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Zusammenfassung

Auch unter physiologischen Bedingungen finden sich T-Zellen und andere Leukozyten nicht
nur in den Sinusoiden, sondern auch im Parenchym der Leber. Da die Leber u. a.
verschiedene Aufgaben fiir das Immunsystem iibernimmt (z. B. Deletion aktivierter T-Zellen,
Induktion peripherer Toleranz), konnte die Akkumulation der T-Zellen in der Leber - neben
der immunologischen Uberwachung der Leber - Voraussetzung fiir ihre Modulation sein. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Leber-sinusoidalen Endothelzellen (LSEC),
der Barriere zwischen Blut und Leber-Parenchym, auf CD4" T-Zellen untersucht. Zum einen
zeigte sich, dass die LSEC sowohl die spontane Transmigration der T-Zellen, als auch ihre
Chemotaxis zu CXCL9 und CXCLI12 effizienter unterstiitzen als andere Endothelien. Eine
endotheliale Aktivierung durch die Chemokine wurde als Mechanismus ausgeschlossen.
Dagegen schien eine effiziente Prédsentation der Chemokine auf der luminalen LSEC-
Oberfldche nach Aufnahme von abluminal fiir die gesteigerte Transmigration der T-Zellen
verantwortlich zu sein. Die LSEC kdnnten somit in vivo an der Rekrutierung von T-Zellen in
die Leber beteiligt sein, indem sie eine rasche Wanderung der T-Zellen aus dem Blut ins
Parenchym und moéglicherweise auch zuriick in die Zirkulation zulassen. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die LSEC fihig sind, naive CD4" T-Zellen in vitro Antigen-spezifisch zu
aktivieren. Im Vergleich zu professionellen APZ war hierfiir eine hohere Antigen-Dosis
notwendig, die Expansion schwicher und es waren kaum Effektorzytokin-Produzenten
detektierbar. Diese konnten jedoch durch Restimulierung mit professionellen APZ induziert
werden (reversibler Phianotyp), was auf einen unreifen Differenzierungsstatus der T-Zellen
schlieBen lieB. Es bleibt zu priifen, in welchem MaBe die Aktivierung naiver CD4" T-Zellen
durch LSEC in vivo stattfindet und diese durch LSEC aktivierten CD4" T-Zellen funktionelle

Bedeutung, z. B. regulatorische Kapazitit, fiir das Immunsystem besitzen.

Leber Sinusoidale Endothelzellen, CD4" T-Zellen, Transmigration, Chemokin-Prisentation,

Antigen-Prisentation, Zytokin-Produktion



Abstract

The liver plays a major role for the metabolism, but it is also of general importance for the
immune system, e.g. for the deletion of activated T cells or the induction of peripheral
tolerance. Under physiological conditions T cells and other leukocytes can be found in the
liver, in the sinusoids as well as in the parenchyma. This hepatic accumulation of T cells
might be due to immunosurveillance, but it would also be a prerequisite for modulation of
T cells by hepatic cells. The present study investigated two different aspects of the interaction
of liver sinusoidal endothelial cells (LSEC), the barrier between the sinusoidal lumen and the
hepatic parenchyma, and CD4" T cells. In the first part of the study it could be demonstrated
that LSEC support the spontaneous transmigration of CD4" T cells as well as their chemotaxis
to CXCLI12 and CXCL9 more efficiently than other endothelial cells. Whereas a direct
endothelial activation by chemokines could be excluded the efficient chemokine presentation
at the luminal LSEC surface (after abluminal uptake) might be responsible for the enhanced
T cell transmigration. The findings suggest that LSEC might be involved in the recruitment of
T cells by supporting a rapid transendothelial migration. The second part of the study focused
on the characteristics of LSEC in the context of antigen presentation. LSEC were able to
prime and expand naive CD4" T cells in vitro but less effective than professional APC as
proven by weaker expansion of cells, a requirement for higher antigen concentration and the
lack of cytokine producing T cells. The “immature effector” phenotype of the CD4" T cells
primed on LSEC was reversible since it could be overcome by restimulation on professional
APC. In conclusion these data suggest that antigen presentation by LSEC results in activation

but incomplete differentiation of CD4 " T cells.

liver sinusiodal endothelial cells, CD4" T cells, transmigration, chemokine presentation, antigen

presentation, cytokine production
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Einleitung

1 Einleitung

Die Hauptfunktion des Immunsystems ist das Erkennen und Eliminieren von Pathogenen
sowie von korpereigenen apoptotischen oder nekrotischen Zellen. Dabei muss es nicht nur
zwischen fremd und selbst, sondern auch zwischen geféhrlich und ungefahrlich unterscheiden
konnen. Im Laufe der Evolution haben sich bei den Vertebraten hierfiir hochentwickelte
Mechanismen herausgebildet. Es gibt die angeborene (unspezifische) und die adaptive
(erlernte oder spezifische) Immunantwort. Fiir die angeborene Immunitidt sind u. a.
Granulozyten verantwortlich, die auf Pathogenen konservierte Oberflichenmolekiile erkennen
konnen und darauf reagieren. Die adaptive Immunantwort wird durch B- und T-Lymphozyten
vermittelt. Diese zeichnen sich durch Antigen-Spezifitit sowie hohe Diversitdt aus. Ein
weiteres Charakteristikum der adaptiven Immunantwort ist das immunologische Gedichtnis,
durch das die Immunantwort schneller und effektiver erfolgt, wenn der Organismus bereits

zuvor mit dem spezifischen Antigen Kontakt hatte.

1.1 Transendotheliale Migration der Leukozyten

Die Zellen des Immunsystems werden neben den Erythrozyten aus hidmatopoietischen
Stammzellen im Knochenmark gebildet. Sogenannte myeloide Stammzellen bringen die
polymorphkernigen Leukozyten (Monozyten, basophile, eosinophile und neutrophile Zellen)
hervor, aus lymphoiden Stammzellen entstehen T- und B-Lymphozyten. Nach Entstehung
wandern sie aus dem Knochenmark aus, entweder um auszudifferenzieren oder um zu ihrem
Funktionsort zu gelangen. So zirkulieren Monozyten im Blut und differenzieren fortwihrend
zu Makrophagen, sobald sie in die Gewebe einwandern. Naive Lymphozyten rezirkulieren
innerhalb des Blutes und der sekundéren lymphatischen Organe und Effektorzellen werden zu
Infektionsorten ins Gewebe rekrutiert. Die Immunzellen haben somit — anders als
organbildende Zellen — keine fixierte Position innerhalb des Organismus. Fiir sie ist die
transendotheliale Migration aus dem Blut in lymphatische Organe oder andere Gewebe ein

wichtiger Prozess.

1.1.1 Das Multi-Step-Modell

Die Wanderung von Leukozyten aus den BlutgefaBBen heraus — auch Extravasation genannt —
lasst sich in mehrere sequentielle Schritte unterteilen (Abb. 1) [1]. Zuerst nehmen die
Leukozyten losen Kontakt mit dem Endothel auf. Sie werden abgebremst und rollen auf der
Oberfliche des Endothels entlang. Dieses Rollen wird v.a. durch Selektine gesteuert.
Wihrend der transienten Adhdsion an das Endothel werden die Leukozyten dann {iber auf

dem Endothel prisentierte Chemokine aktiviert. Dieses ,,Triggering® der Leukozyten iiber

1



Einleitung

Chemokinrezeptoren fithrt zur Anderung der Integrin-Affinitit oder -Aviditit (inside-out
signaling) und damit letztendlich zur festen Adhision an das Endothel. Die adhirierten
Leukozyten passieren das Endothel und migrieren aufgrund subendothelialer chemotaktischer

Signale zu bestimmten Kompartimenten ins Gewebe.
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Abb. 1: Mehr-Schritt-Modell der Leukozyt/Endothel-Erkennung und Extravasation aus dem Blut. Die
sequentiell erfolgenden Schritte Rollen entlang des Endothels, Aktivierung, feste Adhdsion und transendotheliale
Migration und die dabei notwendigen Rezeptor-Ligand-Interaktionen ermoglichen das spezifische Homing bzw.
Rekrutieren bestimmter Leukozyten-Populationen. Abbildung nach Schaerli & Moser, 2005 [2].
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1.1.2 An der Transmigration beteiligte Molekiile

Die Transmigration der Leukozyten wird unter normalen sowie unter pathologischen
Bedingungen von der Zusammensetzung der Chemokinrezeptoren und Adhésionsmolekiile
auf den Leukozyten, aber auch von der Kombination vorhandener Chemokine und

endothelialer Adhédsionsmolekiile bestimmt [3, 4].

1.1.2.1 Selektine

Die Selektine, die den ersten Schritt der Transmigrationskaskade vermitteln, gehdéren zu den
Kalzium-abhdngigen Lektinen, die als Typ 1 Transmembranproteine an sialylierte Carbo-
hydratgruppen binden [5]. Die drei bekannten Selektine P-, E- und L-Selektin weisen grof3e
Strukturhomologien auf. P-Selektin, das zuerst auf Thrombozyten nachgewiesen wurde, aber

auch von Endothelzellen exprimiert wird, und E-Selektin, das sich ebenfalls auf
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Endothelzellen findet, binden beide z. B. PSGL-1 (P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1). Dieser
wird vor allem von myeloiden, lymphoiden und dendritischen Zellen exprimiert und muss zur
Bindungsfahigkeit mit fukosylierten und sialylierten Oligosacchariden modifiziert sein.
L-Selektin wird von den meisten Leukozyten exprimiert und dient als Homingrezeptor fiir
lymphatische Gewebe. Als Liganden sind die Adhdsionsmolekiile GlyCAM-1 (glycosylation-
dependent cell adhesion molecule-1), MAdCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion
molecule-1), CD34 und Sgp200 bekannt, die z. B. von postkapilliren Venolen (HEV = high
endothelial venules) der Lymphknoten exprimiert werden. Auch PSGL-1 kann als Ligand fiir
L-Selektin dienen.

1.1.2.2 Integrine

Die Integrine, die die feste Adhdsion von Leukozyten an das Endothel vermitteln, sind eine
Familie heterodimerer transmembrandrer Glykoproteine, die aus zwei nicht kovalent
gebundenen Untereinheiten bestehen. Beim Menschen sind bisher 18 o~ und 8 B-Ketten und
von den moglichen Kombinationen 24 verschiedene Heterodimere gefunden worden. Die
meisten Integrine binden Komponenten der Extrazelluldren Matrix (EZM), einige erkennen
Rezeptoren auf anderen Zellen. Das Integrin ouf;, das eine Rolle beim Homing von
Leukozyten zur Mukosa spielt, bindet z. B. Fibronektin (FN), aber auch die endothelialen
Liganden MAdCAM-1 und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1). oy, (LFA-1 =
leukocyte function-associated molecule-1) erkennt die endothelialen Adhédsionsmolekiile
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), -2 und -3 [6].

Fiir eine feste Bindung zwischen den Integrinen und ihren Liganden miissen sie durch
Konformations- oder Avidititsdnderung, die durch Zellaktivierung ausgelost wird, in einen
bindungsfahigen Zustand tiiberfithrt werden. Dieser Adhdsion vermittelnde, aktivierende

Schritt kann durch Chemokine ausgelost werden [7].

1.1.2.3 Chemokine

Die Chemokine sind kleine chemotaktische Zytokine, deren Erkennung Zellen gerichtet
entlang eines Konzentrationsgradienten wandern ldsst. Sie sind nicht nur an der Rezirkulation
und Rekrutierung von Leukozyten beteiligt, sondern auch an der Organentwicklung,

Angiogenese, Angiostase und der Immunregulation [8].

Einteilung der Chemokine
Innerhalb der Zytokine bilden die Chemokine mit fast 50 Mitgliedern die groB3te Gruppe. Thre

systematische Nomenklatur basiert auf der Anzahl N-terminaler Cystein-Reste und der
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Anzahl dazwischen liegender Aminosduren und unterteilt die Chemokine in vier Familien. In
den beiden grofen Familien sind die Cystein-Reste entweder benachbart (CC) oder durch eine
Aminosdure getrennt (CXC). Die beiden kleinen Familien sind durch einen einzelnen
Cystein-Rest (C) oder drei zwischen den Cystein-Resten liegenden Aminosduren (CX;C)
gekennzeichnet. Eine komplette Liste der systematischen Nomenklatur fiir Chemokine und
ihre Rezeptoren ist im Review von Kim, 2004 zu finden [9].

Neben der systematischen Nomenklatur lassen sich die Chemokine auch aufgrund ihrer
Funktion klassifizieren [10]: Die meisten Chemokine gehoren zu den inflammatorischen (oder
induzierbaren) Chemokinen. Diese kontrollieren die Rekrutierung von Effektor-Leukozyten
bei Infektion, Entziindung, Gewebsverletzung oder zu Tumoren. Die homeostatischen (oder
konstitutiven) Chemokine — CCL18, CCL19, CCL21, CXCL12, CXCLI13 und CXCL14 —
dirigieren Leukozyten wihrend der Himatopoese im Knochenmark und im Thymus, wéhrend
der Initiierung der adaptiven Immunantwort in Milz, Lymphknoten und den Peyer’s Patches,
sowie bei der Uberwachung von gesundem peripheren Gewebe. Die Chemokine CCLI,
CCL17, CCL20, CCL22, CCL25, CXCL9, CXCL10, CXCLI11 und CXCL16 konnen nicht
eindeutig einer der beiden Kategorien zugeordnet werden, gelten damit als Chemokine mit

dualer Funktion.

Chemokinrezeptoren

Die zelluldire Antwort auf ein Chemokin ist in der Regel schnell in ihrer Entstehung und
transient in ihrer Dauer. Die Chemokinerkennung erfolgt iiber spezifische Chemokin-
rezeptoren, die zur Familie der Sieben-Transmembran-Dominen-Rezeptoren gehdren. Diese
sind an heterotrimere GTP-bindende Proteine (G-Proteine) gekoppelt; im Fall der
Chemokinrezeptoren an die inhibitorischen G-Proteine (G;) [11].

Fiir die Chemotaxis ist die Freisetzung der By-Untereinheit sehr wichtig [12]: Uber direkte
Interaktion aktiviert diese z. B. die Phospholipase C-Isoformen PLC-, und -B;, was zum
einen durch Produktion von Inositol-1, 4, 5-triphosphat (IP3) zur transienten Erhéhung des
intrazelluldren freien Kalziums fiihrt, zum anderen durch Produktion von Diacylglycerol zur
Aktivierung der Proteinkinase C. Ein weiterer Effektor der PBy-Untereinheit ist die
Proteinkinase B, die durch die Phosphatidylinositol-3-kinase y (PI3Ky) aktiviert wird. Dies
fiihrt zu einer Kaskade von Phophorylierungen durch z. B. MAP-Kinasen (mitogen activated
protein kinase) und GTPasen wie Rac und Rho, womit zelluldre Funktionen wie Adhésion,
Chemotaxis, Degranulierung und ,,respiratory burst* ausgelost werden [8]. Die a-Untereinheit

ist trotz ihrer intrinsischen GTPase-Aktivitit, welche die Bindung zwischen o- und [By-
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Untereinheit reguliert, und einer moglichen Aktivierung von Kinasen der Src-Familie beim
Chemokin-Signalweg von geringerer Bedeutung [11]. Dauer und AusmaB des
Signaltransduktion werden zusdtzlich von der Internalisierung des Chemokin/Rezeptor-
Komplexes (Homologe Desensibilisierung) sowie vom Abkoppeln des Rezeptors vom G-
Protein (Heterologe Desensibilisierung) beeinflusst [2].

Die Nomenklatur der Chemokinrezeptoren richtet sich nach ihren Liganden. CXCL-bindende
Rezeptoren beginnen mit CXCR, CCL-bindende mit CCR. Die meisten Rezeptoren haben
mehrere Liganden, welche oft ein dhnliches Expressionsmuster aufweisen (CXCR3 —
CXCL9, CXCL10 und CXCL11), andere Rezeptoren haben nur einen Liganden (CXCR4 —
CXCL12). Es gibt auch Chemokine, die mehrere Rezeptoren binden koénnen (CCL5 — CCRI,
CCR3, CCRS) [9].

Chemokin-Prdsentation

Chemokine enthalten viele basische Aminosduren, was ihnen erlaubt, an die negativ
geladenen Zelloberflichen und an extrazelluldre Matrixproteine zu binden [9]. Diese
Eigenschaft ist z. B. wichtig fiir die 16slichen Chemokine, um die Diffusion weg vom Ort
ihrer Entstehung zu verhindern und so lokale Gradienten aufzubauen [13].

Alle Chemokine konnen negativ geladene Glykosaminoglykane (GAGs) wie Heparin,
Heparinsulfat, Dermatansulfat und Chondroitinsulfat binden, dies ist allerdings deutlich
weniger spezifisch als die Chemokin/Rezeptor-Interaktion. Eine N-terminale Region der
Chemokine ist wichtig fiir die Rezeptorbindung [14], wohingegen die Interaktion mit GAGs
C-terminal oder der N-terminalen Doméne gegeniiberliegenden Loops stattfindet [15].

GAGs iibernehmen viele biologische Funktionen, z.B. bei der Wachstumskontrolle,
Signaltransduktion, Zelladhdsion, Himostase und im Fettmetabolismus [16]. Es sind lange
lineare und heterogen sulfatierte Polysaccharide, die - bis auf die loslichen GAGs
Hyaluronsdure und Heparin — {iber Proteine immobilisiert sind, mit denen sie die
Proteoglykane formen. Diese sind ubiquitdr auf Zelloberflichen und der EZM verteilt und
bilden einen makromolekularen ,,Uberzug®, die Glykokalyx. Thre Komposition héngt von
Typ, Entwicklungsstadium und vom pathophysiologischen Zustand der jeweiligen Zelle ab
[17].

Die Wichtigkeit der Chemokin/GAG-Interaktion wurde initial unterstiitzt durch
Bindungsstudien von Chemokinen an aufgereinigte GAGs in vitro [18] sowie an
Endothelzell-Oberflichen gebundene GAGs in vitro [19] und in vivo [20]. Dabei zeigen die
Chemokine Unterschiede in den Affinitidten fiir verschiedene GAGs; ein Umstand, der zur

spezifischen Rekrutierung von Leukozyten beitragen konnte [18, 21]. So steigert z. B.
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Heparansulfat, nicht aber Heparin oder Chondroitinsulfat die CXCLS8 (IL-8 = Interleukin-8)
induzierte Migration von Neutrophilen in vitro [22].

Chemokine binden mit unterschiedlichen Effekten sowohl an immobilisierte als auch an
16sliche GAGs. So sind an 16sliche GAGs gebundene Chemokine unféhig, ihren Rezeptor zu
binden, was zur Blockade der biologischen Aktivitdt fiihrt, wohingegen Oberflichen-
gebundene GAGs die lokale Chemokinkonzentration erh6hen und Chemokine zur Erkennung
durch den Rezeptor prasentieren kénnen [19].

Fiir die Priasentation von CXCL8 auf vendosem Endothel konnte mittels
Elektronenmikroskopie gezeigt werden, dass das Chemokin an der abluminalen Seite des
Endothels aufgenommen wird, iiber bestimmte Vesikel, sogenannte Caveolae, transzytiert und
an der luminalen Endotheloberfldche priasentiert wird [20]. Dabei erscheint die Interaktion mit
GAGs notwenig, da mutiertes CXCL8 mit fehlender Bindungsfdhigkeit zu Heparansulfat
nicht mehr transportiert werden kann. Nach der Transzytose kommt es nicht zu einer
gleichméBigen Verteilung entlang der Endotheloberfliche, sondern CXCL8 wird auf den
Spitzen der Mikrovilli zusammen mit bestimmten Adhésionsmolekiilen wie ICAM-1
présentiert. Diese Kolokalisation der an der transendothelialen Migration beteiligten Molekiile
resultiert dann in erhohter Transmigration [23]. Auch fiir andere Chemokine konnte ein
Transport an die luminale Oberflaiche von Endothelzellen gezeigt werden: Transzytose von
CCL19 (ELC = EBL-1-ligand chemokine/MIP-3[3 = macrophage inflammtory protein) durch
HEV [24] sowie luminale Prasentation von CCL21 (6Ckine/SLC = secondary lymphoid tissue
chemokine) bzw. CCL2 (MCP-1 = monocyte chemoattractant protein) im drainierenden
Lymphknoten nach subkutaner bzw. intrakutaner Injektion [25, 26]. Die Transzytose dient
somit der lokalen Priasentation der im Gewebe produzierten Chemokine, um Lymphozyten ins

Gewebe zu rekrutieren.
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1.2 Interaktion von CD4" T-Zellen mit Antigen-priisentierenden Zellen
Wihrend der Rezirkulation der Lymphozyten innerhalb der lymphatischen Organe und der
Rekrutierung zu den peripheren Organen wird der Organismus auf das Vorhandensein
eingedrungener Pathogene iiberpriift. Neben den B-Zellen spielen dabei T-Lymphozyten eine
besondere Rolle, da sie die einzigen Zellen sind, die mittels hochvariabler Rezeptormolekiile
zur Erkennung und Unterscheidung verschiedenster Antigene in der Lage sind.
T-Lymphozyten stammen aus dem Knochenmark, ihre Reifung erfolgt jedoch im Thymus.
Sie erkennen Antigene nur in Form von Fragmenten, die an Molekiile des Haupt-
histokompatibilititskomplexes (MHC = major histocompatibility complex) gebunden sind. Es
gibt zwei Arten von MHC-Molekiillen. MHC-Klasse-I-Molekiille (MHC-I), die Peptide
aufnehmen, die beim Abbau von Antigenen im Cytosol entstanden sind, und MHC-Klasse-II-
Molekiile (MHC-II), die Peptide binden, die von in zelluldren Vesikeln abgebauten Proteinen
stammen. MHC-I-Molekiile finden sich auf nahezu allen zellkernhaltigen Kdorperzellen und
MHC-I gebundene Antigene werden von CDS8" T-Zellen erkannt. Im Gegensatz dazu
erkennen CD4" T-Zellen Antigene, die {iber MHC-II-Molekiile prisentiert werden. MHC-II-
Molekiile werden nur von einigen Zelltypen exprimiert, die man unter dem Begriff Antigen-
prasentierende Zellen (APZ) zusammenfasst. Zu diesen gehoren die professionellen APZ, also
dendritische Zellen (DCs), Makrophagen und B-Zellen, aber auch aktivierte T-Zellen,
Endothel- oder Epithelzellen [27].

Zur Eliminierung eingedrungener Pathogene ist die Effizienz der primiren Immunantwort von
groBer Bedeutung. Ein kritischer Schritt ist hierbei die Entwicklung naiver CD4" T-Zellen zu
Effektorzellen. Diese kann in mehrere Phasen unterteilt werden: Aktivierung, Proliferation
und Differenzierung.

Die Aktivierung erfordert neben dem Signal des T-Zell-Rezeptors (TZR), das durch die
Erkennung des Antigen/MHC-II-Komplexes ausgeldst wird, ein zweites, kostimulatorisches
Signal durch akzessorische Molekiile auf der APZ-Oberfliche, die mit Rezeptoren auf der T-
Zell-Seite interagieren (Abb. 2). CD28, der wichtigste kostimulatorische Rezeptor auf T-
Zellen, bindet zwei Mitglieder der B7-Familie auf APZ: CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2).
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4), ein Homolog zu CD28 und ebenfalls
Rezeptor fiir CD80 und CD86, wird nach Aktivierung der T-Zelle exprimiert und supprimiert
T-Zell-Proliferation und Zytokin-Produktion [28]. Der induzierbare Kostimulator ICOS ist
das dritte Mitglied der CD28-Familie und erkennt den Liganden B7h, der auf B-Zellen,
Makrophagen und nicht-lymphoidem Gewebe zu finden ist [29, 30]. Weitere akzessorische
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Molekiile der B7-Familie sind PD-L1 (B7-H1) und PD-L2 (B7-DC), deren Rezeptor PD-1 ist.
Fir B7-H1 und B7-DC sind sowohl inhibierende als auch stimulierende Effekte auf
Proliferation und Zytokin-Produktion beschrieben worden [31]. Auch ICAM-1 und -2, CD40,
VCAM-1, CD24, CD70 und OX-40L gehdren zu den kostimulatorischen Liganden [32-39].

