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1 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die sinusoidalen Endothelzellen der Leber (LSEC) nehmen kontinuierlich zirkulierende
Antigene auf und kreuzprasentieren diese CD8" und CD4" T Zellen. Unter
homdostatischen Bedingungen leiten LSEC die Differenzierung von naiven CD8* T Zellen
zu Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen ein. Dem geht ein sehr friiher, jedoch
voribergehender Gewinn zytotoxischer Effektorfunktionen voraus, was durch
IL-6 Trans-Signallibertragung induziert wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob T,1 Zellen die Induktion von
CD8" T Zellen durch LSEC in Abwesenheit von Inflammation verstirken kdnnen. Es zeigte
sich, dass Tp1l Zellen LSEC-spezifisch die Expression von Granzym B und CD25 der
CD8" T Zellen steigern konnten. Voraussetzung dafir war die Antigen-spezifische
Interaktion der Endothelzellen mit den T,1 Zellen, was zu der Aktivierung beider
Zellpopulationen fiihrte. Die beobachtete Helfer-Funktion war Zytokin-vermittelt und
bedurfte keiner konventionellen kostimulatorischen Signale. Ty1 Zellen steigerten die
Granzym-B- und CD25-Expression der CD8" T Zellen vermutlich durch Sekretion von IL-2.
Die Induktion der spezifischen Granzym-B-Hochregulation war jedoch abhangig von
LSEC-vermittelten Stimuli und konnte nicht durch Signale von T,1 Zellen eingeleitet
werden. LSEC erlangten nach Aktivierung die Fahigkeit, die Expression von Granzym B
Zytokin-vermittelt zu induzieren. Dies erganzt den bereits beschriebenen Mechanismus
der IL-6 Trans-Signaltbertragung mit Hilfe des membranstandigen IL-6/IL-6R-Komplexes
auf LSEC.

Die Analyse der beobachteten Helfer-Funktion lieferte weiterhin Belege fiir die
essenzielle Bedeutung von IL-2 fiir die durch IL-6 Trans-Signallibertragung induzierte
Expression von Granzym B.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte somit eine neue Helfer-Funktion von
Thl Zellen bei der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC beschrieben werden. Es ist
durchaus denkbar, dass Tyl Zellen auch in vivo unter homdostatischen Bedingungen die
Differenzierung von Pathogen-spezifischen CD8" T Zellen in der Leber unterstiitzen
konnen. Dies kann moglicherweise die Einleitung von Immunantworten durch
CD8" T Zellen gegen zirkulierende Antigene verbessern und so die effiziente Eliminierung

von viralen Infektionen und Tumoren ermoglichen.
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Abstract

Liver sinusoidal endothelial cells (LSEC) constantly take up circulating antigens and cross-
present these to CD8" and CD4" T cells. Under homeostatic conditions this cross-
presentation process induces differentiation of naive CD8" T cells to liver-primed
memory T cells. This is preceded by an early, but temporary acquisition of cytotoxic
effector function induced by IL-6 trans-Signaling.

The aim of this study was to analyze whether Ty1 cells are able to enhance the induction
of granzyme B and surface marker expression of CD8" T cells by LSEC in the absence of
inflammation. We demonstrate that Tn1l cells help increase the expression of
granzyme B and CD25 specifically in LSEC-primed CD8" Tcells. The antigen-specific
interaction of LSEC and T,1 cells was a prerequisite for this effect and led to the mutual
activation of both cell types. The observed helper function was cytokine mediated and
independent of conventional costimulatory signals. T1 cells presumably increased the
granzyme B and CD25 expression of CD8" T cells by secretion of IL-2. However, the
specific induction of granzyme B depended on LSEC-delivered stimuli and could not be
induced by T,1 signals alone. Upon activation, LSEC gained the ability to induce the
expression of granzyme B in a cytokine-mediated manner. This finding complements
the already described mechanism of IL-6 trans-Signaling via the membrane-bound
IL-6/IL-6R-complex on LSEC.

Furthermore, analysis of the observed helper function provided evidence for an
essential role for IL-2 in the IL-6 trans-Signaling-mediated expression of granzyme B.
Therefore, a new helper function of Ty1 cells during priming of CD8" T cells by LSEC is
described in this study. It is conceivable that T,1 cells can support the differentiation of
pathogen-specific CD8" T cells in the liver also in vivo under homeostatic conditions. This
could possibly improve the induction of CD8' T cell-mediated immune responses
towards circulating antigens, allowing for efficient elimination of viral infections and

tumors.



3 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem — ein Uberblick

Menschen und Tiere sind standig einer Vielzahl an Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten,
die diese als 6kologische Nische mit guter Nahrstoffversorgung und Maglichkeiten zur
Vermehrung und Verbreitung nutzen, ausgesetzt (Brown et al., 2008). Das Immunsystem
dient der Abwehr dieser Pathogene, sowie der Eliminierung abgestorbener oder
maligner Zellen, und fasst Abwehrmechanismen sowohl auf zelluldrer wie auch auf
molekularer Ebene zusammen. Neben der Bekampfung von Gefahr ist es wichtig, dass
Schaden am korpereigenen Gewebe und die Eliminierung wichtiger kommensaler
Bakterien verhindert wird. Die Fahigkeit des Immunsystems, potenziell schadliche
Strukturen zu erkennen und diese gezielt zu eliminieren, ist daher von entscheidender
Bedeutung. Dies wird durch zwei unterschiedliche Mechanismen gewahrleistet. Zum
einen koénnen Keimbahn-codierte Rezeptoren konservierte, Pathogen-assoziierte
molekulare Muster (PAMPsl) erkennen, die im Wirtsorganismus nicht vorkommen, und
so schnell eine schon vorprogrammierte und initiale Antwort einleiten. Dies wird durch
das angeborene (unspezifische) Immunsystem gewahrleistet (Chaplin, 2010; Medzhitov
and Janeway Jr, 1997). Weiterhin kann durch somatische Rekombination eine groRe
Diversitat an Rezeptoren gebildet werden, die sehr spezifisch potenziell schadliche
Antigene erkennen und so eine auf das Antigen abgestimmte Immunantwort einleiten
(Davis and Bjorkman, 1988; Nemazee, 2006). Die Einleitung dieser adaptiven
(erworbenen) Immunantwort verlauft (iber mehrere Tage, weshalb hier auch von der
zweiten Verteidigungslinie des Immunsystems gesprochen wird (Chaplin, 2010). Beide
Teile miissen miteinander interagieren, um eine effektive Immunabwehr zu gestalten,
und sind daher nicht als streng voneinander getrennt aufzufassen (Hoebe et al., 2004;
Medzhitov, 2001).

Zu der Verteidigungslinie des angeborenen Immunsystems zahlen mechanische
Barrieren (Epithelien und deren Sekrete), l6sliche Proteine (z.B. das Komplementsystem

und antimikrobielle Peptide) und zellulare Komponenten (Phagozyten, Dendritische

! Engl.: pathogen associated molecular patterns
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Zellen, Natirliche Killer-Zellen) (Tosi, 2005). Die Antigen-prisentierenden Zellen (APC?)
des angeborenen Immunsystems erkennen tiber Muster-Erkennungsrezeptoren (PRR?)
PAMPs und werden durch diese aktiviert. Sie prasentieren daraufhin den Effektorzellen
des adaptiven Immunsystems verstarkt aufgenommene Antigene und leiten so die
adaptive Immunantwort ein (Hoebe et al., 2004; Iwasaki and Medzhitov, 2015;
Medzhitov, 2001).

Die Effektorzellen des adaptiven Immunsystems konnen in zwei Klassen unterteilt
werden. B Zellen sekretieren ihren Rezeptor in I6slicher Form als Antikérper und leiten
so die humorale Immunantwort ein. T Zellen vermitteln die zelluldre Immunantwort,
indem sie beispielsweise als Effektor T Zellen Immunzellen aktivieren und infizierte
Zellen gezielt zerstoren. Als T Helferzellen kénnen sie die Immunantworten verstarken,
dirigieren und regulieren. Sowohl B, als auch T Zellen bilden langlebige Gedachtniszellen,
die nach Antigen-spezifischer Restimulation wieder schnell Effektorfunktionen erlangen
und so eine beschleunigte und verstarkte Immunantwort einleiten kénnen. Das
immunologische Gedachtnis ermoéglicht so auch (ber Jahrzehnte hinweg einen

effektiven Schutz vor wiederkehrenden Infektionen (Chaplin, 2010; Kaech et al., 2002).

1.2 Antigen-prasentierende Zellen

APC sind hochspezialisierte Zellen des angeborenen Immunsystems, die korpereigene
und korperfremde Bestandteile aufnehmen, prozessieren und T Zellen tUber MHC-
Molekiile prasentieren. Sie stellen damit die Verbindung zwischen dem angeborenen
und dem adaptiven Immunsystem dar. Als professionelle APCs sind besonders
Dendritische Zellen (DC*), Makrophagen und auch die B Zellen der adaptiven
Immunantwort entscheidend fiir die Aktivierung von T Zellen. Dabei stellen DC aufgrund
der ausgepragten Expression kostimulatorischer Molekiile, der Sekretion von
inflammatorischen Zytokinen und der Fahigkeit zu lymphatischen Organen zu migrieren
die Population an APCs dar, die am wichtigsten fir die Einleitung T Zell-vermittelter

Immunantworten ist (Hivroz et al., 2012).

2 Engl.: antigen-presenting cells
3 Engl.: pattern recognition receptors

* Engl.: Dendritic cell
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In peripheren Geweben liegen DC als eine Art ,immunologische Sensoren” in meist
unreifer oder tolerogener Form vor. In diesem Zustand prdsentieren sie nur sehr
ineffizient Antigene (Pulendran et al., 2001) und begiinstigen aufgrund fehlender
Kostimulation eher periphere Immuntoleranz (Dhodapkar et al., 2001; Guermonprez et
al.,, 2002). Durch Kontakt mit Pathogenen werden DCs jedoch aktiviert. Dies erfolgt,
indem PAMPs durch membranstandige und zytosolische PRR erkannt werden (Matzinger
and Kamala, 2011). Die DCs durchlaufen daraufhin einen Reifungsprozess und migrieren
in sekundare lymphatische Organe wie Lymphknoten und Milz (Banchereau and
Steinman, 1998; Junt et al., 2008). Im Zuge der Aktivierung nehmen DC kaum mehr neue
Antigene auf. Stattdessen ist die Prozessierung und Prasentation zuvor aufgenommener
Antigene verstarkt. In den sekunddren lymphatischen Organen kénnen sie durch
verstarkte Expression von MHC- und kostimulatorischen Molekilen, sowie durch
Sekretion proinflammatorischer Zytokine, effizient naive T Zellen aktivieren und so die
adaptive Immunantwort einleiten (Banchereau and Steinman, 1998; Steinman, 1991;

Steinman et al., 2003).

1.3 Antigenprasentation

Wie bereits erwahnt, sind T Zellen die Effektorzellen der zellvermittelten, adaptiven
Immunantwort. Der T Zell Rezeptor (TCR?) legt die Antigenspezifitat der Zelle fest, kann
Antigene jedoch nicht selber erkennen und muss diese prozessiert als Peptid und mit
einem MHC ° -Molekiil (Haupthistokompatibilititskomplex) komplexiert prasentiert
bekommen. Dies wird auch als MHC-Restriktion bezeichnet (Garcia and Adams, 2005).
Die Effektorfunktionen von T Zellen zielen daher auf Zellen des Korpers, jedoch nicht
direkt auf die Ursache der Entziindung wie Pathogene ab.

Die Interaktion von TCR und MHC-Molekdilen alleine reicht nicht fiir die Aktivierung von
T Zellen aus. Es werden zusatzliche Korezeptoren benétigt, die zusammen mit dem TCR
den TCR-Komplex bilden. Dazu zdhlen die CD3-Signaluntereinheiten, wie auch die
Korezeptoren CD4 und CD8, die mit unterschiedlichen MHC-Molekiilen interagieren und
anhand derer T Zellen in zwei Klassen unterteilt werden kénnen (Garcia and Adams,

2005; Hennecke and Wiley, 2001).

> Engl.: T cell receptor

® Engl.: Major histocompatibility complex
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CD8" T Zellen erkennen Antigene, die auf MHC-I-Molekiilen prasentiert werden. MHC-I
wird auf der Oberflache jeder kernhaltigen Zelle des Korpers exprimiert. Ziel ist eine Art
,Berichterstattung” intrazellularer Vorgange, wobei es sich um virale Infektionen, die
Anwesenheit intrazellularer Bakterien oder Transformationen der Zelle handeln kann.
Unter homoostatischen Bedingungen, also in Abwesenheit einer Infektion, werden
Selbst-Antigene prasentiert, was die Abwesenheit von Gefahr kennzeichnet und in der
Regel nicht zur Aktivierung der T Zellen fihrt. Fir die Beladung von MHC-I-Molekiilen
werden zytoplasmatische Antigene durch Ubiquitinierung fiir den Abbau gekennzeichnet
und proteasomal degradiert. Die entstandenen Peptide werden zum Endoplasmatischen
Retikulum dirigiert und dort auf MHC-I-Molekiile geladen. AnschlieBend erfolgt der
Transport des Peptid/MHC-I-Komplexes zur Zelloberflache (Vyas et al., 2008).

MHC-II-Molekiile werden im Gegensatz zu MHC-I-Molekiilen hauptsachlich von
professionellen APC wie DC, Makrophagen oder B Zellen exprimiert und von
CD4" T Zellen erkannt (Neefjes et al., 2011). Aber auch andere APC wie die sinusoidalen
Leberendothelzellen (LSEC’) oder Hepatozyten exprimieren geringe Mengen an MHC-I|
(Thomson and Knolle, 2010). Fiir die Beladung werden Antigene aus dem extrazelluldren
Milieu internalisiert und in endolysosomalen Kompartimenten degradiert (Lanzavecchia,
1996; Vyas et al., 2008). Dort erfolgt auch die Beladung der MHC-II-Molekiile, gefolgt
von dem Transport zur Zelloberfliche (Neefjes et al., 2011; Théry et al., 1998).

Neben der klassischen Prdsentation von Antigenen gibt es den Mechanismus der
Kreuzprasentation, bei dem extrazelluldare Antigene lGber Endozytose aufgenommen und
anschlieBend CD8" T Zellen iiber MHC-I présentiert werden. Dies wurde erstmals 1976
im Kontext der , Kreuz-Induktion” beschrieben (Bevan, 1976) und ist von entscheidender
Bedeutung, wenn eine Gefahr beispielsweise durch Infektion oder maligne
Transformation nicht die APC selbst betrifft (Kurts et al., 2010). Die Beladung der MHC-I-
Molekiile erfolgt dabei entweder direkt im endosomalen Kompartiment, oder aber,
nachdem das Antigen in das Zytoplasma transportiert und dort durch das Proteasom
degradiert wurde (Burgdorf and Kurts, 2008; Joffre et al., 2012; Rock and Shen, 2005).
Auf diese Art kdnnen professionelle APC wie DC, Makrophagen und B Zellen, aber auch
LSEC, effizient eine durch CD8" Effektorzellen vermittelte Immunantwort einleiten

(Heath and Carbone, 2001; Kurts et al., 1996; Wohlleber et al., 2012).

7 Engl.: liver sinusoidal endothelial cells
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1.4 Die Aktivierung von naiven T Zellen

Die Vorldaufer von T Zellen werden im Knochenmark gebildet, den Grof3teil ihrer
weiteren Entwicklung durchlaufen sie jedoch im Thymus. AnschlieRend zirkulieren sie als
langlebige, reife T Zellen zwischen dem Blut und peripheren lymphatischen Organen, wo
sie potenziell auf APC mit dem zu ihrem TCR passenden Antigen treffen kdnnen
(Hickman et al., 2008; Klein et al., 2009; Sprent et al., 2008). Die reifen T Zellen bilden
erst nach Antigen-spezifischer Interaktion mit APC Effektorfunktionen aus und werden
bis zu diesem Zeitpunkt als naive T Zellen bezeichnet (Arens and Schoenberger, 2010).
Fir die funktionale Aktivierung naiver T Zellen wird eine Kombination von drei Signalen
benotigt. Signal eins besteht aus der spezifischen Interaktion zwischen dem TCR und
dem Peptid/MHC-Komplex. Die Kostimulation durch Interaktion von CD28 auf der T Zelle
mit CD80/86 (B7.1/B7.2) auf der APC als Signal zwei fiihrt dann zu der Freisetzung von
IL-28 und ist wichtig fir das Uberleben der Zellen (Allison, 1994; Curtsinger et al., 2005;
Lenschow et al., 1996). Eine solche Stimulation flihrt bereits zu der Proliferation naiver
T Zellen, jedoch haben diese Zellen nur eingeschrankte Effektorfunktionen, Gberleben
kaum und bilden keine funktionalen Gedachtnispopulationen (Mescher et al., 2006).
Weitere kostimulatorische Molekile wie CD40/CD40L unterstiitzen ebenfalls die T Zell-
Aktivierung, jedoch muss fiir die Differenzierung naiver T Zellen zu voll aktivierten
Effektorzellen zusatzlich durch Signal drei die Anwesenheit von Gefahr signalisiert
werden. Dies wird durch inflammatorische Zytokine wie beispielsweise Typ | Interferone
(IFNa/B), IL-1 oder IL-12 gewadhrleistet (Curtsinger and Mescher, 2010; Curtsinger et al.,
1999; Curtsinger et al., 2005). Das Signal drei agiert daher als eine Art ,Schalter”, der
festlegt, ob die T Zellen liberleben, Effektorfunktionen und Gedachtniszellen ausbilden
oder aber Toleranz, Deletion und Anergie der Zellen die Folge der Stimulation ist
(Curtsinger et al., 2003; Curtsinger and Mescher, 2010; Kolumam et al., 2005). Dabei
miussen die proinflammatorischen Zytokine nicht zwangslaufig von der APC produziert
werden, die Signal eins und zwei fiir die Aktivierung der T Zellen liefert. Eine ,,Bystander-
Aktivierung” durch benachbarte Zellen, die die proinflammatorischen Zytokine
produzieren, ist ebenfalls moglich (Cui et al., 2009).

Die Stimulation des TCR hat unter anderem eine Aktivierung der Integrine LFA-1° und

VLA-4" zur Folge, was die Affinitat und Aviditat flir die entsprechenden Liganden

& Interleukin-2

? Engl.: Leukocyte function-associated antigen-1
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ICAM-1" und VCAM-1"2 erhéht (Smith-Garvin et al., 2009). Dies wiederum ist wichtig fur
die Adhdsion der T Zellen und die Einwanderung in infizierte Gewebe. Die Interaktion
von LFA-1 und ICAM-1 tragt weiterhin zu der Aktivierung der T Zellen bei (Bose et al.,
2013; Knolle and Gerken, 2000).

Die Einleitung einer T Zell-vermittelten Immunantwort muss genau Uberwacht werden,
da der Korper neben dem offensichtlichen Nutzen auch die ,Kosten” in Form von
Gewebeschaden tragt. Neben den kostimulatorischen Molekiilen gibt es daher auch
inhibitorische Rezeptoren, die die T Zell-Aktivierung limitieren und regulieren. Dazu zahlt
beispielsweise CTLA—413, das wie CD28 mit CD80/86 interagiert, oder auch PD—114, das
PD-L1 und PD-L2 auf APC bindet (Diehl et al., 2008; Greenwald et al., 2005; Probst et al.,
2005).

Die Summe der hier genannten Signale, die eine T Zelle wahrend ihrer Differenzierung
erhalt, andert sich abhangig von der Infektion und variiert auch auf Ebene der einzelnen
T Zellen (Gerlach et al., 2010). Dies hat eine groRe Heterogenitat der Effektor T Zell-
Populationen zur Folge und beeinflusst weiterhin die Entstehung von
Gedéchtnis T Zellen (Lefrancois and Marzo, 2006; Wakim and Bevan, 2010).

1.4.1 Naive CD8" T Zellen differenzieren zu Effektorzellen und Gedichtniszellen

Die T Zell-vermittelte Immunantwort ist so gestaltet, dass bei Gefahr schnell eine grolRe
Zahl an zytotoxischen Effektorzellen gebildet werden, die zu dem entziindeten Gewebe
migrieren, um dort die Infektion zu bekampfen. Am Ort der Entziindung interagieren
diese Zellen mit APC und anderen Immunzellen, um eine weitere Expansion und
Differenzierung vor Ort zu regulieren und den Organismus so moglichst gut zu schiitzen
und gleichzeitig Kollateralschaden am benachbarten Gewebe zu minimieren (Zhang and
Bevan, 2011). Gleichzeitig werden auch langlebige Gedachtniszellen gebildet, um bei
wiederholter Infektion direkt die adaptive Immunantwort einleiten zu kénnen. Nach der

erfolgreichen Eliminierung der Infektion erfolgt die Kontraktionsphase, in der 90-95 %

9 Engl.: very late antigen-4

" Engl.: Intercellular Adhesion Molecule-1

12 Engl.: Vascular Cell Adhesion Molecule-1

3 Engl.: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4

 Engl.: Programmed cell death protein-1
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der CD8" Effektorzellen absterben. Nur ein Bruchteil der zu Beginn der Immunantwort
aktivierten T Zellen entwickelt sich zu Gedachtniszellen (Cui and Kaech, 2010). Es wird
daher zwischen kurzlebigen Effektorzellen (SLEC™) und solchen Zellen, die spater zu
langlebigen Gedachtniszellen differenzieren (MPEC®) unterschieden (Joshi and Kaech,
2008). Die aus diesen Entwicklungen hervorgehenden Effektor- und Gedéachtniszellen
unterscheiden sich grundlegend. Die Faktoren, die die Differenzierung von SLEC und
MPEC bestimmen, der Zeitpunkt, zu dem das Schicksal der T Zelle festgelegt wird, sowie
die Plastizitat zwischen Effektor- und Gedachtniszellen, werfen nach wie vor Fragen auf
und sind Bestandteil aktueller Studien.

SLEC differenzieren zu zytotoxischen T Zellen (CTL17). Diese Zellen toten infizierte und
entartete Zellen, indem sie gezielt die Apoptose der Zielzellen einleiten. Dies wird durch
Sekretion von TNF (Wohlleber et al., 2012), durch Freisetzung von Perforin- und
Granzym-enthaltenden zytotoxischen Granula (Pipkin and Lieberman, 2007; Voskoboinik
et al., 2015) oder durch Interaktion des Oberflichenmolekils Fas Ligand (FasL) mit Fas
(Fas Rezeptor) auf der Zielzelle vermittelt (Wowk and Trapani, 2004). Weiterhin
sekretieren CTL proinflammatorische Zytokine wie beispielsweise IFNy, was die virale
Replikation inhibiert und andere Zellen des Immunsystems aktiviert (Belz and Kallies,
2010; Wowk and Trapani, 2004).

Die aus MPEC differenzierten CD8" Gedachtniszellen kdnnen auch nach dem Abklingen
einer Infektion ohne Kontakt zu dem spezifischen Antigen sehr lange in vivo (iberleben.
Sie werden in Subpopulationen unterteilt, die sich anhand ihrer Lokalisation, Funktion
und ihres Differenzierungspotenzials unterscheiden lassen (Stemberger et al., 2009).
Zentrale Gedachtnis T Zellen (TCM') sind nach ihrer Lokalisation in lymphatischen
Organen benannt und besitzen nur eingeschrankte Effektorfunktionen. Sie sind
besonders langlebig und unterliegen dank des Prozesses der homoostatischen
Proliferation standiger Selbsterneuerung (Boyman et al., 2007). TCM besitzen ein hohes
MaB an Plastizitit und konnen bei wiederholter Infektion aufgrund ihrer
,Sstammzell-dhnlichen” Eigenschaften neue Effektorzellen, Effektor Gedachtnis T Zellen

(TEM*®) und TCM generieren (Kaech and Cui, 2012; Kaech and Wherry, 2007).

> Engl.: short-lived effector cells

'® Engl.: memory precursor effector cells
7 Engl.: cytotoxic T lymphocytes

'8 Engl.: central memory T cells

% Engl.: effector memory T cells
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TEM befinden sich in der Zirkulation und in peripheren Organen. Dank starker
ausgepragter Effektorfunktionen konnen sie besonders schnell durch ihr Antigen
aktiviert werden und zur Immunabwehr beitragen. Sie sind jedoch nicht so multipotent
wie TCM und kdénnen kaum zu neuen Effektor T Zellen differenzieren (Bouneaud et al.,
2005; Kaech and Cui, 2012).

Neben den seit langerem bekannten TCM und TEM konnten jlingste Studien die Existenz
einer weiteren Gedachtniszell-Population, den organresidenten Gedachtnis T Zellen
(TRM?), aufdecken. Diese Zellen besitzen wie TEM Effektorfunktionen und haben wie
TCM das Potenzial zur Proliferation. Sie verbleiben am Ort der Infektion und kdnnen
dort Uber lange Zeitraume hinweg Uberleben (Bottcher and Knolle, 2015; Masopust et
al., 2006).

1.4.2 Die Regulation der Differenzierung von CD8" T Zellen zu Effektor- und

Gedachtniszellen

Die Differenzierung von SLEC und MPEC wird durch das Zusammenwirken
unterschiedlicher Signale wahrend der Primdrantwort eingeleitet. Die Starke der
Antigen-spezifischen Interaktion ist dabei ebenso wichtig wie die Dauer der Infektion
und die Art und Intensitdt der Kostimulation (Joshi and Kaech, 2008; Surh and Sprent,
2008). Das Zytokinmilieu wahrend der Induktion von CD8' T Zellen ist ebenfalls
richtungsweisend fir die Entwicklung der Zellen und beeinflusst die Balance zwischen
der Bildung von SLEC und MPEC. Wie bereits erwahnt, ist die Anwesenheit
proinflammatorischer Zytokine wie Typ | IFN oder IL-12 als Signal drei entscheidend fiir
eine funktionale T Zell-Aktivierung. Gleichzeitig wird so aber auch die Differenzierung in
Richtung terminal differenzierter Effektorzellen dirigiert. Ist die Konzentration von IL-12
wahrend der T Zell Induktion zu groR, wird die Bildung von langlebigen Gedachtniszellen
verhindert (Cox et al.,, 2011). IL-12 initiiert dies durch mTor-abhdngige Induktion von
T-bet (Joshi et al., 2007; Rao et al., 2010; Zhang and Bevan, 2011). Gleichzeitig wird die
Expression des fir Gedachtniszellen wichtigen Transkriptionsfaktors Eomesodermin
(Eomes) verringert. Das Verhéltnis der Expression der T-box Transkriptionsfaktoren T-bet
und Eomes ist maligeblich fir die Entwicklung von Effektor- und Gedachtniszellen.

Dominiert Eomes, so entwickeln sich langlebige Gedachtniszellen mit der Fahigkeit zur

2% Engl.: tissue resident memory T cells
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Proliferation. Bei vorherrschender T-bet-Expression dagegen (berwiegt die
Differenzierung von Effektorzellen (Bottcher and Knolle, 2015). Dies verldangert die
Expression der Effektor-assoziierten Gene fiir IFNy und Granzym B (Agarwal et al., 2009).
Weiterhin induziert IL-12 eine verstarkte Expression der fiir den hochaffinen
IL-2 Rezeptor wichtigen o-Kette (CD25) (Valenzuela et al., 2002), wodurch die IL-2-
SignallUbertragung gesteigert und die Bildung von Effektorzellen beglinstigt wird. IL-2
wurde urspriinglich als Wachstumsfaktor fir T Zellen beschrieben. Das Zytokin ist aber
auch fiir die Induktion von CD8" Gedichtniszellen wichtig (Williams et al., 2006). Hohe
Konzentrationen von IL-2 widhrend der Induktion von CD8" T Zellen begiinstigen
allerdings die Bildung von Effektorzellen mit verstarkter Expression von Granzym B und
Perforin. Nach niedrigen IL-2-Konzentrationen zeigen die Lymphozyten den Phanotyp
von Gedachtniszellen (Pipkin et al., 2010). Diese Beobachtung ist jedoch nicht nur
abhangig von der Konzentration an IL-2, sondern auch von der Fahigkeit der T Zelle das
IL-2-Signal wahrzunehmen und weiterzuleiten. IL-2 bindet an einen trimeren Rezeptor,
der aus der IL-2 Rezeptor a-Kette (CD25), aus der IL-2 Rezeptor 3-Kette (CD122) und der
Y-Unterheinheit (CD132) besteht (Liao et al., 2013; Lin and Leonard, 1997). Durch
Expression von CD25 wird die Bildung des hochaffinen IL-2R aus CD25, CD122 und der

Y-Unterheinheit ermdoglicht. Zellen mit hoher CD25-Expression (CD25hOCh

) erhalten ein
sehr starkes IL-2-Signal und durchlaufen ein Differenzierungsprogramm in Richtung
SLEC. Bei wiederholter Infektion sind sie in vivo nicht in der Lage, eine effektive
Immunantwort einzuleiten. Zellen mit niedriger CD25-Expression (CD25"¢“") {iberleben
nach adoptiven Transfer deutlich langer in vivo und kdnnen eine sekundare Infektion
erfolgreich bekampfen (Kalia et al., 2010; Pipkin et al., 2010). Die Expression von CD25
ist jedoch nur vorriibergehend und kann am Hohepunkt der Immunantwort auf den
T Zellen nicht mehr nachgewiesen werden, wodurch zu diesem Zeitpunkt auch die IL-2-
SignallUbertragung sehr eingeschrankt ist (Kalia et al., 2010). MPECs erhalten an diesem
Punkt Uberlebenssignale durch die fiir Gedachtniszellen wichtigen Zytokine IL-7 und
IL-15, wahrend SLEC, die nur den IL-15 Rezeptor exprimieren, sterben (Joshi et al., 2007;
Malek and Castro, 2010). Die Signale von IL-7 und IL-15 sind nicht nur fiir das Uberleben
der MPEC zum Zeitpunkt der Infektion wichtig, sondern auch essenziell fir die weitere
Differenzierung zu Gedichtniszellen, sowie fiir das langfristige Uberdauern und die
homoostatische Proliferation der Zellen (Boyman et al., 2007; Joshi and Kaech, 2008).

Neben den bisher analysierten proinflammatorischen Signalen gibt es auch anti-

inflammatorische Signale, die eine Differenzierung in Richtung von Gedachtniszellen

fordern. TGF-f hemmt die Entwicklung kurzlebiger Effektorzellen und fordert das



Einleitung 12

Uberleben von Gedéichtniszellen (Filippi et al., 2008; Sanjabi et al., 2009a; Sanjabi et al.,
2009b). Durch Sekretion des immunosuppressiven Zytokins IL-10 verhindern CTL am Ort
einer Infektion die ibermaRige Schadigung des umliegenden Gewebes (Sun et al., 2009;
Zhang and Bevan, 2011). Wihrend der Aktivierung von CD8" T Zellen verringert IL-10
zusammen mit IL-21 durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 die Sensitivitat
von TCM fir IL-12 und beugt somit einer Differenzierung zu Effektorzellen vor (Cui et al.,
2011; Foulds et al., 2006). Interessanterweise hat STAT3 bimodale Funktionen und kann
nach IL-6-Stimulation auch proinflammatorisch wirken (O'Shea and Murray, 2008).

