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1. Einleitung

1.1.  Differenzierung von CD4+T-Zellen in funktionell distinkte T-Zellsubsets

CD4+T-Zellen sind Teil des adaptiven Immunsystems. Sie haben ihren Ursprung in
den hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarkes. Diese differenzieren u. a.
in lymphoide Vorlauferzellen, die vom Knochenmark Uber das Blut in den Thymus
wandern. Hier erfolgt die Reifung der T-Zellen in CD4+ und CD8+T-Zellen und die
Deletion autoreaktiver T-Zellen (zentrale Toleranz). Aulerdem werden im Thymus
die auf die Suppression und Regulation von Immunreaktionen spezialisierten
regulatorischen T- Zellen (Treg) induziert. Diese im Thymus induzierten Treg werden
als ,naturliche® oder nTreg bezeichnet; sie regulieren Immunantworten gegen
Autoantigene (1). Die im Thymus gereiften T-Zellen werden in das Blut freigesetzt
und erscheinen dort als naive, d.h. Antigen-unerfahrene, konventionelle T-Zellen
oder als nTregs (Abb. 1).

Wahrend die nTregs schon in der Lage sind ohne weitere funktionelle
Differenzierung immunregulatorisch zu wirken, durchlaufen die konventionellen
naiven T-Zellen eine weitere, durch Antigen-Kontakt ausgeldste Differenzierung. Im
Rahmen der Antigen-Erkennung kommt es zur Ligation des hochspezifischen T-
Zellrezeptor (TZR), was, moduliert durch kostimulatorische Moleklle und Zytokine,
zur Aktivierung der naiven T-Zellen fuhrt. Daraufhin produzieren die naiven T-Zellen
Interleukin(lL)-2, einen autokrinen Wachstumsfaktor, und proliferieren. Zusatzlich
kommt es in Abhangigkeit von Kostimulation und Zytokinen zu einer Differenzierung
in funktionell distinkte T-Helferzell-Subsets (2). Daneben kdnnen sich aus den naiven
T-Zellen auch sogenannte ,induzierte* Tregs (iTregs) entwickeln, die vorwiegend in

die Regulation von Immunantworten gegen exogene Antigene involviert sind (3).



T-Helfer(Th)-Zellen erlangen im Zuge der Differenzierung die Fahigkeit, bestimmte,
sogenannte Effektorzytokine innerhalb von Stunden nach wiederholter Stimulation zu
produzieren, was sie funktionell von naiven T-Zellen unterscheidet. Mossman und
Coffman beobachteten 1986 erstmals, dass einzelne T-Zell-Klone dabei entweder
Interferon(IFN)y oder IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren und bezeichneten die IFNy-
produzierenden CD4+T-Zellen als T-Helfer-1-Zellen und IL-4-, IL-5- und IL-13-
Produzenten als Th2-Zellen (4). Die Relevanz der funktionellen Differenzierung, d.h.
die Bedeutung von Th1-Zellen fur die Abwehr intrazellularer Erreger und die
protektive Funktion von Th2-Zellen in Wurminfektionen, wurde initial durch Locksley
und Kollegen gezeigt (5) und spater durch viele weitere Arbeiten belegt.

In den letzten Jahren wurden weitere Th-Subsets identifiziert, insbesondere die
Th17-Zellen (6). Diese T-Zellen produzieren IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 und IL-26.
Th17-Zellen tragen zur Abwehr von extrazellularen Bakterien und Pilzen, besonders

in Organen mit Barrierefunktion, bei.

Abb. 1: Differenzierung der CD4+ T-Zellen: Aus
ng Vorlauferzellen entwickeln sich im Thymus
+ Kostimulation @ CD4+ und CD8+-T-Zellen. Aus den CD4+T-
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Thi7 instruktiven Signalen in distinkte

\ Effektorzellsubsets oder iTregs.

Im Gegensatz zu den genannten protektiven Funktionen kdnnen unkontrollierte T-
Helferzellantworten zu allergischen Erkrankungen (Th2) und

Autoimmunerkrankungen (Th1 und Th17) beitragen (6-8).



1.2. Regulation der T-Zell-Differenzierung

Die von den naiven T-Zellen ausgehende Differenzierung in mindestens vier
funktionell distinkte T-Zell-Subsets wird instruiert und moduliert durch die Starke des
TZR-Stimulus, kostimulatorische Signale und Zytokine (7). Diese Signale fihren zu
Zell-intrinsischen Veranderungen wie der Induktion s. g. Mastertranskriptions-
faktoren, die den Phanotyp der sich entwickelnden T-Zellen bestimmen. Besonders
gut ist der Einfluss bestimmter Zytokine auf die Instruktion und Differenzierung der T-
Zellen charakterisiert. IL-12 ist das wesentliche instruktive Signal fur die Th1-
Differenzierung (7). Die IL-12-Wirkung wird dabei vermittelt durch den IL-12Rezeptor
beta2 und durch das Signaltransduktionsmolekul ,Signal transducer and activator of
transcription“(STAT)4. Ligation des IL-12 Rezeptors fuhrt zur Bindung und
Phosphorylierung von STAT4, was dessen Dimerisierung und folgende Translokation
in den Zellkern bewirkt. Im Zellkern reguliert es die Transkription von Zielgenen. Ein
Zielgen von STAT4 ist der Transkriptionsfaktor T-bet, der als Master-
Transkriptionsfaktor der Th1-Zellen u. a. die Expression von IFNy kontrolliert (9). So
fuhrt die ektope Expression von T-bet in IL-4-stimulierten T-Zellen in Abwesenheit
von |L-12 zu einer Induktion von IFNy und einer Abschaltung der IL-4-Produktion.
Entsprechend dieser fundamentalen Bedeutung von T-bet fir die Th1-
Differenzierung sind T-bet-defiziente Mause nicht in der Lage, Infektionen zu
bekampfen, deren Abwehr eine suffiziente Th1-Immunantwort benétigen (10). Schulz
et al. konnten zeigen, dass IL-12 und IFNy bei der Instruktion des Th1-Phanotypes
kooperieren und dass insbesondere die IFNy-abhangige Induktion der IL-12Rezeptor
beta2-Expression nach Beendigung des TZR-Signals essentiell flir die dauerhafte
Pragung der Th1-Zellen ist (11). Im Gegensatz dazu ist IL-4 das wesentliche Th2-

Instruktionssignal, welches Uber STAT6 den Mastertranskriptionsfaktor der Th2-



Zellen, GATAS, induziert. GATA3 kontrolliert in Kooperation mit c-Maf die IL-4-
Produktion (12).

Th17-Zellen werden in Gegenwart von IL-23 und IL-6, die den Transkriptionsfaktor
STAT3 aktivieren, generiert (13). Dabei wird RORyt, der Mastertranskriptionsfaktor
der Th17-Zellen, induziert.

IL-2 ist essentiell fur die Generierung von Tregs. STAT5, durch IL-2 aktiviert,
kontrolliert die Expression von Foxp3 (Forkhead box P3), welches der
Mastertranskriptionsfaktor der regulatorischen T-Zellen ist, der wesentliche
suppressorische Funktionen der Tregs reguliert. Foxp3 kann aufderdem an RORyt

binden und die Entwicklung von Th17-Zellen hemmen (14).

1.3.  Stabilisierung des Zytokin-Gedéchtnisses

Wahrend IL-12 als instruierendes Signal fur die primare Induktion von IFNy in Th1-
Zellen notig ist, erfolgt die durch wiederholte Antigen-Stimulation von Effektorzellen
ausgeloste IFNy-Produktion unabhangig von IL-12 (15). Dies wird einerseits durch
die Induktion und permanente Expression der Master-Transkriptionsfaktoren
andererseits durch Gen-spezifische Modifikationen vermittelt. Diese Zell-intrinsischen
Modifikationen werden wahrend der initialen Aktivierung induziert und bei Zellteilung
an die Tochterzellen weitergegeben (16). T-Effektorzellen entwickeln so ein
Gedachtnis fur den initial induzierten Zytokinphanotyp — ein Phanomen, das als
Zytokin-Gedachtnis bezeichnet wird.

Arbeiten der letzten Jahre zeigen, dass insbesondere epigenetische Mechanismen
an der Etablierung des Zytokingedachtnisses beteiligt sind (16). Diese
epigenetischen Modifikationen regulieren die Zuganglichkeit von Genbereichen und
beeinflussen dartber die Transkription. Sie spielen insbesondere in der

Embryogenese eine wichtige Rolle und kontrollieren die Differenzierung von



Geweben und Organen (17). Epigenetische Mechanismen im engeren Sinne
umfassen die differenzielle Methylierung von CpG’'s und die posttranslationale
Modifikation von Histonen, welche die DNA als Hull-Proteine umgeben (16). Erste
Evidenzen fur die Beteiligung epigenetischer Mechanismen an der peripheren T-Zell-
Differenzierung kamen vor Jahren von Bird et al. (18). Sie, und spater weitere
Gruppen, konnten zeigen, dass die Akquisition von Effektorfunktionen, nicht aber die
Produktion von IL-2, an die Zellteilung bzw. den Eintritt der T-Zellen in den Zellzyklus
gebunden ist (18, 19). Da der Zellzyklus als Zeitfenster gilt, in dem epigenetische
Modifikationen etabliert werden, gaben diese Arbeiten erste Evidenz fur eine

Beteiligung epigenetischer Mechanismen an der T-Helferzell-Differenzierung.