Antigen-prasentierende Zelle

ICAM-1/-2 CD70
ox-4oL '
w  VCAM-1 CD40  (cpgo, MHC-Il B7-H1, Al

B7h B7-DC  (CD24)

|
O T

~— ., CD40L CD28, ICOS  PD-1 | B
L8| VLA-4 CTLA-4 unknown L
(CD29/CD49d) CD3  CD4 receptor cD27
LFA-1 0OX-40

CD4" T-Zelle

Abb. 2: Interaktionen zwischen T-Zelle und APZ. Neben dem TZR/Antigen/MHC-II-Komplex erfordert die
T-Zell-Aktivierung weitere Interaktionen zwischen akzessorischen Molekiilen der APZ und ihre zugehérigen
Rezeptoren auf der T-Zell-Seite.

In der Proliferationsphase wird aus den wenigen, fiir ein Antigen spezifischen Zellen eine
groe Population generiert (klonale Expansion), die zu Zellen mit Effektorfunktion
differenziert. Hierbei spielen viele Faktoren wie Intensitdt des TZR-vermittelten Signals, Art
der Kostimulation oder Anwesenheit wachstumsférdernder oder polarisierender Zytokine eine
Rolle. So beeinflusst das Zytokin IL-2, ein autokriner, potenter Wachstumsfaktor fiir
T-Zellen, den Grad der Expansion. Ein starkes TZR-Signal, IL-12, IFN-y (Interferon-y) und
das Fehlen von IL-4 generieren Thl-polarisierte Zellen, wohingegen ein schwécheres TZR-
Signal, die Anwesenheit von IL-4 und das Fehlen von IFN-y Th2-polarisierte Zellen
begiinstigt [40]. Die inflammatorisch wirkenden Th1-Zellen, die IFN-y und TNF-a (Tumor
Nekrosis Faktor-at) produzieren, aktivieren Makrophagen und zytotoxische T-Lymphozyten,
Th2-Zellen, die IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren, inhibieren eher die Zell-vermittelte
Immunitét und aktivieren die humorale Immunantwort (B-Zell-Helfer) [41].

Eine Differenzierung erfolgt nicht nur auf Ebene der auszuiibenden Effektorfunktion, auch
das Expressionsmuster von Adhidsionsmolekiilen und Chemokinrezeptoren verdndert sich:
Wihrend naive CD4" T-Zellen fiir die Rezirkulierung u. a. CD26L und CCR7 (Rezeptor fiir
CCL19 und CCL21) benétigen, exprimieren z. B. nahezu alle Th1-Zellen CXCR3 (Rezeptor
fiir CXCL9, CXCL10 und CXCL11), die meisten Th2-Zellen dagegen CCR4 (Rezeptor fiir
CCL17/TARC und CCL22/MDC) [42].
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Der Grofiteil der Effektorzellen, die wéihrend der klonalen Expansion generiert werden, ist
kurzlebig und stirbt durch aktivierungsinduzierten Zelltod. Daher ist die Anzahl langlebiger
sogenannter Memoryzellen begrenzt und die Diversitdt des T-Zell-Repertoires bleibt erhalten
[43]. Neben peripheren Memoryzellen, die die Effektorfunktion und Féhigkeit zur
Rekrutierung in periphere Organe beibehalten, entstehen ruhende zentrale Memoryzellen, die
die Fahigkeit zur Rezirkulierung in den sekundiren lymphatischen Organen zuriickgewinnen
(Expression von CD62L und CCR7) [44]. Ob die Differenzierung zu Effektor- und
Memoryzellen linear erfolgt (Entwicklung der Memoryzellen aus einigen Effektorzellen) oder
ob Effektor- und Memoryzellen unabhéngig von einander entstehen, ist noch ungeklart
[43, 45]. Effektor- und Memoryzellen lassen sich nicht durch einen spezifischen Marker
voneinander abgrenzen, in der Literatur finden sich zum Teil sogar iiberlappende
Definitionen. Daher wird in der vorliegenden Arbeit fiir beide Populationen ein gemeinsamer
Begriff wie ,,Antigen-erfahrene* oder ,,Effektor/Memory* T-Zellen verwendet.

Es ist allgemein akzeptiert, dass eine optimale Stimulation der naiven CD4" T-Zellen und
damit eine effiziente von CD4" T-Zellen vermittelte Inmunantwort die Beteiligung aktivierter
professioneller APZ voraussetzt. Durch inflammatorische Signale wie Lipopolysaccharide
(LPS), CpG-Motive, aber auch TNF-o werden unreife DCs, die durch eine hohe
phagozytotische Kapazitit und eine geringe Expression kostimulatorischer Molekiilen
charakterisiert sind, aktiviert und koénnen zu reifen DCs differenzieren. Kostimulatorische
Liganden wie CD40, CD80 und CD86 werden hochreguliert, die zusétzlich zum TZR-Signal
den notwendigen Kostimulus fiir die Initiilerung der Immunantwort auslésen [46, 47]. Ein
TZR-Signal in Abwesenheit von Kostimulation kann dagegen zur T-Zell-Anergie fiihren
[48-50]. T-Zellen sind dann trotz optimaler Restimulation — z. B. aufgrund von fehlender

IL-2-Produktion — nicht mehr in der Lage zu proliferieren.
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1.3 Die Leber

Die Leber (griech. Hepar, lat. Jecur) ist das zentrale Organ des gesamten Stoffwechsels. Die
wichtigsten Aufgaben sind die Produktion von Gerinnungsfaktoren, die Speicherung von
Glukose, die Galleproduktion sowie Abbau und Ausscheidung von Stoffwechselprodukten,
Medikamenten und Giftstoffen. Die Stoffe werden von der Leber je nach Bedarf ans Blut
abgegeben oder aus dem Blut entfernt. Die Blutzufuhr in der Leber erfolgt zum einen iiber die
hepatische Arterie, zum andern wird ndhrstoffreiches Blut vom Darm tiiber die Pfortader
(Vena portae) in die Leber transportiert (Abb. 3). Das Blut stromt durch das Kapillarnetz der

Leber, die Sinusoide, und verldsst die Leber letztendlich {iber die Lebervene (Vena hepatica).

1.3.1 Die sinusoidalen Endothelzellen der Leber

In der Leber adulter Saugetiere sind ca. 65 % der Zellen Hepatozyten, die {ibrigen sind nicht-
parenchymale, hauptsédchlich sinusoidale Zellen [51]. Die Sinusoide enthalten neben den
Endothelzellen (LSEC = Leber-sinusoidale Endothelzellen) vor allem Leber-residente
Makrophagen, genannt Kupffer Zellen, und Ito Zellen, die auch als Fett-speichernde Zellen
bezeichnet werden [52]. Des Weiteren findet man in der Leber residente DCs [53] und
Lymphozyten [54, 55].

Die hepatischen Sinusoide mit einem Durchmesser von 5-7 um werden von einem Endothel
ausgekleidet, welches sich morphologisch und phéinotypisch von vaskulirem Endothel
anderer Organe unterscheidet. Die LSEC sind nur durch den Disse’schen Raum von den
darunterliegenden Hepatozyten getrennt, da die typische Basalmembran fehlt [56]. Die LSEC
haben Fenestrae mit einem Durchmesser von ca. 150 nm, die in Clustern, sogenannten
Siebplatten, angeordnet sind [57]. Diese sorgen zwischen dem sinusoidalen Lumen und dem
Parenchym fiir einen intensiven Austausch von Stoffen. Zusammen mit den phagozytierenden
Kupffer Zellen sind die LSEC aufgrund der Rezeptor-vermittelten Pinozytose ein wichtiger
Teil des angeborenen Immunsystems, indem sie an der Entsorgung zirkulierender

Makromolekiile beteiligt sind [58].

1.3.2 Rekrutierung von Lymphozyten in die Leber

Im Vergleich mit lymphoiden Geweben haben die Lymphozyten in der Leber eine andere
Zusammensetzung und einen speziellen Phénotyp. Es finden sich z. B. vermehrt NK-Zellen
(Natiirliche Killerzellen), NKT-Zellen und y3-T-Zellen. Dazu ist unter den konventionellen
o3-T-Zellen die Frequenz an Effektor-/Memory T-Zellen erhoht [55].
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Abb. 3: Die Feinbau der Leber. Die Leber hat mehrere Leberlappen (A), die sich aus 1-2 mm groB3en
Leberldppchen (Lobuli) zusammensetzten. An den Eckpunkten benachbarter Lobuli liegen die Periportalfelder,
in denen jeweils ein Ast der Leberarterie, der Pfortader und ein Gallengang verlduft (B). Zwischen den
Hepatozyten liegen die Kapillaren der Leber, die Sinusoide. Diese transportieren das Blut aus der Pfortader und
der Arterie in Richtung Zentrum der Lobuli, wo es von einer Zentralvene aufgenommen wird. Die Venen
vereinigen sich und das But verlésst die Leber letztendlich {iber die Lebervene. Die Sinusoide der Leber werden
von spezialisiertem Endothel ausgekleidet und sind durch den Disse’schen Raum vom Parenchym getrennt (C).
Im Lumen der Sinusoide sind die Leber-residenten Makrophagen, die Kupffer Zellen, angesiedelt, im
Disse’schen Raum die Ito Zellen. Bildnachweis: A: http://www.wip.villa-bosch.de/PatInf/dr_topf/Galle
anatomie.htm, B: http://www.niaaa.nih.gov/gallery/liver/lobulep295.htm, C: nach Lalor & Adams, 2002 [59].

Die intrahepatischen Lymphozyten sind nicht nur im sinusoidalen Lumen, sondern auch im
Parenchym zu finden [54, 60]. Neben intrahepatischer Expansion und Apoptose beeinflusst
auch das Migrationsverhalten ihre zelluldre Zusammensetzung [61]. Die Einwanderung in die

Leber scheint dabei hauptsichlich in den Sinusoiden stattzufinden, da v. a. dort die fiir die

Transmigration notwendige Adhdsion beobachtet wurde. Im Unterschied zu anderen
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Endothelien spielen hierbei Selektine nur eine minimale Rolle [62]. Der langsame Blutfluss in
der Leber sowie der geringe Durchmesser der Sinusoide scheinen fiir die Initiierung der
Adhidsion von Lymphozyten an das Endothel ausreichend. Die feste Adhdsion der
Lymphozyten wird dann durch bestimmte, konstitutiv in der Leber exprimierte
Adhisionsmolekiile — z. B. ICAM-1, VCAM-1 und VAP-1 (vascular adhesion protein-1) —
vermittelt [63, 64].

Ferner spielt die Chemokin-bedingte Aktivierung der Lymphozyten eine Rolle, da sie der
festen Adhésion und transendothelialen Migration vorausgeht. Einige der Chemokine sind
nicht nur bei Infektion oder Inflammation, sondern auch konstitutiv in der Leber exprimiert:
CXCL9 (Mig = monokine-induced by IFN-y) wird in der Leber, nicht aber in anderen
peripheren Organen wie Lunge, Darm oder Gehirn konstitutiv exprimiert. Zusammen mit
CXCL10 (IP-10 = interferon-inducible protein 10) und CXCL11 (ITAC = interferon-
inducible T-cell alpha chemoattractant) bindet es den Rezeptor CXCR3, der u. a. auf Thl-
polarisierten Lymphozyten exprimiert ist. Bei chronischer Hepatitis ist flir sinusoidale
Endothelzellen eine gesteigerte Proteinexpression von CXCL9 zusammen mit CXCL10
beschrieben [65-67].

Die konstitutive Expression von CXCL12 (SDF-lo = stromal-cell-derived factor-1a.,
Rezeptor ist CXCR4) ist u. a. in vielen peripheren Organen wie Leber, Niere, Herz und
Muskel beschrieben. In der normalen Leber wird CXCL12 hauptsdchlich von Gallengang-
Epithelzellen exprimiert. Bei chronischer Hepatitis B oder C findet man eine Herauf-
regulierung auf dem Endothel neugebildeter Blutgefalie [68-70].

CCL21 (6Ckine/SLC, Rezeptor ist CCR7) konnte beim Menschen nur in den lymphoiden
Organen, im murinen System u. a. in Lunge, Niere, Herz und Leber detektiert werden. In der
Leber wird die konstitutive Produktion von CCL21 portalem lymphatischen Endothel sowie
Bindegewebe bzw. einigen DCs im Periportalfeld zugeschrieben [69, 71-73].

Weitere konstitutiv exprimierte Chemokine sind u.a. CXCL16 (Bonzo-Ligand oder
SexCkine, Rezeptor ist CXCR6) [74, 75] und CCL20 (MIP-30/LARC = Liver and activation-
regulated chemokine, Rezeptor ist CCR6) [76-78], sowie die CCR1 bindenden Chemokine
CCL3 (MIP-1a), CCL5 (RANTES = regulated on activation, normally T-cell-expressed and
-secreted) und CCL15 (HCC-2/MIP-5) [79-81].

Die Kombination von Adhdsionsmolekiilen und Chemokinen bestimmt die Rekrutierung von
Lymphoyzten zu den peripheren Organen. In der Leber ist die Anzahl der beteiligten

Molekiile unter physiologischen Bedingungen zwar begrenzt, das genaue Zusammenspiel der
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konstitutiv exprimierten Chemokine und der auf den Leberendothelien vorhandenen

Adhésionsmolekiile muss jedoch noch geklirt werden.

1.3.3 Induktion peripherer Toleranz in der Leber

Neben den metabolischen Aufgaben iibernimmt die Leber eine Anzahl wichtiger Funktionen
fiir das Immunsystem. Beziiglich der angeborenen Immunantwort ist die Leber wichtig fiir die
Produktion von Akute-Phase-Proteinen und die Eliminierung apoptotischer Zellen. In Bezug
auf die adaptive Immunantwort spielt die Leber nicht nur eine Rolle bei der Deletion
aktivierter T-Zellen, die inflammatorischen Reaktionen aus dem ganzen Kdrper entstammen,
und wahrscheinlich bei der extrathymischen T-Zell-Differenzierung, sondern sie ist auch an
der Induktion peripherer Toleranz beteiligt [82]. So zeigen Transplantationsmodelle, dass die
Leber im Vergleich zu anderen Organen nicht nur besser akzeptiert wird, sondern — bei
gleichzeitiger Transplantation mehrerer Organe — auch die Akzeptanz anderer allogener
Organe erhoht [83]. Die Leber scheint auch eine Rolle fiir die Etablierung von oraler Toleranz
zu spielen, da die Induktion oraler Toleranz durch einen portocavalen Shunt, der die
Blutzufuhr vom Darm zur Leber unterbricht, verhindert werden kann [84].

Uber den Einfluss der Leber auf CD8" T-Zellen ist bereits einiges bekannt. So akkumulieren
aktivierte Antigen-spezifische CD8" T Zellen in der Leber und werden dort mittels Apoptose
eliminiert [85]. In Leber-Transplantationsmodellen werden allospezifische CDS"™ T-Zellen in
der Leber eliminiert oder in vivo moduliert [86, 87], was zu systemischer Donor-spezifischer
Toleranz fiihrt. Tiermodelle mit Leber-spezifischer Antigenexpression zeigen, dass
Stimulation von CD8" T-Zellen in der Leber durch Herunterregulierung der TZR-Expression
[88], Deletion [89] oder Induktion von Anergie [90] zu systemischer Toleranz fiihren.

Uber die Induktion von Toleranz durch die Modulation von CD4" T-Zellen ist weniger
bekannt. Analog zur Akkumulation von CD8" T-Zellen nach Antigengabe, konnte dies auch
fiir CD4" T-Zellen gezeigt werden [91]. Orale Gabe hoher Antigen-Dosen fiihrt zur
Generierung regulatorischer CD4" T-Zellen in der Leber [92]. Die Aktivierung von naiven
CD4" T-Zellen durch in vitro generierte DCs, die aus Leber residenten Vorldufern stammen,
fiihrt zur Synthese der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-4 [93].

Wichtige Voraussetzung fiir die Modulation von CD4" T-Zellen ist die Anwesenheit von
Zellen, die Antigene iiber den MHC-II-Komplex prédsentieren. In der Leber finden sich
verschiedene Zellpopulationen, die diese Aufgabe tibernehmen kénnen. Neben den Kupffer
Zellen und den hepatischen DCs gehoren die LSEC zu den Leber-spezifischen APZ-
Populationen [53]. Sie besitzen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose die Fahigkeit der
Antigen-Aufnahme [94] und exprimieren fiir APZ charakteristische Oberflichenmolekiile:
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MHC-I und MHC-II, CD54 (ICAM-1), CD106 (VCAM-1) sowie die kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86 [95-97]. Bisher konnte fiir CD8" T-Zellen die Induktion oraler
Toleranz nach Cross-Priasentation durch LSEC nachgewiesen werden [90, 98]. Beziiglich der
Modulation von CD4" T-Zellen sind in der Literatur kontrire Ergebnisse zu finden. So wurde
einerseits die Aktivierung CD4" T-Zellen durch LSEC nachgewiesen [99, 100], andererseits
wurde den LSEC die Fihigkeit zur Aktivierung von CD4" T-Zellen abgesprochen [101].
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2 Zielsetzung der Arbeit und Fragestellung

Neben der metabolischen Funktion {ibernimmt die Leber verschiedenste Funktionen fiir das
Immunsystem. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion zwischen den sinusoidalen
Endothelzellen und CD4" T-Zellen genauer zu untersuchen.

Zum einen sollte gepriift werden, inwieweit LSEC die Migration der CD4" T-Zellen im
Vergleich zu anderen Endothelien beeinflussen konnen. Ferner sollte festgestellt werden, ob
die LSEC als Sieb fiir bestimmte T-Zell-Populationen dienen und somit an der besonderen
Zusammensetzung der Leber-residenten Lymphozyten beteiligt sein konnten. Dazu wurde
folgender funktioneller Ansatz gewéhlt: In einem transendothelialen Migrationsassay wurde
die Chemotaxis von CD4" T-Lymphozyten in vitro untersucht. Dabei wurde der Einfluss der
LSEC mit dem von Kontroll-Endothelien verglichen. Durch Verwendung von in der Leber
konstitutiv exprimierten Chemokinen wurde das Migrationsverhalten der CD4 " T-Zellen unter
nicht-inflammatorischen Bedingungen betrachtet.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Frage gekliart werden, ob LSEC in der Lage sind,
naive CD4" T-Zellen Antigen-spezifisch zu modulieren und gegebenenfalls periphere
Toleranz zu induzieren. Beziiglich der notwendigen Voraussetzungen, der MHC-II
restringierten Antigen-Priisentation und der Aktivierung der CD4" T-Zellen durch die LSEC,
sind in der Literatur kontrire Ergebnisse zu finden. Um den Einfluss der LSEC auf die
Antigen-anhiingige Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen zu kliren, wurde in dieser
Arbeit TZR-transgene naive CD4" T-Zellen mit LSEC in Anwesenheit ihres Antigens in vitro

kultiviert und anschlieBend ihre Proliferation und Zytokin-Produktion bestimmt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerite und Materialien

u-Slide VI flow through

autoMACS

Brutschrank

Deckgléser, 24 x 50 mm
Durchflusszytometer FACSCalibur®, LSR-I”
Einmal-Spritzen und -Kaniilen

Gammabestrahlungsanlage Biobeam 2000

Heizplatte (inkl. Magnetriihrer) Ikamag RCT
HSE Temperaturregler mit Anzeige
Kryostat Microm HM5000M
Laminar-Flow-Werkbank Herasafe HS18
MACS-Séulen, -Magneten, -Stander
Mikroskop fiir Zellkultur

Mikroskop Leica DM IRE2

Neubauer Zdhlkammer

Objekttrager, 76 x 26 mm
Photomikroskop Axiophot
Pri-Separationsfilter

Rotlichtlampe Osram Theratherm, 250 W
Rundsieb Rotilabo®

Schiittler (TH 25)

TissueTek™ Cryomold®, intermediate

Transwell®-Einsitze fiir 24-Loch-Platten

(5 um Porendurchmesser)
Zellkulturgefifle, -platten

Zellsieb (70 um Nylon)

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R

Ibidi GmbH,
Miinchen

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach

Integrated BioDiagnostics,

Binder, Tuttlingen

Menzel-Gléser, Braunschweig
Becton Dickinson, Heidelberg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

STS Steuerungstechnik und Strahlenschutz
GmbH, Braunschweig

Janke & Kuntzel, Staufen

HugoSachs Elektronik, March-Hugstetten
Carl Zeiss AG, Oberkochen

Kendro Laboratory Products, Hanau
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Leica Microsystems, Wetzlar, Germany

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen

R. Langenbrinck, Teningen

Carl Zeiss, Oberkochen

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach
Osram, Miinchen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Edmund Biihler, Tiibingen

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude,
NL

Corning Costar iiber WCP, Berlin

Nunc oder Corning Costar tiber WCP, Berlin
BD Falcon™ iiber WCP, Berlin
Kendro Laboratory Products, Hanau
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3.1.2 Reagenzien
B-Mercaptoethanol (50 mM)

Accutase™

Aceton

AcLDL-BODIPY® FL

Antiinfektivum Baytril®, 2,5 %

Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V
Brefeldin A

5-,6-Carboxyfluorescein-diacetat-
succinimidylester (CFSE)

Chemokine (murines CCL20,
CXCL9, CXCL12, CXCL16)

CCL21,

Collagenase Typ IV

DNase I
Diamidinophenylindol (DAPI)
Diethylether
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-
MEM) + 4500 g/l Glucose + L-Glutamin +
Pyruvat

Entellan®  (Schnelleindeckmittel fiir ~ die
Mikroskopie)
Ethanol

Fetales Kélberserum (FCS), hitze-inaktiviert
fiir 30 min bei 56°C

Fibronektin (murin, human, bovin)

plain YG

Fluoresbrite™ 20.0 micron

microspheres

Formaldehylosung (min. 37 %)
Fluoromount-G™

Giemsa Stain Stock Solution (0,4 %)
Hématoxylin

Heparinase I aus Flavobacterium heparinum
Heparin

HEPES (1 M)

17

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Innovative Cell Technologies, San

Diego, CA, USA

J. T. Baker, Mallinckrodt, Deventer, NL
Molecular Probes, Leiden, NL

Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Molecular Probes, Leiden, NL

Inc.,

R&D Systems, Wiesbaden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Molecular Probes, Leiden, NL

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlruhe

Merck KgaA, Darmstadt

J. T. Baker, Mallinckrodt, Deventer, NL
Biochrom AG, Berlin

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Poysciences, Inc., Warrington, PA, USA

Merck KgaA, Darmstadt

Biozol Diagnostica GmbH, Eching
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KgaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin
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Histopaque®-1083

Hoechst 33342

HiihnereiweiBalbumin (OVA), Grad V
IFN-y (murin, rekombinant)

IL-12 (murin, rekombinant)

Ionomycin Cacium Salt

Kaisers Glyceringelatine f. d. Mikroskopie
L-Glutamin (200 mM)

Metrizamid, Grad 1

MicroBeads (anti-FITC und anti-PE, anti-
Maus-CD62L, -CD4, -CD90)

Natrium-Pyruvat (100 mM)

Nicht-essentielle Aminosiuren

NEAA)

(MEM

Novalyse
NycoPrep™ Universal

OVA-Peptid
(Sequenz: “*ISQAVHAAHAEINEAGR™)

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin/Streptomycin
(10.000 U/10000 pg/ml)

Pertussis Toxin aus Bordetella pertussis
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Propidiumiodid (PI)
Ratten IgG (ChromePure, whole molecule)

Rosewell Park Memorial Institute Medium
(RPMI) 1640 + GlutaMAX-I™

RPMI 1640 ohne Phenolrot
Saponin

Sigma FAST DAB Peroxidase Substrate
Tablet Sets

Tissue-Tek”™ O.C.T. Compound

TNF-a (murin, rekombinant)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Molecular Probes, Leiden, NL
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KgaA, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach

Biochrom AG, Berlin
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Dianova GmbH, Hamburg
Axis-Shield, Oslo, Norwegen
Institut fiir Biochemie, HU Berlin

Merck KgaA, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

lfAA Laboratories = GmbH,
Osterreich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Pasching,

Dianova GmbH, Hamburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude,

NL

ImmunoTools GmbH, Friesoythe
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Trypan-Blau (0,4 %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
TSA™ Fluorescence Systems Kit NENT™ [Life Science Products, Boston, USA

3.1.3 Antikorper

Fiir die Immunhistologie wurden Peroxidase gekoppeltes Maus-anti-Ratten Immunglobulin
(IgG) von Dianova GmbH, Hamburg und anti-Fluorescein-POD (Fab-Fragment) von Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim verwendet. Beim Panning wurde u. a. Kaninchen-anti-Ratten
IgG (polyklonal, kreuzreaktiv zu Maus IgG) von DakoCytomation, Hamburg eingesetzt.
Weitere Antikorper, die beim Panning, bei magnetischer Sortierung und im
Durchflusszytometer eingesetzt wurden, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die verwendeten

Fluorchrome finden sich in Tabelle 2.

