Aus dem
Charité Centrum 10 fiir Magen-, Darm-, Nieren-, und Stoffwechselmedizin
Klinik fur Gastroenterologie, Infektiologie und Rheumatologie

Direktor Prof. Dr. M. Zeitz

Habilitationsschrift

Regionare Immunmechanismen:

Rekrutierung und tolerogene Modulation von T-Zellen in der Leber

zur Erlangung der Lehrbeféhigung

fur das Fach Innere Medizin

vorgelegt dem Fakultatsrat der Charité Universitatsmedizin Berlin

von

Dr. med. Katja Klugewitz

geboren am 13.06.1969 in Wattenscheid/ Bochum

Eingereicht am: 1.9.2007
Dekan: Prof. Dr. M. Paul
1. Gutachter: Prof. Dr. J. Schdlmerich

2. Gutachter: Prof. Dr. M. Lohoff



Inhaltsverzeichnis

1)
1.1)

1.2)

1.3)
1.4)
2)

2.1)

2.1.1)

2.1.2)

2.1.3)

2.1.4)

2.2)

2.2.1)

2.2.2)

2.2.3)

2.2.4)

3)

EINICTUNG ...ttt ettt ettt 4
Toleranz als wichtiger Reaktionsweg des Immunsystems...........ccceeeeeieenieeeneennen. 4

Homing und Migration von T-Zellen bestimmen iiber die Gewebsverteilung und

damit den Zugang zu tolerogener oder immunogener Umgebung.............c............ 6

Regiondre Immunmechanismen: Die Leber als immunmodulierende Region?...... 7

Zielsetzung und Fragestellungen............ccceeiiiiiiiiiiiiienieeee e 10
Eigene ATDEItEN....cuoviiiiiiiiiiiieeeee s 11
Mechanismen der Rekrutierung von T-Zellen in die Leber..........ccccoeeeneeennnnne. 11

Differenzierungsabhingige und Subset-spezifische Rekrutierung von CD4"

T-Zellen in di€ MUIINE LEDET. .....neeeeieeeeeeeeeee e eeeeee e e eeeeaeaaeaeee 11

Aktivierung induziert rasche und tief greifende Verédnderungen im

Migrationsverhalten von T-Zellen............ooceviiriiiinieiiiieneeeeee e 23

Die friihe intrahepatische Antigen-abhingige Retention von naiven CD8"

T-Zellen in der Maus ist tiberwiegend abhéngig von ICAM-1 und LFA-1. ......... 36

Das Spektrum der préferentiell rekrutierten Lymphozytensubpopulationen spiegelt

die Zusammensetzung der intrahepatischen Lymphozytenpopulation wider. ...... 46
Funktion und Modulation von Th1- und Th2-Effektor-Zellen in vivo.................. 51

Adoptiv transferierte Th1-Zellpopulationen verlieren IFNy" Zellen durch

Herunterregulation der Zytokinsynthese auf Einzelzellebene.............ccccceueneee. 51

Transfer von IFNy-depletierten CD4 " T-Zellen zusammen mit CD8" T-Zellen

fiihrt zur AbstoBung des murinen Nierensarkoms............cccveevveeerciieerieeerreeenenennn 58

Immunmodulatorische Effekte der Leber: Deletion aktivierter CD4" Effektor-
T-Zellen und Suppression der IFNy-Produktion nach intravendser

ProteiNIMIMUINISATION. ... eeeeemee 66

Differentielles Priming von CD8" und CD4" T-Zellen in Tiermodellen der

autoimmunen Hepatitis und Cholangitis. .........ccceceeverienieneniiinieneeicnreneceeen 74

Ergebnisse und DisKUSSION........coceiiiriiniiiiniiiieieeeeeeeecee e 86



3.1)

3.1.1)

3.1.2)

3.2)

3.2.1)

3.2.2)

3.2.3)

3.3)

4)
5)
6)
7)

8)

Mechanismen der Rekrutierung von T-Zellen in die Leber...........ccccoeevvvenveennen. 86

Aktivierungsabhingige, Subset- und Antigen-spezifische Rekrutierung von
CD4" und CD8" T-Zellen in die Leber..........cocvueveevereeiririieeeeeeeiese e 86

Die intrahepatische Lymphozytenpopulation wird durch permanente Rekrutierung

und Modulation geformt: Das Modell der Balancierten Rekrutierung. ................ 91
Funktion und Modulation von Thl- und Th2-Effektor-Zellen in vivo.................. 93

Zytokin-produzierende Effektor-Zellen: Vorldufer der Memory-Zellen oder

terminales Differenzierungsstadium in der Sackgasse? .........ccccevvevvevienenriennenne. 93

Die Leber kann Effektor-Zellen modulieren, intrahepatisches Priming von naiven

CD4" T-Zellen fand sich jedoch nicht in OVA-transgenen Mausmodellen.......... 95

Die Leber: Graveyard, Responder trap oder Ort Antigen-spezifischer Modulation
VON T=ZEILENT ..ottt 97

Zusammenfassende Betrachtung: Das Migrationsverhalten verschiedener CD4" T-

Zellpopulationen spielt eine Rolle fiir die Modulation dieser Zellen.................... 99
ZUSAMMENTASSUNG ......veeniiieiiieiie ettt ettt et e et e site et e e sateebeeseeesseesneeenseanneas 101
GOSSAT ...ttt ettt ettt et b ettt b et et b et 104
AbKUIZUNGSVEIrZEICANIS ....ocvviiiiiiiicciceiie e 105
LAEEIATUL ..ottt ettt et e ettt e bt e st e b e eateas 106
GENEMMIZUNZEN. ..c..eiuiiiiiiiiieieete ettt ettt st sb et et saeens 114



1) Einleitung

Das Immunsystem verfiigt grundsétzlich {iber die
Moglichkeit, auf bestimmte Stimuli mit Immunitét auf
andere Reize jedoch mit Toleranz zu reagieren. Es
differenziert Eigen und Fremd und greift das Fremde

an, besagt das klassische Paradigma. Der ,fremde*

Fetus in der Schwangerschaft wird jedoch toleriert,
Abbildung 1: Die zwei Gesichter wogegen Eigenes bei Autoimmunerkrankungen zum
des Janus auf einer romischen Miinze Ziel der Abwehr wird. Ein anderes Modell postuliert
daher, dass das Immunsystem anhand von Danger signals unterscheidet, in welcher Situation
Immunitédt oder Toleranz hergestellt wird (1). Auch diese Erkldrung findet ihre Limitation
darin, zu definieren, was Danger signals sind und warum sie z.B. bei Tumoren, die die
Immunantwort unterlaufen, nicht erkannt werden. Eine weitere Hypothese argumentiert

daher, dass das Immunsystem nach evolutionidren Gesichtspunkten zu unterscheiden gelernt

hat, was zum Ziel der Abwehr gemacht wird und was nicht.

1.1) Toleranz als wichtiger Reaktionsweg des Immunsystems

Toleranz ist die Eigenschaft des Immunsystems, auf bestimmte Antigene spezifisch und
systemisch nicht zu reagieren. Die zentrale Toleranz, als erste Kontrollinstanz, wird im
Thymus bereits bei der T-Zellreifung hergestellt. Patienten, die einen Defekt des
Transkriptionsfaktors AIRE haben, entwickeln das polyglandulire Autoimmunsyndrom
APS-1. Im Tiermodell der AIRE” Maus konnte gezeigt werden, dass AIRE die Expression
von multiplen Selbstantigenen auf medulldiren Thymusepithelzellen steuert. Potentiell
autoreaktive T-Zellen, deren TCR eine Affinitdt zu diesen Antigenen zeigen, werden deletiert,
bevor sie in die Peripherie gelangen konnen (2-4). Andere TCR-Spezifititen, die keine oder
nur eine geringe Affinitdt zu Selbstantigenen haben, reifen dagegen aus. Diese Vorginge
bezeichnet man als ,,negative bzw. ,positive Selektion®. Nichtsdestotrotz gelangen auch

potentiell autoreaktive T-Zellen in die Zirkulation.

Periphere Toleranz bezieht sich dagegen auf reife, naive T-Zellen, die den Thymus bereits
verlassen haben, und kann daher als Back-up-Mechanismus aufgefasst werden. In
Mausmodellen sind verschiedene Mechanismen der Herstellung von peripherer Toleranz
beschrieben worden. Die meisten dieser Modelle fulen auf dem adoptiven Transfer von

Antigen-spezifischen T-Zellen aus TCR-transgenen Méusen. Bei diesen Tieren exprimiert
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ein hoher Prozentsatz der CD4", oder auch CD8" T-Zellen, einen TCR, der fiir ein bekanntes
Antigen spezifisch ist. Bei vielen dieser Mauslinien koénnen Antigen-spezifische T-Zellen
sogar anhand eines Klonotyp-spezifischen Antikorpers, der den entsprechenden TCR erkennt,
identifiziert werden (5). Als klonale Deletion bezeichnet man das quantitative Zugrundegehen
Antigen-spezifischer T-Zellen, meist durch Apoptose. Insbesondere bei Hochdosis-
Antigengabe konnte Deletion beobachtet werden, so dass angenommen wird, dass Deletion
cher bei High dose tolerance der wichtigste Mechanismus ist (6, 7). Anergie bedeutet, dass
T-Zellen die Féhigkeit verlieren, auf Antigenstimulus hin, Zytokine, insbesondere das
Wachstumszytokin IL-2, zu sezernieren und sich zu teilen. Sie beschreibt eine funktionelle
Modulation von T-Zellen, die auf Einzelzellebene fixiert und durch IL-2-Gabe meist auch
wieder reversibel ist (8-11). Ignoranz beschreibt das Phdnomen, dass trotz Vorhandenseins
des Antigens und spezifischer T-Zellen keine Immunreaktion stattfindet. Zum Teil scheint
sich diese Beobachtung dadurch zu erklaren, dass entsprechende Entziindungsstimuli, die
moglicherweise auch die Zuginglichkeit des Gewebes fiir T-Zellen verbessern, nicht
vorhanden sind. Typischerweise ldsst sich Ignoranz durch IL-2-Expression oder unspezifische
Entziindungsreize durchbrechen. Diese Phinomene lassen sich im Ubrigen sehr gut mit dem
Danger-signals-Konzept vereinbaren (12, 13). Als regulatorische T-Zellen bezeichnet man
Populationen, die systemisch andere Zellen so beeinflussen kdnnen, dass eine Immunreaktion
Antigen-spezifisch supprimiert wird. Damit unterscheidet sich diese Form der
Immunsuppression von Deletion und Anergie insofern, als dass sie keine direkte Vernichtung
oder Modulation der Antigen-spezifischen Zellen beinhaltet. Dieses Modell erklart sehr gut
das in vivo zu beobachtende Phdnomen der Split tolerance bei Leber-transplantierten Méusen.
Hier finden sich zwar in vitro reaktive allospezifische T-Zellen, diese sind aber in vivo
offensichtlich wirkungslos, denn die Transplantatorgane werden insgesamt toleriert. Als
Marker regulatorischer CD4" T-Zellen sind neben CD25 (14, 15) unter anderem auch das
Integrin aE (16) sowie IL-10-Expression (17) oder TGFB-Synthese (18) beschrieben worden.
Im Rahmen einer Immundeviation wird eine initial pro-inflammatorische z.B. Th1-Antwort in
eine Th2-Anwort moduliert. Dieses Konzept stellt allerdings eher eine Hypothese dar, denn es
ist bisher experimentell nicht gelungen, ein Thl-dominiertes Krankheitsmodell durch
Immuntherapie in eine Th2-Reaktion zu modulieren. Insgesamt zielt dieses Modell auf die
Situation des Antigen-erfahrenen Immunsystems unter Présenz von Effektor-Zellen ab,
wogegen oben ausgefiihrte Mechanismen bisher ausschlieBlich in Anwesenheit naiver T-
Zellen demonstriert werden konnten, was ihre Relevanz fiir die therapeutische Situation

schmdlert (19, 20).