1.4. Die Adhésionskaskade als Basis der Leukozyten- und Lymphozytenmigration

Leukozyten einschliellich der Lymphozyten sind die mobilsten Zellen des Korpers.
Insbesondere die Lymphozyten rezirkulieren ein- bis zweimal pro Tag zwischen dem
Blut und Geweben, wie z.B. lymphoiden Organen oder anderen peripheren Geweben
(20). Die Rekrutierung von T-Zellen aus dem Blut in diese Gewebe erfolgt dabei nicht
zufallig sondern ist ein mehrstufiger Adhasions- und Transmigrationsprozess (Abb.2),
der durch Adhasionsmolekule und chemotaktische Substanzen, die Chemokine,
kontrolliert wird (21-24). Dabei werden die zirkulierenden Zellen im ersten Schritt
durch die Interaktion von Selektinen mit den entsprechenden Selektin-Liganden
verlangsamt. Dies ermoglicht die Interaktion der auf dem Endothel prasentierten
Chemokine mit den auf den Leukozyten exprimierten Chemokin-Rezeptoren. Die
Ligation der Chemokin-Rezeptoren fuhrt zu einem G-Protein-abhangigen
intrazellularen Signal, was zur Aktivierung von Integrinen fuhrt. Diese aktivierten

Integrine kdnnen nun mit den Bindungspartnern auf dem Endothel interagieren und



Abb.2: Darstellung der Mehrschritt-
Adhasionskaskade adaptiert an
Ebnet et al. (24). Leukozyten
werden durch Selektine (E, P, L)

verlangsamt und rollen, was die

1. Rollen

2. Integrin-Aktivierung
3. Feste Adhasion

Integrin

Interaktion von Chemokinrezep-

toren mit auf dem Endothel

“ Chemokine

prasentierten Chemokinen ermdg-

licht. Dies fihrt zur Integrin-Aktivierung, was deren Bindung an Integrin-Rezeptoren wie MAdCAM

ermoglicht und zur festen Adhasion und Diapedese flihrt.

eine feste Adhasion mit folgender Transmigration uber den parazellularen oder auch
transzellularen Weg ermdglichen. Ahnlich dem Schlissel-Schloss-Prinzip der
Antigenerkennung mussen die auf dem Endothel exprimierten Adhasionsmolekile
von den zirkulierenden Zellen erkannt werden — Defizienz oder Fehlen nur eines

Molekuls kann die Rekrutierung verhindern.

1.5. Differenzierungs-abhéngige Regulation des CD4+T-Zell-Homings

In vivo bestehen deutliche Unterschiede im Rezirkulationsverhalten der einzelnen T-
Zellsubsets. So rezirkulieren naive CD4+T-Zellen Uberwiegend durch die
Lymphknoten wahrend Antigen-erfahrene Effektor/Memory-T-Zellen durch die Milz
und periphere, insbesondere auch entziindete Gewebe rezirkulieren (21, 25). Naive
T-Zellen sind auf eine Prasentation von Antigenen durch professionelle Antigen-
prasentierende Zellen angewiesen. Sie patrouillieren daher durch die Lymphknoten,
in denen dendritische Zellen (DC) als professionelle Antigen-prasentierende Zellen
Antigene, die sie in peripheren Geweben aufgenommen haben, prasentieren. Der
Lymphknoten ist somit der zentrale Ort der primaren Immunantwort (26). Trifft eine
naive T-Zelle im Lymphknoten auf ihr spezifisches Antigen, kommt es zur
Aktivierung, Proliferation und Differenzierung in Effektorzellen. Diese verlassen,
ahnlich den nicht-aktivierten naiven T-Zellen, den Lymphknoten Uber die efferenten

Lymphgefalte zur nachstgelegenen Lymphknotenetage und werden letztlich Gber
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den Dc. thoracicus wieder der Blutzirkulation zugefuhrt (21). Naive T-Zellen
rezirkulieren wieder durch die Lymphknoten, wahrend die Effektorzellen, deren
Effektorfunktionen auf die direkte Abwehr von Krankheitserregern gerichtet sind, in
periphere, nicht-lymphoide Organe wie Lunge, Leber, Haut oder Darm, d.h.
potenzielle Eintrittspforten von Erregern, einwandern konnen (Abb. 3). Die
Effektorzellen werden entweder Gewebe-resident oder wandern Uber die afferenten

Lymphgefalie in die drainierenden Lymphknoten und erreichen die Blutzirkulation wie

Abb. 3: Rezirkulation naiver und

Rezirkulation Rezirkulation von

naiver CD4*-T-Zellen CD4*Effektorzellen CD4+Effektorzellen. Naive T-

N
~ G

Qa./‘

Dc. Blut Dc.
thoracicus thoracicus

Zellen rezirkulieren durch die
Lymphknoten und die Milz.
Effektorzellen wandern in
periphere Gewebe ein und
erreichen die  drainierenden
Lymphknoten Uber die efferente
Lymphe.

die naiven T-Zellen Uber den Dc. thoracicus. Dementsprechend findet man in
entziindeten Geweben nahezu ausschliel3lich T-Lymphozyten vom Effektor/Memory-
Phanotyp (27, 28). Wahrend das Homingverhalten der naiven T-Zellen relativ
homogen ist, ist das Wanderungsverhalten der Effektorzellen eher heterogen und
wird durch Entziindungs- und Umgebungsfaktoren bestimmt.

Somit stellt das zentrale Homing der naiven T-Zellen und das periphere Homing von
Effektor/Memory-T-Zellen ein der Funktion angepasstes Lokalisationsverhalten dar.
Basis ist die differentielle Expression von Adhasionsmolekilen, welche die Migration

der Leukozyten einschliel3lich der T-Lymphozyten kontrollieren (21, 27-29).
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1.6. Regulation der Adhdsionsmolekiilexpression auf CD4+T-Zellen

Naive T-Zellen sind gekennzeichnet durch die Expression von L-Selektin (CD62L)
und CCR7 (21). L-Selektin fungiert als Ligand fur das Peripheral Node Addressin
(PNAd), wahrend CCR7 die Chemokine CCL19 und CCL21 bindet (26). PNAd als
auch CCL19 und CCL21 werden auf den Endothelzellen der ,High Endothelial
Venules® (HEV) der Lymphknoten exprimiert bzw. prasentiert und kontrollieren die
Rekrutierung der naiven T-Zellen in die Lymphknoten (30-32).

Im Zuge der Differenzierung in Effektorzellen kommt es, korresponierend zum
peripheren Homing der Effektorzellen, einerseits zur Herunterregulation von L-
Selektin und CCR7 und andererseits zur Induktion peripherer Homingrezeptoren
(33). Die Expression der peripheren Homingrezeptoren wird durch inflammatorische
Stimuli und Milieufaktoren beeinflusst. So beeinflussen polarisierende Zytokine und
die induzierten Mastertranskriptionsfaktoren nicht nur die Expression von
Effektorfunktionen sondern z. T. auch das Muster induzierter Homingrezeptoren.
Beispielsweise wird eine praferenzielle Expression von CCR5 und CXCR3 auf Th1-
Zellen beobachtet, wahrend Th2-Zellen praferenziell CCR4 und den Prostaglandin-
Rezeptor DP1(auch CRTH2 genannt) exprimieren (34). CCR6 wird vor allem auf
Th17-Zellen aber auch auf Tregs gefunden (35). Teilweise wird die Expression der
Chemokinrezeptoren direkt durch die Mastertranskriptionsfaktoren kontrolliert. So
fuhrt die ektope Expression von T-bet zur Induktion von CXCR3 (36), wahrend
GATAS die Expression von CCR4 kontrolliert (37). RORyt scheint an der Expression
von CCR6 beteiligt zu sein, da Uberexpression von RORyt nicht nur IL-17 sondern
auch die Expression von CCRG6 induziert (38). IFNy und IL-4 fuhren auRerdem zur
Induktion der jeweiligen Liganden im entzindeten Gewebe, was zu einer

Amplifikation der Rekrutierung von Effektorzellen des jeweiligen Phanotyps und
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damit der Entzindungsreaktion fuhrt (34). Die polarisationsabhangige Induktion von

Homingrezeptoren ist schematisch in Abb. 4 dargestellt.