Tabelle 1: fiir Zellisolation bzw. im Durchflusszytometer verwendete Antikorper

Spezifitit Klon Spezies Isotyp | Herkunft
CD4 311(219.519 Ratte-anti-Maus iigiz ?ffsfﬁﬂﬁiigﬁ?ﬁi

RM4-5 (RaM) IeG2a | (DRFZ), Berlin
CD8a 53-6.72 RoM IgG2a | DRFZ, Berlin
CD11b (Mac-1) | M1/70 RoM IgG2b | DRFZ, Berlin

Armenischer
CDllc N418 Hamster-anti- IgG DRFZ, Berlin
Maus (ArmHoM)

&%ﬁéfn) 24G2/75 | RaM IgG2b | DRFZ, Berlin
CD25 PC61.5 RoM IgGl1 DRFZ, Berlin
CD45R/B220 RA3.6B2 RoM IgG2a | DRFZ, Berlin
CD45RB 16A RoM 1gG2a ?gg)(’n}llgllgle‘f;‘:fg GmbH
CD54 (ICAM-1) | 3E2 ArmHoM IgG1 BD, Heidelberg
CD62L MEL-14 | RoM IgGa | gy ehern Stanford, €A,
CD90 (Thy 1.2) | 53-2.1 RoM IgG2a | BD, Heidelberg
CD184 (CXCR4) | 2B11 RoM IgG2b | BD, Heidelberg
Endothel ME-9F1 RoM IgG2a | A. Hamann, Berlin
IFN-y AN18.17.24 | RoM IgGl | DRFZ, Berlin
IL-10 JES5-16E3 | RoM IgG2b | BD, Heidelberg
IL-2 JES6-SH4 RoM IgG2b | BD, Heidelberg
IL-4 11B11 RoM IgGl | BD, Heidelberg

19



Material und Methoden

MHC-II M5/114 RoM IgG2b | DRFZ, Berlin
OVA-TZR"® KJ1.26 RoM IgG2a | DRFZ, Berlin
Pan-Endothel Meca32 RoM IgG2a | BD, Heidelberg
VB 5.1,5.2 TZR | MR9-4 Maus-anti-Maus | I[gG1 | BD, Heidelberg

Um digoxygenierte oder biotinylierte Antikorper zu detektieren, wurden anti-Digoxygenin-

Antikorper (DRFZ, Berlin) oder Fluoreszenz-konjugiertes Streptavidin (BD, Heidelberg)

eingesetzt. Die Isotypkontrollen stammen ebenfalls von BD, Heidelberg.

Tabelle 2: verwendete Fluorochrome mit ihren Extinktions- und Emissionsmaxima

Fluoreszenzkonjugat Ex.tinktionsmaximum En?issionmaximum
(A in nm) (A in nm)
APC (Allophycocyanin) 650 660
BODIPY® FL 503 512
Cy5 (Indodicarbocyanin) 650 670
Cychrome 480; 565; 649 670
DAPI 340 488
FITC (Fluoreszein-Isothiozyanat) 495 519
Hoechst 33342 355 465
PE (R-Phycoerythrin) 480; 565 613
PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) | 490 675
PI 550 650

3.1.4 Versuchstiere

Es wurden Miuse zur Organentnahme und Isolierung von Lymphozyten bzw. Endothelzellen
verwendet, die per Genickbruch getotet wurden. Die Tiere wurden unter SPF-Bedingungen
(spezifisch Pathogen-frei) gehalten.

Die Wildtyp- (wt) Stimme BALB/c (H-2%) und C57Bl/6 (H-2") wurden vom Bundesinstitut
fiir Risikobewertung (BfR), Berlin oder von Charles River, Sulzfeld gekauft. Die OVA-TZR
transgenen Stimme DO11.10 (H-Zd) [102] und OT-II (H-2") [103], deren transgene TZR
spezifisch fiir das gleiche Ovalbuminpeptid (OVA-Peptidszg.337) sind [104], wurden ebenfalls
vom BfR, Berlin gekauft. Ferner wurden die Mausstimme CXCR3™ (H-2b) [105] und
ICAM-1"" (H-2°) [106] vom BfR, Berlin bezogen. Die MHC-II"-Miuse des Stamms
ABBN5-M (H-2") [107] wurden von Taconic, Germantown, NY, USA gekauft.

3.1.5 Medien und Puffer

Einfriermedium 50 % (v/v) FCS, 40 % (v/v) Medium, 10 % (v/v) DMSO

Erythrozyten-Lyse-Puffer 10 mM KHCOs, 155 mM NH4CI, 0,1 mM EDTA, pH 7,5

20



Material und Methoden

Fixierungslosung (PFA/PBS)
Giemsa-Farbelosung
Komplett-DMEM (cDMEM)

Komplett-RPMI (cRPMI)

Metrizamid (30%ig)
Migrationsmedium
Nycodenz-Losung (17%ig)

Nycodenz-Losung (30%ig)
PBS/BSA
Saponin-Puffer

1xPBS, 2 g/l PFA, pH 7

2,6 % (v/v) Giemsa Stain Stock Solution in Aqua dest.
D-MEM, 10 % (v/v) FCS, 2 % (v/v) Natrium-Pyruvat,

2 % (v/v) L-Glutamin, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin,

1 % (v/v) MEM NEAA, 0,1 % (v/v) B-Mercaptoethanol
RPMI 1640 mit GlutaMAX-I™, 25 mM Hepes, 10 % (v/v)
FCS, 1 % (v/v) Natrium-Pyruvat, 1 % (v/v) Penicillin/
Streptomycin, 0,1 % (v/v) B-Mercapoethanol

30 % (w/v) Metrizamid in PBS

RPMI 1640 ohne Phenolrot, 5 g/l BSA

26 % (v/v) RPMI 1640, 17 % (v/v) NycoPrep™ Universal,
10 % (v/v) FCS in Aqua dest.

50 % (v/v) NycoPrep™ Universal in Aqua dest.
PBS, 2 g/l BSA
PBS, 2 g/l BSA, 5 g/l Saponin

Th1-Medium cRPMI, 5 pg/ml OVA-Peptid, 20 ng/ml IFN-y, 10 ng/ml
IL-12, 5 pg/ml anti-1L-4

TNB-Puffer 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5, 0,15 M NaCl, 0,5 % (v/v) Blocking
Reagenz (aus TSA™ Fluorescence Systems Kit)

Verdaumedium RPMI 1640 mit GlutaMAX-I™, 25 mM Hepes, 5 % (v/v)

FCS, 0,05 % (w/v) Collagenase Typ IV, 0,002 % (w/v)
DNase |

3.2 Methoden

3.2.1 Immunhistologie

Leber, Niere und Milz wurden BALB/c-Mausen entnommen und in der Gieflform Tissue-
Tek® Cryomold® mit dem Gewebeeinfriermedium Tissue-Tek® O.C.T. Compound in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Am Kryostat wurden 6 pm Kryoschnitte angefertigt und
tiber 5 min auf einer Heizplatte bei 50°C getrocknet. Nach 10 min Inkubation in eiskaltem
Aceton und anschlieBender Trocknung bei Raumtemperatur (RT) konnten die Schnitte bis zur
immunhistologischen Firbung bei -20°C gelagert werden. Die Schnitte wurden nach dem
Auftauen erneut fiir 10 min in eiskaltem Aceton inkubiert und getrocknet, anschlieBend fiir
30 min bei RT mit TNB-Puffer und dann 60 min mit ME-9F1 in TNB inkubiert. Nach
hintereinanderfolgender Inkubation mit Maus-anti-Ratte IgG konjugierter Peroxidase iiber
30 min, Signal-Amplifikation mit Hilfe des TSA™ Fluorescence Systems Kit und Anti-
Fluorescein-POD iiber 30 min wurde die Peroxidaseaktivitit mit Hilfe des Sigma FAST
DAB Peroxidase Substrate Tablet Sets detektiert. Nach jedem Schritt wurden die Schnitte
dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Nach Inkubation mit Hdmatoxylin fiir 5 min und

anschlieBendem Waschen mit Leitungswasser wurden die Schnitte in 37°C warmer
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Kaisergelantine eingebettet. Die Schnitte wurden am Photomikroskop Axiophot analysiert;

dabei wurden Dia-Aufnahmen (auf Kodak EPT 160T Film) gemacht.
3.2.2 Isolation verschiedener Zellpopulationen

3.2.2.1 Gewinnung von Lymphozyten aus Lymphknoten und Milz

Zur Gewinnung lymphoider Zellen wurden Lymphknoten und/oder Milz entnommen. Die
unter der Haut befindlichen Lymphknoten — Unterkiefer- (Lnn mandibularis) und
Halslymphknoten (Lnn cervicales superficiales), die Lymphknoten des Achsellymphzentrums
(Lnn axillares et cubiti) und die Kniefaltenlymphknoten (Lnn subiliaci) — fasst man als
periphere Lymphknoten (pLN) zusammen. Die Darm-assoziierten Lymphknoten (Lnn jejuni,
Lnn iliaci, Lnn colici) — bezeichnet man als mesenteriale Lymphknoten (mLN).

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden die Organe nach Zerkleinern mit einer
Schere mit Hilfe eines Spritzenkolbens durch ein Metallsieb gerieben. Die Suspension wurde
einmal mit Medium gewaschen (Auffiillen und Zentrifugation bei 300xg fiir 10 min) und
anschlieBend zum einen zur Dichtegradientenzentrifugation auf Histopaque®-1083
geschichtet und fiir 20 min bei RT ohne Bremse mit 755xg zentrifugiert. Lebende,
mononukledre Zellen sammeln sich dabei in der Interphase, die abpipettiert und zweimal
gewaschen wurden. Zum andern wurde die Einzelzellsuspension einfach fiir 3 min auf Eis mit

dem Erythrozyten-Lyse-Puffer inkubiert und danach zweimal gewaschen.

Panning

Beim Panning wurden CD4" T-Zellen durch Depletion unerwiinschter Zell-Populationen
isoliert bzw. angereichert.

Petrischalen wurden tliber Nacht bei 4°C mit 50 pg/ml Kaninchen-anti-Ratte Immunglobulin
inkubiert. Am nichsten Tag wurde dreimal mit PBS, einmal mit cRPMI gewaschen und dann
die Zellsuspension fiir 15 min bei RT auf diesen Platten inkubiert, so dass B-Zellen iiber
Zelloberflachen-exprimierte IgGs auf der Platte adhirierten. Ungebundene Zellen wurden
abgeerntet und mit einer Antikorper-Mischung aus anti-CD8 und anti-CD11b (Panning-Mix)
fiir 15 min bei 4°C inkubiert. Nach Waschen in PBS/BSA und Abzentrifugieren (300xg fiir 10
min) wurden die Zellen erneut auf solche Platten gegeben und fiir 15 min bei RT inkubiert.
Nun adhérierten alle Antikdrper-gebundenen Zellen an die Platte und die verbleibenden nicht-
adhérenten Zellen konnten abgesammelt werden.

CD4" T-Zellen aus Milzen wurden damit auf 68-85 % angereichert. Fiir die Anreicherung von
Memory/Effektor CD4" T-Zellen aus Milzen wurde 1,5 pg/ml anti-CD62L zum Panning-Mix
dazugegeben. Der Anteil der Memory/Effektor-Zellen stieg dadurch von 30 % auf 60 %.
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Fiir die Isolation naiver CD4" T-Zellen aus Lymphknoten wurde dem Panning-Mix anti-CD25
und anti-CD16/CD32 zugegeben. Nach dem Panning lag der Anteil der CD4" T-Zellen bei
97-99 %. AnschlieBend wurden die naiven Zellen mittels magnetischer Zellsortierung

(MACS) weiter aufgereinigt (> 98 % CD62L" CD4").

MACS

Die zu sortierenden Zellen wurden nach Angaben des Herstellers mit Antikdrpern, an die
magnetische Mikro-Kiigelchen (Beads) gekoppelt sind, inkubiert, mit PBS/BSA gewaschen
und in einem Magnetfeld auf eine ferromagnetische Sdule gegeben. Dies geschah entweder
manuell {iber eine L/S-Siule an einem MACS-Magneten oder mittels autoMACS. In beiden
Féllen wurden durch Spiilen der Sdule mit PBS/BSA ungebundene Zellen ausgewaschen und
die Beads-tragenden Zellen konnten nach Entfernung der Sdule aus dem Magnetfeld eluiert
werden.

Mit dieser Methode wurden zum einen naive CD4" T-Zellen aus Milz und Lymphknoten iiber
Selektion auf CD4 und CD62L sortiert. Teilweise wurden zuvor die APZ tiber anti-MHC-II,
anti-B220, anti-CD11b und anti-CD11c depletiert. Dies fiihrte zu einer Reinheit der naiven
CD4" T-Zellen von ~99 % mit <1 % MHC-II" Zellen. Des Weiteren wurden Milz-APZ
durch CD90-Depletion sortiert (> 95 % MHC-IT").

3.2.2.2 Isolation von hepatischen Lymphozyten und LSEC

Die Leber 8-10 Wochen alter Mause wurde freigelegt und mittels einer 27xG-Kaniile auf
einer 20-ml-Spritze liber die Vena portae mit 4-5 ml Verdaumedium gespiilt. Nach Abtrennen
der Gallenblase wurde die Leber herausgenommen, mit Schere und Pinzette zerkleinert und in
Verdaumedium fiir 30 min bei 37°C mit 200 rpm im Schiittler verdaut. Um eine
Einzelzellsuspension zu erhalten, wurde die Suspension zuerst iiber ein Metallsieb, dann {iber
ein Zellsieb gegeben und tibriggebliebene Organstiicke wurden mittels eines Spritzenkolbens
zerkleinert. Nach Waschen und Resuspendieren in RPMI 1640 wurden die nicht-
parenchymatischen Zellen (NPZ) der Leber von den Hepatozyten iiber einen Einschritt-
Gradienten getrennt. Dafiir wurden die Leberzellen in einer 24%igen Metrizamid- oder einer
26%igen Nycodenz-Losung (Dichte = 1,136 g/l) unter cRPMI unterschichtet und mit 1180xg
ohne Bremse bei RT zentrifugiert. Die Interphase, hauptsichlich bestehend aus NPZ, wurde
abgenommen, in PBS/BSA gewaschen und nach Inkubation fiir 3 min auf Eis in

Erythrozyten-Lyse-Puffer erneut gewaschen.
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Hepatische Lymphozyten in der NPZ-Fraktion wurden im Durchflusszytometer {iber
Vorwirts- (FSC) und Seitwirtsstreulicht (SSC) erkannt und {iber Oberflichenmarker
analysiert.

Die LSEC wurden mittels MACS aus der NPZ-Fraktion gewonnen. Nach Blockade
unspezifischer Bindungen mit 1 pg anti-FcyRII/III pro 1x10° Zellen wurden die Zellen mit
dem Endothel-spezifischen Antikorper ME-9F1-FITC und mit anti-FITC-MicroBeads
inkubiert. Nach Entfernen moglicher Aggregate durch einen Pre-Separation-Filter wurden die
Endothelzellen im autoMACS in der Positivfraktion angereichert. Die Zellen wurden mit
2x10°/ml cRPMI ausgesit und iiber Nacht bei 37°C und 5 % CO, im Brutschrank kultiviert.
Am nichsten Tag wurden die nicht-adhdrenten Zellen durch griindliches Waschen mit PBS
entfernt, wohingegen die adhidrenten Endothelzellen auf der Platte verblieben.

Parallel erfolgte die Reinheitskontrolle mittels BODIPY® FL konjugiertem acetyliertem ,,low
density lipoprotein® (AcLDL), welches spezifisch von Endothelzellen aufgenommen wird
[108]: Nach der magnetischer Anreicherung der Endothelzellen wurde ein Aliquot der Zellen
iiber Nacht mit 1 pg/ml AcLDL inkubiert und am nichsten Tag wurden die nicht-adhidrenten
Zellen durch Waschen mit PBS entfernt. Dann wurden die Endothelzellen nach 10-miniitiger
Inkubation bei 37°C mit Accutase™ von der Zellkulturplatte abgeerntet und im
Durchflusszytometer analysiert. LSEC mit einer Reinheit iiber 95 % wurden flir Experimente

verwendet.

3.2.3 Kaultivierung der Endothelzellen

Die LSEC wurden in cRPMI kultiviert und einen Tag — nur fiir die Filmaufnahmen zwei Tage
— nach der ex vivo Isolation im Experiment verwendet.

Die Zelllinie mIEND wurde aus primédren Endothelzellkulturen von murinen mesenterialen
Lymphknoten generiert [109]. Die adhirent wachsenden Zellen wurden in T25-Flaschen bei
37°C und 5 % CO; kultiviert und zweimal pro Woche mit frischem cRPMI versetzt. Zur
Weiterkultivierung wurden die Zellen 2-3 Tage nach Erreichen der Konfluenz 1:3 bis 1:5
gesplittet. Hierflir wurden sie einmal mit PBS gewaschen, fiir ca. 5 min mit Accutase™ im
Brutschrank inkubiert, abgeerntet, gewaschen und in frischem Medium ausgesdt. Fiir die
Experimente wurden die Zellen ebenfalls mit Accutase™ abgeerntet.

Die Endothelioma-Zelllinie bENDS5 entstammt aus Gehirn von BALB/c-Méausen [110, 111].
Die adhidrent wachsenden Zellen wurden wie die mIEND kultiviert, dabei wurde cDMEM
verwendet. Da die Linie empfindlich gegeniiber zu hdufigem Passagieren ist, wurden die
Zellen friihestens 14 Tage nach Erreichen der Konfluenz fiir die Experimente oder zur

Weiterkultivierung abgeerntet.
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3.2.4 FACS-Firbung und -Analyse

3.2.4.1 Oberflichenfirbung

Mit der Oberflachenfarbung werden Molekiile auf der Zelle angeférbt, die unterschiedliche
Entwicklungsstadien/-linien von Leukozyten repréisentieren oder distinkte Funktionen haben.
Sie wurden urspriinglich als Differenzierungsantigene bezeichnet. Gruppen von Antikorpern,
welche das gleiche Differenzierungsantigen erkennen, definieren ein ,cluster of
differentiation* (CD).

Fiir die Firbungen wurden jeweils ca. 1x10° Zellen in FACS-Rohrchen oder Eppendorf-
Reaktionsgefille gegeben, und mit 300xg zentrifugiert. Um unspezifische Bindungen zu
minimieren, enthélt die Farbelosung (PBS/BSA) neben den Fluoreszenz-konjugierten
Antikorpern 10 pg/ml anti-FCRII/IIT und 10 pg/ml Ratten-IgG. Die Zellen werden 15 min auf
Eis inkubiert, mit PBS/BSA gewaschen und in frischem PBS/BSA resuspendiert. Wurde ein
Sekundérreagenz bzw. -antikorper verwendet, wurde die zweite Farbung nach gleichem
Protokoll durchgefiihrt. Bis zur Messung wurden die Zellen bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.
Die ideale Konzentration der Antikorper und Sekundirreagenzien wurde vorher durch
Titration bestimmt. Sie liegt meist bei 1-5 pg/ml. Die verwendeten Antikdrper bzw.

Fluorochrome sind in Tabelle 1 bzw. 2 aufgefiihrt.

3.2.4.2 Farbung von Zellen aus murinem Blut

4-5 Tropfen Blut wurde iiber die Schwanzvene entnommen und mit 10 pl Heparin versetzt.
50 pl Blut wurden mit 50 ul PBS/BSA vermischt, nach Antikdrperzugabe 15 min bei 4°C
inkubiert und danach mit PBS/BSA gewaschen. Die Zellen wurden dann in 100 pl Novalyse
resuspendiert, fiir 10 min bei RT inkubiert, mit 1 ml Aqua dest. aufgefiillt, erneut fiir 10 min
bei RT inkubiert und wieder zentrifugiert. Zur Messung wurden die Zellen abschlieBend in
0,5 % PFA/PBS resuspendiert.

3.2.4.3 Intrazellulire Farbung von Zytokinen nach PMA/IM-Stimulation

Mit der intrazelluldren Farbung wurden von der Zelle produzierte Zytokine detektiert. Da ex
vivo isolierte T-Zellen spontan nahezu keine Zytokine exprimieren, wurden die Zellen vor
dem Firben stimuliert: Mit einer Zellkonzentration von max. 5x10%/ml cRPMI wurden die
Zellen fiir 4 h mit 10 ng/ml PMA und 500 ng/ml Ionomycin (IM) bei 37°C und 5 % CO;
inkubiert. 2 h vor Ende der Inkubation wurden 10 pg/ml Brefeldin A hinzugegeben. Nach der
Inkubation wurden die Zellen in PBS/BSA gewaschen, Oberflichen-gefarbt und mit 2 %
PFA/PBS fiir 15 min bei RT fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS/BSA wurden die

Zellen durch Resuspendierung in Saponin-Puffer permeabilisiert. AnschlieBend wurde die
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intrazelluldre Farbung in Saponin-Puffer, der neben den Fluoreszenz-konjugierten
Antikorpern 10 pg/ml Ratten-IgG enthielt, tiber 30 min bei RT im Dunkeln durchgefiihrt.
Nach Waschen mit Saponin-Puffer und dann mit PBS/BSA wurden die Zellen in 0,5 %
PFA/PBS resuspendiert und bis zur Messung bei 4°C im Dunklen aufbewahrt. Zur
Uberpriifung der spezifischen Firbung wurden Antikdrper der entsprechenden Spezies und

des gleichen Isotyps verwendet (Isotyp-Kontrolle).

3.2.4.4 Messung und Analyse

Die Messung wurde am Durchflusszytometer FACSCalibur® oder LSR-I" durchgefiihrt und
zur Auswertung wurde das Programm CellQuestPro® verwendet. Bei Messung unfixierter
Zellen wurden tote Zellen durch Anfarbung mit PI bzw. mit DAPI ausgeschlossen, lebende
Lymphozyten sowie Endothelzellen wurden durch FSC und SSC im Zweiparameter-
Punktdiagramm (Dot Plot) erkannt. Mit Hilfe der Negativ- bzw. Isotypkontrollen konnten die
Fluoreszenz-markierten Zellen bestimmt werden. Die Frequenzen und Fluoreszenzintensititen

lieBen sich dann im Dot Plot oder im Histogramm darstellen.

