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1 Einleitung

Jeden Tag mul} sich der menschliche Organismus mit seiner mikrobiellen Umgebung
auseinandersetzen und mit ihr einen Gleichgewichtszustand aufrechterhalten, der {iiber
Gesundheit und Krankheit entscheidet. Das Immunsystem, ein komplexes Netzwerk aus
Organen, Zelltypen und I6slichen Proteinen, dient zur Ausschaltung eindringender
Krankheitserreger und Fremdstoffen. Ein Teil des Immunsystems ist bereits bei der Geburt
voll ausgebildet und stellt die erste Abwehrfront gegen ein weites Spektrum von
Mikroorganismen dar, ist also unspezifisch. Die unspezifische Immunitdt setzt sich
hauptsédchlich aus Phagozyten, Blutproteinen wie dem Komplementsystem, sowie natiirlichen
Killerzellen zusammen und wird innerhalb von Stunden in Gang gesetzt. Mikroorganismen,
die die unspezifische Immunantwort zu umgehen vermoégen, stolen auf ein zweites
Uberwachungssystem, das spezifische oder erworbene Immunsystem. Die spezifische
Immunabwehr ist in der Lage ihre Reaktion der besonderen Natur der Krankheitserreger
anzupassen und diese nach wiederholtem Befall des Korpers wiederzuerkennen. Die
erfolgreiche Abwehr und Vernichtung infektioser Partikel oder entarteter Zellen wird
hauptséchlich von den T- und B-Zellen, sowie von den durch B-Lymphozyten produzierten
16slichen Antikorpern gewdhrleistet. Weiterhin verfiigen die Zellen der spezifischen
Immunabwehr iiber die Féhigkeit, korpereigene Komponenten von korperfremden oder
tumordsem Material zu unterscheiden und verhindern so, dass korpereigene Zellen
angegriffen werden. Fehlregulationen fithren entweder zu einer spezifischen Nichtreaktivitét
gegeniiber korperfremden Antigenen mit fatalen gesundheitlichen Folgen, oder zum Angriff

und Zerstorung korpereigener Strukturen im Rahmen von Autoimmunerkrankungen (1).

1.1 Wanderung der Leukozyten

Alle Blutleukozyten sind zur chemotaktischen Wanderung fahig und zirkulieren auf der
Suche nach eingedrungenen Mikroorganismen oder Tumorzellen kontinuierlich durch fast
alle Kompartimente des Korpers. In Abhédngigkeit von der Art und der Konzentration der
chemotaktisch wirkenden Stoffe unterscheidet sich das Migrationsverhalten unterschiedlicher
Leukozytensubpopulationen (Monozyten, neutrophile und eosinophile Granulozyten oder
Lymphozyten) (2). Neutrophile Granulozyten sind kurzlebige Effektorzellen und ihre
Hauptfunktion besteht in der schnellen Abwehr und Eliminierung eingedrungener
Mikroorganismen. Adhidsionsmolekiile auf Endothelzellen bewirken die Anheftung der

Immunzellen an die GefdBwand und deren Auswanderung in entziindliches Gewebe.
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Monozyten iiben ebenfalls eine wichtige Funktion in der unspezifischen Immunabwehr aus,
indem sie Mikroorganismen phagozytieren und intrazelluldr abtoten. Weiterhin sind sie in der
Lage, Fremdantigen in Assoziation mit MHC Klasse-I- und Klasse II-Molekiilen den T-
Lymphozyten darzubieten, eine wichtige Voraussetzung fiir die Induktion der spezifischen
Immunantwort. Die zentralen und wichtigsten Zellen der spezifischen Immunabwehr werden
aber durch die Lymphozyten (T- und B-Zellen) représentiert. IThre einzigartige Bedeutung
liegt vor allem in der spezifischen Erkennung von Antigenen und der Auslosung einer
gerichteten Immunantwort.

Wihrend die neutrophilen Granulozyten und die Monozyten den Blutstrom durch die von
Infektion oder Trauma verdnderte GefaBBwand verlassen, durchwandern die Lymphozyten
auch normales, nicht-entziindliches Gewebe. Die langlebigen Lymphozyten rezirkulieren
taglich ein- bis zweimal aus dem Blut in das sekunddre lymphatische Gewebe und zuriick.
Dieser Prozess wird durch die Fahigkeit ermoglicht, sich iiber Adhésionsmolekiile an
Endothelzellen anzulagern. Interessanterweise lassen sich unterschiedliche und
gewebeabhingige Muster der Rezirkulation von B- oder T-Lymphozyten und von naiven oder
Memory-/Effektorzellen beobachten (2-4). Naive B- und T-Zellen wandern aus dem
GefiBsystem vorwiegend iiber postkapillire Venolen, deren spezialisierte Endothelien als
hohe endotheliale Venolen (HEV) bezeichnet werden, in sekundire lymphatische Organe ein.
Memory-Zellen verlassen dagegen den Blutstrom {iiber postkapillire Venolen, migrieren
durch nicht-lymphoides Gewebe und kehren {iber afferente Lymphgefile in den
Lymphknoten zurtick (5).

Die selektive Steuerung dieser Organ- und Differenzierungs-spezifischen Wanderung wird
durch spezifische Oberflachenrezeptoren gesteuert. Die Identifizierung unterschiedlicher
Proteinfamilien und Charakterisierung ihrer Bedeutung fiir das Migrationsgeschehen
resultierte in dem nachfolgendem Vier-Stufen-Modell der Lymphozyten-Migration (6-7):

Im ersten Schritt der Extravasation vermittelt die Familie der Selektine und das ay-Integrin
aktivierungsunabhingig eine reversible Bindung der vorbeistromenden Lymphozyten an das
Endothel (primire Adhision; Rollen). Der zweite Schritt der Kaskade besteht in der von
Chemokinen induzierten Aktivierung von Integrinen. Die Aktivierung der G-Protein-
gekoppelten-Chemokinrezeptoren durch ihre Chemokin-Liganden fiihrt zu einer
Konformations- und Affinititsinderung der Integrine, welches ein festes Anbinden der
Lymphozyten an die GefaBwand ermoglicht (Schritt 3). Die feste Bindung der Lymphozyten
an die Endothelien iiber deren Liganden (z.B. VCAM-1, ICAM oder Fibronektin) ist die
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Voraussetzung fiir die nachfolgende transendotheliale Migration (Diapedese; Schritt 4), an
der neben den Adhésionsrezeptoren [ICAM-1/-2 ebenso au- und Pr-Integrine beteiligt sind (8).
An der Wanderung der Lymphozyten innerhalb der verschiedenen Kompartimente sekundérer
lymphatischer Gewebe, wie den periarteriellen lymphatischen Scheiden (PALS), den
extrafollikuldren Foci und den Primir- und  Sekundirfollikeln, ist das

Chemokin/Chemokinrezeptorsystem ebenfalls beteiligt (7).

1.2 Das Chemokin/Chemokinrezeptorsystem

Neben den klassischen, chemoattraktiv wirkenden Molekiilen, wie N-formylierte Peptide
(fMLP) und das Anaphylatoxin C5a, hat man in den letzten 20 Jahren eine Vielzahl von
Chemokinen isoliert und ihre Bedeutung als die neuen Botenstoffe der Immunabwehr
charakterisiert. Die als Chemokine bezeichneten chemotaktischen Zytokine umfassen
gegenwirtig eine Gruppe von iiber 50 humanen Chemokinen mit ihren 20 Rezeptoren. Die
durch verschiedenste Zellen freigesetzten Chemokine bestehen aus etwa 70 bis 130
Aminoséduren und aktivieren die Leukozyten durch spezifische Oberflichenrezeptoren, die zur
Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gehoren (9, 10).

Diese Rezeptoren binden iiber intrazellulire Bereiche an heterotrimere G-Proteine und
besitzen alle einen extrazelluliren Amino- und einen intrazelluldren Carboxyterminus, sowie
sieben a-helikale Transmembrandoménen. Die Bindung der Liganden erfolgt ausschlieSlich
iiber extrazelluldr lokalisierte Dominen, und die Aktivierung zelluldrer Signalwege wird
durch heterotrimere G Proteine vermittelt. Neben der direkten Aktivierung von G-Protein-
Effektoren, wie z.B. den G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRKs), 'second messenger'
regulierte Proteinkinasen oder den Arrestinen, konnen eine grof3e Anzahl indirekt aktivierter
Molekiile aus verschiedenen Signalwegen aktiviert werden (11, 12). Diese fiihren im
Allgemeinen zur transkriptionellen Aktivierung von Genen, die entweder die Aktivierung und
Proliferation von Zellen oder die Zellmigration regulieren. Die durch Chemokine induzierte
Chemotaxis ist die Folge einer Reorganisation des Aktinnetzes, welche {iiber die
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)y, die Rho-Familie kleiner GTPasen und die Fokalen
Adhisionskinasen FAK und Pyk-2 vermittelt wird (13, 14). An der Vermittlung von
proliferativen Signalen durch Chemokinrezeptoren sind die PI3Ky, die Phospholipase (PLC)-
B und ihre Effektoren, sowie die Proteinkinase B (PKB/Akt) und C (PKC) beteiligt. Letztere
aktivieren den Transkriptionsfaktor NF-kB, der an der Regulation der Zellproliferation,
Schutz vor Apoptose und der Transkriptionsregulation immunregulatorischer Molekiile

entscheidend mitwirkt (15-17). Weitere Signalproteine, die die Zellproliferation induzieren
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konnen, sind die Mitglieder der Mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK)-Familie,
extrazelluldr regulierte Kinasen (ERK)-1/2, c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) und p38 (18).

Die Regulation der GPCR-Aktivitit wird durch Mechanismen der sogenannten
Desensitivierung und Resensitivierung gesteuert. Die Phosphorylierung zytoplasmatischer
Serine und Threonine des Carboxyterminus durch 'second messenger'-regulierte Kinasen,
GRKs, sowie die Bindung von Arrestinen steuert die Desensitivierung und Internalisierung

von Chemokinrezeptoren nach Ligandenbindung (19, 20).

Die Chemokine konnen auf Grund der Anordnung ihrer ersten beiden Cysteinreste im
Aminoterminus strukturell in vier Familien unterteilt werden: CXC-(a), CC-(8), C(y) und
CX;CL1(8). In der CC-(B)-Familie liegen die ersten beiden Cysteinreste direkt
nebeneinander, bei den CXC-(a-) Chemokinen sind sie durch eine beliebige Aminosdure
getrennt und bei CX3CL1 (8-Chemokin) durch drei Aminosduren getrennt. Die XCL-(y)-
Chemokine besitzen nur einen der zwei konservierten Cysteinreste. Alle Chemokinrezeptoren
sind spezifisch fiir Liganden aus einer der vier Chemokin-Familien und werden als CCR1-11,
fir die CC-Chemokin-bindenden Rezeptoren 1-11, oder entsprechend als CXCRI1-6,
CX3CR1 oder XCRI1 bezeichnet (21). Die Chemokinliganden werden in unterschiedlichen
Zelltypen exprimiert, darunter Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, Fibroblasten,
Stromazellen, Epithelzellen, Keratinozyten, Chondrozyten, Mesangialzellen, T-Zellen und
glatte Muskelzellen (22-23). Chemokinrezeptoren werden in erster Linie auf
hidmatopoetischen Zellen, aber auch auf anderen Zelltypen, wie Endothel-, Epithelzellen und
Neuronen, exprimiert.

Neben der rein strukturellen Unterscheidung der Chemokine und ihrer Rezeptoren bietet sich
auch eine Einteilung nach funktioneller Expression - induzierbar oder konstitutiv- an. Auf der
einen Seite stehen die sogenannten inflammatorischen Chemokine, wie z. B. IL-8, die durch
entziindliche Stimuli induziert werden und die fiir die Rekrutierung von Zellen bei akuten
Entziindungsreaktionen verantwortlich sind (25). Auf der anderen Seite existieren die
sogenannten homdoostatischen Chemokine, wie z. B. SDF-la (CXCL12), BLC (CXCL13),
ELC (CCL19) und SLC (CCL21), die im Knochenmark, Thymus und den sekundiren
lymphatischen Organen gebildet werden und die fiir die Entwicklung und funktionelle
Organisation der sekunddren lymphatischen Organe verantwortlich sind. Damit steuern diese
Chemokine das Zusammentreffen von Lymphozyten und dendritischen Zellen in den
entsprechenden Geweben (23, 26, 27) (Abbildung 1; modifiziert nach Luster, 2002; (23);
Seite 8).



Entscheidende regulatorische Funktionen iibt dabei neben dem Chemokin-System auch das
Lymphotoxin/TNF-System aus. In jlingster Zeit beginnt man zu verstehen, dass offensichtlich
die gleichen Molekiile auch eine ektopische lymphoide Neogenese steuern, wie sie fiir viele
chronisch entziindliche oder Autoimmunerkrankungen charakteristisch ist. Eine wesentliche
Rolle konnte dabei die induzierte Expression inflammatorischer und homdostatischer
Chemokine in Stroma- oder Endothelzellen spielen, weil sie das Einwandern von
Lymphozyten und Effektorzellen steuern. Chemokine und Chemokinrezeptoren kdnnten
deshalb die molekularen Schalter darstellen, die den Ubergang von akuten zu chronisch
inflammatorischen Erkrankungen regulieren. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die
Expression einzelner oder mehrerer Chemokinrezeptoren geeignete Oberflichenmarker
darstellen, um unterschiedliche Subpopulationen von Immunzellen zu identifizieren und
funktionell zu charakterisieren. Dies gilt insbesondere fiir die bisher nur eingeschrankt
mogliche Unterscheidung von CD4 - und CD8 -positiven Gedichtnis-, Effektor- und Helfer-
T-Zellen (28-30).