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Summe der inflammatorischen und anti-
inflammatorischen Signale zu Beginn der T Zell-Aktivierung Uber die Entwicklung zu
Effektor- oder Gedachtniszellen entscheidet. Starke und lange Stimulation mit inflamma-
torischen Signalen treibt die Differenzierung der T Zellen voran und somit die Ausbildung
von Effektorzellen. Bei einer verkiirzten Stimulation oder bei weniger stark ausgepragten
inflammatorischen Signalen sind die T Zellen weniger differenziert und dadurch in der

Lage Gedachtniszellen zu bilden (Badovinac et al., 2004; Gattinoni et al., 2011).

1.4.3 Die Differenzierung von naiven CD4" T Zellen zu T Helferzellen

Naive CD4" T Zellen differenzieren nach Antigen-spezifischer Aktivierung in Anwesenheit
inflammatorischer Signale zu spezialisierten T Helferzellen (Ty*') mit unterschiedlichen
Phanotypen, die anhand von Effektorfunktionen wie der Sekretion festgelegter Zytokin-
Profile unterteilt werden konnen (Nakayamada et al., 2012; Zhu and Paul, 2008). In
Abwesenheit inflammatorischer Zytokine Uberwiegt die durch TGF-B vermittelte
Generierung induzierter regulatorischer T Zellen (iTregzz) (Bettelli et al., 2006). Die
Fahigkeit, abhangig von der Art der Gefahr in unterschiedliche Subpopulationen mit
passenden Effektorfunktionen zu differenzieren, ermoglicht es CD4" T Zellen,
Infektionen gezielt zu bekdampfen und den Verlauf adaptiver Immunantworten zu
dirigieren (Nakayamada et al., 2012; Szabo et al., 2003; Zhu and Paul, 2008). Die
Zusammensetzung der Gefahrensignale wahrend der T Zell-Aktivierung initiiert die
Expression charakteristischer Transkriptionsfaktoren, die die Differenzierung zu den

unterschiedlichen T Helferzellen weiter regulieren (Szabo et al.,, 2003). Urspriinglich

2L Engl.: T helper cells

?2 Engl.: induced regulatory T cells
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nahm man an, dass CD4" T Zellen zu IFNy produzierenden T,1 oder IL-4 sekretierenden
Tw2 Zellen differenzieren (Abbas et al., 1996; Mosmann and Coffman; Mosmann and
Coffman, 1989; Murphy and Reiner, 2002). Erstmals beschrieben wurde dieses
Paradigma bereits 1986 (Mosmann et al., 1986). Die Differenzierung von Ty1 Zellen wird
durch APCs, die nach Aktivierung IL-12 produzieren, eingeleitet. Dies flihrt zu der
Produktion von IFNy nachfolgend fur Tyl Zellen
charakteristischen Transkriptionsfaktors T-bet (Hsieh et al., 1993; Lighvani et al., 2001;
Schmitt et al., 1994; Szabo et al., 2000; Trinchieri, 2003). In Anwesenheit von IL-4 und
IL-2 dagegen differenzieren naive CD4" T Zellen durch Expression des Transkriptions-
faktors GATA-3 zu T2 Zellen (Cote-Sierra et al., 2004; Le Gros et al., 1990; Swain et al.,
1990; Zheng and Flavell, 1997).

Heute ist klar, dass es mehr Subpopulationen an T Helferzellen gibt, die unterschiedliche
Aufgaben Ubernehmen. Dazu zdhlen IL-17 produzierende Tn17 Zellen mit RORYT als
charakteristischen Transkriptionsfaktor (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005), IL-9
sekretierende T,,9 Zellen mit IRF4 als Transkriptionsfaktor (Dardalhon et al., 2008; Staudt
et al., 2010; Veldhoen et al., 2008), IL-22 freisetzende T,22 Zellen mit AHR als moglichen
Regulator (Duhen et al., 2009; Eyerich et al., 2009; Trifari et al., 2009) oder follikuladre
Helfer T Zellen (Tt 23 ), die IL-21 produzieren und durch Expression des
Transkriptionsfaktors Bcl-6 differenzieren (Crotty, 2011; Fazilleau et al., 2009). Jiingste
Studien konnten weiterhin belegen, dass die Differenzierung zu den verschiedenen
Subpopulationen nicht so festgelegt ist, wie anfangs vermutet und eine gewisse
Plastizitat zwischen den unterschiedlichen T Helferzellen existiert (Bluestone et al.,
2009; Gagliani et al., 2015; Hegazy et al., 2010; Lu et al., 2011; Wei et al., 2009).

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der potenziellen Hilfe von Ty1 Zellen bei der Induktion
von CD8" T Zellen in der Leber. T,1 Zellen sind eine primire Quelle proinflammatorischer
Zytokine wie IFNyR BR-B und TNF. Sie sind von grofler Bedeutung bei der Einleitung
Zell-vermittelter Immunantworten und bei der Bekampfung von intrazelluldaren
Pathogen (Wan, 2010; Zhu and Paul, 2008). Dank der Expression von
proinflammatorischen Zytokinen, Granzym B, Perforin oder FasL, sind sie auch selbst in
der Lage zytotoxische Effektorfunktionen auszuiiben (Brown et al., 2009; Erb et al.,
1990). Die Fahigkeit, die effektive Einleitung der adaptiven Immunantwort und der
Ausbildung eines T Zell Gedachtnisses zu unterstitzen, sind fiir die vorliegende Arbeit

jedoch von groBerem Interesse. Generell konnen auch andere T Helferzellen die

> Engl.: Follicular helper T cells



Einleitung 14

Generierung einer Immunantwort durch CD8" T Zellen unterstiitzen (Ekkens et al., 2007;
Klugewitz et al., 2000). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die mogliche Helfer-

Funktion von CD4" T Zellen am Beispiel von T,1 Zellen analysiert.

1.4.4 Hilfe von CD4" T Zellen bei der Induktion von CD8" T Zellen

Wie bereits beschrieben, reicht die TCR-Stimulation bei CD8" T Zellen unter
physiologischen Bedingungen alleine nicht zur Aktivierung der Zellen aus. Neben
inflammatorischen Signalen kénnen auch CD4" T Helferzellen die Unterstiitzung liefern,
um eine Aktivierung und funktionale Differenzierung der CD8" T Zellen einzuleiten und
so die Bildung von Toleranz zu verhindern (Bevan, 2004). Dies setzt eine Antigen-
spezifische Interaktion der APC mit der T Helferzelle voraus (Smith et al., 2004). Die
tatsachliche Notwendigkeit dieser Hilfe und die Art, wie sie vermittelt wird, sind nicht
vollstandig geklart und Bestandteil aktueller Studien. Abhangig von dem
inflammatorischen Stimulus und der daraus resultierenden Aktivierung der APC ist die
Hilfe von CD4" T Zellen fiir die Einleitung einer CTL-vermittelten primiren Immun-
antwort nicht zwingend notwendig. Dies trifft vor allem auf Infektionen zu, die mit
starken inflammatorischen Signalen einhergehen und die Reifung der APC auch in
Abwesenheit von T Helferzellen ermdglichen (Buller et al., 1987; Rahemtulla et al., 1991;
Wiesel and Oxenius, 2012; Wu and Liu, 1994). Bei Infektionen mit weniger starken
einhergehenden inflammatorischen Signalen oder bei der Induktion von CD8" T Zellen in
Abwesenheit von Inflammation ist die Hilfe von CD4" T Zellen aber essenziell fiir die
Einleitung der primaren CTL-vermittelten Immunantwort (Bennett et al., 1997; Ekkens et
al., 2007; Ryu et al., 2012; Sun and Bevan, 2004; Wang and Livingstone, 2003; Wiesel
and Oxenius, 2012). Weiterhin ist die Fahigkeit von CD8" T Zellen, Gedichtniszellen zu
bilden und bei wiederkehrender Infektion schnell Effektorfunktionen zu erlangen und
die Infektion zu bekdmpfen, abhingig von der Anwesenheit CD4" T Zellen (Janssen et al.,
2003; Shedlock and Shen, 2003; Sun and Bevan, 2003).

Auch der Zeitpunkt fiir die Notwendigkeit der Hilfe von CD4" T Zellen wird diskutiert.
Einerseits gibt es Hinweise, dass CDA4-Hilfe wahrend der frihen Aktivierung von
CD8" T Zellen wichtig ist, um die spatere Bildung von Gedachtniszellen zu unterstiitzen
und zu ermoglichen (Masopust et al., 2004). Andererseits konnte auch gezeigt werden,
dass CD4" T Zellen langfristig fiir die Aufrechterhaltung des CD8" T Zell-Gedachtnisses

essenziell sind. Daflir wird nicht unbedingt eine Antigen-spezifische Interaktion bendtigt.
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Eine Hilfe durch Bereitstellung wichtiger Zytokine ware hier eine mogliche Erkldrung
(Provine et al., 2014; Sun et al., 2004). Es ist wahrscheinlich, dass die von CD4" T Zellen
vermittelte Hilfe abhangig von der Infektion zu unterschiedlichen Zeitpunkten und tber
unterschiedliche Mechanismen verldauft. Ein komplexes Zusammenspiel all dieser
Faktoren ist ebenfalls denkbar. Aber wie genau wird die Hilfe von CD4" T Zellen bei der
Induktion von CD8" T Zellen vermittelt?

CD4" T Zellen kdnnen APC, meist DC, nach Antigen-spezifischer Interaktion aktivieren.
Diese Aktivierung fuihrt zu einer Hochregulation des Oberflachenmarkers CD40, der mit
dem Liganden CD40L auf CD8" T Zellen wahrend der Induktion interagiert. Diese
Lizenzierung der APC ermoglicht die spatere Differenzierung der CD8" T Zellen zu
Gedachtniszellen (Ahmed et al., 2012; Bennett et al., 1998; Bennett et al., 1997; Ridge et
al.,, 1998; Schoenberger et al.,, 1998). Weiterhin steigert die CD40-vermittelte
Lizenzierung von DCs auch deren Expression von IL-12 und kostimulatorischen
Molekiilen und somit auch deren Fihigkeit zur optimalen Induktion von CD8" T Zellen
(Caux et al., 1994; Cella et al., 1996; Wiesel et al., 2010). DC exprimieren Uberdies nach
der Aktivierung durch T Helferzellen IL-15, das wichtig fur die Generierung langlebiger
Gedichtniszellen ist (Oh et al., 2008). In vivo produzieren DC, die von CD4" T Zellen
aktiviert wurden, auRerdem Chemokine, die CD8" T Zellen gezielt zum Ort der
CD4" T Zell/DC-Interaktion dirigieren (Castellino et al., 2006).

T Helferzellen kénnen die Immunantwort von CD8" T Zellen auch direkt durch Sekretion
von Zytokinen beeinflussen. Wie zuvor beschrieben, steigert IL-2 die Bildung von
Effektorzellen und ist zudem wichtig flir die Ausbildung des T Zell-Gedachtnisses. IL-2
wird hauptsichlich von CD4" T Zellen produziert und nur zu einem geringeren Teil von
aktivierten CD8" T Zellen (Malek and Castro, 2010). Von T Helferzellen freigesetztes,
extrinsisches IL-2 unterstiitzt daher eine optimale Differenzierung der CD8" T Zellen zu
Effektor- und Gedéachtniszellen (Cox et al., 2011). Weiterhin wird so das Uberleben der
CD8" Lymphozyten gesteigert (Wiesel et al., 2010). Neben der Produktion von IL-2
kdnnen CD4+T Zellen das Uberleben von CD8+ Gedéichtniszellen auRerdem durch
Sezernierung von IL-21 fordern (Allard et al., 2007). Ein weiteres fiir die Helfer-Funktion
interessantes Zytokin ist IFNE. Durch Freisetzung von IFNy induzieren CD4" T Zellen
einerseits die verstarkte Expression von MHC-I und steigern somit die
Antigenprasentation fiir CD8" T Zellen (Yang et al., 1995). Andererseits wird so die
Expression von Chemokinen zur Rekrutierung von CD8" T Zellen induziert (Bos and

Sherman, 2010).
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1.5 T Zell Toleranz

Der Rezeptor von T Zellen wird durch somatische Rekombination generiert, was die
Bildung einer groRen Diversitdt an Rezeptoren, die sehr spezifisch potenziell schadliche
Antigene erkennen, ermoglicht (Davis and Bjorkman, 1988; Nemazee, 2006). Dabei
kommt es aber auch zu der Bildung von TCRs, die kdrpereigene Antigene erkennen. Da
T Zellen nicht in der Lage sind, zwischen selbst und fremd zu unterscheiden (Janeway,
1989), missen diese autoreaktiven T Zellen eliminiert oder funktional inaktiviert
werden. Dies geschieht durch zentrale und periphere Toleranzmechanismen. Toleranz
bezeichnet dabei den Zustand, bei dem T Zellen bei der Erkennung korpereigener
Antigene trotz der Anwesenheit von Aktivierungssignalen nicht in der Lage sind, eine

funktionale Immunantwort einzuleiten (Redmond and Sherman, 2005).

1.5.1 Zentrale Toleranz

T Zellen durchlaufen den Grof3teil ihrer Entwicklung im Thymus. Dort werden die T Zell-
Vorlaufer (Thymozyten) wahrend der Positivselektion zunachst auf die Erkennung des
korpereigenen MHC-Molekiils gepriift. Die dabei positiv selektionierten Zellen werden
anschlielend wahrend der Negativselektion im Hinblick auf die Erkennung
korpereigener Antigene getestet. Thymozyten, die hochaffin prasentierte Selbst-
Antigene binden, werden durch Apoptose eliminiert.

Die Negativselektion erfolgt in der Medulla des Thymus. Dort prasentieren medulldre
Thymusepithelzellen (mTEC**), Makrophagen und DC Gewebe-spezifische kdrpereigene
Antigene (Gallegos and Bevan, 2004; Klein et al., 2009). Der Transkriptionsfaktor AIRE®
ermoglicht dabei mTEC, Selbst-Antigene, die sonst nur in peripheren Organen zu finden
sind, zu exprimieren (Anderson et al., 2005; Anderson et al., 2002). Mehr als 95% der
T Zell-Vorlaufer werden wahrend der Negativselektion durch Apoptose aussortiert.
Trotzdem kdnnen nicht alle autoreaktiven T Zellen eliminiert werden. Einige T Zellen, die
Selbst-Antigene erkennen, verlassen auch den Thymus (Gallegos and Bevan, 2006;

Redmond and Sherman, 2005).

% Engl.: medullary thymic epithelial cells

%> Engl.: autoimmune regulator
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1.5.2 Periphere Toleranz

Selbst-reaktive T Zellen, die trotz Negativselektion den Thymus verlassen konnten,
muissen zum Schutz vor Autoimmunerkrankungen ebenso eliminiert werden wie
T Zellen, die Antigene von Nahrungsmitteln oder kommensalen Bakterien erkennen.
Gleiches gilt fur Zellen, die Selbst-Antigene nur mit sehr schwacher Aviditdt binden
(Mowat, 2003; Srinivasan and Frauwirth, 2009; Zehn and Bevan, 2006). Die periphere
Toleranz stellt einen weiteren Kontrollpunkt dar, der den Kdérper vor Schaden durch
solch autoreaktive Zellen schitzt (Redmond and Sherman, 2005). Dies wird Uber
verschiedene Mechanismen gewahrleistet.

T Zell Ignoranz tritt auf, wenn der TCR von T Zellen nur eine geringe Affinitat fir das
prasentierte korpereigene Antigen aufweist und eine Aktivierung der Zelle nicht erfolgt
(Kurts et al., 1998). Durch Hilfe von CD4" T Zellen oder durch inflammatorische Signale
des angeborenen Immunsystems kann jedoch eine Aktivierung der T Zellen erfolgen, mit
der Folge von Autoimmunitat (Kurts et al., 1997a; Kurts et al., 1998; Ohashi et al., 1991;
Oldstone et al., 1991). Ignoranz tritt ebenfalls auf, wenn das Antigen nicht in
ausreichender Konzentration vorliegt oder an einem immunpriviligierten Ort im
Organismus, wie dem Gehirn, zu finden ist, zu dem die T Zelle keinen Zugang hat
(Alferink et al., 1998).

CD4" T Zellen helfen jedoch nicht nur bei der Aufhebung der Toleranzinduktion.
Regulatorische T Zellen verhindern die Aktivierung anderer T Zellen und unterdriicken
damit die Entstehung von Autoimmunitat (Vignali et al., 2008).

Eine weitere Form der peripheren Toleranz wird durch unreife APC vermittelt. Unter
homoostatischen Bedingungen exprimieren diese Zellen kaum kostimulatorische
Molekiile. Die Prdsentation von Selbst-Antigenen und aufgenommenen I&slichen
Antigenen in Abwesenheit von inflammatorischen Signalen fiihrt nach kurzzeitiger
Aktivierung der T Zellen zu funktionaler Inaktivierung, auch Anergie genannt, und
klonaler Deletion (Kurts et al., 1997b; Redmond and Sherman, 2005; Steinman et al.,
2003). Neben den ausbleibenden kostimulatorischen Signalen tragen die inhibitorischen
Rezeptoren CTLA-4 und PD-1 auf T Zellen zur Deletion durch unreife APC bei (Konkel et
al., 2010; Probst et al.,, 2005). Selbst-reaktive, anerge T Zellen, die die Antigen-
prasentation unter nicht-inflammatorischen Bedingungen Uberleben, behalten ihre
Unempfanglichkeit fiir die Stimulation des TCR bei und kodnnen selbst unter

inflammatorischen Bedingungen nicht reaktiviert werden (Schietinger et al., 2012).
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1.6 Die Leber als immunologisches Organ

Die Leber erfillt als zentrales Stoffwechselorgan des Korpers eine Vielzahl an Aufgaben.
Dazu gehort die Energieversorgung, was die Aufnahme, die Metabolisierung, die
Speicherung und die Freisetzung von Nahrstoffen beinhaltet. Weiterhin ist sie wichtig
fir die Entgiftung des Korpers und fir die Produktion von Gallenflissigkeit,
Gerinnungsfaktoren und anderen EiweiRstoffen (Jungermann, 1995). Die Leber zeichnet
sich auch durch ihre hohe Regenerationsfahigkeit aus (Hu et al., 2014). Zudem ist sie an
der lokalen Regulation immunologischer Vorginge beteiligt (Bottcher et al., 2011;
Crispe, 2009; Knolle and Gerken, 2000).

Die Blutzufuhr der Leber Uber die Pfortader setzt sich mit Uber 70% aus
sauerstoffarmen, venosen Blut aus dem Gastrointestinaltrakt, das reich an mikrobiellen
Produkten und Nahrungsantigenen ist, zusammen. Nur ein geringer Anteil wird durch
die Arteria hepatica eingespeist (Crispe, 2009). Venodses und arterielles Blut vermischt
sich bei der Passage der Vielzahl kleiner BlutgefaRe, den hepatischen Sinusoiden. Diese
haben einen Durchmesser von 5-7 um und bilden ein groBes Netzwerk, das aufgrund der
vergroRerten Oberflache eine Verlangsamung des Blutflusses ermdglicht. Die verringerte
Geschwindigkeit erleichtert einerseits die Aufnahme der Nahrungsbestandteile und
mikrobiellen Produkte aus dem Gastrointestinaltrakt. Weiterhin ermoglicht sie die
Interaktion zirkulierender Immunzellen mit den APC der Leber (Knolle and Gerken, 2000;
MacPhee et al., 1995; Thomson and Knolle, 2010).

Das Endothel in den Lebersinusoiden wird von der gleichzeitig vorherrschenden
Population an APC gebildet, den LSEC. Diese nicht-parenchymalen Zellen bilden die
Barriere zwischen dem Parenchym und dem Blutfluss (Racanelli and Rehermann, 2006;
Wisse et al., 1985). Zwischen dem Leberendothel und den parenchymatischen Zellen der
Leber, den Hepatozyten, liegt der Raum von Dissé, der dem Stoffaustausch dient und in
dem sich die hepatischen Sternzellen befinden (Racanelli and Rehermann, 2006). Das
Leberendothel besitzt keine Basalmembran und ist weiterhin nicht komplett
geschlossen, was die Passage von Molekilen und sogar Zellen in den Raum von Dissé
ermoglicht. Dies erfolgt Uber sogenannte Fenestrae oder Uber Transzytose durch LSEC
hindurch (Braet and Wisse, 2002; Knolle and Limmer, 2003; Wisse, 1970). Die Fenestrae
ermoglichen weiterhin, dass Hepatozyten Uber zytoplasmatische Auslaufer direkt mit

den Lymphozyten der Blutzirkulation interagieren kénnen (Bertolino et al., 1998).
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1.6.1 Antigen-prasentierende Zellpopulationen der Leber

Hepatozyten stellen in der Leber mit 70 % die zahlenmaRig am stdrksten vertretene
Zellpopulation dar (Carambia and Herkel, 2010). Sie erfillen die metabolischen
Funktionen der Leber und produzieren wichtige Bestandteile des angeborenen
Immunsystems wie Akute-Phase-Proteine und Proteine des Komplementsystems
(Janeway and Medzhitov, 2002). Sie kénnen trotz geringer MHC-I-Expression naiven
CD8' T Zellen Selbst-Antigene prisentieren (Bertolino et al., 2001). Unter inflamma-
torischen Bedingungen exprimieren Hepatozyten auch MHC-Il und sind somit in der Lage
CD4" T Zellen zu aktivieren (Herkel et al., 2003). Hepatozyten induzieren die Bildung von
CD4" T Zellen mit regulatorischem oder T,2 Phinotyp und hemmen die Aktivitat
inflammatorischer T Helferzellen, was die Fortdauer viraler Infektionen verlangert
(Carambia and Herkel, 2010; Liith et al., 2008; Wiegard et al., 2007).

LSEC kleiden das Lebersinusoid aus und stellen die zahlenmafig am haufigsten
vertretene Population nicht-parenchymaler Zellen dar (Bottcher et al., 2011). Sie sind
wichtig fir die Beseitigung von zirkulierenden Endotoxinen und Pathogenen (Smedsrod,
2004). LSEC nehmen vor allem (ber Rezeptor-vermittelte Endozytose innerhalb von
Minuten sehr effizient Antigene aus der Blutzirkulation auf und prasentieren diese liber
MHC-I bzw. MHC-II zirkulierenden CD8" und CD4" T Zellen (Knolle and Limmer, 2003;
Limmer and Knolle, 2001; Schurich et al., 2009). Die Aufnahme wird durch verschiedene
Rezeptoren, wie C-Typ Lektine, zu denen auch der Mannose Rezeptor zahlt, Scavenger
Rezeptoren und PRR, induziert (Elvevold et al., 2008; Malovic et al., 2007; Sgrensen et
al., 2012). Zusatzlich kdnnen LSEC, wie bereits erwdhnt, bestimmte Molekiile tGber aktiv
regulierte Fenestrae und sogar groRe Partikel Gber Transzytose durch sich hindurch
schleusen (Steffan et al., 1986). Die Interaktion mit Lymphozyten wird dank der
Adhasionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1 und L-SIGN ermdglicht und bei Aktivierung der
Endothelzellen durch eine verstarkte Expression gesteigert (Knolle and Gerken, 2000;
Thomson and Knolle, 2010). Weiterhin exprimieren LSEC konstitutiv kostimulatorische
Molekile wie CD40 und geringe Mengen an CD80/86 (Knolle and Gerken, 2000; Knolle
and Limmer, 2003), sowie eine grofRe Anzahl an koinhibitorischen Molekiilen wie PD-L1
(B7-H1) (Diehl et al., 2008).

Die Leber verfiigt liber eine Population organresidenter Makrophagen, die Kupfferzellen.
Sie befinden sich hauptsachlich in den Lebersinusoiden der periportalen Areale und
phagozytieren vor allem partikuldre Bestandteile aus der Blutzirkulation. Sie sind wichtig

fiir die Beseitigung von Endotoxinen, von Mikroorganismen und apoptotischen Zellen
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und produzieren Zytokine wie IL-1, IL-6, TNF, IL-12 und IL-10 (Knolle et al., 1995;
Racanelli and Rehermann, 2006). Kupfferzellen tragen vor allem durch die Freisetzung
von IL-10 zu dem in der Leber vorherrschenden tolerogenen Milieu bei (Carambia and
Herkel, 2010; Knolle et al., 1995). AuBerdem kdnnen sie dank der Expression von MHC-I
und MHC-II mit zirkulierenden Lymphozyten interagieren.

Eine weitere Population hepatischer APC sind die Sternzellen bzw. Ito-Zellen. Sie
befinden sich in dem Raum von Dissé und stellen 1 % der nicht-parenchymalen Zellen in
der Leber dar (Carambia and Herkel, 2010). Sternzellen dienen als Speicher von Lipiden
und Vitamin A. AuRerdem produzieren sie extrazellulare Matrixproteine, was auch zu
der Entstehung von Leberfibrose fihren kann (Friedman, 2008). Dank der Sekretion von
Zytokinen koénnen sie Lymphozyten in die Leber dirigieren. Sie interagieren direkt mit
Tund NKT Zellen (Carambia and Herkel, 2010), kénnen aber auch die Antigen-
prasentation benachbarter APC inhibieren (Schildberg et al., 2011). Durch Transfer von
MHC-I-Molekilen auf LSEC koénnen Sternzellen aber auch zu der Einleitung von
antiviralen Immunantworten durch CD8" T Zellen beitragen (Schélzel et al., 2014).

DC in der Leber nehmen kontinuierlich Antigene auf und migrieren fir deren
Prasentation von dem Raum von Dissé liber lymphatische GefdBe zu drainierenden
hepatischen Lymphknoten (Barbier et al.,, 2012). Im Vergleich zu DC aus anderen
Organen besitzen hepatische DC einen tolerogenen Phanotyp, was unter anderem durch
anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF-BI hervorgerufen wird (Banchereau et

al., 2000; Crispe, 2009).

1.6.2 Die Einleitung von peripherer Toleranz in der Leber

Wie bereits erwdhnt, begiinstigt die Leber dank des immunsuppressiven Milieus die
Entstehung von peripherer Toleranz (Thomson and Knolle, 2010). Antigene, die tGber die
Portalvene in die Leber gelangen oder aus allogenen Lebertransplantaten stammen,
[6sen keine inflammatorischen Immunantworten aus (Carambia et al., 2014). Diese
einzigartige Fahigkeit verhindert einerseits die Entstehung von entziindlichen
Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen, andererseits wird so auch die Etablierung
persistenter viraler Infektionen oder die Bildung von Tumoren in der Leber erleichtert
(Carambia et al., 2014; Protzer et al.,, 2012; Thomson and Knolle, 2010). Neben der
lokalen Hemmung von Inflammation kann die Leber auch die systemische Toleranz

gegen korpereigene und fremde Antigene induzieren, was durch Differenzierung
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regulatorischer T Zellen in der Leber vermittelt wird (Carambia et al., 2014; Kruse et al.,
2009; Tiegs and Lohse, 2010).

Ursache fur das toleranzfordernde Milieu in der Leber ist vermutlich die konstante
Zufuhr von PAMPs und mikrobiellen Produkten aus dem Darm, was zu der
Unempfanglichkeit hepatischer APC fiir diese Gefahrensignale fuhrt (Knolle and Gerken,
2000; Thomson and Knolle, 2010). Kupfferzellen, Hepatozyten und LSEC produzieren
nach Kontakt mit diesen PAMPs anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und TGF- und
beeintrachtigen so die Reifung und Antigenprasentation lokaler APC (Knolle et al., 1995;
Thomson and Knolle, 2010; Uhrig et al., 2005). Auch intrahepatische CD4" T Zellen und
pathogen-spezifische CD8" T Zellen tragen zu der Freisetzung von IL-10 bei (Accapezzato
et al., 2004; Racanelli and Rehermann, 2006).

Neben der Sekretion von anti-inflammatorischen Zytokinen kénnen LSEC und, wie schon
erwahnt, auch Sternzellen, die Aktivierung von T Zellen durch benachbarte
professionelle APC inhibieren (Schildberg et al., 2008; Schildberg et al., 2011).

1.6.3 Lymphozyten in der Leber

Die Leber enthalt dank der strategischen Positionierung im Blutkreislauf des Korpers
standig zirkulierende Lymphozyten (Racanelli and Rehermann, 2006). Zu den
Lymphozyten in der Leber zdhlen Zellen des angeborenen Immunsystems (NK*® und
NKT? Zellen) und auch die B und T Zellen des adaptiven Immunsystems. CD8" T Zellen
sind dabei in gréRerer Anzahl vertreten als CD4" T Zellen (Racanelli and Rehermann,
2006). Im Vergleich zu anderen lymphatischen Geweben enthilt die Leber deutlich mehr
T Zellen, die bereits zu Effektor- oder Gedachtniszellen differenziert sind, was an der
selektiven Rekrutierung dieser Zellen liegt (Doherty et al., 1999; Klugewitz et al., 2004).
In der Leber selber wird auRerdem bevorzugt die Bildung von regulatorischen T Zellen
induziert (Billerbeck et al., 2007; Hall et al., 2010).

CD8" T Zellen werden unter inflammatorischen Bedingungen abhingig von den
Chemokinrezeptoren CCR6 und CCR9 und durch Bindung von ICAM-1 und VCAM-1 in die
Leber rekrutiert (John and Crispe, 2004; Oo and Adams, 2010). Dort sind sie aufgrund

%% Engl.: natural killer cells

%" Engl.: natural killer T cells
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ihrer zytotoxischen Effektorfunktionen essenziell fiir die Eliminierung von Infektionen
(Shoukry et al., 2003; Thimme et al., 2003; Wohlleber et al., 2012).

Tnl Zellen werden ebenfalls verstarkt in die Leber rekrutiert (Derkow et al., 2011;
Klugewitz et al., 2002b). Unter inflammatorischen Bedingungen wie viralen Infektionen
wird dies durch die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR6 und die Bindung an VCAM-1
reguliert (Bonder et al., 2005; Oo and Adams, 2010). Virus-spezifische CD4" T Zellen, die
in der Leber akkumulieren, sind effektiv an der Bekdampfung der Infektion beteiligt
(Gerlach et al., 1999; Knolle and Thimme, 2014; Schulze zur Wiesch et al., 2012). Dies
geschieht direkt iber zytotoxische Effektorfunktionen der Zellen, als auch Uber Hilfe bei
der Induktion Virus-spezifischer CD8" T Zellen (Asabe et al., 2009; Diepolder et al., 1995;
Grakoui et al., 2003; Provine et al., 2014). Eine Hemmung der Effektorfunktionen von
CD4" T Zellen, beispielsweise durch inhibitorische Signale, kann zu der Entstehung von

chronischen Infektionen fiihren (Raziorrouh et al., 2011).