Die oben erwihnten tierexperimentellen Systeme legen nahe, dass periphere Toleranz in den
sekundédren lymphatischen Organen wie Milz und Lymphknoten induziert wird (6-8, 21-24).
Eine besondere Form stellt die orale Toleranz dar. Sie beschreibt das Phdnomen, dass nach
oraler Zufuhr eines Antigens eine Antigen-spezifische Toleranz, anstelle von Immunitét
entsteht (19, 25, 26). Fiir naive CD4" T-Zellen konnte gezeigt werden, dass orale Toleranz
abhingig ist von der Einwanderung der T-Zellen in die mesenterialen Lymphknoten (27).

Zudem scheinen Peyer’sche Plaques eine Rolle zu spielen (28-31).

Alle diese Tiermodelle beschreiben die Induktion von Toleranz in Anwesenheit von naiven
CD4" oder CD8" T-Zellen. Nicht abschlieBend geklirt ist, ob auch Antigen-erfahrene
T-Zellen durch periphere Toleranzinduktion unschiadlich gemacht werden konnen. Fiir die
Induktion von Toleranz als potentielle Therapiestrategie ist davon auszugehen, dass in der
Krankheitssituation Antigen-erfahrene Zellen vorliegen. Daher wire es wichtig, zu kliren, ob

auch Effektor- oder Memory-Zellen noch beeinflussbar sind.

1.2)  Homing und Migration von T-Zellen bestimmen iiber die Gewebsverteilung und

damit den Zugang zu tolerogener oder immunogener Umgebung

Die Rekrutierung von T-Zellen an den Ort einer Entziindung ist nicht nur von zentraler
Bedeutung fiir die Immunreaktion (32-34), sondern bestimmt umgekehrt auch iiber die
Moglichkeit bestimmter Populationen z.B. in tolerogene Gewebe einzuwandern. Das Homing
von T-Zellen wird durch Adhédsionsmolekiile und Chemokine bzw. Chemokinrezeptoren
vermittelt (35, 36). Selektine (E-, P- und E-Selektin) iiben ihre Funktion durch bestimmte,
funktionell wichtige Glycosylierungsstrukturen aus. Sie werden auf Lymphozyten
(L-Selektin), Thrombozyten (P-Selektin) oder Endothelzellen (E-Selektin) exprimiert.
Integrine sind af-Heterodimere, die neben Lymphozyten auf einer Reihe von Zellen wie z.B.
APC oder Endothelzellen vorkommen (37). ICAM-1 gehort in die Immunglobulin-Supergen-
Familie und ist iberwiegend auf Endothelien und APC nachweisbar. Naive Lymphozyten
rezirkulieren vermittelt durch L-Selektin kontinuierlich zwischen den sekunddren
lymphatischen Organen Milz und Lymphknoten (38). Dariiber hinaus interagiert das Integrin
LFA-1 auf den T-Zellen mit ICAM-1 auf dem Endothel (39, 40). Neben den
Adhésionsmolekiilen spielt der Chemokinrezeptor CCR7 eine wichtige Rolle fiir das Homing
naiver T-Zellen (41-43). Memory-Zellen dagegen exprimieren ein anderes Profil von

Adhésionsmolekiilen und Chemokin-Rezeptoren, die bedingen, dass diese Zellen vermehrt in



entzlindliche Areale einwandern konnen (44, 45). Fiir Th1-Zellen konnte gezeigt werden, dass
die durch E- und P-Selektin vermittelte Rekrutierung dieser Effektor-Zellen in entziindlich
verdnderte Gelenke, fiir die Pathogenese der Erkrankung entscheidend ist (46).

LFA-1- ICAM-1,
VLA-4 - VCAM-L,
o8, — MAJCAM-1

Src kinases,
selectins, selectin chemokines PI3kinases,
PSGL-1, VLA-4 signaling Vavl,2,3
. Mac-1, PECAM-1,
/ \ Activation \ \ ICAM-1 CD99, JAMS, || ICAM-1,
Capture i ESAM PECAM-1?
Adhesion \
SIO.W Strengthening,
Rolling Rolling Arrest Spreading Intra\(ascular
crawling Paracellular Transcellular

Transmigration

e

Abbildung 2: Das Multi-Step-Model der Adhdsion und Transmigration, modifiziert nach (35)

Wie oben ausgefiihrt, gibt es viele Hinweise, dass periphere Toleranz, also die Modulation
von naiven T-Zellen, in den sekundéren lymphatischen Organen stattfindet. Dies entspricht
auch dem spontanen Migrationsverhalten von naiven T-Zellen, die préferentiell in die
lymphatischen Organe einwandern, wihrend Antigen-erfahrene Memory-Zellen in der Leber
akkumulieren (32, 45). Moglicherweise gibt es also eine Kompartimentalisierung des
Immunsystems in verschiedene Regionen, in denen unterschiedliche Populationen, in
Abhingigkeit von ihrem Migrationsverhalten und ihrer Rezeptorausstattung moduliert werden

konnen (35, 47, 48).

1.3)  Regionire Immunmechanismen: Die Leber als immunmodulierende Region?

Studien an organtransplantierten Patienten und Untersuchungen in Mausmodellen haben
gezeigt, dass transplantierte Lebern, im Vergleich zu anderen Organen wie Niere oder Herz,
besser toleriert werden. Die Patienten bendtigen weniger Immunsuppression, AbstofSungen
sind vergleichsweise seltener (49-51). In Modellen der Organtransplantation mittels

Inzuchtmiusen konnte gezeigt werden, dass Lebern nicht nur iiber die MHC-Barriere



hinweg gut toleriert werden, sondern auch ausschlieBlich die Transplantation einer Leber,
nicht aber eines anderen Organs, zu Antigen-spezifischer systemischer Toleranz gegeniiber
anderen Organen desselben Spenderstammes fiihrt (52-55). Diese Beobachtungen haben nahe
gelegt, dass die Leber, neben der Milz, den peripheren und mesenterialen Lymphknoten sowie

den Peyer’schen Plaques, moglicherweise eine immunmodulatorische Funktion besitzt.

In der Leber befinden sich in der Tat zahlreiche Lymphozyten: so enthilt eine menschliche
Leber ca. 1x10' lymphoide Zellen (56-58). In ihrer Zusammensetzung zeigt die
intrahepatische =~ Lymphozytenpopulation allerdings starke Abweichungen zu den
lymphatischen Organen. Die Leber ist z.B. das grofite Reservoir fiir NK- und NKT-Zellen
(59, 60). Dariiber hinaus sind in der Leber insbesondere Antigen-erfahrene Populationen wie
aktivierte T-Zellen, Th1-Zellen oder Memory-Zellen {iberrepréisentiert (56, 57, 61-63). Die
abweichende Zusammensetzung der intrahepatischen Lymphozytenpopulation sowie die
Tatsache, dass die Leber unter bestimmten Bedingungen ein Ort der extramedulldren
Blutbildung darstellt, hat zu einer Kontroverse iiber die Herkunft der intrahepatischen
Lymphozyten gefiihrt (64-67). Zum einen wire denkbar, dass die intrahepatischen
Lymphozyten aus lokalen Stammzellen entstehen, zum anderen kdnnten die Zellen auch
rekrutiert werden. Dariiber hinaus wire die Identifikation des Lebertropismus bestimmter
T-Zell-Populationen und die Aufkldrung der beteiligten Adhédsionsmolekiile bzw.
Mechanismen ein wichtiger Hinweis, welche Zellen mdglicherweise im Rahmen der
postulierten Immunfunktion der Leber antigenabhéngig oder unabhingig moduliert werden

konnen.

Fiir CD8" T-Zellen konnte gezeigt werden, dass die intravendse Gabe des spezifischen
Antigens zu Akkumulation von apoptotischen Zellen in der Leber fiihrt (68). Diese
Beobachtung ldsst folgende Interpretationen zu: apoptotische Zellen werden in der Leber
lediglich abgebaut, damit kommt der Leber aber noch keine immunmodulatorische Funktion
zu. Sie sequestriert lediglich passiv sterbende Zellen. Alternativ kdnnte man annehmen, dass
intrahepatische Interaktionen erst zur Induktion von Apoptose bei aktivierten T-Zellen fiihren,
so dass die Leber folglich eine, wenn auch Antigen-unspezifische, immunmodulatorische
Funktion ausiibt. Unter der Vorraussetzung, dass entsprechende Antigene auch in der Leber
selbst préasentiert und von T-Zellen erkannt werden, wire letztlich sogar eine Antigen-

spezifische Immunfunktion der Leber anzunehmen.

Um die Funktion der Antigenerkennung bei CD8" T-Zellen niher zu untersuchen, wurden

Mausmodelle selektiver Antigenexpression in der Leber eingesetzt. So konnte in einem
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Modell der selektiven, induzierbaren Expression (CRP-Promoter) eines MHCI-Alloantigens
(K" in der Leber gezeigt werden, dass unter diesen Bedingungen Toleranz durch TCR-
Herunterregulierung hergestellt wird (69) und Antigen-spezifische Zellen deletiert werden
(70, 71). Ein anderes Modell fulit auf der selektiven Prasentation eines MHCI-Antigens durch
ausschlieBliche Expression des MHCI-Molekiils auf LSEC. An diesem Modell lief3 sich die
Induktion von Anergie bei Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen nachweisen (72). Diese
Beobachtungen suggerieren, dass die Leber sogar einen Antigen-spezifischen Effekt auf CD8"

T-Zellen ausiiben konnte.

Die Mechanismen der Immunmodulation fiir exogene, MHCII-Antigene sind dagegen
vergleichsweise wenig bekannt. Konstitutiv MHCII exprimierende Zellen in der Leber setzen
sich zusammen aus professionellen APC hamotopoetischen Ursprunges wie z.B. den Kupffer-

Zellen oder dendritischen Zellen sowie (wenigen) B-Zellen.

Ito-Zelle Kupffer-Zelle Sinusendothelzelle
(LSEC), nicht-myloid

Abbildung 3: MHCII" APC in der Leber

Fiir dendritische Zellen aus der Leber konnte gezeigt werden, dass sie in vitro und in vivo in
der Lage sind, einen eher anti-inflammatorischen Zytokinphénotyp (IL-4- und IL-10-
Produktion) bei naiven CD4" T-Zellen zu induzieren (73, 74). ZahlenmiBig scheinen dagegen
die nicht-professionellen APC zu iiberwiegen wie z.B. LSEC oder Ito-Zellen. Ob LSEC
alleine naive CD4" T-Zellen primen kénnen, ist kontrovers. Zumindest scheinen sie aber nicht
die Entwicklung eines Thl-Phédnotypes zu unterstiitzen (75, 76). Ito-Zellen zeigen ebenfalls
Eigenschaften von APC und stimulieren Lymphozyten wie bei humanen Zellen gezeigt.
Zudem iiben sie offenbar einen tolerogenen Einfluss auf insbesondere NKT-Zellen aus (77,

78).



1.4)  Zielsetzung und Fragestellungen

Die Leber scheint eine tolerogene Funktion zu besitzen, wie Beobachtungen an
lebertransplantierten Patienten und in Tiermodellen suggerieren. Auf der anderen Seite gibt es
aber auch Autoimmunerkrankungen der Leber, die eine gestorte hepatische Toleranz
voraussetzen. Ziel der Arbeiten war es, weiteren Aufschluss tiber die immunmodulatorische

Funktion der Leber zu gewinnen.

Nicht geklért ist bisher, welche T-Zellen in die Leber einwandern und dort moglicherweise
moduliert werden. Es sollte daher zunichst systematisch gepriift werden, ob verschiedenen
Subpopulationen von CD4" Antigen-erfahrenen T-Zellen wie z.B. Thl- und Th2-Zellen oder
(Antigen-abhingig) aktivierte CD4" T-Zellen im gesunden Organismus priferentiell in die
Leber einwandern. Zudem sollte untersucht werden, ob die Zellen abhingig vom
Aktivierungszustand, der Differenzierung oder dem Zytokinphénotyp rekrutiert werden.
Dariiber hinaus sollte geklart werden, ob Zellen auch Antigen-spezifisch zuriickgehalten
werden konnen und welche Adhédsionsmolekiile dabei involviert sind. Zusammenfassend
wurde die Frage gestellt, ob Rekrutierung fiir die Zusammensetzung der intrahepatischen

Lymphozytenpopulation eine wichtige Rolle spielt.