3.2.5 CFSE-Markierung

Durch Markierung von Zellen mit CFSE lief3 sich deren Proliferation im Durchflusszytometer
verfolgen, da dieser Farbstoff bei Zellteilung zu gleichen Teilen an die Tochterzellen
weitergegeben wird [112]. Dafiir wurden die Zellen erst zweimal mit PBS gewaschen und
dann mit einer Konzentration von 1x10’ Zellen/ml mit 5 uM CFSE bei RT inkubiert. Nach
2 min 40 s wurde die Reaktion mit kaltem cRPMI gestoppt, die Zellen wurden zweimal
gewaschen und die Zellzahl bestimmt. Zur Analyse der Proliferation wurde der GeoMean der
CFSE-Fluoreszenzintensitit angegeben oder die mittlere Anzahl der Teilungen (d) berechnet:
d = X (n/n; x gj) mit g; = Generationszahl beginnend mit 0 fiir die ungeteilten Zellen, n; =

Zellzahl innerhalb jeder Generation und n; = Gesamtzellzahl.

3.2.6 Invitro Generierung von Thl-Zellen

Naive CD4" T-Zellen werden aus Lymphknoten und Milz OVA-TZR-transgener Miuse iiber
CD4- und CD62L-MACS isoliert und mit CD90-depletierten APZ im Verhiltnis 1:3 in Thl-
Medium fiir 6 Tage kultiviert. Vor Verwendung werden die Zellen iiber einen 17%igen
Nycodenz-Gradienten gegeben. Die Qualitit der in vitro generierten Thl-Zellen wird iiber
den Anteil IFN-y-produzierender Zellen nach PMA/IM-Restimulation kontrolliert; dieser

sollte mehr als 60 % betragen.
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3.2.7 Generierung von Knochenmarkschiméren

Zur Generierung von Knochenmarkschimdren (KMCh) wurden die Rezipienten-Mause mit
10,4 Gy in der Gammabestrahlungsanlage Biobeam 2000 lethal bestrahlt. Am nédchsten Tag
wurden 3-5x10° CD90-depletierte Knochenmark-Zellen iiber die Schwanzvene intravends
(1. v.) injiziert. Das Knochenmark wurde dazu aus Femur und Tibia der beiden hinteren
Extremititen der Spender-Méiuse isoliert: Die Knochen wurden entnommen und von
anhaftendem Gewebe weitgehend befreit. Dann wurde das Knochenmark mit einer Spritze
und 27xG-Kaniile herausgespiilt und durch Resuspendieren vereinzelt. Nach Lyse der
Erythrozyten wurden CD90" Zellen iiber MACS depletiert und die Zellzahl bestimmt.

Die Rezipienten wurden eine Woche vor Bestrahlung und bis 4 Wochen nach dem
Knochenmarkstransfer mit 0,4 % (v/v) Antiinfektivum Baytri1® im Trinkwasser behandelt.
Nach 6 Wochen wurde das Ausmal} der Bestrahlung und der Rekonstitution durch Anférben
von MHC-II', CD4", CD8" und B220" Zellen im Blut iiberpriift. Bei erfolgreicher
Rekonstitution wurden Leber- und Milzzellen 8-10 Wochen nach Knochenmarkstransfer
isoliert; entweder aus naiven KMCh oder aus vorbehandelten KMCh, denen nach i.v.
Injektion von OVA-TZR-transgenen CD4" T-Zellen OVA-Protein oral oder i.v. verabreicht

worden war.

3.2.8 Antigen-spezifische Kokultur von CD4" T-Zellen mit LSEC oder Milz-APZ

Naive CD4" T-Zellen wurden aus OVA-TZR-transgenen Miusen isoliert; entweder aus
Lymphknoten durch Panning und anschlieBender CD62L-Selektion mit MACS, oder aus Milz
und Lymphknoten durch MACS (CD4- und CD62L-Selektion, z. T. mit vorgeschalteter APZ-
Depletion). Dann wurden die Zellen mit CFSE markiert.

5x10° naive CD4" T-Zellen wurden mit LSEC und OVA-Peptid kultiviert. Die LSEC waren
einen Tag zuvor ex vivo isoliert, in einer 24-Loch-Platte mit einer Konzentration von
2x10%/ml cRPMI iiber Nacht kultiviert und griindlich gewaschen worden. CD90-depletierte
Milz-APZ — je 1x10° pro Ansatz — dienten dabei als Kontroll-APZ. Es wurden das MaB der
Proliferation und die Hohe der Zytokin-Produktion iiber die Zeit und bei verschiedenen
Antigenkonzentrationen untersucht.

In einigen Experimenten wurden die mit LSEC oder Milz-APZ kultivierten CD4" T-Zellen
nach 6 Tagen erneut Antigen-spezifisch kultiviert. Dazu wurden die CD4" T-Zellen geerntet
und nach einem 17%igen Nycodenz-Gradienten und MHC-II-Depletion durch MACS mit
frischen LSEC bzw. Milz-APZ und OV A-Peptid fiir weitere 6 Tage in Kultur genommen.

In anderen Experimenten wurden die LSEC direkt nach der Isolation mit 20 ng/ml IFN-y und
10 ng/ml TNF-oo in cRPMI {iber Nacht kultiviert. Die Zellen wurden dann nach 24 h
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griindlich gewaschen und fiir die Antigen-spezifische Kokultur mit naiven CD4" T-Zellen

eingesetzt oder abgeerntet und im Durchflusszytometer analysiert.

3.2.9 Transendothelialer Migrationsassay

Zur Untersuchung des Transmigrationsverhaltens verschiedener T-Zellpopulationen in vitro
wurde das Transwell®-System von Corning Costar verwendet (24-Loch-Platten mit
Transwell*-Einsitzen, deren Boden aus einer Polycarbonat-Membran mit 5 pm groen Poren

besteht).

3.2.9.1 Kultivierung der Endothelzellen auf den Transwell®-Einsiitzen

Die LSEC wurden wie oben beschrieben eine Tag vor dem Experiment ex vivo isoliert. Nach
MACS wurden 5x10° Zellen in 200 ul cRPMI auf den Transwell®-Einsdtzen ausgesit und
tiber Nacht bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Die Membranen der Einsitze waren vorher 1 h
mit 10 pg/ml Fibonektin (FN) inkubiert worden und nach Absaugen des FN fiir 2 h bei 27°C
getrocknet. Fiir einige Experimente wurden die LSEC entweder mit 10 ng/ml Pertussis Toxin
(PTX) oder Heparinase 1 (0,001 U/ml, 0,1 U/ml oder 5 U/ml) in cRPMI fiir 2 h bei 37°C
vorinkubiert und dann nach griindlichem Waschen im Transmigrationsassay eingesetzt.

Die verwendeten Endothelzelllinien wurden zwei Tage vor dem Transmigrationsexperiment
auf den FN beschichteten Transwell“-Einsdtzen ausgesit. Wegen der unterschiedlichen
GroBBen der Endothelzellen wurden verschiedene Zellzahlen ausgesidt, um am Tag des
Transmigrationsexperiments vergleichbare Konfluenzen der Monolayer zu erhalten: 4x10*
mIEND in 200 pl cRPMI und 5x10* bEND5 in 200 pl cDMEM. Als Kontrollen wurden nur
mit FN beschichtete Transwell*-Einsitze verwendet.

Zur Uberpriifung der Endothel-Monolayer wurden die Transwell®-Einsétze nach Ende des
Experiments zweimal mit PBS gewaschen, fiir 2 h iiber Formaldehydlosung (min. 37 %)
fixiert und fiir 10 min mit 2,6 % Giemsa in Aqua dest. gefarbt. Die Membranen wurden von
den Transwell®-Einsitzen gelost und auf Objekttrigern in Entellan” eingebettet. Dann konnte
die Belegung der Membranporen durch die Endothelzellen am Photomikroskop Axiophot

quantifiziert werden: Die Endothelien bedeckten etwa 80 % der Poren.

3.2.9.2 Isolation und Transmigration der T-Zellen

Milzzellen wurden nach Dichtegradientenzentrifugation mit Histopaque®-1083 durch Panning
auf CD4" T-Zellen angereichert. Fiir die Analyse von Zytokin-produzierenden CD4" T-Zellen
wurde zusitzlich der Anteil an CD62L"" Zellen erhoht, um eine hohere Frequenz an Zytokin-
produzierenden Effektor-/Memory T-Zellen zu erhalten. Dann wurden die Zellen auf

5x10%ml in Migrationsmedium eingestellt.
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Kurz vor dem Transmigrationsassay wurden die Transwell®-Einsitze, auf denen die
Endothelzellen kultiviert worden waren, dreimal griindlich mit PBS gewaschen. Dann wurden
5x10° T-Zellen in die obere Kammer pipettiert und anschlieBend 600 pul Migrationsmedium
mit oder ohne Chemokin in die untere Kammer. Folgende Chemokine wurden verwendet:
CXCL12 (10 bzw. 50 nM), CXCL9 (100 nM), CXCL16 (10 und 100 nM), CCL20 (10, 50
und 100 nM) und CCL21 (10 und 100 nM). Die optimale Konzentration der Chemokine war
entweder in Vorexperimenten bestimmt oder hier titriert worden. Fiir die Bestimmung der
Zahl eingesetzter Zellen (Input) wurden 5x10° T-Zellen in ein Loch einer 24-Loch-Platte ohne
Transwell“-Einsitze iiberfiihrt und auf 600 ul aufgefiillt. Nach 90 miniitiger Inkubation bei

37°C und 5 % CO; wurden die transmigrierten Zellen aus der unteren Kammer analysiert.

3.2.9.3 Quantifizierung der transmigrierten T-Zell-Populationen

Zur Quantifizierung wurden aus der unteren Kammer 5/6 der Zellsuspension (500 pl) nach
sorgféltiger Resuspendierung entnommen und in ein FACS-Rdhrchen iiberfiihrt, in welches
zuvor 10 pl Fluoresbrite™ Microspheres, im folgenden als ,,Beads* bezeichnet, verdiinnt mit
PBS vorgelegt worden waren. Analog wurden mit den Zellen des Inputs verfahren. Nach
Blockade von unspezifischen Bindungen wurden Fluoreszenz-konjugierte Antikorper gegen
CD4 und CD62L bzw. CD45RB zugegeben. Die Messung am Durchflusszytometer erfolgte
ohne vorhergehendes Waschen. Die Zielzellen wurden iiber GroBe, Granularitit und die
eingesetzten AntikOrper identifiziert (Abb. 4A, B), die Beads konnten aufgrund ihrer Grof3e
und der starken Fluoreszenzintensitit im Fluoreszenz-Detektionskanal 1 (FL-1) getrennt von
den Zellen detektiert werden (Abb. 4C). Nach Zihlung von mindestens 3000 Zielzellen oder
4000 Beads pro Probe wurden die relativen Zahlen der Zielzellen und zugehorigen Beads
bestimmt und damit die Transmigrationsraten berechnet; dargestellt als Prozent vom Input

(Abb. 4D).
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A) Lymphozyten in R1 B) CD4* T-Zellen in R2 C) Beads in R3
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D) Berechnung der Transmigrationsraten als % vom Input
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2)) % migrierter 100 abs. Zahl der
CD4"T-Zellen = ———— x CD4 T-Zellen
pro Probe abs. Zahl pro Probe
des Inputs

Abb. 4: Quantifizierung der transmigrierten T-Zellen. Die transmigrierten Zellen wurden geerntet, mit
Fluoresbrite™ Beads versetzt und im Durchflusszytometer iiber FSC/SSC (A) und die eingesetzten Fluoreszenz-
konjugierten Antikorper (B) detektiert. Aus der absoluten Zahl der Zellen (R1*R2) und der der Fluoresbrite™
Beads (C: R3) in den Proben sowie im Input lieB sich dann die Transmigrationsrate berechnen (D). Hierbei ist es
nicht notwendig, die absolute Zahl der Beads zu kennen, da dieser Wert in der Gleichung 2 in Zahler und Nenner
erscheint, wenn Gleichung 1 und 2 kombiniert werden.

Fiir die Bestimmung der Migration von Zytokinproduzenten wurden Zellen aus 7-27 unteren
Kammern zusammengefiihrt und mit PMA/IM stimuliert. Nach CD4-Oberflachenfirbung und
intrazelluldrer Farbung von IFN-y, IL-4, und IL-10 konnten die Frequenzen der Zytokin-
positiven Zellen unter den CD4" T-Zellen ermittelt werden. Auch hier wurde ein Aligout an
Input-Zellen analog behandelt. Mit den erhaltenen Frequenzen lieBen sich die Zellzahlen pro

Probe berechnen, die dann ebenfalls in Prozent vom Input ausgedriickt werden konnten.

3.2.10 Fluoreszenzmikroskopie

Ex vivo isolierte LSEC (2x10° in 50 pl cMedium) wurden auf FN beschichteten Objekttrigern
iiber Nacht mit BODIPY® FL-konjugiertem AcLDL (1:1000) inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Zellkerne nach griindlichem Waschen mit PBS mit 10 pg/ml Hoechst 33342 {iber
15 min bei RT gefdarbt. Die Zellen wurden dann in Fluoromount-G™ eingebettet und am
Photomikroskop Axiophot analysiert. Dabei wurden digitale Aufnahmen mit Hilfe des

Programms MetaVue gemacht.
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3.2.11 Zeitrafferaufnahmen der transendothelialen Migration
Die Transmigration von CD4" T-Zellen durch das Leberendothel sollte in vitro beobachtet
werden. Dazu wurden T-Zellen auf einen LSEC-Monolayer gegeben und ihr

Migrationsverhalten am Phasenkontrastmikroskop aufgenommen und im Zeitraffer analysiert.

3.2.11.1 Kultivierung der Endothelzellen auf p-Slides VI

Aus BALB/c-Miusen isolierte LSEC wurden 2 Tage vor dem Experiment mit 2x10°/ml
cRPMI in 6-Loch-Platten ausgesdt. Am nichsten Tag wurden sie griindlich gewaschen, mit
Accutase™ geerntet und je 1x10° in 30 pl cRPMI fiir weitere 24 h auf p-Slides VI kultiviert,
die zuvor 40min bei RT mit 120 pg/ml FN inkubiert worden waren. Die
Vergleichsendothelien bEND5 wurden zwei Tage vor dem Experiment mit 1x10° in 30 pl
cDMEM auf FN beschichteten p-Slides VI ausgesdt. Am Tag des Versuchs wurden die
Endothelien dreimal mit warmem Medium gewaschen. Fiir die Chemokin-Priinkubation
wurden die Endothelien iiber 2 h mit 50 nM CXCL12 in Medium im Brutschrank inkubiert

und vor Zugabe der CD4" T-Zellen erneut dreimal griindlich gewaschen.

3.2.11.2 Isolation und Behandlung der CD4" T-Zellen

CD4" T-Zellen wurden aus BALB/c-Milzen mittels MACS sortiert (> 99,4 % CD4"), 2 h in
cRPMI im Brutschrank inkubiert und zur Dichtegradientenzentrifugation iiber 17%ige
Nycodenz-Losung geschichtet und fiir 10 min bei RT mit 755xg zentrifugiert. Dann wurden
1x10° Zellen in 30 pl cRPMI auf die mit Endothelzellen bewachsenen p-Slides VI gegeben.
Nach 20 min wurden die Zellen einmal mit 100 ul cRPMI gewaschen, um nicht-adhdrente
CD4" T-Zellen zu entfernen, und dann in 100 pl cRPMI gehalten. Wihrend des gesamten
Versuchs wurden die Zellen mittels einer Rotlichtlampe und einem Temperatursensor auf

37 °C gehalten.

3.2.11.3 Aufnahme und Analyse

Fiir die Analyse wurden Fotos am Leica DM IRE2 Mikroskop mit dem Programm Leica
Confocal Software (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) im Phasenkontrast mit 80-facher
VergroBerung erstellt. Zur Berechnung der Adhision von CD4" T-Zellen an die Endothelien
wurden vor und nach dem Waschen 5 Bereiche auf den Objektragern fotografiert. Fiir die
Untersuchung wandernder bzw. transmigrierender Zellen wurden je Objektréger 3 Bereiche
ausgewahlt, die liber einen Zeitraum von 10 min alle 5 Sekunden fotografiert wurden. Diese
Serien wurden dann als Filme (avi-Format) mit Zeitraffer (10 Bilder/s, 1 s Filmzeit = 50 s
Echtzeit) exportiert und ausgewertet. Dabei wurden die CD4 " T-Zellen in 3 Typen unterteilt:

1.) unbeweglich: Zellen liegen nicht adhirierend auf dem Endothel. Sie erscheinen im
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Phasenkontrast sehr hell. 2.) mobil: Zellen flachen nach Adhésion an das Endothel ab und
wandern auf der Oberseite des Endothels um mehr als 2 Zelldurchmesser. Sie erscheinen im
Phasenkontrast mittel- bis dunkelgrau. 3.) transmigrierend: Zellen wandern unter das
Endothel und z. T. zuriick an die Oberseite. Sie erscheinen im Phasenkontrast dunkelgrau bis

schwarz.

3.2.12 Graphische Darstellung und Statistik
Alle Graphen wurden mit den Programmen Excel (Microsoft) oder GraphPadPrism erstellt.
Zur Berechnung von Signifikanzen wurde der Mann-Whitney-Test verwendet. Bei p < 0,05

wurden die Unterschiede als signifikant angesehen (* = p < 0,05; ** =p <0,01).
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4 Ergebnisse

4.1 Exvivo Isolation der LSEC mit Hilfe des Antikorpers ME-9F1

Zur ex vivo Gewinnung muriner LSEC wurde der Endothel-spezifische Antikdrper ME-9F1
verwendet. Die Eignung des Antikorpers zur Detektion der LSEC wurde zuerst in der
Histologie iiberpriift: Auf Kryoschnitten von Leber, aber auch von Niere und Milz lief3 sich
das Endothel spezifisch mit dem Antikorper ME-9F1 anfirben (Abb.5). Auf den
Leberschnitten konnten mit diesem Antikérper neben den Endothelien groBerer Blutgefille
auch die sinusoidalen Endothelzellen, die anhand ihrer Morphologie erkannt wurden,
detektiert werden. Auch am Durchflusszytometer konnten die LSEC mit dem Antikdrper ME-
9F1 detektiert werden (Abb. 6A). Zur Kontrolle wurde das Endothel dabei mit dem Pan-

Endothelmarker Meca32 gegengefarbt.
ME-9F1 Kontrolle

Leber

Milz

¥ oo

Abb. 5: Detekion des Endothels mit Hilfe des ME-9F1 auf Kryoschnitten von Leber, Niere und Milz. Auf
Kryoschnitten von muriner Leber, Niere und Milz wurde das Endothel nach Inkubation mit dem Antikérper ME-
9F1 und anti-Ratte-Peroxidase iiber Zugabe des Peroxidase-Substrats detektiert. Farbungen ohne den Primér-
antikdrper dienten als Negativkontrollen. Zusétzlich wurden mit Hématoxylin alle Zellkerne geférbt.
Anschliefend wurden am Mikroskop Dias mit 20xVergroferung aufgenommen.

Neben der Detektion der LSEC war der Antikérper ME-9F1 auch fiir die ex vivo Isolation der
LSEC (sieche Material und Methoden, 3.2.2.2) geeignet. In der nicht-parenchymatischen
Fraktion der Leber waren 15-30 % der Zellen ME-9F1", nach magnetischer Sortierung mit
ME-9F1 konnte der Anteil an Endothelzellen auf iiber 90 % gesteigert werden (Abb. 6B).
Durch die anschlieBende iiber-Nacht-Kultur und das Entfernen aller nicht-adhédrenten Zellen

lag der Anteil der Endothelzellen bei > 95 % (Abb. 6C). Die Reinheit der Endothelzellen nach
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der {iber-Nacht-Kultur wurde mittels AcLDL kontrolliert, welches spezifisch von
Endothelzellen iiber den Mannose-Rezeptor aufgenommen [108] und durch Fluoreszenz-

Kopplung im Durchflusszytometer detektiert werden kann.
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Abb. 6: Detektion der LSEC im Durchflusszytometer. Nach Collagenase-Verdau der Leber und einem Ein-
Schritt-Gradienten konnten die LSEC in der nicht-parenchymatischen Fraktion der Leber mit dem Antikdrper
ME-9F1 detektiert werden; der Standardmarker fiir Endothel Meca32 zeigte eine deutliche Kofirbung (A). Der
Antikorper ME-9F1 war auch in der magnetischen Sortierung verwendbar (B): Nach Inkubation der nicht-
parenchymtischen Fraktion der Leber mit dem Antikdrper ME-9F1-FITC und mit anti-FITC-MicroBeads
wurden die Endothelzellen in der Positiviraktion auf > 90 % angereichert. Die Reinheit der LSEC-Isolation
wurde iber die spezifische Aufnahme von Fluoreszenz-gekoppeltem-AcLDL nach iiber-Nacht-Kultur im
DurchfluBzytometer kontrolliert (C). Die Prozentangaben sind reprisentative Werte.

4.2 Einfluss der LSEC auf die Transmigration von CD4" T-Zellen

Der Einfluss der LSEC auf die Transmigration von CD4" T-Zellen wurde in An- und
Abwesenheit der LSEC im Transwell®-System und am Phasenkontrastmikroskop untersucht.
Die CD4" T-Zellen wurden ex vivo aus Milzen isoliert. Nach Abreicherung von CD8",
CDI11b" und B-Zellen lag der Anteil der CD4" T-Zellen bei 68-85 %. Mit Hilfe des Markers
CD45RB, der auf naiven CD4" T-Zellen sehr hoch exprimiert ist (CD45RB"#") und wihrend
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der Differenzierung in Effektor/Memory-Zellen herunter reguliert wird (CD45RB1°W), zeigte
sich, dass etwa 2/3 der ex vivo isolierten CD4" Milzzellen naive, 1/3 Effektor/Memory-Zellen

waren.

4.2.1 Gesteigerte Transmigration von CD4" T-Zellen in Anwesenheit der LSEC

Zuerst wurde die transendotheliale Migration der gesamten CD4" T-Zellen durch LSEC mit
der Migration durch andere Endothelien verglichen. Die Migration durch Endothel-freie
Transwell*-Membranen diente dabei als Standard.

Die spontane Transmigration der CD4 " T-Zellen durch eine Endothel-freie Membran lag bei
8,1 +4,4 %, welche durch die Anwesenheit der LSEC nicht verdndert wurde (8,6 = 5,1 %).
Die Anwesenheit der Kontroll-Endothelien bENDS und mIEND hingegen fiihrte zu einer
signifikanten Verminderung der Transmigration auf 2,1 +2.,7 % und 2,8 + 1,6 % (Abb. 7A).
Durch den chemotaktischen Gradienten mit CXCL12 erhohte sich die Transmigration der
CD4" T-Zellen durch Membranen ohne Endothel auf 26,7 + 10,3 %. Durch den LSEC-
Monolayer wurde diese Transmigration signifikant auf 49,6 16,8 % gesteigert. Im
Gegensatz dazu zeigte sich auf den Kontroll-Endothelien bENDS und mIEND eine signifikant
niedrigere Transmigration von 10,8 +2,7% und 5,2+ 2,8 % (Abb. 7B). Somit war die
Chemotaxis der T-Zellen zu CXCL12 in Anwesenheit der LSEC nicht nur im Vergleich zur
Migration durch die Kontrollendothelien erhéht, sondern auch im Vergleich zum Endothel-

freien System.
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Abb. 7: Transmigration von CD4" T-Zellen in Anwesenheit verschiedener Endothelien im Vergleich zum
Endothel-freien System. Die ex vivo isolierten LSEC sowie die Kontroll-Endothelien bENDS5 und mlEND
wurden auf FN-beschichteten Transwell®-Einsitzen kultiviert; als Kontrolle dienten nur FN-beschichtete
Einsitze. Die spontane Transmigration (A) und die Chemotaxis zu CXCL12 (B) von ex vivo isolierten CD4"
T-Zellen der Milz wurde in An- und in Abwesenheit der verschiedenen Endothelzellen quantifiziert. Dazu
wurden die transmigrierten T-Zellen nach 90 min Migrationszeit geerntet, mit Fluoresbrite™ Beads versetzt und
nach Oberflichenfirbung im Durchflusszytometer analysiert. Uber die Zahl der Zellen und der Fluoresbrite™
Beads in den Proben und im Input lieB sich dann die Migrationsrate berechnen. Die Diagramme zeigen
Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) von mindest. 4 unabhéngigen Experimenten mit n.s. = nicht
signifikant und ** = p <0,01. Nach dem Experiment wurden die Endothelzellen auf den Transwell“-Einsitzen
mit Giemsa geférbt und ihr Aussehen am Mikroskop kontrolliert (C).