Besonderes Interesse erlangten die Chemokine und ihre Rezeptoren bei viralen Erkrankungen.
Einige Chemokinrezeptoren, wie z.B. CCRS5 und CXCR4, sind neben CD4 notwendige Ko-
Rezeptoren fiir eine Infektion von Monozyten und CD4  T-Zellen mit dem 'human
immunodeficiency virus' (HIV). Chemokine, die an diese Rezeptoren binden, kdnnen die
Infektion der Zellen mit diesem Virus inhibieren. Dariiber hinaus sind Viren bekannt, die
Gene fiir Chemokin- oder Chemokinrezeptor-Homologe oder fiir Inhibitoren von Chemokin-
vermittelter Signaltransduktion kodieren. Viral-kodierte Chemokin-Homologe konnen als
Agonisten oder Antagonisten fiir endogene Chemokinrezeptoren des Wirtes wirken und, wie
z.B. das MCK-1 Molekiill des murinen Zytomegalievirus (CMV) und das vCXC-1 des
humanen Zytomegalievirus (HCMV), die Virusausbreitung unterstiitzen (31-32). Poxviren
kodieren fiir verschiedene Proteine, die wie z.B. das Protein 'viral chemokine inhibitor'
(vCCI), welches mit hoher Affinitit viele Chemokine bindet, auch in vivo die Wirkung von
Chemokinen inhibieren konnen (33). Herpesviren kodieren fiir eine Reihe von
Chemokinrezeptor-Homologen, die die Chemokine ihrer Wirte binden und die Chemotaxis
und Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden vermitteln. Der vom HCMV-kodierte US28-
Rezeptor kann, dhnlich wie die endogenen Chemokinrezeptoren CCRS und CXCR4, als Ko-
Rezeptor fir HIV dienen und somit vermutlich den Verlauf einer AIDS-Erkrankung
beeinflussen. Ferner verstarkt US28 die Zellfusion und ist in der Lage, inflammatorische

Chemokine aus der Umgebung infizierter Zellen zu entfernen. Durch die Beseitigung der
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inflammatorischen Chemokine verhindert US28 die Rekrutierung von Immunzellen an den
Ort einer viralen Infektion, eine fiir viral-kodierte GPCRs einzigartige Eigenschaft, die

menschliche Immunantwort zu manipulieren (34, 35).

Die herausragende Bedeutung von Chemokinen und ihren Rezeptoren in zahlreichen
Erkrankungen haben sie zu vielversprechenden pharmakologischen Zielmolekiilen fiir
therapeutische Interventionen gemacht. Erste Rezeptorantagonisten fiir die Chemokin-
rezeptoren CCRS und CXCR4 sind z.B. bereits als Arzeneimittel bei der Behandlung von
HIV-Patienten im klinischen Einsatz (36). Aber auch iiber die Implikation fiir die AIDS-
Krankheit hinaus besteht berechtigte Hoffnung, Chemokin-Rezeptorinhibitoren fiir hiufige

Erkrankungen therapeutisch einsetzen zu konnen.

1.3  Die physiologische und pathophysiologische Bedeutung der
homoostatischen Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCRS

Durch die Analyse transgener Tiermodelle konnten erstmals direkte Nachweise erbracht
werden, dass das Chemokin/Chemokinrezeptorsystem eine wichtige Funktion fiir die
Verteilung und Wanderung von Lymphozyten durch den Organismus hat, und zwar nicht nur
unter entziindlichen, sondern auch unter homdostatischen Bedingungen. Die homoostatischen
Chemokinrezeptoren CXCRS5 und CCR7 und ihre Chemokin-Liganden steuern die
Einwanderung und Positionierung von naiven und Memory-T-Zellen, B-Lymphozyten und
dendritischen Zellen und sind damit an der Morphogenese und Funktionalitit lymphatischer
Organe entscheidend beteiligt. Das Zusammentreffen naiver Lymphozyten und Antigen-
préasentierender Zellen in der T-Zellzone sekundérer lymphatischer Organe ist weiterhin eine
wichtige Voraussetzung fiir die Induktion einer adaptiven Immunantwort.

In CXCRS5-defizienten Midusen ist die Entwicklung einiger Lymphknoten, z.B. der inguinalen
und axilliren Lymphknoten, gestort, wéihrend die mesenterialen Lymphknoten normal
entwickelt sind. Weiterhin zeigen diese Méause keine oder eine schwerwiegend gestorte
Ausbildung der Peyerschen Platten (PP) sowie eine verdnderte Entwicklung von priméren und
sekundédren Lymphfolliken in der Milz. Der Defekt in den lymphatischen Organen konnte auf
eine gestorte Lymphozyten-Migration zuriickgefiihrt werden (37, 38).

In CCR7-defizienten Miuse ist die Anzahl der T-Zellen und dendritischen Zellen (DC) in
allen sekundiren lymphatischen Organen stark reduziert. Mittels Tranferexperimenten konnte

gezeigt werden, dass die Einwanderung CCR7-defizienter T- und B-Lymphozyten in die
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Lymphknoten, PP und in die PALS der Milz gestort ist. Nach Immunisierung entwickelten
CCR7-defiziente Tiere eine verzogerte Antikorperantwort und zeigten keine delayed type
hypersensitivity (DTH)-Antwort. Indem der Chemokinrezeptor CCR7 das Einwandern von T-
und B-Lymphozyten sowie dendritischen Zellen in die sekundiren lymphatischen Organe
steuert, ist er essentiell an dem Aufbau der sogenannten T-Zellzone beteiligt und fiir die

Induktion einer priméren T- und B-Zell-Immunantwort verantwortlich (39).

Dariiber hinaus sind die homdostatischen Chemokine und ihre Rezeptoren im Zusammenspiel
mit dem Lymphotoxin/Tumor-Nekrose Faktor (TNF)-System mafBigeblich an der Entwicklung
und funktionellen Organisation sekunddrer lymphatischer Organe beteiligt (Abbildung 2;
modifiziert nach Miiller und Lipp, 2003; (40); Seite 11).
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Die initiale Phase der lymphoiden Organogenese von Lymphknoten und PP ist durch die
Aggregation von hdmatopoetischen Vorlauferzellen, den lymphoid tissue inducer (LTi) Zellen
(CD3'CD4'IL7R0. ' CXCRS"), und mesenchymalen Zellen, den lymphoid tissue organizer
(LTo) Zellen (VCAM-1"ICAM-1"MAdCAM-1"LTRBR"), charakterisiert. Initial wird auf den
LTis durch IL-7 und TRANCE die Expression von Lymphotoxin (LT)a4p1-Integrinen
induziert. Die Stimulation des LTBR auf mesenchymalen organizer Zellen durch LTa4f1
induziert sowohl die Expression von Adhisionsmolekiilen wie VCAM-1 und ICAM-1, als
auch die Expression der Chemokine CXCL13, CCL19 und CCL21. Die homdostatischen
Chemokine tragen zur Verstirkung der Interaktionen von LTi und LTo Zellen bei, wodurch
eine kontinuierliche Signalgebung iiber LTBR und eine daraus resultierende fortlaufende
Produktion von Chemokinen und Adhisionsmolekiilen induziert wird (40, 41). Zudem fiihrt
die Freisetzung von CXCL13 zu einem vermehrten Einwandern weiterer CD3'CD4 CXCRS5'-
Vorlaufer-Zellen. Spéter wird durch die LTPR-vermittelte Induktion der CCR7-Liganden
CCL19 und CCL21 das Einwandern von reifen T- und B-Zellen induziert. Erreichen die
zelluldren Aggregate eine kritische Grof3e, beginnt die Ausbildung von spezialisierten hohen
endothelialen Venolen (HEV), die die Immigation von Lymphozyten erlauben und die
anschlieBende Ausbildung der typischen Mikroarchitektur sekunddrer lymphatischer Organe
unterstiitzen (42).  Die systematische phénotypische Analyse der homdostatischen
Chemokin/Chemokinrezeptor-defizienten Méuse hat entscheidend zum heutigen Verstdndnis
der lymphoiden Organogenese beigetragen und unterstreicht die essentielle Bedeutung dieser

Molekiile fiir die Entwicklung lymphoider Strukturen.

In jiingster Zeit beginnt man zu verstehen, dass offensichtlich die gleichen Molekiile auch die
ektopische lymphoide Neogenese, wie sie flir viele chronische Entziindungen charakteristisch
ist, steuern. So konnte die Expression von homdostatischen Chemokinen und dem LT mit
der Ausbildung ektopischer Follikel in chronisch-entziindlichen Geweben von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis, Sjogren-Syndrom oder Helicobacter pylori-induziertem Mukosa-
assozierten lymphoiden Gewebe (MALT) korreliert werden (43-46). In experimentellen
Studien in Méusen induzierte die ektopische Expression von CXCL13, CCL19 und CCL21 in
den Langerhans-Inseln der Bauchspeicheldriise, sowie die transgene Expression von CCL21
in der Schilddriise die Neogenese eines organisierten lymphatischen Gewebes mit getrennten
T- und B- Zell-Bereichen (47-49). Sowohl CXCL13 als auch CCL21 werden auBlerdem in
experimentell induziertem Bronchien-assozierten lymphoiden Gewebe (BALT) der Lunge

exprimiert (50).
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Insgesamt verdeutlichen die bisherigen Untersuchungen, dass homoostatische Chemokine
und ihre Chemokinrezeptoren entscheidende physiologische Funktionen in der adaptiven
Immunantwort sowie in der Entwicklung und funktionellen Organisation sekundirer
lymphatischer Organe steuern.

In den letzten Jahren wird zunehmend eine Rolle homdostatischer Chemokine/
Chemokinrezeptoren in der Tumordissemination und Tumorlokalisierung diskutiert. Die
Expression von CXCRS ist bislang hauptsdchlich auf malignen B-Zellen in non-Hodgkin-
Lymphomen und Leukimien detektierbar, wihrend CCR7 auf verschiedenen soliden
Tumoren, Lymphomen und leukdmischen Zellen exprimiert wird und fiir die Metastasierung
von Tumorzellen wichtig zu sein scheint (51). Durch die Beteiligung dieser Rezeptoren an der
Pathogenese von Tumorerkrankungen erlangen CXCRS5 und CCR7 eine wichtige

diagnostische und potentiell therapeutische Bedeutung.
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1.4  Zielsetzung und Fragestellung

Die Rezirkulation von Lymphozyten und der Prozess des zielgerichteten Einwanderns in
spezialisierte Kompartimente innerhalb der sekunddren lymphatischen Organe ist eine
notwendige Voraussetzung fiir die Entwicklung einer effektiven adaptiven Immunantwort
nach einer Infektion oder Entziindung. Die hier beschriebenen Studien hatten zum Ziel, die
Funktion homdostatischer und viral-kodierter Chemokine und deren Rezeptoren unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen in vitro und in préiklinischen

Tiermodellen ndher zu charakterisieren.

Eine regulierte lymphozytéire Rezirkulation durch lymphoide Strukturen und durch peripheres
Gewebe ist nicht nur fiir die Entwicklung einer effektiven Immunantwort, sondern auch unter
homdostatischen Bedingungen erforderlich. Letzterer Prozess spielt eine besondere Rolle in
der Entwicklung und Aufrechterhaltung von peripherer Toleranz und ist im Hinblick auf eine
Beteiligung des Chemokin/Chemokinrezeptorsystems weit weniger gut untersucht. Es sollte
daher untersucht werden, ob die Expression homdoostatischer Chemokinrezeptoren fiir die
lymphozytire Rezirkulation durch peripheres Gewebe unter homdostatischen Bedingungen
eine Rolle spielt. Hierzu standen mir CXCRS5- und CCR7-defiziente Mausmodelle zur
Verfiigung, die bereits wichtige Erkenntnisse zur Lymphozytenwanderung und Lokalisation
in sekunddren lymphatischen Organen geliefert haben.

Die bisherigen in vivo Untersuchungen zur Entwicklung einer adaptiven Immunantwort in
den CXCRS5-/- und CCR7-/- Méusen deuteten bereits auf einen entscheidenden Einfluss
beider Chemokinrezeptoren fiir die Induktion T- und B-Zell-regulierter Immunantworten hin.
Mittels bakterieller Infektionsmodelle und einem allogenen Transplantationsmodell sollte der
direkte Effekt homoostatischer Chemokine auf Antigen-spezifische B-Zell- und T-

Zellantworten untersucht werden.