Antigen-erfahrene Zellen differenzieren unter bestimmten Bedingungen weiter in langlebige
Memory-Zellen, die bei einem erneuten Antigenkontakt eine schnellere Immunantwort
vermitteln. Ob und wodurch diese Zellen andererseits noch einer tolerogenen Modulation
zuginglich sind, ist dagegen noch nicht abschlieBend gekliart. Mittels adoptiver
Transfermodelle sollte daher gepriift werden, welche phénotypischen Verdnderungen
Effektor-Zellen in vivo spontan ohne Antigenzufuhr oder nach immunogener oder tolerogener
Antigenapplikation erfahren. In der Zusammenschau sollten Erkenntnisse iiber die weiteren
in-vivo-Differenzierungswege von Effektor-T-Zellen gewonnen werden und geklart werden,
inwieweit eine etablierte Immunreaktion, die von Antigen-erfahrenen Zellen vermittelt wird,
grundsitzlich noch therapeutisch beeinflussbar ist, oder ob Effektor- bzw. Memory-T-Zellen
gegeniiber tolerogenen Stimuli refraktir sind, und welche Organe, also beispielsweise die

Leber, hier eine Rolle spielen.

Von diesen Untersuchungen erwarteten wir uns zundchst Erkenntnisse iiber spezifische
hepatische Immunvorginge, aus denen sich perspektivisch Hinweise zu Entstehung und

Folgen gestorter lokaler Toleranz und letztlich therapeutischer Ansitze bieten konnten.
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2) Eigene Arbeiten

Im Folgenden sind die eigenen Arbeiten entsprechend der Fragestellungen der beiden

Teilbereiche getrennt dargestellt.

2.1)  Mechanismen der Rekrutierung von T-Zellen in die Leber

2.1.1) Differenzierungsabhiingige und Subset-spezifische Rekrutierung von CD4"

T-Zellen in die murine Leber.

(Klugewitz, K., Kaiser, T., Topp, S., Dahmen, U., Kaiser, T., Sommer, S., Kury, E. and
Hamann, A. (2002) Differentiation-dependent and subset-specific recruitment of T-helper

cells into the murine liver.)

Es ist vermutet worden, dass die Leber préiferentiell aktivierte und potentiell ,,gefdhrliche*
CD8" T-Zellpopulationen rekrutiert und deletiert. Dieser Mechanismus trigt moglicherweise
dazu bei, systemische Immunantworten zu modulieren. Inwieweit dies auch fiir CD4"
T-Zellen gilt, ist bisher nicht klar. In der vorliegenden Untersuchung konnten wir beobachten,
dass aktivierte CD4" T-Zellen nach Injektion in die Pfortader verstirkt in der Leber
zuriickgehalten werden. Die Intravitalmikroskopie zeigte, dass sie ausschlieBlich im
Portalfeld adhidrieren. Dartiber hinaus fanden sich zahlreiche Zytokin-produzierende Th1- und
Th2-Zellen in der Leber. Transferexperimente wurden durchgefiihrt, um Populationen zu
identifizieren, die préferentiell in Leber rekrutiert werden. Unsere Ergebnisse zeigten, dass
Effektor-Zellen und aktivierte Zellen generell stirker in der Leber zurlickgehalten werden als
ruhende Zellen, dhnlich wie fir CD45RB'™ Memory-Zellen gezeigt. Zudem zeigte sich eine
gewisse Priferenz fiir Thl-Zellen. Nichtsdestotrotz wurden Zytokin-produzierende
Subpopulationen nicht verstirkt angereichert. Zusammengefasst lassen diese Daten den
Schluss zu, dass die Leber als Filter fiir aktivierte und Memory/Effektor-Populationen
fungiert. Zellen, die in der Leber zuriickgehalten werden, konnten nachfolgend in der

spezifischen Umgebung der Leber moduliert werden.

(Seiten 12-22: Hepatology 35:568-78)
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2.1.2) Aktivierung induziert rasche und tief greifende Verinderungen im

Migrationsverhalten von T-Zellen.

(Hamann, A., Klugewitz, K., Austrup, F., Jablonski-Westrich, D. (2000) Activation induces

rapid and profound alterations in the trafficking of T cells.)

Aktivierung und Differenzierung bestimmen das Wanderungsverhalten von Lymphozyten.
Naive T-Zellen rezirkulieren durch die lymphatischen Organe, aktivierte Zellen verteilen sich
in andere Kompartimente. Wir konnten zeigen, dass Verdnderungen im Wanderungsverhalten
von T-Zellen unmittelbar nach Aktivierung iiber den TCR eintreten. Bereits eine Stunde
Stimulation iiber den TCR reicht aus, um Zellen nach intravendser Injektion in Lunge und
Leber umzudirigieren. Die starke Anreicherung in Lunge und Leber und die fehlende
Rezirkulation in lymphatische Gewebe sind Kennzeichen aktivierter Zellen. Dieses fiir
aktivierte T-Zellen charakteristische Migrationsverhalten fand sich sowohl bei in vitro als
auch in vivo aktivierten T-Zellen und ist nicht bedingt durch die Zellgroe. Die Immigration
in die Lunge ist Proteinbiosynthese-abhingig und partiell durch LFA-1 vermittelt, die
Einwanderung in die Leber dagegen nicht. In der Intravitalmikroskopie zeigte sich
unmittelbar nach Injektion in die Pfortader eine ausgeprigte Retention aktivierter T-Zellen
nahezu ausschlieBlich im Periportalfeld der Leber. Selektive Einwanderung in die Haut oder
den Darm lie3 sich unabhdngig von der Herkunft der Zellen nicht beobachten. Diese Daten
zeigen, dass Aktivierung eine rasche Umprogrammierung der T-Zellen von Rezirkulation zu
Sequestration bewirkt. Insbesondere die ausgeprigte Retention aktivierter T-Zellen in der
Leber gibt zu der Vermutung Anlass, dass die Leber diese Zellen zuriickhélt und auf diese

Weise einen systemischen immunmodulatorischen Effekt ausiibt.

Herr Dr. Austrup und ich als Ko-Autoren waren wissenschaftliche Mitarbeiter, Frau Jablonski-
Westrich technische Assistentin, in der Arbeitsgruppe von Prof. Hamann. Mein Anteil an der Arbeit
war speziell der Aspekt des Leber-Homings von aktivierten T-Zellen. Im Detail betrifft dies zum einen
die selbststdndige Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie. Zum anderen war ich aktiv beteiligt an
Planung und Durchfiihrung der Experimente mit Antigen-spezifischen Zellen. Dariiber hinaus habe ich
zum Zusammentragen und zur Interpretation der Daten zu Leber-Homing-relevanten Molekiilen

beigetragen.

(Seiten 24-35: Eur. J. of Immunology 30: 3207- 3218)
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2.1.3) Die friihe intrahepatische Antigen-abhiingige Retention von naiven CDS8"

T-Zellen in der Maus ist iiberwiegend abhéingig von ICAM-1 und LFA-1.

(Bertolino, P., Schrage, A., Bowen, D.G., Klugewitz, K., Eulenburg, K., Holz, R., Hogg, N.,
McCoughan, G.W. and Hamann, A. (2005) Early intrahepatic antigen-specific retention of
naive CD8+ T cells is predominantly ICAM-1/LFA-1 dependent in mice.)

Naive CD8" T-Zellen, die ihr spezifisches Antigen in der Leber erkennen, werden
zurlickgehalten und konnen unabhdngig von lymphatischen Organen geprimt werden.
Intrahepatische T-Zellaktivierung fiihrt zu Apoptose und trigt damit moglicherweise zum
immunmodulatorischen Effekt der Leber bei. Adhédsionsmolekiile, die fiir die Rekrutierung
von primidr extrahepatisch aktivierten T-Zellen eine Rolle spielen, wurden charakterisiert.
Bisher nicht wuntersucht war allerdings, welche molekularen Strukturen bei der
intrahepatischen Antigen-abhiingigen Retention von naiven CD8" T-Zellen involviert sind.
Mittels adoptivem Transfer von radioaktiv markierten Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen in
Rezipienten, die das Antigen ubiquitdr exprimieren, konnten wir beobachten, dass sich 40-
60% der Antigen-spezifischen Zellen nach einer Stunde in der Leber befinden, obwohl das
Antigen ubiquitdr exprimiert wird. In der Intravitalmikroskopie wurde gezeigt, dass die
injizierten, fluoreszenzmarkierten Zellen bereits einige Minuten nach der Applikation ihre
Passage durch die Leber verlangsamen und fest am Sinusendothel adhérierten. Diese
Beobachtungen legen nahe, dass die Aktivierung der Antigen-spezifischen Zellen lokal in der
Leber stattfinden und nicht im lymphatischen Gewebe. Untersuchungen in Knock-out-Méusen
zeigten eine Abhédngigkeit von LFA-1 und ICAM-1. Andere Adhésionsmolekiile wie
VCAM-1, VAP-1, P-Selektin, a4-Integrin oder Bl-Integrin spielten dagegen keine Rolle.
Interessanterweise scheint die LFA-1-Expression nicht nur auf den Donorlymphozyten,
sondern auch auf Rezipientenleberzellen essentiell zu sein, ein Phinomen, das bisher auch fiir
die Rekrutierung von NKT-Zellen beobachtet werden konnte. Zusammenfassend stellen die
LFA-1-abhingige intrahepatische Retention und Aktivierung aufeinander folgende Prozesse
dar, die moglicherweise bei der Induktion von Transplantattoleranz eine wichtige Rolle

spielen.

Herr Dr. Bertolino war Gastwissenschaftler in der Arbeitsgruppe von Prof. Hamann in Berlin. Er
wurde in dieser Zeit von mir betreut. Mein Anteil an der gemeinsamen Arbeit war die Planung und
Mitwirkung bei der Durchfiihrung der Homing-Versuche mit CD8" T-Zellen. Dariiber hinaus war ich

an der Zusammentragung und Interpretation der Homing-Daten beteiligt.
(Seiten 37-45: Hepatology 42(5):1063-71)
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2.1.4) Das Spektrum der priferentiell rekrutierten Lymphozytensubpopulationen
spiegelt die Zusammensetzung der intrahepatischen Lymphozytenpopulation

wider.

(Klugewitz, K., Blumenthal-Barby, F., Eulenburg, K., Emoto, M., Hamann, A. (2004) The
spectrum of lymphoid subsets preferentially recruited into the liver reflects that of resident

populations.)

Die intrahepatische Lymphozytenpopulation zeigt eine von Blut und von lymphatischen
Organen stark abweichende Zusammensetzung. Die Leber enthdlt auch T-Zellen, die in
lymphatischen Organen zu finden sind, allerdings weist ein hoherer Anteil von ihnen im
Vergleich zu lymphatischen Organen Aktivierungs- und Memory-Marker auf. In der Leber
finden sich sehr wenige naive T-Zellen. Dariliber hinaus sind Populationen wie NK- oder
NKT-Zellen, die sich vergleichsweise weniger in lymphatischen Organen befinden, in der
Leber verstirkt nachweisbar. Um zu klédren, ob diese Zusammensetzung durch Rekrutierung
und intrahepatische Modulation erkldrt werden kann, transferierten wir CFSE-markierte
Milzzellen adoptiv in syngene Méduse und untersuchten 24 h spiter nach Reisolation aus
Leber und Milz die Zusammensetzung der immigrierten sowie der residenten intrahepatischen
lymphoiden Zellen. Vor allem CD45RB™" Memory-T-Zellen, NK- und NKT-Zellen, die sich
auch vermehrt in der intrahepatischen Lymphozytenpopulation finden, wurden auch vermehrt
in die Leber rekrutiert. Im Gegensatz dazu migrierten beispielsweise naive CD62L"E" T-
Zellen oder B-Zellen, die iiberwiegend in lymphatischen Organen représentiert sind, verstérkt
in die Milz. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass das Wanderungsverhalten die
Repriasentation  verschiedener  Subpopulationen  innerhalb  der  intrahepatischen
Lymphozytenpopulation iiberraschend gut widerspiegelt. Diese Daten suggerieren, dass die
Zusammensetzung der intrahepatischen Lymphozytenpopulation durch Rekrutierung,

Emigration und intrahepatische Modulation geprigt sein konnte.

(Seiten 47-50: Immunol Lett 93:159-62)
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2.2)  Funktion und Modulation von Thl- und Th2-Effektor-Zellen in vivo

2.2.1) Adoptiv transferierte Thl-Zellpopulationen verlieren IFNy" Zellen durch

Herunterregulation der Zytokinsynthese auf Einzelzellebene.