1.6.4 Die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC

Die Kreuzprasentation durch APC ist essenziell fir die Einleitung funktionaler
Immunantworten von CD8" T Zellen. Auch LSEC sind in der Lage, Antigene aus der
Blutzirkulation aufzunehmen, diese intrazelluldr zu prozessieren und CD8" T Zellen iiber
MHC-I kreuzzuprasentieren. Dies fuhrt zu einer schnellen, Antigen-spezifischen
Rekrutierung zirkulierender CD8" T Zellen in die Leber (von Oppen et al., 2009). LSEC sind
professionellen APCs wie Milz-DCs in Bezug auf die Prasentation exogener Antigene (iber
MHC-I sogar Uberlegen (Kurts et al., 2010; Limmer et al., 2000; Schurich et al., 2009). Die
Kreuzprasentation lauft allerdings im Vergleich zu DCs Uber verschiedene Mechanismen
und mit unterschiedlichen Kinetiken ab und resultiert in unter-schiedlichen Phanotypen
der Lymphozyten (Schurich et al., 2009). CD8" T Zellen besitzen nach Induktion durch
LSEC friihe und vorriibergehende zytotoxische Eigenschaften (Bottcher et al., 2014),
nach Induktion durch DC zeigen sie dagegen einen spaten Gewinn von Zytotoxizitat
(Diehl et al., 2008).

Naive CD8" T Zellen gelangen unter homdostatischen Bedingungen durch LSEC-Induktion
nach initialer Proliferation in eine Art ,Ruhe-Status”, in dem sie trotz Stimulation des
T Zell Rezeptors keine inflammatorischen Zytokine wie IL-2 oder IFNy produzieren und
auch keine zytotoxischen Effektorfunktionen ausiiben (Limmer et al., 2000). Dies wird

durch verstarkte Expression des koinhibitorischen Rezeptors PD-L1 erreicht, wahrend
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eine Hochregulation kostimulatorischer Molekile wie CD80/86 auf LSEC nicht erfolgt
(Diehl et al., 2008; Kaczmarek et al., 2014). Dieser ,ruhende” Phantotyp wurde lange
Zeit als Toleranz gedeutet (Berg et al., 2006; Limmer et al., 2000; Limmer et al., 2005;
Schurich et al., 2010; von Oppen et al., 2009). Tatsachlich sind diese Zellen in der Lage,
sehr lange in vivo zu Uberleben (Diehl et al., 2008; von Oppen et al., 2009) und kénnen
wie Gedachtnis T Zellen durch gleichzeitige Stimulation des TCR, von CD28 und des IL-12
Rezeptors wieder reaktiviert werden. Die Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen kbénnen
weiterhin in lymphatische Organe einwandern und durch Generierung neuer Effektor
T Zellen effektiv an der Bekampfung von Infektionen unter inflammatorischen
Bedingungen beteiligt sein (Bottcher et al., 2013).

Der Differenzierung dieser Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen durch LSEC geht ein
sehr friher, jedoch vorlibergehender Gewinn zytotoxischer Effektorfunktionen voraus
(Bottcher et al.,, 2014). Dies wird unabhangig von kostimulatorischen oder
konventionellen inflammatorischen Signalen durch IL-6 Trans-Signallibertragung initiiert.
Im Gegensatz zur klassischen IL-6-Signallibertragung, bei der IL-6 an den membran-
gebundenenen IL-6 Rezeptor (IL-6R) bindet und mit diesem als Komplex mit dem
Membran-Protein gpl130 assoziiert, muss die Zielzelle bei der IL-6 Trans-
Signallubertragung keinen IL-6 Rezeptor exprimieren. Vielmehr kann hier ein Komplex
aus loslichem IL-6R (sIL-6R28) und IL-6 direkt an membrangebundenes gp130 binden und
als proinflammatorisches Signal wirken. Die Expression des IL-6R ist nur auf wenige
Zellen, darunter auch LSEC, beschrankt. CD8" T Zellen exprimieren keinen IL-6R und sind
nicht in der Lage Signale Uber die klassische IL-6-Signallibertragung zu empfangen (Rose-
John, 2012). Das Protein gp130 ist im Gegensatz zu dem IL-6R ubiquitdr auf Zellen
vorhanden und kann bei Interaktion mit dem IL-6/sIL-6R-Komplex dimerisieren und eine
intrazellulare Signalkaskade (iber STAT3 initiieren (Bottcher et al., 2014; Nowell et al.,
2009; Rose-John, 2012). Eine Beteiligung des loslichen IL-6/sIL-6R-Komplexes bei der
Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
Vielmehr bindet IL-6, dass LSEC wahrend der Kreuzprasentation produzieren, an den
membrangebundenen IL-6R dieser Endothelzellen. Der Komplex aus IL-6 und membran-
standigen IL-6R in Trans kann mit gp130 auf naiven CD8" T Zellen wiahrend der Induktion
interagieren und den beobachteten friihen Gewinn der Zytotoxitat unabhangig von der
Proliferation der Zellen hervorrufen. Die LSEC-induzierten T Zellen exprimieren dabei

Granzym B und Uiben zytotoxische Funktionen aus, jedoch erfolgt keine signifikante

*® Engl.: soluble IL-6R
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Expression der Effektor-assoziierten Zytokine IFNy, IL-2 und TNF (Bottcher et al., 2014).
Granzym B ist eine Serinprotease, die zusammen mit dem Poren-formenden Protein
Perforin in den zytotoxischen Granula von T Zellen und NK Zellen vorkommt. Bei
Ausschiittung dieser Granula wird durch Granzym B und Perforin die Apoptose der
Zielzelle induziert (Pipkin and Lieberman, 2007; Trapani and Smyth, 2002; Wowk and
Trapani, 2004).

Der Mechanismus der LSEC-vermittelten IL-6-Trans Signallibertragung ist in Abb. 1.6.4
graphisch dargestellt.

gp130
IL-6

IL-6R

Abbildung 1.6.4: Die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC mit Hilfe der IL-6 Trans-Signaliibertragung. Firr die
LSEC-induzierte friihe Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen (cD8* TCZQ) sind zwei Signale essenziell. Die Antigen-
spezifische Interaktion des TCR mit dem Peptid/MHC-I Komplex auf APC ist als ,Signal 1“ die Grundvoraussetzung fiir
die Aktivierung der T Zellen. Durch Interaktion mit dem auf LSEC in Trans vorhandenen IL-6/IL-6R Komplex kann gp130
auf den T Zellen dimerisieren. Auf diese Weise wird durch die IL-6 Trans-SignalUbertragung als ,Signal 2“ die friihe
Granzym-B-Expression der T Zellen erméglicht. Modifiziert nach (Lambotin et al., 2010; Rose-John, 2012).

1.6.5 Die Interaktion von CD4" T Helferzellen mit LSEC

LSEC exprimieren, wenn auch nur in geringen Mengen, konstitutiv MHC-II (Knolle and
Gerken, 2000; Thomson and Knolle, 2010) und interagieren mit CD4" T Zellen, die in die
Leber migrieren (Carambia et al., 2013; Klugewitz et al., 2002b). Sie kbnnen Antigene
ohne vorherige Reifung CD4" T Zellen prisentieren, jedoch werden dafiir groRe
Konzentrationen an Antigen bendétigt. Dies ist im Vergleich zu professionellen APC eher

ineffizient und begiinstigt die Bildung von Zellen mit einem T,2 (Klugewitz et al., 2002a;

» Engl.: T cell
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Knolle et al., 1999b) oder einem regulatorischen Phanotyp (Carambia et al., 2014; Kruse
et al., 2009). Es tritt aber keine klonale Eliminierung der Zellen auf (Knolle et al., 1999b).
Die Fahigkeit zur Stimulation von CD4" T Zellen wird nach Endotoxin-Kontakt durch die
verminderte Expression von CD80/86 und MHC-II weiterhin verringert (Knolle et al.,
1999a; Uhrig et al., 2005). Aufgrund der fehlenden Expression von IL-12 sind LSEC
auBerdem nicht in der Lage, eine Differenzierung in Richtung von Ty1 Zellen einzuleiten
(Knolle et al., 1999b). LSEC hemmen nach mehrtagiger Kokultur die Zytokin-Sekretion
bereits differenzierter proinflammatorischer T Helferzellen. Dies wird durch IL-10-
abhangige Regulation kostimulatorischer Molekile und die Expression von PD-L1
vermittelt (Carambia et al., 2013). Die sehr friihe Zytokinsekretion von T Helferzellen
nach Kontakt mit LSEC muss davon jedoch nicht notwendigerweise betroffen sein. LSEC
konnen weiterhin die Expression von IL-10 in sich entwickelnden T,1 Zellen direkt Notch-
abhéangig induzieren und so eine inflammatorische Ty1-vermittelte Immunantwort trotz
IFNy-Expression dieser Zellen inhibieren (Neumann et al., 2015). Es scheint jedoch, dass
die Interaktion von LSEC und T Helferzellen potenziell abhdngig von inflammatorischen
Bedingungen moduliert werden kann, da T,1 und T,17 Zellen auch eine Beteiligung an
inflammatorischen Lebererkrankungen nachgewiesen werden konnte (Lafdil et al., 2010;
Nishimura and Ohta, 1999; Tiegs, 2007). Unter inflammatorischen Bedingungen konnten
weiterhin durch Hilfe von CD4" Helferzellen verstirkte zytolytische Eigenschaften von
CD8" T Zellen nachgewiesen werden (Derkow et al., 2011). Eine Beteiligung von
CD4" T Zellen an der Bekdampfung hepatischer Infektionen durch Hilfe bei der Induktion
von CD8" T Zellen ist ebenfalls bekannt (Grakoui et al., 2003; Provine et al., 2014).

Die Hilfe von CD4" T Zellen bei der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC unter
homoostatischen Bedingungen ist daher nicht ausgeschlossen und kdnnte eine neue,

bisher noch nicht bekannte Helfer-Funktion von T,1 Zellen darstellen.



Ziele der Arbeit 26

2 Ziele der Arbeit

Naive CD8" T Zellen gelangen unter homdostatischen Bedingungen durch LSEC-
vermittelte Induktion nach initialer Proliferation in eine Art ,Ruhe-Status”, was lange
Zeit als Toleranz gedeutet wurde. Tatsachlich kénnen diese Zellen wie
Gedachtnis T Zellen wieder reaktiviert werden. LSEC induzieren durch IL-6 Trans-
SignallUbertragung die sehr friihe, jedoch nur voriibergehende Expression von
Granzym B, welche der Differenzierung der CD8'TZellen zu Leber-induzierten
Gedachtnis T Zellen vorausgeht.

Im Vergleich zu anderen lymphatischen Geweben enthdlt die Leber deutlich mehr
T Zellen, die bereits zu Effektor- oder Gedachtniszellen differenziert sind. Dazu gehoren
auch T,1 Zellen, die verstarkt in die Leber rekrutiert werden. LSEC hemmen unter
homoostatischen Bedingungen nach mehrtagiger Kokultur Effektorfunktionen von
T Helferzellen. Dies kann jedoch abhdngig von inflammatorischen Bedingungen
moduliert werden. Virus-spezifische CD4" T Zellen sind effektiv an der Bekdmpfung
hepatischer Infektion beteiligt, was auch Uber Hilfe bei der Induktion Virus-spezifischer
CD8" T Zellen geschieht. Bisher war jedoch nicht gekldrt, ob Tl Zellen auch unter
homdostatischen Bedingungen eine Helfer-Funktion bei der Induktion von CD8" T Zellen

durch LSEC besitzen.

Das besondere Augenmerk lag daher auf den folgenden zentralen Fragestellungen:

e Koénnen Tyl Zellen die Induktion von CD8 T Zellen durch LSEC unter
homodostatischen Bedingungen unterstitzen?

e Welchen Effekt hat die potenzielle Hilfe von T,,1 Zellen?

e |[st dieser Effekt LSEC- und Antigen-spezifisch?

e Wie wird die mogliche Helfer-Funktion vermittelt?

e Wie genau erfolgt die Interaktion von LSEC und Ty1 Zellen? Fihrt die Interaktion
zu einer Aktivierung beider Zellpopulationen?

e Welche Bedeutung hat IL-2 fiir die Hochregulation von Granzym B durch

IL-6 Trans-SignallUbertragung?

Fiir die Beantwortung dieser Fragen wurden in vitro-Kokultur Experimente mit LSEC,
naiven CD8" T Zellen und T,1 Zellen durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen wurden

dabei auf die spezifischen Fragestellungen hin angepasst.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

AutoMACS
Bio-Plex® 200 System

Durchflusszytometer

ELISA Lesegerat

Klvette, Quarzglas

Magnet

Metallsieb

Mikroskop
Mikrotiterplattenwaschhilfe

Perfusionspumpe

pH-Meter

Schittelwasserbad

Spektralphotometer

Thermocycler

Zahlkammer

Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Bio-Rad (Miinchen)

Canto Il; LSR Fortessa, Becton, Dickinson
and Company (BD) (Heidelberg)

Mithras LB 940, Berthold Technologies(Bad
Wildbach)

Safire?, Tecan (Méannedorf, Schweiz)

10mm Suprasil, Hellma (Mihlheim)

Dynal MPC™-15, Invitrogen (Carlsbad, USA)
Universitat Bonn, Feinmechanik

IX71, Olympus (Hamburg)

NalgeNunc International, Gber neolab
(Heidelberg)

Masterflex, Cole-Parmer Instrument
Company Uber Novodirect (Kehl/Rhein)
pH523, WTW (Weilheim)

GFL®1092, GFL® (Burgwedel)

Ultrospec 3100pro, AmershamBioscience
(Piscataway, USA)

NanoDropT'vI ND 1000, NanoDrop Products
(Wilmington, USA)

C100™ Thermal Cycler, Bio-Rad (Miinchen)
Neubauer, La Fontaine tber Labotec

(Gottingen)
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3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Aceton ((CHs),CO)

Accutase

Ammoniumchlorid (NH4CI)
Biotin

Brefeldin A

Calciumchlorid (CaCl2 *2 H20)
D(-)-Fruktose (CsH1,056)
D(+)-Glukose (CgH1,05)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

DMEM-Medium

EDTA (C10H12N,0s)
Eisen(lll)Nitrat

Ethanol, absolut (C,H40,)
Fotales Kélberserum (FCS)

GBSS

Glycin (C;HsNO,)

HEPES (CgH1gN;045)
IMDM-Medium

lonomycin

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy4)
L-Alanin (CsH7NO2)

L-Aspartat (C4HgNO,)

L-Cystein (CsH;NO,S)
L-Glutamat (CsHgNOy)
L-Glutamin (200mM, CsH1oN,053)
L-Serin (C3H;NO3)

L-Threonin (C4HgNO3)

L-Tyrosin (CoH11NO3)
Lipopolysaccharid (LPS; E.coli)
Magnesiumchlorid (MgCl2*6 H20)
Magnesiumchlorid (50 mM)
Magnesiumsulfat (MgS0a)

Applichem (Darmstadt)
PAA (Pasching, Osterreich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Serva (Heidelberg)
eBioscience (San Diego, USA)
Merck(Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Gibco, BRL (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Applichem (Darmstadt)
PAA, (Pasching, Osterreich)
PAA, (Pasching, Osterreich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
PAN Biotech (Aidenbach)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Gerbu, Gaiberg
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Cambrex (Verviers, Belgien)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
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Monensin

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2POa)
Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH)

Nycodenz

Pancoll

OVA3;3.339 Peptid

Ovalbumin (OVA)

Paraformaldehyd (PFA,H(-OCHz2)n-OH)
PBS

Penicillin (10,000U/ml)/Streptomycin(10mg/mil)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Rinderserumalbumin (BSA)

RPMI 1640 Medium

Saccharose

Salzsaure (HCI)

Schwefelsdure (H,SO4)

Stickstoff, fllssig

TMB-Substrat fir ELISA

Trypanblau

Tween-20

Vitamin B12

B-Mercaptoethanol (HS(CH2)20H)

eBioscience (San Diego, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Axis-Shield (Norwegen)
PAN Biotech (Aidenbach)
Pineda (Berlin)

Serva (Heidelberg)

Fluca (Buchs)

Biochrom (Berlin)

PAA (Pasching, Osterreich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Gibco BRL (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Applichem (Darmstadt)
Linde (Wiesbaden)

Pierce (Bonn)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
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3.1.3 Allgemeine Lésungen

3.1.3.1 Puffer

EDTA (0,5M) 186,1 g EDTA

ca. 20 g NaOH

1000 ml H,0

pH 7,8-8,0
ELISA-Bindungspuffer 0,1 M NaHCOs;, pH 8,2
ELISA-Blockierungspuffer 0,5 % (w/v) BSA in PBS
ELISA-Waschpuffer 0,05 % (v/v) Tween-20 in PBS
FACS-Puffer PBS

1% (v/v) FCS

2 mM EDTA
FACS-Fixierungspuffer PBS

2 % (w/v) D(+)-Glukose
0,02 % (w/v) Natriumazid
1 % (v/v) Formaldehyd

GBSS (Gey’s balanced salt solution) 5 mM KClI

(fir Nycodenz-Losung) 1,6 mM CaCl,
0,9 mM MgCl,
0,3 mM MgS0O,

0,2 mM KH,PO,

1,7 mM Na,HPO, (pH 7,4)
2,7 mM NaHCO;3

5,5 mM D(+)-Glukose

50 mM HEPES

pH 7,4
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MACS-Puffer PBS
1% (v/v) FCS
2 mM EDTA
pH 7,2

PBS 80 g/l NaCl
0,2 g/I KCI
1,44 g/l NaHPO,*2 H,0
0,2 g/l KH,PO,
pH 7,4

(Fa. Biochrom)

Perfusionspuffer flir LSEC-Isolation 0,01 g L-Aspartat
0,02 g L-Threonin
0,03 g L-Serin
0,04 g Glycin
0,05 g L-Alanin
0,13 g L-Glutamat
0,13 g L-Glutamin
3,6 g D(+)-Glukose
3,6 g D(-)-Fruktose
67,4 g Saccharose
0,22 g KCI
0,1 g NaH,PO,* H,0
0,1 g MgCl2*6 H,0
2,4 g HEPES
2,0 g NaHCO3
1000 ml H,0
0,05 % (v/v) Kollagenase

Perfusionspuffer zur Isolation von GBSS

Milz DC 0,5 % (v/v) Kollagenase

Permeabilisierungspuffer ebioscience (San Diego, USA)
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Trypanblau-Losung

3.1.3.2 Zellkulturmedien

LSEC-Medium

T Zell-Medium fiir CD4" T Zellen

T Zell-Medium fiir CD8" T Zellen

10 % (v/v) Trypanblau in PBS

DMEM High Glucose (4500 mg/I)

10 % (v/v) FCS

10’ U Penicillin, 0,1 g/| Streptomycin
2 mM L-Glutamin

IMDM

44 mM NaHCO;

110 mM NadCl

5,4 mM KCI

0,12 mM L-Cystein

0,4 mM L-Glutamat

0,45 mM L-Tyrosin

0,08 uM Biotin

0,015 uM Vitamin B12

0,4 uM Eisen(lll)Nitrat
12,5 mM Hepes

10 % (v/v) FCS

10° U Penicillin, 0,1 g/I Streptomycin
2 mM L-Glutamin

50 uM B-Mercaptoethanol

RPMI 1640

10 % (v/v) FCS

10° U Penicillin, 0,1 g/| Streptomycin
2 mM L-Glutamin

50 uM B-Mercaptoethanol
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3.1.4 Kit Systeme

Alle Kit Systeme wurden nach

CD8a T Cell Isolation Kit

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set
LIVE/DEAD Fixable NearIR Dead Cell Stain Kit

Naive CD4a T Cell Isolation Kit

ProcartaPlex™ Multiplex Immunoassay Kit

3.1.5 Antikérper

Im Rahmen dieser Arbeit wur

Angaben des Herstellers verwendet.

Miltenyi (Bergisch Gladbach)
eBioscience (San Diego, USA)
Invitrogen (Karlsruhe)

Miltenyi (Bergisch Gladbach)

eBioscience (San Diego, USA)

den folgende gegen murine Epitope gerichtete Antikorper

verwendet. Diese waren fiir die Durchflusszytometrie oder ELISA mit Biotin oder einem

Fluorochrom (FITC, PE, BvV421, BV605, BV650, PerCP-Cy5.5, PerCP-eFluor® 710, PE-Cy7,

APC, AlexaFluor 647, AlexaFluor 450, AlexaFluor 405) konjugert.

Far funktionale

Anwendungen wurden unkonjugierte Antikorper eingesetzt.

FACS-Antikorper:

Antigen Isotyp Klon Kommentar Hersteller
CD3¢ 1gG1 K, 145-2C11 eBioscience
Hamster (San Diego, USA)
Cb4 IgG2b k, Ratte GK1.5 BioLegend (Fell)
CD8a lgG2a Kk, Ratte 53-6.7 BD (Heidelberg)
und eBioscience
(San Diego, USA)
CD11b lgG2b k, Ratte M1/70 BioLegend (Fell)
CD11c IgG, Arm N418 = Integrin aX eBioscience
Hamster (San Diego, USA)
CD16/32 lgG2b k, Ratte 2.4G2 = anti-FcRyll + Il Eigene Herstellung
CD19 IgG2a k, Ratte eBiolD3 eBioscience

(San Diego, USA)
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Antigen Isotyp Klon Kommentar Hersteller
CD25 IgG1 k, Ratte  PC61.5 = IL-2 Rezeptor eBioscience
o-Kette (San Diego, USA)
CD44 IgG2b k, Ratte IM7 eBioscience
(San Diego, USA)
CD45.1 IgG2a k, Maus A20 eBioscience
(San Diego, USA)
CD45.2 IgG2a k, Maus 104 eBioscience
(San Diego, USA)
CD54 lgG2b k, Ratte YN1/1.7.4 = |CAM-1 eBioscience
(San Diego, USA)
CD90.1 IgG1l k, Maus  OX-7 =Thyl.1 BioLegend (Fell)
CD90.2 IgG2a k, Ratte 53-2.1 =Thyl.2 eBioscience
(San Diego, USA)
CD106 IgG2a k, Ratte 429 =VCAM-1 eBioscience
(San Diego, USA)
CD146 IgG2a, Ratte MESF1 Eigene Herstellung
F4/80 IgG2a k, Ratte BMS8 eBioscience
(San Diego, USA)
GATA-3 IgG2b k, Ratte TWAJ eBioscience
(San Diego, USA)
Granzym B 1gG1, Maus GB11 anti-human, Invitrogen
kreuzreaktivmit  (Karlsruhe)
Maus
H-2K® lgG2a K, Maus AF6-88.5 BioLegend (Fell)
I-AP lgG2a kK, Maus AF6-120.1 BioLegend (Fell)
IFNy IgG1 Kk, Ratte  XMG1.2 BioLegend (Fell)
IRF4 IgG1 K, Ratte  3E4 eBioscience
(San Diego, USA)
RORyT IlgG1 k, Ratte  B2D eBioscience
(San Diego, USA)
T-bet IgG1, Maus eBio4B10 eBioscience
(San Diego, USA)
TNF IgG1 k, Ratte  MP6-XT22 BioLegend (Fell)
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Antigen Isotyp Klon Kommentar Hersteller
Va2 IgG2a, Ratte B20.1 eBioscience

(San Diego, USA)
VB5 lgG1 K, Maus  MR9-4 BioLegend (Fell)
Isotyp- IgG1 k, Ratte  eBRG1 eBioscience
Antikorper (San Diego, USA)
Isotyp- lgG1 k, Ratte  RTK2071 BioLegend (Fell)
Antikorper
Isotyp- lgG2a K, Ratte R35-95 BD (Heidelberg)
Antikorper
Isotyp- lgG2b K, Ratte eB149/ eBioscience
Antikorper 10H5 (San Diego, USA)
Isotyp- IgG1, Maus P3.6.2.8.1 eBioscience
Antikorper (San Diego, USA)
Isotyp- IgG1, Maus Invitrogen
Antikorper (Karlsruhe)
Isotyp- IgG2a kK, Maus eBM?2a eBioscience
Antikorper (San Diego, USA)
Isotyp- IgG1l, Hamster ebio299arm eBioscience
Antikorper (San Diego, USA)

Tabelle 3.1.5.1: FACS-Antikérper, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

ELISA-Antikorper:

Antigen Isotyp Klon Konjugation Hersteller
IFNy IgG1 K, Ratte  R4-6A2 unkonjugiert eBioscience

(San Diego, USA)
IFNy IgG1 k, Ratte  XMG1.2 biotinyliert eBioscience

(San Diego, USA)
IL-2 IgG2a Kk, Ratte JES6-1A12 unkonjugiert eBioscience

(San Diego, USA)
IL-2 IgG2b k, Ratte JES6-5H4 biotinyliert eBioscience

(San Diego, USA)
IL-6 IgG1 K, Ratte MP5-20F3 unkonjugiert eBioscience

(San Diego, USA)
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Antigen Isotyp

Klon Konjugation

Hersteller

IL-6 IgG2a K, Ratte

MP5-32C11  biotinyliert

eBioscience

(San Diego, USA)

Tabelle 3.1.5.2: ELISA-Antikorper, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden.

Funktionale-Antikorper:

Antigen Isotyp Klon Kommentar Hersteller
NK1.1 IgG2a k, Maus PK136 Fir in vivo Eigene Herstellung
Depletion
IFNy IgG1 k, Ratte  XMG1.2 Eigene Herstellung
IL-2 IgG2a k, Ratte  JES6-1A12 eBioscience (San
Diego, USA)
IL-4 lgG1 k, Ratte  11B11 eBioscience (San
Diego, USA)
IL-6 lgG1 k, Ratte MP5-20F3 eBioscience (San
Diego, USA)
Sgp130Fc Siehe (Jostock et ~ Von S. Rose-John,
al., 2001) Kiel
CD25 IgG1 A, Ratte  PC61.5 Eigene Herstellung
Isotyp- IgG2a k, Ratte eBR2a eBioscience (San
Antikorper Diego, USA)
Isotyp- IgG1 K, Ratte  eBRG1 eBioscience (San
Antikorper Diego, USA)

Tabelle 3.1.5.3: Funktionale Antikorper, die im Rahmen dieser Arbeit in vivo und in vitro verwendet wurden.

3.1.6 Antikorper-beschichtete Partikel

anti-CD11c (MACS)
anti-CD146 (MACS)

anti-CD3/anti-CD28 (CD3/CD28)

Miltenyi (Bergisch Gladbach)
Miltenyi (Bergisch Gladbach)

Invitrogen (Karlsruhe)
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3.1.7 Enzyme
Accutase PAA (Pasching, Osterreich)
Kollagenase Sigma (Steinheim) und Roche (Basel, Schweiz)
Peroxidase Pierce (Rockford, USA)

3.1.8 Zytokine

Hyper-IL-6 Von S. Rose-John, Kiel
Interferon-y (IFNy) Peprotech (Rocky Hill, USA)
Interleukin-2 (IL-2, Proleukin) Novartis (Basel, Schweiz)
Interleukin-4 (IL-4) Miltenyi (Bergisch Gladbach)
Interleukin-6 (IL-6) Miltenyi (Bergisch Gladbach)
Interleukin-12 (IL-12) Miltenyi (Bergisch Gladbach)

3.1.9 Mauslinien

Alle Versuchstiere wurden im ,Haus fir Experimentelle Therapie” (HET) oder in den
Instituten fir molekulare Medizin und experimentelle Immunologie (IMMEI) am
Universitatsklinikum Bonn unter SPF- (,specific pathogen free”) Bedingungen

gezlichtet und gehalten.

Mauslinie Beschreibung
C57BL/6 Inzuchtstamm mit dem MHC | Haplotyp H-2K® (Wildtyp-Mause).
CD45.1 Die Immunzellen dieser Tiere exprimieren das Allel CD45.1 des

Molekils CD45, das spezifisch angefarbt und als kongener Marker
zur Unterscheidung von Immunzellen aus C57BL/6 Wildtyp-
Mausen (CD45.2) benutzt werden kann (Mardiney and Malech,
1996).

CD45.1 x OT-I  Kreuzung der OT-I Mauslinie mit der CD45.1 Mauslinie auf C57BL/6

Hintergrund.
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Mauslinie Beschreibung

CD45.1 x OT-Il  Kreuzung der OT-Il Mauslinie mit der CD45.1 Mauslinie auf
C57BL/6 Hintergrund.

CD90.1 x OT-I  Kreuzung der OT-I Mauslinie mit der CD90.1 Mauslinie auf C57BL/6
Hintergrund (B6.PL-Thy1?/Cy), bezogen von The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, USA)). Die Lymphozyten dieser Tiere
exprimieren das Allel CD90.1 des Molekils CD90, das spezifisch
angefarbt und als kongener Marker zur Unterscheidung von
Lymphozyten aus C57BL/6 Wildtyp-Mdusen (CD90.2) verwendet

werden kann.

I-Ab7" MHC-II Knockout-Stamm auf C57BL/6 Hintergrund (Madsen et al.,
1999).
OT-l Mauslinie mit transgenem T Zell Rezeptor, welcher von

CD8" T Zellen exprimiert wird. Dieser TCR erkennt das OVA,s7.264
Peptid (SIINFEKL) auf H-2K Molekiilen (Hogquist et al., 1994).

OT-ll Mauslinie mit transgenem T Zell Rezeptor, welcher von
CD4" T Zellen exprimiert wird. Dieser TCR erkennt das OVAs,3.339
Peptid auf I-Ab Molekilen (Barnden et al., 1998).

Tabelle 3.1.9.1: Mauslinien, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

3.1.10 Computersoftware

Software Anwendung Hersteller

Bio-Plex Manager™ Analyse von ProcartaPlex™ Bio-Rad (Miinchen)
Multiplex Immunoassays

Excel 2011 Datenanalyse Microsoft

FACS Diva v8.0.1 Analyse von durchfluss- BD (Heidelberg)
zytometrischen Daten und
FACS (siehe Abschnitt 3.2.5)

Flowjo V 8.8.7 Analyse von durchfluss- Tree star, Inc.
zytometrischen Daten

Illustrator CS 6 Graphische Aufbereitung Adobe
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Magellan 6 Analyse von ELISA-Daten Tecan (Mannedorf,
Schweiz)

Microwin 2000 V4.37 Analyse von ELISA-Daten Mikrotek Laborysysteme
GmbH, Overath

Photoshop CS 6 Graphische Aufbereitung Adobe

Prism 5 Datenanalyse und Statistik GraphPad

Word 2011 Dokumentation der Ergebnisse Microsoft

Tabelle 3.1.10.1: Computersoftware, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.