Das Migrationsverhalten der CD4" T-Zellen auf LSEC wurde nicht nur im Transwell®-
System, sondern auch am Phasenkontrastmikroskop untersucht. Als Vergleichsendothel
wurden hier die bEND5-Zellen verwendet. Dabei wurde neben der Anzahl transmigrierender
T-Zellen auch die Zahl adhidrierender bzw. mobiler Zellen bestimmt: Auf Bildaufnahmen vor
und nach Waschen der Zellen konnte die Anzahl adhirierender CD4" T-Zellen auf den
Endothel-Monolayern berechnet werden, die Menge mobiler bzw. transmigrierender Zellen
wurde in Zeitraffer-Aufnahmen quantifiziert (Abb. 8). Auf den LSEC adhérierten nach
20 min etwa 30 % der T-Zellen, auf den bEND5 waren es ca. 8 %. Wéahrend der 10 min
Beobachtungszeit am Mikroskop wanderten ca. 6 % der T-Zellen entlang des LSEC-
Monolayers und 1 % transmigrierte durch die LSEC, wohingegen auf den bENDS5 nur bei
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knapp 2 % der T-Zellen Mobilitit und bei 0,1 % Transmigration beobachtet wurde. Ein Effekt
durch Vorinkubation der Endothelien mit CXC12 lieB sich nicht beobachten.

Da die Adhision an das Endothel Voraussetzung fiir die Transmigration der Zellen ist, konnte
die erhohte Adhdsion der CD4" T-Zellen an die LSEC ein Grund fiir ihre gesteigerte

Transmigration durch die LSEC sein.

A) ohne mit T-Zellen mit T-Zellen
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Abb. 8: Adhiision und Migration von CD4" T-Zellen auf LSEC bzw. bENDS. LSEC und bENDS wurden auf
FN-beschichteten p-slides VI iiber Nacht kultiviert. Am nichsten Tag wurden CD4" T-Zellen aus der Milz
isoliert, auf die Endothel-Monolayer, die zuvor mit oder ohne CXCL12 inkubiert worden waren, gegeben und im
Phasenkontrast beobachtet. Zur Berechnung der Adhédsion der T-Zellen an die Endothelien wurden die T-Zellen
auf den LSEC bzw. bENDS5 vor und nach Waschen gezdhlt. Dann wurden die T-Zellen 10 min lang auf den
Endothelien gefilmt und ihre Bewegungen anschlieBend im Zeitraffer analysiert: T-Zellen, die nach der
Adhision ans Endothel abflachten und auf der Oberseite des Endothels um mehr als einen %2 Zelldurchmesser
wanderten, galten als ,,mobil“. Wanderten die Zellen unter das Endothel bzw. zuriick an die Oberseite, wurden
sie als ,transmigrierend definiert. Neben reprasentativen Aufnahmen zur Bestimmung der Adhision (A) ist
beispielhaft die Transmigration einer CD4" T-Zelle durch einen LSEC-Monolayer dargestellt (weiBer Pfeil) (B).

Die Diagramme zur Adhédsion, Mobilitdt und Transmigration (C) zeigen MW und SD von drei unabhéngigen
Experimenten.
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Damit konnte am Phasenkontrastmikroskop bestitigt werden, dass die CD4" T-Zellen in
Anwesenheit der LSEC erhohte Transmigration zeigen. Die niedrigeren Prozentzahlen der
Transmigrationsraten konnten hierbei auf die kiirzere Versuchszeit zurlickzufithren sein: Am
Mikroskop wurden die Zellen fiir 10 min beobachtet, im Transwell“-System akkumulierten
die transmigrierten Zellen in der unteren Kammer und die Transmigrationsraten wurden nach

90 min Migrationszeit berechnet.

4.2.2 Effekt der LSEC auf die Transmigration verschiedener CD4"-Populationen

In vivo ist fiir die Leber eine priferentielle Akkumulation von Memory CD4" T-Zellen, nicht
jedoch von naiven CD4" T-Zellen beschricben [61]. Auch konnte mittels
Intravitalmikroskopie gezeigt werden, dass Thl-polarisierte Zellen besser als Th2-polarisierte
Zellen am sinusoidalen Endothel adhérieren [113]. Bisher konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass LSEC die Transmigrationsraten von CD4 " T-Zellen erhdhen. Nun sollte
untersucht werden, ob die LSEC als Filter fiir bestimmte CD4" T-Zell-Subsets fungieren,
somit selektiv das Migrationsverhalten bestimmter Subsets beeinflussen.

Zuerst wurde die Transmigration von naiven und Effektor/Memory CD4" T-Zellen
untersucht, die iiber den Markers CD45RB (CD45RB"™ vs. CD45RB"") detektiert wurden
(Abb. 9A). Zu CXCLI12 migrierten erwartungsgemal3 beide Populationen, da auf beiden der
Rezeptor CXCR4 zu finden ist: 32,5+ 11,0 % der naiven und 24,7+10,4 % der
Effektor/Memory Zellen migrierten durch Endothel-freie Membranen. In Anwesenheit der
LSEC konnte eine signifikante Steigerung der Chemotaxis von naiven bzw. Effektor/Memory
CD4" T-Zellen auf 59,5 + 21,7 % bzw. 56,6 + 15,0 % detektiert werden (Abb. 9B, C). Somit
wurde die Transmigration beider CD4" Populationen durch die LSEC gesteigert.

Neben CXCL12 wurde auch CXCL9, dessen Rezeptor CXCR3 nicht auf naiven, aber z. B.
auf Thl-polarisierten T-Zellen exprimiert ist, im Chemotaxisassay verwendet.
Erwartungsgemal liel sich im Endothel-freien System kein chemotaktischer Effekt auf die
naiven CD4" T-Zellen beobachten. Auch durch LSEC war keine erhohte Migration
detektierbar. Die Effektor/Memory CD4" T-Zellen zeigten dagegen einen signifikant erhdhte
Transmigration zu CXCL9 (16,3 +5,6 %). Diese Chemotaxis konnte in Anwesenheit der
LSEC signifikant auf 26,3 + 8,8 % gesteigert werden (Abb. 9c¢).
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Abb. 9: Transmigration von naiven und Effektor/Memory CD4" T-Zellen zu CXCL12 und CXCL9 in An-
und Abwesenheit der LSEC. LSEC wurden auf FN-beschichteten Transwell®-Einsdtzen kultiviert, als
Kontrolle dienten nur FN-beschichtete Einsdtze. Am nichsten Tag wurde die Transmigration von naiven und
Effektor/Memory CD4" T-Zellen zu CXCL12 und CXCL9 untersucht. Dazu wurden naive und Effektor/Memory
CD4" T-Zellen mit dem Marker CD45RB unterschieden (A) und die Transmigrationsraten wie in Abb. 7
beschrieben quantifiziert. Die Diagramme zeigen MW und SD von 8-18 unabhingigen Experimenten mit
*=p<0,05und ** = p<0,01.

Des Weiteren wurde die Transmigration einiger Zytokin-Produzenten (IFN-y, IL-4 und IL-10-
Produzenten) bestimmt. Es wurden ebenfalls ex vivo isolierte Milzzellen verwendet. Um eine
ausreichende Anzahl an Zytokin-Produzenten zu erhalten, war durch Abreichern der
CD62L " Fraktion der Anteil an Effektor/Memory CD4" T-Zellen von 30 % auf 60 % erhoht
worden. Die Migration wurde dann ohne weitere Vorbehandlung der Zellen durchgefiihrt.
Anschliefend wurde die Féhigkeit zur Zytokinsekretion durch PMA/IM-Stimulation und
intrazelluldre Farbung der Zytokine detektiert (Abb. 10A). Alle drei Zytokin-Produzenten
zeigten in Anwesenheit der LSEC gesteigerte Transmigrationsraten zu den Chemokinen
CXCL12 und CXCL9 (Abb. 10B-D). Die ,,Nicht-Produzenten (IFN-y IL-4" IL-10" CD4"
T-Zellen) zeigten in Anwesenheit der LSEC ebenfalls eine erhohte Chemotaxis zu CXCL12,

aber nicht zu CXCL9 (Abb. 10E). Sie wanderten also erwartungsgemaf} wie naive T-Zellen.
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Abb. 10: Transmigration verschiedener Zytokin-Produzenten zu CXCL12 und CXCL9 in An- und
Abwesenheit der LSEC. LSEC wurden auf FN-beschichteten Transwell®-Einsétzen kultiviert, als Kontrolle
dienten nur FN-beschichtete Einsitze. Nach Isolation von CD62L"™ angereicherten CD4" T-Zellen aus der Milz
wurden die Transmigrationsraten von IFN-y-, IL-4- und IL-10- produzierenden CD4" T-Zellen zu CXCL12 und
CXCL9 in An- und Abwesenheit der LSEC untersucht. Dazu wurden die migrierten T-Zellen nach PMA/IM-
Stimulation neben CD4 intrazelluldr fiir IFN-y, IL-4 und IL-10 geférbt und im Durchflusszytometer analysiert
(A). Zusitzlich wurden — wie in Abb. 7 beschrieben — Ansitze zur Quantifizierung mitgefiihrt. Uber den Anteil
der CD4" T-Zellen lieB sich dann die Transmigration der Zytokin-Produzenten (B-D) sowie der ,Nicht-
Produzenten (E) berechnen. Die Diagramme zeigen MW und SD von 3-5 unabhéngigen Experimenten.

Damit konnte fiir alle untersuchten CD4" T-Zellpopulationen eine erhdhte Chemotaxis in
Anwesenheit der LSEC festgestellt werden. Voraussetzung fiir die gesteigerte Transmigration
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war dabei die Reaktivitiat der T-Zellen auf das verwendete Chemokin. Durch die LSEC wurde

die Transmigration reaktiver T-Zellen gefordert, nicht die Transmigration bestimmter

Subpopulationen.

4.2.3 Kein erhohter chemotaktischer Effekt von CCL20, CCL21 und CXCL16 in
Anwesenheit der LSEC

In der Leber werden neben CXCL9 und CXCL12 weitere Chemokine, wie CCL20, CCL21

und CXCL16 konstitutiv exprimiert [59]. Daher wurde nun der Einfluss der LSEC auf die

Chemotaxis von CD4" T-Zellen zu diesen drei Chemokinen untersucht.

Zu CCL21 migrierten iiber 70 % der naiven und mehr als 60 % der Effektor/Memory CD4"

T-Zellen. Dies war unabhédngig vom Vorhandensein oder Fehlen der LSEC (Abb. 11A). Die

Chemotaxis von CD4" T-Zellen zu CCL20 und CXCL16 waren eher gering, aber wie zu

CCL21 durch die Anwesenheit der LSEC im Vergleich zu Endothel-freien Membranen nicht

verdndert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 11: Transmigration der CD4" T-Zellen zu CCL20 in An- und Abwesenheit von LSEC. LSEC wurden
auf FN-beschichteten Transwell®-Einsitzen kultiviert, als Kontrolle dienten nur FN-beschichtete Einsétze. Am
nichsten Tag wurde die Transmigration von naiven und Effektor/Memory CD4" T-Zellen aus Milz (A) und
Leber (B) zu CCL21 untersucht und wie in Abb. 7 beschrieben quantifiziert. Die Einteilung in naive und
Effektor/Memory Zellen erfolgte wie in Abb. 9 beschrieben mit dem Marker CD45RB. Das Diagramm zeigt
MW und SD eines repréasentativen von zwei unabhingigen Experimenten.

Durch die Anwesenheit der LSEC lieB sich somit die Chemotaxis von CD4" T-Zellen zu

CXCL9 und CXCLI12 signifikant steigern, nicht jedoch zu den Chemokinen CCL20, CCL21
und CXCLI16.
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Neben der Transmigration von CD4" Milzzellen wurde auch das Migrationsverhalten von
intrahepatischen CD4" T-Zellen untersucht: Diese zeigten ebenfalls durch die Anwesenheit
der LSEC keine erhohte Chemotaxis zu CCL20, CCL21 und CXCL16. Allerdings war der
chemotaktische Effekt von CCL21 auf Leber-residente Effektor/Memory CD4" T-Zellen
geringer als auf die der Milz (Abb. 11B).

4.2.4 Mechanismus der gesteigerten Transmigration in Anwesenheit der LSEC

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Transmigration von CD4" T-Zellen durch die
Anwesenheit der LSEC beeinflusst wird: Zum einen wirken die LSEC bei der spontanen
Transmigration im Gegensatz zu anderen Endothelien nicht als Barrieren, zum anderen wird
der chemotaktische Effekt bestimmter Chemokinen durch die Anwesenheit der LSEC
gesteigert. Nun sollte gekldrt werden, welcher Mechanismus fiir die beobachteten Effekte
verantwortlich ist. Dazu wurden eine direkte Aktivierung des Endothels durch die
Chemokine, der Einfluss endothelialer Adhédsionsmolekiile und die Fahigkeit der LSEC zur

Chemokin-Préasentation untersucht.

4.2.4.1 Endotheliale Aktivierung durch CXCL9 und CXCL12

Da Endothelzellen ebenso wie Leukozyten Chemokinrezeptoren exprimieren konnen [114],
wurde zunédchst untersucht, ob eine direkte Aktivierung der LSEC nach Chemokin/Rezeptor-
Interaktion erfolgt. Dazu standen CXCR3""-Méusen zur Verfligung, aus denen die LSEC
isoliert wurden. So konnte dann die Transmigration von CD45RB" Effektor/Memory CD4"
T-Zellen zu CXCL9 in Anwesenheit der Knockout- und wt-LSEC miteinander verglichen
werden (Abb. 12A). Die Migration der T-Zellen durch CXCR3"-LSEC war mit 31,3 + 3,6 %
im Vergleich zur Migration durch wt-LSEC unverédndert (26,3 + 8,8 %). Die LSEC schienen
somit nicht direkt durch das Chemokin beeinflusst zu werden. Dagegen konnte
erwartungsgemif bei den T-Zellen aus CXCR3”-Miusen keine Chemotaxis zu CXCL9
beobachtet werden (Abb. 12B).
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Abb. 12: Unveriinderte Transmigration von CD45RB"" CD4" T-Zellen zu CXCL9 durch CXCR3"-LSEC
im Vergleich zur Migration durch wt-LSEC. LSEC wurden aus wt- bzw. CXCR3™"-Méusen isoliert und auf
FN-beschichteten Transwell”-Einsitzen kultiviert. Am néchsten Tag wurde die Transmigration von CD45RB"™
CD4" T-Zellen aus wt-Milzen zu CXCL9 untersucht und wie in Abb. 7 beschrieben quantifiziert (A). Zusétzlich
wurde die transendotheliale Migration von CD45RB"™ CD4" T-Zellen aus CXCR37-Milzen zu CXCL9
analysiert (B). Die Diagramme zeigen MW und SD von 3-9 unabhéngigen Experimenten.

Da keine CXCR4”-Maus zur Verfiigung stand, wurde die mogliche endotheliale Aktivierung
durch CXCL12 mittels Blockade der Rezeptor-vermittelten Signaltransduktion untersucht
(Abb. 13A). Dazu wurden die LSEC mit Pertussis Toxin (PTX) vorbehandelt, welches die
Signaltransduktion der an die Chemokinrezeptoren gekoppelten Gj-Proteine blockiert: PTX
katalysiert die ADP-Ribosylierung eines spezifischen Cysteinrests in der a-Untereinheit von

Gi. Diese kovalente Modifikation blockiert die Spaltung in o- und By-Untereinheit und hélt G;
in der inaktiven GDP-Form fest [115].
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Abb. 13: Unveriinderte Transmigration der CD4" T-Zellen zu CXCL12 nach Vorbehandlung der LSEC
mit PTX. LSEC wurden auf FN-beschichteten Transwell®-Einsitzen kultiviert und am néchsten Tag 2 h mit
oder ohne PTX bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Transmigration von CD4" T-Zellen in An- und Abwesenheit
der LSEC untersucht und wie in Abb. 7 beschrieben quantifiziert (A). Die Aktivitit des PTX wurde im
Endothel-freien Transmigrationsassay durch Vorbehandlung der transmigrierenden CD4" T-Zellen mit

steigenden PTX-Konzentrationen tiberpriift (B). Die Diagramme zeigen MW und SD eines reprdsentativen von
zwei unabhéngigen Experimenten.
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Die Priinkubation der Endothelzellen mit PTX zeigte wiederum keinen Effekt auf die
Transmigration der CD4" T-Zellen, wohingegen die Vorbehandlung der T-Zellen mit PTX

erwartungsgemal zu einer Dosis-abhidngigen Blockade der Transmigration fiihrte (Abb. 13B).

4.2.4.2 Konstitutive ICAM-1-Expression auf LSEC

Neben den Chemokinen nehmen die endothelialen Adhédsionsmolekiile Einfluf auf die
Transmigration von Leukozyten. Das Adhésionsmolekiill ICAM-1 scheint dabei nicht nur fiir
die Adhésion, sondern auch fiir den Durchtritt der Lymphozyten durch das Endothel eine
Rolle zu spielen [116] und wird auf LSEC konstitutiv auf hohem Level exprimiert. Daher
wurde der Einfluss von ICAM-1 auf die Transmigration von CD4" T-Zellen mit Hilfe von
LSEC aus ICAM-1""-Miusen untersucht (Abb. 14).

Die Transmigration zu CXCL12 durch ICAM-1"-LSEC war mit 34,1 + 10,2 % im Vergleich
zur Transmigration durch wt-LSEC (49,6 + 16,8 %) geringfiigig, jedoch nicht signifikant

reduziert (p = 0,11). Vergleichbares galt auch fiir die spontane Transmigration der T-Zellen.

100

. n.s.

E] 1

2 75

=

[e]

>

® 50

c

] n.s.

& 254

=

0 1

wt  ICAM-1" wt  ICAM-1"
ohne ChK CXCL12

Abb. 14: Kein drastischer EinfluB der ICAM-1-Expression auf LSEC auf die Transmigration von CD4"
T-Zellen. LSEC wurden aus wt- oder aus [CAM-1""-Miusen isoliert und auf FN-beschichteten Transwell®-
Einsitzen kultiviert. Am nichsten Tag wurde die Transmigration von CD4" T-Zellen aus der Milz durch LSEC
aus wt- und aus ICAM-1"-Miusen untersucht und wie in Abb. 7 beschrieben quantifiziert. Das Diagramm zeigt
MW und SD von mindest. 4 unabhidngigen Experimenten mit n.s. = nicht signifikant.

4.2.4.3 Chemokin-Prisentation auf der Oberfliche der LSEC

Endothelzellen konnen Chemokine aus der Umgebung aufnehmen wund {iber
Glykosaminoglykane (GAGs) prisentieren [23]. Diese auf Endothelzellen prisentierten
Chemokine kdnnen im Vergleich zu 16slichen Chemokinen zu einer effektiveren Aktivierung,
verstiarkten Adhdsion und erhohten Transmigration der Lymphozyten fiihren [19].

Zur Untersuchung der Chemokin-Prisentation durch GAGs wurde die Transmigration von

CD4" T-Zellen in Anwesenheit von LSEC gemessen, die mit dem GAG-schneidenden Enzym

Heparinase I vorbehandelt worden waren (Abb. 15). Die Transmigration der T-Zellen durch
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Heparinase I behandelte LSEC entsprach der durch unbehandelte LSEC. Die Vorbehandlung
zeigte damit keinen Effekt auf die Transmigration der CD4" T-Zellen.
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Abb. 15: Unveriinderte Transmigration der CD4" T-Zellen nach Vorbehandlung der LSEC mit
Heparinase I. Die LSEC wurden auf FN-beschichteten Transwell“-Einsitzen kultiviert und am nichsten Tag
mit oder ohne Heparinase I (Hep-I) fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Transmigration von CD4"
T-Zellen im Endothel-freien System und durch Hep-I-behandelte bzw. durch unbehandelte LSEC untersucht und
wie in Abb. 7 beschrieben quantifiziert. Das Diagramm zeigt MW und SD von drei unabhingigen Experimenten.
Die Chemokin-Prasentation auf der Oberfliche der LSEC wurde dann durch Vorinkubation
der Endothelzellen mit dem Chemokin weiter untersucht. Dazu wurden die LSEC von oben
(= luminal) oder von unten (= abluminal) mit CXCLI12 vorinkubiert. Wihrend der
Transmigrationsphase der T-Zellen wurde dann kein Chemokin verwendet. Abb. 16 zeigt,
dass die Vorinkubation der LSEC mit dem Chemokin von oben im Vergleich zur spontanen
Transmigration nicht zu einer signifikant erhohten Transmigration der T-Zellen fiihrte
(9,0+£3,1 % bzw. 12,0+£11,5%). Dies konnte auch in den Zeitrafferaufnahmen am
Mikroskop beobachtet werden (Abb. 8C). Dagegen fiihrte die Vorinkubation des Endothels
mit dem Chemokin von unten zu einer signifikanten Steigerung der Transmigrationsrate auf
50,2 + 16,5 %. Die LSEC waren somit in der Lage, das Chemokin auf ihrer Oberfliche zu
binden und zu présentieren, allerdings war ein Effekt auf die Transmigration der T-Zellen

abhingig vom Ursprungsort des Chemokins.
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Abb. 16: Gesteigerte Transmigration der CD4" T-Zellen nach Vorinkubation der LSEC mit CXCL12. Die
LSEC wurden auf FN-beschichteten Transwell“-Einsitzen kultiviert und am néchsten Tag entweder von oben
oder von unten fiir 2 h mit 50 nM CXCL12 inkubiert. Die spontane Transmigration von CD4" T-Zellen wurde in
Anwesenheit dieser vorbehandelten LSEC mit der durch unbehandelte LSEC ohne Chemokin bzw. mit der

Chemotaxis zu CXCL12 verglichen und wie in Abb. 7 beschrieben quantifiziert. Das Diagramm zeigt MW und
SD von 4-5 Experimenten mit n.s. = nicht signifikant und ** = p <0,01.
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4.3 Antigen-abhiingige Aktivierung naiver CD4" T-Zellen durch LSEC

Im Unterschied zu anderen mikrovaskuldren Endothelien besitzen die LSEC Charakteristika
Antigen-prasentierender Zellen: Neben der Fahigkeit zur Antigen-Aufnahme exprimieren sie
konstitutiv MHC-II- und kostimulatorische Molekiile [94-96]. Allerdings ist umstritten, ob es
eine Aktivierung naiver CD4" T-Zellen durch LSEC-abhingige Antigen-Prisentation gibt.
Einerseits ist die Induktion von Zytokinproduktion nachgewiesen [99], andererseits wird eine
unzureichende T-Zell-Proliferation beschrieben [101].

Neben dem Einfluss der LSEC auf das Migrationsverhalten von CD4" T-Zellen wurde daher
im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit die Rolle der LSEC bei MHC-II restringierter
Antigen-Préisentation ndher untersucht.

Ex vivo isolierte naive CD4" T-Zellen wurden Antigen-spezifisch mit LSEC kokultiviert und
anschlieBend analysiert. Hierfiir wurden die CD4" T-Zellen besonders sorgfiltig aufgereinigt
(z. T. mit vorgeschalteter Entfernung der APZ durch Depletion der MHC-II", B220", CD11b"
und CD11c" Zellen) und ihre Reinheit im Proliferationsexperiment iiberpriift (CD4" T-Zellen
mit Antigen ohne APZ).