Abb. 4. Polarisationsabhangige
Regulation von Homingrezeptoren: Naive
T-Zellen (Ty) exprimieren CD62L und
CCRY7, welche im Zuge der

CDSZL\ CCRY e CCR4 Differenzierung in Effektorzellen

Wil herunterreguliert werden. Unter der
TCR IL-4 CRTH2

l = — > (GATA3 Kontrolle  der  Mastertranskriptions-

Antigen ~—"> 4. = —eeee- w IL-4 faktoren werden  Subset-spezifische

C_C_Be Chemokinrezeptoren induziert. Quelle:

,/ : QO Islam et al. (39)
ROR-T /‘ T, 17
\ S y IL-17

Unabhangig von der polarisationsabhangigen Induktion von Homingrezeptoren
entwickeln Effektorzellen gewebespezifische Homingeigenschaften (21). Da Erreger
haufig distinkte Eintrittspforten nutzen, geht man davon aus, dass die gezielte
Rekrutierung von Effektorzellen in das Gewebe des primaren Antigen-Kontaktes, die
Effizienz der Primarantwort und den Schutz vor einer Sekundarinfektion erhoht. Am
besten sind bisher das Haut- und das Darm-spezifische Homingsystem
charakterisiert. An der Rekrutierung von T-Zellen in die Haut ist das auf dem
Endothel exprimierte E-Selektin, meist in Kooperation mit P-Selektin, sowie
bestimmte Chemokine wie CCL17, CCL22 und CCL1 beteiligt (40). Der Haut-
Tropismus von T-Zellen wird somit Uber die Expression der entsprechenden
Liganden, d.h. E- und/oder P-Selektin-Liganden (E- und P-Lig) sowie CCR4, CCRS8

oder CCR10 reguliert (Abb. 6). Im Gegensatz dazu werden auf dem Endothel des
Darmes ,Mucosal addressin cell adhesion molecule (MAdCAM)-1 und CCL25
exprimiert bzw. prasentiert; dementsprechend reguliert die Expression des Integrins
o4p7, welches mit MAACAM-1 interagiert, und des Chemokinrezeptors CCR9 den

Zugang zu mukosalem Gewebe (41). Die Induktion der topografischen Homing-
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Abb. 6: Regulation des
Aktivierung im Haut-drainierenden Lymphknoten: topografischen Homings von
CD62L , CCR7 CCR4 CD4+ T-Zellen: Nach Aktivierung
\\ CCRS .
TCR /5 Andere Faktoren o naiver T-Zellen (Ty) kommt es zur
+1,25(0H) 203 % € \ Rezirkulation
l \\ W / durch Haut Herabregulation von CCR7 und
Antigen corio  ELig CD62L wahrend in Abhéngigkeit
vom pragenden Organ
Aktivierung im mesenterialen Lymphknoten: . . .
unterschiedliche Chemokin-
CDé2L , CCR7 . .
X e ) CCR9 rezeptoren und Homingmolekiile
TCR/ Retinsdure %\ (1 \‘-I Rezirkulation auf den Effektorzellen (Ter)
l N\ / durch Darm ] .
Antigen ~—\487 induziert werden.

eigenschaften erfolgt in den Haut- bzw. Darm-drainierenden Lymphknoten und wird
z. T. Uber die lokal restringierte Verflgbarkeit bestimmter Vitamine reguliert (41, 42).
So wird die CCR10-Expression durch, vor allem in den Haut-drainierenden
Lymphknoten verfligbares, aktives Vitamin D (1,25(0OH)2D3) geférdert, wahrend
Retinsaure, ein aktiver Vitamin A-Metabolit, der besonders in den mesenterialen
Lymphknoten generiert wird, die Induktion der Darm-spezifischen Homingrezeptoren
04p7 und CCRO fordert (41, 43, 44).

Neben den topografisch gepragten, peripher rezirkulierenden T-Zellsubsets gibt es
noch die s. g. ,central memory“ T-Zellen, die durch die Expression von CCR7 und
CD62L gekennzeichnet und die ein, den naiven T-Zellen &hnelndes
Homingverhalten, d.h. Rezirkulation durch lymphoide Organe, zeigen (39).

Innerhalb der Tregs wurden ebenfalls Subsets mit distinktem Homingverhalten
identifiziert. Insbesondere ein, durch die

Expression von oE(CD103)

gekennzeichneter Treg-Subset unterscheidet sich von den aE-negativen Tregs durch
die Expression von peripheren Homingmolekulen. Korrespondierend dazu zeigen die
aE" Tregs einen Effektor/Memoryzell-dhnlichen Homingphénotyp wahrend die oE

Tregs einen, den naiven Zellen gleichenden Homingphanotyp zeigen (45).
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1.7.  Bedeutung und Struktur der P-Selektin-Liganden

Wie schon erwahnt, sind E- und P-Selektin-abhangige Adhasionswege ein
wesentlicher Bestandteil des Haut-spezifischen Homingsystems. So hemmt die
Behandlung mit Antikdrpern gegen E- und P-Selektin kutane Entzindungsreaktionen
und die Auslosbarkeit T-Zell-abhangiger Hautreaktionen ist in Selektin-Ligand-
defizienten Mausen reduziert (46-48). E- und P-Selektin wirken dabei meist
redundant. So fuhrt die Blockade von P-Selektin durch einen P-Selektin-Antikorper
zu einer Hemmung der DTH-Reaktion in E-Selektin-defizienten Mausen, nicht aber in
Wildtyp-Mausen (49).

Auf T-Zellen werden E- und P-Lig werden vor allem auf in der Haut befindlichen T-
Zellen gefunden (50) und praferenziell wahrend der T-Zell-Aktivierung in peripheren
Lymphknoten induziert (42, 50). Neben dieser topografisch gesteuerten Induktion
fordern proinflammatorische Signale die Induktion, so dass auch wahrend einer
experimentellen Colitis P-Lig-positive T- Zellen in den drainierenden mesenterialen
Lymphknoten gefunden werden (51). Daher wird vor allem das P-Selektin-P-Lig-
Adhasionssystem eher als entzindungsspezifisches Homingsystem gesehen.

Der P-Selektin-Ligand besteht aus einem Tragerprotein P-Selektin-Glykoprotein-
Ligand (PSGL)-1. PSGL-1 allein hat keine Bindungskapazitat fur Selektine, erlangt
diese aber durch posttranslationale Modifikation. So werden die Selektin-bindenden
Epitope durch eine spezifische Glykosylierung und Sulfatierung von PSGL-1
geschaffen (52). Fur die Generierung der P-Selektin-bindenden Epitope sind
insbesondere die a1,3-Fukosyltransferasen (FucT)-IV und FucT-VII, die Core-2(31,6-
Glykosaminyltransferase-l (C2GIcNAcT-I) sowie zwei Tyrosinsulfotransferasen, die
das Tragerprotein PSGL-1 sulfatieren, nétig (Abb. 7). Wahrend der Groldteil der P-.
Selektin-bindenden Aktivitat auf Leukozyten PSGL-1-abhangig ist (53, 54) werden E-

Lig-Epitope Uberwiegend PSGL-1-unabhangig generiert (50, 55).
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Abb. 7: Struktur der P-Selektin-Liganden (modifiziert nach Ley und Kansas 2004): P-Selektin-
Liganden bestehen aus einem Tragermolekil PSGL-1. Die P-Selektin-bindenden Epitope werden

durch posttranslationale Glykosylierung unter Beteiligung verschiedener Glykosyltransferasen

hinzugefugt.

E- und P-Selektin-Liganden werden auf verschiedenen Leukozytensubsets
exprimiert. Myeloide Zellen und NK-Zellen exprimieren die Selektin-Liganden
konstitutiv (66). In CD4+T-Zellen werden die E- und P-Selektin-bindenden Epitope
erst nach Aktivierung und Differenzierung in Effektorzellen generiert. Die Induktion
der Selektin-Liganden in Effektorzellen korreliert mit der Induktion von FucT-VII und
C2GIcNACcT-lI (57, 58). Studien in Knockout-Mausen konnten die individuelle
Bedeutung der Transferasen fur die Synthese der E-Lig und P-Lig zeigen. FucT-VII-
Defizient fuhrte dabei zu einer Verminderung der Bindung sowohl an E- als auch an
P-Selektin, wahrend Defizienz in der Expression von C2GIcNAcT-I vor allem die

Bindung an P-Selektin, weniger aber die an E-Selektin beeintrachtigte (59-61).

1.8. Regulation der P-Selektin-Ligand-Expression in CD4+T-Zellen

Initiale in vitro Studien suggerierten eine Assoziation des Th1-Effektorzellphanotypes
mit der Expression von P-Selektin-Liganden. So wurde eine deutliche Induktion von
FucT-VII und C2GIcNACT-I in vitro unter Th1-Polarisationsbedingungen beobachtet
(46, 57, 62, 63). IL-12 wurde als Induktor und IL-4 als Suppressor der P-Lig-Induktion

beschrieben (57). Im Gegensatz zu diesen Daten fand sich in einigen Laboren eine
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P-lig-Induktion auch in Abwesenheit von IL-12, ein Phanomen, was zumindest
teilweise auf den Einfluss von im Serum enthaltenen Faktoren zurlckzufihren war
(59). Daruberhinaus gab es eine Reihe von Untersuchungen, die in vivo eine
Expression von Selektin-Liganden auch auf Th2-Zellen beschrieben (64-66), so dass

das Konzept der Th1-assoziierten P-Lig-Regulation kontrovers diskutiert wurde.

1.9.  Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen der Arbeit sollten wesentliche Aspekte der Regulation und Bedeutung

der Selektin-Liganden auf CD4+T-Zellen untersucht werden. Im Detail sollten die

folgenden Fragen geklart werden:

1) Besteht in vivo tatsachlich eine Assoziation der Expression der Selektin-Liganden
mit dem Th1-Phanotyp, wie es durch in vitro Arbeiten suggeriert wurde, oder sind
die Selektin-Liganden ein generell genutztes Homingprinzip von Effektor- und
regulatorischen Zellen?

2) Sind die Selektin-Liganden essentiell fur die Rekrutierung von Effektorzellen und
Tregs in kutane Entzindungsreaktionen? Ist die in vivo-Funktion der Effektorzellen
und Tregs an die Lokalisation im Antigen-haltigen Gewebe bzw.
Entzindungsgebiet und die Nutzung E- und P-Selektin-abhangiger
Adhasionswege gekoppelt?

3) Werden P-Selektin-Liganden dauerhaft auf CD4+Effektorzellen entsprechend
einer langfristigen Pragung exprimiert? Spielen epigenetische Mechanismen eine
Rolle fur eine solche dauerhafte Pragung der Selektin-Ligand-Expression?