(Blumenthal-Barby, F., Hamann, A., Klugewitz, K. (2006) Adoptively transferred Thl cell

populations lose IFNy+ cells by cytokine down-regulation on single-cell level.)

Vor dem Hintergrund der Heterogenitit von Effektor-Zellen beziiglich ihrer aktuellen
Zytokinexpression, wurde argumentiert, dass die Zytokinproduktion  distinkte
Th1-Differenzierungslinien definiert: wéhrend IFNy  Thl-Zellen iiberleben und in vivo
differenzieren, sterben IFNy™ Thl-Zellen durch Apoptose. Die Alternativhypothese besagt,
dass das Lineage commitment nicht mit der punktuellen Zytokinsynthese assoziiert ist. Um
diese Kontroverse weiter einzugrenzen, wurden in Vvitro polarisierte Thl-Zellen adoptiv
transferiert. Obwohl die absolute Zahl an reisolierten Donorzellen an Tag gleich blieb, zeigte
sich eine Abnahme der IFNy" Thl-Zellen um ungefihr 50%. Diese Beobachtung war
unabhiingig von der initialen Frequenz an IFNy" Zellen innerhalb der Thl-Zellen und der
Antigenexposition. Gegen die Annahme der positiven Selektion von Nicht-Produzenten in
Vivo sprachen die gleichen Teilungsraten von IFNy™ und IFNy Thl-Zellen. Unsere Daten
legen nahe, dass der Verlust von IFNy" Zellen innerhalb der transferierten Population eher
durch eine Herunterregulation auf Einzelzellebene bedingt ist als durch die Deletion von
IFNy" Zellen. Folglich stiitzen unsere Ergebnisse die Hypothese, dass die aktuelle
Zytokinexpression keine distinkten Differenzierungslinien definiert, zumal Polarisations-

spezifische Gene auch bei IFNy” Th1-Effektor-Zellen ablesbar bleiben.

(Seiten 52-57: Immunol Letters, 107:176-181)
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2.2.2) Transfer von IFNy-depletierten CD4" T-Zellen zusammen mit CD8" T-Zellen

fithrt zur Abstoflung des murinen Nierensarkoms.

(Klugewitz, K., Scheffold, A., Radbruch, A. and Hamann, A. (2000) Transfer of IFNy-
depleted CD4" T cells together with CD8" T cells leads to rejection of the murine kidney

sarcoma in mice.)

Beim murinen Nierensarkom induziert eine Vakzinierung mit dem tumorspezifischen Antigen
Large T eine protektive Immunitit gegen den Tumor. Diese Immunantwort ist von CD8" und
CD4" T-Zellen abhingig. In der folgenden Studie sollte zunichst untersucht werden,
inwieweit der Zytokinphinotyp der induzierten CD4" T-Zellen determiniert, ob der Tumor
erfolgreich abgestoBen wird oder nicht. Mittels intrazytoplasmatischer Zytokinfarbung
konnten IFNy" (Thl), IL-4" (Th2) und IL-10" Zellen in vakzinierten und nicht-vakzinierten
Tieren, die auf Tumorwachstum reagierten, nachgewiesen werden. Vakzinierte Tiere, die den
Tumor erfolgreich abstieBen, zeigten eine Zunahme der IL-4" (Th2) Zellen. Im Gegensatz
dazu nahmen in nicht-immunisierten Tieren, die durch den Tumor starben, die
immunsuppressiven IL-10" Zellen zu, die Zahl der IFNy" (Thl) Zellen fiel dagegen mit
Fortschreiten der Erkrankung ab. Ein Uberwiegen einer Thl- oder Th2-dominierten
Immunantwort wurde nicht beobachtet. Um die Relevanz der nachgewiesenen
Subpopulationen zu analysieren, wurden Th1-Zellen anhand ihrer Oberfldchenexpression von
IFNy ex vivo aus vakzinierten Tieren sortiert. Angereicherte Th1-Zellen und IFNy™ depletierte
Zellen, die iiberwiegend aus Th2-Zellen bestanden, wurden zusammen mit CD8" T-Zellen
adoptiv in naive Miuse transferiert und der Tumor implantiert. Uberraschenderweise konnte
eine Immunitét gegen den Tumor sowohl mit Thl als auch mit Th2-Zellen transferiert
werden, wobei die Th2-Zellen etwas effizienter waren. Dies suggeriert, dass, zumindest in der
Effektorphase, eine Thl-Reaktion nicht Bedingung fiir eine suffiziente AbstoBung des
Tumors ist. Unsere Daten unterstiitzen die Annahme, dass die Th1/Th2-Dichotomie nicht

zentral ist fur die T-zellvermittelte Tumorimmunitét.

(Seiten 59-65: Int. J. Cancer 87:673- 679)
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2.2.3) Immunmodulatorische Effekte der Leber: Deletion aktivierter CD4" Effektor-
T-Zellen und Suppression der IFNy-Produktion nach intravendser

Proteinimmunisation.

(Klugewitz, K., Blumenthal-Barby, F., Schrage, A., Knolle, P.A., Hamann, A., and Crispe 1.
N. (2002) Immunomodulatory effects of the liver: Deletion of activated CD4" effector cells

and suppression of [FNy-producing cells after intravenous protein immunization.)

Die Leber ist in vielen Situationen tolerogen, beispielsweise als Transplantat und im Rahmen
der Immunantwort gegen allogene MHC-Molekiile, die auf Hepatozyten exprimiert sind. Der
tiberwiegende Teil der Daten zu dieser Thematik fokussiert auf endogene Antigene. Wenig
bekannt ist dagegen iiber CD4" T-Zellen und ihr Schicksal unter tolerogenen Bedingungen.
Das gilt insbesondere fiir differenzierte CD4" Effektor-T-Zellen. In dieser Untersuchung
wurden adoptive Transferuntersuchungen mit in vitro-polarisierten Thl- oder Th2-Effektor-
Zellen durchgefiihrt um zu zeigen, ob Apoptose oder Immundeviation Mechanismen der
Modulation Zytokin-produzierender Effektor-Zellen, die in der Leber zurlickgehalten werden,
sind. Nach dem Transfer konnten Thl- und Th2-Zellen noch mindestens 25 Tage in
lymphatischen Organen und der Leber nachgewiesen werden. Intravendse Gabe des
spezifischen Antigens OVA in hoheren Dosen (500 pg) fiihrte zu Akkumulation, Proliferation
und schlieBlich Deletion in der Leber. Thl-Zellen zeigten eine Reduktion der
Zytokinsynthese, dagegen persistierte die IL-4-Produktion von Th2-Zellen in der Leber.
Hinweise fiir eine Immundeviation der Thl-programmierten Zellen zu Th2 (IL-4) oder
regulatorischen T-Zellen (IL-10) fanden sich nicht. Mittels in vitro Ko-Kultur mit APC aus
der Leber wurde gepriift, ob die Leber die Féhigkeit hat, eine préaferentielle IL-4-Expression
bei T-Zellen zu induzieren. Hier zeigte sich, dass LSEC selektiv die Expansion von IFNy"
T-Zellen supprimieren konnen, wogegen sie das Wachstum von IL-4-Produzenten forderten.
Hierdurch konnte ein immunsuppressives Milieu in der Leber induziert werden. Diese Daten
legen nahe, dass Prédsentation von Antigenen in der Leber zu einer quantitativen und

qualitativen Modulation der Immunantwort fiihrt.

(Seiten 67-73: J. Immunology 169:2407-13)
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2.2.4) Differentielles Priming von CD8" und CD4" T-Zellen in Tiermodellen der

autoimmunen Hepatitis und Cholangitis.

(Derkow, K., Loddenkemper, C., Mintern, J., Kruse, N., Klugewitz, K., Berg, T.,
Wiedenmann, B., Ploegh, H.L., Schott, E. (2007) Differential priming of CD8 and CD4 T

cells in animal models of autoimmune hepatitis and cholangitis.)

Zur Aufkldrung der Pathogenese autoimmuner Lebererkrankungen sind Tiermodelle
erforderlich, die eine Untersuchung der Antigenprésentation und des Primings von T-Zellen
im Kontext mit Autoimmunitit erlauben. Es wurden transgene Tiermodelle generiert, die
darauf beruhen, dass das Modell-Autoantigen OVA in Hepatozyten (TFR-OVA) oder
Cholangiozyten (ASBT-OVA) exprimiert wird. TCR-transgene OT-I (CDS") oder OT-II
(CD4") Zellen, die spezifisch sind fiir OVA, wurden adoptiv in TFR-OVA oder ASBT-OVA
Mause transferiert um in vivo Priming Antigen-spezifischer Zellen zu induzieren.
T-Zellmigration, Aktivierung und Induktion einer hepatischen Entziindung wurden
untersucht. OT-I Zellen befanden sich priferentiell in der Leber beider Mausstimme,
wogegen OT-II Zellen nicht in die Leber einwanderten. OT-I Zellen proliferierten in der
Leber von TFR-OVA Maiusen, sowie in der Leber und dem Leber-drainierenden
Lymphknoten von ASBT-OVA Tieren. OT-II Zellen wurden in Milz und Leber-drainierenden
Lymphknoten von TFR-OVA, nicht aber in ASBT-OVA Maiusen aktiviert. Der Transfer von
OT-I Zellen in TFR-OVA und ASBT-OVA Mause fiihrte zu histologisch distinkten
Entziindungen in der Leber und verursachte einen anhand erhohter Transaminasen
nachweisbaren Leberschaden. Ein durch Hepatozyten exprimiertes Antigen kann im MHCI-
und MHCII-Kontext CD4" und CD8" T-Zellen prisentiert werden, wogegen dasselbe
Antigen, wenn es durch Cholangiozyten exprimiert wird, nur CD8" aber nicht CD4" T-Zellen
prisentiert wird. In beiden Modellen findet die Aktivierung von CD8" T-Zellen in der Leber
statt und zieht eine hepatische Entziindung nach sich. Die beiden hier vorgestellten Modelle
sind wertvoll fiir die Untersuchung von T-Zellpriming in der Leber und ihre Rolle bei der

Entstehung von autoimmunen Lebererkrankungen.

Ich war an der Planung und Interpretation der Versuche mit CD4" T-Zellen und
Knochenmarkschiméren beteiligt. Herr Kruse, mein Doktorand, fihrte die
Knochenmarkstransplantation an den entsprechenden Mausstimmen durch und stellte somit dieses

Modell zur Verfiigung.

(Seiten 75-85: Hepatology 46(4):1155-65)
74



3) Ergebnisse und Diskussion
3.1) Mechanismen der Rekrutierung von T-Zellen in die Leber

3.1.1) Aktivierungsabhiingige, Subset- und Antigen-spezifische Rekrutierung von CD4"
und CD8" T-Zellen in die Leber.

Das Migrationsverhalten von CD4" T-Zellen ist entscheidend fiir die Kompartimentalisierung
bestimmter  Immunvorgidnge: In  sekunddren  lymphatischen  Organen  findet
Antigenprésentation und Aktivierung statt, im entziindlich verdnderten Gewebe werden
Effektorfunktionen ausgeiibt. Zudem gibt es Regionen wie die Mukosa und mdglicherweise
die Leber in denen Immunmodulation und Toleranzinduktion vermittelt werden. Im ersten
Teil der Arbeit wurde daher zunéchst untersucht, welches Migrationsverhalten verschiedene
T-Zellsubpopulationen besitzen und welche Mechanismen hierbei eine Rolle spielen. Diese

Eigenschaften stellen Vorrausetzungen fiir eine konsekutive Modulation dar.