4.3.1 Aktivierung naiver CD4" T-Zellen durch LSEC bei hohen Antigen-Dosen

Zuerst wurden LSEC aus wt-Miusen isoliert und mit naiven OVA-TZR transgenen CD4"
T-Zellen Antigen-spezifisch kultiviert. Als Kontroll-APZ wurden professionelle Milz-APZ
aus wt-Miusen verwendet. Die Proliferation der naiven CD4" T-Zellen nach Kokultur mit den
LSEC oder Milz-APZ wurde an Tag 3 und Tag 6 bei verschiedenen Antigen-Konzentrationen
analysiert (Abb. 17).

An Tag drei war nach Kokultur mit den LSEC bei niedrigen Antigen-Dosen (0,01 pg/ml und
0,1 pg/ml OVA-Peptid) kaum Proliferation der CD4" T-Zellen detektiertbar, erst bei hohen
Antigen-Dosen (1 pg/ml und 5 pg/ml) zeigte sich Proliferation. Im Gegensatz dazu
proliferierten die T-Zellen, die mit Milz-APZ kultiviert worden waren, schon bei niedrigen
OVA-Konzentrationen; die mittlere Zellteilungsrate war signifikant erhoht. An Tag 6 war die
Proliferation der T-Zellen nach Kokultur mit LSEC bei niedrigen Antigen-Dosen weiterhin
signifikant niedriger als nach Kokultur mit Milz-APZ; bei hoher Antigen-Gabe war kein
deutlicher Unterschied in der mittleren Zellteilungsrate mehr zu sehen.

Die LSEC waren somit nur bei hohen Antigen-Konzentrationen in der Lage, die Proliferation

naiver CD4" T-Zellen zu induzieren.
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Abb. 17: Mittlere Zellteilungsrate der CD4" T-Zellen an Tag 3 und 6 der Kokultur mit LSEC oder Milz-
APZ und verschiedenen Antigen-Dosen. CFSE-markierte OVA-spezifische naive CD4" T-Zellen aus
DOI11.10-Miusen wurden mit verschiedenen OV A-Peptid-Konzentrationen in Anwesenheit von LSEC oder
CD90" Milz-APZ aus wt-Méusen kultiviert. Die Proliferation der T-Zellen wurde iiber das CFSE-Profil am
Durchflusszytometer detektiert (A) und die mittleren Zellteilungsraten nach Kokultur mit LSEC oder Milz-APZ
an Tag 3 (B) und Tag 6 (C) miteinander verglichen. Die Diagramme zeigen die Werte von 5-6 unabhingigen
Experimenten mit ** = p < 0,01.
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4.3.2 Myeloide APZ in der LSEC-Fraktion

4.3.2.1 Anteil myeloider APZ in der LSEC-Fraktion

Fiir die in vitro Untersuchungen zur Antigen-spezifischen Interaktion zwischen LSEC und
T-Zellen ist die Reinheit der ex vivo isolierten Zellpopulationen von groBer Bedeutung, da
schon geringe Mengen professioneller APZ ausreichen, um die Proliferation von naiven
T-Zellen zu induzieren. Daher wurde in der LSEC-Fraktion nicht nur der prozentuale Anteil
der Endothelzellen {iberpriift, sondern auch der Anteil an nicht-endothelialen MHC-II" Zellen.
Die Reinheit der LSEC-Fraktion nach ex vivo Isolation und iiber-Nacht-Kultur wurde mit
Fluoreszenz-konjugiertem AcLLDL im Durchflusszytometer iiberpriift und lag jeweils bei iiber
95 %. Eine Analyse der nicht-endothelialen Zellen (AcLDL") aus der LSEC-Isolation ergab,
dass 0,48 = 0,44 % (bezogen auf die Gesamtzellen) MHC-II" waren. Zusitzlich wurden der
Anteil verschiedener Marker fiir professionelle APZ bestimmt: 0,72+ 0,15 % der
Gesamtzellen waren CD11b", 0,13+0,12% CDI1lc" und 0,24 +0,24 % CD45R/B220".
Aufgrund der hohen Effizienz, naive CD4" T-Zellen Antigen-spezifisch zu aktivieren, konnte
eine Induktion der Proliferation von T-Zellen durch diese geringen Mengen kontaminierender

professioneller APZ nicht ausgeschlossen werden.

4.3.2.2 Knochenmarkschimiren als LSEC-Quelle ohne myeloide MHC-II-Expression
Um die Antigen-Prisentation iiber myeloide APZ auszuschlieBen, wurden
Knochenmarkschimiren (KMCh) aus C57Bl/6- und MHC-II"-Méusen generiert. Nach
Bestrahlung wurden C57B1/6-Miuse mit MHC-II"-Knochenmark rekonstituiert. Das fiihrte
zu fehlender MHC-II-Expression auf myeloiden Zellen, z. B. auf den professionellen APZ. In
diesen chimédren Mausen war die MHC-II-Expression somit auf nicht-myeloide Zellen, z. B.
Endothelzellen, beschrinkt.

Um das Ausmaf} der Depletion endogener Zellen sowie der Rekonstitution mit MHC-II""-
Zellen zu tuberpriifen, wurde den KMCh 6 Wochen nach Bestrahlung und Injektion des
MHC-II""-Knochenmarks Blut entnommen und dieses fir MHC-II und CD4 getarbt
(Abb. 18A). AuBerdem wurde der Anteil an MHC-II"-Zellen in Milz und Leber iiberpriift
(Abb. 18B). Zellen aus C57Bl/6- oder MHC-II""-Miusen dienten dabei als Kontrollen.

Im Vergleich zu den wt-Miusen wurde bei den KMCh der Anteil MHC-II" Zellen im Blut
von fast 60 % auf 0,11 £0,11 % gesenkt, in der Milz von 65 % auf 0,18 0,25 %. In der
Leber konnte der Anteil nicht-endothelialer MHC-II"-Zellen durch die Bestrahlung von
ca. 35 % auf knapp 1 % reduziert werden. Dies bedeutete eine 99%ige Depletion der

endogenen myeloiden in Blut und Milz und eine 95%ige Depletion in der Leber.
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Abb. 18: Depletion endogener professioneller APZ und Rekonstitution mit MHC-II"-Knochenmark.
6 Wochen nach Bestrahlung und Rekonstitution mit MHC-II""-Knochenmark wurde den C57BI/6-Rezipienten
Blut entnommen und die Menge an MHC-II" und CD4" Zellen analysiert (A). 2-3 Wochen spiter wurden bei
Milz- und Leberzellen Endothelzellen iiber den Antikérper ME-9F1 sowie MHC-II" Zellen detektiert (B). Zellen
von C57Bl/6- bzw. MHC-II""-Miusen dienten als Positiv- bzw. Negativkontrollen. Zur Uberpriifung der
funktionellen MHC-II-Expression wurden CD90" Milzzellen der KMCh zur Antigen-spezifischen in vitro
Stimulation CFSE-markierter OV A-spezifischer naiver CD4" T-Zellen eingesetzt. An Tag 3 nach Kokultur mit
wt-, KMCh- oder MHC-II""-Milzzellen wurde die Proliferation iiber den GeoMean der CFSE-Fluoreszenz-
intensitdt detektiert (C). Mit dem GeoMean der Negativkontrolle (Kokultur ohne Antigen-Zugabe) = 100 %
wurde anschlieBend der relative GeoMean nach Kokultur mit den verschiedenen Milzzellen berechnet und die
Proliferation auf KMCh-Milzzellen mit der auf wt- und MHCII"-Zellen verglichen (D). Es gilt n.s. = nicht
signifikant und ** =p <0,01.
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Die Analyse am DurchfluBzytemer zeigte ferner, dass die LSEC der KMCh (ME-9F1")
erwartungsgemifl nicht durch MHC-II" LSEC ersetzt wurden, sondern schwach MHC-II"
blieben (Abb. 18B).

In der Milz reagiert der Endothel-spezifische Antikorper ME-9F1 mit einer kleinen
Zellpopulation (ca. 1 %), bei der es sich wahrscheinlich um NK-Zellen handelt (Daten nicht
gezeigt). Interessanterweise war der Anteil dieser ME-9F1"-Zellen in der Milz der MHC-II"-
Miuse auf 4 % erhoht. Da die MHC-II""-Maus kaum CD4" T-Zellen enthdlt, konnte der
erhohte prozentuale Anteil der NK-Zellen auf den geringen prozentualen Anteil an CD4"
T-Zellen in der Milz (2 % statt 15-20 %) zurilickzufiihren sein.

Die Depletion endogener MHC-II" professioneller APZ wurde auBerdem in vitro funktionell
iiberpriift: die Fahigkeit der Antigen-Prdsentation wurde durch Antigen-spezifische Kultur
CFSE-markierter naiver CD4" T-Zellen mit CD90-depletierten Milzzellen der einzelnen
KMCh getestet. An Tag 3 wurden die T-Zellen analysiert und der GeoMean der CFSE-
Fluoreszenzintensitdt bestimmt (Abb. 18C, D). Nach Kokultur mit Milzzellen aus MHC-II""-
Miusen wurde erwartungsgemif keine Proliferation festgestellt. Der relative GeoMean lag
bei 96,71 £6,38 % (mit GeoMean der Negativkontrolle, also Kokultur ohne Antigen
=100 %). Nach Kokultur mit wt-Milzzellen war der GeoMean der CFSE™ T-Zellen auf
29,71 £5,64 % reduziert, da die Zellen proliferiert waren. Nach Kokultur mit KMCh-
Milzzellen war in 5 von 6 unabhédngigen Experimenten (mit n = 21) keine bzw. nur minimale
Proliferation meB3bar. Trotz deutlicher T-Zell-Proliferation in einem Experiment (mit n = 5)
war mit einem GeoMean von 84,00 = 23,23 % kein signifikanter Unterschied zur Kokultur
mit MHC-II""-Milzzellen vorhanden. Der GeoMean nach Kokultur mit wt-Milzzellen war
dagegen signifikant vermindert. Somit zeigte auch der funktionelle Test die effiziente
Depletion der endogenen professionellen APZ.

Der Anteil endogener MHC-II"-Zellen in der LSEC-Fraktion, der schon in den Fraktionen aus
wt-Méusen nur 1 % betrug, wurde durch Verwendung der Knochenmarkschiméren um 95 %
reduziert. Damit war die Menge myeloider APZ in der LSEC-Fraktion so gering, dass ein

Einfluss auf die Proliferation von naiven T-Zellen ausgeschlossen werden konnte.

4.3.3 Proliferation naiver CD4" T-Zellen nach Antigen-Prisentation durch LSEC

Fiir die Antigen-spezifische Kokultur mit naiven OVA-TZR transgenen CD4" T-Zellen und
5 pg/ml OVA-Peptid wurden die LSEC aus wt-Méusen und aus den KMCh isoliert. An Tag 6
wurden das Mal} der Proliferation iiber CFSE-Profil und Zellzahl (Abb. 19), sowie die
Zytokin-Produktion analysiert (Abb. 20).
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Wie nach Kokultur mit den wt-LSEC proliferierten die naiven CD4" T-Zellen auch in
Anwesenheit der LSEC aus den KMCh. Das CFSE-Profil der CD4" T-Zellen zeigte, dass
nach Kokultur mit den KMCh-LSEC mehr T-Zellen in der ungeteilten Fraktion verblieben als
nach Kokultur mit wt-LSEC (Abb. 19A). Auch die Zellzahl war mit 0,6-10° +0,3-10°
niedriger als nach Kokultur mit wt-LSEC (1,6-10° + 0,4:10%) (Abb. 19B). Die Proliferation
war nach Kokultur mit den Kontroll-APZ der wt-Milz am stirksten, es verblieben keine
Zellen in der Go-Fraktion und die Zellzahl war mit 3,2:10° + 0,8-10° signifikant hoher als nach
Kokultur mit den beiden LSEC-Fraktionen.
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Abb. 19: Proliferation und IL-2-Produktion naiver CD4" T-Zellen nach Antigen-spezifischer Kokultur
mit LSEC aus KMCh. CFSE-markierte OVA-TZR transgene naive CD4" T-Zellen wurden aus OT-II-Miusen
isoliert und mit 5 pg/ml OVA-Peptid und LSEC bzw. CD90" Milz-APZ aus C57Bl/6-Méusen oder KMCh
kultiviert. Nach 6 Tagen wurde das Maf3 der Proliferation iiber das CFSE-Profil (A) und iiber die Zellzahl (B)
sowie die IL-2-Produktion (C) nach PMA/IM-Restimulation und intrazelluldrer Farbung am Durchfluss-
zytometer bestimmt. Die Dot Plots zeigen reprasentative CFSE-Profile. Das Diagramm zur Zellzahl zeigt MW
und SD von 6 Experimenten, das Diagramm zur IL-2-Produktion MW und SD von 5-7 Experimenten mit n.s. =
nicht signifikant, * = p < 0,05 und ** =p <0,01.

Nach Kokultur mit den KMCh-Milzzellen lieB sich — wie schon in Abb. 18 fiir Tag 3 gezeigt
— nur minimale Proliferation messen; die Zellzahl lag bei 0,2-105 + 0,1-105. In der
Negativkontrolle (CD4" T-Zellen mit Antigen ohne APZ) war keine Proliferation

detektierbar; die T-Zell-Fraktion enthielt somit keine kontaminierenden professionellen APZ.

Da die meisten Zellen starben, war die Zellzahl an Tag 6 war sehr gering (< 0,02:10%). Auch
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die Kokultur der T-Zellen mit den verschiedenen APZ ohne Antigen zeigte erwartungsgemal
keine Proliferation (Daten nicht gezeigt).

Somit lie sich auch mit LSEC aus KMCh, bei denen ein Effekt durch professionellen APZ
ausgeschlossen war, die Proliferation naiver CD4" T-Zellen induzieren. Im Vergleich zur
Kokultur mit wt-LSEC lie8 sich hierbei ein quantitativer Unterschied feststellen, der auf die
professionellen APZ in der wt-LSEC-Fraktion zuriickzufiihren sein konnte.

Da IL-2, das von aktivierten T-Zellen gebildet wird und z. B. als autokriner Wachstumsfaktor
die Expansion der T-Zellen beeinflusst, wurde der Einfluss der LSEC auf die IL.-2-Produktion
untersucht. Nach PMA/IM-Restimulierung der CD4" T-Zellen wurde IL-2 intrazellulir
angeféarbt und im Durchflusszytometer detektiert (Abb. 19C).

Nach Kokultur der naiven CD4" T-Zellen mit wt-LSEC waren 40,15+9,14 % IL-2-
Produzenten detektierbar, nach Kokultur mit LSEC aus KMCh nur 11,73 + 5,24 %. Diese
signifikant geringere IL-2-Produktion konnte fiir die niedrigere Zellzahl nach Kokultur mit
KMCh-LSEC verantwortlich sein.

Nach Kokultur mit professionellen Milz-APZ aus wt-Miausen lag der Anteil der IL-2-
Produzenten bei 40,66 £ 17,80 %. Dies ist vergleichbar mit der IL-2-Produktion nach
Kokultur mit wt-LSEC. Bei letzterer wurde dennoch eine signifikant geringere Zellzahl
detektiert. Moglicherweise war bei Kokultur mit Milz-APZ an Tag 6 die maximale IL-2-
Produktion schon iiberschritten, so dass ein Unterschied in der IL-2-Produktion nur zu Beginn

der Kokultur detektiert werden konnte.

4.3.4 Keine Differenzierung in Effektorzellen nach Antigen-Prisentation durch LSEC
Neben der Proliferation wurde auch der Einfluss der LSEC auf die Differenzierung der
CD4" T-Zellen untersucht. Dazu wurden die Zellen ohne Zugabe weiterer Zytokine
kokultiviert (,,neutrale Kultur®). An Tag 6 der Kokultur wurde dann die Frequenz der IFN-y-,
IL-4- und IL-10-Produzenten mittels intrazelluldrer Zytokinfirbung nach PMA/IM-
Restimulation bestimmt (Abb. 20).

Nach Kokultur mit wt- oder KMCh-LSEC produzierten nur ca. 2 % der T-Zellen IFN-y,
wihrend 17,13 + 7,50 % der CD4" T-Zellen, die mit APZ aus wt-Milzen kokultiviert worden
waren, IFN-y produzierten. Nach Kokultur mit Milzzellen aus KMCh wurden ebenfalls
ca. 2 % IFN-y" Zellen detektiert. IL-4- und IL-10-Produzenten wurden nicht generiert. Eine
Differenzierung zu IFN-y-produzierenden Zellen lie3 sich somit nur auf den professionellen
APZ aus wt-Milzen erreichen. Auf LSEC — sowohl aus wt-Méusen als auch aus KMCh — war

die Generierung dieser Effektorzellen nicht zu beobachten.
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Abb. 20: Fehlenden Expression von IFNy, IL-4 und IL-10 nach Antigen-spezifischer Kokultur mit LSEC.
CFSE-markierte OVA-spezifische naive CD4" T-Zellen wurden aus OT-II-Miusen isoliert und fiir 6 Tage mit
5 pg/ml OVA-Peptid und LSEC bzw. CD90" Milz-APZ aus C57Bl/6-Méusen oder KMCh kultiviert. Nach
PMA/IM-Restimulierung wurde intrazelluldres IFN-y, IL-4 und IL-10 am Durchflusszytometer detektiert.
I;i<e (fée;%ramme zeigen MW und SD von 5-7 unabhingigen Experimenten mit n.s. = nicht signifikant und ** =
4.3.5 Aktivierung naiver CD4" T-Zellen unbeeinflusst vom Stimulationsgrad der
LSEC

Nach Stimulation mit pro-inflammatorischen Zytokinen oder mikrobiellen Substanzen ist auf
Endothelzellen die Expression von MHC-II sowie die verstirkte Expression von
kostimulatorischen und Adhésionsmolekiilen zu beobachten [50, 117-120]. Um die
Auswirkung der Stimulation von LSEC auf die Aktivierung von naiven CD4" T-Zellen zu
untersuchen, wurden die LSEC fiir 24 h mit IFN-y und TNF-o inkubiert und dann in der
Antigen-spezifischen Kokultur mit naiven CD4" T-Zellen aus OVA-TZR transgenen Miusen
eingesetzt. Die Analyse der LSEC im Durchflusszytometer zeigte erwartungsgemdf eine
Heraufregulierung der MHC-II-Expression (Abb. 21A). Bei den wt-LSEC stieg der Anteil der
Endothelzellen mit deutlicher MHC-II-Expression von 4,25 +2,10 % auf 16,55 +4,71 %.
Dies war bei den LSEC aus KMCh mit einem Anstieg von 3,18 &+ 1,25 % auf 20,20 + 6,98 %
dhnlich. Auch die ICAM-1-Expression, die schon ohne Stimulation auf der gesamten LSEC-

Population sehr hoch war, konnte durch die pro-inflammatorischen Zytokine gesteigert
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werden: Im Durchflusszytometer war nach Stimulation der wt- und KMCh-LSEC eine
Verdopplung der mittleren Fluoreszenzintensitit zu beobachten.

Um den Einfluss der aktivierten LSEC auf die Stimulation der naiven CD4" T-Zellen zu
untersuchen, wurden auch hier Zellzahl, sowie die Produktion der Zytokine IL-2 und IFN-y
bestimmt (Abb. 21B-D). Nach Kokultur mit LSEC aus KMCh fiihrte die Aktivierung des
Endothels weder zur verdnderten Expansion noch war die Zytokinproduktion beeinflusst.
Trotz der erhohten MHC-II- und ICAM-1-Expression waren die LSEC nicht in der Lage, eine
starkere Aktivierung der T-Zellen herbeizufiihren.

Interessanterweise konnte nach Kokultur mit wt-LSEC durch die Aktivierung des Endothels
ein Effekt detektiert werden: Die Kokultur mit aktivierten wt-LSEC fithrte zu einer
verminderten Zellzahl und IL-2-Produktion. Dies konnte auf einen Effekt von IFN-y und/oder
TNF-a auf die Wechselwirkung zwischen den wenigen professionellen APZ und den LSEC
bzw. T-Zellen zuriickzufiithren sein, der moglicherweise durch Deletion dieser Zellen die
erhohte Proliferation und IL-2-Produktion im Vergleich zur Kokultur mit KMCh-LSEC
verhindert hat. Ein Effekt auf die IFN-y-Produktion der CD4" T-Zellen war aber auch hier
nicht detektierbar.
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Abb. 21: Trotz Stimulation der LSEC unverinderter Phinotyp der naiven CD4" T-Zellen nach Antigen-
spezifischer Kokultur. LSEC wurden aus C57B1/6-Médusen oder KMCh isoliert und mit 10 ng/ml IFN-y und 20
ng/ml TNF-a fiir 24 h inkubiert. Die Expression von MHC-II und ICAM-1 auf unbehandelten und stimulierten
LSEC wurde im Durchflusszytometer analysiert (A). Nach Kokultur von CFSE-markierten OV A-spezifischen
naiven CD4" T-Zellen aus OT-II-Miusen mit diesen LSEC und 5 pg/ml OVA-Peptid wurde an Tag 6 der
Kokultur die Zellzahl der CD4" T-Zellen (B) und deren Expression von IL-2 (C) und IFN-y (D) nach PMA/IM-
Restimulation ermittelt. Die Daten eines représentativen von 4 unabhingigen Experimenten sind dargestellt.
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4.3.6 Induktion eines undifferenzierten, reversiblen Phianotyps nach Antigen-
Prisentation durch LSEC
Neben Deletion von Effektorzellen oder Suppression durch regulatorische Zellen ist die
Entwicklung anerger T-Zellen, also T-Zellen mit fehlender Effektorfunktion, ein
Mechanismus der peripheren Toleranz. Bisher konnte in der vorliegenden Arbeit festgestellt
werden, dass die Aktivierung der naiven CD4" T-Zellen durch LSEC zwar zur Proliferation
der T-Zellen, nicht aber zu Generierung von Effektorzellen fiihrt. Nun sollte gekléart werden,
ob diese fehlende Effektorfunktion auf einen irreversibel anergen Zustand der T-Zellen
zurtickzufiihren ist.
Dazu wurden naive CD4" T-Zellen in der ersten Woche Antigen-spezifisch mit LSEC
kultiviert und in der zweiten Woche entweder mit professionellen Milz-APZ oder erneut mit
LSEC (LSEC/Milz bzw. LSEC/LSEC). Zum Vergleich wurden naive CD4" T-Zellen zuerst
Antigen-spezifisch mit Milz-APZ kultiviert und in der zweiten Woche entweder mit LSEC
oder erneut mit Milz-APZ (Milz/LSEC bzw. Milz/Milz). Nach PMA/IM-Restimulation wurde
dann die IFN-y-Produktion der T-Zellen intrazellulér tiberpriift (Abb. 22).
An Tag 6 konnten — wie erwartet — nach Kokultur mit den Milz-APZ 14,76 + 10,99 % IFN-y+
CD4" T-Zellen detektiert werden; nach Aktivierung durch die LSEC nur ca. 2 %. Nach einer
zweiten Antigen-spezifischen Stimulation der von den LSEC aktivierten Zellen durch
professionelle APZ wurden an Tag12 eine Steigerung der IFN-y-Produktion auf
11,60 + 10,46 % detektiert. Dagegen war nach einer zweiten Stimulation durch LSEC der
Anteil IFN-y-produzierender Zellen mit knapp 1 % weiterhin minimal. Die zuerst mit
professionellen Milz-APZ kultivierten IFN-y-produzierenden T-Zellen zeigten auch nach
zweiter Stimulation mit Milz-APZ eine gleich bleibende IFN-y-Expression von
16,19 £ 12,60 %. Eine zweite Kultivierungsrunde auf LSEC fiihrte bei diesen Zellen zu einer
reduzierten, aber nicht signifikant niedrigeren IFN-y-Produktion von 10,58 + 3,72 %.
Die Aktivierung der naiven CD4" T-Zellen durch LSEC fiihrte somit zwar zur Expansion von
T-Zellen ohne Effektorzytokin-Expression, die Differenzierung in Effektorzellen konnte aber
durch eine zweite Stimulierung mit professionellen APZ induziert werden. Die CD4"
T-Zellen waren somit wihrend der initialen Aktivierung durch LSEC nicht irreversibel

anergisiert worden.
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Abb. 22: Reversibler Phinotyp bei naiven CD4" T-Zellen nach Aktivierung durch LSEC. CFSE-markierte
OVA-TZR transgene naive CD4" T-Zellen aus DO11.10-Mzusen wurden mit 5 pg/ml OVA-Peptid und LSEC
oder CD90" Milz-APZ aus wt-Mausen kultiviert. Nach 6 Tagen wurden die T-Zellen abgeerntet und mit 5 pg/ml
OVA-Peptid und frisch isolierten LSEC bzw. Milz-APZ erneut kultiviert: CD4" T-Zellen, die zuvor von LSEC
aktiviert worden waren, wurden fiir weitere 6 Tage mit Milz-APZ kultiviert und vice versa. An Tag 0, 6 und 12
wurde nach PMA/IM-Restimulation nach intrazelluldrer Farbung der Anteil an IFN-y-Produzenten bestimmt.
Das Diagramm zeigt MW und SD von 12 unabhingigen Experimenten an Tag 6 und von 5 unabhéngigen
Experimenten an Tag 12 mit * =p < 0,05 und ** =p <0,01.
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5 Diskussion

Eine wichtige Aufgabe des sinusoidalen Endothels der Leber ist der rasche Austausch von
Makromolekiilen zwischen sinusoidalem Lumen und Leber-Parenchym. Neben den
Nahrstoffen, die die Leber v.a. mit dem Blut aus dem Darm erreichen, gelangen auch
T-Zellen und andere Leukozyten in die Sinusoide. Aufgrund des langsamen Blutflusses in der
Leber bewegen sich diese nicht sehr schnell durch die Leber und koénnen aufgrund des
geringen Durchmessers der Sinusoide direkt mit den sinusoidalen Endothelzellen in Kontakt
treten [121].