Die Beantwortung dieser Fragen wird zum besseren Verstandnis der funktionellen

und topografischen Differenzierung der CD4+Zellen beitragen.
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2. Eigene Arbeiten

2.1.  Expression von Selektin-Liganden auf CD4+T-Zellen in vivo

(Kretschmer, U., Bonhagen, K., Debes, G.F., Mittrucker,HW., Erb, K.J. Liesenfeld, O. Zaiss, D.,
Kamradt, T., Syrbe, U., Hamann, A. Expression of selectin ligands on murine effector and IL-10-
producing CD4(+) T cells from non-infected and infected tissues. Eur J Immunol. 2004

Nov;34(11):3070-81)

Initiale in vitro Studien suggerierten eine Korrelation zwischen der Induktion eines
Th1-Phanotyps und der Induktion von Selektin-Liganden auf CD4+T-Zellen. Unklar
war, ob das in vivo ahnlich reguliert ist. Um dies zu klaren, analysierten wir die E- und
P-Lig-Expression auf in vivo generierten Th-Zellen. Unter homdostatischen
Bedingungen fand sich eine deutlich héhere Frequenz P-Lig+Th-Zellen in peripheren
Lymphknoten als in mesenterialen Lymphknoten, was die topografische Regulation
in vivo bestatigt. Jedoch fanden sich auf Th1- und Th2-Zellen vergleichbare
Frequenzen E- und P-Lig-positiver Zellen. In Ubereinstimmung damit beobachteten
wir eine Induktion von P- und teilweise E-Lig sowohl i. R. einer dominanten Th1-
Entzindung (Influenza-Virus, Listerien oder Toxoplasma-Infektion) als auch einer
dominanten Th2-Entzindung (Nippostrongylus-Infektion). D.h. es bestand in vivo
kein Zusammenhang zwischen Selektin-Ligand-Expression und dem Th1-Phanotyp.
Uberraschenderweise zeigte der potentiell regulatorisch wirkende Tr1-Subset,
charakterisiert durch die Produktion von IL-10, die hochste Frequenz E- bzw. P-Lig-
positiver Zellen.

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass in vivo, im Gegensatz zu den in vitro-
Bedingungen, die E- und P-Lig-Expression nicht auf den Th1-Subset begrenzt ist,
sondern dass sowohl Th1- als auch Th2-dominante Entzindungen die Akquisition

der Selektin-Liganden fordern.
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2.2. Bedeutung von STAT4 fiir die Induktion von P-Lig und Effektorzytokinen in

CD4+T-Zellen in gesunden und mit Parasiten-infizierten Mausen

(Syrbe U., Hoffmann, U., Schlawe, K., Liesenfeld, O., Erb, K., Hamann, A. Microenvironment-
dependent requirement of STAT4 for the induction of P-selectin ligands and effector cytokines on

CD4+ T cells in healthy and parasite-infected mice. J Immunol. 2006 Dec 1;177(11):7673-9)

IL-12 fordert in vitro die Induktion von Th1-Zellen aber auch die Expression von E-
und P-Lig. Beide Effekte werden durch STAT4, einem essentiellen Bestandteil des
IL-12-Signalweges, vermittelt. Allerdings findet man in vivo Selektin-Liganden auf
verschiedenen Effektor-Subsets was auf komplexere, auch STAT4-unabhangige
Induktionswege schlief3en lasst.

Um die Bedeutung des IL-12/STAT4-abhangigen Signalweges fur die P-Lig-
Expression in vivo zu klaren, analysierten wir die Expression von P-Lig auf CD4+T-
Zellen in  STAT4-defizienten Mausen unter homoostatischen und unter
inflammatorischen Th2-dominanten-Bedingungen. Unter homoostatischen
Bedingungen fanden wir in peripheren Lymphknoten von STAT4-defizienten Mausen
eine geringere Frequenz P-Lig+CD4+T-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen, nicht
jedoch in der Milz oder im Lungengewebe. Im Rahmen einer Th2-Immunantwort
ausgelost durch eine Wurminfektion mit Nippostrongylus brasiliensis zeigte sich
uberraschend eine verminderte Induktion von P-Lig aber auch eine verminderte
Induktion von IL-4 auf CD4+ T-Zellen im Lungengewebe von STAT4" Mausen.

Somit konnten wir zeigen, dass unter homoostatischen Bedingungen ein Grol3teil der
P-Lig-Expression auf CD4+ T-Zellen unabhangig von STAT4 ist. Im Rahmen einer
Th2-dominierten Immunantwort zeigte sich eine bisher nicht bekannte Bedeutung

von STAT4 fur die Generierung von Th2-Zellen sowie der koexprimierten P-Lig.
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2.3. Bedeutung der Selektin-Liganden flir CD4+Effektorzellen in vivo

(Doebes, C., Siegmund, K., Loddenkemper, C., Lowe, J.B., Issekutz, A.C., Hamann, A., Huehn, J.
Syrbe, U. Cellular players and role of selectin ligands in leukocyte recruitment in a T cell-initiated DTH

reaction. Am J Pathol. 2008 Oct;173(4):1067-76)

T-Zellabhangige Hautreaktionen, z.B. die DTH-Reaktion, sind durch eine
ausgepragtes =zellulares Infiltrat gekennzeichnet. Die Blockade der Selektin-
abhangigen Interaktionen durch blockierende Antikorper inhibiert DTH-Reaktionen.
Unklar ist jedoch, ob die Inhibition der Rekrutierung eines spezifischen Zelltypes
verantwortlich fur diesen anti-inflammatorischen Effekt ist, oder ob alle
Leukozytenpopulationen in ihrer Rekrutierung beeinflusst sind.

Um diese Frage zu klaren, nutzten wir das OVA-DTH-Modell, in dem die DTH-
Reaktion durch adoptiv transferierte OVA-spezifische Th1-Zellen induziert wird. Wir
konnten zeigen, dass bei Transfer Selektin-Ligand-defizienter, OVA-spezifischer Th1-
Zellen die DTH vermindert war, nicht jedoch nach Transfer Selektin-Ligand-
kompetenter, OVA-spezifischer Th1-Zellen in Selektin-Ligand-defiziente Mause. Die
histologische Analyse zeigte zwar eine Verminderung des Infiltrates unter
letztgenannten Bedingungen, was jedoch zu keiner Beeintrachtigung der lokalen
Schwellung fuhrte. Dabei zeigte sich, dass insbesondere Granulozyten entscheidend
an der DTH-Auslosung beteiligt sind und offensichtlich wenige Selektin-Ligand-
unabhangig rekrutierte Granulozyten effektiv sind.

Somit ist insbesondere die Expression der Selektin-Liganden auf den induzierenden
T-Zellen, nicht jedoch die auf myeloiden Leukozytenpopulationen, wesentlich fur die
Auslosung der DTH-Reaktion. T-Zellen scheinen somit der dominante Angriffsort

einer Antikorper-vermittelten Selektin-Blockade zu sein.

39



2.4. Entscheidende Rolle der Migration: Die  Kompartimentalisierung

regulatorischer T-Zellsubsets bestimmt ihre suppressive Aktivitét in vivo

(Siegmund, K., Feuerer, M., Siewert, C., Ghani, S., Haubold, U., Dankof, A., Krenn, V., Schon, M. P.,
Scheffold, A., Lowe, J. B., Hamann, A., Syrbe, U., Huehn, J.. Migration matters: regulatory T cell

compartmentalization determines suppressive activity in vivo. Blood. 2005 Nov 1;106(9):3097-104)
Regulatorische T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle fur die Suppression von
Immunreaktionen. Obwohl viele Gruppen die Anwesenheit von Tregs in
Entzindungsregionen beschrieben hatten, war unklar, ob Tregs tatsachlich im
entziindeten Gewebe supprimieren. Unter Nutzung aE’Effektor/Memory-ahnlicher
Tregs von FucT-Vll-defizienten Mausen, die weder E- noch P-Lig exprimieren,
analysierten wir die Bedeutung der korrekten Treg-Lokalisation flr ihre suppressive
Funktion in vivo in einem Entztindungsmodell.

Wir konnten zeigen, dass E-und P-lig-defiziente Tregs im Vergleich zu Wildtyp-Tregs
weniger effektiv eine T-zellabhangige DTH-Reaktion supprimierten. Somit sind
Selektin-Liganden auch fur Subsets von Tregs essentiell flir die Einwanderung in
periphere Entzindungsregionen — diese wiederum ist entscheidend fur die
suppressorische Wirkung in vivo. Dies deutet daraufhin, dass Tregs direkt im
Entzindungsgebiet anti-inflammatorisch wirken. Im Gegensatz dazu waren oE-
negative Tregs, welche praferentiell durch Lymphknoten rezirkulieren, effizienter in
der Kontrolle der Proliferation naiver T-Zellen wahrend der Induktionsphase von
Immunantworten.

Zusammengefasst, geben diese Arbeiten erstmals Anhalt fur die funktionelle
Dichotomie unterschiedlicher Treg-Subsets, die durch ein differenzielles

Homingverhalten bestimmt wird.
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2.5. Differentielle Regulation der P-Selektin-Ligand-Expression in naiven und
Memory-CD4+T-Zellen: Evidenz fiir epigenetische Regulation der involvierten

Glykosyltransferasen

(Syrbe, U., Jennrich, S., Schottelius, A., Richter, A., Radbruch, A., Hamann, A. Differential regulation
of P-selectin ligand expression in naive versus memory CD4+ T cells: evidence for epigenetic

regulation of involved glycosyltransferase genes. Blood. 2004 Nov 15;104(10):3243-3248)

Die Induktion von P- und E-Lig erfolgt in CD4+ T-Zellen wahrend der Differenzierung
und Polarisierung in Effektor/Memory-T-Zellen. Die funktionelle Differenzierung, das
heil3t die Induktion des Zytokin-Gedachtnisses, wird teilweise durch epigenetische
Modifikation der Zytokingene wahrend der Differenzierung ermoglicht. Wir fragten
hier, ob epigenetische Mechanismen auch an der Regulation der Selektin-Ligand-
Expression auf CD4+ T-Zellen beteiligt sind.