3.2 Methoden

3.2.1 Isolation primédrer muriner Zellen

Zur lIsolation von LSEC wurden M&use im Alter von 6-30 Wochen verwendet, fir alle
anderen Aufreinigungen Tiere im Alter von 6-14 Wochen. Vor der Organentnahme
wurden die Mause durch zervikale Dislokation oder durch schrittweise
Kohlendioxidexposition getdtet. Die Tiere wurden mit 70 % Ethanol oberflachlich
gesaubert und anschlieBend wurden, wie im Folgenden beschrieben, verschiedene

Gewebe entnommen.

3.2.1.1 Isolation von primaren Zellen durch magnetische Separation (MACS)

Die Zellen wurden zur magnetischer Separation zunachst in einem definierten Volumen
MACS-Puffer aufgenommen und Zelltyp-spezifische paramagnetische MACS-Partikel
hinzugefiigt (200-500 pl MACS-Puffer + 25-50 pl MACS-Partikel pro 1x10° Zellen). Bei der
Durchfiihrung von Positiv-Selektionen (LSEC, DC) wurden die Zellen nach 15 Min.
Inkubation bei 4 °C mit MACS-Puffer gewaschen, um nicht gebundene MACS-Partikel zu
entfernen (Zentrifugation 5 Min., 300 g, 4 °C). AnschlieRend wurden die Zellen in MACS
Puffer resuspendiert, Giber ein Nylonsieb vereinzelt und mit dem Programm , POSSEL"

am AutoMACS aufgereinigt.
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Die Isolation von CD4" und CD8" T Zellen erfolgte mittels einer zweistufigen Negativ-
Selektion. Hierflir wurden die Milzsuspensionszellen zuerst fiir 5 Min. bei 4 °C mit einem
Biotin-Antikdrpercocktail (200-400 pl MACS-Puffer + 50-100 pl/1x10® Zellen) inkubiert
und danach fir weitere 10 Min. mit anti-Biotin MACS-Partikeln (150-300 ul MACSPuffer
+ 100-200 pl/1x10°® Zellen) inkubiert. Nach einem Waschschritt und dem vereinzeln der
Zellen mittels Nylonsieb erfolgte die Aufreinigung der T Zellen lber das Programm

»DEPLETE” am AutoMACS.

3.2.1.2 Aufreinigung von LSEC aus der Leber

Zu Beginn der lIsolation von LSEC wurden Lebern von Wildtyp oder I-Ab”" M3usen
perfundiert. Hierflir wurde zunachst eine Kanile in die Pfortader (Vena porta)
eingefiihrt. Nach Durchtrennung der Vena cava wurden die Lebern mit einer
Geschwindigkeit von 4 ml/Min. fir etwa 10-20s mit Perfusionspuffer perfundiert.
AnschlieBend wurde die Gallenblase entfernt, die Lebern entnommen und bis zur
weiteren Aufreinigung in GBSS Uberfiihrt. Die perfundierten Lebern wurden mit Hilfe
einer gekrimmten Schere in einer Petrischale ausgestrichen, in ein 50 ml
Einmalrohrchen Uberfihrt und mit 0,05 % (w/v) Kollagenase in GBSS fir 15 Min. bei
37 °C und 250 rpm im Schiittelbad inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension durch
ein Metallsieb gedriickt, mit GBSS gewaschen und zentrifugiert (10 Min., 480 g, 20 °C).
Mittels Dichte-Zentrifugation wurden dann Parenchymzellen von der Zellsuspension
abgetrennt. Hierfiir wurde das Zellgemisch im Verhaltnis 1:1,23 in 30 % (w/v) Nycodenz
resuspendiert und in ein 15 ml Einmalréhrchen tberfihrt. Dann wurde mit 500 ul GBSS
Uberschichtet und bei 1400g und 20°C fir 20 Min. ohne Bremse zentrifugiert.
AnschlieRend wurde die Interphase in MACS-Puffer gewaschen und CD146" Zellen
mittels magnetischer Zellseparation (siehe Abschnitt 3.2.1.1) isoliert. Nach der
Separation wurde die Zellzahl der reinen LSEC-Fraktion bestimmt, die Zellen wurde
zentrifugiert und in der entsprechenden Menge LSEC-Medium (1x10° Zellen/ml)
aufgenommen. Die Kultivierung der LSEC erfolgte in Kollagen-beschichteten 48 Well-
Platten (3,5x10° Zellen/Well). Die Zellen wurden 24 h nach der Isolation mit warmem
PBS + 1 % FCS gewaschen und an Tag drei nach der Isolation fir Experimente eingesetzt.
Fiir FACS-Analysen wurden LSEC mit Hilfe von Accutase von den Zellkultur-Platten

abgeldst und bis zur Farbung in MACS-Puffer aufgenommen.
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3.2.1.3 Isolation von T Zellen aus der Milz

Zur Isolation von CD4" T Zellen wurden CD45.1 (Wildtyp TCR), CD45.1 x OT-Il oder OT-lI
(OVA-spezifischer transgener TCR) Mause verwendet. Die Aufreinigung von
CD8" T Zellen erfolgte aus Milzen von CD45.1 x OT-I, CD90.1 x OT-I oder OT-I Mausen.
Nach der Entnahme der Milzen wurden diese mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein
Metallsieb gedriickt, mit PBS gewaschen und die T Zellen Gber Nylonwolle angereichert.
Hierflir wurden die Zellen (1 Milz + 2,5 ml Medium in 5 ml Spritze mit 0,3 g Nylonwatte,
2-3 Milzen + 6 ml Medium in 10 ml Spritze mit 0,6 g Watte) in T Zell-Medium
aufgenommen und in eine mit Nylonwolle gefiillte Spritze gegeben. Diese wurde zuvor
zum Blockieren von unspezifischen Bindungen fiir 30 Min. bei 37 °C mit T Zell-Medium
inkubiert. Nach Auftragung der Zellsuspension wurde die Spritze verschlossen, mit
warmem T Zell-Medium aufgefillt und fir 45 Min. bei 37 °C inkubiert. Die nicht-
adharenten T Zellen wurden anschliefRend mit warmem T Zell-Medium eluiert. Diese
Zellsuspension wurde zentrifugiert (10 Min., 480 g, 20 °C) und die T Zellen durch MACS
Negativ-Selektion (siehe Abschnitt 3.2.1.1) isoliert. Bei der Aufreinigung von naiven
CD4" T Zellen zur Differenzierung in T,1 oder T.2 Zellen wurde nach der Negativ-
Selektion noch eine MACS Positiv-Selektion (siehe Abschnitt 3.2.1.1) mit anti-CD44-
beschichteten Partikeln aus dem "Naive CD4a T cell isolation kit" durchgefiihrt. Nach der
Aufreinigung wurde die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Die Reinheit der Zellisolation wurde durchflusszytometrisch auf die Anwesenheit von
Zellen, die CD11c, CD11b, F4/80, CD19 und I-A° exprimieren, hin untersucht.

Bei der Isolation von CD8" T Zellen fiir Kokulturversuche mit LSEC oder DC und Tpl
Zellen wurde den entsprechenden Mausen zwei Tage vor der Organentnahme

300 pg anti-NK1.1-Antikorper intraperitoneal (i.p.) gespritzt.

3.2.1.4 Isolation von dendritischen Zellen aus der Milz

Die Isolation von DC erfolgte aus den Milzen von Wildtyp Mausen. In die entnommenen
Milzen wurde mit einer Kanule GBSS mit 0,04 % (w/v) Kollagenase injiziert, woraufhin
die Organe 20 Min. bei 37 °C im Wasserbad inkubiert wurden. AnschlieBend wurden die
Zellen Uber ein Metallsieb vereinzelt, in 50 ml PBS aufgenommen und zentrifugiert

(10 Min., 480 g, 20 °C). CD11c" Zellen wurden mit Hilfe von magnetischer Zellseparation
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(siehe Abschnitt 3.2.1.1) isoliert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die DCs
pelletiert (10 Min., 480 g, 20 °C) und in T Zell-Medium aufgenommen.

3.2.2 Bestimmung von Zellzahlen

Die jeweilige Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:10 oder 1:20 mit Trypanblau-Losung
gemischt. Hiervon wurden 10 pl in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die Ermittlung
der Zellzahl erfolgte durch Auszahlen der Zellen in den vier grolen Eckquadraten. Bei
der Zahlung wurden nur vitale, also nicht blau gefarbte Zellen bericksichtigt. Die Zellzahl

ergab sich nach der Formel:

GZ[l]— LZXVFX 10* [KF]
mll 4

GZ Gesamtzahl der Zellen
LZ gezahlte lebende Zellen

VF Verdiinnungsfaktor

KF Kammerfaktor

3.2.3 Zellkultur

Alle Zellen wurden unter den folgenden Bedingungen kultiviert: 37 °C, relative

Luftfeuchtigkeit 90 %, C02-Gehalt 5 %.

3.2.3.1 Differenzierung von T,1 und T2 Zellen

Zur Generierung von Th1 und T,2 Zellen wurden CD4'CD44"“"¢" Zellen aus Milzen von
CD45.1, CD45.1 x OT-Il oder OT-Il Mausen aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.2.1.3). Die
Differenzierung erfolgte nach einem Protokoll der Arbeitgruppe von Prof. Dr. Schmitt
und Prof. Dr. Bopp (Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz). Jeweils 1x10° Zellen

wurden fiir drei Tage in 1 ml CD4' T Zell-Medium mit CD3/CD28 Partikeln (nach
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Herstellerangaben) stimuliert. Fiir die Differenzierung zu Tn1 Zellen wurden weiterhin
3000 U/ml 1L-12, 1000 U/ml IL-2 (Proleukin) und 10 pg/ml IL-4 neutralisierender Anti-
korper zugesetzt. T,2 Zellen wurden durch weitere Zugabe von 1000 U/ml IL-4,
100 U/ml IL-6 und 20 pg/ml IFNy-neutralisierenden Antikdrper generiert. An Tag drei
wurden die CD3/CD28 Partikel mit einem Magneten abgetrennt und die Zellen 1:2 bis
1:3 in frischem Medium gesplittet. Das Medium enthielt fir Tyl Zellen zusatzlich
1000 U/ml IL-2 und fir Th2 Zellen 100 U/ml IL-6, 200 U/ml IL-4 und 100 U/ml IL-2. Nach
fliinf Tagen Differenzierung wurden die Zellen geerntet und tote Zellen mit Hilfe eines
Gradienten (siehe Abschnitt 3.2.3.2) entfernt. Der Erfolg der Differenzierung wurde
durchflusszytometrisch durch Farbung der Transkriptionsfaktoren T-bet und GATA-3 und
durch Farbung der Zytokine IFNy und TNF nach Restimulation kontrolliert.

3.2.3.2 Gradient zur Praparation von Lymphozyten

Die Zielzellen wurden durch griindliches Resuspendieren der entsprechenden Wells mit
PBS geerntet und in ein 50 ml Einmalréhrchen uberfiihrt, welches mit PBS aufgefiillt
wurde. Nach einer Zentrifugation (10 Min., 480 g, 20 °C) wurden die Zellen in 5 ml PBS
resuspendiert und dieses mit 2 ml Lymphozyten Separationsmedium bzw. Pancoll
unterschichtet. Nach der Gradientenzentrifugation (10 Min., 850 g, 20 °C, ohne Bremse)
wurde die Interphase abgenommen und in 50 ml PBS gewaschen (Zentrifugation
10 Min., 350 g, 20 °C). Die so gewonnenen T Zellen wurden in T Zell-Medium fir den

weiteren Versuchsverlauf aufgenommen und gezahlt.

3.2.3.3 Kokultur Experimente

Fiir die im Folgenden beschriebene Kokultur wurden jeweils CD4* und CD8" T Zellen mit
unterschiedlichen kongenen Markern verwendet, sodass eine zuverldssige Trennung der
Zellen bei der spateren durchflusszytometrischen Analyse moglich war.

2x10° CD8" OT-I T Zellen und je nach Versuch 1x10°> Wildtyp oder OT-ll Tyl Zellen
wurden in 1 ml T Zell-Medium (RPMI) auf Antigen prasentierenden Zellen inkubiert. Als
Negativkontrolle dienten dabei Kulturen ohne APCs. Bei den Antigen-pradsentierenden

Zellen handelte es sich um frisch isolierte DC aus der Milz von Wildtyp Mausen
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(1,5x10°/Well) oder in vitro kultivierte LSEC (1,5x10%/Well), welche 72 h zuvor
ausplattiert worden waren. Zur Antigen-spezifischen Stimulation von OT-l und OT-II T
Zellen wurden die APC 1 h vor Beginn der Kokultur mit 0,1 mg/ml OVA in 300 pl T Zell-
Medium vorinkubiert, weiterhin wurde 1 uM OVA3;,3.339/ml T Zell-Medium zur optimalen
Stimulation der OT-Il Ty1 Zellen zugesetzt. In der vorliegenden Arbeit ist dies durch die
Bezeichnung , Antigen” angezeigt. Nach 18 h wurden die T Zellen fir die weitere Analyse
aus der Kokultur geerntet. Flir FACS-Analysen wurden die Zellen dabei in den Wells
mehrfach resuspendiert und in 96 Well-Platten zur Antikorper Farbung transferiert.

Bei Kokultur Experimenten, in denen als Medium Zellkultur-Uberstinde (siehe Abschnitt
3.2.3.4) verwendet wurden, erfolgte bereits die Vorinkubation mit Antigen unter
Verwendung der entsprechenden Uberstinde. Die T Zellen wurden in moglichst wenig
Medium aufgenommen und der Kokultur zugesetzt, sodass moglichst viel des Mediums

aus den entsprechenden Uberstinden bestand.

3.2.3.4 Generierung von Zellkultur-Uberstinden

Die Zellkultur-Uberstinde von LSEC und T,1 Zellen wurden analog zu den in Abschnitt
3.2.3.3 beschriebenen experimentellen Bedingungen generiert. Daflir wurden LSEC fir
18 h mit Tyl Zellen in Anwesenheit von Antigen (OVA und OVA3;3.339 oder OVA3,3.339)
oder ohne Stimulus kultiviert.

Die Generierung von Uberstdnden aus der Kultur von LSEC alleine erfolgte ebenfalls
unter den in 3.2.3.3 beschriebenen Bedingungen. Die LSEC wurden entweder mit
Antigen (OVA und OVAs;3.339), mit 10 ng/ml LPS oder ohne Stimulus fir 18 h inkubiert.
Weiterhin wurden Uberstinde aus der Stimulation von Tyl Zellen mit CD3/CD28-
beschichteten Partikeln generiert. Daflir wurden 1x10° Ty Zellen mit 2,5 ul CD3/CD28-
beschichteten Partikeln (nach Herstellerangaben) in 1ml RPMI T Zell-Medium in einer
48 Well-Platte fur 18 h kultiviert.

Nach 18 h Inkubation wurden die Uberstinde unter sterilen Bedingungen abgenommen
und zur Entfernung der noch enthaltenen Zellen zentrifugiert (10 Min., 480 g, 4 °C).
AnschlieBend wurden die Uberstinde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.
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3.2.4 Funktionelle Analyse von Zellen in vitro

3.2.4.1 Stimulation von T Zellen in vitro

Die Stimulation (bzw. Restimulation) von T Zellen erfolgte entweder mit aufgereinigten
in vitro differenzierten Ty1 Zellen oder mit frisch aus Milzen isolierten CD8" T Zellen. Fiir
Versuche, in denen CD8'T Zellen mittels CD3-Antikdrper stimuliert wurden, wurden
Zellen mit einen Wildtyp-TCR verwendet.

Zur Stimulation der Zellen wurden verschiedene Reagenzien eingesetzt. Die Inkubation
der Zellen erfolgte je nach Experiment fir 4-18 h in 200 pl T Zell-Medium in einer
96 Well-Zellkulturplatte. In den einzelnen Versuchen wurde fiir jede Gruppe die gleiche
Anzahl an T Zellen eingesetzt (5x10%-2x10°/Well).

Stimulation Konzentration/Menge

PMA 5 ng/ml

lonomycin 200 ng/ml

CD3/CD28 Partikel 25 ul/1x106 Zellen

anti-CD3 (a.CD3) Beschichtung der Platte mit 5 pg/ml in PBS fir

1 h bei 37 °C, anschlieBend waschen mit PBS

Zur FACS-Analyse der Zytokin-Expression (siehe Abschnitt 3.2.5.2) wurden die
Inhibitoren Brefeldin A und Monensin (Verdiinnung jeweils 1:1000) hinzugefiigt, um die
Sezernierung der Zytokinen zu blockieren.

Fir die experimentelle Analyse der Granzym-B-Expression in Abwesenheit von LSEC
wurden CD8" T Zellen in 96 Well-Rundbodenplatten, die zuvor mit CD3-Antikérper
beschichtet wurden, fir 18 h inkubiert. Als Stimulus wurden entweder verschiedene
Zellkultur-Uberstande oder T Zell-Medium unter Zusatz von 5 ng/ml Hyper-IL-6 oder
5ng/ml IL-2 verwendet. Nach 18 h wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie

(siehe Abschnitt 3.2.5) weiter untersucht.
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3.2.4.2 Messung der Zytokin-Expression mittels ELISA (Sandwich-Methode)

Fir die Durchfiihrung des ELISA mittels Sandwich-Methode wurde zundchst eine
96 Well-ELISA Mikrotiterplatte mit 50 pl einer primaren Antikdrperlésung (1:500 in
ELISA-Bindungspuffer) fir 1 h bei 37 °C oder (iber Nacht bei 4 °C beschichtet. Danach
wurde die Platte zur Vermeidung unspezifischer Bindungsstellen fir 30 Min. bei
Raumtemperatur mit ELISA-Blockierungspuffer inkubiert und anschliefend dreimal mit
Waschpuffer gewaschen. Nun wurden 100 pl der jeweils zu untersuchenden Zellkultur-
Uberstinde in Triplikaten beziehungsweise des Zytokin-Standards in Duplikaten in dem
entsprechenden Medium fir 1 h bei 37 °C oder ber Nacht bei 4 °C auf der Platte
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Mikrotiterplatte wurde dann in jedes Well
50 ul einer sekunddren Antikérperldosung (biotinylierter Antikérper, 1:1000 in
Blockierungspuffer) gegeben. Die Platte wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert,
wonach nicht gebundener Antikdrper durch abermaliges Waschen entfernt wurde.
AnschlieBend wurden 50 ul einer frisch angesetzten Peroxidase-Losung (Peroxidase-
Streptavidin-Konjugat, 1:1000 in PBS) fiir 30 Min. auf der Platte bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach flinfmaligem Waschen wurde zur Detektion der optischen Dichte 50 pl
des TMB-Substrats zugefligt. Abgestoppt wurde die Farbreaktion durch 50 ul 0,18 M
Schwefelsdaure pro Well. Die Quantifizierung erfolgte dann durch Bestimmung der

optischen Dichte im ELISA Lesegerat bei einer Wellenldnge von 450 nm.

3.2.4.3 Messung der Zytokin-Expression mittels ProcartaPlex™ Multiplex

Immunoassay

Die Quantifizierung von Zytokin-Konzentrationen mit Hilfe des ProcartaPlex™
Immunoassays erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Dirk Wohlleber und Daniel Schatzlein
(Technische Universitdt Miinchen). Zundchst wurden jeweils 50 ul magnetische
Antikorper-beschichtete Partikel pro Well in eine 96 Well-Platte vorgelegt. Nach
Abtrennung der Partikel wurden diese einmal mit 150 ul Waschpuffer gewaschen. Dafiir
wurden die Partikel mit Hilfe eines Magneten am Boden der Wells immobilisiert,
wonach die Flussigkeit durch das Invertieren der Platte entfernt werden konnte.
AnschlieBend wurden jeweils 50 ul des Standards oder 50 ul der zu untersuchenden
Zellkultur-Uberstande zu den Antikérper-beschichteten Partikeln gegeben und

60-120 Min. bei 500 rpm und Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen



47 Material und Methoden

mit jeweils 150 Wl Waschpuffer wurden jeweils 25 pul der Detektions-Antikorper-
Mischung in die entsprechenden Wells gegeben. Die 96 Well-Platte wurde fiir 30 Min.
bei 500 rpm und Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurden
jeweils 50 pl Streptavidin-PE-Losung in jedes Well pipettiert, worauf die Platte fir
weitere 30 Min. bei 500 rpm und Raumtemperatur inkubiert wurde. Die Analyse erfolgte
nach dreimaligem Waschen, der Zugabe von jeweils 120 ul ,,Reading Buffer” und einer
weiteren Inkubation (5 Min., 500 rpm, Raumtemperatur) unter Verwendung eines Bio-
Plex® 200 Systems.

3.2.5 Durchflusszytometrie

3.2.5.1 Farbung von Oberflachenantigenen

Zur Farbung von Oberflaichenmolekilen wurden 5x10 bis 1x10° Zellen in eine 96 Well-
Platte in 50-100 ul FACS-Puffer gegeben. Die Farbung erfolgte fir 15 Min. bei 4 °C in
Anwesenheit des anti-CD16/32-Antikorpers (10 ug/ml) und unter Zugabe der fur die
jeweiligen Oberflachenmolekiile spezifischen Antikorper. Im Anschluss wurden die
Zellen einmal mit FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation 2 Min., 550 g, 4 °C). Wenn
biotinylierte Antikorper verwendet wurden, folgte eine zweite Farbung mit Streptavidin-
Konjugaten. Zum spéateren Ausschluss toter Zellen wurde bei jeder Farbung zusatzlich
das ,,LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain kit“ verwendet. Wenn nétig wurde zur Kontrolle
eine Farbung mit den entsprechendem Isotyp-Antikdrpern durchgefiihrt. Falls das nicht
maglich war, wurde alternativ fiir die Analyse die FMO?® ermittelt.

Wenn Zellen nach einer Oberflachenfarbung fiir eine spatere Analyse erhalten werden
sollten, so wurden diese bis zu dem Zeitpunkt der Analyse in FACS-Fixierungspuffer
aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Vor einer intrazelluldren Farbung von Zytokinen
erfolgte eine Fixierung mit 4% (w/v) Paraformaldehyd fiir 10 Min. bei 4 °C. AnschlieRend
wurden die fixierten Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und bis zur weiteren
Verwendung bei 4 °C gelagert. Vor der Farbung von Transkriptionsfaktoren oder
Granzym B wurden die Zellen fiir mindestens 30 Min. und bis zu 18 h im Fixierungspuffer

des "Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set" inkubiert.

%% Engl.: Fluorescence Minus One
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3.2.5.2 Farbung von intrazelluldaren Proteinen

Die intrazellulare Farbung von Proteinen erfolgte nach der Farbung der
Oberflachenmolekiile und diente zur Analyse der Expression von Transkriptionsfaktoren,
Granzym B oder aber der Zytokin-Produktion nach in vitro Stimulation der T Zellen.

Flr die Farbung von Transkriptionsfaktoren oder Granzym B wurden die Zellen zunachst
mit dem Permeabilisierungspuffer des "Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set"
gewaschen und dann fiir 30 Min.-1 h mit 50-100 pl fluoreszenzfarbstoff-markierten
Antikorpern bei 4 °C in Permeabilisierungspuffer gefarbt. Die Zytokin-Farbung erfolgte
ebenfalls nach dem Waschen mit Permeabilisierungspuffer fir 20 Min. in 50-100 pl
Permeabilisierungspuffer mit den entsprechenden Antikdrpern bei 4 °C.

Bei allen intrazelluldren Farbungen erfolgte die Analyse am Durchflusszytometer nach
einem erneuten Waschschritt mit Permeabilisierungspuffer und der Aufnahme der
Zellen in FACS-Puffer. Fir alle intrazelluldaren Farbungen wurde zur Kontrolle auch mit
den entsprechenden Isotyp-Antikorpern gefarbt. Falls das nicht moglich war, wurde

alternativ die FMO ermittelt.

3.2.6 Statistik

Die Abweichungen der Einzelwerte sind als Standardabweichung (SD) im Fehlerbalken
dargestellt. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte je nach Aufbau des Versuchs mit
einer einfaktoriellen oder zweifaktoriellen ANOVA (mit ns = p>0,05, *= p<0,05;
**=p<0,01; ***= p<0,001). Die angegebenen Signifikanzen basieren auf der ANOVA des

ganzen Versuches, auch wenn im Folgenden nur Teile des Versuches dargestellt sind.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Differenzierung von T,1 Zellen

Die Differenzierung von CD8" T Zellen zu zytotoxischen Effektorzellen wird besonders in
Abwesenheit von Inflammation oder bei Infektionen mit schwachen einhergehenden
inflammatorischen Signalen durch die Hilfe von CD4" T Zellen gesteigert (Ekkens et al.,
2007; Provine et al., 2014; Wiesel and Oxenius, 2012). Weiterhin ist die Anwesenheit
von Helfer T Zellen essenziell fiir die Bildung langlebiger CD8" Gedachtniszellen (Janssen
et al., 2003; Provine et al., 2014; Shedlock and Shen, 2003; Sun and Bevan, 2003). Da
naive CD8" T Zellen durch Induktion von LSEC unter homdostatischen Bedingungen zu
Gedichtniszellen differenzieren (Bottcher et al., 2014) und die Hilfe von CD4" T Zellen
besonders wichtig bei der Induktion von CD8" T Zellen in Abwesenheit von Inflammation
und bei der Generierung von Gedachtniszellen ist, ist durchaus denkbar, dass T,1 Zellen
die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC unter homd&ostatischen Bedingungen
unterstutzen kénnen.

Bevor die potenzielle Helfer-Funktion von T,1 Zellen bei der Stimulation von
CD8" T Zellen durch LSEC niaher untersucht werden konnte, musste eine optimale
Differenzierung der naiven CD4" T Zellen zu T,1 Zellen gewihrleistet werden. Mit der
Unterstlitzung der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schmitt und Prof. Dr. Bopp (Johannes
Gutenberg-Universitdt Mainz) konnte eine stabile Differenzierung der T Helferzellen
etabliert werden, die in den folgenden Versuchen durch FACS-Farbung der
Transkriptionsfaktoren T-bet und GATA-3 kontrolliert wurde. Wie in Abb. 4.1.1 zu sehen
ist, exprimieren CD4" T Zellen, die fiinf Tage unter Th1-polarisierenden Bedingungen
stimuliert wurden, den fiir T,1 Zellen charakteristischen Transkriptionsfaktor T-bet. Die
Expression des fir Tn2 Zellen charakteristischen Transkriptionsfaktors GATA-3 fiel
besonders im Vergleich zu diesen Helferzellen deutlich geringer aus. Nach Restimulation
konnte bei Th1 Zellen weiterhin die Expression der proinflammatorischen Zytokine IFNy
und TNF nachgewiesen werden, wahrend T,2 Zellen diese Zytokine nach Restimulation
nicht exprimierten. Naive CD4* CD447"%€ T zellen exprimierten ebenfalls nach
Restimulation TNF, ein Nachweis von IFNy und T-bet war bei den frisch isolierten Zellen
aber nicht méglich. Mit der in Abb. 4.1.1 gezeigten Expression von T-bet, IFNy und TNF

nach finf Tagen Differenzierung konnte somit die funktionale Differenzierung der
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Tnl Zellen nachgewiesen werden. Die so generierten Helfer T Zellen wurden im

Weiteren fiir die Kokultur mit LSEC und CD8" T Zellen eingesetzt.
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Abbildung 4.1.1: T,1 Zellen sind nach Differenzierung T-bet-positiv und exprimieren die Zytokine IFNy und TNF.
CD4* CD44™*"¢ T Zellen wurden wie in 3.2.3.1 beschrieben stimuliert. Zur Kontrolle der T Helfer-Differenzierung
wurde die Expression der Transkriptionsfaktoren T-bet und GATA-3 untersucht und die Expression der fur T,1 Zellen
typischen Zytokine IFNy und TNF nach Restimulation analysiert. Grau sind die jeweiligen Farbungen mit der Isotyp-
Kontrolle. Die Daten sind reprasentativ flir n>3 unabhangige Experimente.
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4.2 T,1-Hilfe verstarkt die friihe Expression von Granzym B und CD25 bei
LSEC-induzierten CD8" T Zellen

CD8" T Zellen gehdren zu den zentralen Effektorzellen des adaptiven Immunsystems,
jedoch wird die Aktivierung und Fortdauer von CD8" T Zell-Antworten unter anderem
durch CD4" T Zellen gesteuert (Fallarino et al., 2000). Naive CD8" T Zellen differenzieren
wie bereits erwahnt durch Kreuzprasentation von LSEC nach initialer Proliferation zu
Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen (Bottcher et al., 2013). Der Differenzierung dieser
Zellen geht eine sehr frihe, jedoch voriibergehende Hochregulation von Granzym B
voraus (Bottcher et al., 2014), anhand derer im Folgenden die mogliche Helfer-Funktion
von T,1 Zellen weiter untersucht wurde. Obwohl LSEC die Induktion pro-
inflammatorischer T,1 Zellen (Neumann et al., 2015) und deren langfristige
Effektorfunktionen (Carambia et al., 2013) inhibieren, konnte auch eine Notwendigkeit
fir die Hilfe von CD4" T Zellen bei der Induktion von CD8" T Zellen zur effektiven
Bekampfung viraler Infektionen in der Leber nachgewiesen werden (Grakoui et al., 2003;
Provine et al.,, 2014). Es ist weiterhin nicht ausgeschlossen, dass Tn1-Hilfe auch unter
homoostatischen Bedingungen einen Einfluss auf die LSEC-vermittelte Induktion von
CD8" T Zellen und damit auf den frilhen Gewinn zytotoxischer Effektorfunktionen der
Zellen hat.

Um dies zu untersuchen, wurden naive OVA-spezifische CD8" T Zellen (OT-1) mit LSEC in
Gegenwart von OVA-spezifischen T,1 Zellen (OT-Il) fur 18 h kokultiviert. Die Stimulation
der OT-I Zellen wurde anhand der Expression der Zytotoxizitats- und Aktivierungsmarker
Granzym B, CD25 und CD44 naher untersucht.

Nach 18 h zeigten die in Gegenwart von LSEC-induzierten OT-l Zellen wie erwartet eine
starke Expression von Granzym B, CD25 und CD44 (Abb. 4.2.1). Durch T,1-Hilfe wurde
die Expression von Granzym B und CD25 weiter signifikant gesteigert (Abb. 4.2.1), die
CD44-Expression blieb unverandert. Dies ist bereits durch Betrachtung der Histogramme
(Abb. 4.2.1a) erkennbar, wird jedoch durch Quantifizierung und Darstellung der
mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI*') (Abb. 4.2.1b) noch deutlicher. Die Induktion
der CD8" T Zellen erfolgte Antigen-spezifisch durch Kreuzprasentation der LSEC, ohne
den Stimulus durch OVA und OVA3,3.339 war keine Aktivierung der OT-I Zellen erkennbar
(Abb. 4.2.1).