Aktivierte CD4" T-Zellen stellen eine potentiell pro-inflammatorische Subpopulation dar. Sie
besitzen die Fihigkeit, in Effektor-Zellen zu differenzieren und in inflammatorisches Gewebe
einzuwandern und damit zur Pathogenese entziindlicher Vorginge beizutragen. Eine
hepatische =~ Rekrutierung und Modulation konnten somit eine  systemische
Entziindungsreaktion limitieren. Zunichst sollte daher gepriift werden, ob aktivierte CD4"
T-Zellen préferentiell in die Leber rekrutiert werden, wie sie im Organ verteilt sind und
welche molekularen Mechanismen involviert sind. Aktivierte CD25"# CD62L"" blastire
CD4" T-Zellen wurden durch polyklonale in vitro-Stimulation gewonnen. Um Einwanderung
und Gewebsverteilung in der Leber untersuchen zu konnen, wurde die Intravitalmikroskopie
der Leber an der narkotisierten Maus und die Injektion der zu untersuchenden Zellen in die
Pfortader bzw. die V. mesenterica inferior etabliert, da nach Injektion in die Schwanzvene
innerhalb des Beobachtungszeitraumes von ca. einer Stunde keinerlei aktivierte Zellen in der
Zirkulation nachweisbar waren. Mit dieser Technik konnten wir beobachten, dass
fluorochrommarkierte naive CD4" T-Zellen rasch von der Pfortader zur Zentralvene das
Leberldappchen passierten ohne zu rollen oder zu adhérieren. Folglich fanden sich nur sehr
wenige naive CD4" T-Zellen, die iiber die gesamte Beobachtungszeit in der Leber verblieben.
In vitro-aktivierte CD4" T-Zellen dagegen adhérierten sofort in groBer Zahl in der Leber und

akkumulierten dabei nahezu ausschlieBlich im Portalfeld.

In einem weiteren Projekt der Arbeitsgruppe wurde das systemische Wanderungsverhalten

verschiedener Populationen aktivierter CD4" T-Zellen, wie ex vivo-isolierter T-Zellblasten
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und Antigen-abhingig stimulierter TCR-transgener CD4" Zellen untersucht. Aktivierte CD4"
T-Zellen zeigten im Homing-Versuch mit radioaktiver Markierung eine Stunde nach
intravendser Injektion unabhéngig vom Aktivierungsweg eine deutliche Umverteilung von
den sekunddren lymphatischen Organen in die Lunge. Es besteht zwischen Lunge und Leber
offenbar eine komplementédre oder konkurrierende Verteilung: 24 h nach Injektion zeigte sich
dagegen eine deutliche Umverteilung aktivierter CD4" T-Zellen von der Lunge in die Leber.
Dies erkldart, warum, wie oben ausgefiihrt, in der Intravitalmikroskopie kurze Zeit nach
Injektion in die Schwanzvene keinerlei aktivierte Zellen nachweisbar waren. Da in vitro
polyklonal oder Antigen-spezifisch aktivierte CD4  T-Zellen und ex vivo-isolierte
T-Zellblasten ein vergleichbares Wanderungsverhalten zeigten, scheint die Verdnderung des
Wanderungsverhaltens unabhéngig vom Aktivierungsweg aufzutreten. Kurzzeit-aktivierte
CD4" T-Zellen besitzen wenig CD25, sind CD45RB™¢" und reexprimieren L-Selektin. Wenn
sie in einen ruhenden Zustand zuriickkehren, nehmen sie auch wieder den Homing-Phénotyp
einer naiven CD4" T-Zelle an. Diese transiente Verinderung des Migrationsverhaltens spricht
fiir eine primére Aktivierungsabhidngigkeit und weniger fiir eine Eigenschaft, die die Zellen
im Zuge ihrer frithen Differenzierung annehmen. Nach mehrfacher oder ldngerer Stimulation
dagegen werden CD4" T-Zellen CD45RB™™ und zeigen nun einen nur noch partiell
reversiblen Homing-Phanotyp, der cher einer Memory-Zelle gleicht, mit starkerer Priferenz
fiir Lunge und Leber (45). Folglich sind mehrere oder repetitive Stimulationen ndtig, um bei
CD4" T-Zellen einen differenzierungsabhingig fixierten Homing-Phinotyp zu induzieren.
Diese Daten legen nahe, dass die Leber eher aktivierte als naive CD4" T-Zellen rekrutiert und

diese Zellen eine distinkte Verteilung im Leberldppchen annehmen.

Die Beobachtungen stimmen mit Studien aus der Ratte iiberein (79). Auch fiir aktivierte CD8"
T-Zellen konnte eine praferentielle Rekrutierung in die Leber zeigt werden (80). Die
ZellgroBle alleine scheint nicht fiir das Trapping verantwortlich zu sein, da groflere Zellen
innerhalb  der  rekrutierten = Population  nicht akkumulierten, wie in  der
durchfluzytometrischen Analyse reisolierter Donorzellen gezeigt. Auch die de novo-
Synthese von Proteinen konnte durch Behandlung der Zellen mit dem Inhibitor Cycloheximid
ausgeschlossen werden. Bei CD8" T-Zellen ist die Interaktion von ICAM-1 auf dem Endothel
mit LFA-1 auf der T-Zellen Bedingung (80). Bei NKT-Zellen interagiert dieses Rezeptor-
Ligand-Paar invers: d.h. ICAM-1 auf der aktivierten T-Zelle und LFA-1 auf Kupffer-Zellen
vermitteln die hepatische Retention von NKT-Zellen (81-83). In Blockierungsexperimenten

mit spezifischen Antikdrpern und durch den Einsatz von Knock-out-Méusen wurden
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verschiedene Adhésionsmolekiile wie B,-, a4- und a6-Integrine, Selektine, ICAM-1 und -2
sowie CD31 als (alleinig) ursichlich fiir das Wanderungsverhalten aktivierter CD4" T-Zellen
ausgeschlossen. Auch E- und P-Selektin scheinen nicht alleine verantwortlich fiir das
Trapping bzw. die Rekrutierung von aktivierten CD4" T-Zellen. Diese Beobachtungen decken
sich mit &dlteren Untersuchungen, die gezeigt hatten, dass fiir die Rekrutierung von
Leukozyten in die Leber unter entziindlichen Bedingungen weder E- noch P-Selektin
notwendig sind. Offenbar sind mehrere Rezeptor-Ligand-Paare redundant (84). Vermutlich
beruht die Adhédsion ohne Selektin-vermitteltes Rolling dartiber hinaus auch auf der Tatsache,
dass durch den sehr langsamen Blutfluss in den Sinusoiden und die temporire Okklusion der
Strombahn beispielsweise durch Kupffer-Zellen der Shear stress reduziert und rasche
Interaktionen von T-Zellen und Endothel generell begiinstigt werden (63, 84). VAP-1, das
beim Menschen fiir die Interaktion von Lymphozyten mit dem Leberendothel und die
Rekrutierung wichtig ist, wird in der Maus nicht spezifisch exprimiert (85-87). Da sich
insbesondere im Portalfeld viele Kupffer-Zellen befinden, wire beispielsweise eine inverse
Interaktion wie bei NKT-Zellen oder aber eine Funktion bestimmter Chemokine fiir die

Rekrutierung aktivierter CD4" T-Zellen denkbar.

Aktivierte CD4" T-Zellen differenzieren unter bestimmten Bedingungen weiter zu Effektor-T-
Zellen, die sich anhand ihres Zytokinprofils in funktionell verschiedene Subpopulationen
aufgliedern lassen. Diese Einteilung fuflt auf der Beobachtung, dass Inzuchtmiuse des
Stammes C57BL/6, die eine IFNy-dominierte (Thl) Immunanwort aufbauen, Leishmanien
eleminieren konnen. Im Gegensatz dazu sterben Inzuchtméuse des Stammes BALB/c, die mit
einer IL-4-dominierten (Th2) Antwort reagieren, an einer Leishmanien-Infektion (88).
Thl-Zellen sezernieren als Markerzytokin IFNy und unterstiitzen eine zellvermittelte
Immunantwort durch Phagozytose. Sie sind wichtig fiir die Elimination intrazelluldrer
Erreger. Th2-Zellen produzieren als Leitzytokin IL-4 und werden mit der humoralen
Immunantwort, aber auch mit Autoimmunitit, in Verbindung gebracht (89, 90). Es sollte
daher gepriift werden, ob die Leber moglicherweise durch Induktion einer Immundeviation
die systemische Immunantwort modulieren konnte indem durch Subset-spezifische
Rekrutierung die Th1/Th2-Balance verdndert wird. Beziiglich des Migrationsverhaltens von
Th1- und Th2-Zellen konnten wir zeigen, dass beide Effektorzellsubpopulationen, in vitro-
polarisierte Th1-Zellen und Th2-Zellen, im Vergleich zu naiven CD4" T-Zellen verstirkt in
die Leber einwandern. Thl-Zellen zeigten dariiber hinaus einen Tropismus fiir die Leber,

wogegen Th2-Zellen vermehrt in die Milz einwanderten. Im Gegensatz zu aktivierten CD4"

88



T-Zellen verteilten sich Th1-Zellen jedoch, wie in der Intravitalmikroskopie nach intraportaler
Injektion beobachtet, gleichméfBig im gesamten Leberlobulus. Um zu untersuchen, ob die
Synthese der Effektorzytokine IFNy und IL-4 selbst Bedingung ist fiir dieses unterschiedliche
Verhalten, wurden die Donorzellen reisoliert und intrazellulire Zytokinfirbungen
durchgefiihrt. Innerhalb der injizierten Thl- oder Th2-Zellen nahmen nicht die Zytokin-
produzierenden Subpopulationen, sondern eher groflere, blastidre Zellen zu. Durch den Einsatz
von TCR-transgenen Maiusen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren mit polyklonalem
T-Zellrepertoire konnten Artefakte durch den Mausstamm ausgeschlossen und gezeigt
werden, dass analog zu aktivierten CD4" T-Zellen, der Aktivierungs- oder
Differenzierungsweg selbst keine Rolle spielen. ICAM-1 und LFA-1 oder E- und P-Selektin
scheinen weder fiir die Rekrutierung von Thl- noch von Th2-Zellen in die Leber notwendig
zu sein, wie in Blockadeexperimenten bzw. durch Einsatz von Knock-out-Mdusen gezeigt
wurde. Wéhrend fiir die gesunde Leber also keine spezifischen Adhésionsmolekiile
identifiziert wurden, konnte dagegen in der entziindlich verdnderten Leber gezeigt werden,
dass fiir die Retention von Thl-Zellen o4-Integrine, fiir Th2-Zellen VAP-1, essentiell sind
91).

Generell spielt offenbar fiir die Rekrutierung in die Leber die Differenzierung in Effektor-
Zellen im Vergleich zu naiven Zellen eine Rolle. Auch eine Subset-spezifische Immigration
scheint stattzufinden, wobei eher pro-inflammatorische Thl-Zellen zuriickgehalten werden.
Die Zytokinsynthese selbst ist im Gegensatz zum Aktivierungszustand der Effektor-Zellen

dagegen ein untergeordneter Faktor.

