumor-assoziiertes CXCL8 Tumor-Angiogene-
se in A549-Tumoren vermittelt. Hierbei ist bemerkenswert, dass obwohl das Gen fiir
CXCL8 in der Maus nicht existiert,’? die beiden Rezeptoren fiir CXCL8, CXCR1 und
CXCR2, in der Maus identifiziert wurden und auf humanes CXCL8 reagierten.”?
Interessanterweise wurde bei dem Chemokin CXCL10 ein gegenteiliges Phanomen
beobachtet, als die Expression von CXCL10 in Adenokarzinomen und Plattenepithel-
Karzinomen untersucht wurde. In Plattenepithelkarzinomen wurden erhéhte Expres-
sionen von CXCL10 beobachtet.”* Korrespondierend zu den CXCL8-Experimenten wur-
de CXCL10-Expression in demselben NSCLC/SCID-Maus-Chiméaren-Modell analysiert.
Dort konnte erwartungsgemafl in Calu-1-Tumoren eine hohe CXCL10-Expression und
in A549-Tumoren eine niedrige CXCL10-Expression beobachtet werden, die invers
mit dem Tumorwachstum korrelierte. Die Inhibierung von CXCL10 durch Antikér-
per in Calu-1-Tumoren fithrte zu einem Anstieg des Tumorwachstums. Die Neutrali-
sierung von CXCR10 zeigte ebenfalls eine verbesserte Neuvaskularisierung von Platte-
nepithelkarzinomen in der Kornea sowie eine verstarkte Endothelzell-Chemotaxis. Die
Balance zwischen CXCL8- und CXCL10-Expression von Adenokarzinomen und Platte-
nepithelkarzinomen der Lunge korrespondiert mit der Prognose fiir die Patienten. Die
Uberlebensraten sind schlechter und das metastatische Potential gréfer in Patienten
mit Adenokarzinom im Vergleich zu Patienten mit Plattenepithelkarzinomen.”> Daher
konnte der Unterschied im Verhalten dieser Tumorerkrankungen von der Balance zwi-
schen angiogenem CXCL8 und angiostatischem CXCL10 liegen und verdeutlicht ein
gegeneinander agierendes System von angiogenen und angiostatischen Faktoren im
Mikromilieu der Tumore, welche die Tumor-Angiogenese kontrollieren. Dariiber hin-
aus waren tumor-infiltrierende Makrophagen in der Lage, die CXCL8-Expression in
Lungenkarzinomzellen zu induzieren. Experimente zeigten eine signifikante Erhohung
der CXCL8-mRNA in Lungenkarzinomzellen, die mit Phorbolmyristatacetat behandel-

70 Vgl. Smith et al. (1994).

71vgl. Arenberg et al. (1996a).

72 Vgl. Zlotnik und Yoshie (2000).

73 Vgl. Fan et al. (2007).

74 Vgl. Arenberg et al. (1996b).

75 Vgl. Carney (1988) sowie Minna (1991).
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ten THP-1-Zellen und humanen priméren Lungenmakrophagen ko-kultiviert wurden.”®
Dieses Ergebnis unterstreicht die immense Bedeutung einer Interaktion zwischen tu-
mor-assoziierten Makrophagen und Tumorzellen bei der Modulierung des Mikromi-
lieus.

Im Gegensatz zu der Situation im NSCLC konnte keine starke Expression von CXCL8
im kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) identifiziert werden.”” Stattdessen exprimie-
ren die SCLC-Zelllinien H711, H69, H345, Lul65 und GLC19 in groflem Mafe CX-
CL6, dessen Expression in den NSCLC-Zelllinien nicht beobachtet wurde.”® Zusitzlich
konnen IL-13 und hypoxische Zustdnde die Produktion von CXCL6 in SCLC-Zelllinien
induzieren. CXCL6 ist ebenfalls in der Lage, iiber autokrine Mechanismen die Zellpro-
liferation zu verbessern. Interessanterweise bindet CXCL6 an denselben Rezeptor wie
CXCL8, namlich CXCR2.”? Es ist daher moglich, dass nicht CXCL8, sondern CXCL6 die
Agens darstellt, die in SCLC die Angiogenese moduliert.

Die Inhibition von chemokin-induzierter Angiogenese
als therapeutische Strategie

Heutzutage sind bereits therapeutische Strategien, die die Angiogenese beeinflussen, in
klinischem Gebrauch. Das bekannteste antiangiogene Medikament fiir die Krebsthera-
pie ist Bevacizumab, ein Antikérper, der gegen VEGF gerichtet ist.®" Der Einsatz von
Bevacizumab in Verbindung mit einer Chemotherapie zeigte einige positive Ergebnisse
bei der Lebenszeitverlangerung der behandelten Patienten. Es gibt weitere Medikamen-
te in vorklinischer und klinischer Evaluation, die den Rezeptor von VEGF, Matrix-Metal-
loproteinasen oder Cyclooxygenase-2 (COX-2) als Ziel haben. COX-2 ist ein induzierba-
res Enzym, welches die Umwandlung von Arachidonsaure in Prostaglandin H, (PGH;)
katalysiert.81 PGH, dient als Substrat fiir eine ganze Reihe von Prostaglandin-Synthe-
tasen. Ein Prostaglandin-Endprodukt, Prostaglandin E, (PGE;), steht im Verdacht, Re-
gulatoren der Angiogenese wie VEGF und Endothelin-1 zu induzieren.®? Erwartungsge-
maf} ist COX-2 in vielen Krebsarten stark exprimiert und stellt ein interessantes Ziel fir
eine Antitumor-Therapie dar.®3