Viral-kodierte Chemokinrezeptoren sind eine der vielfdltigen und faszinierenden Strategien,
die von Herpesviren entwickelt wurden, um die Immunantwort des Wirts zu unterwandern.
Eine weitere Zielsetzung der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit den molekularen
Mechanismen der Immunmodulation durch den humanen Zytomegalievirus-kodierten
Chemokinrezeptor US28. Unter Verwendung von selbst hergestellten monoklonalen
Antikorpern gegen US28 sollte die zelluldre Lokalisation und molekulare Funktionalitit von
US28 in Uberexpressionssystemen in Zelllinien und in HCMV-infizierten nativen Zellen

ndher untersucht werden. Die vorliegenden Untersuchungen ermdglichten die
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Charakterisierung posttranslationaler Modifikationen des viral-kodierten Rezeptors und
tragen somit zu einem besseren Verstdndnis der molekularen Mechanismen der

Immunmodulation durch US28 bei.

Im dritten Abschnitt dieser Habilitationsschrift wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die
homdoostatischen Chemokinrezeptoren immunpathologische Prozesse bei chronischen
Entziindungen und Tumorerkrankungen unterstiitzen:
- Sind CXCRS und CCR7 an der lymphoiden Neogenese in chronischen
Entziindungsmodellen beteiligt?
- Liegen der Dissemination und Lokalisation von Tumorzellen dhnliche Mechanismen

zu Grunde wie der Migration lymphoider Immunzellen wihrend einer Immunantwort?

Mittels in vivo Untersuchungen in einem experimentellen Modell einer antigen-induzierten
Arthritis konnte die Funktion von CXCRS5 fiir die lymphoide Neogenese in einem
chronischen Entziindungsmodell ndher charakterisiert werden. Die Erkenntnisse hieraus
deuten auf neue Moglichkeiten der therapeutischen Immunmodulation hin. Die in situ
Untersuchungen an verschiedenen Subtypen des Hodgkin-Lymphoms zum Nachweis eines
Chemokinrezeptor-Profils lassen auf eine wichtige Rolle des homdostatischen
Chemokinrezeptors CCR7 fiir die Lokalisation Subtypen-spezifischer Tumorzellen in
spezifischen Kompartimenten lymphoider Organe schlieBen. Diese Daten fithren somit zu
einem besseren Verstindnis fiir grundlegende Mechanismen der Dissemination von

hidmatopoetischen Tumorzellen.
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2 Eigene Arbeiten

Im Folgenden sind die eigenen Arbeiten entsprechend der verschiedenen Teilaspekte in drei

Kapitel unterteilt.

2.1 Die Rolle von CCR7 und CXCRS in der lymphozytiren Homéostase und in der

Entwicklung adaptiver Inmunantworten

2.1.1 CCR7-Defizienz verursacht die Ausbildung ektopischer lymphoider Follikel
sowie eine gestorte zellulire Organisation viszeralen Gewebes in der

Magenmukosa

(Hopken, U.E., Wengner, A.M., Loddenkemper, C., Stein, H., Heimesaat, M.M., Rehm, A.,
Lipp, M. (2007) CCR7 deficiency causes ectopic lymphoid neogenesis and disturbed mucosal
tissue integrity. Blood 109: 886-95. (Seiten 17-26)

Befunde der letzten zwei Jahre haben gezeigt, dass die Expression des homdostatischen
Chemokinrezeptors CCR7 auf Lymphozyten nicht nur deren koordinierte Migration in
lymphatische Organe steuert, sondern auch notwendig ist fiir ihre Extravasation aus nicht-
lymphatischem Gewebe.

Durch Analyse der CCR7-/- Maiuse konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass die
lymphozytire Expression des Chemokinrezeptors CCR7 eine notwendige Voraussetzung fiir
die effiziente homdostatische Rezirkulation von Lymphozyten durch nicht-lymphatische
Gewebe ist. Fehlende CCR7 Expression in Méusen fiihrte zu einer massiven Ansammlung
von Lymphozyten in mukosalem Gewebe des Gastrointestinaltraktes und der Lunge, die sich
in erwachsenen Tieren zu lymphoiden, Follikel-dhnlichen Strukturen entwickelte. Da es sich
bei den follikuldren T-Zellen hauptséchlich um Effektor-Gedéchtnis T-Helfer Zellen handelt
und Proliferation innerhalb dieser Follikel beobachtet wurde, konnen wir nicht ausschlieBen,
dass die CCR7-/- Maus Autoimmunitit in Verbindung mit einer gestorten zelluldren
Homoostase entwickelt. Die Ausbildung ektopischer lymphoider Follikel wurde mit
zunehmendem Alter der CCR7-/- Méuse von histomorphologischen Verinderungen der
Magenmukosa begleitet. Es entwickelte sich eine Schleimhauthypertrophie im Magenkorpus
mit zystischen Dilatationen und einer erhéhten Proliferationsrate der Driisenzellen.
Zusammenfassend lassen diese Daten den Schluf3 zu, dass CCR7 eine entscheidende Rolle in
der Regulation homoostatischer lymphozytarer Rezirkulation durch mukosales Gewebe

und dessen zelluldrer Organisation spielt.
16



2.1.2 Kooperative und getrennte Funktionen der beiden Chemokinrezeptoren CXCRS
und CCRY7 in der Rekrutierung nicht-klassischer B-1 B Zellen und in der

Entwicklung einer friihen Immunantwort gegen bakterielle Pathogene

Hopken, U.E., Achtman, A.H., Kriiger, K., Lipp, M. (2004) Distinct and overlapping roles of
CXCRS and CCR7 in B-1 cell homing and early immunity against bacterial pathogens.
J. Leukoc. Biol. 76:709-718. (Seiten 28-37)

Im letzten Jahrzehnt wurde die kritische Bedeutung der beiden homdostatischen
Chemokinrezeptoren CCR7 and CXCRS5 fiir das kontrollierte homing und die korrekte
Positionierung von Lymphozyten innerhalb spezieller Kompartimente sekundérer lymphoider
Organe hinreichend charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit konnte ich klare Beweise fiir
eine dominante Rolle von CXCRS5 in der Rekrutierung nicht-klassischer B-1 sowie
konventioneller B-2 B Zellen in den Peritonealraum und in der Aufrechterhaltung der
Immunitdt von Korperhohlen herausarbeiten. CXCRS-defiziente Maiuse weisen eine
dramatische Reduktion von B-1 und B-2 B-Zellen auf Grund einer gestorter Einwanderung
dieser Zellen in Korperhohlen auf. Nach intraperitonealer Immunisierung mit einem Thymus-
unabhéingigem Streptokokken-Antigen zeigten die CXCRS-/- Maiuse eine signifikant
reduzierte, antigen-induzierte Phosphorylcholin-spezifische IgM Antwort im Vergleich zu Wt
Kontrolltieren. CCR7-defiziente Méuse dagegen wiesen nur eine partielle Reduktion
peritonealer B-1 B Zellen auf, die ebenfalls zu einer reduzierten humoralen Immunantwort
fiihrte. Allerdings zeigten diese Tiere {iberraschenderweise eine signifikant erhohte
peritoneale B-2  B-Zellzahl. Interessanterweise wiesen die CXCRS5-/-CCR7-/-
Doppelknockout-Miuse eine starke Reduktion in der Anzahl sowohl peritonealer B-1 B
Zellen als auch in der humoralen Immunantwort, dhnlich wie in der CXCRS5-/- Maus, auf.
Dieses Ergebnis unterstreicht noch einmal die dominante Funktion von CXCRS fiir das B-1 B
Zell-homing und fiir die Entwicklung einer frithen Immunantwort gegen bakterielle Antigene.
Auf der anderen Seite wiesen die Doppelknockout-Tiere einen intermedidren Phénotyp
beziiglich der Anzahl peritonealer B-2 B-Zellen auf. Zusammengefasst deuten diese
Ergebnisse sowohl auf duale als auch auf kooperative Funktionen beider Rezeptoren hin,
wobei CXCRS5 eine dominante Rolle im B-1 B-Zell-homing und bei der Aufrechterhaltung
der Immunitit in Korperhohlen zu spielen scheint. Dagegen wird das homing und die
Rezirkulation von B-2 B-Zellen durch die kooperative Wirkung beider Chemokinrezeptoren

aufrecht erhalten.
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2.1.3 Der Chemokinrezeptor CCR7 reguliert die in Lymphknoten-induzierte

zytotoxische T-Zell-Immunantwort gegen Alloantigene

Hoépken, U.E., Droese, J., Li, J.P., Joergensen, J., Breitfeld, D., Zerwes, H.-G., Lipp, M.
(2004) The chemokine receptor CCR7 controls lymph node-dependent cytotoxic
T cell priming in alloimmune responses. Eur. J. Immunol. 34: 461-470. (Seiten 39-48)

Indem der Chemokinrezeptor CCR7 das Einwandern von T- und B-Lymphozyten sowie
dendritischen Zellen in die sekunddren lymphatischen Organe steuert, ist er essentiell an der
Induktion einer adaptiven T- und B-Zell-Immunantwort beteiligt. Ziel dieser Arbeit war die
Bedeutung von CCR7-gesteuerter Migration von Lymphozyten und DCs fiir die Transplantat-
abstoBung und Toleranzinduktion funktionell zu charakterisieren. Hierzu entwickelte ich ein
Modell einer akuten TransplantatabstoSung mittels eines allogenen subkutanen Tumors in
CCR7-defizienten Méusen. Interessanterweise beobachteten wir in den CCR7-defizienten
Mausen ein ungehindertes Tumorwachstums einer allogenen MHC Klasse I-inkompatiblen
Fibrosarkom-Zellinie, wihrend in Wt Kontrollen der allogene Tumor erwartungsgemaf
vollstdndig abgestoBen wurde. Weitere Untersuchungen ergaben, dass die zytotoxische T-
Zellantwort in den CCR7-defizienten Tieren stark reduziert ist, wiahrend eine vergleichbare
Alloantikdrper-Antwort sowohl in Wildtyp-Tieren als auch in CCR7-defizienten Tieren
messbar ist. Ein adoptiver Transfer Allogen-stimulierter Splenozyten, die aus immunisierten
Wt Tieren gewonnen wurden, fiihrte zu einer vollstindigen Abstoung eines subkutanen
allogenen Tumors in CCR7-defizienten Méusen.

Mit Hilfe verschiedener Tumortransplantations-Modelle war es mir moglich, zwischen einer
indirekten (‘crosspriming’), im Lymphknoten induzierten alloantigenen T-Zellantwort, und
einer direkten, also auflerhalb lymphatischer Organe (z.B. im Transplantat selbst) induzierten
Immunantwort, zu unterscheiden. So konnte ich die Induktion einer allogenen T-Zellantwort
einem CCR7-abhingigen und -unabhéngigen Mechanismus zuordnen. Wird ein solides
vaskularisiertes Organ, wie z.B. ein Herz, ektopisch transplantiert, iberwiegen die CCR7-
unabhingigen Mechanismen und man kann die Transplantatabstoung nur fiir einige Tage in

CCR7-defizienten Méusen verzogern.
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2.1.4 Die CCR7-abhingige Induktion von T-Zellantworten wihrend einer bakteriellen

Infektion ist in verschiedenen T-Zellsubpopulationen unterschiedlich ausgeprigt.

Kursar, M., Hopken, U.E., Kohler, A., Lipp, M., Kaufmann, S.H.E., Mittriicker, H.W. (2005)
Differential requirements for the chemokine receptor CCR7 in T cell activation during

bacterial infection. J.Exp. Med. 201: 1447-1457. (Seiten 50-60)

Die Ausbildung einer adaptiven Immunantwort nach einer Infektion erfordert eine
koordinierte Steuerung der Zirkulation von Immunzellen durch peripheres Gewebe und durch
sekundére lymphatische Ogane. In der folgenden Untersuchung haben wir die Funktion von
CCR7 fiir die Induktion und Regulation der T-Zellantwort gegen Listeria monocytogenes
analysiert. Es zeigte sich, dass in CCR7-defizienten Mausen die Induktion von Listerien-
spezifischen CD8" T-Zellen in allen untersuchten Geweben drastisch reduziert war. Dagegen
hatte die CCR7-Defizienz nur einen partiell-reduzierenden Einfluss auf die Generation von
CD4" T-Zellen. Ebenfalls konnten wir zeigen, dass CCR7-defiziente Tiere in der Lage
waren, normale CD8" T-Zellantworten gegen fmet-Peptide aus L. monocytogenes, die im
Kontext des MHC Klasse [-Molekiils H2-M3 erkannt werden, sowie eine L. monocytogenes-
spezifische CD8+ Memory-T-Zellantwort zu entwickeln. Letzteres fiihrte nach erneuter
Infektion zu einer fulminanten Sekundirantwort.

In weiteren Versuchen konnten wir zeigen, dass fiir eine normale Entwicklung einer priméren
CDS8" T-Zellantwort CCR7 sowohl auf den naiven T-Zellen als auch auf den Antigen-
prasentierenden Zellen exprimiert sein muf. Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass
CCR7-Defizienz in unserem L. monocytogenes Infektionsmodell vor allem die Aktivierung
von MHC Klasse Ia-restringierten naiven CD8" T-Zellen verhindert, wihrend die Aktivierung

anderer T-Zellsubpopulationen weitgehend CCR7-unabhéngig verlduft.