3! Engl.: Mean Fluorescence Intensity
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Abbildung 4.2.1: T,1 Zellen verstarken die frilhe Granzym-B- und CD25-Expression von LSEC-induzierten
CD8" T Zellen. Durchflusszytometrische Analyse von OVA-spezifischen CD8" T Zellen nach 18 h Kokultur mit LSEC und
je nach Probe mit OT-Il T,1 Zellen. Die Stimulation erfolgte mit OVA und OVA3;;.339 (Antigen), als Negativkontrolle
wurden Ansdtze ohne Stimulus verwendet. In An- und Abwesenheit der T,1 Zellen wurde die Expression von
Granzym B (GzmB), CD25 und CD44 der OT-I Zellen analysiert (a) und Uber die Berechnung der MFI quantifiziert (b).
Die gezeigten Daten sind reprdsentativ fiir n>3 unabhdngige Experimente.

Die Kreuzprasentation der OVA-Peptide durch LSEC war zwingend notwendig fir die
Induktion der CD8" T Zellen. In Abwesenheit von LSEC oder Antigen wurden die
CD8" T Zellen in der Kokultur nicht aktiviert, wie anhand der fehlenden Expression von
Granzym B, CD25 und CD44 ersichtlich wird (Abb. 4.2.2). Ohne die Antigenprasentation
zeigten die CD8" T Zellen in Bezug auf die getesteten Aktivierungsmarker einen
Phanotyp vergleichbar mit naiven OT-l Zellen (0 h Zeitpunkt), wobei T Zellen ohne
Kontakt zu LSEC auch eine erhdhte Mortalitdt aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Diese war
durch Inkubation von Ty1 und OT-I Zellen reduziert (Daten nicht gezeigt), jedoch konnte
auch hier keine deutliche Erhéhung von Granzym B, CD25 und CD44 nachgewiesen
werden, was die Reinheit der T Zellen belegt. Die in Abb. 4.2.2 aufgefiihrten Kontrollen
waren Bestandteil aller in dieser Arbeit dargestellten Kokultur-Experimente, sie sind im
Folgenden jedoch der Einfachheit halber nicht mehr dargestellt.

Die aufgefiihrten Daten demonstrieren, dass durch T,1-Hilfe die friihe Expression von
Granzym B und CD25 bei LSEC-induzierten CD8" T Zellen weiter gesteigert wird, wihrend

die Expression von CD44 nicht verdandert wird.
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Abbildung 4.2.2: Die spezifische Induktion von CD8" T Zellen und die dabei beobachtete T,1-Hilfe findet nur statt,
wenn CD8" T Zellen und T,1 Zellen von LSEC als APC in Gegenwart von Antigen stimuliert werden. FACS-Analyse von
OT-l Zellen, die fur 18 h mit LSEC und je nach Behandlung mit OT-Il T,1 Zellen kokultiviert wurden. Die Stimulation
erfolgte mit Antigen, als Negativkontrolle wurden die Zellen ohne Antigen inkubiert. Die Expression von Granzym B,
CD25 und CD44 der OT-I Zellen wurde im Vergleich zu naiven CD8" T Zellen (0 h Zeitpunkt) analysiert und tiber die
Analyse der MFI quantifiziert. Die dargestellten Daten sind reprdsentativ fir n>3 unabhangige Experimente.

4.3 Die Hilfe von T,1 Zellen bei der friihen Hochregulation von Granzym B

ist LSEC-spezifisch

Wie einleitend bereits erwahnt, lauft die Kreuzprasentation von LSEC und DC uber
verschiedene Mechanismen und mit unterschiedlichen Kinetiken ab (Schurich et al.,
2009). Weiterhin fihrt die Induktion durch LSEC und DCs zu unterschiedlichen
Phanotypen der CD8" T Zellen, sowohl zu friihen (Béttcher et al., 2014), als auch zu
spaten (Diehl et al., 2008) Zeitpunkten.

Nach der Beobachtung, dass Tnl Zellen die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC
beeinflussen und die friihe Expression von Granzym B und CD25 steigern, kam die Frage
auf, ob auch die Interaktion von DCs und CD8" T Zellen durch T,1 Zellen schon zu einem
frihen Zeitpunkt beeinflusst und messbar verandert wird. Um dies zu untersuchen,
wurden primare DC aus der Milz aufgereinigt und analog zu LSEC mit OT-l und T,1 Zellen
kokultiviert. Nach 18 h wurden die induzierten CD8" T Zellen hinsichtlich der Expression
von Granzym B, CD25 und CD44 durchflusszytometrisch untersucht. Wie schon zuvor
beschrieben (Bottcher et al., 2014), zeigten DC-induzierte OT-I Zellen nach 18 h nur eine
geringe Granzym-B-Expression, wihrend CD8" T Zellen durch Kreuzprisentation von
LSEC zu diesem Zeitpunkt bereits Granzym B verstarkt exprimierten (Abb. 4.3.1). Im
Gegensatz dazu war die MFI von CD25 und CD44 hoher bei T Zellen, die mit DC
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kokultiviert wurden. Uberraschenderweise hatte die Anwesenheit von T,1 Zellen bei der
Kokultur von DC und OT-I Zellen keinen Effekt auf die Expression von Granzym B und
CD44 nach 18 h Inkubation. Die Expression von CD25 war bei den CD8" T Zellen jedoch
leicht verstarkt, was durch Analyse der MFI erst wirklich ersichtlich wird (Abb. 4.3.1b).
CD8" T Zellen, die mit LSEC und Tn1 Zellen kultiviert wurden, zeigten dagegen im
Vergleich zu nur durch LSEC-induzierte OT-I Zellen eine verstarkte Granzym B, CD25 und
CD44-Expression (Abb. 4.3.1). Die Unterschiede in der Expression von CD25 und CD44
waren nicht in jedem Experiment so signifikant, wie in dem in Abb. 4.3.1b dargestellten
Versuch. Dies andert aber grundsatzlich nichts an dem hier beschriebenen Phanotyp.
Wie zuvor erwahnt, erfolgte die Induktion der OT-1 Zellen auch hier nur in Gegenwart
von Antigen. Ohne Stimulus war kein Granzym B und CD25 messbar und nur eine basale
CD44-Expression vorhanden, wie exemplarisch an der Kombination von LSEC, Ty1 Zellen
und OT-I Zellen deutlich wird (Abb. 4.3.1).

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse darauf schlieRen, dass T,1-Hilfe keinen Einfluss
auf die Granzym-B-Expression DC-induzierter CD8" T Zellen nach 18 h Stimulation hat,
wahrend die Expression des Zytotoxizitatsmarkers bei LSEC-induzierten OT-l Zellen in
Anwesenheit von Tyl Zellen signifikant gesteigert wird. Die Expression von CD25 wird
dagegen durch Ty1-Hilfe bei DC- und LSEC-induzierten CD8" T Zellen bereits zum friihen
Zeitpunkt gesteigert.
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Abbildung 4.3.1: Die friihe Steigerung der Granzym-B-Expression durch T,1-Hilfe ist LSEC-spezifisch. Naive OT-I
Zellen wurden fiir 18 h mit LSEC oder DC als APC in An- und Abwesenheit von T,1 Zellen kultiviert. Zur Stimulation
wurde dem Medium Antigen zugesetzt, bzw. kein Stimulus als Negativkontrolle. (a) Durchflusszytometrische Analyse
der Granzym-B-, CD25- und CD44-Expression der CD8" T Zellen nach 18 h Inkubation. (b) Quantifizierung der in (a)
dargestellten Daten durch Bestimmung der MFI. Die gezeigten Daten sind reprdsentativ fir n=2 unabhdngige
Experimente.
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4.4 T,1 Zellen verstirken die LSEC-vermittelte Induktion von CD8" T Zellen

Antigen-spezifisch

Fir die Differenzierung von CD8" T Zellen ist eine Antigen-spezifische Interaktion mit
APC unabdingbar. Dies wird in dem hier verwendeten OT-I Modell durch Zugabe von
OVA und dem transgenen TCR, der das OVA;s7.64 Peptid (SIINFEKL) auf H-2K® Molekiilen
erkennt, garantiert. Zur Ermdglichung einer optimalen Interaktion von LSEC und Tn1
Zellen wurden bisher OT-ll T,1 Zellen in Kombination mit dem Peptid OVA3;3.339
verwendet. Dies garantierte trotz der geringen MHC-II-Expression von LSEC die
Interaktion der OVAs,3.339-prasentierenden I-Ab Molekiile mit dem transgenen TCR der
CD4" T Zellen.

Um zu untersuchen, ob T,1 Zellen in der Kokultur {berhaupt Antigen- und
MHC-Klasse-ll-spezifisch mit LSEC interagieren, musste die Interaktion der Zellen
unterbunden werden. Daflir wurden einerseits Wildtyp (WT) T,1 Zellen mit einem nicht
fliir das prasentierte OVA-Antigen restringierten TCR verwendet (Abb. 4.4.1). Die
Anwesenheit von WT T,1 Zellen hatte keinen Einfluss auf die OT-I-Induktion von LSEC.
Die Expression von Granzym B, CD25 und CD44 war nach 18 h Kokultur vergleichbar zu
der Induktion in Abwesenheit von Ty1 Zellen. OT-1I T,1 Zellen dagegen erhdhten bei den
CD8" T Zellen, wie zuvor bereits beschrieben, die Expression von Granzym B und CD25.
Die CDA44-Expression variierte zwischen den verschiedenen Zellkombinationen nur
minimal, da die Antigenprasentation von LSEC durch die abgewandelten Versuchs-

bedingungen nicht beeinflusst wurde.
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Abbildung 4.4.1: Wildtyp T,1 Zellen haben im Gegensatz zu Antigen-spezifischen T,1 Zellen keinen Einfluss auf die
LSEC-vermittelte Induktion von CD8" T Zellen. Durchflusszytometrische Analyse von OT-| Zellen, die mit LSEC unter
Zusatz von Antigen bzw. ohne Stimulus inkubiert wurden. Fir die Untersuchung der Antigenspezifitat der T,1-Hilfe
wurden der Kokultur WT T,1 Zellen oder OT-Il T;,1 Zellen zugesetzt. Nach 18 h folgte die Analyse der OT-I-Aktivierung
mittels Durchflusszytometrie (a) und anschlieBender Quantifizierung durch Berechnung der MFI (b). Die Daten sind
reprasentativ fiir n=3 unabhangige Versuche.

Eine weitere Moglichkeit zur Unterbindung der Antigen-spezifischen Interaktion von
LSEC und Th1 Zellen lag in der Verwendung MHC-II defizienter I-Ab”" LSEC. Naive
OT-I Zellen wurden mit WT oder I-Ab”" LSEC und Antigen-spezifischen OT-Il T,1 Zellen fir
18 h inkubiert. Als Negativkontrollen der Helfer-Funktion dienten Kokulturen ohne
Thl Zellen. Die Stimulation von CD8" T Zellen durch WT LSEC und I-Ab”" LSEC war
vergleichbar, wobei durch I-Ab”" LSEC-aktivierte OT-I Zellen eine leicht verminderte
Expression von Granzym B und CD25 aufwiesen (Abb. 4.4.2). Dies konnte durch die
Anwesenheit von T,1 Zellen nur wenig gesteigert werden, wohingegen T,1 Zellen die
Granzym-B- und CD25-Expression von WT LSEC-induzierten OT-l Zellen deutlich
steigerten.

Insgesamt belegen die in Abb. 4.4.1 und Abb. 4.4.2 gezeigten Daten eindeutig, dass die
Helfer-Funktion nur zustande kommt, wenn LSEC den Tx1 Zellen das OVA-Antigen (iber
MHC-II prasentieren kdnnen. Die hier beschriebene Hilfe von T,1 Zellen bei der LSEC-

vermittelten Induktion von CD8" T Zellen ist damit Antigen-spezifisch.
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Abbildung 4.4.2: OT-ll T,1 Zellen kénnen nicht mit I-Ab”" LSEC interagieren und die LSEC-vermittelte Induktion von
CD8' T Zellen beeinflussen. Naive OT-I Zellen wurden mit WT oder I-Ab”" LSEC und je nach Ansatz mit Antigen-
spezifischen T,1 Zellen kultiviert. (a) FACS-Analyse der Granzym-B-, CD25- und CD44-Expression der CD8" T Zellen nach
18 h Stimulation. (b) Quantifizierung der in (a) dargestellten Daten durch Bestimmung der MFI. Die gezeigten Daten
stammen aus n=1 Experiment.

4.5 Die neue LSEC-spezifische Helfer-Funktion von T,1 Zellen ist Zytokin-

vermittelt

Nach der Erkenntnis, dass T,1 Zellen die Granzym-B- und CD25-Expression von LSEC-
induzierten CD8" T Zellen Antigen-spezifisch zum frithen Zeitpunkt steigern, stand die
Frage im Vordergrund, ob die neue Helfer-Funktion Zytokin-vermittelt oder (ber
Lizenzierung der APC erfolgt. Beides ist denkbar, da es sowohl Belege fiir eine Zytokin-
basierte Hilfe (Bos and Sherman, 2010; Cox et al., 2011), als auch fir Hilfe von
CD4" T Zellen Uber Lizensierung der APC gibt (Bennett et al., 1998; Schoenberger et al.,
1998; Smith et al., 2004). Da die T,1 und die OT-I Zellen in der Kokultur durch dieselben
APC stimuliert werden, war die Untersuchung mit Hilfe eines , Transwell-Systems” nicht
moglich. Alternativ wurden Zellkultur-Uberstidnde von LSEC und Tx1 Zellen analog zu den
Versuchsbedingungen der Kokultur von LSEC, OT-l und T,1 Zellen generiert (Abb. 4.5.1a).
Diese Uberstinde sollten alle Zytokine enthalten, die von LSEC und T,1 Zellen wihrend
der 18 h Inkubation in das Medium sezerniert werden, jedoch keine Lizenzierung der
LSEC ersetzen, die in Anwesenheit von T,1 Zellen potenziell erfolgt. Der so generierte
Zellkultur-Uberstand wurde im Vergleich zu der Kombination von LSEC, OT-I und Tyl

Zellen in der Kokultur von LSEC und OT-l Zellen eingesetzt. Als Kontrolle diente die
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Kokultur von LSEC und CD8" T Zellen mit unbehandeltem T Zell-Medium, sowie die
Ansdtze ohne den Stimulus des Antigens.

CD8" T Zellen, die in Anwesenheit von Ty1 Zellen oder in Anwesenheit des Zellkultur-
Uberstandes von LSEC und Tyl Zellen induziert wurden, zeigten eine vergleichbare
Expression der durchflusszytometrisch getesteten Aktivierungsmarker. Wie man sowohl
durch Darstellung in Histogrammen (Abb. 4.5.1b), als auch durch Quantifizierung und
Darstellung der MFI (Abb. 4.5.1c) erkennt, war die Expression von Granzym B und CD25
im Gegensatz zur Kokultur von LSEC und OT-I Zellen alleine signifikant gesteigert. CD44

war in Anwesenheit von Tyl Zellen in der Kokultur leicht erhéht, unter Verwendung des

Uberstandes von LSEC und Tx1 Zellen jedoch nicht verdndert.
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Abbildung 4.5.1: Der Kokultur-Uberstand von LSEC und T,1 Zellen zeigt eine Helfer-Funktion vergleichbar mit der
Anwesenheit von T,1 Zellen. LSEC und T,1 Zellen wurden unter Versuchsbedingungen analog zu der Kokultur von
LSEC, OT-l und T,1 Zellen kultiviert. Nach 18 h wurde der Uberstand geerntet und als Medium fiir weitere
Experimente verwendet. Dafiir wurden OT-I Zellen mit LSEC, mit LSEC und T,1 Zellen oder mit LSEC und dem LSEC/T,1
Kokultur-Uberstand fiir 18 h inkubiert. Die Stimulation erfolgte wie zuvor mit OVA + OVA3,3.335 (Antigen) oder ohne
Zusatz als Negativkontrolle. (a) Schematische Darstellung der fiir (b-c) durchgefiihrten Experimente. (b) FACS-Analyse
der Granzym-B-, CD25- und CD44-Expression der CD8" T Zellen nach 18 h Stimulation. (c) Quantifizierung der in (b)
gezeigten Daten mittels MFI. Die in (b-c) gezeigten Daten sind reprasentativ flir n=2 unabhéangige Experimente.
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Fir die Stimulation naiver CD8" T Zellen durch LSEC werden sowohl unter
homoostatischen, als auch unter inflammatorischen Bedingungen, keine konven-
tionellen kostimulatorischen Signale benétigt (Bottcher et al., 2014; Kern et al., 2010).
Die in Abb. 4.5.1 dargestellten Daten deuten darauf hin, dass eine Lizenzierung der LSEC
durch Ty1 Zellen zur Einleitung der Helfer-Funktion nicht unbedingt notwendig ist, wenn
das Zytokin-Milieu, welches durch die Interaktion von LSEC und T,1 Zellen entsteht,
bereits vorhanden ist.

Mit dem Ziel zu testen, ob kostimulatorische Signale tatsachlich nicht relevant fir die
hier beschriebene Th1-Hilfe sind, wurden CD8" T Zellen auf aCD3-beschichteten
Zellkultur-platten inkubiert. Als Medium dienten Zellkultur-Uberstinde aus der Kokultur
von LSEC und T,1 Zellen. Ohne weitere Kostimulation induzierte die Stimulation des TCR
zusammen mit den Zytokinen des Zellkultur-Uberstandes, der durch Inkubation von LSEC
und Th1 Zellen mit Antigen generiert wurde, die Granzym-B-Hochregulation der T Zellen
nach 18 h (Abb. 4.5.2). Der Kokultur-Uberstand von LSEC und Tn1 Zellen, der ohne
Antigen generiert wurde, hatte kaum einen verstarkenden Effekt auf Expression des
Zytotoxizitdtsmarkers bei den CD8' T Zellen. Dies belegt, wie bereits in Abschnitt 4.4
beschrieben, dass LSEC und Tyl Zellen Antigen-spezifisch miteinander interagieren
mussen.

Es lasst sich anhand dieser Ergebnisse schlussfolgern, dass die LSEC-spezifische Helfer-
Funktion von Tp1 Zellen durch Zytokine vermittelt wird. Die friilhe Granzym-B-Expression
der CD8" T Zellen konnte weiterhin alleine durch die Kombination der Kokultur-
Uberstiande von LSEC und T,1 Zellen mit plattengebundenem CD3-Antikérper eingeleitet
werden. Dadurch konnte, wie auch schon durch Bottcher und Schanz beschrieben,
gezeigt werden, dass fir die LSEC-induzierte frilhe Granzym-B-Expression von
CD8" T Zellen keine weiteren kostimulatorischen Signale benétigt werden (Bottcher et
al., 2014). Die Ergebnisse schlieBen jedoch nicht aus, dass Tyl Zellen LSEC lizenzieren

kénnen und so die Induktion von CD8" T Zellen weiter steigern.
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4.6 LSEC und T,1 Zellen interagieren Antigen-spezifisch und aktivieren sich

dabei gegenseitig

Nachdem gezeigt wurde, dass die Antigen-spezifische Interaktion von LSEC und
Thl Zellen Voraussetzung fir die Zytokin-vermittelte Hilfe bei der Induktion von
CD8" T Zellen ist, stand die Frage im Vordergrund, ob die Interaktion auch zu der
Aktivierung von LSEC und T,1 Zellen fiihrt. LSEC exprimieren nach Aktivierung verstarkt
VCAM-1-, ICAM-1- und MHC-I-Molekiile (H—2Kb), was in vivo zu einer verbesserten
Adhéasion und Aktivierung von CD8" T Zellen fiihrt (Knolle and Gerken, 2000). Die hier
beschriebene Helfer-Funktion ist Zytokin-abhangig (siehe Abschnitt 4.5), jedoch wurde
bisher nicht geklart, ob LSEC, T1 Zellen oder sogar beide Zelltypen Quelle des Zytokins
oder der entscheidenden Zytokine sind. Eine mogliche Aktivierung der LSEC durch T,1-
Kontakt ware ein Hinweis darauf, dass LSEC nach Stimulation die Induktion von
OT-I Zellen Zytokin-abhangig verstarken.

LSEC werden durch den Kontakt mit LPS aktiviert (Uhrig et al., 2005). Deshalb wurden
die Endothelzellen als Positivkontrolle 18 h mit 10 ng/ml LPS inkubiert. LSEC zeigen auch
ohne Stimulation eine starke ICAM-1-Expression (Knolle and Gerken, 2000), welche
durch die Stimulation mit LPS noch gesteigert wurde. Wie erwartet wurde auch die
Expression von VCAM-1 und H-2K" verstarkt (Abb. 4.6.1a-b). Allerdings wurde die
Expression der Aktivierungsmarker nach T,1-Kontakt noch starker erhoht. Dies lag nicht

an dem im Medium enthaltenen Antigen, denn die Inkubation von LSEC mit Antigen und
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ohne Tyl Zellen fihrte nur zu einer geringen Hochregulation von VCAM-1, ICAM-1 und
H-2K".

Ein weiterer Parameter, der die Aktivierung der Endothelzellen anzeigt, ist IL-6. LSEC
setzen nach Aktivierung IL-6 frei (Uhrig et al., 2005), was an sich jedoch keine friihe
Granzym-B-Expression induzieren kann (Bottcher et al., 2014). In der Tat induzierte die
Aktivierung durch LPS und die Interaktion mit T,1 Zellen passend zu den in Abb. 4.6.1a-b
dargestellten Daten die IL-6-Sekretion der Endothelzellen (Abb. 4.6.1c).

Thl Zellen sind somit in der Lage, LSEC in vitro Antigen-spezifisch zu aktivieren.

a
VCAM-1 ICAM-1 H-2K"
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Abbildung 4.6.1: LSEC werden durch T,1-Kontakt aktiviert. (a-b) FACS-Analyse von LSEC nach 18 h Kokultur mit T,1
Zellen im Vergleich zu der Stimulation mit LPS. (a) Untersuchung der Zellen auf die Expression der Oberflaichenmarker
VCAM-1, ICAM-1 und H-2Kb. (b) Quantifizierung der in (a) gezeigten Daten. (c) Uberstinde der Kokultur von LSEC und
Th1 Zellen wurden mit Hilfe eines ProcartaPlex™ Immunoassays auf die Anwesenheit von IL-6 hin untersucht. Die in
(a-b) dargestellten Daten sind représentativ fiir n=2 unabhangige Experimente, die in (c) analysierten Daten stammen

aus n=1 Versuch.
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Nun stellte sich die Frage, ob T,1 Zellen auch durch die Interaktion mit LSEC aktiviert
werden, was anhand der Sekretion inflammatorischer Zytokine analysiert wurde.
Weiterhin wurde untersucht, wie effizient die 18-stiindige Stimulation von Ty1 Zellen
durch LSEC im Vergleich zu der Aktivierung durch DC oder CD3/CD28 Partikel ist.

Fir die Analyse der Interaktion von Tyl Zellen und den Endothelzellen wurden
Uberstiande aus der Kokultur von LSEC mit Tyl Zellen oder T,1 Zellen alleine mittels
ELISA auf die Anwesenheit von IFNy und IL-2 hin untersucht. Beide Zytokine werden von
Thl Zellen nach Aktivierung sekretiert und sind daher verldssliche Marker fiir die
Stimulation der Zellen durch APC. Die Uberstinde aus der Kokultur von LSEC und T,1
Zellen, bei der Antigen durch LSEC prasentiert werden konnte, enthielten wie vermutet
IFNy (Abb. 4.6.2a) und IL-2 (Abb. 4.6.2b). Es wurden nur geringe IL-2-Konzentrationen
nachgewiesen, was aber nicht bedeutet, dass wenig IL-2 sekretiert wurde. Die
differenzierten T1 Zellen kénnen aufgrund der gesteigerten Expression des hochaffinen
IL-2 Rezeptors selbst effizient IL-2 binden und aufnehmen, was wiederum das Uberleben
und die Proliferation dieser Zellen férdert. Eine Quantifizierung des tatsachlich
freigesetzten IL-2 ist daher schwer und in diesem Fall nicht von Bedeutung.

Die Effizienz der Stimulation von Ty1 Zellen durch LSEC, DC und CD3/CD28 Partikel
wurde anhand der IFNy-Sekretion mittels ProcartaPlex™ Immunoassay analysiert.
Tatsachlich waren die Endothelzellen in vitro DC und CD3/CD28 Partikeln im Hinblick auf
die kurzzeitige Stimulation innerhalb von 18 h nicht unterlegen. Die Stimulation mit LSEC
fuhrte in dem in Abb. 4.6.2c analysierten Experiment sogar zu der starksten IFNy-
Freisetzung. Aufgrund fehlender experimenteller Wiederholungen ist die Signifikanz
dieser Aussage jedoch unsicher. Wichtig ist, dass LSEC in der Lage sind, differenzierte
Thl Zellen zumindest kurzzeitig vergleichbar zu DC und CD3/CD28 Partikel zu
stimulieren.

Die Daten aus Abb. 4.6.1 und Abb. 4.6.2 zeigen zusammenfassend, dass LSEC und T,1
Zellen sich gegenseitig durch Antigen-spezifischen Kontakt in vitro aktivieren, was zu der
Sekretion von Zytokinen, die potenziell die friihe Granzym-B-Expression LSEC-induzierter

CD8" T Zellen verstarken, fihrt.
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Abbildung 4.6.2: T,1 Zellen werden von LSEC Antigen-spezifisch aktiviert. (a-b) LSEC und OT-Il T,1 Zellen wurden
unter Zugabe von OVA und OVA3,3.334 () oder nur OVA;,3.334 (b) kultiviert. Als Negativkontrolle wurden Ansatze ohne
die Antigene verwendet. Nach 18 h wurden die Uberstinde der Kokulturen abgenommen und mittels ELISA auf die
Konzentrationen der Zytokine IFNy und IL-2 hin untersucht. (c) T,1 Zellen wurden 18 h durch LSEC, DC oder
CD3/CD28 Partikel stimuliert. Antigenprasentation wurde durch Zugabe von OVA und OVAj,3339 ermoglicht, als
Negativkontrolle erfolgte die Stimulation ohne Antigen. Die Uberstinde der Stimulationen wurden unter Verwendung
eines ProcartaPlex™ Immunoassays auf die Anwesenheit von IFNy hin untersucht. Die in (a-b) dargestellten Daten
reprasentieren jeweils n=3 voneinander unabhangige Versuche, die in (c) analysierten Daten stammen aus n=1
Experiment.

In Abb. 4.6.1 und Abb. 4.6.2 wurde gezeigt, dass die Uberstinde aus der Kokultur von
LSEC und Tyl Zellen proinflammatorische Zytokine enthalten. Die T,1-Hilfe zur friihen
Granzym-B-Expression wird zudem (ber Zytokine eingeleitet. Im Folgenden wurde
untersucht, ob auch das Medium der Kokultur von LSEC, OT-l1 und T,1 Zellen Zytokine
enthalt, die nach Aktivierung von LSEC und Tn1 Zellen freigesetzt werden. Die
Aktivierung von LSEC wurde wie zuvor im Hinblick auf die Freisetzung von IL-6
untersucht. Wie bereits erwahnt, ist IFNy ein verlasslicher Marker fir die Aktivierung
von Tyl Zellen, weshalb auch im Folgenden die Sekretion dieses Zytokins weiter
untersucht wurde. IL-2 ist kein verldsslicher Parameter, da aktivierte CD8" T Zellen
neben den Tyl Zellen ebenfalls sehr effizient IL-2 binden, aufnehmen und so dem
Medium entziehen kdnnen (Obar et al., 2010).

Fiir die Analyse wurden Kokultur-Uberstande von LSEC, OT-l und Tn1 Zellen mittels ELISA
untersucht. In der Kokultur verstarkten Tyl Zellen wie erwartet bei den LSEC-induzierten
CD8" T Zellen die Hochregulation von Granzym B und CD25, wihrend die CD44-
Expression nicht beeinflusst wurde (Abb. 4.6.3a). In den Uberstidnden von LSEC und OT-|
Kokulturen, in denen gleichzeitig Tnl Zellen anwesend und Antigen zugesetzt war,
konnten leicht erhéhte Konzentrationen an IL-6 nachgewiesen werden (Abb. 4.6.3b). Die
Steigerung war nicht signifikant, wie es in dem in Abb. 4.6.1c dargestellten Experiment

der Fall war. Zusammengefasst zeigen die Daten aber trotzdem, dass LSEC auch in dieser
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Kokultur durch Interaktion mit Tyl Zellen starker aktiviert waren. AuRBerdem war die
IFNy-Konzentration in Anwesenheit von Ty1 Zellen signifikant erh6ht (Abb. 4.6.3b). IFNy
ist wie IL-6 nicht in der Lage die Granzym-B-Expression einzuleiten (Bottcher et al.,
2014). Es wird jedoch deutlich, dass LSEC und Tyl Zellen in der Kokultur stimuliert
wurden und potenziell die Granzym-B-Expression Zytokin-vermittelt steigern kénnten.
Ein weiterer Beleg fiir die Aktivierung der T,1 Zellen in der Kokultur mit LSEC und
CD8' T Zellen ist die stabile Expression von Granzym B nach 18 h Stimulation
(Abb. 4.6.3c). T,1 Zellen besitzen wie CD8" T Zellen auch zytotoxische Effektorfunktionen

(Brown, 2010), was im Zuge der vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiter untersucht

wurde.
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Abbildung 4.6.3: LSEC und T,1 Zellen sind auch in der Kokultur mit CD8" T Zellen durch Antigen-spezifische
Interaktion aktiviert. (a-b) LSEC und OT-I Zellen wurden in An- und Abwesenheit von T,1 Zellen in vitro kultiviert.
Antigenprasentation wurde durch Zugabe von OVA und OVAs,3.339 ermoglicht, als Kontrolle fiir Antigen-unspezifische
Interaktion wurden die Kokulturen auch ohne Stimulus durchgefiihrt. (a) Nach 18 h Inkubation wurden die OT-I Zellen
geerntet und die Expression von Granzym B, CD25 und CD44 durchflusszytometrisch bestimmt. Die Quantifizierung
erfolgte durch Berechnung der MFI. (b) Die Uberstidnde der in (a) analysierten Kokulturen wurden mittels ELISA auf
die Konzentrationen von IL-6 und IFNy hin untersucht. (c) Exemplarische Darstellung der FACS-Analyse der Granzym-B-
Expression von T,1 Zellen nach 18 h Kokultur mit LSEC und CD8" T Zellen. In Grau ist die Farbung mit der Isotyp-
Kontrolle dargestellt. Die in (a) und (c) gezeigten Daten, sowie der in (b) dargestellte IFNy-ELISA reprdsentieren
jeweils n>3 voneinander unabhangige Experimente. Der in (b) analysierte IL-6 ELISA stammt aus n=1 Versuch.
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Zusammenfassend demonstrieren die Daten, dass LSEC und T,1 Zellen in der Kokultur
mit CD8" T Zellen aktiviert sind. Fraglich bleibt weiterhin, welche Zelle durch welches
Zytokin oder welche Zytokine die hier beschriebene Granzym-B- und CD25-

Hochregulation einleitet und steigert.