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Aspekte der Interaktion der
sinusoidalen Endothelzellen mit CD4" T-Zellen in vitro untersucht: Zum einen die
transendotheliale Migration von CD4" T-Zellen, zum anderen die Fihigkeit der sinusoidalen

Endothelzellen, CD4" T-Zellen Antigen-abhingig zu stimulieren.

5.1 Exvivo Isolation der LSEC mit Hilfe des Antikorpers ME-9F1

Um die Modulation von CD4" T-Zellen durch LSEC in vitro untersuchen zu konnen, ist es
notwendig, eine Methode zur Isolation der Endothelzellen einzusetzen, die neben einer guten
Reinheit auch eine ausreichende Ausbeute garantiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden die LSEC ex vivo durch magnetische Sortierung mit dem
Antikorper ME-9F1 isoliert. Das Hybridom wurde 1992 im Rahmen einer Doktorarbeit durch
Fusion einer Myelomalinie mit Milzzellen aus Ratten, die mit der Endothelzelllinie TME-3H3
immunisiert worden waren, generiert. Der Antikorper farbt das Kapillarendothel in Peyer’s
Patches, peripheren Lymphknoten, Niere, Leber, Milz, Skelettmuskel, Haut und Gehirn.
Ansonsten werden die glatte Muskulatur des Diinndarms und das Trabekelwerk der Milz
angefarbt [122].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Antikérper nicht nur in der
Immunhistologie und Durchflusszytometrie einsetzbar ist, bei der sich eine Kofarbung mit
dem Panendothelzellmarker Meca32 zeigt, sondern auch in der magnetischen Separation der
LSEC von den tibrigen nicht-parenchymatischen Leberzellen (Abb. 6). Mit einer Ausbeute
von ca. 2-4x10° Zellen pro Leber war keine Expansion der ex vivo isolierten Zellen notwendig
und nach iiber-Nacht-Kultur wurde eine Reinheit der LSEC von iiber 95 % erreicht.
Mittlerweile ist der Antikdrper ME-9F1 — direkt an magnetische Beads gekoppelt — zur
LSEC-Isolation bei Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach kommerziell erhéltlich.

Eine vergleichbare Isolationsmethode ist fiir mikrovaskuldre Endothelzellen aus den murinen

peripheren Organen Lunge und Herz beschrieben [123], bei der zur magnetischen Sortierung
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anti-CD31 (PECAM-1), anti-CD105 (Endoglin) und Isolectin B-4 verwendet werden. Diese
Methode ist zwar ebenfalls schnell und ohne besondere Gerdteausstattung durchfiihrbar,
bringt jedoch nur geringe Ausbeuten. Die Endothelzellen miissen in vitro iiber meherer
Passagen expandiert werden, bevor sie fiir Experimente verwendet werden konnen.

Speziell fiir die sinusoidalen Endothelzellen der Leber gibt es eine Isolationsmethode, bei der
neben den LSEC auch die Leber-residenten Makrophagen, die Kupffer Zellen, mittels
zentrifugaler Elutriation von den iibrigen hepatischen Zellen getrennt werden [124]. Aufgrund
der guten Ausbeute konnen die so isolierten LSEC ohne Expansion iiber mehrere Passagen
eingesetzt werden [96]. Die Methode erfordert jedoch eine spezielle Ausstattung wie
Elutriationszentrifuge und -rotor.

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Methode zur LSEC-Isolation vereinigt somit die
Vorteile der beiden beschriebenen alternativen Prozeduren: eine weniger aufwindige
magnetischen Anreicherung mit einem Endothel-spezifischen Antikoérper und eine gute

Ausbeute.

5.2 Einfluss der LSEC auf die Transmigration von CD4" T-Zellen

In der Leber finden sich Leber-residente Lymphozyten nicht nur widhrend Infektion oder
Inflammation, sondern auch unter physiologischen Bedingungen sowohl innerhalb der
Sinusoide als auch im Parenchym. In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, inwieweit
die LSEC an der Rekrutierung von zirkulierenden CD4" T-Zellen beteiligt sein konnten,

indem sie das Migrationsverhalten der T-Zellen beeinflussen.

5.2.1 Erhohte Transmigration durch LSEC im Vergleich zu anderen Endothelien

Es konnte gezeigt werden, dass LSEC im Vergleich zu anderen Endothelien die Féhigkeit
haben, sowohl die spontane transendotheliale Migration von T-Zellen zu erhohen als auch
deren Migration zu bestimmten Chemokinen — zu CXCL9 und CXCL12 — zu steigern.
Transmigration von Lymphozyten durch endotheliale Barrieren ist sowohl fiir lymphoide als
auch flir nicht-lymphoide mikrovaskuldre Endothelien gezeigt worden. So wandern
rezirkulierende Lymphozyten durch die Endothelzellen der HEV in die sekundédren Organe
ein [125]. In vitro Studien zur Diapedese von Leukozyten verwenden mikrovaskuldre primére
Endothelzellen oder Endothelioma aus verschiedenen Geweben, wie Nabelschnur,
Lymphknoten, Haut, Thymus oder Gehirn [111, 116, 126-130]. Durch die aus primirem
Hirnendothel generierte Linie bENDS5 konnte die spontane Migration von Memory T-Zellen,
aber auch von naiven T-Zellen gezeigt werden; im Vergleich zur Migration durch Endothel-

freic Transwell®-Einsdtze war die Migration allerdings vermindert [111]. Diese
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Endothelzelllinie bENDS kann als Modell fiir mikrovaskulires Endothel peripherer Organe
eingesetzt werden, da die Zellen nicht mehr die komplexen Tight Junctions der Blut-Gehirn-
Schranke besitzen [111, 116]. Dazu scheinen sie im Vergleich zur in vivo Situation hdhere
Permeabilitit und einen geringeren transendothelialen elektrischen Widerstand aufzuweisen
[131, 132].

In der vorliegenden Arbeit liel3 sich die reduzierte transendotheliale Migration nicht nur durch
die Zelllinie bENDS, sondern auch durch die Zelllinie mIEND beobachten (Abb. 7). Die Linie
mIEND wurde aus mesenterialen Lymphknoten generiert und reprisentiert somit lymphoides
mikrovaskulires Endothel [109]. Wie die bENDS-Zellen trégt diese Linie das Polyomavirus
middle-T onkogene, das spezifisch Endothelzellen immortalisiert, dabei aber Charakteristika
nicht-transformierter Zellen, wie Expression des von-Willebrand-Faktors oder in vitro
Kontaktinhibition, bewahrt [133, 134]. Daher wurden beide Endothelioma trotz
Immortalisierung als Vergleichsendothelien zu den LSEC herangezogen.

Beide Endothelien fungierten im Vergleich zum Endothel-freien System fiir die
Transmigration der CD4" T-Zellen eher als Barrieren. In Anwesenheit der bEND5 bzw.
mIEND mussten die T-Zellen nicht nur durch die Transwell®—Membran, sondern auch durch
einen endothelialen Monolayer wandern, der die Poren der Membran bedeckte. Im Gegensatz
dazu war durch die LSEC trotz des endothelialen Monolayers auf der Transwell*~-Membran
im Vergleich zum Endothel-freien System eine dhnliche Migrationsrate zu beobachten. Dies
weist auf einen aktiven Beitrag der LSEC an der transendothelialen Migration hin.

Die im Gegensatz zu den Kontrollendothelien gesteigerte Migration durch die LSEC konnte
zusitzlich durch bestimmte Eigenschaften der LSEC unterstiitzt worden sein: Sie sind nicht
nur aufgrund der Fenestrae und der fehlenden Basallamina als spezialisiertes Endothel zu
bezeichnen, sondern auch aufgrund fehlender Tight Junctions [135] und bilden im Gegensatz
zu anderen mikrovaskuldren Endothelzellen eine diskontinuierliche Barriere zwischen
sinusoidalem Lumen und Leber-Parenchym [59, 136]. Die erhohte spontane Migration durch
LSEC — im Vergleich zur Migration durch bENDS5 und mlEND — konnte somit auch auf die
geringer organisierten Zell-Zell-Kontakte zuriickzufithren sein, die die interendotheliale
Transmigration durch die LSEC erleichtern.

Unter physiologischen Bedingungen werden verschiedene Chemokine in der Leber
exprimiert, die an der homeostatischen Rekrutierung von T-Zellen in die Leber beteiligt sein
konnten [64]: Im humanen System wurde gezeigt, dass z. B. CXCL9 und CXCL10 von
sinusoidalen Endothelzellen, CXCL12 und CXCL16 von Cholangiozyten exprimiert werden.
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Des Weiteren werden DCs und Makrophagen in den Periportalfeldern mit der Expression von
CCL20 assoziiert; erstere auch mit der Expression von CCL21 [73].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Chemotaxis von CD4" T-Zellen zu verschiedenen
Chemokinen in Anwesenheit der LSEC untersucht: Die Experimente zeigten im Vergleich
zum Endothel-freien System einen signifikanten additiven Effekt der LSEC auf die gerichtete
Migration zu bestimmten Chemokinen (Abb. 9). Die Anwesenheit der Kontrollendothelien
hingegen fiihrte zu einer signifikant geringeren Migration. Die LSEC wirkten dabei nicht als
Filter fiir bestimmte T-Zell-Subsets, z. B. bestimmte Zytokin-Produzenten, sondern steigerten
den chemotaktischen Effekt von CXCL9 und CXCL12 bei allen responsiven Populationen.
Die Zusammensetzung der Leber-residenten Lymphozyten, die im Vergleich zu Zellen aus
Blut oder lymphoiden Organen einen erhchten Anteil an Effektor/Memory-Zellen aufweisen
[55], scheint somit nicht durch einen Einfluss der LSEC auf die Transmigration bestimmter

Subpopulationen, sondern vor allem durch die vorhandenen Chemokine reguliert zu werden.

5.2.2 Mechanismus fiir die erhéhte Transmigration von CD4" T-Zellen in Anwesenheit
der LSEC

Die Transmigration von Leukozyten wird zum einen durch die Kombination vorhandener
Chemokine und der zugehorigen Chemokinrezeptoren auf den Leukozyten reguliert, zum
anderen durch die Zusammensetzung der Adhisionsmolekiile auf den Leukozyten und den
Endothelzellen. Hierbei ist neben der Aktivierung der Leukozyten, Signaltransduktion zur
Anderung der Integrin-Affinitit, auch die der Endothelzellen erforderlich, z. B. zur
Umorganisation des Zytoskeletts [137-140].

In der vorliegenden Arbeit wurde zuerst die direkte Aktivierung der LSEC durch Chemokine
untersucht, um die erhohte Transmigration in Anwesenheit der LSEC zu erkldren. Des
Weiteren wurde der EinfluB endothelialer Adhédsionsmolekiile und die Fahigkeit der LSEC
zur effizienten Chemokin-Présentation {iberpriift.

Da die Expression von CXC-Chemokinrezeptoren fiir Endothelzellen bekannt ist [114], sollte
geklart werden, ob die LSEC direkt von den in den Experimenten verwendeten Chemokinen
CXCL9 und CXCL12 aktiviert wurden und dadurch die erhohte Transmigration zu erkléren
ist. Mit LSEC aus CXCR3™-Miusen lieB sich jedoch keine verminderte Transmigration der
T-Zellen beobachten; somit lie sich ein Aktivierung der LSEC iiber CXCL9/CXCR3-
Interaktion ausschliefen (Abb. 12). Da CXCR4"-Miuse perinatal sterben [69], konnte die
mogliche Aktivierung der LSEC durch CXCL12 nicht mit LSEC aus CXCR4"-Méusen
tiberpriift werden. Daher wurden LSEC mit Pertussis Toxin (PTX) inkubiert, welches die Gi-

Protein gekoppelte Signaltransduktion, die nach Chemokin/Rezeptor-Interaktion stattfindet,
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blockiert [11]. Auch hier lieB sich kein Unterschied in der Transmigration der CD4" T-Zellen
durch PTX-behandelte oder unbehandelte LSEC feststellen (Abb. 13). Dagegen lie3 sich
durch Vorbehandlung der T-Zellen mit PTX erwartungsgemdll deren Transmigration
dosisabhangig blockieren. Wie schon fiir HEV aus Lymphknoten gezeigt, konnte bestitigt
werden, dass zwar die Vorbehandlung der T-Zellen, nicht aber die der Endothelzellen zur
Blockade der Transmigration fithren kann [141]. Durch die generelle Blockade der
Chemokinrezeptorfunktion mittels PTX lie3 sich ausschlieBen, dass eine direkte Aktivierung
der LSEC iiber Chemokinrezeptoren fiir die gesteigerte Transmigration der T-Zellen
verantwortlich war.

Die Transmigration ist nicht nur abhdngig von der Art der Chemokine, sondern auch von der
Kombination der Adhdsionsmolekiile auf den Endothelzellen [3]. Im humanen System wird
dem Adhisionsmolekiil VAP-1 eine besondere Rolle bei der Leukozyten-Rekrutierung in die
Leber zugeschrieben. Es ist — ebenso wie ICAM-1 — auf LSEC konstitutiv exprimiert und
scheint an der Adhésion und Transmigration durch LSEC beteiligt zu sein [142]. Da VAP-1 in
der murinen Leber zwar stark auf dem Endothel der Zentralvene, auf den LSEC aber sehr
schwach bis gar nicht exprimiert ist [143], scheint der Einfluss von VAP-1 auf die
Transmigration von Lymphozyten im murinen System jedoch nicht sehr wahrscheinlich. Fiir
ICAM-1 dagegen konnte im murinen System ein Einfluss auf die Retention von CDS"
T-Zellen in der Leber gezeigt werden [144]. Dariiber hinaus spielt ICAM-1 bei der in vivo
Akkumulation von NKT-Zellen in der Leber eine Rolle [145-147]. In vitro ist ICAM-1, aber
auch ICAM-2 fiir die Transmigration von T-Zellen durch Hirnendothel essentiell [129]. Es ist
nicht nur an der festen Adhidsion von Leukozyten an das Endothel, sondern auch an der
transendothelialen Migration beteiligt [116]. In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings
gezeigt werden, dass eine fehlende ICAM-1-Expression auf den LSEC weder bei der
spontanen Migration durch diese LSEC noch bei der Chemotaxis zu CXCL12 zu einer
signifikanten Verminderung fiihrte (Abb. 14). Die hohe ICAM-1-Expression der LSEC
scheint somit nicht fiir den additiven Effekt bei der transendothelialen Migration von CD4"
T-Zellen verantwortlich zu sein.

Fiir Endothelzellen ist durch Immobilisierung von Chemokinen auf der Oberfldche eine lokale
Erhohung der Chemokinkonzentration und damit der transendothelialen Migration
beschrieben [19]. Chemokine konnen aufgrund ihrer basischen Eigenschaft {iber negativ
geladene Glykosaminoglykane (GAGs) auf der Oberfliche von Endothelzellen présentiert
werden. Da sich die Bindungsstellen fiir die GAGs und die zugehorigen Chemokinrezeptoren

unterscheiden, konnen immobilisierte Chemokine weiterhin von anderen Zellen tiber den
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spezifischen Rezeptor erkannt werden [14, 15]. Die Immobilisierung von Chemokinen lésst
sich durch eine Behandlung mit GAG-schneidenden Enzymen verhindern. So verliert
subendotheliale Extrazelluldre Matrix (EZM) nach Behandlung mit Heparinase die Fahigkeit
der Chemokin-Bindung und die Adhision von CD4" T-Zellen an die EZM wird reduziert
[148]. Des Weiteren wurde auf HeLa-Zellen eine Verringerung an gebundenen CXCL12 nach
Behandlung mit Heparinase oder Heparitinase I, nicht jedoch mit Chondroitinase beschrieben
[149]. In der vorliegenden Arbeit wurden die LSEC vor dem Chemotaxisassay mit
Heparinase-I behandelt, dessen Aktivtitdit — wie vom Hersteller empfohlen — {iber Heparin-
Spaltung am Photometer nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt). Dies fiihrte jedoch nicht
zu einer verminderten Anzahl migrierender T-Zellen (Abb. 15). Die Bindung der Chemokine
auf den LSEC scheint somit nicht von Heparinase-I sensitiven GAGs abhéngig zu sein. Eine
Immobilisierung der Chemokine iiber andere GAGs, wie Dermatansulfat oder
Chondroitinsulfat, konnte mittels Behandlung der LSEC mit Chondroitinase oder Trypsin
iiberpriift werden.

Ein weiterer Bindungspartner fiir Chemokine ist DARC (Duffy antigen/receptor for
chemokines) [23]. Dieses Glykoprotein wurde zuerst auf roten Blutkdrperchen beschrieben
und dient als Rezeptor fiir den Malariaparasiten Plasmodium vivax. Fiir DARC ist bisher kein
Mechanismus zur Signaltransduktion bekannt. Es besitzt zwar eine Sieben-
Transmembrandoméne dhnlich den Chemokinrezeptoren, ist aber nicht G-Protein gekoppelt
[150]. Trotzdem konnte DARC durch Immobilisierung und damit Prisentation von
Chemokinen eine Rolle fiir die Chemotaxis von Leukozyten spielen. Da eine Expression von
DARC zwar u. a. auf den sinusoidalen Endothelzellen der Milz und des Knochenmarks, nicht
aber auf den LSEC beschrieben ist [151], scheint eine Rolle bei der Chemokin-Préisentation
auf LSEC nicht sehr wahrscheinlich und wurde daher in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht.

Um die mdgliche Chemokin-Bindung tiber GAGs auf den LSEC genauer zu untersuchen,
wurden die Endothelzellen mit dem Chemokin CXCL12 vorinkubiert. Ein direkter Effekt des
Chemokins auf die LSEC iiber Chemokin/Rezeptor-Interaktion konnte dabei ausgeschlossen
werden, da — wie oben diskutiert — eine Behandlung der LSEC mit PTX ohne Effekt blieb.
Die Chemokin-Vorinkubation bewirkte allerdings nur dann eine Steigerung der
Transmigration, wenn das Chemokin von unten (abluminal) gegeben wurde. Die Inkubation
von oben (luminal) fiihrte weder bei den Zeitrafferaufnahmen am Phasenkontrastmikroskop
noch im Transwell®-System zu erhdhten Migrationsraten der CD4" T-Zellen (Abb. 8, 16).

Somit scheint die Immobilisierung des Chemokins auf der LSEC-Oberfldche allein nicht
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ausreichend, eine gesteigerte Transmigration von T-Zellen zu induzieren. Es scheint
zusitzlich notwendig, dass sich das Chemokin wihrend der Prdinkubation an der Endothel-
Unterseite befindet. Ohne diese zweite Bedingung hétte auch die Pridinkubation von oben eine
erhohte Transmigration der T-Zellen hervorrufen miissen.

Fiir einige Chemokine (CXCLS8, CCL2, CCL19 oder CCL21) konnte mittlerweile gezeigt
werden, dass Endothelzellen diese Chemokine iiber Transzytose von der abluminalen zur
luminalen Seite transportieren und dort prisentieren konnen [20, 24-26]. Dabei erscheint die
Interaktion mit GAGs notwendig, wie Experimente mit mutiertem CXCL8 zeigen, das bei
fehlender Bindungsfahigkeit zu Heparansulfat nicht mehr transportiert werden kann [20].
Hierbei kommt es nicht zu einer gleichméfBigen Verteilung entlang der Endotheloberfliache,
sondern CXCL8 wird auf den Spitzen der Mikrovilli zusammen mit bestimmten
Adhidsionsmolekiilen wie ICAM-1 prisentiert. Diese Kolokalisation der an der
transendothelialen Migration beteiligten Molekiile resultiert dann in erh6hter Transmigration.
Die Transzytose dient somit der lokalen Prédsentation der im Gewebe produzierten
Chemokine, um Lymphozyten ins Gewebe zu rekrutieren [23]. Der Effekt der gesteigerten
Chemotaxis nach abluminaler Priinkubation der LSEC mit CXCL12 passt in dieses Modell
(Abb. 23). Die LSEC scheinen somit die Fahigkeit der effizienten Aufnahme und Transzytose
bestimmter Chemokine zu besitzen; eine Fihigkeit, die die gesteigerte Chemotaxis der CD4"

T-Zellen erklart.
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Abb. 23: Modell zur effizienten Chemokin-Prisentation durch die LSEC nach Middleton et al., 2002.
Chemokine, die sich abluminal der LSEC befinden (A), werden von den LSEC aufgenommen und in Caveolae
transzytiert; ein Prozess, der die Bindung an Glykosaminoglykane (GAGs) beinhaltet. Auf der luminalen Seite
werden die Chemokine dann auf den Spitzen endothelialer Mikrovilli effizient prasentiert (B). Nach Interaktion
mit Chemokinrezeptoren auf der T-Zelloberflache kommt es zur Integrin-Aktivierung und fester Adhédsion, was
in effizienter Transmigration der T-Zellen durch die LSEC resultiert.
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5.3 Antigen-abhingige Aktivierung naiver CD4" T-Zellen durch LSEC

Aufgrund der Fiahigkeit zur Antigen-Aufnahme und -Prédsentation sowie der Expression
kostimulatorischer Molekiile gehdren die LSEC neben hepatischen DCs und Kupffer Zellen
zu den Leber-spezifischen Antigen-prisentierenden Zellen [94, 99, 152, 153]. Neben dem
Einfluss der LSEC auf das Migrationsverhalten von CD4" T-Zellen sollte daher in der
vorliegenden Arbeit geklirt werden, welcher Effekt auf naive CD4" T-Zellen nach Antigen-
Prisentation durch LSEC zu beobachten ist und inwieweit dies bei der Induktion von
peripherer Toleranz eine Rolle spielen konnte.