Mein Anteil an dieser Arbeit umfasste zum einen die Generierung CCR7-defizienter Méuse in zwei
verschiedenen genetischen Hintergriinden. Zum anderen war ich beteiligt an der Planung und
Interpretation der Experimente. Dariiber hinaus habe ich Teile des verdffentlichten Manuskripts

verfasst bzw. editiert.
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2.1.5 Die Rolle von CCR7 in der Migration und funktionellen Aktivitit von naiven-

und Effektor/Memory-ihnlichen regulatorischen T-Zellsubpopulationen

Menning, A., Hopken, U.E., Siegmund, K., Lipp, M., Hamann, A., Huehn, J. (2007)
Distinctive role of CCR7 in migration and functional activity of naive and effector/memory-

like regulatory T cell subsets. Eur. J. Immunol. 37: 1575-1583. (Seiten 62-70)

Damit eine effektive Immunantwort nicht iberschieBt oder sich in eine autoagressive
Immunantwort entwickelt, miissen die Effektor T-Zell-Funktionen reguliert werden. In den
letzten Jahren wurde eine Subpopulation der CD4"-T-Zellen mit regulatorischen Funktionen
identifiziert. Diese sogenannten ‘Regulatorischen T-Zellen’ (Treg) werden zur Zeit intensiv
erforscht und es ist mittlerweile allgemein anerkannt, dass Tregs entscheidend fiir die Immun-
homoostase sind, indem sie tiberschielende Immunreaktionen verhindern.

Da man vermuten konnte, dass regulatorische T-Zellen dhnlichen Mechanismen der gerichteten
Migration und Rezirkulation unterliegen wie Effektor-T-Zellen, untersuchten wir die Funktion
homdoostatischer Chemokinrezeptoren fiir die Rekrutierung/Rezirkulation und funktionelle
Aktivitdit von Treg Zellen. Unsere Daten zeigen, dass sowohl naive als auch eine
Subpopulation von Effektor/Memory-Treg-Zellen den Chemokinrezeptor CCR7 exprimieren.
Weiterhin konnten wir demonstrieren, dass CCR7 Expression eine entscheidende
Voraussetzung fiir die Migration und Rezirkulation von adoptiv-transferierten CD4 CD25"
regulatorischen T-Zellen durch lymphatisches Gewebe, aber auch durch mukosales Gewebe
des Darms, ist. In einem delayed type hypersensitivity DTH-Modell konnte gezeigt werden,
dass das nodale ‘priming’ regulatorischer T-Zellen und somit die regulatorische/supressive
Funktion von Treg-Subpopulationen entscheidend durch CCR7 Expression reguliert wurde.
Im Vergleich zu Wt Tregs (OVA-TCR" Tregs) war die Migration von CCR7” Tregs in
Lymphknoten sowie ihre suppressive Wirkung auf die OV A-spezifische T-Zell-Proliferation
reduziert. Aufgrund dieser Daten postulieren wir, dass CCR7 eine wesentliche Rolle bei der
Ausbildung regulatorischer T-Zellantworten in chronischen Entziindungen und Autoimmun-

erkrankungen spielt.

Mein Anteil an der praktischen Arbeit umfasste die Generierung einer CCR7-defizienten-OVA-
TCR-transgenen Mauslinie sowie immunhistochemische Analysen von Mausgeweben. Zum
anderen war ich beteiligt an der Planung und Interpretation der Experimente. Dariiber hinaus habe

ich Teile des veroffentlichten Manuskripts verfasst bzw. editiert.
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2.2 Molekulare Mechanismen der Inmunmodulation durch den Zytomegalievirus-

kodierten Chemokinrezeptors US28

Mokros, T., Rehm, A., Droese, J., Oppermann, M., Lipp, M., Hopken, U.E. (2002) Surface
expression of the human cytomegalovirus-encoded chemokine receptor US28 is regulated by
agonist-independent constitutive phosphorylation. J. Biol. Chem. 277: 45122-28.

(Seiten 72-78)

Befunde der letzten Jahre haben gezeigt, dass Zytomegaloviren (CMV) immunsubversive
Strategien entwickelt haben, u.a. die Expression von Chemokin-Rezeptor Homologen,
Chemokinen oder auch Inhibitoren fiir Chemokin-vermittelte Immunantworten. Die
biologische Funktion viral-kodierter Chemokine und Chemokinrezeptor-Homologe im
komplexen Geschehen einer Chemokin/Chemokinrezeptor-vermittelten Immunantwort ist
jedoch kaum untersucht. Um die molekularen Mechanismen der Immunmodulation durch den
HCMV-kodierten Chemokinrezeptor US28 aufzukldren, haben wir zunéchst die auch heute
noch einzigartigen US28-spezifischen monoklonalen Antikorper hergestellt. Mit Hilfe dieser
monoklonalen Antikdrper konnten wir US28 als late Protein, welches in der spdten Phase der
Virusreplikation 24-48 Stunden nach einer Infektion primdrer humaner Fibroblasten mit
HCMV exprimiert wird, charakterisieren. Weiterhin konnte eine starke Liganden-
unabhingige Phosphorylierung des US28 Rezeptors nachgewiesen werden. Uberexpressions-
experimente in transient transfizierten HEK293A Zellen zeigten, dass US28 ein Substrat der
G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase (GRK) 2 ist und dass die Proteinkinase C und die
Caseinkinase 2 an der Regulation der konstitutiven US28-Phosphorylierung beteiligt sind.
Durch  Untersuchungen von  Rezeptorvarianten identifizierten wir  bestimmte
Aminosédurenreste an definierten Positionen im C-Terminus des Rezeptors als Akzeptorstellen
dieser Phosphorylierung. Basierend auf der einzigartigen konstitutiven Phosphorylierung von
US28 konnte weiterhin gezeigt werden, dass diese konstitutive Rezeptor-Phosphorylierung
sowohl die Zelloberflaichenexpression als auch die Endozytose des US28-Molekiils reguliert.
Mit diesen Ergebnissen konnten wir erstmals die molekularen Mechanismen der konstitutiven
Endozytose/Rezirkulation und der daraus resultierenden geringen Oberflachenexpression von
US28 schliissig erkldren. Diese Ergebnisse stellen eine wichtige Grundlage fiir zukiinftige
Arbeiten dar und untermauern die Hypothese, dass das Wegfangen inflammatorischer
Chemokine aus der Umgebung virusinfizierter Zellen durch US28 durch dessen konstitutive
Phosphorylierung und Rezeptorinternalisierung reguliert wird. Somit konnten wir einen
grundlegenden molekularen Wirkmechanismus, wie Herpesviren die Immunantwort

unterwandern konnen, aufdecken.
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2.3  Die Bedeutung homoostatischer Chemokinrezeptoren fiir immunpathologische

Prozesse bei chronischen Entziindungen und Tumorerkrankungen

2.3.1 Die CXCRS-abhingige Entwicklung Antigen-spezifischer lymphoider Neo-

Organogenese in einem chronischen Modell der Rheumatoiden Arthritis

Wengner, A.M., Hopken, U.E., Petrow, P.K., Hartmann, S., Schurigt, U., Briuer, R., Lipp,
M. (2007) CXCRS5-dependent antigen-specific lymphoid neo-organogenesis in a chronic
model of rheumatoid arthritis. Arthritis & Rheumatism 56:3271-3283. (Seiten 80-92)

Bisherige Studien legen nahe, dass die CXCRS-vermittelte Aktivierung von Integrinen auf
lymphoiden Vorlduferzellen vermutlich die ektopische lymphoide Neogenese wéihrend
chronischer Entziindungen steuert. In der vorliegenden Untersuchung haben wir den Einfluf3
von CXCRS5 und CCR7 in der akuten und chronischen Phase der rheumatoiden Arthritis (RA)
in einem chronischen Entziindungsmodell einer Antigen-induzierten Arthritis (AIA)
untersucht. Wir entwickelten ein modifiziertes AIA-Modell, welches akute und chronische
Entziindungsparameter der RA widerspiegelt, sowie die Entwicklung organisierter
ektopischer Follikel im chronisch entziindeten Synovialgewebe induziert. Sowohl CXCRS-
als auch CCR7-defiziente Mduse wiesen im Vergleich zu Wt Tieren eine signifikant
verringerte Kniegelenkschwellung sowie eine Reduktion akuter Entziindungsparameter auf.
Die CXCRS5-defizienten = Mdiuse zeigten weiterhin einen deutlichen Riickgang der
Gelenkdestruktion in der frithen chronischen Phase der AIA. Eine verringerte Aktivierung
Antigen-spezifischer T-Zellen sowie die Reduktion der humoralen Immunantwort konnte
sowohl in CXCRS-/- als auch in CCR7-/- Méusen beobachtet werden. Unsere Ergebnisse in
der spiten chronischen Phase zeigten, dass Wt Miuse in diesem modifizierten Modell einer
AIA hoch organisierte ektopische lymphoide Strukturen im chronisch entziindlichen
Synovialgewebe entwickelten. Diese waren charakterisiert durch segregierte T- und B-
Zellzonen, Ausbildung von HEVs sowie die Entwicklung von Keimzentren-dhnlichen
Strukturen. Die Entwicklung als auch die Organisation tertidrer lymphoider Follikel war
sowohl in CXCRS5-/-, als auch in CCR7-/- Miusen gestort. Zusammengefasst verdeutlichen
diese Daten eine mafigebliche Beteiligung beider Chemokinrezeptoren an der lymphoiden

Neo-Organogenese in chronischen Autoimmunmodellen.

Mein Anteil an der Arbeit war die initiale Etablierung des AIA Modells zusammen mit der
damaligen Doktorandin Antje Wengner. Mir oblag die Betreuung der Doktorandin bei der Planung,
Durchfithrung und Analyse der in vivo Experimente. Dariliber hinaus habe ich zur Interpretation

der Daten beigetragen und das Manuskript zur Publikation sowie die Doktorarbeit editiert.
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2.3.2 Uberexpression des Chemokinezeptors CCR7 im klassischen Morbus Hodgkin,
aber nicht in der Lymphozyten-reichen Form Kkorreliert mit der spezfischen
Lokalisation neoplastischer Zellen innerhalb der sekundiren lymphatischen

Organe.

Hoépken, U.E., Foss, H.-D., Meyer, D., Hinz, M., Leder, K., Stein, H., Lipp, M. (2002) Up-
regulation of the chemokine receptor CCR7 in classical but not in lymphocyte predominant

Hodgkin disease correlates with distinct dissemination of neoplastic cells in lymphoid organs.

Blood 99: 1109-1116. (Seiten 94-101)

Es wird zunehmend diskutiert, dass der Dissemination von Tumorzellen &dhnliche
Mechanismen zu Grunde liegen wie der Migration und dem homing lymphoider Immunzellen
wiahrend einer Immunantwort. In der nachfolgenden Arbeit habe ich die Rolle von
Chemokinen/Chemokinrezeptoren fiir die Tumordissemination und Tumorlokalisierung am
Beispiel des Hodgkin-Lymphoms herausarbeiten konnen. Mein besonderer Fokus lag dabei
auf dem EinfluB3 der homoostatischen Chemokinrezeptoren CCR7, CXCRS5 und CXCR4 auf
die Dissemination der spezifischen Tumorzellen im klassischen Morbus Hodgkin (cHD) und
im Lymphozyten-reichen Subtyp (NLPHL). Wéhrend neoplastische L&H Zellen der NLPHL
Form iiberwiegend innerhalb follikuldrer Strukturen lokalisiert sind, findet man die
Hodgkin/Reed-Sternberg Zellen (HRS) des klassischen Hodgkin Subtypen vorwiegend in der
interfollikuldren oder in der follikuliren Mantelzone des Lymphomgewebes. Unsere
Ergebnisse zeigten, dass L&H Zellen den Chemokinrezeptor CXCR4 exprimieren, jedoch
nicht CCR7. Umgekehrt zeigten HRS Zellen hohe Expressionsspiegel des Rezeptors CCR7.
Die differentielle CCR7 Expression korrespondiert exakt mit der Verteilung CCR7-
spezifischer Liganden im Lymphomgewebe. Diese distinkten Expressionsprofile konnten mit
der konstitutiven Aktivitdit von NF-kB als transkriptionellem Induktor korreliert werden.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann man flir hidmatopoetische Neoplasien,
insbesondere jedoch fiir den Morbus Hodgkin, eine Rolle der homdoostatischen
Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCR4 in Hinblick auf Tumordissemination und

anatomische Organisation des befallenen Lymphknotengewebes postulieren.
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3 Diskussion

Die Entdeckung des ersten Chemokins, dem Interleukin-8, im Jahre 1987 durch Baggioloni
und Kollegen (52) erdffnete ein neues faszinierendes Gebiet in der Immunologie. Die Zahl
der gegenwirtig bekannten Chemokine ist auf {iber 50 angewachsen, und nicht weniger als 20
verschiedene Rezeptoren wurden biochemisch und funktionell charakterisiert. Die Bedeutung
der Chemokine als neue Botenstoffe der Immunabwehr ist heute allgemein akzeptiert. Dank
der Analyse ihrer selektiven Bindungseigenschaft an Oberfldchenrezeptoren auf Leukozyten
verstehen wir nun die grundlegenden Prinzipien, welche die Wanderung der Leukozyten aus
der Blutbahn in pathologisch veridndertes Gewebe sowie innerhalb sekundérer lymphatischer
Organe regulieren. Dieses sogenannte homing ist eine absolute Voraussetzung fiir die
Entwicklung einer effizienten Immunabwehr. Damit sichert das Chemokin/
Chemokinrezeptorsystem durch seine Komplexitit die Rekrutierung der richtigen Zelle zum
richtigen Ort und zur richtigen Zeit. Die Erkenntnisse zur biologischen Funktion von
Chemokinen hat entscheidend dazu beigetragen, die Entstehung von Entziindungs- und
Infektionskrankheiten besser zu verstehen. Dazu wurden in den letzten Jahren eine Reihe
transgener und/oder Knockout-Maus-Stimme generiert, die eine Untersuchung der in vivo
Funktionen von Chemokinen und ihren Rezeptoren erlauben. Das anhaltende Interesse
resultiert auch nicht zuletzt aus der immensen klinischen Relevanz von
Chemokinen/Chemokinrezeptoren, insbesondere fiir Enziindungsreaktionen, Autoimmun-
erkrankungen und TumorprogreB. So soll hier ein Uberblick iiber offene Fragen des
Chemokin/Chemokinrezeptorsystems und ein Ausblick iiber meine zukiinftigen
Forschungsschwerpunkte auf diesem sich weiterhin rasant entwickelnden Gebiet gegeben

werden.