4.7 Die Blockade von IL-2 verhindert die Hilfe von T,1 Zellen bei der
Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC

Bisher konnte die neue Antigen- und LSEC-spezifische Helfer-Funktion von Ty1 Zellen bei
der Induktion von CD8" T Zellen beschrieben werden. Weiterhin konnte belegt werden,
dass die Hilfe durch Zytokine vermittelt wird, wobei diese sowohl von T,1 Zellen direkt
oder von LSEC, die durch Ty1 Zellen aktiviert wurden, stammen konnten. Allerdings ist
weiterhin unklar, durch welches Zytokin oder welche Zytokine die friihe Granzym-B-
Hochregulation nun induziert wird. Der Komplex aus IL-6 und dem l6slichen IL-6R war
ein vielversprechender Kandidat, da durch Béttcher und Schanz bereits gezeigt werden
konnte, dass die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC iber IL-6 Trans-
SignallUbertragung zur Expression von Granzym B fihrt (Bottcher et al., 2014). T,,1 Zellen
konnten somit LSEC aktivieren, was zu einer verstarkten Freisetzung von dem
IL-6/sIL-6R-Komplex und einer gesteigerten Granzym-B-Expression fihren konnte. In
dem von Bottcher und Schanz vorgestellten Mechanismus bleibt dieser Komplex
allerdings membrangebunden (Bottcher et al., 2014). Da bereits gezeigt wurde, dass der
Kokultur-Uberstand von LSEC und Tp1 Zellen alleine mit plattengebundenem CD3-
Antikorper die friihe Granzym-B-Expression einleiten kann (Abb. 4.5.2), kann der hier
beobachtete Phanotyp nicht ausschlieRlich tiber den membrangebundenen IL-6/sIL-6R-
Komplex vermittelt werden. Es ist denkbar, dass LSEC nach Aktivierung durch Ty1 Zellen
IL-6 und den sIL-6R freisetzen. Da der IL-6/sIL-6R-Komplex direkt nicht nachgewiesen
werden kann, wurde die mogliche Beteiligung durch Blockade der Signallibertragung
analysiert. Leider zeigte die Zugabe von IL-6 neutralisierendem Antikérper, der sowohl
die klassische, als auch die IL-6 Trans-Signallibertragung inhibiert (Rose-John, 2012),
keine Wirkung auf die Granzym-B-Expression der in der Kokultur stimulierten OT-1 Zellen
(Daten nicht gezeigt). Auch die spezifische Hemmung der IL-6 Trans-Signallibertragung
durch das Protein sgpl30Fc (Jostock et al., 2001) fihrte zu keiner verminderten

Granzym-B-Expression (Daten nicht gezeigt). Ursache dafiir konnten allerdings auch
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technische Probleme gewesen sein, da auch die IL-6-Blockade in der Kokultur von LSEC
und CD8" T Zellen alleine wirkungslos war (Daten nicht gezeigt).

Ein weiterer interessanter und denkbarer Kandidat war IL-2. Es ist bekannt, dass IL-2
entscheidend fiir die Expression von Granzym B bei CD8" Effektorzellen ist (Malek et al.,
2001; Pipkin et al., 2010). Bottcher und Schanz konnten zeigen, dass die Blockade von
IL-2 genau wie die Neutralisation von IL-6 zu einer Hemmung der Granzym-B-Expression
fihrt. Allerdings konnte die Inkubation von CD8" T Zellen mit DC und IL-2 keine friihe
Granzym-B-Expression induzieren, im Gegensatz zu der Stimulation mit DC oder
CD3/CD28 Partikeln und dem IL-6/sIL-6R-Komplex. Eine Granzym-B-Hochregulation
durch die Inkubation von LSEC-induzierten CD8" T Zellen mit IL-2 konnte ebenfalls nicht
beobachtet werden. Damit konnte IL-2 keine direkte Beteiligung an der LSEC-induzierten
frihen Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen nachgewiesen werden, eher die
mogliche Rolle eines Kofaktors (Bottcher et al., 2014).

Die Bedeutung von IL-2 fiir die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC und die hier
beobachtete T,1-Helfer-Funktion wurde zunachst durch Neutralisation des Zytokins in
der Kokultur von LSEC, OT-l und Ty1 Zellen und LSEC und OT-l Zellen alleine getestet
(Abb. 4.7.1). Wie erwartet wurde die Granzym-B-Expression bei Zugabe eines IL-2-
neutralisierenden Antikorpers zu der Kokultur von LSEC und OT-I Zellen signifikant
inhibiert. Auch die CD25-Expression war signifikant vermindert, wahrend CD44 auf der
Oberflache der Zellen sogar verstarkt vorhanden war. Interessanterweise zeigte sich der
gleiche Effekt bei Zugabe des IL-2-neutralisierenden Antikdrpers zu der Kokultur von
LSEC, OT-l und Tyl Zellen. Die Expression von Granzym B und CD25 war signifikant
vermindert, wadhrend die CD44-Expression auch hier erhdht war. Durch die
Isotypkontrolle des Antikérpers wurden keine vergleichbaren Effekte erzielt. Die
Ergebnisse zeigen einerseits, dass die Anwesenheit von T,1 Zellen nicht die Wirkung der
IL-2-Neutralisation auf die LSEC-vermittelte Induktion von CD8" T Zellen aufheben kann.
Weiterhin deuten sie darauf hin, dass IL-2 auch fiir die beobachtete Helfer-Funktion von

zentraler Bedeutung sein konnte.
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Abbildung 4.7.1: Durch Neutralisation von IL-2 wird die frilhe Granzym-B-Hochregulation von CD8" T Zellen
gehemmt. Durchflusszytometrische Untersuchung von OT-I Zellen nach 18 h Kokultur mit LSEC oder LSEC und Ty1
Zellen. Die Bedeutung der IL-2-Signallibertragung wurde durch Zugabe von 10 pg/ml anti-IL-2-Antikérper oder
10 ug/ml der entsprechenden Isotypkontrolle getestet. Die Daten sind reprasentativ fir n=3 unabhingige
Experimente.

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Blockade der IL-2-Signallbertragung auch die
Granzym-B-Expression nach Stimulation der CD8" T Zellen mit CD3-Antikérper und dem
Kokultur-Uberstand von LSEC und Tyl Zellen veradndert. Tatsichlich konnte in
Anwesenheit des IL-2-neutralisierenden Antikdrpers im Gegensatz zu der Isotypkontrolle
eine signifikante Verminderung der Granzym-B-Expression beobachtet werden
(Abb. 4.7.2a). Dieser Effekt konnte auch durch Verwendung eines CD25 blockierenden
Antikorpers erzielt werden (Abb.4.7.2b), was die Notwendigkeit der IL-2-
Signaltubertragung fiir die Granzym-B-Induktion und méglicherweise auch fir die Ty1-

vermittelte Helfer-Funktion weiter unterstreicht.
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Abbildung 4.7.2: Durch Blockade von IL-2 wird die Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen nach Stimulation mit
dem Kokultur-Uberstand von LSEC und T,1 Zellen verhindert. FACS-Analyse von CD8" T Zellen nach der Stimulation
mit plattengebundenem CD3-Antikdrper und Uberstanden aus der Kokultur von LSEC und T,1 Zellen. Die Granzym-B-
Expression wurde durch Berechnung der MFI quantifiziert. (a) IL-2 im Kokultur-Uberstand von LSEC und T,1 Zellen
wurde durch Zugabe von 10 pg/ml funktionalen IL-2-Antikérper neutralisiert. Als Negativkontrolle wurde die
entsprechende Isotypkontrolle zugesetzt. (b) Durch Zugabe von 10 pg/ml eines CD25-blockierenden Antikorpers oder
der entsprechenden Isotypkontrolle wurde die IL-2-Signallibertragung tGber den hochaffinen IL-2 Rezeptor gehemmt.
Daten aus (a) sind reprasentativ fir n=2 unabhangige Versuche, die Daten aus (b) stammen aus n=1 Experiment.
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Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass IL-2 eine Rolle bei der Induktion der
friihen Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen und méglicherweise auch der Helfer-
Funktion von Ty1 Zellen spielt. Wie genau diese Rolle aussieht, sollte nun im Weiteren

aufgeschlisselt werden.

4.8 IL-2 ist erforderlich fiir die Granzym-B-Hochregulation durch IL-6 Trans-

Signallibertragung

Die Granzym-B-Expression von CD4" und CD8" Effektor T Zellen wird durch IL-2-
SignallUbertragung eingeleitet und ist nach zwei bis drei Tagen Stimulation nachweisbar
(Malek et al., 2001; Pipkin et al., 2010; Qui et al., 2011). Im Gegensatz dazu ist die LSEC-
induzierte Granzym-B-Expression bereits nach 18 h messbar und nur voriibergehend
wahrend der Differenzierung zu Gedachtniszellen hochreguliert (Béttcher et al., 2014).
Wie Bottcher und Schanz zeigen konnten, kann IL-2 alleine keine Granzym-B-Expression
nach 18 h einleiten (Bottcher et al., 2014). Trotzdem zeigen die in Abschnitt 4.7
dargestellten Daten deutlich, dass die IL-2-Signalibertragung flr die LSEC-
vermittelte frlihe Expression von Granzym B unerldsslich ist. Da die Granzym-B-
Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC {iber IL-6 Trans-Signaliibertragung eingeleitet
wird, sollte das IL-2-Signal demnach unabhangig von LSEC generell fir die Granzym-B-
Induktion durch IL-6 Trans-Signallibertragung entscheidend sein. Analysiert werden
konnte dies mit Hilfe des Fusionsproteins Hyper-IL-6, das aus IL-6 und dem sIL-6R
zusammengesetzt ist und wie der natlrlich vorkommende Komplex die IL-6 Trans-
SignallUbertragung einleiten kann (Fischer et al., 1997).

Um die Bedeutung von IL-2 auf die Hyper-IL-6-vermittelte Granzym-B-Expression zu
testen, wurden CD8" T Zellen mit plattengebundenem CD3-Antikérper und Hyper-IL-6
unter Zugabe von IL-2-neutralisierenden Antikorper oder der entsprechenden Isotyp-
kontrolle stimuliert. Wie erwartet induzierte die Stimulation mit Hyper-IL-6 die
Hochregulation von Granzym B bei den CD8" T Zellen (Abb. 4.8.1). Nach Stimulation der
Zellen ohne Hyper-IL-6 konnte nur eine basale Granzym-B-Expression gemessen werden.
Durch Blockade des IL-2-Signals wurde die Hyper-IL-6-vermittelte Granzym-B-Expression
signifikant vermindert. Auch die Expression von CD25 war erwartungsgemal deutlich
reduziert, da in Abwesenheit von IL-2 auch die Expression des hochaffinen

IL-2 Rezeptors nicht durch IL-2-Signallbertragung positiv verstarkt wird (Kalia et al.,
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2010). Interessant ist, dass Hyper-IL-6 neben Granzym B auch die Expression von CD25
signifikant steigerte (Abb. 4.8.1).
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Abbildung 4.8.1: Durch die Blockade von IL-2 wird die Hyper-IL-6 vermittelte Granzym-B-Expression unterdriickt.
Naive CD8" T Zellen wurden mit plattengebundenem CD3-Antikérper und Hyper-IL-6 fiir 18 h stimuliert. Weiterhin
wurde ein IL-2-neutralisierender Antikorper oder die entsprechende Isotypkontrolle zugefiigt. Mittels
Durchflusszytometrie wurde der Einfluss der IL-2-Neutralisation wahrend der IL-6 Trans-Signallibertragung auf die
Expression von Granzym B und CD25 untersucht. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir n>3 unabhdngige
Experimente.

Durch Zugabe eines CD25-blockierenden Antikorpers wurde weiterhin untersucht, ob
die Expression des hochaffinen IL-2 Rezeptors wichtig fir die Granzym-B-Expression
durch IL-6 Trans-Signallibertragung ist. Tatsachlich verminderte dies ebenfalls signifikant
die Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen, die mit CD3-Antikérper und Hyper-IL-6 fiir
18 h stimuliert wurden (Abb. 4.8.2). Anhand der starken Verminderung der MFI von
CD25 kann die Funktionalitat der Blockade belegt werden.

Durch die in Abb. 4.8.1 und Abb. 4.8.2 gezeigten Daten wurde damit eindeutig belegt,
dass das IL-2-Signal Bestandteil der durch IL-6 Trans-Signallibertragung eingeleiteten

frihen Expression von Granzym B ist.
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Abbildung 4.8.2: Die Blockade des hochaffinen IL-2 Rezeptors verhindert die Hyper-IL-6-induzierte Expression von
Granzym B. FACS-Analyse von CD8" T Zellen, die auf aCD3-beschichteten Zellkulturplatten mit Hyper-IL-6 stimuliert
wurden. Weiterhin wurde CD25-blockierender Antikorper oder die entsprechende Isotypkontrolle zugefiigt. Nach 18 h
erfolgte die FACS-Analyse der Granzym-B- und CD25-Expression. Die Daten sind reprasentativ fiir n=3 voneinander
unabhangige Versuche.

Mit dem Wissen, dass das IL-2-Signal zusammen mit der IL-6 Trans-Signallibertragung
die friihe Granzym-B-Expression einleitet, war jedoch noch nicht belegt, dass die hier
beschriebene Helfer-Funktion der T,1 Zellen auch durch Bereitstellung von IL-2
vermittelt werden kann. Die zentrale Frage war daher, ob die frihe Granzym-B-
Expression durch Hyper-IL-6 weiter gesteigert werden kann, wenn dem Zellkultur-
Medium zusatzlich noch IL-2 zugesetzt wird. Wie in Abb. 4.8.3 dargestellt ist, konnte die
Granzym-B-Expression durch IL-2-Zugabe wahrend der Stimulation mit Hyper-IL-6
signifikant gesteigert werden. Auch die Expression von CD25 war durch zusatzliches IL-2
wahrend der IL-6 Trans-Signallibertragung erhoht, wenn auch nicht signifikant. In
Anwesenheit von IL-2 und dem CD3-Stimulus alleine konnte nur eine basale Granzym-B-
Expression gemessen werden, vergleichbar mit der Stimulation durch den CD3-
Antikorper in unbehandeltem Medium. Die CD25-Expression war wie erwartet auch in
Anwesenheit von IL-2 ohne Hyper-IL-6 erhoht. Allerdings zeigt die Quantifizierung, dass
die Expression vergleichbar mit der Stimulation durch den CD3-Antikdrper und
Hyper-IL-6 war. Durch IL-6 Trans-Signallibertragung scheint daher die Expression von
CD25 gesteigert zu werden, was entweder direkt oder durch Produktion von IL-2

vermittelt werden konnte.
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Abbildung 4.8.3: Die Zugabe von IL-2 verstarkt die Granzym-B-Hochregulation durch IL-6 Trans-Signaliibertragung.
Naive CD8" T Zellen wurden mit plattengebundenem CD3-Antikérper fir 18 h stimuliert. Wie angegeben wurde
selektiv Hyper-IL-6 und/oder IL-2 zugegeben. Die Auswertung erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die Daten sind
reprasentativ fiir n>3 Experimente.

Der durch Hyper-IL-6 und IL-2 induzierte Effekt der gesteigerten Granzym-B-Expression
war weiterhin abhangig von der Konzentration beider Zytokine titrierbar (Abb. 4.8.4).
Dabei konnte durch zuséatzliche 1 ng/ml und 5 ng/ml IL-2 im Medium jeweils noch eine
Steigerung der Hyper-IL-6-eingeleiteten Granzym-B-Expression gemessen werden. Eine
weitere Steigerung auf 10 ng/mlIL-2 brachte aber ungeachtet von der Hyper-IL-6-
Konzentration keinen weiteren Zugewinn an Granzym-B-Expression. Dies zeigt, dass die

T Zellen schon bei 5 ng/ml IL-2 maximal stimuliert waren.
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20 1 O 1 ng/ml Hyper-IL-6
17,5 1 O 2,5 ng/ml Hyper-IL-6
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Abbildung 4.8.4: Die frilhe Granzym-B-Expression und die weitere Hochregulation durch IL-2 sind titrierbar.
Durchflusszytometrische Analyse von CD8" T Zellen nach 18 h Stimulation mit plattengebundenem CD3-Antikérper.
Dem T Zell-Medium wurde weiterhin Hyper-IL-6 und IL-2 in den angegebenen Konzentrationen zugesetzt. Die Daten
sind reprasentativ fiir n=3 voneinander unabhéngige Versuche.

Tl Zellen sezernieren grofe Mengen an IL-2 nach Stimulation, was auch nach Antigen-
spezifischer Interaktion mit LSEC nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.6.2b). Der Form
halber wurde nicht gezeigt, dass von T,1 Zellen freigesetztes IL-2 die Granzym-B-

Expression nach LSEC-Stimulation steigert. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass IL-2
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von Tyl Zellen einen entscheidenden Anteil an der hier beschriebenen Helfer-Funktion

bei der LSEC-vermittelten Induktion von CD8" T Zellen hat.

4.9 LSEC konnen nach Aktivierung die frilhe Granzym-B-Expression von

CD8" T Zellen Zytokin-vermittelt induzieren

Die Helfer-Funktion von Tyl Zellen bei der frilhen Granzym-B-Expression von
CD8" T Zellen ist LSEC-spezifisch und kann auch alleine durch den Kokultur-Uberstand
von LSEC und Tyl Zellen in Kombination mit plattengebundenem CD3-Antikérper
eingeleitet werden. Dies deutet zusammen mit der fehlenden Granzym-B-Expression
nach 18 h IL-2-Stimulation ohne Hyper-IL-6 darauf hin, dass auch LSEC die Expression
von Granzym B durch Zytokin-Sekretion einleiten und steigern kénnen. Durch Blockade
mit funktionalem IL-6-Antikérper oder dem Protein sgp130Fc konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit keine Beteiligung der IL-6 Trans-Signallbertragung nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Um dennoch eine mogliche Beteiligung der Zytokin-
Sekretion durch LSEC zu analysieren, wurde alternativ ein Kultur-Uberstand aus der
Stimulation von Ty1 Zellen mit CD3/CD28-beschichteten Partikeln generiert, der nur
inflammatorische Zytokine der T,1 Zellen enthielt. Dieser Uberstand I8ste vergleichbar
mit dem T Zell-Medium der unbehandelten Probe nur eine basale Granzym-B-Expression
aus (Abb.4.9.1). Auch der Kokultur-Uberstand von LSEC und Tyl Zellen, der ohne
Antigen generiert wurde, hatte, wie bereits gezeigt, kaum einen verstarkenden Effekt
auf die Granzym-B-Expression der CD8" T Zellen. Im Gegensatz dazu zeigten
CD8" T Zellen, die mit CD3-Antikérper und dem Uberstand von LSEC und Tn1 Zellen mit
Antigen stimuliert wurden, eine starke Granzym-B-Expression. Diese war vergleichbar

mit der Stimulation von Hyper-IL-6, was als Positivkontrolle eingesetzt wurde.
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0,5
0 Abbildung 4.9.1: Die Zytokin-Sekretion von T,1 Zellen reicht alleine nicht aus, um die
Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen einzuleiten. Naive CD8" T Zellen wurden fiir
Q’é\q’ 18 h mit plattengebundenem CD3-Antikorper unter Zusatz verschiedener Zellkultur-
(‘Q%QQ/ Uberstinde, von Hyper-IL.-6 als Positivkontrolle oder T Zell-Medium als Negativ-
Oq,\_ & kontrolle (unbehandelt) stimuliert. Die Analyse der Granzym-B-Expression erfolgte
\Cl)Q '\3% mittels Durchflusszytometrie. Die Daten sind reprasentativ fir n>3 unabhangige

;)GJ Q7 Experimente.
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Die in Abb. 4.9.1 analysierten Daten deuten darauf hin, dass LSEC die Expression von
Granzym B bei CD8" T Zellen nach T,l-vermittelter Aktivierung durch Zytokin-
Freisetzung einleiten konnen. Aber gilt das nur in Bezug auf die Stimulation durch
Tw1 Zellen, oder filir die Aktivierung von LSEC allgemein? Wie bereits anhand der
gesteigerten Expression von VCAM-1, ICAM-1 und H-2K" nachgewiesen werden konnte,
werden LSEC auch durch die Stimulation mit LPS aktiviert. Die Uberstinde des in
Abb. 4.6.1a-b analysierten Experimentes wurden im Folgenden zur Stimulation naiver
CD8" T Zellen in Kombination mit plattengebundenem CD3-Antikérper verwendet. Wie
schon zuvor gezeigt, induzierte der Kokultur-Uberstand von LSEC und Tn1 Zellen eine
starke Granzym-B-Expression (Abb. 4.9.2). Interessanterweise zeigten CD8" T Zellen, die
mit dem Uberstand aus der Kultur von LSEC mit LPS inkubiert wurden, ebenfalls eine
signifikante Hochregulation von Granzym B. Durch die TCR-Stimulation der CD8" T Zellen
und die Inkubation mit unbehandeltem Medium oder dem Uberstand von LSEC mit
Antigen wurde nur eine basale Granzym-B-Expression eingeleitet. Man kann die Daten
daher als weiteren Hinweis darauf verstehen, dass LSEC nach Aktivierung ein Zytokin
oder verschiedene Zytokine sekretieren, was als Folge die Induktion der CD8" T Zellen

induziert.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass LSEC die Granzym-B-Expression von
CD8" T Zellen nach Aktivierung durch Freisetzung von Zytokinen einleiten kénnen. Tyl
Zellen verstarken dies nach Antigen-spezifischer Interaktion mit LSEC ebenfalls durch
Zytokin-Produktion. Im Fall von T,1 Zellen wird die Steigerung der Granzym-B-Expression
sehr wahrscheinlich durch IL-2 gesteuert. Es konnte nicht nachgewiesen werden, durch
welches Zytokin LSEC die Hochregulation des Zytotoxizitdtsmarkers bei CD8" T Zellen
induzieren. Da jedoch der Phanotyp zum Zeitpunkt von 18 h bei den T Zellen nach
gesteigerter Aktivierung der LSEC nicht verandert, sondern nur verstarkt ist, ist durchaus
denkbar, dass die Stimulation der T Zellen grundsatzlich weiterhin iber die gleichen
Signale vermittelt wird. In dem Fall wiirden LSEC IL-6 und den sIL-6R freisetzen, was als
Komplex zusammen mit dem von T,1 Zellen sekretierten IL-2 bei CD8" T Zellen eine

starke Expression von Granzym B bereits nach 18 h induziert.
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5 Diskussion

Fir die funktionale Aktivierung naiver T Zellen wird eine Kombination von drei Signalen
bendtigt. Diese bestehen aus der Antigen-spezifischen Stimulation des TCR, aus
kostimulatorischen Signalen und aus inflammatorischen Signalen, die die Anwesenheit
von Gefahr anzeigen (Curtsinger and Mescher, 2010; Curtsinger et al., 2005). Fehlen
solche inflammatorischen Signale, so sind T Zell-Toleranz, Deletion und Anergie die Folge
(Curtsinger et al.,, 2003; Curtsinger and Mescher, 2010; Kolumam et al., 2005).
CD4" T Helferzellen kénnen die Unterstiitzung liefern, um eine Aktivierung und
funktionale Differenzierung der CD8" T Zellen einzuleiten und so die Bildung von
Toleranz zu verhindern (Bevan, 2004). Die Hilfe von CD4" T Zellen wird nicht generell,
sondern abhangig von den inflammatorischen Stimuli fir die Einleitung einer CTL-
vermittelten primaren Immunantwort gebraucht. Besonders wichtig ist sie aber bei
Infektionen mit weniger starken einhergehenden inflammatorischen Signalen oder bei
der Induktion von CD8" T Zellen in Abwesenheit von Inflammation (Bennett et al., 1997;
Wang and Livingstone, 2003; Wiesel and Oxenius, 2012). Weiterhin ist die Fahigkeit von
CD8" T Zellen zur Bildung von Gedichtniszellen abhingig von der Anwesenheit von
CD4" T Zellen (Janssen et al., 2003; Shedlock and Shen, 2003; Sun and Bevan, 2003).
Naive CD8" T Zellen differenzieren unter homdostatischen Bedingungen durch LSEC-
Induktion zu Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen (Bottcher et al., 2013), dem ein sehr
friiher, jedoch voribergehender Gewinn zytotoxischer Effektorfunktionen vorausgeht
(Bottcher et al., 2014). T,1 Zellen werden, wie andere Effektor T Zellen auch, gezielt in
die Leber rekrutiert (Derkow et al.,, 2011; Klugewitz et al., 2002b) und sind Quelle
proinflammatorischer Zytokine, die die Aktivierung und Differenzierung von
CD8" T Zellen unterstiitzen kénnen (Wan, 2010). Virus-spezifischen CD4" T Zellen konnte
eine Beteiligung an der Bekampfung hepatischer Infektionen durch Mithilfe an der
Induktion von CD8" T Zellen nachgewiesen werden (Grakoui et al., 2003; Provine et al.,
2014). Allerdings werden Effektorfunktionen von T,1 Zellen unter homdoostatischen
Bedingungen von den in der Leber als APC vorherrschenden LSEC langfristig gehemmt
(Carambia et al., 2013).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tyl Zellen auch unter
homdostatischen Bedingungen in vitro die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC
unterstiitzen. Dabei steigerte die T,1-vermittelte Hilfe spezifisch die friihe Expression
von Granzym B bei LSEC-induzierten CD8" T Zellen, wahrend DC-induzierte CD8" T Zellen

keine verstarkte friihe Expression des Zytotoxizitatsmarkers aufwiesen. Der beobachtete
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Effekt war abhangig von der Antigen-spezifischen Interaktion von LSEC und T,1 Zellen
und wurde durch die Sekretion inflammatorischer Zytokine beider Zellpopulationen
eingeleitet. LSEC konnten nach Aktivierung einen l6slichen Botenstoff sekretieren, der
die Granzym-B-Expression der CD8" T Zellen induzierte und so erst erméglichte. Im Fall
von Tyl Zellen ist es sehr wahrscheinlich, dass freigesetztes IL-2 die Expression von
Granzym B und CD25 weiter steigerte. Durch die Analyse der beobachteten Helfer-
Funktion konnte weiterhin die elementare Bedeutung von IL-2 bei der durch IL-6 Trans-
Signallibertragung induzierten Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen nachgewiesen
werden.

Die hier vorgestellten Daten belegen somit eine neue T,1-vermittelte Helfer-Funktion
bei der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC. Die CD4" T Zellen kénnen auch unter
homoostatischen Bedingungen die friihe Expression von Granzym B und CD25 steigern

und zu der optimalen Aktivierung von CD8" T Zellen durch LSEC beitragen.

5.1 Die Interaktion von T,1 Zellen mit LSEC fiihrt zu einer friihen

wechselseitigen Aktivierung

Die Hilfe von CD4" T Zellen ist essenziell fiir die Generierung von CD8* Gedichtniszellen
nach Aktivierung durch professionelle APC (Janssen et al., 2003; Shedlock and Shen,
2003; Sun and Bevan, 2003). Unter inflammatorischen Bedingungen konnte bereits
gezeigt werden, dass Pathogen-spezifische Helferzellen auch wichtig fiir die optimale
Induktion von CD8" T Zellen in der Leber und die langfristige Bekdmpfung hepatischer
Infektionen sind (Gerlach et al., 1999; Grakoui et al., 2003; Provine et al., 2014). Es ist
durchaus denkbar, dass CD4" T Zellen auch an der Generierung Leber-induzierter
Gedachtnis T Zellen unter homoostatischen Bedingungen mitwirken. Dagegen spricht,
dass LSEC in Abwesenheit von Inflammation langfristig Effektorfunktionen von T,1 Zellen
inhibieren (Carambia et al., 2013). Daher stand neben der Frage, ob T Helferzellen an der
Generierung Leber-induzierter Gedachtnis T Zellen beteiligt sind, die folgende Frage im
Vordergrund: Sind CD4" T Zellen dazu fihig, die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC
zu unterstitzen? Ziel dieser Arbeit war es, dies herauszufinden.

Wie bereits erwahnt, werden Ty1 Zellen gezielt in die Leber rekrutiert (Derkow et al.,
2011; Klugewitz et al., 2002b), eine Interaktion mit LSEC findet also in vivo prinzipiell

statt. Sie sekretieren inflammatorische Zytokine, die die Induktion von CD8" T Zellen
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unterstitzen konnen und sind an der Einleitung Zell-vermittelter Immunantworten
beteiligt (Wan, 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Generierung von Ty1 Zellen mit der Expression des
charakteristischen Transkriptionsfaktors T-bet etabliert werden. Nach Restimulation
exprimierten diese Tyl Zellen weiterhin die typischen Zytokine IFNy und TNF (siehe
Abschnitt 4.1). Auch nach 18 h Kokultur mit LSEC oder LSEC und OT-I Zellen zeigten die
Helferzellen Effektorfunktionen wie die Sekretion von IFNy und IL-2 sowie die Expression
von Granzym B (siehe Abschnitt 4.6). Es scheint daher, dass die Interaktion mit LSEC
nicht zu einer sofortigen Einschrankung der Effektorfunktionen von Ty1 Zellen fihrt.
Vielmehr konnten T,1 Zellen durch LSEC Antigen-spezifisch stimuliert werden und
inflammatorische Zytokine freisetzen. LSEC waren DC und CD3/CD28-beschichteten
Partikeln in Bezug auf die 18-stiindige Stimulation der Ty1 Zellen nicht unterlegen (siehe
Abschnitt 4.6). Im Vergleich wirkt es sogar so, als ob LSEC effizienter in der kurzzeitigen
Stimulation der CD4"TZellen sind. In vivo unter nicht ganz so optimalen
Interaktionsbedingungen ist dies aber unwahrscheinlich. Die Inhibierung der
Effektorfunktionen der T Zellen durch LSEC tritt dagegen erst nach mehrtagiger
Inkubation auf (Carambia et al., 2013) und beeinflusst nicht unbedingt die friihe Hilfe bei
der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC. Tyl Zellen, die auRerhalb der Leber
generiert wurden und deren Effektorfunktionen somit nicht direkt durch das tolerogene
Milieu dieses Organs eingeschrankt sind, kéonnten daher die beobachtete Helfer-

Funktion bei der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC ausiiben.