Unter Nutzung eines in vitro-Induktionsprotokolls fur Selektin-Liganden konnten wir
zeigen, dass die Induktion von P-Lig nach Aktivierung naiver, nicht aber nach
Aktivierung von Effektor/Memory-T-Zellen, vom Eintritt der Zellen in den fir
Chromatinmodifikationen sensitiven Zellzyklus abhangt. Zellzyklus-Arrest verhinderte
die transkriptionelle Aktivierung der Glykosyltransferasen, die entscheidend fur die
Generierung der Selektin-Liganden auf T-Zellen sind. Artifizielle DNA-
Demethylierung erhohte die Frequenz der P-Lig-exprimierenden T-Zellen. Dies
suggeriert, dass Methylierung der DNA im Bereich der Transferasegene die
Ablesbarkeit, d.h. die Transkription, dieser Gene reguliert. Somit gibt diese Studie
erste Evidenz daflr, dass die Selektin-Ligand-abhangigen, entzindungsspezifischen
Homingeigenschaften von CD4+-T-Zellen durch epigenetische Modifikationen

wahrend der T-Zell-Differenzierung ,imprinted®, d.h. epigenetisch fixiert, werden.
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2.6. CD4+T-Effektorzellen werden langfristig fiir entziindungsspezifisches Homing

gepréagt
(Jennrich, S., Ratsch, B. A., Hamann A., Syrbe, U. Long-term Commitment to Inflammation-Seeking

Homing in CD4+ Effector Cells. J Immunol. 2007 Jun 15;178(12):8073-80)

Lymphozyten ,erinnern“ den Ort des initialen Antigenkontaktes und entwickeln ein
Organ-spezifisches Gedachtnis. Jedoch gibt es keine eindeutigen Daten Uber die
Stabilitat der Homingrezeptorexpression auf CD4+T-Zellen in vivo.

Ziel dieser Studie war es daher zu klaren, ob CD4+Effektorzellen
entziindungsspezifische Homingeigenschaften dauerhaft exprimieren. Wir sortierten
daher entweder in vitro oder in vivo generierte P-Lig+CD4+T-Zellen, transferierten
diese Zellen in Rezipientenmause und verfolgten die Expression der P-Lig auf den
transferierten Zellen Uber 60 Tage. Bei Verwendung in vitro generierter P-Lig+T-
Zellen fand sich bei ca. 30% eine Langzeitexpression von P-Lig. Wiederholte
Stimulation unter permissiven P-Lig-induzierenden Bedingungen erhdhte den Anteil
von Zellen, die P-Lig dauerhaft exprimieren, was ein Hinweis auf die graduelle
Fixierung des Phanotyps wéahrend der Differenzierung ist. In Ubereinstimmung damit
zeigten ex vivo isolierte P-Lig+Memory-T-Zellen den hochsten Anteil dauerhaft P-Lig-
exprimierender Zellen. Eine gewebespezifische Umgebung war nicht notwendig fur
die Aufrechterhaltung der P-Lig-Expression auf den transferierten Zellen.

Diese Daten zeigen, dass die Expression der Selektin-Liganden unter bestimmten,
gewebe- und entzindungsspezifischen Bedingungen klonal fixiert wird, dass aber
auch ein Grofteil der Zellen hinsichtlich der Homingeigenschaften flexibel und bereit

fur weitere umgebungsabhangige Modulation bei Restimulation bleibt.
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3. Diskussion

3.1.  Expression von E- und P-Selektin-Liganden auf multiplen Effektorzell- und
Treg-Subsets in vivo

IL-12 ist in vitro der wesentliche Induktor der P-Lig-Expression auf CD4+T-Zellen,
weshalb eine Assoziation der P-Lig-Expression mit dem Th1-Effektorphanotyp
angenommen wurde (57, 58, 62). Wir konnten durch systematische Analyse der E-
und P-Lig-Expression in vivo (67) zeigen, dass hier die Expression von E-und P-Lig
nicht auf die Th1-Effektorzellen begrenzt ist. Wir fanden ahnlich hohe Frequenzen E-
und P-Lig-positiver Zellen unter Th2-Zellen wie unter Th1-Zellen und konnten somit
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, die vor allem auch im humanen System die
Expression des E-Selektin-Ligand-Epitops ,,Cutaneous Leukocyte Antigen“ (CLA) auf
Th2-Zellen beschrieben, bestatigen (64-66). Sowohl Th1-dominierte als auch Th2-
dominierte Entziindungsreaktionen waren begleitet von einem Anstieg der P-
Lig+Zellen innerhalb des jeweils dominanten Subsets. Somit scheinen in vivo sowohl
Th1-spezifische Polarisationsfaktoren wie IL-12, aber auch Th2-spezifische
Polarisationsfaktoren, wie moglicherweise IL-4, die Induktion der Selektin-Liganden
zu unterstitzen. Da auch fur Th17-Zellen die Fahigkeit der E-Selektin-Bindung
beschrieben wurde (68), scheint die E- und P-Selektin-abhangige Adhasion ein
universelles  inflammatorischen  Homingprinzip  von  pro-inflammatorischen
Effektorzell-Subsets zu sein.

Interessanterweise fanden wir nicht nur auf den Th1- und Th2-Zellen eine hohe E-
und P-Lig-Expression sondern auch auf dem potenziell regulatorisch wirkenden Tr1-
Subset, d.h. den IL-10-produzierenden CD4+T-Zellen (67). Auch Huehn et al.
beschrieben einen distinkten Subset von regulatorischen Zellen, der durch die

Expression des Markers oE gekennzeichnet ist und sich von den aE-negativen Tregs
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durch die Expression weiterer Homingmolekule unterscheidet (45). So exprimieren
auch die oE-positiven Tregs E- und P-Lig sowie inflammatorische
Chemokinrezeptoren wie CCRS, wahrend oaE-negative Tregs CCR7 und L-Selektin
exprimieren. Diese distinkten Homingrezeptormuster korrespondieren zum
peripheren Homing-Phanotyp der aE+T-Zellen und zum zentralen, den naiven T-
Zellen ahnelnden, Homingphanotyp der aE-negativen Tregs.

Somit scheinen in vivo pro-inflammatorische Stimuli unabhangig vom dominierenden
Polarisationsmilieu, aber auch Konditionen, die die Differenzierung von Tregs
beglnstigen, permissiv fur die Induktion von E- und P-Selektin-Liganden zu sein.
Dies macht E- und P-Lig zu einem universellen inflammatorischen Homingprinzip von
pro-inflammatorischen als auch anti-inflammatorischen T-Zell-Subsets, welches
diesen funktionell distinkten T-Zellsubsets den Eintritt in Entzindungsregionen
ermoglicht.

Zusatzlich beobachteten wir topografische Einflisse auf die E- und P-Lig-Expression
(67). So fanden wir unter homoostatischen Bedingungen, wie von Campbell et al.
vorbeschrieben, eine praferenzielle Expression der E- und P-Selektin-Liganden auf
den aus den peripheren Lymphknoten isolierten Effektorzellen im Vergleich zu den
aus mesenterialen Lymphknoten isolierten Effektorzellen (42). D.h. neben den
inflammatorischen Signalen beeinflussen Signale des lokalen Mikroenvironments die
Expression der E- und P-Selektin-Liganden.  Retinsdure, wurde als Faktor
identifiziert, der in Darm-assoziierten lymphoiden Organen zur Induktion von o4p7
beitragt und gleichzeitig die Induktion von P-Lig supprimiert (44). Die lokale
Verflugbarkeit von Retinsaure wird dabei durch die DC-spezifische Expression von
Enzymen reguliert, die die Metabolisierung von Retinal zu Retinsdure ermdglichen
(44, 69-71). In der Arbeit von Kretschmar et al. untersuchten wir die Expression der

Selektin-Liganden unter entziindlichen Bedingungen vorwiegend in extraintestinalen
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Geweben bzw. Organen, d.h. der Lunge und der Leber. Arbeiten anderer
Arbeitsgruppen und auch eigene noch nicht publizierte Daten zeigen, dass unter
inflammatorischen Konditionen im Darm, d.h. z.B. im Rahmen eine experimentellen
lleitis oder Colitis, auch in mesenterialen Lymphknoten eine verstarkte E- und P-Lig-
Expression auf T-Zellen gefunden wird (51, 72). Inflammatorische Stimuli kdnnen
offenbar die gewebespezifische Regulation aufheben; alternativ konnte man auch
annehmen, dass Retinsaure weniger die Induktion jedoch eher die Stabilitat der im
Darm induzierten E- und P-Lig beeinflusst. Dies konnte die Diskrepanz zu der unter
homdoostatischen Bedingungen in mesenterialen Lymphknoten beobachteten deutlich
geringeren Frequenz von E- und P-Lig auf Th1-Zellen, d.h. IFNy-Produzenten, die ja
héchstwahrscheinlich auch unter dem Einfluss von IL-12 gepragt wurden, erklaren.
Ebenso finden sich Rota-Virus-reaktive T-Zellen im Subset der a4p7+Darm-
spezifischen jedoch nicht unter den CLA-positiven T-Zellen (73), obwohl zum
Zeitpunkt der Rota-Infektion ebenfalls erhohte Spiegel von IL-12 gemessen werden
und sehr wahrscheinlich ein fur die P-Lig-Expression permissives Milieu herrscht
(74).