Eine weiterer wichtiger Gesichtspunkt der Rekrutierung von T-Zellen in die Leber wurde
erginzend in einem Kooperationsprojekt mit Dr. P. Bertolino (Centenary Institute of Cancer
Medicine and Cell Biology, Newton, Australien) untersucht. Da sich in der Leber auch
zahlreiche APC befinden und Antigene beispielsweise liber die Pfortader in die Leber
gelangen, liegt es nahe, anzunehmen, dass auch die Interaktion des TCR mit dem MHC-
Antigenkomplex zur Retention beitrdgt, also T-Zellen Antigen-abhédngig zuriickgehalten
werden. Die entsprechenden Untersuchungen wurden an CD8" T-Zellen durchgefiihrt, da
aufgrund der in diesem System eher sessilen APC, eine selektivere Lokalisation des Antigens
erreichbar ist. Im Homing-Versuch mit radioaktiv markierten Kb-speziﬁschen naiven CD8"
T-Zellen (Des-TCR-Maus, H-2k Haplotyp) konnten wir beobachten, dass Antigen-
spezifische CD8" T-Zellen in C57BL/6 (H-2b) und Kb-trangenen 178.3 (H-2k) Maéusen
verstéirkt in die Leber rekrutiert werden. B10.BR Tiere (H-2k) dienten als Kontrollen. In der
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Intravitalmikroskopie zeigten fluoreszenzmarkierte spezifische T-Zellen bereits 10 Minuten
nach Injektion in die Mesenterialvenen eine Verlangsamung und konsekutive Adhédsion in der
Leber. Daher ist anzunehmen, dass die Interaktion zwischen dem TCR mit dem MHC-
Antigenkomplex und nicht die beginnende Aktivierung und Umverteilung verantwortlich ist.
Offenbar ist jedoch das Rezeptor-Ligand-Paar zusétzlich essentiell, denn eine Blockade von
ICAM-1 und LFA-1 auf Donorzellen und in der Rezipientenmaus fiihrte zu einer
signifikanten Abnahme der Rekrutierung. Da sich durch Ausschalten von LFA-1 in der
C57BL/6-Rezipientenmaus eine Reduktion bis auf das Niveau der Kontrollgruppe erzielen
lies, ist anzunehmen, dass die Prasenz des Antigens alleine nicht ausreichend fiir das Antigen-
spezifische Rekrutierung naiver CD8" T-Zellen ist, sondern LFA-1 eine notwendige
Bedingung darstellt. Andere getestete Adhédsionsmolekiile wie P-Selektin oder VCAM-1
hatten dagegen keinen Einfluss auf die Einwanderung. Auch hier stellt sich die Frage, auf
welchen Zellen in der Rezipientenmaus ICAM-1 bzw. LFA-1 exprimiert wird. Es spricht
vieles fiir ein Modell, das eine Interaktion mit Kupffer-Zellen annimmt, da diese LFA-1 stark
exprimieren und in der Lage sind, naive T-Zellen zu primen. Dagegen fiihrt die Interaktion
mit anderen intrahepatischen Populationen wie den Hepatozyen durch Mangel an ko-
stimulatorischen Signalen zum Death by neglect. Entgegen dem Paradigma, dass naive
T-Zellen in sekundire lymphatische Organe rezirkulieren, konnten wir somit zeigen, dass
antigen-abhéngige Rekrutierung in vivo eine Rolle spielt und dies zur Migration von naiven
CD8" T-Zellen in die Leber und nicht in die lymphatischen Organe fiihrt. Dieser
Mechanismus triagt moglicherweise dazu bei, dass unter entziindlichen Bedingungen vermehrt
Antigen-spezifische T-Zellen in die Leber rekrutiert werden und unter homdoostatischen
Bedingungen CD8" T-Zellen in der Leber geprimt werden kénnen, was letztlich zur Induktion

von Toleranz fiihrt (72).

Zusammengefasst konnten wir in den diskutierten Arbeiten Aktivierung, Differenzierung,
Zytokinphdnotyp und das spezifische Antigen als Faktoren identifizieren, die unter
homoostatischen Bedingungen die Rekrutierung von T-Zellen in die Leber bedingen.
Offenbar ist es so, dass die Leber verstirkt differenzierte T-Zellpopulationen rekrutiert und
damit modulieren konnte. Nicht abschlieBend gelungen ist es, zumindest fiir CD4" T-Zellen
die beteiligten molekularen Mechanismen wie z.B. Adhidsionsmolekiile zu bestimmen.
Griinde hierfiir konnten sein, dass viele Rezeptor-Ligand-Paare redundant sind, dass das

Leberldppchen eine differentielle Rezeptorausstattung vom Portalfeld bis zur Zentralvene
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aufweist oder dass durch den sehr langsamen Fluss in der sinusoidalen Zirkulation spontane

Interaktionen héufig sind.

3.1.2) Die intrahepatische Lymphozytenpopulation wird durch permanente
Rekrutierung und Modulation geformt: Das Modell der Balancierten

Rekrutierung.

Als {ibergreifende und zusammenfassende Fragestellung im Anschluss an diese
Untersuchungen haben wir systematisch untersucht, welche Lymphozytenpopulationen in der
Leber vermehrt anzutreffen sind und ob diese auch verstirkt rekrutiert werden. Dies sollte
Hinweise auf die Herkunft der intrahepatischen Lymphozytenpopulation geben. Eigene
Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass die Leber bereits in der residenten
Lymphozytenpopulation vermehrt aktivierte und Zytokin-produzierende Effektor-Zellen
enthilt. In durchflusszytometrischen Analysen der intrahepatischen Lymphoyztenpopulation
stellten wir ergidnzend fest, dass die Leber im Vergleich zur Milz hohere Frequenzen von
CD45RB"" Memory-Zellen, blastiren Zellen und NK- bzw. NKT-Zellen enthilt. Mittels
Transfer und Reisolation fluoreszenzmarkierter gemischter Lymphoyztenpopulationen
konnten wir zeigen, dass die in der Leber stark représentierten Zellen auch vermehrt rekrutiert
werden, so dass die Annahme nahe liegt, dass diese Zellen auf diesem Weg in die Leber
gelangen. Dies steht allerdings im Widerspruch zu bisherigen Modellen iiber den Ursprung
der intrahepatischen Lymphozytenpopulation, deren Zusammensetzung deutlich von der im
peripheren Blut oder in lymphatischen Organen abweicht (56, 61). Ein Modell postuliert, dass
intrahepatische Lymphozyten, insbesondere NKT- und NK-Zellen, lokal aus intrahepatischen
Stammzellen generiert werden und differenzieren. CD34" c-kit” Stammzellen und RAG-1-
bzw. RAG-2-Aktivitdt, als Hinweis auf extrathymische T-Zellreifung, ldsst sich in der Tat in
der Leber nachweisen. Zudem entwickeln sich in athymischen Nude-Maiusen, die keine
konventionellen CD4" und CD8" T-Zellen besitzen, unkonventionelle T-Zellen, die vermehrt
in der Leber nachweisbar sind. Obwohl es also Hinweise auf extrathymische T-Zellreifung in
der Leber gibt, bedeutet es allerdings nicht zwangsldufig, dass dies unter homdstatischen
Bedingungen auch quantitativ passiert. Es scheint sich vielmehr um einen Back-up-
Mechanismus zu handeln, der beispielsweise unter pathologischen Bedingungen zum Tragen
kommt. Dariiber hinaus kénnen aus hepatischen Vorlduferzellen in Abwesenheit des Thymus
keine konventionellen T-Zellen oder NKT-Zellen differenzieren, was stark gegen eine

extrathymische bzw. thymusunabhingige T-Zellreifung in der Leber spricht. Ein Alternativ-
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Modell setzt eine Reifung der intrahepatischen Lymphozyten im Thymus voraus, nimmt aber
an, dass die Zellen intrahepatisch differenzieren. Dafiir sprechen die zahlreichen APC-
Populationen in der Leber. Fiir aktivierte Populationen scheint dies plausibel. Allerdings
spricht einiges dagegen, dass intrahepatisches Priming unter Normalbedingungen quantitativ
zur Population der Leber mit Lymphozyten beitrdgt: Es finden sich beispielsweise relativ
wenig proliferierende Lymphozyten in der nicht-entziindeten Leber. In parabiotischen
Miusen rezirkulierten ~CD3™™°NK].1" Zellen nicht. Beobachtungen nach
Lebertransplantation zeigen jedoch, dass verschiedenen Donorzellpopulationen aus dem
Transplantat in den Rezipientenorganismus migrieren, so dass moglicherweise das
Parabiosemodell hier keine verldsslichen Daten liefert. Diesen beiden Modellen stellen wir
auf Basis unserer Daten ein Modell der Balancierten Rekrutierung gegeniiber. Es postuliert,
dass die intrahepatische Lymphozytenpopulation ein Fliegleichgewicht darstellt, das durch
Immigration, intrahepatische Modulation und Deletion sowie Emigration permanent

iiberformt und angepasst wird (92).
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Abbildung 4: Das Modell der Balancierten Rekrutierung, modifiziert nach (92)
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3.2)  Funktion und Modulation von Th1- und Th2-Effektor-Zellen in vivo

3.2.1) Zytokin-produzierende Effektor-Zellen: Vorliufer der Memory-Zellen oder

terminales Differenzierungsstadium in der Sackgasse?

Im zweiten Teil des Arbeit sollte das Verhalten bzw. Schicksal von Zytokin-produzierenden
Effektor-Zellen a) spontan, b) unter immunogenen Bedingungen, und c) nach tolerogener
Antigengabe untersucht werden. Im weiteren Verlauf der Differenzierung und der Involution
der Effektorphase der Immunantwort geht ein groBer Teil der Effektor-Zellen in die
Apoptose. Aus einem kleineren Anteil entstehen ohne weitere Zellteilung und teilweise
unabhingig von der Interaktion mit MHCII-Molekiilen Memory-Zellen (CD62L"¢",
CD45RB™), die moglicherweise iiber Jahre oder sogar ein Leben lang persistieren, wie ein
Modell der Effektor/Memory-Zelldifferenzierung besagt (93-95). Eine alternative Hypothese,
die sich auf Beobachtungen an humanen Zellen stiitzt, postuliert dagegen, dass Memory-
Zellen nicht direkt aus Effektor-Zellen differenzieren: CCR7  Zytokin-produzierende
Effektor-Memory-Zellen (Tgy) gehen zugrunde. Dagegen besitzen CCR7" zentrale Memory-
Zellen (Tcym) die Fihigkeit, zu sehr langlebigen Memory-Zellen weiter zu differenzieren (41,
96, 97).

Um das spontane in-vivo-Schicksal von Zytokin-produzierenden Effektor-Zellen zu
untersuchen, wurden OV A-spezifische Th1-Zellen in vitro polarisiert und durch Rekultur eine
hohe Frequenz von IFNy® Zellen erzielt. Bereits einen Tag nach adoptivem Transfer in
syngene Miuse zeigte sich eine signifikante Abnahme der IFNy" T-Zell-Subfraktion. Diese
Beobachtung deckt sich mit Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die diesen Effekt auch
fiir Th2-Zellen beschrieben hatten (93, 94, 98). Diese Daten erlauben zwei unterschiedliche
Interpretationen: Zum einen ist es denkbar, dass Thl-Zellen ihre Zytokinsynthese temporér
einstellen und damit zum Phénotyp einer ruhenden Effektor-Zelle zuriickkehren. Zum anderen
wurde vermutet, dass IFNy" Th1-Zellen, als Zytokin-produzierende Tgy und damit terminales
Differenzierungsstadium in Apoptose gehen und dadurch die Frequenz IFNy" Th1-Zellen in
vivo abnimmt. Evidenz hierfiir war, dass mittels Zytokins-Sekretionsassay (99) sortierte
IFNy" T-Zellen nach adoptivem Transfer aus den lymphatischen Organen verschwanden,
wogegen IFNy T-Zellen persistierten (100). Unser Modell basiert auf dem Transfer
rekultivierter Th1-Zellen, mit einer Produzentenfrequenz bis zu 90% IFNy" (IFNyq) Zellen.
Da wir in nicht publizierten Voruntersuchungen beobachten konnten, dass IFNy'-sortierte
Zellen vermutlich durch die Oberflichenbeladung mit einem Antikérper ein deutlich

gedndertes Homing-Verhalten und ein schlechteres Langzeitiiberleben aufweisen, wurde diese

93



experimentelle Herangehensweise bewusst gewédhlt. Durch Vergleich von IFNyso und IFNygg
Th1-Zellen konnten wir beobachten, dass beide Populationen in vivo gleich gut iiberleben,
allerdings Thl-Zellen mit hdherer IFNy-Produzentenfrequenz stirker in der Leber
akkumulieren wogegen IFNyso Th1-Zellen stirker in die Milz wandern. Beide Populationen
zeigten unabhingig von einer Antigengabe eine Abnahme der IFNy" Zellen. Ein stirkeres
Wachstum von IFNy™ Th1-Zellen konnten wir durch Korrelation der Zytokinsynthese mit der
Zellteilung, gemessen anhand der Reduktion des intrazelluliren CFSE-Gehaltes (101),

ausschliefen.

Unsere Daten deuten eher darauf hin, dass IFNy" Thl-Zellen, die sich nicht nur in den
lymphatischen Geweben befinden, ihre Zytokinsynthese temporédr abschalten und weniger,
dass es sich bei IFNy" und IFNy  Effektor-Zellen um distinkte Populationen handelt. Dafiir
spricht, dass Zytokin-exprimierende und -negative Effektor-Zellen dieselbe Expression von
polarisationsspezifischen =~ Markergenen aufweisen (102) und dass epigenetische
Modifikationen der Zytokingenloci unabhéngig von der aktuellen Zytokinproduktion erhalten
bleiben (103, 104).