Neben den T,1 Zellen wurden auch LSEC durch die Antigen-spezifische Interaktion mit
Tw1l Zellen aktiviert. Nach Inkubation mit T,1 Zellen konnte auch im Vergleich zu der
bereits aktivierenden Stimulation mit LPS eine signifikante Steigerung der Expression
von VCAM-1, ICAM-1 und H-2K® nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 4.6). Die
verstirkte Prasenz von H-2K® auf der Oberfliche der LSEC kénnte in vivo und in vitro die
ohnehin schon gute Effizienz der Zellen zur Présentation von Antigenen fiir CD8" T Zellen
weiter verbessern. VCAM-1 und ICAM-1 sind wichtig fiir die Einwanderung von
CD8" T Zellen in die Leber (John and Crispe, 2004; Knolle and Gerken, 2000; Oo and
Adams, 2010). In vivo konnte deren gesteigerte Expression daher zu einer verstarkten
Rekrutierung der T Zellen fihren. VCAM-1 reguliert weiterhin die Einwanderung von
Th1 Zellen in hepatische Gewebe (Bonder et al., 2005; Oo and Adams, 2010). Es ist daher
durchaus denkbar, dass eine Aktivierung von LSEC durch T,1 Zellen die Rekrutierung

weiterer Ty1 Zellen beglinstigt.
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Weiterhin konnten in den Uberstinden der Kokultur von LSEC und Tyl Zellen sowie
LSEC, Th1 und OT-I Zellen gesteigerte Konzentrationen von IL-6, wenn auch nicht immer
signifikant, nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 4.6). IL-6 alleine kann die Induktion
von CD8" T Zellen durch LSEC nicht steigern (Béttcher et al., 2014). An den IL-6R von
LSEC gebundenes IL-6 konnte aber durchaus zu einer gesteigerten Granzym-B-
Expression der T Zellen fiihren. Dieser Komplex auf LSEC ist so jedoch nicht nachweisbar.
Im Zuge der Arbeit konnte keine Beteiligung der IL-6 Trans-Signallibertragung an der
beobachteten Helfer-Funktion von T,1 Zellen nachgewiesen werden (siehe Abschnitt
4.7). Ursache dafilir konnten jedoch auch technische Probleme gewesen sein.

Zusammenfassend konnte belegt werden, dass LSEC und Ty1 Zellen Antigen-spezifisch
interagieren. Dies flihrte zum friihen Zeitpunkt nach 18 h Kokultur zu der gegenseitigen
Aktivierung beider Zellpopulationen, was die Grundlage flr die im Folgenden diskutierte
Hilfe von Th1 Zellen bei der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC darstellt.

5.2 T,1 Zellen verstarken die friilhe Expression von Granzym B und CD25

spezifisch bei LSEC-induzierten CD8" T Zellen

Die Induktion naiver CD8" T Zellen durch LSEC fiihrt zu der Bildung von Leber-
induzierten Gedachtnis T Zellen, die die konventionelle Entwicklung von Effektor- und
Gedachtniszellen erganzen (Bottcher et al.,, 2013). Der Mechanismus der IL-6 Trans-
SignalUbertragung tragt elementar zu der Induktion der T Zellen durch die Leber-APCs
bei (Bottcher et al., 2014). Eine Beteiligung der IL-6 Signallibertragung (MacLeod et al.,
2011), auch in Kombination mit IL-2 (Okada et al., 1988; Takai et al., 1988), an der
Differenzierung zu CTL und Gedachtniszellen konnte bereits beobachtet, aber nicht im
Detail charakterisiert werden. Allerdings untersuchten die Studien nur die klassische IL-6
SignalUbertragung und den Gewinn von Effektorfunktionen nach mehrtagiger
Stimulation.

LSEC konnen sehr effizient im Blut zirkulierende I6sliche Antigene aufnehmen und diese
CD8" T Zellen kreuzprasentieren (Knolle and Limmer, 2003). Unter homd&ostatischen
Bedingungen resultiert dies in der Generierung langlebiger Gedachtniszellen, die in
lymphatische Gewebe einwandern koénnen und das Potenzial besitzen, neue
Effektor T Zellen zu generieren. LSEC-induzierte Gedachtniszellen kdnnen nach Antigen-

spezifischer Reaktivierung, die zusammen mit kostimulatorischen Signalen liber CD28
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und IL-12 erfolgt, effektiv an der Bekampfung von Infektionen unter inflammatorischen
Bedingungen beteiligt sein. Damit unterstiitzen die Endothelzellen die Induktion einer
Immunantwort durch CD8" T Zellen gegen zuvor zirkulierende Antigene. Dies kann
besonders dann von Bedeutung sein, wenn Antigene ohne damit einhergehende
Aktivierung des angeborenen Immunsystems systemisch verteilt werden, wie es
beispielsweise bei Tumoren oder viralen Infektionen vorkommt (Bottcher et al., 2013).
Kreuzprasentation durch professionelle APC wie DC fihrt unter diesen Bedingungen zu
Toleranz, Deletion und Anergie (Probst et al., 2005; Redmond and Sherman, 2005;
Steinman et al., 2003). Durch Induktion von Gedachtniszellen verhindern LSEC somit die
Eliminierung Antigen-spezifischer CD8" T Zellen aus dem T Zell-Repertoire und
ermoglichen zu einem spateren Zeitpunkt die Generierung Pathogen-spezifischer T Zell-
Immunantworten (Bottcher et al., 2013).

Bottcher und Schanz konnten zeigen, dass der Differenzierung zu Leber-induzierten
Gedachtnis T Zellen eine sehr friihe, voriibergehende Expression von Granzym B
vorausgeht. Die LSEC-induzierten T Zellen sind bereits nach 18 h in der Lage,
zytotoxische Effektorfunktionen auszuliben und Zielzellen zu téten (Bottcher et al.,
2014). In der vorliegenden Arbeit wurde dieses experimentelle Modell verwendet, um
den Einfluss von Ty1 Zellen auf die LSEC-vermittelte Induktion von CD8" T Zellen zu
analysieren. Die aktivierten CD8" T Zellen wurden dafiir auf die Expression von
Granzym B, CD25 und CD44 hin untersucht. Die Granzym-B-Expression zeigt das
zytotoxische Potenzial der Zellen (Heusel et al., 1994; Trapani and Smyth, 2002),
wahrend die Expression der IL-2 Rezeptor o-Kette (CD25) wichtig fir die angehende
Differenzierung, Proliferation und Expansion der Zellen ist (Lan et al., 2008). Erhohte
Level des Adhasionsmolekils CD44 zeigen die Antigen-spezifische Stimulation der
T Zellen (Baaten et al., 2010).

CD8" T Zellen, die durch Kreuzprasentation von LSEC aktiviert wurden, weisen bereits
eine starke Expression von Granzym B, CD25 und CD44 auf (Bottcher et al., 2014). Dies
konnte auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. In Anwesenheit von T,1 Zellen
wurde die Expression von Granzym B und CD25 auf LSEC-induzierten CD8" T Zellen
weiter erhoht (siehe Abschnitt 4.2). Dies deutet auf ein verstarktes zytotoxisches
Potenzial und die gesteigerte Fahigkeit zur Proliferation und Differenzierung durch Hilfe
von T,1 Zellen hin und passt zu der durch T,1 Zellen verstarkten Zytotoxizitdt von
CD8" T Zellen unter inflammatorischen Bedingungen in der Leber (Derkow et al., 2011).
Die Expression von CD44 war in Gegenwart der CD4" T Zellen nicht verdndert (siehe

Abschnitt 4.2). In wenigen Experimenten steigerte die Anwesenheit von T,1 Zellen auch
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die Expression von CD44 (siehe Abschnitt 4.3 und Abschnitt 4.5). Dies konnte jedoch nur
selten beobachtet werden und dndert nichts an dem hier beschriebenen Phanotyp der
LSEC-induzierten CD8" T Zellen. Die beobachtete Expression von Granzym B, CD25 und
CDA44 trat nur ein, wenn LSEC das OVA-Antigen prasentierten. In Abwesenheit der APC
oder des Antigens fand keine Aktivierung der Zellen statt, vielmehr konnte ein Phanotyp
vergleichbar mit naiven OT-I Zellen (0 h Zeitpunkt) beobachtet werden (siehe Abschnitt
4.2). T Zellen ohne Kontakt zu LSEC wiesen eine erhohte Mortalitat auf, was durch die
Inkubation von OT-I Zellen zusammen mit Ty1 Zellen reduziert war (Daten nicht gezeigt).
Eine verstarkte Expression von Granzym B, CD25 und CD44 konnte aber auch hier nicht
beobachtet werden. LSEC-induzierte CD8" T Zellen erhalten neben der Prisentation von
Antigenen Uberlebenssignale durch die APC und exprimieren das anti-apoptotische
Protein Bcl-2 (Bottcher et al.,, 2013; Diehl et al., 2008). Auch T,1 Zellen scheinen
Uberlebenssignale in der Kokultur mit OT-I Zellen bereitzustellen. Zu der Aktivierung der

CD8" T Zellen fiihrt dies jedoch nicht.

Boéttcher und Schanz konnten bereits zeigen, dass die Induktion von CD8" T Zellen durch
DC nicht zu einer signifikanten friihen Expression von Granzym B fiihrt. Sie sahen jedoch
keine Unterschiede bei der Expression von CD25 und CD44 zwischen LSEC- und DC-
induzierten OT-l Zellen (Bottcher et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit konnte durch
Stimulation von DC ebenfalls nur eine geringe Granzym-B-Expression in CD8" T Zellen
induziert werden. Dies konnte auch durch die Hilfe von T,1 Zellen nicht verandert
werden (siehe Abschnitt 4.3). In dem in Abschnitt 4.3 analysierten Experiment waren DC
jedoch durchaus in der Lage, im Vergleich zu LSEC eine hohere Expression von CD25 und
CD44 einzuleiten. Die Expression von CD25 war dabei in Anwesenheit von T,1 Zellen
weiter signifikant erhoht. Das deutet darauf hin, dass die CD4' T Zellen auch die
Stimulation von OT-l Zellen durch DC unterstiitzten, jedoch fiihrte dies nicht zu einer
Steigerung der frihen Granzym-B- und CD44-Expression. Ein Zusammenhang zwischen
der Hilfe durch CD4" T Zellen und der Hochregulation von CD25 konnte bereits in vivo fiir
virale und bakterielle Infektionen nachgewiesen werden (Obar et al., 2010). Die CD25-
Hochregulation kann dabei durch Lizenzierung der APC oder aber direkt durch IL-2-
Sekretion stimulierter Helferzellen erfolgen (Cox et al., 2011; Obar et al., 2010).

Die Unterschiede in der Expression von CD25 und CD44 waren nicht in jedem Versuch so
signifikant, wie in dem in Abschnitt 4.3 gezeigten Experiment. Dies kann darauf

zurlickgefihrt werden, dass bei der Kokultur von vier verschiedenen primaren Zellarten
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durchaus die Vitalitat der einzelnen Zellpopulationen schwanken kann. Dies dndert aber
grundsatzlich nichts an dem hier beschriebenen Phanotyp.

Interessant ist, dass in Anwesenheit von Tyl Zellen die Expression bestimmter Marker
gesteigert wurde. Der grundsatzliche Phanotyp, der hier durch die Art der APC und die
damit einhergehende Kombination stimulatorischer Signale bestimmt wurde, blieb
jedoch zum friihen Zeitpunkt von 18 h auch in Anwesenheit der Helferzellen erhalten.
LSEC-stimulierte CD8* T Zellen exprimierten auch unter dem Einfluss von T,1 Zellen
weiterhin Granzym B, CD25 und CD44. Granzym B und CD25 wurden durch die Hilfe der
CD4" T Zellen aber weiter hochreguliert. DC-stimulierte CD8* T Zellen zeigten dagegen
auch nach Unterstiitzung der Induktion durch Ty1 Zellen keine signifikante Expression
von Granzym B. Die CD44-Expression blieb jedoch erhalten und CD25 wurde
hochreguliert, was auf die Hilfe der CD4" T Zellen hindeutet. T,1 Zellen scheinen daher
die Induktion der CD8" T Zellen durch LSEC und DC zu unterstiitzen. Zumindest zu dem

friihen Zeitpunkt von 18 h verandern sie diese aber nicht.

5.3 T,1 Zellen verstirken die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC

Antigen-spezifisch

Fir die Induktion von naiven CD8" T Zellen durch LSEC und der daraus resultierenden
frihen Granzym-B-Expression ist eine Antigen-spezifische Interaktion zwischen dem TCR
der T Zellen und dem Peptid/MHC-I-Komplex der APC unabdingbar. Dies konnte bereits
durch Boéttcher und Schanz gezeigt werden (Bottcher et al., 2014) und wurde auch im
Rahmen dieser Arbeit bestétigt (siehe Abschnitt 4.2).

Die Helfer-Funktion von CD4'T Zellen bei der Induktion von HSV-spezifischen
CD8" T Zellen durch DC beruht ebenfalls auf der MHC-Il-vermittelten, Antigen-
spezifischen Interaktion der Zellen (Smith et al., 2004). LSEC exprimieren konstitutiv
jedoch nur geringe Mengen an MHC-II (Thomson and Knolle, 2010). Deshalb wurde der
Kokultur zur Ermoglichung der optimalen Interaktion von LSEC und Th1 Zellen neben
OVA auch das Peptid OVAs3,3339, dass OT-ll Zellen auf I-Ab Molekiilen wegen ihres
transgenen TCR erkennen konnen, zugesetzt. Da die Anwesenheit von Antigen aber
Grundvoraussetzung fiir die Aktivierung der CD8" T Zellen ist und LSEC auch
aufgenommenes OVA prozessieren und U(iber MHC-Il prasentieren koénnen, war

weiterhin unklar, ob die beobachtete Helfer-Funktion wirklich der Antigen-spezifischen
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Interaktion von LSEC und T,1 Zellen bedarf. Dies wurde untersucht, indem die OVA-
basierte Interaktion auf der TCR/MHC-Ebene unterbunden wurde.

Thl-differenzierte Zellen mit einem Wildtyp-TCR, der nicht das durch LSEC prasentierte
OVA3,3.339-Peptid erkennt, konnten die Induktion von CD8" T Zellen durch die Endothel-
zellen nicht unterstiitzen (siehe Abschnitt 4.4). Gleiches konnte beobachtet werden,
wenn durch Verwendung von MHC-Il defizienten LSEC die Antigen-spezifische
Interaktion mit T,,1 Zellen unterbunden wurde. In diesem Fall I6ste die Anwesenheit von
OT-Il T,1 Zellen eine leicht erhohte Granzym-B- und CD25-Expression aus (siehe
Abschnitt 4.4). Es ist moglich, dass T,1 Zellen aufgrund der Voraktivierung geringe
Mengen an Zytokinen sekretierten, was die leichte Hochregulation von Granzym B und
CD25 bei den CD8" T Zellen induzierte. Die geringe Steigerung deutet aber nicht darauf
hin, dass hier eine Antigen-unspezifische T,1-Hilfe stattfand.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass auch bei der Induktion von
CD8" T Zellen durch LSEC die Antigen-spezifische Interaktion mit Tyl Zellen

Voraussetzung fiir die beobachtete Helfer-Funktion ist.

5.4 Die LSEC-spezifische Helfer-Funktion von T,1 Zellen ist Zytokin-

vermittelt und abhangig von IL-2

Thl Zellen steigern LSEC- und Antigen-spezifisch die friihe Granzym-B- und CD25-
Expression von OT-l Zellen. Diese neue Helfer-Funktion weist die Moglichkeit auf, dass
Thl Zellen auch unter homéostatischen Bedingungen an der Induktion von CD8" T Zellen
in der Leber beteiligt sein konnten.

Von der Aktivierung von CD8" T Zellen durch DC ist bereits bekannt, dass CD4" T Zellen
uber verschiedene Mechanismen ihre Helfer-Funktion ausiiben kénnen. Dies kann tber
die Lizenzierung der APC (Bennett et al., 1998; Schoenberger et al., 1998; Smith et al.,
2004) oder aber (iber die Freisetzung von Zytokinen (Bos and Sherman, 2010; Cox et al.,
2011) erfolgen. Wie die neue Helfer-Funktion bei der Aktivierung von CD8" T Zellen
durch LSEC vermittelt wird, sollte im Folgenden herausgefunden werden. Erschwert
wurde dies jedoch durch die Tatsache, dass die CD4" und CD8" T Zellen in der Kokultur
durch dieselben an der Zellkulturplatte adhdrenten APC stimuliert wurden. Zur Analyse
einer moglichen Zytokin-vermittelten Helfer-Funktion wurden daher Uberstidnde aus der

Kokultur von LSEC und T,1 Zellen analog zu den Versuchsbedingungen aus der Kokultur
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von LSEC, OT-1 und Ty1 Zellen generiert. Diese Uberstinde, die alle potenziellen von LSEC
und Tyl Zellen sekretierten Zytokine enthielten, wurden im Folgenden als Medium fiir
die Stimulation von CD8" T Zellen durch LSEC verwendet. Bei der LSEC-Stimulation von
OT-l Zellen in Anwesenheit dieser Uberstinde konnte eine Erhdhung der Granzym-B-
und CD25-Expression im Vergleich zu der Stimulation in unbehandeltem T Zell-Medium
nachgewiesen werden. Diese Hochregulation war vergleichbar mit der Expression von
Granzym B und CD25 auf CD8" T Zellen, die durch LSEC mit der Hilfe von Tp1 Zellen
induziert wurden (siehe Abschnitt 4.5). Die beobachtete Helfer-Funktion von Ty1 Zellen
wird damit durch Zytokine vermittelt. Die Ergebnisse schlieBen jedoch trotzdem nicht
aus, dass Tp1 Zellen LSEC zusétzlich lizenzieren und so die Aktivierung von CD8" T Zellen
weiter steigern kénnen.

Eine Lizenzierung von APC resultiert unter anderem in der verstarkten Expression
kostimulatorischer Molekiile (Ahmed et al., 2012; Caux et al., 1994; Cella et al., 1996).
Bottcher und Schanz konnten zeigen, dass fiir die LSEC-induzierte friihe Expression von
Granzym B keine konventionellen kostimulatorischen Signale bendétigt werden (Bottcher
et al., 2014). Die Auswirkung auf das Ausbleiben kostimulatorischer Signale und damit
die Bedeutung der Lizenzierung von LSEC durch Ty1-Hilfe wurden deshalb untersucht,
indem CD8' T Zellen auf aCD3-beschichteten Zellkulturplatten stimuliert wurden. Als
Medium dienten die Uberstinde aus der Kokultur von LSEC und T,1 Zellen. Damit
konnten zur Aktivierung der T Zellen nur die Stimulation des TCR durch den CD3-
Antikorper und die in den Zellkulturiberstanden enthaltenen Zytokine beitragen. Durch
Verwendung des Kokultur-Uberstandes von LSEC und T,1 Zellen, der unter Antigen-
Zusatz generiert wurde, zeigten die aCD3-aktivierten T Zellen analog zu der Stimulation
durch LSEC eine Hochregulation von Granzym B (siehe Abschnitt 4.5). Damit konnte
gezeigt werden, dass auch hier fiir die beobachtete Einleitung der Granzym-B-Expression
von CD8"TZellen kostimulatorische Signale nicht zwingend notwendig sind. Die
beobachtete Granzym-B-Induktion bei CD8" T Zellen ist damit wie bereits erwihnt
Zytokin-vermittelt und scheint keiner weiteren Lizenzierung der LSEC zu bediirfen, wenn
das Zytokin-Milieu, welches durch die Interaktion von LSEC und T,1 Zellen entsteht,

bereits vorhanden ist.

Die Helfer-Funktion von T,1 Zellen bei der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC
beruht auf der Antigen-spezifischen Interaktion der Helfer T Zellen mit den Leber-APCs,
was aullerdem zu der Aktivierung dieser beiden Zelltypen fiihrt. Daher koénnten

potenziell T,1 Zellen sowie LSEC fiir die Freisetzung des Zytokins oder der Zytokine
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verantwortlich sein, die die Granzym-B-Expression der CD8" T Zellen induzieren und
steigern. Tatsdchlich sekretieren sowohl Ty1 Zellen als auch LSEC potenziell in Frage
kommende Zytokine in der Kokultur (siehe Abschnitt 4.6).

Seit der von Bottcher und Schanz veroffentlichten Studie ist bekannt, dass der Komplex
aus IL-6 und dem l6slichen IL-6R (sIL-6R) die friihe Granzym-B-Expression von
CD8' T Zellen induziert. Sie untersuchten die Wirkung dieses Komplexes durch
Verwendung des aus IL-6 und dem slL-6R bestehenden Fusionsproteins Hyper-IL-6. Fir
die Induktion durch LSEC konnte jedoch keine Beteiligung des loslichen IL-6/sIL-6R-
Komplexes nachgewiesen werden. Vielmehr konnte belegt werden, dass IL-6 an den
membranstandigen IL-6R auf LSEC bindet. Dieser Komplex in Trans konnte dann mit dem
auf CD8" T Zellen exprimierten Protein gp130 interagieren, was zu der Dimerisierung von
gp130 fihrte und die IL-6 Trans-SignallUbertragung trotz des Fehlens des l6slichen
IL-6/IL-6R-Komplexes ermdglichte (Bottcher et al., 2014). Dies kann bei der hier
beobachteten Granzym-B-Induktion durch LSEC mit Hilfe von Tyl Zellen jedoch
zumindest nicht alleine fir den frihen Gewinn zytoxischer Eigenschaften der
CD8" T Zellen verantwortlich sein, da auch die Stimulation mit dem Kokultur-Uberstand
von LSEC und Tyl Zellen zusammen mit plattengebundenen CD3-Antikérper einen
vergleichbaren Phanotyp hervorrief (siehe Abschnitt 4.5). Denkbar ist daher, dass LSEC
nach Aktivierung durch T,1 Zellen IL-6 und den sIL-6R freisetzen konnen. Der IL-6/sIL-6R-
Komplex kénnte dann die Granzym-B-Hochregulation der T Zellen induzieren. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine Beteiligung der IL-6 Trans-Signallibertragung jedoch
nicht nachgewiesen werden. Die kombinierte Blockade der klassischen und der IL-6
Trans-SignallUbertragung durch IL-6 neutralisierenden Antikorper hatte keinen Einfluss
auf die Granzym-B-Expression der CD8" T Zellen. Auch die spezifische Inhibierung der
IL-6 Trans-Signallbertragung durch das Protein sgp130Fc zeigte keine Wirkung (Daten
nicht gezeigt). Dies widerspricht jedoch dem durch Bottcher und Schanz postulierten
Mechanismus, nach dem zumindest die Expression von Granzym B durch IL-6-
neutralisierenden Antikorper in der Kokultur von LSEC und OT-l Zellen inhibiert sein
sollte (Bottcher et al., 2014). Ursache fiir die ausbleibende Wirkung der IL-6 Blockade
kdnnten demnach technische Probleme wie die fehlende Funktionalitdt des IL-6-
Antikorpers gewesen sein. Ein Nachweis der Beteiligung der IL-6 Trans-
SignaltUbertragung konnte deshalb nicht erfolgen, ausgeschlossen werden kann dies
jedoch auch nicht. Fest steht, dass der Kokultur-Uberstand von LSEC und T,1 Zellen
einen Botenstoff oder eine Kombination verschiedener Zytokine enthilt, die die

Expression von Granzym B bei CD8" T Zellen induzieren.
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Bottcher und Schanz konnten bereits die Beteiligung von inflammatorischen Zytokinen

wie IL-12, Typ | IFN oder IL-15 an der friihen Granzym-B-Induktion von CD8" T Zellen

neutralisierenden Antikdrper konnte jedoch sowohl die LSEC-induzierte friihe
Hochregulation von Granzym B, als auch die spate DC-induzierte Expression des
Zytotoxizitatsmarkers unterbunden werden. Umgekehrt induzierte die Stimulation mit
IL-2 jedoch keine Granzym-B-Expression der T Zellen nach 18 h, auch eine steigernde
Wirkung durch die Inkubation von LSEC-induzierten CD8" T Zellen mit IL-2 konnte nicht
beobachtet werden. Eine direkte Einleitung der friihen Expression von Granzym B durch
IL-2 wurde deshalb ausgeschlossen (Bottcher et al., 2014). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte durch die Blockade von IL-2 ebenfalls die Granzym-B-Hochregulation von
LSEC-induzierten CD8" T Zellen verhindert werden. Auch die Expression von CD25 war
unter diesen Bedingungen signifikant vermindert. Die Zugabe von IL-2-
neutralisierendem Antikorper verringerte ebenfalls in Anwesenheit von T,1 Zellen
signifikant die Expression von Granzym B und CD25 (siehe Abschnitt 4.7). Die
verminderte Expression von Granzym B durch die Blockade von IL-2 konnte nicht nur bei
der Kokultur mit LSEC beobachtet werden, sondern auch bei der Stimulation von
CD8" T Zellen mit CD3-Antikérper und dem Kokultur-Uberstand von LSEC und Ty1 Zellen.
Dies wurde ebenfalls durch Verwendung eines CD25-blockierenden Antikérpers erreicht
(siehe Abschnitt 4.7), was die Notwendigkeit der IL-2-Signaliibertragung und die
Anwesenheit des hochaffinen IL-2 Rezeptors fiir die friihe Granzym-B-Expression von
CD8" T Zellen weiter unterstreicht.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dass die Anwesenheit von T,1 Zellen nicht die
Wirkung der IL-2 Blockade auf die LSEC-vermittelte Induktion von CD8" T Zellen
aufheben kann. Zusammen mit der Tatsache, dass T,1-Hilfe den frithen Phanotyp von
CD8" T Zellen nur steigert und nicht verdndert, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
die Helferzellen den grundsatzlichen Mechanismus der T Zell-Induktion durch LSEC nicht
verandern. IL-2 kdnnte weiterhin auch fiir die beobachtete Helfer-Funktion von zentraler
Bedeutung sein und zu einer Steigerung der Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen

fuhren.



Diskussion 86

5.5 Die Bedeutung von IL-2 fiir die durch IL-6 Trans-Signaliibertragung

induzierte Expression von Granzym B

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Blockade von IL-2 deuten zusammen mit den
von Bottcher und Schanz veroffentlichten Ergebnissen darauf hin, dass die IL-2-
Signallibertragung wichtig fiir die LSEC-vermittelte friihe Granzym-B-Expression von
CD8" T Zellen ist. Es ist bekannt, dass die Stimulation mit IL-2 essenziell fiir die
Expression von Granzym B, Perforin und IFNy von Effektor T Zellen ist und diese auch
induzieren kann. Allerdings kann dieser Phdnotyp erst nach mehrtagiger Stimulation
beobachtet werden (Belz and Masson, 2010; Malek et al., 2001; Pipkin et al., 2010; Qui
et al.,, 2011). IL-2 induziert die Granzym-B- und Perforin-Hochregulation abhangig von
STATS-verstarkter Expression von T-bet und Eomes (Grange et al., 2013; Pipkin et al.,
2010). Durch IL-2 wird auch die Expression der fiir den hochaffinen IL-2R wichtigen
IL-2 Rezeptor B-Kette (CD25) gesteigert. Eine starke Expression von CD25 wiederum geht
mit einer Hochregulation von Granzym B und Perforin einher (Kalia et al., 2010). Dies
passt auch zu der in der vorliegenden Arbeit beobachteten simultanen Steigerung von
Granzym B und CD25 durch Tu1-Hilfe. IL-2-Signallbertragung leitet neben der
hauptsachlichen Rekrutierung von STAT5A und STAT5B auch begrenzt die Aktivierung
Uber STAT1 und STAT3 ein (Liao et al., 2013). Interessant fiir die vorliegende Arbeit ist
dabei besonders STAT3, da die IL-6 Trans-Signaliibertragung bei CD8" T Zellen zu der
Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors fuhrt. Allerdings gibt es auch Belege, dass die
durch IL-2 geférderte spate Granzym-B- und Perforin-Expression gleichzeitig zu einer
Hemmung der IL-6-Signallbertragung flihrt, was durch Inhibierung der Expression der
IL-6RE-Untereinheit und durch Verminderung der Expression von gp130 reguliert wird
(Grange et al., 2013). Dies konnte fiir die mehrtagige Stimulation mit CD3- und CD28-
Antikérpern belegt werden. Fiir die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC, bei der die
frihe Granzym-B-Expression STAT3-abhangig durch IL-6 Trans-Signallbertragung
eingeleitet wird (Bottcher et al., 2014), kann dies jedoch nicht zutreffen. Der Fokus der
vorliegenden Arbeit lag daher zunachst nicht auf einer potenziell durch IL-2 vermittelten
Helfer-Funktion der T, 1 Zellen.

Die stark verminderte Granzym-B-Expression, die nach Neutralisation von IL-2
beobachtet werden konnte, deutet jedoch darauf hin, dass die IL-2-Signallibertragung
moglicherweise ein wichtiger Bestandteil der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC ist.
Da LSEC die Granzym-B-Expression unabhangig von konventionellen kostimulatorischen

Signalen durch IL-6 Trans-SignalUbertragung induzieren und dies auch durch Stimulation
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von CD8" T Zellen mit CD3-Antikérper und dem Fusionsprotein Hyper-IL-6 in vitro
nachgestellt werden kann (Bottcher et al., 2014), wurde im Folgenden mit Hilfe dieses
experimentellen Modells die Bedeutung von IL-2 fir die Granzym-B-Induktion durch
IL-6 Trans-Signallibertragung analysiert. Durch Zugabe von IL-2-neutralisierendem
Antikorper konnte die Hyper-IL-6-vermittelte Granzym-B-Hochregulation signifikant
vermindert werden. Auch die Expression von CD25 war deutlich verringert, was wenig
Uberrascht, wenn die durch IL-2 positiv-verstarkende Wirkung auf die Expression von
CD25 nicht erfolgt. Der gleiche Phanotyp konnte ebenfalls beobachtet werden, wenn ein
CD25-blockierender Antikdrper anstelle der IL-2-Neutralisation verwendet wurde (siehe
Abschnitt 4.8). Dies belegt eindeutig, dass die Stimulation mit IL-2 integraler Bestandteil
der durch IL-6 Trans-Signallibertragung-induzierten Granzym-B-Expression von
CD8" T Zellen ist. Damit konnte gezeigt werden, dass fiir den frilhen Gewinn von
zytotoxischen Eigenschaften der T Zellen im Gegensatz zu den bisher vermuteten zwei
Signalen drei Signale essenziell sind. Das erste Signal erfolgt durch die Antigen-
spezifische Stimulation des TCR, das zweite Signal besteht aus der IL-6 Trans-
SignalUbertragung. Als drittes Signal leitet die Stimulation mit IL-2 die beobachtete
Expression von Granzym B ein. Die Bereitstellung von zusatzlichem IL-2 kdnnte daher
durchaus ein denkbarer Mechanismus fir die Hilfe von T,,1 Zellen bei der Induktion von
OT-l Zellen durch LSEC sein. In der Tat wird IL-2 nur in geringen Mengen von
CD8" T Zellen sekretiert, vielmehr sind CD4" T Zellen fiir die starke Produktion des
Zytokins verantwortlich (Malek and Castro, 2010). Dies konnte nicht nur zum friihen
Zeitpunkt von 18 h wichtig sein, sondern in vivo die Induktion der Lymphozyten
langfristig beeinflussen. Die IL-2 Produktion von CD8" T Zellen nach Aktivierung wird
nach wenigen Tagen eingestellt, weshalb die Lymphozyten zur weiteren Proliferation
und Differenzierung auf Signale wie beispielsweise extrinsisches IL-2 von
CD4" Helferzellen angewiesen sind (Deeths et al., 1999; Tham et al., 2002).