Ebenfalls unklar ist, welche Signale die Induktion peripherer Homingrezeptoren auf
den Tregs kontrollieren. Untersuchungen von Siewert et al. (75) und eigene Daten
belegen unter homdostatischen Bedingungen ebenfalls eine topografisch kontrollierte
Expression der Selektin-Liganden auf Tregs — so finden sich auch in den peripheren
Lymphknoten hohe Frequenzen und in den mesenterialen Lymphknoten niedrige
Frequenzen E- und P-Lig+Zellen unter den Tregs. Da sich aE+Tregs, d.h. E- und P-
Lig-exprimierende Tregs, sowohl aus aE-negative Tregs bzw. ,naive-like“ Tregs
(CD62L+CD25+) aber auch aus konventionellen naiven CD4+Zellen entwickeln
konnen (76), ist davon auszugehen, dass periphere Homingrezeptoren direkt im

Zuge dieser Differenzierung induziert werden konnen. In vitro werden E- und P-Lig
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jedoch nach Aktivierung von ,naive-like” Tregs in Anwesenheit von IL-2 und IL-12
induziert (75). Auch Koch et al. beschrieben die Induktion von CXCR3, einem
inflammatorischen Chemokinrezeptor in Tregs durch IFNy (77). Somit kdnnen
offenbar pro-inflammatorische Zytokine periphere Homingrezeptoren direkt auf Tregs
induzieren.

Abb. 8 zeigt schematisch die Regulation und Expression von E- und P-Lig auf in vivo

generierten CD4+Effektorzell- und Treg-Subsets.

Abb. 8: Induktion und Expression von
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3.2. Rolle von STATA4 fiir die P-Lig-Expression auf CD4+T-Zellen in vivo

Die Bedeutung von IL-12 fur die Induktion von P-Lig unter Th1-dominierter
Entzindung wurde in vitro aber auch in vivo in verschiedenen Modellen gezeigt (72,
78). Jedoch zeigten unsere o. g. in vivo Daten und die anderer Gruppen, dass in vivo
die Regulation von E-und P-Lig nicht an Th1-dominierte Entzindungsreaktionen
gebunden ist, sondern z. B. auch durch Th2-dominierte Entzindungsreaktionen
unterstutzt wird (64-67). Um zu klaren, wie wichtig der IL-12/STAT4-Signalweg fur die
Generierung von P-Lig in vivo tatsachlich ist, untersuchten wir die Expression von P-

Lig in STAT4” Mausen (79). Vor allem in den peripheren Lymphknoten von STAT4™"
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Mausen, nicht jedoch in der Milz, fand sich ein verminderter Anteil P-Lig+CD4+T-
Zellen. Dies suggeriert, dass der Grofdteil der P-Lig in vivo tatsachlich unabhangig
vom IL-12/STAT4-Signalweg induziert wird und dass es in der Nutzung dieses
Signalweges offenbar regionale Unterschiede gibt. Insbesondere fur T-Zellen, die
durch die Milz rezirkulieren, scheint IL-12/STAT4 fur die P-Lig-Expression
entbehrlich. Ahnliche Ergebnisse fanden sich in einer Studie von Carlow et al. (80).
Auch hier wurde eine Induktion von P-Lig in Abwesenheit von IL-12 auf CD8+T-
Zellen vor allem in der Milz beobachtet. Welche alternativen Stimuli zur dieser
Induktion beitragen, ist unklar. TGF3 wurde im humanen System als alternativer P-
Lig-Induktor diskutiert (63); unsere eigenen Daten im murinen System unterstitzen
dies bisher nicht. Da in vivo auch Th2-Zellen die Selektin-Liganden exprimieren und
Th2-Immunreaktionen mit einem Anstieg der Frequenz P-Lig-positiver CD4+T-Zellen
verbunden ist (67), untersuchten wir, ob die i. R. einer Th2-Antwort getriggerte P-Lig-
Expression durch IL-12/STAT4-abhanige Signale beeinflusst ist.
Uberraschenderweise fanden wir eine reduzierte Frequenz P-Lig-positiver T-Zellen
und auch eine verminderte Frequenz von Th2-Zellen in STAT4" Mausen i. R. einer
Wurminfektion mit Nippostrongylus brasiliensis (79). Eher passend zum Th1/Th2-
Paradigma wurde auch nach Applikation von rekombinantem IL-12 eine verminderte
Th2-Antwort mit Forderung des Wurmuberlebens i. R. dieser Infektion beschrieben
(81). Andererseits beobachteten Ishikawa et al. in der FrGhphase der Infektion nach
Migration der Wurmer in den Darm eine Th1-ahnliche Antwort mit Expression von
IFNy in den mesenterialen Lymphknoten, so dass madglicherweise eine kurzfristige
Th1-Antwort protektive Effekte im Rahmen dieser Infektion hat, wahrend eine
prolongierte IL-12-Prasenz zur Beeintrachtigung und Antagonisierung der protektiven
Th2-Antwort flhrt (82). Andererseits wurde auch in vitro und in vivo ein positiver

Effekt von IFNy auf die IL-4-Produktion beschrieben und Raman et al. beobachteten
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in Ubereinstimmung mit unseren Daten in STAT4” Méausen eine Inhibition einer Th2-
dominierten Lungenentzindung (83, 84).

Somit scheint der IL-12/STAT4-Signalweg in vivo wichtig fur einen wesentlichen
Anteil der induzierten P-Lig, z.T. sogar auf Th2-Zellen, zu sein. Daneben gibt es
jedoch ebenfalls einen Groldteil von CD4+T-Zellen, der P-Lig unabhangig von
STAT4-Signalen generiert und vor allem durch die Milz rezirkuliert.

Andere Gruppen und auch wir konnten in vitro zeigen, dass die P-Lig-Expression mit
der C2GIcNAcT-I nicht aber der FucT-VII--mRNA Expression korreliert (59, 85).
Somit liegt der in vivo beobachteten P-Lig-Expression in Abwesenheit von STAT4
eine STAT4-unabhangig regulierte C2GICNACcT-I Expression zu Grunde.

Bisherige in vitro Daten zeigten, dass IL-12/STAT4-Signale die C2GIcNAcT-l mRNA
Expression regulieren (86, 87). Unsere praliminaren Daten belegen, dass Retinsaure
neben seinen Effekten auf FucT-VII auch die Zytokin-abhangige Regulation von
C2GIcNACT-I beeinflusst (Promotion M. Schroeter, unpublizierte Daten M. Pink). So
sahen wir in vitro in Anwesenheit eines Retinsaure-Antagonisten eine starke P-Lig-
Induktion, die mit hoher C2GIcNAcT-I-Induktion korrelierte, was darauf hindeutet,
dass C2GIcNAcT-I auch Uber STAT4-unabhangige Wege, z.B. durch IL-4,
induzierbar ist und die STAT4-unabhangige Expression von P-Lig in vivo in den

STAT4”"Mausen erklaren konnte.

3.3.  Funktionelle Bedeutung der Selektin-Liganden auf CD4+Effektorzellen in vivo

Die Expression der Selektin-Liganden auf Granulozyten, Effektorzellen und Tregs
wirft Fragen nach deren funktioneller Relevanz auf den einzelnen Leukozyten- und
Lymphozytenpopulationen auf. Es ist bekannt, dass die Rekrutierung von T-Zellen in
die Haut komplett abhangig von der Expression der Selektin-Liganden ist (88) und es
somit zur selektiven Akkumulation Selektin-Ligand-positiver T-Zellen in der Haut

kommt (89).
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In einem T-Zell-abhangigen Hautentziindungsmodell (DTH) konnten wir zeigen, dass
die Antigen-spezifischen Th1-Zellen eine Pionierfunktion ausuben, die innerhalb der
ersten 24 Stunden zur Konditionierung des Gewebes und folgenden ,High-Rate®-
Rekrutierung weiterer Granulozyten und Lymphozyten fuhrt (90). In der Arbeit von
Doebis et al. konnten wir einerseits bestatigen, dass E- und P-Lig an der
Rekrutierung von Th1-Zellen in die etablierte DTH beteiligt sind, andererseits fanden
wir, dass E- und P-Lig vor allem essentiell auf den als Pionierzellen wirkenden
Antigen-spezifischen Th1-Zellen sind (91). So waren nur Selektin-Ligand-positive
Antigen-spezifische Th1-Zellen in der Lage die DTH auszul6sen, wahrend Antigen-
spezifische FucT-VII”™ Th1-Zellen nur eine deutlich verminderte DTH induzierten.
Somit ist die konditionierende Funktion der Antigen-spezifischen Th1-Zellen an deren
Einwanderung in die Haut gebunden und offensichtlich abhangig von der Expression
der Selektin-Liganden. Gebhardt et al. zeigten kurzlich, dass vorwiegend die CD4+T-
Effektorzellen durch die Haut rezirkulieren, wahrend CD8+T-Zellen eher einen
residenten, epithelial-lokalisierten Zellpool generieren (92). Die Rezirkulation der
CD4+Effektorzellen war in dieser Studie ebenso E- und P-Selektin abhangig.