Als immunogenes System wurde ein Tumormodell, das murine Nierensarkom, genutzt.
Dieser Tumor exprimiert das gut charakterisierte immunogene Tumor-spezifische
Neo-Antigen Large T, das sowohl MHCI- als auch MHCII-Epitope besitzt und nach
Vakzinierung eine protektive von CD8" und CD4" T-Zellen abhiingige Immunantwort
induziert. Unsere Untersuchungen an diesem Modell zeigten, dass der Tumor in vivo sowohl
Th1- als auch Th2-Zellen induziert. Um zu untersuchen, welche Populationen protektiv sind,
wurden  mittels einer  Liposomen-basierten  Sortierungstechnik  anhand  der
Oberflachenexpression von IFNy Thl-Zellen (105, 106) ex vivo isoliert. Durch adoptiven
Transfer von IFNy" und IFNy-depletierten Th2-Zellen konnten wir zeigen, dass sowohl die
IFNy" als auch IFNy CD4" T-Zellen Immunitit iibertragen. IL-10" CD4" T-Zellen sind
dagegen vermutlich eher flir die Suppression der Immunantwort verantwortlich, da sie sich
vermehrt in nicht immunen Méusen fanden. Dabei scheint die IL-10-vermittelte Inhibition der
Generation von Thl-Zellen und der durch CD8" T-Zellen bzw. NK-Zellen vermittelten
Zytolyse eine Rolle zu spielen (107, 108). Uberraschend war, dass sich das Th1/Th2-
Paradigma (88, 89), das eine Thl-vermittelte protektive Immunantwort erwarten lie3, nicht
bestdtigt hat. Der Tumor induzierte sowohl Thl- als auch Th2-Zellen, die beide unabhéngig
voneinander, wie durch adoptiven Transfer gezeigt, immunogen sind. Unsere Daten mit ex

vivo-isolierten Thl- und Th2-Zellen bestitigen damit Untersuchungen mit in vitro-
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polarisierten OV A-spezifischen Th1 und Th2-Zellen, die im adoptiven Transfer die Rejektion

eines OVA-exprimierenden Lymphoms vermittelten (109).

Wir konnten Immunitit durch den Transfer von Zytokin-produzierenden IFNy" Thl-Zellen
tibertragen. Diese Beobachtung steht damit ebenfalls im Widerspruch zu der Annahmen, dass
IFNy" Tguv terminal differenzierte Zellen darstellen, die in vivo in Apoptose gehen und

Memory-Zellen aus nicht-Zytokin-produzierenden Ty entstehen (41, 96, 97, 100).

3.2.2) Die Leber kann Effektor-Zellen modulieren, intrahepatisches Priming von

naiven CD4" T-Zellen fand sich jedoch nicht in OVA-transgenen Mausmodellen.

Chronische Entziindungen werden von Zytokin-produzierenden Effektor-Zellen und Memory-
Zellen getragen. Die iiberwiegende Zahl interventioneller immuntherapeutischer Tiermodelle
untersucht jedoch naive T-Zellen, die sich in der Tat bei tolerogener Antigenzufuhr
entsprechend modulieren lassen. Grundsétzlich findet man aber in der menschlichen
Krankheitssituation Antigen-erfahrene Effektor-Zellen vor. Daher haben wir untersucht, ob,
und durch welche Mechanismen Thl- und Th2-Effektor-Zellen durch tolerogene

Antigenzufuhr moduliert werden konnen.

Hierzu haben wir als Modellantigen OVA gewihlt, das ein Neo-Antigen darstellt und fiir das
es zahlreiche Mausmodelle TCR-transgener Stiamme gibt. In vitro Antigen-spezifisch
polarisierte Th1- und Th2-Zellen wurden adoptiv in syngene Tiere transferiert. AnschlieBend
wurde OVA intravends als Hochdosis appliziert, ein Modell, das in Anwesenheit naiver CD4"
T-Zellen zu Toleranzinduktion durch Deletion fiihrt (6). Die in Abschnitt 1 gezeigten
Untersuchungen hatten ergeben, dass Effektor-Zellen stark in die Leber rekrutiert werden. In
der Tat wurden vergleichbare Donorzellzahlen nicht nur aus den lymphatischen Organen wie
Milz und Lymphknoten, sondern auch aus der Leber reisoliert. In Ubereinstimmung mit
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen und eigenen Voruntersuchungen konnten wir
beobachten, dass Thl- und Th2-Zellen spontan linger als naive CD4" T-Zellen in vivo
persistieren. Dabei war eine Reduktion der Frequenz der Zytokinproduzenten und der
Expression von Aktivierungsmarkern auf den T-Zellen festzustellen war, also eine Reversion
zum ,,quasi-naiven® Phinotyp einer ruhenden Effektor-Zelle (93, 94, 98). Lediglich IL-4"

Th2-Zellen lieBen sich noch bis zu 25 Tagen nach Transfer in der Leber nachweisen.

Nach tolerogener Antigengabe expandierten vor allem Th1-Zellen zunichst in allen Organen.

Analog zu naiven CD4" T-Zellen folgte jedoch auf die Expansionsphase eine deutliche
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Reduktion der Frequenz der Donorzellen. Parallel lieBen sich vor allem in der Leber
Annexin-V-bindende, also in Apoptose befindliche Donorzellen, beobachten. Betrachtet man
den Netto-Effekt der Reduktion der Zytokinsynthese und der Zellzahl, so zeigte sich lediglich
in der Leber, nicht aber in Lymphknoten und Milz, auch Antigen-unabhdngig, ein
signifikantes Uberwiegen von IL-4° im Vergleich zu IFNy" Donorzellen. Der
Zytokinphédnotyp der einzelnen Donorzelle blieb jedoch unverdndert, es fanden sich keine

Hinweise fiir die Induktion von IL-10" oder IL-4" Zellen.

Um néher zu bestimmen, ob und welche hepatischen APC an der intrahepatischen Th1/Th2-
Balance und der Induktion der Apoptose beteiligt sind, wurden LSEC mit OV A-spezifischen
Thl- und Th2-Zellen Antigen-spezifisch ko-kultiviert. LSEC forderten eher das Wachstum
von IL-4" Zellen, wogegen IFNy" Zellen stirker auf Milz-APC expandierten. Allerdings
zeigten Th1l und Th2-Zellen die gleiche Apoptoserate nach Ko-Kultur auf LSEC und Milz-
APC.

Zusammengefasst legen unsere Daten nahe, dass LSEC ein eher anti-inflammatorisches
Th2-Milieu begiinstigen. Damit scheint die Leber die Th1/Th2-Balance eher in Richtung von
Th2 zu verschieben. Hinweise fiir eine Antigen-abhéngige Immundeviation fanden sich
allerdings nicht. Die Tatsache, dass zahlreiche apoptotische Donorzellen in der Leber
nachweisbar waren, suggeriert, dass die Leber durch Induktion von Apoptose eine Antigen-
abhingige Deletion von Effektor-Zellen induziert. Allerdings scheint dies nicht durch LSEC
vermittelt, so dass, wie bereits fiir CD8" T-Zellen vermutet (110), professionelle Leber-APC

wie z.B. Kupffer-Zellen fiir die Induktion von Apoptose verantwortlich sein konnten.

In einem Kooperationsprojekt mit Dr. E. Schott (Charité Campus Virchow Klinikum, Berlin)
wurde anschlieBend ergiinzend untersucht, inwieweit auch naive CD4" T-Zellen, verglichen
mit Effektor-Zellen, eine hepatisch exprimiertes Antigen erkennen konnen und ob diese
Interaktion zum Priming der CD4" T-Zellen oder eher zu Toleranz fiihrt. Als Modellantigen
diente OVA, das sowohl ein durch MHCI (SINFEKL/H-2b) als auch ein im MHCII-Kontext
(ISQAVHAAHAEINEAGR/I-A®)  prisentiertes  Peptidantigen umfasst. Es standen
entsprechende TCR-transgene Mauslinien zur Verfiigung, deren CD8" (OT-I) (111) oder
CD4" T-Zellen (OT-II) (112) fiir diese Peptide spezifisch sind. Um eine leberspezifische
Expression des Antigens zu erzielen, wurde OVA entweder unter dem Hepatozyten-
spezifischen Transferrin- oder dem Gallenwegsepithel-spezifischen ~ASBT-Promotor
exprimiert. Um die systemische Verteilung des Antigens durch Sekretion zu minimieren,

wurde OVA an die transmembrandre Domine des Transferrrin-Rezeptors gekoppelt, um so
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eine Membranstidndigkeit zu erreichen. Wie erwartet, zeigte sich sowohl auf RNA-Ebene in
der PCR als auch auf Proteinebene im Western Blot und in der Histologie eine alleinige
Expression des Antigens in der Leber OVA-transgener Tiere. Uber die Kooperation standen
uns diese Modelle zur Verfiigung. Nach adoptivem Transfer in TFR-OVA Maiuse fanden sich
nach zwei Tagen proliferierende OVA-spezifische CD4" T-Zellen sowohl in lymphatischen
Organen als auch in der Leber. In Ko-Kulturexperimenten induzierten ex vivo-isolierte Zellen
aus verschiedenen Organen der TFR-OVA Miuse Proliferation bei OVA-spezifischen CD4"
T-Zellen. Daher ist nicht sicher auszuschlieBen, dass das in vivo zu beobachtende Priming
durch APC aus anderen, lymphatischen Organen induziert wird. In ASBT-OVA Méusen lie3
sich iiberhaupt keine Proliferation von CD4" T-Zellen nachweisen. In beiden Modellen

verursachten transferierte CD4" T-Zellen keine entziindlichen Infiltrate.

Generell lassen diese Daten vorerst nicht den Schluss zu, dass unter homdostatischen
Bedingungen in der Leber in vivo signifikant naive CD4" T-Zellen tolerogen oder immunogen
geprimt werden. Ein moglicher Grund wiére, dass die Zellen, wie in Abschnitt 1 beschrieben,
nur zu einem geringen Teil adhérieren und rasch das Organ verlassen. Inwieweit sich dies,
wie fiir CD8" T-Zellen gezeigt, unter lokaler Antigenexpression #ndert, ist Gegenstand
gegenwartiger Untersuchungen. Gesamt-Leber-APC enthalten eine grof3e Zahl an LSEC, die
wiederum ein geringe MHCII-Expression und schwache Expression ko-stimulatorischer
Molekiile aufweisen. Auch dies konnte fiir das ausbleibende Priming urséchlich sein. Modelle
mit selektiverer Antigenexpression sind erforderlich, wobei dies aufgrund der Mobilitét und

Heterogenitit der MHCII Leber-APC experimentell schwierig umzusetzen ist.

3.2.3) Die Leber: Graveyard, Responder trap oder Ort Antigen-spezifischer Modulation

von T-Zellen?

Die sogenannte Graveyard-Hypothese postuliert, dass in Apoptose befindliche Zellen in der
Leber aufgenommen und abgebaut werden. Dafiir spricht, dass in der Fas'™-Maus, in der Fas
unterexprimiert und folglich die Apoptose aktivierter T-Zellen eingeschrinkt ist, diese Zellen
in der Leber akkumulieren und eine Lymphadenopathie entsteht (68, 113, 114). Das
Responder-trap-Modell dagegen besagt, dass aktivierte T-Zellen in der Leber aufgenommen
werden und dort durch Interaktion mit residenten Populationen in die Apoptose gebracht
werden. Beide Hypothesen nehmen primir Antigen-unabhingige Mechanismen der

intrahepatischen T-Zellmodulation an (115). Es gibt jedoch sehr gute Evidenzen, dass die
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Leber auch iiber Antigen-spezifische Modulationsmechanismen verfiigt. Fiir MHC-I-Antigene
konnte gezeigt werden, dass selektive (induzierbare) Expression in der Leber zu Toleranz
durch TCR-Herunterregulation (69), Deletion (70, 71) oder Anergie fiihrt (72). Selektive
Antigenexpression auf LSEC war sogar ausreichend fiir die Induktion oraler Toleranz bei
naiven CD8" T-Zellen (116). Nach oraler Antigengabe fanden sich besonders in der Leber
regulatorische bzw. IL-4" CD4" T-Zellen (9, 117). Zudem gibt es iltere Untersuchungen an
der Ratte, die nahe legen, dass die Leber fiir die Induktion insbesondere von oraler Toleranz
wichtig ist (118-121). Vor dem Hintergrund unserer Daten favorisieren wir ein Modell, das
eine  Modulation oder Deletion vor allem Antigen-erfahrener, aktivierter oder
Effektor/Memory T-Zellen, durch intrahepatische Présentation eines z.B. auch oral

aufgenommenen Antigens auf hepatischen APC-Populationen annimmt.
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3.3)  Zusammenfassende Betrachtung: Das Migrationsverhalten verschiedener CD4"

T-Zellpopulationen spielt eine Rolle fiir die Modulation dieser Zellen

Naive CD4" T-Zellen rezirkulieren in lymphatische Organe und werden unter homéstatischen
Bedingungen nur zu einem sehr kleinen Teil in der Leber zuriickgehalten. Fiir naive CD4"
T-Zellen scheinen folglich die lymphatischen Organe primér nicht nur der Ort des Priming
sondern nach entsprechender Antigengabe (28, 29) auch der Toleranzinduktion zu sein.
Wihrend Peyer’sche Plaques offenbar fiir orale Toleranz nicht zwingend erforderlich sind,
scheinen mesenteriale Lymphknoten unabdingbar zu sein (30, 31). Eine neuere Arbeit
untermauert diese Annahme: Werden naive CD4  T-Zellen an ihrer Rezirkulation und
Immigration in die mesenterialen Lymphknoten gehindert, kann keine orale Toleranz mehr
induziert werden (27). Ubereinstimmend konnten wir kein Priming naiver CD4" T-Zellen

durch ein in der Leber exprimiertes Antigen beobachten.