Interessant war weiterhin die Beobachtung, dass die Stimulation mit Hyper-IL-6 neben
der Hochregulation von Granzym B auch die Expression von CD25 steigerte (siehe
Abschnitt 4.8). Dies ist auch fir Signale durch das inflammatorische Zytokin IL-12
bekannt (Valenzuela et al., 2002; Wiesel et al., 2010). Ahnlich zu der durch IL-12
induzierten CD25-Hochregulation konnte auch die verstarkte Anwesenheit des
hochaffinen IL-2R durch IL-6 Trans-Signallibertragung die Differenzierung von
CD8" T Zellen durch IL-2-Signale weiter vorantreiben. Ubereinstimmend damit ist, dass
die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC durchaus zu einer initialen Produktion von

IL-2 und einer transienten Expression von CD25 fihrt (Diehl et al., 2008; Schurich et al.,
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2009; von Oppen et al., 2009). Eine Verstarkung der IL-2-Signallibertragung durch IL-2
von Th1 Zellen kdnnte somit auch die Differenzierung der LSEC-induzierten CD8" T Zellen
vorantreiben ohne unbedingt den Phanotyp der Zellen zu verandern. Dagegen spricht,
dass hohe IL-2-Konzentrationen wahrend der Induktion durch LSEC in einer Aufhebung
der Leber-induzierten Toleranz von CD8" T Zellen resultieren (Schurich et al., 2010). Mit
dem heutigen Wissen ist klar, dass so nicht die Toleranz aufgehoben wird, sondern die
Differenzierung der Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen in Richtung der Generierung
von Effektor T Zellen verschoben wird. Es ist bekannt, dass dies durch die Konzentration
von IL-2 wahrend der T Zell-Induktion beeinflusst wird (Belz and Masson, 2010). Die Hilfe
von Tn1 Zellen scheint jedoch zumindest zum friihen Zeitpunkt von 18 h den Phanotyp
der LSEC-induzierten CD8" T Zellen nicht zu verdndern, sondern nur zu steigern. Es war
daher interessant zu sehen, welche Auswirkung die Zugabe von IL-2 wadhrend der
Stimulation mit CD3-Antikérper und Hyper-IL-6 auf den Phinotyp der CD8" T Zellen hat.
Die in Abschnitt 4.8 dargestellten Daten belegen eindeutig, dass die friihe Expression
von Granzym B durch erhohte Konzentration von IL-2 signifikant gesteigert werden
kann. IL-2 alleine konnte, wie bereits durch Bottcher und Schanz demonstriert (Bottcher
et al., 2014), die Expression des Zytotoxizitatsmarkers nicht induzieren.
Zusammengefasst belegen die Daten eindeutig, dass die Stimulation mit IL-2 zu dem
frihen Zeitpunkt von 18 h nicht die IL-6 Trans-Signallbertragung inhibiert. Vielmehr ist
das IL-2-Signal integraler Bestandteil bei der Granzym-B-Induktion von CD8" T Zellen und
kann diese auch weiter steigern. IL-2 scheint daher als Kofaktor zu fungieren, der nicht
die Richtung der Differenzierung vorgibt, aber als eine Art ,,Scharf-Schalter” wichtig fir
die Initialisierung des komplexen Differenzierungsprogrammes ist.

Th1 Zellen sezernieren grofse Mengen an IL-2 nach Antigen-spezifischer Stimulation, was
auch fir die Interaktion mit LSEC nachgewiesen werden konnte (siehe Abschnitt 4.6). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nicht belegt, dass explizit von Th1 Zellen
freigesetztes IL-2 die Granzym-B-Expression nach LSEC-Stimulation steigert. Es ist jedoch
sehr wahrscheinlich, dass das IL-2 von Ty1 Zellen einen entscheidenden Anteil an der
Helfer-Funktion bei der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC hat. Ty1 Zellen kénnten
moglicherweise weiterhin durch Bereitstellung von IL-2 das tolerogene Milieu in der
Leber tGberwinden und die Einleitung lokaler Immunantworten beglinstigen. Da jedoch
nicht klar ist, welchen Effekt die T,1-Hilfe langfristig auf die Differenzierung der LSEC-

induzierten CD8" T Zellen hat, kann an dieser Stelle nur gemutmaRt werden.
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5.6 LSEC kénnen die friilhe Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen nach

Aktivierung Zytokin-vermittelt induzieren

Tl Zellen steigern LSEC-spezifisch die friihe Granzym-B-Expression von CD8" T Zellen.
Weiterhin kann dies auch alleine durch den Kokultur-Uberstand von LSEC und Ty1 Zellen
in Kombination mit plattengebundenem CD3-Antikdrper eingeleitet werden. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Zytokine wie IFNy oder IL-2, die typischerweise von
Thl Zellen produziert werden, keine frithe Expression des Zytotoxizitatsmarkers einleiten
kdnnen (siehe Abschnitt 4.8) (Bottcher et al., 2014). Im Zuge der vorliegenden Arbeit
wurde weiterhin ein Zellkulturiberstand aus der 18-stliindigen Stimulation von
Thl Zellen mit CD3/CD28-beschichteten Partikeln generiert. Dieser Uberstand enthielt
alle von Tyl Zellen sekretierten Zytokine, jedoch keine Botenstoffe, die potenziell von
LSEC in der Kokultur produziert werden. Die Stimulation von CD8" T Zellen mit diesem
Uberstand und CD3-Antikérper konnte keine signifikante Hochregulation von Granzym B
induzieren. Ein dhnlicher Phanotyp der Zellen konnte beobachtet werden, wenn
unbehandeltes T Zell-Medium oder der Uberstand aus der Kokultur von LSEC und Tx1
Zellen ohne Antigen verwendet wurde (siehe Abschnitt 4.9). Die Daten belegen damit
eindeutig, dass T,1 Zellen alleine nicht die beobachtete friilhe Granzym-B-Expression
einleiten konnen. Sie konnen die Hochregulation jedoch LSEC-spezifisch im Zuge der
Helfer-Funktion unterstltzen. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass Ty1 Zellen
den frilhen Phinotyp von LSEC-induzierten CD8" T Zellen nur steigern und nicht
verandern. Die LSEC-spezifische Unterstlitzung der Granzym-B-Hochregulation beruht
daher nicht darauf, dass Ty1 Zellen den Faktor bereitstellen, der die Expression des
Zytotoxizitatsmarkers initiieren kann. Vielmehr scheint es so, dass T,1 Zellen durch

Sekretion von IL-2 die Expression von Granzym B weiter steigern kénnen.

Wie bereits erwdhnt, besagt der von Bottcher und Schanz postulierte Mechanismus,
dass die von LSEC Uber IL-6 Trans-Signallibertragung-induzierte Expression von
Granzym B nicht Uber den |6slichen IL-6/sIL-6R-Komplex vermittelt wird. Belegt wurde
dies unter anderem, da die spezifische Blockade des IL-6/sIL-6R-Komplexes durch das
rekombinante Protein sgp130Fc keine Wirkung zeigte (Bottcher et al., 2014). Wahrend
der vorliegenden Arbeit konnte die Beteiligung der IL-6 Trans-Signallibertragung an der
Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC und der beobachteten Helfer-Funktion generell
nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Ursache dafiir kénnen, wie bereits

diskutiert, auch technische Probleme gewesen sein. Die vorliegenden Daten legen aber
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dennoch nahe, dass LSEC auch Zytokin-vermittelt die Expression von Granzym B
induzieren konnen und T,1 Zellen dies weiter steigern. Um dies zu untersuchen, wurden
auch Zellkulturiiberstande generiert, flr die LSEC 18 h in Gegenwart von Antigen oder
LPS stimuliert wurden. Die Inkubation mit Antigen fihrte zu keiner signifikanten
Aktivierung der Leber-APC, wahrend die Aktivierung durch LPS die Zytokin-Freisetzung
als Ersatz fur die Stimulation durch Tn1 Zellen nachstellen sollte (siehe Abschnitt 4.6). Die
Stimulation von CD8" T Zellen mit CD3-Antikérper und dem Uberstand aus der Kultur
von LSEC und Antigen flhrte nur zu einer basalen Granzym-B-Expression, vergleichbar
mit der Verwendung von unbehandeltem T Zell-Medium (siehe Abschnitt 4.9). Ohne
Aktivierung scheinen LSEC somit keine Zytokine freizusetzen, die an der Induktion der
CD8" T Zellen beteiligt sind. Lag jedoch eine Aktivierung der LSEC vor, wie hier durch
18 h Stimulation mit LPS, so konnte auch der auf diese Weise generierte Zellkultur-
Uberstand eine Hochregulation von Granzym B auslésen. In dem in Abschnitt 4.9
analysierten Experiment war die durch diesen Uberstand induzierte Granzym-B-
Expression geringer im Vergleich zu der Stimulation mit dem Uberstand aus der Kokultur
von LSEC und T,1 Zellen. Dies traf jedoch auch auf die Aktivierung der LSEC zu (siehe
Abschnitt 4.6). Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass IL-2, das potenziell von
Thl Zellen produziert wird, die Expression von Granzym B bei CD8" T Zellen weiter
steigern kann (siehe Abschnitt 4.8). Dieses Zytokin war in dem Uberstand aus der
Stimulation von LSEC mit LPS nicht enthalten, was ebenfalls die Ursache fir die
unterschiedlich starke Granzym-B-Hochregulation im Vergleich der Uberstinde
darstellen kdnnte.

Die analysierten Daten lassen darauf schlieflen, dass LSEC die Expression von Granzym B
bei CD8" T Zellen Zytokin-vermittelt induzieren kénnen. Voraussetzung dafiir ist jedoch
die Aktivierung der Leber-APC, was fiir die Interaktion mit T,1 Zellen nachgewiesen
werden konnte. Durch welchen I6slichen Botenstoff LSEC die Granzym-B-Expression von
CD8" T Zellen induzieren, kann nur gemutmaRt werden. Eine Beteiligung des 8slichen
Komplexes aus IL-6 und dem sIL-6R ist aber nicht ausgeschlossen. Ob die Aktivierung der
LSEC durch T,1 Zellen Grundlage der beobachteten Helfer-Funktion ist, ist jedoch unklar,
da moglicherweise bereits CD8" T Zellen die Endothelzellen in der Kokultur aktivieren
und so einen ahnlichen Zytokin-vermittelten Effekt hervorrufen kénnen. Neben der
moglichen Aktivierung von LSEC konnen T,1 Zellen jedoch sehr wahrscheinlich auch
durch die Freisetzung von IL-2 die Expression von Granzym B bei den CD8" T Zellen
steigern. Ein Hinweis darauf ist auch die damit einhergehende Hochregulation von CD25

durch T,1-Hilfe. Wahrend der vorliegenden Arbeit konnte somit eine neue Helfer-
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Funktion von CD4" T Zellen bei der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC beschrieben
werden. Weiterhin wurden potenzielle Mechanismen zur Einleitung dieser Helfer-
Funktion, die moglicherweise auch in Kombination fiir den hier beobachteten Phanotyp
verantwortlich sind, aufgedeckt. Eine direkte Beteiligung dieser Mechanismen wurde

jedoch nicht belegt und kann daher nur vermutet werden.

Die Ergebnisse dieser Dissertation widersprechen nicht der durch Béttcher und Schanz
veroffentlichten Studie. Einerseits ist unklar, ob auch in der Kokultur von LSEC und OT-I
Zellen alleine eine Zytokin-vermittelte Granzym-B-Induktion stattfindet. Moglich ist, dass
dies nur erfolgt, wenn LSEC wie bei der Interaktion mit T,,1 Zellen aktiviert werden. Da
LSEC in vivo standig Endotoxinen wie LPS aus dem Gastrointestinaltrakt ausgesetzt sind,
ist auch eine Beteiligung des Zytokin-vermittelten Mechanismus zusammen mit der
durch Boéttcher und Schanz beschriebenen IL-6 Trans-Signallibertragung in vivo denkbar.
Ein Beitrag durch potenziell von LSEC produziertes IL-6, das zusammen mit im Blut
zirkulierendem sIL-6R den IL-6/sIL-6R-Komplex bildet, wirde allerdings durch den
ebenfalls im Blut vorkommenden Inhibitor sgp130 erschwert werden (Narazaki et al.,
1993; Rose-John, 2012). Dies ist auch wichtig, da der |6sliche IL-6/sIL-6R-Komplex neben
den CD8" Lymphozyten auch auf andere Zellen wirken und beispielsweise die
Proliferation von Hepatozyten induzieren kann (Peters et al.,, 1998). Unter
inflammatorischen Bedingungen ware es dagegen von Vorteil, wenn der potenzielle
Komplex aus IL-6 und dem slIL-6R neben der Verstarkung der Induktion Antigen-
spezifischer CD8" T Zellen auch gleichzeitig regenerative Mechanismen wie die
Proliferation von Hepatozyten einleiten kénnte. Durch den von Bo6ttcher und Schanz
gezeigten Mechanismus der IL-6 Trans-Signallbertragung mit Hilfe des membran-
standigen IL-6R auf LSEC kann aber auch eine spezifische Induktion zu Leber-induzierten
Gedachtnis T Zellen unter homoostatischen Bedingungen erfolgen und sichergestellt
werden. Dies schlieBt, wie bereits erwdhnt, eine Beteiligung des l6slichen IL-6/sIL-6R-
Komplexes nicht aus. Auch eine Art ,Bystander-Aktivierung” durch andere IL-6
produzierende Zellen in der Leber wie Kupfferzellen oder plasmazytoide DC (Protzer et
al., 2012; Thomson and Knolle, 2010; Wu et al., 2007) ist durchaus denkbar.

Die Méglichkeit, dass die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC gleichzeitig iiber IL-6
Trans-SignallUbertragung mit dem membranstandigen IL-6R in Trans und durch den
|6slichen IL-6/s-IL-6R-Komplex erfolgen kann, erschwert die Untersuchung der
Mechanismen. Da schon eine Anzahl von 50 bis 100 IL-6/sIL-6R-Komplexen ausreichend

fir die Einleitung der Trans-SignalUbertragung ist (Jones et al., 2011), ist sowohl ein
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Nachweis des loslichen als auch des membrangebundenen Komplexes technisch sehr
schwierig. Selbst wenn wahrend der Induktion von OT-I Zellen durch LSEC ohne Ty1-Hilfe
der I6sliche IL-6/sIL-6R-Komplex vorliegt und zu der Aktivierung der T Zellen beitragt, ist
der Nachweis durch Blockade mittels sgp130Fc nicht moglich, da die IL-6 Trans-
Signallbertragung gleichzeitig mit Hilfe des membrangebundenen IL-6R in Trans erfolgt.
Die Daten der vorliegenden Arbeit widersprechen daher nicht der von Béttcher und
Schanz veroffentlichten Studie, sondern ergdnzen eher das Wissen zu dem
Mechanismus der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC.

5.7 Die potenzielle Bedeutung der Hilfe von T,1 Zellen bei der Induktion

von CD8* T Zellen in der Leber

Die Hilfe von CD4" T Zellen greift zu unterschiedlichen Zeitpunkten wihrend der
Einleitung von Immunantworten durch CD8* T Zellen und wird iiber eine Vielzahl von
Mechanismen Gbermittelt. Dies ermoglicht die optimale Anpassung von
Immunantworten an die Art der Infektion.

In der Leber werden unter homoostatischen Bedingungen Leber-induzierte
CD8" Gedichtnis T Zellen generiert, die auch spezifisch fiir zirkulierende Antigene sind,
die ohne damit einhergehende Aktivierung des angeborenen Immunsystems systemisch
verteilt werden. Diese Gedachtniszellen kénnen in lymphatische Gewebe einwandern
und zu einem spateren Zeitpunkt an der Eliminierung von viralen Infektionen und
Tumoren beteiligt sein (Béttcher et al., 2013). Eine Helfer-Funktion von CD4" T Zellen
unter homoostatischen Bedingungen ist in der Leber bisher nicht bekannt. Unter
inflammatorischen Bedingungen wie viralen Infektionen wiederum konnte bereits
gezeigt werden, dass die Hilfe von Virus-spezifischen CD4" T Zellen essenziell fiir die
langfristige Bekampfung der Infektion ist (Provine et al., 2014). Die Abwesenheit dieser
Hilfe resultiert unter anderem in einer verringerten Anzahl Pathogen-spezifischer
CD8" T Zellen, was die Bekdmpfung der Infektion erschwert (Yang et al., 2007). Die
Anwesenheit der Helferzellen ist weiterhin nicht nur wahrend der akuten Phase zur
Bekdampfung der Infektion wichtig. Ein Verlust der Pathogen-spezifischen T Zellen zu
einem spateren Zeitpunkt kann die Wiederkehr der Infektion zur Folge haben (Gerlach
et al., 1999). Wichtig ist, dass die Helferzellen nicht in der Leber generiert werden, da

beispielsweise die Induktion von CD4" T Zellen durch Hepatozyten zu der Differenzierung
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von Th2 Zellen und einer beeintrachtigten Bekdampfung viraler Infektionen fihrt
(Wiegard et al., 2007). AulRerdem ist bekannt, dass die Fahigkeit der inflammatorischen
Helferzellen zur Produktion von IFNy und IL-2 entscheidend fiir die Beseitigung viraler
Infektionen in der Leber ist (Semmo et al., 2005; Tsai et al., 1997). Die Freisetzung von
IFNy fordert die MHC-I-Expression der APCs in der Leber und steigert damit die Fahigkeit
zur Antigenprasentation (Yang et al., 1995). Von T Helferzellen freigesetztes,
extrinsisches IL-2 kann eine optimale Differenzierung der CD8" T Zellen unterstiitzen
(Cox et al., 2011) und weiterhin das Uberleben der Lymphozyten steigern (Wiesel et al.,
2010). Es ist denkbar, dass CD4" T Zellen auf diese Weise auch unter nicht-
inflammatorischen Bedingungen langfristig die Induktion von CD8" Lymphozyten in der
Leber unterstutzen kénnen.

Auch unter homdoostatischen Bedingungen ist die IL-2-Signallibertragung wichtig fiir das
Uberleben und die Differenzierung von LSEC-induzierten CD8" T Zellen. Die Stimulation
durch die Endothelzellen fuhrt zu einer initialen Produktion von IL-2 bei den
CD8" T Zellen und zu einer transienten Expression von CD25 (Diehl et al., 2008; Schurich
et al., 2009; von Oppen et al., 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen
weiterhin, dass das IL-2-Signal elementarer Bestandteil der IL-6 Trans-Signallbertragung
und damit der Stimulation durch LSEC unter homoostatischen Bedingungen ist. Die IL-2-
Expression der CD8" T Zellen fordert, auch wenn sie nur begrenzt ist, das Uberleben der
Zellen langfristig vermutlich genauso, wie es auch schon fiir Gedachtnis T Zellen
beschrieben ist (Castro et al., 2011; Malek and Castro, 2010). Es ist allerdings unklar,
welchen langfristigen Effekt die Helfer-Funktion von Ty1 Zellen durch Bereitstellung von
zusatzlichem IL-2 wihrend der Induktion von CD8" T Zellen in der Leber hat. Es ist
bekannt, dass hohe IL-2-Konzentrationen wahrend der Induktion durch LSEC die
Generierung von Effektor T Zellen begilinstigen. Dies konnte auch wahrend viraler
Infektionen der Leber und damit einhergehender verstarkter Antigenprasentation
beobachtet werden (Kern et al., 2010; Schurich et al., 2010). Wahrend der vorliegenden
Arbeit wurde der Phanotyp der LSEC-induzierten CD8" T Zellen durch Tn1-Hilfe zum
frihen Zeitpunkt nicht verdandert, sondern nur gesteigert. Spate Zeitpunkte und somit
die potenzielle Generierung von Effektor- oder Gedachtniszellen in Anwesenheit von
Twl Zellen wurden nicht untersucht und stellen eine interessante Fragestellung fiir
zukunftige Experimente dar. Allerdings muss die kurzfristige Generierung von Effektor-
zellen aufgrund hoher IL-2-Konzentration wahrend der Induktion durch LSEC nicht
zwangsweise bedeuten, dass diese Zellen in vivo langfristig nicht doch noch zu

Gedichtniszellen differenzieren kénnen. CD8" T Zellen, die durch LSEC in Kombination
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mit hoher IL-2-Konzentration induziert werden, entwickeln zwar Effektorfunktionen wie
die Sekretion proinflammatorischer Zytokine, sie behalten aber auch die fiir LSEC-
induzierte CD8" T Zellen typische Expression von CD62L und CD44 bei (Schurich et al.,
2010). Béttcher konnte zeigen, dass LSEC-induzierte CD44°CD62L"CD8" T Zellen dank der
Expression des L-Selektins wie TCM fahig sind, in lymphatische Gewebe einzuwandern
(Bottcher et al., 2013). Da auch LSEC-induzierte Effektorzellen diesen Phanotyp besitzen,
ist eine Einwanderung in lymphatische Gewebe und eine spatere Differenzierung zu
Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen zumindest nicht ganz ausgeschlossen. Gleiches
gilt auch fiir CD8" T Zellen, die durch LSEC mit Hilfe von T,1 Zellen induziert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass durch T,,1-Hilfe neben Granzym B
auch CD25 auf LSEC-induzierten CD8" T Zellen hochreguliert wird. Ausgeldst wurde dies
vermutlich durch die IL-2-Produktion von Ty1 Zellen. CD25 wird nicht konstitutiv von
CD8" T Zellen exprimiert, sondern vorriibergehend durch inflammatorische Stimuli wie
IL-12 oder auch direkt durch IL-2-Signallibertragung hochreguliert (Kalia et al., 2010;
Obar et al., 2010; Pipkin et al., 2010; Valenzuela et al., 2002). Durch IL-6 Trans-
Signaliibertragung wird CD25 von CD8" T Zellen ebenfalls verstirkt exprimiert (siehe
Abschnitt 4.8). Die Expression der IL-2 Rezeptor a-Kette legt die Fahigkeit der Zellen fest,
IL-2-Signale wahrzunehmen, was wiederum die Differenzierung zu Effektor- und
Gedichtniszellen maRgeblich beeinflusst (Cox et al., 2011). CD8" T Zellen sind abhingig
von dem inflammatorischen Stimulus auf Hilfe von CD4" T Zellen zur Hochregulation
von CD25 angewiesen (Obar et al., 2010). Somit verstirken CD4" Helfer T Zellen
einerseits die Expression von CD25 und fordern durch die Produktion von IL-2 die
Proliferation und Differenzierung der CD25'CD8" T Zellen (Cox et al., 2011). Die Starke
und Dauer der CD25-Expression und damit auch der IL-2-Signallbertragung bestimmt
anschliefend die Differenzierung zu Effektor- oder Gedachtniszellen (Kalia et al., 2010;
Pipkin et al., 2010).

Wie bereits erwahnt ist die IL-2-Signallibertragung und dadurch vermutlich auch die
Hilfe von CD4" T Zellen wichtig fir die Generierung eines funktionalen T Zell-
Gedachtnisses (Cox et al., 2011; Williams et al., 2006). Lang anhaltende und starke
Signale durch IL-2 verschieben aber das Gleichgewicht in Richtung der Differenzierung zu
Effektorzellen (Kalia et al., 2010; Pipkin et al., 2010). Daher ist durchaus denkbar, dass
mit Th1-Hilfe die Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC auch zu der Differenzierung von
Effektor- und nicht Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen fihrt.
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Die Granzym-B-Expression von LSEC-induzierten CD8" T Zellen kann durch
inflammatorische Stimuli wie Typ | IFN, IL-12 oder IFNy verlangert und verstarkt werden
(Béttcher et al., 2014). Eine verlangerte Granzym-B-Expression der CD8" T Zellen durch
Th1-Hilfe wurde nicht untersucht, ist aber denkbar. LSEC-induzierte CD8" Lymphozyten
miussen ihre Effektorfunktionen nicht unbedingt in der Leber ausfiihren, da sie die
Fahigkeit besitzen in lymphatische Organe einzuwandern (Bottcher et al., 2013). Die
beobachtete Helfer-Funktion der CD4"TZellen kénnte daher auch unter
homoostatischen Bedingungen in vivo zu der verbesserten Bekdmpfung systemisch
zirkulierender Pathogene beitragen und die Eliminierung von viralen Infektionen und
Tumoren unterstitzen. Eine Beteiligung an der Bekdampfung derartiger Infektionen
durch die Leber-induzierten Gedachtnis T Zellen wurde bereits vermutet (Bottcher et al.,
2013).

Die Hilfe von CD4" T Zellen kann weiterhin wichtig sein, um der Erschdpfung von
CD8" T Zellen wiahrend chronischer viraler Infektionen vorzubeugen. Therapeutisch
konnte dies auch eingesetzt werden, um die korpereigene Immunabwehr bei
hepatischen Infektionen langfristig zu unterstitzen. Allerdings unterliegen
CD4" Helfer T Zellen wie CD8" T Zellen auch den Mechanismen der T Zell-Erschépfung in
der Leber (Protzer et al., 2012; Raziorrouh et al., 2011), weshalb nur ein kurzes
Zeitfenster zur therapeutischen Vorbeugung dieses Phanotyps bliebe. Ein Zusammen-
hang zwischen dem langfristigen Erhalt funktionaler Virus-spezifischer CD4" T Zellen und
der Vorbeugung chronischer hepatischer Infektionen konnte in der Tat bereits
hergestellt werden (Schulze zur Wiesch et al., 2012). Der langfristige Effekt der T,1-Hilfe
und der steigernden Wirkung durch IL-2 ist noch nicht geklart. Solange die Generierung
von Gedachtniszellen aber weiter gewahrleistet ist, kénnte vor allem die steigernde

Wirkung von IL-2 auch interessant fiir die Verbesserung von Impfstoffen sein.

Es ist zu beachten, dass die Daten der vorliegenden Arbeit unter Verwendung von
in vitro-Modellen erhoben wurden. In vitro-Systeme kdnnen nicht die Komplexizitat
nachstellen, die in vivo zu der Generierung von Immunantworten beitragt. Ergebnisse
aus in vitro-Experimenten kdnnen aber als Wegweiser, die helfen die in vivo vorliegende
Komplexizitdt zu verstehen, verstanden werden (Belz and Masson, 2010). Die
Validierung der in vivo-Relevanz der beobachteten Ty1-Helfer-Funktion bei der Induktion
von CD8" T Zellen durch LSEC ist daher wichtig, um die Einleitung von Immunantworten

in der Leber besser zu verstehen und potenziell unterstiitzen zu kénnen.
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5.8 Schlussfolgerung

Wahrend der vorliegenden Arbeit konnte eine neue Helfer-Funktion von Ty1 Zellen bei
der Induktion von CD8" T Zellen durch LSEC belegt werden. Die Analyse des potenziellen
Mechanismus dieser Helfer-Funktion lieferte weiterhin neue Erkenntnisse zu der
Stimulation von CD8" T Zellen durch LSEC mittels IL-6 Trans-Signaliibertragung.

Bottcher und Schanz konnten bereits demonstrieren, dass LSEC lber zwei Signale die
friihe Granzym-B-Expression der CD8" T Zellen einleiten. Signal eins stellt die Antigen-
spezifische Interaktion zwischen dem TCR und dem MHC-I-Molekil dar. Signal zwei
erfolgt durch Interaktion des Proteins gp130 auf der T Zelle mit dem Komplex aus IL-6R
und IL-6 auf der Endothelzelle in Trans (Bottcher et al., 2014). Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen weiterhin, dass ein Signal drei in Form der IL-2-Signallibertragung fir die
Induktion der Granzym-B-Expression notwendig ist (Abb. 5.8.1). CD8" T Zellen sind selbst
in der Lage, nach Stimulation durch LSEC begrenzt IL-2 zu produzieren, weshalb die
Induktion der friihen Granzym-B-Expression nicht notwendigerweise auf die Hilfe von

CD4" T Zellen angewiesen ist.

TCR ;';{ ,:" gp130
ignal 1 AT ignal 2
Signal IL-6 S I
MHC-I IL-6R

Abbildung 5.8.1: Zusammenfassung der LSEC-vermittelten Induktion von CD8" T Zellen durch IL-6 Trans-
Signaliibertragung. Modifiziert nach (Lambotin et al., 2010; Rose-John, 2012).

Die durch LSEC-Induktion vermittelte friihe Expression von Granzym B und CD25 ist in
Anwesenheit von T,1 Zellen jedoch noch weiter gesteigert. Grundlage fiir diese Helfer-
Funktion ist die Antigen-spezifische Interaktion der T Zellen mit den Leber APCs. LSEC
und Tyl Zellen aktivieren sich gegenseitig, was zu der Ausschittung inflammatorischer

Zytokine durch beide Zellpopulationen fiihrt. Die gemeinsame Sekretion dieser Zytokine
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durch LSEC und T,1 Zellen ist ausreichend, um die Granzym-B-Expression von
CD8" T Zellen in Kombination mit der Stimulation des TCR einzuleiten. LSEC produzieren
nach Aktivierung den Faktor, der die Granzym-B-Expression initiiert. Der Faktor selber
konnte wahrend der Dissertation nicht identifiziert werden. Es ist jedoch moglich, dass
es sich dabei um den loslichen IL-6/sIL-6R-Komplex handelt. T,,1 Zellen setzen nach
Aktivierung das Zytokin IL-2 frei, das die durch IL-6 Trans-Signallibertragung-induzierte
Granzym-B-Expression weiter steigern kann. Eine direkte Beteiligung des Tyl-

produzierten IL-2 konnte nicht nachgewiesen werden. Es ist jedoch naheliegend, da

zusammen mit der verstarkten Granzym-B-Expression auch der hochaffine IL-2R

hochreguliert wurde (Abb. 5.8.2).

Abbildung 5.8.2: Zusammenfassung der Helfer-Funktion von T,1 Zellen bei der LSEC-vermittelten Induktion von
CD8" T Zellen durch IL-6 Trans-Signaliibertragung. Modifiziert nach (Lambotin et al., 2010; Rose-John, 2012).

Zusammenfassend konnen T,1 Zellen LSEC nach Antigen-spezifischer Interaktion
aktivieren. Diese Aktivierung der Endothelzellen erméglicht oder verstarkt die Sekretion
eines Faktors, der die Expression von Granzym B bei CD8" T Zellen induzieren kann.
Weiterhin produzieren T,1 Zellen nach Stimulation durch LSEC IL-2, was bei
CD8" T Zellen die Expression von CD25 positiv verstirken und die Expression von

Granzym B steigern kann.
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