Die Rolle, die Chemokine in der Angiogenese spielen, eréffnet die Moglichkeit von
neuen Anwendungen in der Krebstherapie. Es konnte lohnend sein, eine therapeutische
Anwendung fiir angiostatische Chemokine wie CXCL4, CXCL9, CXCL10 und CXCL11
zu finden. Diese Chemokine konnten entweder durch direkte Applikation oder tiber
gentherapeutische Ansitze in einen Tumor eingebracht werden, um die Balance des Mi-
kromilieus von einem angiogenen Zustand in einen angiostatischen zu verschieben und
damit das Tumorwachstum zu unterbinden. Ein bekanntes Beispiel einer Tumorthera-
pie, die einen inhibierenden Wirkstoff einsetzt, ist der Einsatz von Interferon-o (INFar).

76 Vgl. Yao et al. (2005).

77 Vgl. Zhu et al. (2004).
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Ein tumor-limitierender Effekt von INFo wurde vor mehr als 25 Jahren in B16-Mela-
nomen demonstriert.%* Heutzutage wird es in der Klinik zur Behandlung verschiede-
ner bosartiger Tumorerkrankungen, beispielsweise des Non-Hodgkin’s Lymphoms, des
Kaposi-Sarkoms, des Melanoms und des Nierenzellkarzinoms, eingese‘[z‘[.85 INFo wirkt
nicht nur iiber die Aktivierung von Immunzellen, sondern hat eine direkte apoptotische
Wirkung auf Tumorzellen.

Eine Gefahr, die ein angiostatischer Therapieansatz mit sich bringen kénnte, sind
die hypoxischen Zustinde, die durch den Verlust der Gefafle innerhalb des Tumors
auftreten. Eine Hypoxie im Tumor kénnte die Tumorzellen dazu bringen, iiber ande-
re Wege dem Zelltod zu entkommen. Antiangiogene Therapien konnten die Selektion
von resistenten Subklonen férdern und Tumorprogression sowie -wachstum verstarken.
Dies fihrt zu dem Paradoxon, dass in einer antiangiogenen Therapie, die entstehende
Hypoxie, die ja ein Teil der tumorhemmenden Wirkung der Therapie ist, ebenfalls be-
kampft werden muss.®® Zum Beispiel induziert Hypoxie die Expression von CXCR4
in mononukledren Phagozyten, HUVECs und der Ovarialkarzinom-Zelllinie CAOV3.87
Die hypoxie-induzierte CXCR4-Expression in HIF-1a-defizienten murinen embryonalen
Fibroblasten ist ein Anzeichen dafiir, dass CXCR4 unter der Kontrolle von HIF-1a steht.
CXCR4-Expression auf Krebszellen spielt eine Rolle bei der Invasion und der gezielten
Metastasierung in entfernte Organe®®. Daher kénnte eine, durch Hypoxie ausgeléste
Chemokinrezeptor-Expression, die Gefahr einer Metastasierung in einer Anti-Angioge-
nesetherapie erhohen.

Ein anderer Ansatz konnte die Hemmung von angiogenen Chemokinen darstellen,
die im Tumor-Mikromilieu vorliegen. Medikamente, welche den korrespondierenden
Chemokinrezeptor inhibieren oder {iber neutralisierende Antikérper den angiogenen
Effekt hemmen, waren fir diesen Ansatz geeignet. Diese Strategie wird bereits im Fall
der gegen VEGF oder VEGFR gerichteten Medikamente, die am Anfang des Kapitels
beschrieben wurden, eingesetzt. Das Ziel beider Strategien ist es — egal ob iiber Zugabe
von Agenzien, die die Angiogenese direkt oder angiogene Modulatoren inhibieren und
somit die Angiogenese indirekt hemmen — das Mikromilieu von einem angiogenese-
fordernden in ein angiogenese-hemmenden Zustand zu versetzen.

Die Forschung nach chemokin-basierten Krebstherapien hat sich zumeist darauf kon-
zentriert, entweder eine Immunantwort zu stimulieren (Immuntherapie) oder die Meta-
stasierung zu hemmen. Ein bekanntes Beispiel sind CXCR4-Antagonisten. Die Fokussie-
rung der Forschung auf den CXCR4-Antagonisten liegt in seiner Rolle als Korezeptor fiir
die virale Infektion mit HIV®’ und in seiner Bedeutung fiir die Tumormetastasierung”
begriindet. Mehrere kleinmolekulare Antagonisten von CXCR4 sind in der Entwicklung.
Diese sind unter anderem BKT140 und seine Analogons,91 CTCE-9908 von Chemokine

84Vgl. Bart et al. (1980).