3.1 CCR7- und CXCRS5-abhiingige Funktionen in der homéostatischen lympho-

zytiren Rezirkulation und in der Entwicklung adaptiver Inmunantworten

Die Rolle der homoostatischen Chemokine/Chemokinrezeptoren in der Migration und
Positionierung von Lymphozyten und dendritischen Zellen in sekunddren lymphatischen
Organen als wichtige Voraussetzung fiir die Induktion einer adaptiven Immunantwort ist von
uns und anderen Arbeitsgruppen intensiv untersucht worden (30, 53, 23). Uber die
molekularen Mechanismen, welche aber die homdostatische Wanderung von Lymphozyten
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durch nicht-lymphatisches Gewebe steuern, ist dagegen kaum etwas bekannt. Ich habe mir
deshalb die Frage gestellt, ob dieselben Mechanismen, die die homoostatische Wanderung
von Lymphozyten in die und innerhalb der sekunddren lymphatischen Organen steuern, auch
fir die homoostatische Rezirkulation von Lymphozyten durch peripheres Gewebe
verantwortlich sein konnten. Die physiologische Bedeutung einer kontinuierlichen
homdostatischen Rezirkulation von Lymphozyten durch nicht-lymphatisches Gewebe liegt in
der Aufrechterhaltung einer permanenten Immuniiberwachung und in der Etablierung
peripherer Toleranz. Es ist bekannt, dass insbesondere Memory-T-Zellen kontinuierlich vom
Blutkreislauf in nicht-lymphatisches Gewebe einwandern und von dort in die lokalen
sekundédren Lymphknoten iiber afferente Lymphbahnen zuriickkehren. Die Rezirkulation von
Memory-T-Zellen durch peripheres nicht-lymphatisches Gewebe ermoglicht eine
kontinuierliche Immuniiberwachung sowohl unter homdostatischen, wie auch unter
entziindlichen Bedingungen (4). Alferink und Kollegen konnten 1998 zeigen, dass die
Wanderung von naiven T-Lymphozyten durch peripheres Gewebe eine notwendige
Voraussetzung flir die Induktion neonataler Toleranz gegen gewebsstindige Antigene
darstellt (54).

Mittels Analyse der CXCRS5-/- und CCR7-/- Méuse konnte ich zum ersten Mal zeigen, dass
die Expression dieser Chemokinrezeptoren auf Lymphozyten eine notwendige Voraussetzung
fiir deren effiziente homoostatische Migration und Rezirkulation nicht nur in lymphoide
Organe, sondern auch in und durch extralymphoide Organsysteme ist. So konnte CXCRS als
ein essentieller soming Faktor fiir peritoneale B-1 und B-2 B-Zellen charakterisiert werden.
Da peritoneale B-1 B-Zellen die Quelle natiirlicher Antikdrper vom Immunglobulintyp M im
Serum sind, kommt dem Rezeptor CXCRS besondere Bedeutung bei der natiirlichen Abwehr
bakterieller Infektionen in Korperhdhlen zu (55, 56). CCR7-defiziente Mause zeigten nur eine
partielle Reduktion peritonealer B-1 B-Zellen, die aber ebenfalls eine verminderte anti-
bakterielle Immunantwort zur Folge hatte.

Zu unserer Uberraschung fiihrte jedoch die fehlende CCR7-Expression zu einer massiven
Akkumulation von klassischen B-2 B- und T-Lymphozyten in den zwei groBen Korperhohlen,
dem Peritoneum und der Pleurahdhle in CCR7-/- Méusen. Zum Teil kann dieser interessante
Phénotyp mit einer gestorten Auswanderung der CCR7-negativen Lymphozyten iiber die
afferenten Lymphgeféafe erklért werden. Debes und Butcher fanden etwa zeitgleich zu unserer
Arbeit, dass CCR7 wichtig ist fiir die Auswanderung von T-Lymphozyten aus der Haut {iber
die afferenten lymphatischen Gefille in die drainierenden Lymphknoten (57, 58).
Andererseits konnte aber auch ein gestortes Gleichgewicht zwischen den CXCL13/CXCRS-
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vermittelten Signalen, welche fiir die Rekrutierung von Lymphozyten in Korperhdhlen
verantwortlich  sind (55, 56), und den CCL19/CCL21/CCR7  Chemokin/
Chemokinrezeptorpaar vermittelten Signalen, welche fiir das lymphozytire Auswandern aus
Geweben wichtig zu sein scheinen, in den CCR7-/- Mausen vorhanden sein. Uberbordende
CXCL13/CXCRS- vermittelte Signale konnten dann zum Zuriickhalten der eingewanderten
Lymphozyten fiihren.

Einen besonders bemerkenswerten Befund zeigt die CCR7-Defizienz bei der homdostatischen
Rezirkulation von Lymphozyten durch mukosales Gewebe. Massive Ansammlungen von
Lymphozyten im mukosalen Gewebe des Dickdarms, der Lunge und des Magens CCR7-
defizienter Mause entwickeln sich in erwachsenen Tieren zu lymphoiden Follikel-&hnlichen
Strukturen, die B- und T-Zellen, follikuldre-dendritische Zellen (FDC) und funktionelle
Endothelvenolen (HEV) enthalten, wihrend Wt und CXCRS-defiziente Maiause keine
zelluldren Abnormalitéten zeigen (59). Da es sich bei den follikuldren T-Zellen hauptsichlich
um Effektor-Gedachtnis T-Helfer Zellen handelt und Proliferation innerhalb dieser Follikel
beobachtet wurde, konnen wir nicht ausschlieBen, dass die CCR7-/- Maus Autoimmunitét in
Verbindung mit einer gestorten zelluldiren Homoostase entwickelt. Dafiir sprechen auch
kiirzlich  veroffentliche Daten, die zeigen, dass CCR7-defiziente Thymozyten in
immundefizienten RAG-/- Miusen Autoimmunreaktionen in den Trénen- und Speicheldriisen
verursachen (60).

Die Ausbildung ektopischer lymphoider Follikel in der Mukosa, Submukosa und Lamina
Propria des Magens wurde mit zunehmendem Alter der CCR7-/- Méiuse von
histomorphologischen Veridnderungen der Magenmukosa begleitet. Es entwickelte sich eine
Schleimhauthypertrophie im Magenkorpus mit zystischen Dilatationen und einer erhchten
Proliferationsrate der Driisenzellen, die in vielen Aspekten dem Ménétrier-Syndrom im
Menschen &hnelte.

Unsere Resultate beschreiben eine vollig neue Funktion des Chemokinrezeptors CCR7 in der
zelluldren Organisation viszeralen Gewebes und in der Rezirkulation von Lymphozyten durch
nicht-lymphatisches Gewebe unter homoostatischen Bedingungen. Die Blockade von CCR7
durch den Einsatz von Antagonisten ist zur Zeit Ziel zahlreicher Untersuchungen von
pharmazeutischen Firmen, die sich durch deren Einsatz ein neues therapeutisches Prinzip in
akuten und chronischen Entziindungserkrankungen erhoffen. Der kurzzeitige Einsatz solcher
Inhibitoren mag hilfreich sein, dagegen konnte eine langerfristige Blockade von CCR7 auf

Grund der hier beschriebenen Daten unerwiinschte Effekte hervorrufen.
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Die Feinregulierung des zelluldren Wanderungsverhaltens durch das
Chemokin/Chemokinrezeptorsystem ist fiir das gesamte lymphatische System
charakteristisch. So werden z.B. unreife dendritische Zellen durch Chemokine, welche am Ort
einer Entziindung von Endothelien oder Entziindungszellen freigesetzt werden, zum Ort einer
Infektion gelockt. Diese entziindlichen Chemokine wirken chemotaktisch {iber Bindung an
die Chemokinrezeptoren CCR1, CCRS5 und CCR6 auf unreifen dendritischen Zellen. Unter
Antigenaufnahme und Prozessierung reifen die DCs heran und es kommt zu einem radikalen
Wechsel ihres Chemokinrezeptor-Profils. Die inflammatorischen Chemokinrezeptoren
werden durch den homdostatischen Chemokinrezeptor CCR7 ersetzt. Dadurch werden die
DCs nicht mehr im entziindlichen Gewebe zuriickgehalten, sondern angezogen durch die
CCR7-spezifischen Chemokine, CCL19 und CCL21, in die drainierenden Lymphknoten
rekrutiert, um in Kontakt mit T-Zellen eine adaptive Immunantwort zu induzieren (23, 26, 61;
Abbildung 1).

In einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. F. Sallusto und Prof. Dr. A.
Lanzavecchia (Bellinzona) konnten wir zeigen, dass die CCR7-Expression auf reifen antigen-
beladenen DCs fiir deren Migration in die drainierenden Lymphknoten und das nodale T-Zell-
priming von entscheidender Bedeutung ist (62). Eine effiziente antigen-spezifische T-
Zellantwort kann weiterhin durch eine lokale Vorbehandlung (Gewebe-priming) mit
entziindlichen Zytokinen verstirkt werden, welches wiederum die CCR7-gesteuerte
Einwanderung von DCs in die drainierenden Lymphknoten verstirkt. Ohl und Kollegen
konnten auBerdem zeigen, dass CCR7 Expression nicht nur essentiell ist flir die Rekrutierung
von DCs aus der Haut unter entziindlichen, sondern auch unter homgostatischen Bedingungen
(63).

Um die Rolle CCR7-abhingiger Migration von Lymphozyten und DCs in der Immun-
modulation bei Transplantationen und Toleranzinduktion ndher zu untersuchen, entwickelte
ich ein Modell einer akuten TransplantatabstoBung mittels Induktion eines allogenen
subkutanen Tumors. CCR7-defiziente Méuse zeigten ungehindertes Tumorwachstums einer
allogenen, MHC Klasse I-inkompatiblen Fibrosarkom-Zellinie, wihrend in Wt Kontrollen der
allogene Tumor erwartungsgemill vollstindig abgestossen wurde. In weiteren
Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die Induktion einer zytotoxischen CD8" T-
Zellantwort in den CCR7-defizienten Tieren stark gestort ist. Ein adoptiver Transfer allogen-
stimulierter Splenozyten, die aus immunisierten Wildtyp-Tieren gewonnen wurden, fithrte zu
einer vollstindigen AbstoBung eines subkutanen allogenen Tumors in CCR7-defizienten
Maiusen (64).
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In komplexeren Transplantationsstudien solider allogener Tumore konnte ich zwischen der
CCR7-abhéngigen Induktion von allo-antigenen T-Zellantworten innerhalb von Lymphknoten
und der CCR7-unabhingigen T-Zellaktivierung auflerhalb sekundérer lymphatischer Organe
unterscheiden. Die lokale Beschrinkung der CCR7-abhingigen allo-spezifischen T-
Zellantwort auf sekunddre lymphytische Organe hatte zur Folge, dass die
TransplantatabstoBung ektopisch transplantierter Herzen in CCR7-/- Méuse zwar signifikant
um einige Tage verzdgert werden konnte, aber letztendlich nicht zum Uberleben des
Transplantats flihrte (64). Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Beckmann und Kollegen
(2005; 65), die ebenfalls in einem Modell einer ektopischen Herztransplantation einen
moderaten  EinfluB des Chemokinrezeptors CCR7 auf den Zeitverlauf der
TransplanatabstoBung feststellten. Somit konnte in beiden Studien gezeigt werden, dass die
Inhibition einer allogenen T-Zellantwort in den sekundidren lymphatische Organen, welche
CCR7-abhiingig induziert wird, nicht ausreichend ist fiir ein langfristiges Uberleben von
vaskularisierten Organtransplantaten. Die Induktion von T-Zellantworten auBBerhalb
lymphatischer Organe scheint bei soliden Organtransplantationen eine mindestens ebenso
wichtige Funktion einzunehmen und lauft CCR7-unabhéngig ab.