Im DTH-Modell beobachteten wir aul3erdem, dass die Selektin-Ligand-Defizienz von
Granulozyten zwar deren Rekrutierung in die Haut verringerte, dass aber auch die
geringere Anzahl von in FucT-VII"Mausen rekrutierten Granulozyten effektiv die
lokale Entzindung in Form einer Schwellung triggern konnte (91). Dass die
Granulozyten tatsachlich entscheidend mit an der Auslésung der DTH beteiligt sind,
konnten wir durch Depletion dieser Zellen mittels depletierender AntikOrper zeigen,
was die vorbeschriebene Bedeutung der Granulozyten fur T-Zell-abhangige
Entzindungen bestatigt (93-95). Des Weiteren zeigen die Daten ein bisher wenig
beachtetes Zusammenspiel zwischen T-Zellen und Granulozyten. So entsprach die

in FucT-VII verbleibende Granulozytenrekrutierung in etwa der, wie sie auch durch

81



einen unspezifischen Stimulus (inkomplettes Freud’s Adjuvans) ausgelost wurde.
Bedenkt man die unterschiedliche Lokalreaktion, ist davon auszugehen, dass die
durch den unspezifischen Stimulus rekrutierten Granulozyten offensichtlich nicht die
gleiche pathogene Potenz haben wie die wenigen in die konditionierte DTH
rekrutierten Granulozyten. IFNy, was neben TNFa entscheidend fur die
Konditionierung des DTH-Gewebes fur die ,High-rate“ Rekrutierung war (90), kdnnte
ebenso eine wesentliche, die Neutrophilen aktivierende Rolle spielen. So wurde
kirzlich gezeigt, dass IFNy in der Lage ist, das Uberleben der Granulozyten und ihre
Funktion zu steigern (96).

Somit konnten wir zeigen, dass die korrekte Lokalisation der induzierenden, d.h. als
Pionierzellen wirkenden, Antigen-spezifischen Th1-Zellen im Antigen-haltigen
Gewebe essentiell fur die Auslosung der lokalen Entzindungsreaktion ist und dass
dafur in der Haut E- und P-Lig von besonderer Bedeutung sind.

In den Untersuchungen von Kretschmer et al. beobachteten wir eine Zunahme von
P- und teilweise E-Lig auch in extrakutanen Geweben, wie der Lunge und der Leber.
Unklar ist, ob die Anreicherung dieser Zellen die verstarkte, entzindungsgetriggerte
Induktion der Liganden reflektiert, oder ob die Selektin-Liganden tatsachlich fur die
Rekrutierung in die Lunge genutzt werden und somit zur Selektion der Selektin-
Ligand-positiven Zellen und deren lokalen Anreicherung beitragen. Obwohl die
Blutgefalle in der Lunge E- und P-Selektin unter Entzindungsbedingungen
exprimieren (97), ist die Bedeutung Selektin-abhangiger Adhasionswege fur die
Lunge unklar. So wurde einerseits gezeigt, dass Selektine zur Rekrutierung von T-
Zellen in die Lunge beitragen (97); Daten unserer Arbeitsgruppe zeigen jedoch auch,
dass aktivierte T-Zellen unabhangig von Selektin-Liganden, teils vermittelt Uber LFA-
1, in Lunge und Leber akkumulieren (98). Die Blockade mit E- und P-Selektin-

Antikdrpern im Rahmen der Influenza-Infektion flhrte zwar teilweise zu einer

82



Reduktion der absoluten Zahl von Effektorzellen; eine selektive Reduktion Selektin-
Ligand-positiver T-Zellen in der Lunge wurde jedoch nicht beobachtet (Daten nicht
gezeigt). Somit hangt die Bedeutung Selektin-abhangiger Adhasionswege fur die
Rekrutierung von Effektorzellen vom Gewebe ab; in der Lunge spielen offensichtlich

andere Adhasionswege eine starkere Bedeutung.

3.4. Bedeutung der Selektin-Liganden fiir die in vivo Funktion distinkter Treg-
Subsets

Unsere in vivo Analysen zeigten, dass neben den Th1- und Th2-Zellen auch IL-10-
produzierende Tr1-Zellen E- und P-Lig exprimieren (67). Auch die ldentifizierung des
aE+Treg-Subsets, der durch einen peripheren Homing-Phanotyp und die Fahigkeit,
in periphere Entziindungsregionen einzuwandern (45), charakterisiert ist, suggerierte,
dass Tregs auch direkt im peripheren Gewebe supprimieren. AuRerdem wurde die
Anwesenheit von Tregs in verschiedenen Entzindungsregionen wie der
Synovialflissigkeit von Patienten mit entztndlich-rheumatischen Erkrankungen (99,
100), in Tumoren (101, 102), in Transplantaten (103, 104), in Hautlasionen von
Leishmania major-infizierten Mausen (105), in den Lungen von Pneumocystis carinii-
infizierten Mausen (106), in den Langerhans-Inseln in Diabetes-Modellen (107-109)
und im entzindeten Darm in Kolitismodellen (110) beschrieben. In Siegmund et al.
konnten wir nun zeigen, dass die Inhibition der DTH-Reaktion durch oE-positive
Tregs in vivo tatsachlich an deren Fahigkeit gebunden ist, in die periphere
Hautentzindung einzuwandern (111). Korrespondierend zum differentiellen
Homingphanotyp waren zum einen die aE+Tregs effektiver als aE-negative Tregs in
der Suppression der DTH, wahrend beide Populationen eine vergleichbare
suppressive Aktivitat in vitro zeigten. Aullerdem konnten Selektin-Ligand-defiziente

aE+Tregs, isoliert aus FucT-VII-/-Mausen, die DTH nicht effektiv supprimieren und
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verhielten sich wie ,naive-like” aE-negative Tregs. Dies zeigt die Bedeutung der
Selektin-Ligand-abhangigen Lokalisation der aE+Tregs in der DTH als essentiellen
Faktor der in vivo Funktion dieses Treg-Subsets. oE-negative Tregs waren
entsprechend ihrer praferenziellen Rezirkulation durch Lymphknoten (45) effektiver in
der Suppression der Proliferation naiver T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten.
Somit konnten wir zeigen, dass in vivo eine Arbeitsteilung zwischen verschiedenen
Treg-Subsets besteht — wahrend aE+Effektorzell-ahnliche Tregs direkt periphere
Entzindungsreaktionen inhibieren, supprimieren die aE-negativen Tregs primar die
Proliferation von naiven T-Zellen im Lymphknoten. Dieses Modell wird auch
unterstltzt durch Daten aus einem Kontakt-Hypersensitivitatsmodell, in dem nicht-
separierte, vorwiegend CD62L+Tregs nur die Induktionsphase nicht aber die
Effektorphase unterdriicken konnten (112). Wurden die Tregs jedoch direkt in die
Haut injiziert, konnten auch diese Tregs die Effektorantwort hemmen. Zhang et al.
beschrieben dagegen in einem allogenen Inselzell-Transplantationsmodell die
sequentielle Lokalisation von Tregs mit einer initialen Einwanderung in das Pankreas
und folgender Auswanderung in den lokalen drainierenden Lymphknoten, in dem
vorwiegend die Suppression erfolgte (113). Auch wir beobachteten in der Frihphase
einer Sekundarantwort der DTH eine starke Abwanderung von Effektorzellen aus
dem Entzindungsgebiet; ahnliches wurde auch fur Tregs beschrieben (114, 115).
Andererseits zeigen Untersuchungen von Menning et al., dass die Suppression der
oaE+Tregs im DTH-Modell nicht durch CCR7-Defizienz, was die Rekrutierung in die
drainierenden Lymphknoten verhindert, beeintrachtigt ist (116). Somit scheinen die
Tregs im kutanen Entzindungsmodell tatsachlich lokal zu wirken und nicht Uber die

Suppression im Lymphknoten.
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Sehr wahrscheinlich bestehen in vivo verschiedene Mechanismen der Suppression,
dies wird auch deutlich durch die unterschiedliche Effektivitat verschiedener Treg-
Subsets in vivo in Abhangigkeit vom Modell. So zeigte sich eine hohe und exklusive
Effektivitdt von CD62L"9"CD25+CD4+Tregs in Diabetes-Modellen (107, 117, 118)
und in Graft-versus-Host-Modellen (119). Fur die Suppression kutaner
Immunreaktionen scheint jedoch die periphere Lokalisation der Tregs entscheidend
zu sein. Dies schlief3t die Immunsurveillance der Haut ein, fur die auch die E- und P-
Lig-Expression auf den Tregs entscheidend zu sein scheint. So zeigten Dudda et al.,
dass Tregs aus FucT-Vll-defizienten Mausen, die keine funktionellen E- und P-
Selektin-Liganden generieren, nicht in der Lage sind, die Entwicklung von
Hautentzindungen im SCID-Transfer-Modell zu verhindern (120). Somit ist die
Induktion peripherer Homingeigenschaften und die Lokalisation in peripheren
Geweben nicht nur essentiell fur die pro-inflammatorische in vivo Funktion von

Effektorzellen sondern auch flr die suppressive Funktion von Tregs.