Bisher konnte mit zwei unterschiedlichen experimentellen Systemen gezeigt werden, dass
in vivo die Cross-Prisentation von exogenem Antigen durch LSEC bei CD8" T-Zellen zu
Immuntoleranz fiihrt [90, 98]. Auch scheinen LSEC in vitro an der alloreaktiven
Toleranzinduktion von CD4" T-Zellen beteiligt zu sein [97, 153] und konnen — neben Kupffer
Zellen und Hepatozyten — die Suppressoraktivitit regulatorischer CD4" T-Zellen in vitro
stimulieren [100]. Um zunéchst zu kliren, ob LSEC als nicht-professionelle APZ generell in
der Lage sind, naive CD4" T-Zellen zu aktivieren, wurden in vitro Antigen-spezifische
Kokulturen durchgefiihrt und der Phénotyp der CD4" T-Zellen nach Kokultur mit den LSEC

genauer untersucht.

5.3.1 Ausschluss kontaminierender professionelle APZ

Bei der Untersuchung der Aktivierung naiver T-Zellen durch nicht-professionelle APZ spielt
die Reinheit der ex vivo isolierten Zell-Populationen eine grofe Rolle. Es muss eine
Kontamination mit professionellen APZ ausgeschlossen werden, da diese — v. a. die
dendritischen Zellen — sehr effiziente Antigen-Prisention und Kostimulation aufweisen und
so schon in sehr geringer Anzahl eine Aktivierung auslosen und damit die Ergebnisse
beeinflussen konnen.

Nach der ex vivo Isolation der LSEC waren bei einer Reinheit von > 95 % geringe Mengen
professioneller APZ in der Endothelzell-Fraktion vorhanden. Um eine LSEC-Fraktion ohne
MHC-II" professionelle APZ zu erhalten, wurden die Endothelzellen aus Knochenmarks-
chimdren (KMCh) isoliert, bei denen die MHC-II-Expression auf professionellen myeloiden
APZ fehlt, aber auf nicht-professionellen APZ, wie den Endothelzellen, noch vorhanden ist.
Da professionelle APZ aus dem Knochenmark stammen und aufgrund ihrer geringen
Halbwertszeit schnell durch neue Zellen aus dem Knochenmark ersetzt werden, LSEC
dagegen nicht-myeloiden Ursprungs sind [101, 154], wurde dies durch Rekonstitution von wt-
Miusen mit MHC-II"-Knochenmark erreicht. Um einen kompletten Austausch des

hdmatopoietischen Systems der wt-Méause mit MHC-II""-Knochenmark zu gewihrleisten, ist
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eine lethale Bestrahlungsdosis notwendig, die abhidngig vom Mausstamm zwischen
8 und 12 Gy liegt [155-158]. Sowohl die phédnotypische Analyse der KMCh als auch der
funktionelle Test zeigten eine effiziente Depletion der myeloiden Zellen bei der eingesetzten
Bestrahlungsdosis von 10,4 Gy (Abb. 18).

Die Aktivierung naiver CD4" T-Zellen nach Kokultur mit KMCh-LSEC war im Vergleich zur
Kokultur mit LSEC aus wt-Mausen geringer. Die geringere Zellzahl an Tag 6 konnte auf die
niedrigere IL-2-Produktion zurlickzufiihren sein (Abb.19), da IL-2 ein wichtiger
Wachstumsfaktor wihrend der Expansion ist. Der Grad der Expansion kann proportional zur
verfliigbaren Menge an IL-2 sein, ein Mangel an IL-2 dagegen zu Apoptose fithren [159]. Die
verminderte Aktivierung der T-Zellen nach Kokultur mit LSEC aus KMCh war — neben der
Analyse der LSEC am Durchflusszytometer — ein weiterer Hinweis auf die Kontamination der
LSEC-Prédparation mit myeloiden APZ. Diese wenigen professionellen APZ konnten
aufgrund der effizienten Aktivierung einiger naiver T-Zellen fiir die erhdhte IL-2-Produktion
und Proliferation nach der Kokultur mit wt-LSEC verantwortlich sein.

Um das Vorhandensein professioneller APZ in der CD4" T-Zell-Fraktion auszuschlieBen,
wurde vor der Isolation der naiven CD4" T-Zellen eine Depletion der MHC-II" Zellen
vorgenommen und das Fehlen von MHC-II" Zellen nicht nur im Durchflusszytometer,
sondern ebenfalls im Proliferationsexperiment tberpriift (Abb. 19, nur T-Zellen plus
Antigen). Die fehlende Proliferation der T-Zellen schlie8t zusitzlich die Expression von
MHC-II-Molekiilen auf CD4" T-Zellen aus. Eine de novo MHC-II-Synthese konnte bisher fiir
CD4" T-Zellen aus Ratte und Mensch, nicht jedoch fiir murine Zellen gezeigt werden [160-
163].

Damit konnte in den LSEC- und den CD4" T-Zell-Fraktionen eine Kontamination mit
myeloiden MHC-II" APZ ausgeschlossen und die Fihigkeit der Antigen-Prisentation und

Aktivierung von naiven CD4" T-Zellen den LSEC zugeschrieben werden.

5.3.2 Antigen-Dosis abhiingige Expansion naiver CD4" T-Zellen durch LSEC

Die Fihigkeit, naive CD4" T-Zellen optimal zu aktivieren und damit ihre Expansion und
Differenzierung in Effektorzellen zu induzieren, wird generell nur einem Subset der
professionellen APZ, den DCs, zugeschrieben [41, 164, 165], da diese die erforderlichen
Signale iiber TZR-MHC-II/Peptid-Interaktion und kostimulatorische Molekiile auslosen
konnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass neben professionellen APZ auch
LSEC in der Lage sind, die Proliferation von naiven CD4" T-Zellen zu induzieren. Damit

konnten die Ergebnisse von Knolle et al. bestitigt werden, die fir CD4" T-Zellen eine
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Aktivierung durch LSEC, nicht jedoch durch andere Endothelzellen wie Aorta-Endothel
beschreiben [99]. Im Gegensatz dazu konnten Katz et al. nach Antigen-spezifischer Kokultur
von CD4" T-Zellen mit LSEC keine Stimulation beobachten [101]. Dies kdnnte zum einen
auf die unterschiedliche Isolation und Kultivierung der LSEC zuriickzufiihren sein: In der
vorliegenden Arbeit wurden die LSEC mit einem Endothel-spezifischen Antikdrper iiber
MACS angereichert und iiber Nacht in Flachboden-Platten kultiviert, so dass sie adhidrieren
konnten. Dagegen isolieren Katz et al. die LSEC iiber magnetische Depletion der CD45"
Zellen und setzen die frisch isolierten LSEC direkt im Proliferationsexperiment in
Rundboden-Platten ein. Dabei verwenden sie 1 pg/ml OVA-Peptid und analysieren das Maf}
die T-Zell-Proliferation an Tag 3. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass an
Tag 3 die Proliferation von CD4" T-Zellen nach Kokultur mit LSEC nur bei 5fach héherer
Antigen-Menge gut detektierbar war (Abb. 17). Erst an Tag 6 war auch bei 1 pg/ml OVA-
Peptid deutliche Proliferation sichtbar. Daher wurden in den Kokultur-Experimenten der
vorliegenden Arbeit 5 pg/ml OVA-Peptid eingesetzt und die Analyse nicht an Tag 3, sondern
an Tag 6 durchgefiihrt.

Die Experimente zur Antigendosis-abhidngigen Aktivierung wurden mit LSEC aus wt-Miusen
durchgefiihrt (Abb. 17). Die Aktivierung der T-Zellen konnte aber auch nach Kokultur mit
LSEC aus MHC-II-KMCh gezeigt werden (Abb. 19).

Im Gegensatz zu den LSEC ist fiir die Stimulation naiver T-Zellen durch professionelle Milz-
APZ eine 500fach niedrigere Antigen-Menge ausreichend (Abb. 17). Dies ldsst auf eine
ineffiziente T-Zell-Aktivierung durch die LSEC im Vergleich zu professionellen APZ
schlieBen. Fiir das TZR-Signal spielen neben der Affinitdt vom TZR zum Antigen/MHC-II-
Komplex auch Konzentration des exogenen Antigens und Dichte der spezifischen MHC-
Molekiile eine Rolle [166]. Da die LSEC nur schwache Level an MHC-II exprimieren
(Abb. 18, [153]), scheint die hohe Antigenmenge notwendig, da nur dann ausreichend viele
OV A-Peptid/MHC-II-Komplexe auf der Endothel-Oberfliche vorhanden sind, um ein TZR-
Signal auszuldsen. Zusétzlich konnte die effiziente Antigen-Aufnahme durch die LSEC, die
durch die hohe Expression von Mannose- und Scavenger-Rezeptor erreicht wird [94, 167], die
Zahl der OVA-Peptid/MHC-II-Komplexe erhéhen und damit die schwache MHC-II-
Expression kompensieren. Da in der vorliegenden Arbeit kein Protein, sondern Peptid als
Antigen verwendet wurde, welches direkt an die Oberflichen-MHC-II-Molekiile bindet,

bleibt dies noch zu priifen.
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5.3.3 Nach Aktivierung durch LSEC keine Differenzierung in IFN-y-, IL-4- oder
IL-10-Produzenten
Trotz der Induktion von Proliferation waren nach Antigen-spezifischer Kokultur von naiven
CD4" T-Zellen mit LSEC kaum IFN-y- und keine IL-4- oder IL-10-Produzenten detektierbar
(Abb. 20). Die niedrige Sekretion von IFN-y wird durch die Arbeit von Knolle ef al., 1999
bestitigt, obwohl dort auch die Produktion von IL-4 und IL-10 beschrieben wird [99]. Diese
schwache Induktion von Zytokin-Expression war also mittels ELISA im Kulturiiberstand,
nicht jedoch — wie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt — intrazelluldr auf Einzelzellebene
detektierbar. Die Aktivierung auf LSEC konnte somit zwar die Generierung von ThO-Zellen,
also von IFN-y" IL-4" IL-10" T-Zellen, nicht jedoch von Thl-Effektorzellen induzieren.
Stimulationsexperimente mit HUVEC zeigen ebenfalls, dass Endothelzellen zwar
kostimulatorische Kapazitit besitzen, jedoch keine Thl-polarisierten Zellen induzieren [168].
Im Gegensatz zu den Endothelzellen wurde auf professionellen Milz-APZ und aus APZ aus
Knochenmark oder Blut, die in den anderen Studien verwendet wurden, eine Differenzierung
naiver CD4" T-Zellen in Thl-polarisierte Zellen beobachtet. Dies resultiert wahrscheinlich
aus einem starken TZR-Stimulus — aufgrund der hohen MHC-II-Expression und
ausreichender Antigen-Konzentration — sowie einer optimalen Kostimulation. Auf Milz-APZ
wurden auch bei niedrigen Antigen-Konzentrationen, also einem schwachen TZR-Signal,
mehr IFN-y-Produzenten als auf LSEC generiert (Daten nicht gezeigt). Wie fiir humane
Endothelzellen gezeigt, konnte neben der schwachen Stimulation auch das Fehlen
polarisierender Zytokine, z. B. IL-12, fiir die unvollstindige Differenzierung der CD4"
T-Zellen auf den LSEC verantwortlich sein [168].
LSEC und andere Endothelzellen scheinen somit zwar die Proliferation, bei naiven T-Zellen
eine notwendige Voraussetzung fiir die Synthese von Effektorzytokinen [169], nicht jedoch

die Reifung zu Effektorzellen induzieren zu konnen (Abb. 24).
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Abb. 24: Unvollstindige Differenzierung naiver CD4" T-Zellen nach Aktivierung durch LSEC. Starke
stimulatorische Signale induzieren Milz-APZ die Proliferation naiver CD4" T-Zellen (T,) sowie ihre
Differenzierung zu IFN-y produzierende Effektorzellen (A). Dagegen proliferieren durch LSEC aktivierte naive
glgg;-zalen auferund der schwachen Stimulation geringer und weisen einen unreifen Differenzierungsstatus
Um die Induktion einer T-Zell-Aktivierung durch Endothelzellen zu untersuchen, werden die
Endothelzellen in der Regel stimuliert [50, 117-120]. Dies geschieht durch pro-
inflammatorische Zytokine oder mikrobielle Substanzen, die auf den Endothelzellen eine
de novo oder gesteigerte Expression von MHC- und kostimulatorischen Molekiilen
induzieren. ErwartungsgemiB liel sich auf LSEC nach Stimulation mit TNF-ot und IFN-y
eine erhohte MHC-II- und ICAM-1-Expression detektieren. Dennoch hatte die Stimulation
der LSEC auf die Aktivierung von naiven CD4" T-Zellen keinen Einfluss: Weder war die
Proliferation der T-Zellen erhoht noch wurde die Expression von IFN-y induziert (Abb. 21).
Fiir die Stimulation der LSEC mit LPS ist ebenfalls kein Effekt auf die Proliferation von
CD4" T-Zellen beschrieben [100]. Die LSEC scheinen somit eine funktionelle Resistenz
gegeniiber bestimmten proinflammtorischen Signalen zu besitzen.

In der Literatur ist eine Antigen-spezifische Modulation durch LSEC bereits fiir CD8"
T-Zellen sowie fiir Antigen-erfahrende CD4" T-Zellen gezeigt worden: Fiir CD8" T-Zellen ist
in vitro ebenfalls eine fehlende Differenzierung in Effektorzellen beschrieben (keine
Zytotoxizitit, keine IFN-y-Produktion), in vivo konnte die Induktion peripherer Toleranz
beobachtet werden [90]. Fiir in vitro polarisierte Thl-Effektorzellen konnte nach Antigen-
Prisentation durch LSEC eine verminderte Expansion sowie eine geringere Menge an IFN-y-

produzierenden Zellen detektiert werden [170]. Letzteres lie sich in der vorliegenden Arbeit
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fiir die zuerst auf professionellen Milz-APZ differenzierten T-Zellen nur tendeziell zeigen; es
war kein signifikanter Unterschied zwischen Restimulation durch LSEC und durch Milz-APZ
messbar. Moglicherweise war hier die initiale Menge IFN-y-produzierender Zellen von
Bedeutung: Bei in vitro generierten Th1-Kulturen werden Thl-polarisierende Zytokine und
AntikOrper zugesetzt, so dass an Tag 6 der Kultur mindest. 60 % der Zellen IFN-y
produzieren. Die auf Milz-APZ aktivierten CD4" T-Zellen wurden ohne zusitzliche Zytokine
kultiviert und der Anteil IFN-y-produzierender Zellen lag bei nur 15 %.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CD4" T-Zellen nach Aktivierung
durch LSEC nicht dauerhaft anerg sind. Die Zellen sind in der Lage, nach einer zweiten
Antigen-spezifischer Stimulierung durch professionelle APZ IFN-y zu produzieren (Abb. 22);
sie scheinen dann von ,unreifen” zu ,reifen” Effektorzellen zu differenzieren. Die
funktionelle Bedeutung der LSEC-aktivierten CD4" T-Zellen wurde hier jedoch nicht weiter
untersucht. Es bleibt noch zu kliren, inwieweit die MHC-II restringierte Antigen-Préisentation

durch LSEC in vivo Einfluss auf das Immunsystem nimmt.
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5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Untersuchungen zur Transmigration von CD4" T-Zellen durch die LSEC in vitro haben
gezeigt, dass die Endothelzellen der hepatischen Sinusoide im Vergleich zu anderen
Endothelien in der Lage sind, eine rasche Wanderung der T-Zellen zu veranlassen. Hierbei
scheint die Transzytose und effiziente Présentation von Chemokinen Grund fiir die erhohte
Chemotaxis zu sein. Ein direkter Nachweis von LSEC-gebundenem bzw. in Caveolae
transzytiertem Chemokin fehlt allerdings bisher und sollte in nachfolgenden Experimenten
erginzt werden. Auch konnte bisher eine erhohte Migration durch die LSEC in vivo noch
nicht direkt gezeigt werden.

In den Versuchen am Phasenkontrastmikroskop konnte beobachtet werden, dass die T-Zellen
nicht nur von der luminalen auf die abluminale Seite transmigrierten, sondern z. T. auch
zuriick auf die Oberseite der LSEC wanderten. In vivo wiirde dies nicht nur einen schnellen
Wechsel der T-Zellen vom Lumen der Sinusoide ins Parenchym bedeuten, sondern auch
zuriick in die Zirkulation. Damit wiirden die T-Zellen nicht nur in die Leber rekrutiert werden,
sondern auch transient in das Organ einwandern konnen.

Dieser Mechanismus konnte fiir eine immunologische Uberwachung der Leber relevant sein,
aber auch fiir die immunmodulatorische Funktion der Leber: Durch die Immigration ins
Parenchym und evtl. auch die Emigration zuriick zum sinusoidalen Lumen wiirde sich die
Aufenthaltsdauer der T-Zellen in der Leber verlingern. Neben dem Kontakt zur den LSEC
ware so die Interaktion der T-Zellen mit anderen hepatischen Populationen, wie Hepatozyten
oder Ito Zellen, moglich.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die immunmodulatorischen Fahigkeiten der
LSEC genauer untersucht. Ob Endothelzellen eine T-Zell-Antwort durch Antigen-
Priasentation initiieren koOnnen, ist umstritten. Dabei sind die dafiir notwendigen
Voraussetzungen, wie Expression der MHC-Molekiile und die Fahigkeit der Antigen-
Aufnahme und -Présentation, fiir LSEC und auch fiir andere Endothelien beschrieben [50,
121]. Verschiedene Studien konnten jedoch keine Stimulation von T-Zellen nach
endothelialer Antigen-Prisentation feststellen [101, 171, 172], wohingegen andere Arbeiten
eine Aktivierung, Proliferation und/oder Zytokin-Expression zeigen [32, 99, 168, 173, 174].
Allerdings scheinen Endothelzellen aufgrund fehlender optimaler Aktivierung der T-Zellen
keine Immunantwort sondern Toleranz zu induzieren [90, 98, 175].

In der vorliegenden Arbeit konnte in vitro gezeigt werden, dass die LSEC generell in der Lage

sind, bei naiven CD4" T-Zellen Antigen-spezifische Proliferation, jedoch keine
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Zytokinproduktion zu induzieren. Dabei konnte ein Effekt kontaminierender professioneller
APZ durch die Verwendung von LSEC aus MHC-II""-Knochenmarkschiméren (Transfer von
MHC-II"-Knochenmark in wt-Rezipienten) ausgeschlossen werden. Es bleibt zu priifen, in
welchem MaBe die Aktivierung naiver CD4" T-Zellen durch LSEC in vivo stattfindet und ob
diese durch LSEC aktivierten CD4" T-Zellen funktionelle Bedeutung fiir das Immunsystem
besitzen. Das Auslosen einer Immunantwort durch Generierung von Effektorzellen scheint
aufgrund der fehlenden Zytokinproduktion in vitro nicht sehr wahrscheinlich, moglicherweise
besitzen die Zellen dagegen regulatorische Kapazitit. Neben der Expression regulatorischer
Marker wie FoxP3, CD25 oder CD103 konnte dies in weiteren Experimenten, z. B. im
Suppressionsassay, iiberpriift werden.

Um die Modulation naiver CD4" T-Zellen durch LSEC in vivo zu iiberpriifen, ist die
Etablierung eines Tiermodells notwendig, das die MHC-II restringierte Antigen-Présentation
auf LSEC beschrinkt. Die MHC-II"-Knochenmarkschimiren scheinen hierfiir geeignet, da
die MHC-II-Expression ausschlieBlich auf parenchymatischen Zellen, also auch auf den
LSEC, und nicht auf professionellen myeloiden APZ erfolgt. Durch orale Antigen-Gabe kann
dabei die Antigen-Prisentation vor allem auf die Leber begrenzt werden, da
Nahrungsantigene mit dem Blut vom Darm {iiber die Vena portae zuerst in die Leber
gelangen. LieBe sich nach adoptivem Transfer Antigen-spezifischer CD4" T-Zellen in
MHC-II""-Knochenmarkschimiren die Induktion von Toleranz zeigen, sei es durch Deletion,
Anergisierung oder Differenzierung der CD4" T-Zellen zu Suppressorzellen, konnten die
LSEC nicht nur fir CD8" T-Zellen, sondern generell als Toleranz-induzierende APZ

bezeichnet werden, die z. B. fiir den Erhalt der oralen Toleranz von Bedeutung sein kdnnten.
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Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

AcLDL acetylated low density lipoprotein

APC Allophycocyanin

APZ Antigen-priasentierende Zellen

ArmHoM Armenischer Hamster-anti-Maus

BD Becton Dickinson

BfR Bundesinstitut flir Risikobewertung

BSA Bovines Serumalbumin

CCL2 (MCP-1) monocyte chemoattractant protein-1

CCL3 (MIP-1) macrophage inflammtory protein-1o

CCLS5 (RANTES) regulated on activation, normally T-cell-expressed and -secreted
CCL15 (HCC-2, MIP-5) human chemokine CC-2

CCL17 (TARC) thymus and activation-regulated chemokine

CCL19 (ELC/MIP-38) EBL-1-ligand chemokine
CCL20 (LARC/MIP-3x) liver and activation-regulated chemokine

CCL21 (SLC/6Ckine) secondary lymphoid tissue chemokine

CCL22 (MDC) macrophage-derived chemokine

CD cluster of differentiation

cDMEM Komplett-DMEM

CFSE 5-, 6-Carboxyfluorescein-diactetat-succinimidylester
cRPMI Komplett-RPMI

CTLA cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen
CXCLS8 (IL-8) Interleukin-8

CXCL9 (Mig) monokine induced by IFN-y

CXCL10 (IP-10) interferon-inducible protein 10

CXCLI11 (ITAC) interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant
CXCLI12 (SDF-10) stromal-cell-derived factor-1o

CXCL16 Bonzo-Ligand/SexCkine

Cy5s Indodicarbocyanin

DAPI Diaminophenylindol

DARC Duffy antigen/receptor for chemokines

DCs dendritische Zellen

D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DRFZ Deutsches Rheuma-Forschungszentrum

EZM Extrazelluldre Matrix

FCS Fotales Kdlberserum

FITC Fluoreszein-Isothiocyanat

FL Fluoreszenz-Detektionskanal eines best. Wellenldngenbereichs
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FN

FSC
GAGs

G;
GlyCAM
G-Protein
HEV

V.
ICAM
IFN

IgG

IL

IM

IP3
KMCh
LFA
LPS
LSEC
MACS
MadCAM
MAP-Kinase
MEM NEAA
MHC
MHC-I
MHC-II
mLN
MW

n.s.

NK

NPZ
OVA
PBS

PE
PerCP
PFA

PI

PI3Ky
PLC
pLN
PMA
PSGL
PTX

Fibronektin

Vorwirtsstreulicht
Glykosaminoglykane
inhibitorisches G-Protein
glycosylation-dependent cell adhesion molecule
GTD-bindendes Protein

high endothelial venules
intravends

intercellular adhesion molecule
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Ionomycin

Inositol-1, 4, 5-triphosphat
Knochenmarkschiméiren
leukocyte function-associated molecule
Lipopolysaccharide
Leber-sinusoidale Endothelzellen
magnetische Zellsortierung
mucosal addressin adhesion molecule
mitogen activated protein kinase
nicht-essentielle Aminoséuren
major histocompatibility complex
MHC-Klasse-I-Molekiile
MHC-Klasse-1I-Molekiile
mesenteriale Lymphknoten
Mittelwert

nicht signifikant

natiirliche Killerzelle
nicht-parenchymatische Zellen
Ovalbumin (HiihnereiweiBalbumin)
Phosphat gepufferte Salzlosung
R-Phycoerythrin

Peridinin Chlorophyll Protein
Paraformaldehyd

Propidiumiodid
Phosphatidylinositol-3-kinase y
Phospholipase C

periphere Lymphknoten
Phorbol-Myristat Azetat
P-Selektin-Glykoprotein-Ligand
Pertussis Toxin
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RoM
RPMI
RT

SD
SPF
SSC
TNF
TZR
VAP
VCAM
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Ratte-anti-Maus

Rosewell Park Memorial Institute Medium
Raumtemperatur

Standardabweichung

spezifisch Pathogen-frei
Seitwartsstreulicht

Tumor Necrosis Faktor

T-Zell-Rezeptor

vascular adhesion protein

vascular cell adhesion molecule
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