CCR7-abhingige CD8" und CD4"  T-Zellantworten wurden von uns zusitzlich in einem
Listeria-Infektionsmodell in Kooperation mit Dr. M. Kursar und Prof. Dr. H.-W. Mittriicker
vom MPI fiir Infektionsbiologie in Berlin (Direktor Prof. Dr. S.H.E. Kaufmann) untersucht.
Wir konnten zeigen, dass das effiziente priming von naiven Klasse la-restringierten CD8" T-
Zellen absolut CCR7-abhiingig ist. Dabei ist die CCR7-abhingige CD8" T-Zellantwort nicht
auf die Milz beschriankt ist, sondern kann nach oraler Infektion auch in der Leber, in der
Lamina Propria und dem Epithel des Diinndarms beobachtet werden. Im Gegensatz dazu ist
die nicht-klassische, MHC Klasse Ib-restringierte f-met-spezifische CD8'-T-Zellantwort
kaum reduziert und die Klasse-II restringierte CD4 -T-Zellantwort nur teilweise CCR7-
abhingig. Interessanterweise ist auch die Memory-T-Zellantwort gegen L. monocytogenes
vergleichbar in CCR7” und Wt Miusen, obwohl die primire CD8'-T-Zellantwort in den
CCR7-defizienten Méusen nicht vorhanden war (66). Somit scheint die Aktivierung
bestimmter T-Zell-Subtypen und bestimmter Reifungsstadien von T-Zellen streng durch
CCR7 reguliert zu werden, wéhrend die Aktivierung anderer T-Zell-Subpopulationen durch
alternative Mechanismen induziert wird.

In einem viralen Infektionsmodell konnten Junt und Kollegen zeigen, dass die zytotoxische T-
Zellantwort in ihrer Stirke und Anzahl Virus-spezifischer CTLs gegen das lymphozytire
Choriomeningitisvirus (LCMV) in CCR7 defizienten Mausen sowohl in lymphoiden Organen
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als auch in nicht-lymphoiden Organen reduziert war (67). Die einzelne CCR7-defiziente
zytotoxische T-Zelle ist aber voll funktionstiichtig, so dass sich eine anti-virale Immunantwort
vollstidndig, aber verzogert, entwickeln kann. Auch eine funktionierende anti-virale Memory-
T-Zellantwort konnte in den CCR7-defizienten Tieren beobachtet werden, wenn gleich deren
Verteilung auf lymphoide und nicht-lymphoide Organe durch CCR7-Abwesenheit verdndert
wurde. Daraus 148t sich schlieen, dass CCR7-Expression fiir eine maximale anti-virale CTL-
Antwort und fiir die homoostatische Rezirkulation von Memory-Zellen notwendig ist. Diese
Expression ist aber keine notwendige Voraussetzung fiir die ‘viral clearance’ und die
Induktion von anti-viralen Memory-T-Zellen (67).

In den letzten Jahren ist eine Subpopulation der CD4" T-Zellen, die sogenannten
regulatorischen T-Zellen (Tregs), intensiv erforscht worden. Heute wird allgemein anerkannt,
dass Tregs fiir die Aufrechterhaltung der Immunhomdostase und zur Regulation
iiberschiessender Immunreaktionen absolut notwendig sind (68). Daraus ergibt sich ein hohes
therapeutisches Potential wird fiir den Einsatz von Tregs zur Supprimierung unerwiinschter
Immunreaktionen in der Transplantation, bei Autoimmunerkrankungen oder chronischen
Entziindungen. Fiir die optimale Wirksamkeit regulatorischer T-Zellen in vivo miissen Tregs
dhnlich wie Effektor-T-Zellen tiber die Fahigkeit zum priming und homing verfiigen (69).

In einer gemeinsamen Untersuchung mit Prof. Dr. J. Huehn und Prof. Dr. A. Hamann vom
Deutschen Rheumaforschungszentrum (Berlin) haben wir die Funktion homdostatischer
Chemokinrezeptoren fiir die gerichtete Rekrutierung/Rezirkulation und fiir die funktionelle
Aktivitdt von Treg Zellen untersucht. Huehn und Kollegen konnten schon 2004 zeigen, dass
ein naiv-dhnlicher Subtyp regulatorischer T-Zellen, die o CD25" T-Zellen, CCR7 und L-
Selektin (CD62L) exprimieren (70). Unsere jiingsten Daten zeigen, dass sowohl naive als
auch eine Subpopulation von Effektor/Memory-Treg-Zellen den Chemokinrezeptor CCR7
exprimieren. Diese Chemokinrezeptor-Expression ist offensichtlich eine Voraussetzung fiir
die Migration und Rezirkulation von adoptiv transferierten CD4 CD25" regulatorischen T-
Zellen durch lymphatisches Gewebe, aber auch durch mukosales Gewebe des Darms. In
einem delayed type hypersensitivity DTH-Modell konnten wir zeigen, dass das nodale
priming regulatorischer T-Zellen und somit die regulatorische/supressive Funktion von Treg-
Subpopulationen entscheidend durch CCR7 reguliert wurde. Im Gegensatz dazu fiihrt CCR7-
Verlust auf Effektor/Memory-dhnlichen Treg zur Akumulation dieser Zellen am Ort der
Entziindung und in Folge zu einer lokal verstirkten Suppression der Entziindung (71).
Letzteres ldsst vermuten, dass Tregs zum Verlassen von entziindlichem Gewebe ebenfalls

CCR7 bendétigen, wie es kiirzlich fiir konventionelle Effektor/Memory-T-Zellen in einer
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entziindlichen Situation in der Lunge beschrieben wurde (58). Aufgrund dieser Daten
postulieren wir, dass CCR7 unterschiedliche Effekte bei der funktionellen Ausbildung
regulatorischer T-Zellantworten in naive- oder in Effektor/Memory-dhnliche Subpopulationen

ausiibt.

3.2 Herpesvirus-kodierte Chemokinrezeptoren

Eines der faszinierendsten Gebiete der Immunologie beschiftigt sich mit den von Viren
entwickelten molekularen Strategien zur eigenen Ausbreitung und zur Abwehr der
menschlichen Immunantwort. Besonderes Interesse erlangten z.B. die beiden
inflammatorischen Chemokinrezeptoren CCRS5 und CXCR4 aufgrund ihrer Funktion als
Korezeptoren fiir das ‘human immunodeficiency virus’ (HIV). Fiir den Eintritt des HI-Virus
in die Zelle bindet das Virus mit seinem Oberflachenprotein gp120 zuerst an CD4, benétigt
aber, um in die Zelle einzudringen, zusitzlich einen Chemokinrezeptor, CCR5 oder CXCR4,
als zweite Verankerung. Die Wahl des Rezeptors hingt von der Struktur der variablen Region
V3 von gpl20 ab. Man unterscheidet zwischen den T-tropen (T-Zellinien-infizierende HI-
Viren) und den M-tropen (Monozyten/Makrophagen infizierende HI-Viren) Virusstimmen,
die CXCR4 bzw. CCRS als Korezeptor verwenden. Die essentielle Bedeutung von CCRS als
HIV-Korezeptor wird durch ein natiirlich auftretendes, defektes CCRS5 Allel deutlich, das
seinen Triagern Resistenz gegen M-trope HI-Viren verleiht (72).

Die komplette Sequenzierung der Genome vieler Herpesviren und Poxviren fiihrte zur
Entdeckung zahlreicher viraler Genprodukte, die fiir Proteine kodieren, die die Aktivitét von
Chemokinrezeptoren und Chemokinen hemmen oder sie fiir die eigene Replikation und
Ausbreitung nutzen (73-75). Es konnen drei Hauptgruppen von Proteinen zur Abwehr der
Wirts-Immunantwort unterschieden werden: (1) viral-kodierte Chemokin-Homologe (vCks),
welche als Agonisten oder Antagonisten auf endogene Chemokinrezeptoren des Wirtes
wirken; (2) viral-kodierte sezernierte Chemokin-bindende Proteine (vCkBPs), welche
Chemokine binden und diese dadurch in ihrer chemotaktischen Funktion hemmen; (3) viral-
kodierte Chemokin-Rezeptor-Homologe (vCkRs), welche die Chemokine ihrer Wirte binden
und dadurch moéglicherweise fiir die Enfernung von inflammatorischen Chemokinen aus der
Umgebung infizierter Zellen sorgen oder die Proliferation und Chemotaxis infizierter Zellen

induzieren (76-77).
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Fiir den HCMV-kodierten US28-Rezeptor konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass ein
viral-kodierter Chemokinrezeptor fiir die Entfernung von inflammatorischen Chemokinen aus
der Umgebung infizierter Zellen verantwortlich ist (78, 35), welches vermutlich die
Rekrutierung von Immunzellen an den Ort der viralen Infektion verhindert. Die molekularen
Mechanismen, die dieser interessanten biologischen Funktion des US28-Rezeptors zugrunde
liegen, waren jedoch nicht bekannt. Um die biochemischen und zellbiologischen
Eigenschaften dieses Rezeptors funktionell ndher untersuchen zu konnen, haben wir
monoklonale Antikorper hergestellt, die spezifisch das native US28 Protein erkennen und bis
heute einzigartig sind (79). Mittels dieser Antikorper konnten wir die Expressionskinetik des
nativen US28-Proteins in HCMV-infizierten Fibroblasten ermitteln und in transienten
Uberexpressionssystemen eine vorwiegend intrazellulire Lokalisation des Rezeptors
nachweisen. Fiir die geringe Zelloberflichenexpression des US28-Molekiils war eine hohe
Liganden-unabhingige Phosphorylierung des Rezeptors verantwortlich, welche eine effektive
Rezeptorinternalisierung ermdglichte. Gleichzeitig konnten wir die Ansammlung des
Rezeptors  in  intrazelluliren = Vesikeln = nachweisen. = Der  Austausch  der
Phosphorylierungsstellen im C-Terminus des Rezeptors fiihrte zu einer verstirkten
Lokalisation des Rezeptors an der Plasmamembran und war zudem fiir eine stark
verlangsamte und reduzierte Endozytose des US28-Rezeptors verantwortlich.

Nach einem allgemeinen Modell der GPCR-Aktivierung induziert die Ligandenbindung
neben der Signalleitung auch die Rezeptorphosphorylierung durch GRKs, welche die B-
Arrestin abhingige Internalisierung iiber den zentralen zelluldren Endozytoseweg in Clathrin-
umhiillten Vesikeln ermoglicht (20, 80, 81). Die endozytierten GPCRs werden in den
Endosomen von spezifischen Phosphatasen dephosphoryliert, dann iiber Recycling-
Endosomen zuriick an die Oberfliche transportiert, oder lysosomal abgebaut.
Rezeptorphosphorylierungen sind weiterhin auch an der Regulation der Signalleitung durch
GPCRs beteiligt. Die Bindung von GRKs und B-Arrestin an intrazelluldre Bereiche des
Rezeptors hindert die signalleitenden G Proteine sterisch an der Rezeptorbindung und
unterbindet dadurch die Stimulierbarkeit des GPCRs (Desensitivierung; 19). Wir wollten
daher untersuchen, ob die US28-vermittelte Aktivierung von intrazelluldren Signalwegen
durch dessen Rezeptorphoyphorylierung reguliert wird. Weder die konstitutive Aktivierung
von NF-kB, noch die RANTES (CCL5)-induzierte Aktivierung der MAPK waren von der
Rezeptorphosphorylierung abhdngig. Dagegen war die MAPK-Aktivierung bei dem US28
Wt-Rezeptor durch Pertussistoxin hemmbar, bei der nicht phosphorylierten Rezeptorvariante

jedoch unempfindlich gegeniiber Pertussistoxin. Letzteres Ergebnis 146t auf die
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Notwendigkeit der US28-Phosphorylierung fiir die Kopplung an Proteine der Goi-Familie
schlief3en.

Zusammenfassend konnten wir einen wichtigen Beitrag zur Charakterisierung der
molekularen Mechanismen US28-vermittelter Funktionen leisten. Wir haben gezeigt, dass die
konstitutive =~ Rezeptorendozytose die  mechanistische  Grundlage der schnellen
Ligandeninternalisierung ist. Die Phosphorylierung des US28-Rezeptors stellt eine wichtige
strukturelle Vorausetzung fiir die Beseitigung inflammatorischer Chemokine aus der
Umgebung virusinfizierter Zellen dar. Alle bislang untersuchten Funktionen des US28-
Rezeptors basieren momentan auf in vitro Versuchen, da die Zytomegalievieren der Maus und
Ratte fiir keinen US28-homologen Chemokinrezeptor kodieren. Um die in vivo Relevanz des
US28 Rezeptors zu untersuchen, wére es vorstellbar, eine US28-transgene Maus zu
generieren. Es ist bekannt, dass murine und humane Chemokine Spezies-kreuzreaktiv wirken,
d.h., dass murine Chemokine auch an den humanen US28-Rezeptor binden und Signalwege

aktivieren konnen.