3.56. Bedeutung epigenetischer Mechanismen fiir die Regulation der P-Lig-
Expression in CD4+T-Zellen

Untersuchungen mehrerer Gruppen zeigten vor Jahren, dass Zellzyklus-Arrest nach
TZR-Aktivierung die Differenzierung in funktionell distinkte Effektorzellsubsets
verhindert, nicht aber die Induktion der Helferzell-spezifischen
Mastertranskriptionsfaktoren (18, 19, 121). Dies suggerierte, dass epigenetische
Mechanismen in die Differenzierung von T-Helferzellsubsets involviert sind, was im
Folgenden durch Nachweis von Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster und im
Muster der Histonazetylierung in spezifischen Bereichen des //4- und Ifn)~-Genes
nachgewiesen wurde (122-124). Genom-weite Analysen des Musters von

Histonmodifikationen und Genome-weite DNA-Methylierungsanalysen bestatigen
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diese Daten und zeigen, dass vor allem die Zytokingene Ziel der epigenetischen
Modulation sind (125). Wir nahmen an, dass die Homingmolekullexpression, und
damit das Wanderungsverhalten, der T-Helferzellen auch im Zuge der
Differenzierung fixiert wird, um dauerhaft die Lokalisation der T-Zellen in der
Peripherie zu gewahrleisten. Unsere Daten belegen, dass die Induktion der P-
Selektin-Liganden nach Aktivierung naiver T-Zellen ebenso von der Progression
durch den Zellzyklus abhangt, wie die Induktion der Effektorzytokine (126). So war
auch die Induktion der beiden fur die P-Lig-Expression auf T-Zellen wichtigen
Glykosyltransferasen, FucT-VIl und C2GIcNAcT-I, durch Zellzyklus-Arrest blockiert
bzw. nahm mit steigender Zellteilung zu. Artifizielle DNA-Demethylierung mittels 5-
Aza-deoxyzytidin erhohte die Frequenz P-Lig+T-Zellen nach Stimulation naiver T-
Zellen unter nicht-permissiven Bedingungen. Somit gaben diese Daten erstmals
Evidenz dafur, dass auch die Homingmolekulexpression, speziell die von P-Lig,
durch epigenetische Mechanismen kontrolliert wird. Dafur sprach auch, dass ein Teil
der Memory-T-Zellen P-Lig ohne Progression durch den Zellzyklus hochregulieren
konnte. Diese Fraktion entspricht in etwa der Fraktion P-Lig+T-Zellen, die wir in vivo
unter inflammatorischen Bedingungen beobachteten (67), was suggeriert, dass in
diesem Teil der Memory-T-Zellen die Gene der involvierten Glykosyltransferasen
geoffnret wurden wund in einem, der Transkriptionsmaschinerie und den

Transkriptionsfaktoren zuganglichen Zustand sind.

Der Nachweis, dass die Stabilitdt von Homingrezeptoren tatsachlich epigenetisch
reguliert sein kann, wurde kurzlich fur das CCR6-Gen erbracht — hier fand sich eine
differenziell methylierte Region in einem Enhancer-Bereich korrespondierend mit

differenzieller Stabilitat (127).
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Unsere weiterfuhrenden Daten (Promotion M. Schroeter, unpublizierte Daten M.
Pink) belegen, dass das Fukosyltransferase 7-Gen ebenfalls Ziel differentieller DNA-
Methylierung ist, wahrend das fur die C2GIcNAcT-I kodierende Gen, Gcnt1, durch
Modulation des Musters der Histonmodifikationen reguliert zu sein scheint

(Schroeter, M.,und Pink, M.).

3.6. Stabilitat der P-Lig Expression auf CD4+T-Zellen

Effektorzellen sind Initiatoren sekundarer, vor allem auch in peripheren Geweben
lokalisierter Immunreaktionen. Es ist anzunehmen, dass eine schnelle und korrekte
Rekrutierung dieser Zellen die Sekundarantwort begunstigt. Dies setzt eine
dauerhafte Expression gewebe- oder entzundungsspezifischer Homingrezeptoren
voraus. Diese Hypothese wird unterstutzt durch Studien, die zeigen, dass CLA auf
Antigen-spezifischen-Memory-T-Zellen von Patienten mit allergischer Dermatitis
exprimiert wird (128). Unsere o. g. Daten suggerieren, dass epigenetische
Mechanismen an der Regulation der P-Lig-Expression beteiligt sind, was ebenso auf
eine Fixierung des Homingphanotyps hindeutet. Eine eindeutige klonale Analyse von
T-Zellen mit einem Haut-bzw. entzindungsspezifischen Homingphanotyp war bisher
jedoch nicht erfolgt. Unsere Daten belegen, dass P-Lig tatsachlich auf einem Teil von
in vitro generierten Effektorzellen nach Transfer in Rezipientenmause dauerhaft
exprimiert wird (129). T-Zellen, die P-Lig uber einen Zeitraum von 60 Tagen verloren,
zeigten weiter eine reduzierte CD62L-Expression, d.h. konvertierten nicht einfach zu
,central Memory“ T-Zellen. Repetitive Stimulation unter permissiven Bedingungen
erhohte den Anteil von T-Zellen mit dauerhafter P-Lig-Expression, was ebenso ein
Hinweis auf eine epigenetische Regulation ist. Die hochste Stabilitat fanden wir unter
in vivo-generierten P-Lig+T-Zellen. Differenzierungsstadien, die durch epigenetische

Mechanismen fixiert werden, kdonnen entweder zu einer permanenten Expression
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eines Genes fuhren, wie z.B. CD4 oder CD8, oder sie konnen schnelle Recall-
Antworten, wie z.B. die schnelle Produktion von Effektorzytokinen nach Re-
Stimulation, ermoglichen (130-132). Die Daten von Jennrich et al. suggerieren, dass
P-Lig stabil auf einer signifikanten Fraktion von Effektorzellen exprimiert werden. Die
Re-Induktion scheint quantitativ begunstigt zu sein, ist jedoch weiter an gewebe-

spezifische Faktoren gebunden.

Mora et al. postulierten, dass Darm- oder Haut-spezifische CD8+T-Zellen durch
gewebespezifische DCs re-programmiert werden, d.h. dass die Expression der
Darm- und Haut-spezifischen Homingrezeptoren flexibel ist (70). Auch wir
beobachteten, dass P-Lig+Memory T-Zellen nach TZR-Restimulation in Anwesenheit
von Retinsaure o4p7 hochregulieren; die P-Lig-Expression blieb jedoch stabil unter
diesen Bedingungen. Auch in vivo flhrte die Aktivierung von P-Lig+T-Zellen in
mesenterialen Lymphknoten nicht zu einem Verlust der P-Lig-Expression. Dies
deutet daraufhin, dass die P-Lig-Expression ,imprinted®, d. h. epigenetisch fixiert wird
und relativ resistent gegen Modulation durch gewebespezifische Faktoren ist. Fur
eine epigenetische Fixierung der Expression spricht auch, dass Milieufaktoren nicht
notwendig fir die Aufrechterhaltung der Expression sind, da Blockade der
Rezirkulation durch die peripheren Lymphknoten, nicht zu einem Verlust der P-Lig-
Expression fuhrte. Flexibilitat und Plastizitdt besteht jedoch durch zusatzliche
Akquisition von o4B7 bei Re-Stimulation in Anwesenheit von Retinsaure. Eine
ahnliche Plastizitat wurde auch fur das Zytokin-Gedachtnis von Th2-Zellen
beschrieben. So kann Stimulation von Th2-Zellen unter Th1-Bedingungen zur Ko-
Induktion von T-bet und Ausbildung eines funktionell distinkten Th2+1-Phanotypes

fiihren (133).

88



4. Zusammenfassung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen Untersuchungen zur Bedeutung und Regulation
der Haut- und entzindungsspezifischen Homingrezeptoren E- und P-Selektin-Ligand
auf CD4+T-Zellen. Wir fanden, dass im Gegensatz zu in vitro-Daten, in vivo keine
Assoziation zwischen der E- und P-Lig-Expression und dem Th1-Phanotyp besteht,
sondern dass E- und P-Selektin-abhangige Adhasionsmechanismen ein universelles
Homingprinzip von Effektorzellen aber auch Tregs sind. In diesem Sinne fanden wir
auch nur eine begrenzte Abhangigkeit der P-Lig-Expression in vivo vom IL-
12/STAT4-Signalweg.

Wir konnten auch zeigen, dass die Selektin-Liganden essentiell fur die in vivo
Funktion von Effektorzellen und ,effektor-like®* Tregs i. R. Kkutaner
Entzindungsreaktionen sind. Fur Tregs konnten wir erstmals eine funktionelle
Dichotomie zwischen verschiedenen Treg-Subsets in vivo zeigen, die durch einen
differentiellen Homingphanotyp bestimmt wird.

Des Weiteren konnten wir erste Evidenzen dafur erbringen, dass die Induktion der
Selektin-Liganden in T-Zellen epigenetische Mechanismen involviert, welche den
entzindungsspezifischen Homingphanotyp fixieren konnten. Wir konnten auch
zeigen, dass Effektorzellen die P-Selektin-Liganden, einer topografischen
Gedachtnisfunktion entsprechend, tatsachlich dauerhaft und resistent gegen
Reprogrammierung exprimieren.

Damit erweitert die Arbeit das Wissen Uber die Regulation und Mechanismen der
topografischen Pragung von CD4+T-Zellen und unterstreicht insbesondere die
Bedeutung der korrekten Lokalisation fur die in vivo-Funktion verschiedener T-
Zellsubsets. Interessant wird es in der Zukunft sein, die molekulare Basis der E- und

P-Lig-Expression und ihrer Fixierung in funktionell distinkten Subsets zu klaren.
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