85Vgl. Parmar und Platanias (2003).

86 Vgl. Abbadessa et al. (2007).

87Vgl. Schioppa et al. (2003).

88 Vgl. Muller et al. (2001).

89 Vgl. Feng et al. (1996).

90 Vgl. Geminder et al. (2001), Muller et al. (2001), Zeelenberg et al. (2001), Payne und Cornelius (2002) sowie
Taichman et al. (2002).

91 Vgl. Tamamura et al. (2003) sowie Takenaga et al. (2004).
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Therapeutics (Vancouver, Kanada)’® und AMD3100 von AnorMED Inc. (Langley, Ka-
nada)93. AMD3100, das umbenannt wurde in Mozobil™, hat die Phase-1I-Studien®*
fiir eine Stammzell-Transplantationsbehandlung von Patienten mit Multiplen Myelo-
men und des Non-Hodkin’s Lymphoms 2004 beendet. Die Genzyme Corporation (Cam-
bridge, MA, USA), die Mozobil™ nach der Ubernahme von AnorMED Inc. weiterentwi-
ckelte, hat fiir das Medikament unter dem Wirkstoffnamen Plerixafor eine Zulassung
fiir die USA Ende 2008 erhalten und fiir Europa 2009. Im Ubrigen kénnten CXCR4-
Antagonisten nicht nur eine Méglichkeit sein, Metastasierung zu verhindern, sondern
durch die Rolle von CXCR4 in der Angiogenese auch ein brauchbares Therapeutikum
in der Anti-Angiogenese-Therapie darstellen.

Der Forschungsbereich, der gezielt nach chemokin-basierten, die Angiogenese hem-
menden, Agenzien sucht, ist weitaus kleiner. Abigenix (Thousand Oaks, CA, USA) hat
einen Anti-CXCL8-Antikérper (ABX-IL8) entwickelt.”> ABX-IL8 inhibierte in vorklini-
schen Studien die Angiogenese, das Tumorwachstum sowie die Metastasierung von
humanen Melanomen”® und konnte ebenfalls das Tumorwachstum und die Matrix-
metalloproteinase-Aktivitdt von orthotopischen Blasenkrebs-Xenotransplantaten inhi-
bieren.” Eine Phase-1I-Studie von ABX-IL8 sollte 2002 mit Patienten mit malignem
Melanom starten. Die Studie wurde nie durchgefiihrt, da ABX-IL8 den Endpunkt einer
separaten Psoriasisstudie nicht erreichen konnte.”®

Etwa 25 Prozent aller humanen malignen Tumore enthalten aktivierte Formen des
Ras-Protoonkogens,’” Interessanterweise wird CXCL8 durch Aktivierung des Epiderma-
len Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)/Ras-Signaltransduktionswegs induziert.!® Da-
riber hinaus fithrt die Aktivierung des EGFR/Ras-Signaltransduktionswegs in bosar-
tigen Hauttumoren durch eine Minderung der homoostatischen CCL27-Produktion in
den Tumorzellen zu einer Vermeidung der Immunantwort gegen den Tumor.!?! Eine
gezielte Inhibierung des EGFR/Ras-Signaltransduktionswegs konnte daher nicht nur die
Angiogenese inhibieren, sondern auch eine Immunantwort gegen den Tumor auslosen.
EGER-Inhibitoren, wie Erlotinib, Geftinib und Cetuximab,'?? sind bereits in klinischer
Verwendung oder in klinischen Versuchsphasen und stellen einen erfolgsversprechen-
den anti-proliferativen, immunmodulierenden, apoptose-induzierenden und anti-angio-
genen Therapieansatz in der Tumortherapie dar.

Die Moglichkeiten, die Tumorangiogenese zu hemmen, bestehen zum einen in den
Antikorpern gegen angiogene Chemokine oder Antagonisten gegen angiogene Rezepto-
ren, zum anderen in der Erhhung der Konzentration an angiostatischen Chemokinen
im Tumor-Mikromilieu. Dariiber hinaus stellt auch eine zielgerichtete Hemmung von

92 Vgl. Kim (2005).

93 Vgl. De Clercq (2003).

9+ Vgl. Devine et al. (2004).
95 Vgl. Yang et al. (1999).

96 Vgl. Huang et al. (2002).
97 Vgl. Mian et al. (2003).

98 Vgl. Yan et al. (2006).

99 Vgl. Bos (1989).

100vg]. Sparmann und Bar-Sagi (2004).
101vgl. Pivarcsi et al. (2007).
102vgl. John et al. (2008).
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Signaltransduktionswegen, welche die Chemokin-Expression modulieren, eine chan-
cenreiche Strategie fiir neuartige Krebstherapien dar. Eine Suche nach Antagonisten
von Chemokinrezeptoren oder Chemokinen kénnte in Zukunft Arzten weitere Hilfs-
mittel zu Verfiigung stellen, um das Tumorwachstum zu inhibieren und eine Tumor-
progression zu bekdampfen.
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