Zusammengefasst, sind Immunreaktionen bedingt durch die Migration der T-Zellen und den
Weg des Antigens dahingehend kompartimentalisiert, dass naive und Antigen-erfahrene CD4"

T-Zellen mutmaBlich in unterschiedlichen Geweben moduliert werden.

Naive CD4* T-Zellen Antigen-erfahrene CD4* T-Zellen

Wy
F ".['"_r \
.I. Tl

Rezirkulation
in sekundéare Rekrutierung
lymphatische Organe in nicht-lymphatische Organe

Abbildung 5: Migration von naiven und Antigen-erfahrenen Zellen

Unsere Daten zeigen, dass Antigen-erfahrene CD4" T-Zellen eher in parenchymatdse Organe,
insbesondere in die Leber, wandern. Da oral aufgenommenes Antigen auch in Form gréBerer

Peptide tiber die Pfortader in die Leber gelangt (25, 122), ist anzunehmen, dass immigrierte
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T-Zellen lokal mit LSEC und Kupffer-Zellen interagieren konnen. Diese Vorgidnge konnten
eine Rolle fiir die Aufrechterhaltung der Toleranz beispielsweise gegen die eigene Darmflora
und harmlose Nahrungsantigene spielen (123, 124). Umgekehrt fanden sich keine Hinweise

auf ein in vivo-Priming von naiven CD4 " T-Zellen in der gesunden Leber.

Einblicke in die Vorginge, die die intrahepatische immunologische Balance von Toleranz zu
(Auto-)Immunitdt verdndern, wiirden wichtige Hinweise liefern zum einen fiir die
Pathogenese von Autoimmunhepatitis oder Kolitis und, als Ausblick, auch organspezifische

therapeutische Ansatzpunkte aufzeigen.
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4) Zusammenfassung

Die Rekrutierung von T-Zellen spielt eine entscheidende Rolle fiir die
Kompartimentalisierung des Immunsystems: Antigenprisentation und Aktivierung finden in
sekunddren lymphatischen Organen statt, im entzlindlich verdnderten Gewebe werden
Effektorfunktionen ausgeiibt. In der Mukosa, und vermutlich auch in der Leber, werden

immunmodulatorische Vorgédnge vermittelt.

Da Einwanderung in die Leber damit eine Vorraussetzung fiir konsekutive Modulation
darstellt, wurde im ersten Abschnitt der Arbeit das Wanderungsverhalten von CD4" T-Zellen
analysiert. Wir konnten in der Intravitalmikroskopie und im Homing-Versuch mit radioaktiver
Markierung zeigen, dass aktivierte CD4" T-Zellen in die Leber einwandern, wihrend naive
CD4" T-Zellen in die sekundiren lymphatischen Organe rezirkulieren. Dabei akkumulierten
aktivierte CD4" T-Zellen, vermutlich bedingt durch eine differentielle endotheliale
Rezeptorausstattung im Leberldppchen, nahezu ausschlieBlich im Periportalfeld. Auch
Th1-Zellen und Th2-Effektor-Zellen fanden sich anders als naive CD4" T-Zellen priferentiell
in der Leber. Sie verteilten sich allerdings iiberall im Leberlédppchen. Thl-Zellen wurden
dabei stéirker als Th2-Zellen zuriickgehalten, was die Bedeutung des Zytokinphinotyps fiir die
Rekrutierung unterstreicht. Neben der Aktivierung, der Differenzierung in Effektor/Memory-
Zellen und dem Zytokinphdnotyp spielt auch die Pridsenz des Antigens selbst zumindest fiir
die Rekrutierung von CD8" T-Zellen in der Leber eine Rolle. Allerdings ist die TCR-MHC-
Bindung alleine nicht ausreichend. Die zusitzliche Interaktion von LFA-1 und ICAM-1 stellt
eine notwendige Voraussetzung dar. Im Gegensatz zu CD8" T-Zellen ist es uns dagegen nicht
gelungen, fiir die Rekrutierung von aktivierten oder CD4" Effektor-T-Zellen in die gesunde
Leber essentielle Adhédsionsmolekiile zu identifizieren. Ein mdglicher Grund ist, dass viele

Rezeptor-Ligand-Paare redundant oder im Leberldppchen differentiell exprimiert sind.

Insgesamt zeigten T-Zellen, die in der intrahepatischen Lymphozytenpopulation stark
reprasentiert sind, eine praferentielle Rekrutierung. Wir formulierten daher das Modell der
Balancierten Rekrutierung. Es postuliert, dass die intrahepatische Lymphozytenpopulation
kontinuierlich durch Immigration, Emigration und intrahepatische Modulation bzw. Deletion

geformt wird.

Es ist noch nicht abschlieBend geklért, ob und durch welche Signale Antigen-erfahrene Zellen
moduliert werden konnen. Im zweiten Teil der Arbeit wurde daher untersucht, welches in vivo

Schicksal Effektor-Zellen spontan, unter immunoger oder tolerogener Antigenzufuhr haben.

101



Adoptiv transferierte in vitro-polarisierte Thl-Zellen zeigten spontan eine zeitabhdngige
Abnahme des Prozentsatzes IFNy" Zellen. Da Populationen mit hdherer (90%) und
niedrigerer (50%) IFNy" Zytokinproduzentenfrequenz in vivo identisch iiberlebten und Nicht-
Produzenten keine stirkere Zellteilung aufwiesen, nehmen wir an, dass die Zytokinsynthese
auf Einzelzellebene herunterreguliert wird und die Zellen zu einem ,,quasi-naiven* Phianotyp
zuriickkehren. Mittels adoptivem Transfer IFNy" ex vivo-sortierter Th1-Zellen konnten wir
dariiber hinaus nachweisen, dass diese Zellen in der Lage sind, Immunitdt gegen einen Tumor
zu vermitteln. Das Tew/Tem-Paradigma postuliert eine Memory-Zellgeneration aus IFNy
Effektor-Zellen bzw. Tcm wogegen IFNy+ Zellen als Tgy terminal differenziert sind und in
vivo zugrunde gehen. Unsere Daten sprechen eher fiir die Alternativhypothese die besagt, dass
Effektor-Zellen tempordr ihre Zytokinsynthese einstellen und zu Memory-Zellen

differenzieren konnen.

Nach adoptivem Transfer von Thl- und Th2-Zellen und tolerogener Antigenapplikation
erfolgte nach einer Expansionsphase eine Zunahme apoptotischer Zellen in der Leber, die fiir
eine intrahepatische Deletion spricht. Wihrend Thl-Zellen eine Abnahme der IFNy"
Subpopulation zeigten, persistierten IL-4° Th2-Zellen vor allem in der Leber. Eine
Immundeviation lief3 sich in diesem Modell nicht induzieren. Die in vitro-Ko-Kultur erbrachte
Hinweise, dass die Leber moglicherweise aktiv partizipiert: LSEC forderten das Wachstum
von Th2-Zellen, wogegen Thl-Zellen weniger stark expandierten. Die Akkumulation von
Zellen, die Zeichen der Apoptose zeigen, in der Leber hat zu der Vermutung Anlass gegeben,
dass die Leber passiv sterbende Zellen abraumt. Dagegen gibt es Evidenzen, dass in der Leber
selbst auch Apoptose bei aktivierten T-Zellen iiber Fas/Fas-Ligand-Interaktion induziert
werden kann. Unserer Daten legen zudem die Annahme nahe, dass die Leber moglicherweise

sogar Antigen-spezifisch T-Zellen modulieren kann.

Zusammenfassend formulieren wir ein Modell, das eine Kompartimentalisierung des
Immunsystems zugrunde legt: wihrend naive CD4" T-Zellen in lymphatische Organe
migrieren und dort immunogene bzw. tolerogene Signale empfangen, werden Antigen-
erfahrenen CD4" T-Zellen in die Leber rekrutiert, wo sie durch Interaktion mit APC moduliert

oder deletiert werden.

Man konnte spekulieren, dass eine gestorte hepatische Deletion von Effektor-Zellen
beispielsweise iliber eine Aktivierung von tolerogenen Leber-APC zu einem immunogenen

Phénotyp zu einem hepatischen Priming von naiven T-Zellen fithren konnte. Diese Vorginge
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konnten relevant sein fiir die Entstehung oder fehlende Suppression von Autoimmunitit z.B.

bei Autoimmunhepatitis oder systemischer Entziindungsvorginge.
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5) Glossar

Adoptiver Transfer

Apoptose

Inzuchtmause

Homing

Homing-Phinotyp

Lineage commitment

Haplotyp

Neo-Antigen

Parabiotische Miuse
Priming

Rolling

Shear stress
Syngen

TCR-transgen

Trapping

Gabe von Zellen in die syngene Maus mit dem Ziel u.a. die

Funktion dieser Zellen ndher zu untersuchen
programmierter Zelltod

eine durch Geschwisterverpaarung entstandene Linie, bei der alle

Individuen denselben Haplotyp haben
Migration einer Zelle zuriick zu ihrem Ursprungsort

Gesamtheit der Migrationseigenschaften einer Zelle mit daraus

resultierender Gewebsverteilung

Determinierung  einer T-Zelle fiir einen  bestimmten

Differenzierungsweg

Gesamtheit des MHC der Maus, insgesamt 5 Merkmale: K, D und
L im MHCI und A und I im MHCII

Antigen, das nicht im Thymus exprimiert wird und gegen das

daher keine zentrale Toleranz induziert werden konnte
Tiere mit experimenteller Verbindung beider Zirkulationen
Folgen des Antigenerstkontakt der naiven T-Zelle

Bewegung entlang des Endothel mit einer Geschwindigkeit, die

geringer als der Blutfluss ist
Scherkrifte, die auf Zellen in der Zirkulation einwirken
Maiuse mit demselben Haplotyp

fiir eine bestimmte Spezifitit bereits fertig rekombinierte a- und p-

Ketten des T-Zellrezeptors

groBBenbedingtes unspezifisches Steckenbleiben von Zellen in der

Zirkulation; Gegensatz zur spezifischen Rekrutierung
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6) Abkiirzungsverzeichnis

AIRE
APC
ASBT
CCR
CD
CFSE
E-, L-, P-Selektin
ICAM-1
IFNy

IL
LFA-1
LSEC
MHC
NK
NKT

OVA

Tem
TCR
Tem
TFR
TGFp
Th
VAP-1

VCAM-1

Autoimmune regulator
Antigen-presenting cell

Apical sodium-dependent bile duct transporter
C-C motif chemokine receptor
Cluster of differentiation
Carboxyfluorescein-succinimidylester
Endothelial-, leukocyte- , platelet-selectin
Intercellular adhesion molecule-1
Interferon vy

Interleukin

Leukocyte function antigen-1

Liver sinusoidal endothelial cell
Major Histocompatibility Complex
Natural killer cell

Natural killer T cell

Ovalbumin

Recombinase-activated gene

T central memory

T cell receptor

T effector memory

Transferrin receptor

Transforming growth factor 3

T helper cell

Vascular adhesion protein-1

Vascular cell adhesion molecule-1
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