3.3  Die immunpathologische Bedeutung homoostatischer Chemokinrezeptoren in

chronischen Entziindungen und bei Tumorerkrankungen

Die homoostatischen Chemokine und ihre Rezeptoren steuern die Einwanderung und
Positionierung von Lymphozyten und dendritischen Zellen in sekundére lymphatische
Organe. Zusammen mit dem Lymphotoxin/TNF System sind sie maBigeblich an der
Organogenese von Lymphknoten und Peyerschen Platten wihrend der Embryogenese und an
der funktionellen Organisation sekunddrer lymphatischer Organe im adulten Organismus
beteiligt (siche Abbildung 2).

Offensichtlich steuern die gleichen Molekiile auch eine ektopische lymphoide Neogenese, wie
sie flir viele chronisch entziindliche oder Autoimmunerkrankungen charakteristisch ist. Die
Expression von homoostatischen Chemokinen und dem Lymphotoxin f konnte mit der
Ausbildung ektopischer Follikel in chronisch-entziindlichen Geweben von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis, Sjogren-Syndrom oder Helicobacter pylori-induziertem Mukosa-
assozierten lymphoiden Gewebe (MALT) korreliert werden (43-46). In experimentellen
Studien in Méusen induziert die ektopische Expression von CXCL13, CCL19 und CCL21 in
den Langerhans-Inseln der Bauchspeicheldriise sowie die transgene Expression von CCL21 in

der Schilddriise die Neogenese eines organisierten lymphatischen Gewebes mit getrennten T-
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und B-Zell-Bereichen (47-49). Es wird vermutet, dass die ektopen lymphoiden Follikel durch
verstiarkte Effizienz der Autoantigen-Présentation am Ort der Entziindung die Entstehung
autoreaktiver Lymphozyten sowie die Produktion von AutoantikOrpern unterstiitzen und
damit unmittelbar zur Pathogenese beitragen.

In einem Antigen-induzierten Arthritis (AIA) Modell haben wir die Rolle von CXCRS5 und
CCR7 fiir die Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis (RA) charakterisiert. Unter
Verwendung CXCRS- und CCR7-defizienter Méuse konnte der Einfluss beider Rezeptoren
auf die akute und chronische Entziindungsphase sowie die Entwicklung organisierter tertidrer
lymphoider Strukturen herausgearbeitet werden. Die in der AIA auftretenden
histopathologischen Verinderungen dhneln stark der chronischen Enziindung und
Gelenkschddigung, wie sie in einer RA im Menschen beobachtet wird. Das in der Literatur
beschriebene AIA Modell (82-84) basiert auf einer Immunisierung der Versuchstiere durch
subkutane Injektion eines Gemisches aus Proteinantigen (z.B. methyliertes BSA) und
immunstimulierendem Adjuvans. Die Arthritis wird durch eine anschlieende intraartikuldre
Injektion desselben Antigens in das Kniegelenk zu einem definierten Zeitpunkt induziert. Es
entwickelt sich eine akute Entziindung, die durch Exsudation mit Fibrin und der
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten charakterisiert ist. Im weiteren Verlauf kommt
es zu einer massiven Infiltration mit mononukledren Zellen und einsetzender Hyperplasie des
Mesothels, welche in der chronischen Phase in eine progressive Gelenkdestruktion {ibergeht.
Wir modifizierten das AIA Modell, indem wir eine zweite intraartikulire Gabe des
spezifischen Antigens einen Monat nach der Arthritis-Induktion verabreichten. Mittels dieser
Modifikation konnten wir die verldssliche Entwicklung hoch organisierter ektopischer
lymphoider Strukturen in der spédten chronischen Phase in Wt Méusen gewéhrleisten. Neben
segregierten T- und B-Zell-Zonen und Expression der Chemokine CXCL13 und CCL21 in
spezifischen Kompartimenten des Follikels konnte weiterhin die Ausbildung von HEVs sowie
die Entwicklung von Keimzentren-dhnlichen Strukturen beobachtet werden (85).

Im Vergleich zu den Wt Maiausen wiesen CXCRS5- und CCR7-defiziente Méuse eine
verringerte Kniegelenkschwellung, reduzierte akute Entziindungsparameter und eine
verringerte humorale Immunantwort auf. In der spiten chronischen Phase zeigten die
CXCRS5-defizienten Méuse eine signifikant reduzierte Anzahl ektopischer Strukturen, deren
funktionelle Organisation zudem schwer gestort war. Die gestorte Entwicklung und
Organisation tertidirer lymphoider Strukturen konnten wir auch in den CCR7-defizienten
Maéusen zeigen, wobei dort iiberraschenderweise eine deutliche Erhohung diffuser

Lymphozyteninfiltrate im Synovialgewebe beobachtet wurde. Als Grund fiir die verstirkten
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diffusen Infiltrate in den CCR7-/- Méusen postulieren wir die kiirzlich beschriebene Funktion
von CCRY7 fiir die regulierte Auswanderung und Rezirkulation von Lymphozyten aus und
durch peripheres Gewebe (57-59).

Insgesamt verdeutlichen unsere Ergebnisse, dass beide Rezeptoren, CXCRS5 und CCR7,
entscheidend an der Ausbildung tertidren lymphatischen Gewebes und an der funktionellen
Organisation ektopischer lymphoider Strukturen beteiligt sind (85).

Aufgrund der Ergebnisse aus zahlreichen préklinischen Tiermodellen und Patientenstudien
kann heute mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass die tertidren
lymphatischen Mikrostrukturen chronischer Autoimmunerkrankungen die Sensitivitit der
Antigenerkennung erhéhen, das Zusammenwirken von immunregulatorischen und
Effektorzellen optimieren und die Interaktion zwischen peripherem Gewebe und aberranten
Immunreaktionen unterstiitzen. Inwieweit homdostatische Chemokinrezeptoren {iber ihre
Rolle in der Induktion eines funktionellen ektopischen lymphoiden Gewebes die Immunitit
korpereigener Antigene und die Aufrechterhaltung autoreaktiver Prozesse in chronischen
Entziindungen beeinflussen, ist zur Zeit Gegenstand weiterer Untersuchungen in unserer
Arbeitsgruppe. In einem Kollagen-induzierten Arthritismodell konnte durch Depletion von
CXCL13 bereits ein Einfluss des CXCL13/CXCRS5 Ligand/Rezeptorpaars fiir die
Pathogenese der RA aufgezeigt werden. Die Neutralisation von CXCL13 inhibierte die
Entwicklung synovialer lymphoider Strukturen, fiihrte zur Auflosung von Keimzentren in
sekunddren lymphatischen Organen und hatte die Reduktion klinischer Parameter zur Folge
(86).

Ein weiterer Hinweis fiir die Beteiligung von CXCL13 an der lymphoiden Neogenese in
Folge einer chronischen Entziindung ist der Befund, dass CXCL13 in den lymphoiden
Aggregaten und der Mantelzone sekundirer Follikel von Helicobacter pylori-induziertem
Mukosa-assoziierten lymphoiden Gewebe (MALT) detektiert wurde (87). Bei einigen
Patienten entwickeln sich im Zuge einer chronisch-entziindlichen Helicobacter-Infektion aus
den ektopischen Follikeln sogenannte MALT-Lymphome. Wir konnten zeigen, dass in
MALT-Lymphomen einiger Patienten die homdostatischen Chemokine CXCL13, CXCL12
und CCL19 exprimiert sind (30). In Ubereinstimmung mit unseren Daten haben auch andere
Arbeitsgruppen eine hohe Expression von CXCL13 in MALT-Lymphomen und anderen
gastrischen Lymphomen gefunden (87, 88). Es wird postuliert, dass CXCL13 im
Tumorgewebe autokrin wirkt und die Lymphomzellen zusammenhilt, was ihre geringe

Neigung zur Dissemination erkléren kdnnte.
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Die Kommunikation zwischen Lymphomzellen und dem sie umgebenden Tumorstroma stellt
einen Schliisselprozess fiir die Induktion, die Aufrechterhaltung sowie das Auswachsen
himatopoetischer Malignome dar. Eine solche zelluldre Interaktion beinhaltet mindestens drei
Eckpfeiler, zu denen mesenchymale oder Knochenmarks-abhingige Stromazellen, Zellen der
adaptiven und der angeborenen Immunabwehr und natiirlich die Tumorzellen selbst gehoren.
Die histomorphologischen sowie immunphénotypischen Kennzeichen von Lymphomen
ahmen vielfach Eigenschaften nach, wie sie auch in der Entwicklung von benignen
sekundéren und tertidren lymphatischen Organen auftreten.

Eine Reihe von Publikationen zeigen, dass in einer Vielzahl von hdmatopoetischen und nicht-
hidmatopoetischen Tumoren Chemokinrezeptoren erhoht exprimiert werden. Es wird
postuliert, dass dadurch die Tumordissemination/Lokalisation und Metastasierung sowohl
solider Tumore, aber auch von Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphomen reguliert wird (89,
50). So wird der homoostatische Chemokinrezeptor CCR7 auf verschiedenen Tumorentitdten
wie Melanomen (90, 91), Magenkarzinomen (92, 93), Mammakarzinomen (89), Hodgkin-
Lymphomen (94), chronisch-lymphatischen- und adulten T-Zell-Leukdmien (95, 96), und
primdren ZNS Lymphomen (97) hoch exprimiert. Dadurch werden Tumorzellen in die Lage
versetzt, auf lokal exprimierte Chemokine zu reagieren und in spezifische Organe
einzuwandern. Die Chemokine sind dabei an das Endothel der infiltrierten Organe gebunden
und konnen Zellen an diesen Positionen mit hoher Ligandenkonzentration in die Organe
dirigieren. Im klassischen Morbus Hodgkin konnte ich eine wichtige Rolle von CCR7 fiir die
Dissemination von neoplastischen Zellen herausarbeiten (94). Die neoplastische Kennzelle
des klassischen M. Hodgkin, die Reed-Sternberg-Zelle, wies hohe Expressionsmengen der
Rezeptoren CCR7 und CXCR4 auf und war in der interfollikuliren Zone lokalisiert, wo
gleichzeitig auch die entsprechenden Liganden, CCL19, CCL21 und CXCL12 auf den
sogenannten reaktiven Begleitzellen nachweisbar waren. Demgegeniiber exprimieren
Tumorzellen in der Lymphozyten-reichen Form (Typ 1) viel CXCR4, aber kein CCR7 und
befinden sich hauptsidchlich in den follikuldren Strukturen. Zum einen konnen die
unterschiedlichen Expressionsmuster fiir die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR7 auf den
jeweiligen Subtypen des Morbus Hodgkin als immunhistologisches Unterscheidungsmerkmal
fiir beide grofle Gruppen herangezogen werden. Zum anderen weisen unsere Ergebnisse auf
eine spezifische Funktion von CCR7 fiir die interfollikuldre Lokalisation der Tumorzellen des
klassischen Morbus Hodgkin hin. Weiterhin konnten wir dieses differenzierte Muster der

Chemokinrezeptorexpression mit der Aktivitét einiger Transkriptionsfaktoren (NF-kb, Oct2,
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Bobl) und mit dem Ausreifungsstadium der vermutlich zugrundeliegenden B-Zellpopulation
korrelieren (94).

In einem Maustumor-Modell konnten Miiller und Kollegen (2001) zeigen, dass die Infiltration
von Brustkrebszellen in bestimmte Organe iiber lokal exprimierte Chemokine, wie z.B.
CCL21 und CXCL12, gesteuert wird. Die in vivo Blockade des Chemokinrezeptors CXCR4
oder CCR7 auf Brustkrebszellen fiihrte zu einer deutlich verringerten Entwicklung von
Lungen- und Lymphknoten-Metastasen (89).

Neben der Rolle des Chemokin/Chemokinrezeptorsystems fiir die Migration, Lokalisation
und Metastasierung von Tumorzellen, kdnnen Chemokine auch als Wachstumsfaktoren fiir
verschiedene Tumorentititen wirken. Die Proliferation metastasierender Tumorzellen in
infiltrierten Geweben kann entweder durch autokrine- oder durch gewebespezifische,
parakrin-wirkende Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Chemokine ausgeldst werden. CXCL8
(IL-8) und CXCLI1 sind Beispiele fiir Chemokine, die als autokrine Wachstumsfaktoren
fungieren und von Melanomzellen (98), Leber- und Pankreas-Tumoren (99), und
Kolonkarzinomen (100) produziert werden. Weiterhin wurde beschrieben, dass insbesondere
die CXC ELR" Chemokine, z.B. CXCLS, aber auch einige ELR Chemokine, z. B. CXCL10,
als angiogene Faktoren die Gefdf3bildung von Tumoren regulieren und damit deren Wachstum
und Versorgung unterstiitzen (101). Eine weitere Besonderheit stellt der konstitutiv aktive,
HHV-8 kodierte GPCR ORF74 da, welcher sowohl an der Proliferation, als auch an der
Transformation von Zellen beteiligt zu sein scheint (102).

Zusammenfassend kann man sagen, dass Chemokine und Chemokinrezeptoren in vielfaltiger
Weise an der Entwicklung und Ausbreitung von hématopoetischen und nicht-
himatopoetischen Neoplasien beteiligt sind. Auf der anderen Seite werden Chemokine aber
auch zur Verstirkung einer Immunantwort gegen Tumore eingesetzt, indem man sich ihre
chemotaktische Funktion zur Rekrutierung immunkompetenter Zellen in das Tumorgewebe
zu Nutze macht. So konnte in einigen Mausmodellen durch Applikation der rekombinanten
homdostatischen Chemokine CCL19 und CCL21 oder von CCL20 in einen subkutan
gewachsenen syngenen Tumor die zellulédre, anti-tumorale Immunantwort verstirkt und das

Tumorwachstum inhibiert werden (103-106).
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4)  Zusammenfassung und Ausblick

Die Ausbildung einer effektiven adaptiven Immunantwort nach einer Infektion oder wéhrend
einer Entziindung erfordert eine koordinierte Zirkulation von Immunzellen durch fast alle
Bereiche des Korpers. Die Reifung von T- und B-Lymphozyten und die Aufrechterhaltung
der Funktionsbereitschaft im Immunsystem ist von der Wanderung der Lymphozyten
innerhalb der lymphatischen Gewebe und von einem lymphatischen Organ zum anderen
abhingig. Im Gegensatz zu Granulozyten, die mit einer begrenzten Auswahl von
Chemokinrezeptoren auskommen, beanspruchen die T-Lymphozyten nahezu alle bekannten
Rezeptoren. Das distinkte Expressionsmuster passt sich dem funktionellen Zustand der
Lymphozyten an, und kann als spezifischer Marker fiir ihre Reife, Differenzierung und

Aktivierung angesehen werden.

Die in der vorliegenden Habilitationsschrift vorgestellten Arbeiten verdeutlichen die
funktionelle Relevanz der konstitutiven Chemokine und ihrer Rezeptoren fiir die
Aufrechterhaltung lymphozytirer Homdostase sowie fiir die Induktion adaptiver
Immunantworten. Der {iberraschende Befund, dass CCR7 nicht nur lymphozytire
homoostatische Rezirkulation durch lymphatische Organe, sondern auch durch peripheres
Gewebe steuert, hat entscheidend zur Charakterisierung einer weiteren biologischen Funktion
von CCR7 gefiihrt.

Zusammen mit neueren Daten aus der Literatur ergibt sich folgendes Bild:

wenn Lymphozyten den homing Rezeptor CCR7 nicht exprimieren, konnen diese periphere
Gewebe, wie z.B. die Haut, Korperhdhlen oder auch mukosales Gewebe nicht mehr verlassen
und akkumulieren dort. Entwickeln sich solche Ilymphoiden Aggregate weiter zu
funktionellen ektopischen Follikeln, wie in der Magenschleimhaut von CCR7-defizienten
Maiusen, konnen mit zunehmendem Alter der Versuchstiere pathomorphologische
Verdnderungen in benachbartem, viszeralen Gewebe beobachtet werden. Momentan
untersuche ich, ob letzteres direkt durch die Entwicklung der ektopen lymphoiden Follikel
induziert wird und welche molekularen Mechanismen dem zu Grunde liegen.
Interessanterweise kommt es auch zur Akkumulation von Effektor/Memory T-Zellen oder
regulatorischen T-Zellen am Ort von Entziindungen in CCR7-defizienten Mausen, oder aber
nach Transfer von CCR7-defizienten T-Zell-Subpopulationen. In beiden Fillen verstirken

sich lokal die  Effektorfunktionen der jeweiligen  T-Zell-Subpopulationen.
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Zusammengenommen scheint CCR7 ein entscheidender Regulator fiir die lymphozytire
Rezirkulation in der Homoostase und unter entziindlichen Bedingungen zu sein.

CCRY7 steuert weiterhin die koordinierte Migration von DCs und T-Zellen und deren
Zusammentreffen in der T-Zellzone sekundirer lymphatischer Organe. Somit ist CCR7 auch
ein wichtiger Induktor primérer Immunantworten wéhrend einer bakteriellen oder viralen
Infektion. Wie aus unseren Arbeiten hervorgeht, ist der Einflul von CCR7 aber beschrankt
auf die Aktivierung bestimmter T-Zell-Subtypen und bestimmte Reifungsstadien von T-
Zellen, wéhrend die Aktivierung anderer T-Zell-Subpopulationen durch alternative

Mechanismen induziert wird.

Um der Immunabwehr am Ort einer Infektion zu entgehen, kodieren z.B. Herpesviren fiir
immunmodulatorische Mediatoren wie Chemokin- und Chemokinrezeptor-Homologe. Ein
Beispiel ist der HCMV-kodierte Rezeptor US28, der durch die Bindung von Chemokinen,
wie CCL5 (RANTES), entziindliche Mediatoren aus der Umgebung einer viralen Infektion
wegfiangt und dadurch eine effektive anti-virale Immunantwort verhindert. Wir haben die
molekularen Mechanismen dieser Immunmodulation mittels einer Kombination von
Mutagenesestudien und biochemischen sowie zellbiologischen Methoden aufgeklart.
Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass eine bisher einzigartige konstitutive
Phosphorylierung von US28 sowohl dessen Zelloberflichenexpression, als auch die
Endozytose des Rezeptors reguliert. Letzteres bildet die mechanistische Grundlage fiir die
Ligandeninternalisierung, welche wiederum eine wichtige Voraussetzung fiir die Beseitigung
inflammatorischer Chemokine am Ort einer Infektion darstellt. Bislang exisitiert leider kein
geeignetes Mausmodell, um die hier postulierte immunmodulatorische Funktion von US28 in

vivo zu liberpriifen.

Im letzten Kapitel dieser Habilitationsschrift habe ich die immunpathologische Bedeutung
von CXCRS5 und CCR7 in einem Antigen-induzierten Arthritis Modell und fiir
Tumorerkrankungen herausgearbeitet.

Es konnte klar gezeigt werden, dass CXCRS eine essentielle Rolle in der Entwicklung und
Organisation tertidren lymphatischen Gewebes in der spiten chronischen Phase einer AIA
spielt. Zur Zeit untersuche ich die Entwicklung und Organisation tertidren lymphatischen
Gewebes in chronisch-entziindeter Magenschleimhaut nach Infektion mit Helicobacter pylori.
Auch in diesem zweiten Modell einer chronischen Entziindung weisen die CXCRS-
defizienten Maiduse eine reduzierte Entwicklung ektopischer  Strukturen auf.
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Zusammengenommen stellt der Chemokinrezptor CXCRS ein viel versprechendes
Zielmolekiill zur pharmakologischen Intervention bei chronischen Entziindungen und

Autoimmunerkrankungen dar.

Zahlreiche Beispiele belegen die Rolle des Chemokin-/Chemokinrezeptor-Systems bei der
malignen lymphatischen Organogenese und der Tumormetastasierung. Wir konnten den
EinfluB des homdostatischen Chemokinrezeptors CCR7 auf die Dissemination der
spezifischen Tumorzellen im Morbus Hodgkin nachweisen. Wiahrend lymphozytire und
histiozytire (L&H)-Zellen der lymphozytenreichen Form iiberwiegend innerhalb follikulérer
Strukturen lokalisiert sind, positionieren sich die Hodgkin/Reed-Sternberg-Zellen (HRS) der
klassischen Hodgkin-Variante vorwiegend in der interfollikuldren oder in der follikuldren
Mantelzone des Lymphomgewebes. Es zeigte sich, dass L&H-Zellen den Chemokinrezeptor
CCR7 nicht exprimieren, wahrend umgekehrt die HRS-Zellen hohe Expressionsspiegel des
Rezeptors CCR7 aufwiesen. Somit korrespondiert die CCR7-Rezeptorexpression exakt mit
der Verteilung ihrer Liganden im Lymphomgewebe. Wir postulieren, dass CCR7 Expression
eine Voraussetzung fiir die spezifische Lokalisation von Tumorzellen des klassischen
Hodgkin-Subtyps ist.

Zur Zeit untersuche ich das Expressionsprofil und die funktionelle Signifikanz von
Chemokinen und Chemokinrezeptoren bei Primar-mediastinalen B-Zell Lymphomen
(PMBL). Mittels Untersuchungen zur Interaktion von Lymphomzellen mit einem
Lymphknoten-spezifischen Zellmilieu in einem Maus-Lymphommodell mdchte ich die
Bedingungen fiir "Immune Escape" und Krankheitsprogress von Lymphomen néher
charakterisieren.

Zusammengefasst dienen meine zukiinftigen experimentellen Ansidtze der Dissektion der
zelluldren Bedingungen fiir eine maligne lymphatische Organogenese. Ich erwarte, dass sich
aus der Charakterisierung der zelluliren Komponenten sowie deren Kommunikationswege
Ansdtze fir das Verstindnis der Lymphompathogenese ergeben werden. Die neu
identifizierten interzelluldren Interaktionen versprechen die Mdglichkeit einer
pharmakologischen oder immunologischen Intervention, so dass unser gegenwirtiges
therapeutisches Repertoire entscheidend verbessert werden konnte.

Ohne Zweifel wird es zukiinfig von herausragendem Interesse sein, wie sich die
pharmakologische Intervention in das Chemokin/Chemokinrezeptorsystem als erfolgreiche

Strategie zur Behandlung von Krebs oder Autoimmunerkrankungen etablieren 146t.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Ag
AIA
AIDS

AK

APC
BCA-1
BrdU
CCL, CCR
CD

CFA
CFSE
CMV

CTL
CXCL, CXCR
DC

DTH

EBV

ELC
ELISA

E-, L-, P-Selektin

FACS
FDC
FITC
GPCR
HCMV
H&E
HEK
HEV
ICAM-1
IFNy

Antigen

Antigen-induzierte Arthritis

Erworbene Immunschwiéchekrankheit (4cquired immune
deficiency syndrome)

Antikorper

Antigen-préasentierende Zelle (antigen-presenting cell)
B-cell attracting chemokine-1

5-Bromo-2’-desoxyuridin

CC-Chemokinligand, -rezeptor

Cluster of differentiation

Komplettes Freund’s Adjuvans (complete Freund’s adjuvant)
Carboxyfluorescein-succinimidylester

Zytomegalievirus (Cytomegalovirus)

Zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes)
CXC-Chemokinligand, -rezeptor

Dendritische Zelle (dendritic cell)

delayed type hypersensitivity

Epstein-Barr-Virus (HHV-4)

EBI 1-ligand chemokine

Enzymgekoppelter Immuntest (enzyme linked immunosorbent
assay)

Endothelial-, leukocyte-, platelet-selectin
Durchflulzytometrie (fluorescence activated cell sorting)
Follikuldre Dendritische Zelle (follicular dendritic cell)
Fluoresceinisothiocyanat

G-Protein gekoppelter Rezeptor (G-protein coupled receptor)
human Zytomegalievirus (human cytomegalovirus)
Héamatoxylin und Eosin

Human embryonic kidney

Hohe endotheliale Venole

Intercellular adhesion molecule-1

Interferon y
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IL

LFA-1

LT

LTi

LTo

L.p.

Lv.

mAb
MAdCAM-1
MALT

mBSA

MC
MCP-1, -2, -3
MHC

MIP-1a., -B
NF-xB
ORF
OVA
PALS
PI3K
PKA
PKC
PLC
plt
PMA
PNAd

RANTES

Ras

S.C.

Interleukin

Leukocyte function antigen-1

Lymphotoxin

Lymphoid tissue inducer cells

Lymphoid tissue organizer cells

intraperitoneal

intravends

monoklonaler Antikorper

Mucosal adressin cell-adhesion molecule-1
Mukosa-assoziiertes lymphoides Gewebe (mucosa-associated
lymphoid tissue)

Methyliertes Rinderserum Albumin (methylated bovine serum
albumin)

Mesenchymale Zelle

Monocyte chemoattractant protein-1, -2, -3 (CCL2, -8, -7)
Haupt-Histokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility
complex)

Macrophage inflammatory protein-1a., -8 (CCL3, -4)
Nuclear Factor-kB

Leserahmen eines Strukturgens (open reading frame)
Ovalbumin

Periarterielle lymphatische Scheide
Phosphoinositol-3-Kinase

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholipase C

Paucity of lymph node T cells

Phorbol-12-myristat-13-acetat

Peripheral node addressin

Rheumatoide Arthritis

Regulated on activation normal T cell expressed and secreted
(CCL5)

Rat sarcoma assoziierte GTPase

subkutan
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SCID
SLC
STAT
TNF
Tem
TCR
Tem
Tyl/Ty2
Treg

US

VAP-1
VCAM-1
Wt

Severe combined immunodeficiency
Secondary lymphoid tissue chemokine
Signal transducer and activator of transcription
Tumor-Nekrose-Faktor

Zentrale T- Gedéchtniszellen (7 central memory)
T-Zell Rezeptor (T cell receptor)
T-Effektorzellen (T effector memory)
T-Helferzellen Typ1/Typ2

regulatorische T-Zellen

einmaliger kurzer (unique short) Sequenzabschnitt des HCMV-
Genoms

Vascular adhesion protein-1

Vascular cell adhesion molecule-1

Wildtyp
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