












Ergebnisse 

Um die Akkumulation von T-Zellen im Lebergewebe während einer Con A-induzierten 

AIH zu untersuchen, wurde die Anzahl CD3+ T-Zellen in Dünnschnitten vom 

Lebergewebe bestimmt. Dabei war 3 h nach Con A-Gabe die Anzahl der CD3+ T-

Zellen im Vergleich zum Lebergewebe gesunder Tiere (CD3+/HPF: 4,7 ± 3,9; 

Median ± SD; n = 10 Tiere) nicht erhöht. Durch CPZ-Gabe wurde die Anzahl der 

CD3+ T-Zellen nicht verändert. Im Gegensatz dazu war eine signifikant erhöhte Anzahl 

CD3+ T-Zellen im Lebergewebe und eine Akkumulation der Zellen um die Portalfelder 

12 h nach Induktion der Hepatitis nachweisbar. Nach Gabe von CPZ war die Anzahl 

CD3+ T-Zellen im Lebergewebe signifikant reduziert (Abb. 26).  

 

 

Abb. 26. Akkumulation endogener T-Zellen im Lebergewebe während der Con A-
induzierten AIH und nach Gabe von CPZ. C57BL/6 Mäuse erhielten i.v. Con A und 1 h später 
wurde CPZ i.p. verabreicht. Die Lebern wurden 3 h und 12 h nach Induktion der AIH 
entnommen. Paraffinschnitte des Lebergewebes wurden mit einem anti-CD3 Antikörper gefärbt 
sowie einer Hämatoxilin-Eosin-Färbung unterzogen. Dargestellt ist die Anzahl CD3+ T-Zellen 
pro HPF. Die Pfeile markieren CD3+ T-Zellen. Die Abbildung zeigt repräsentative histologische 
Bilder und Mediane von zwei unabhängigen Experimenten mit jeweils 5 Mäusen pro Gruppe. 
* = p < 0,05; ns = nicht signifikant; Mann-Whitney-Test. 
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Zusammenfassend war nach Gabe des Clathrin-Inhibitors CPZ während einer Con A-

induzierten AIH die Plasma-ALT-Aktivität, die Schädigung des Lebergewebes und die 

Akkumulation von T-Zellen im Lebergewebe reduziert.  

 

4.4.3 T-Zellaktivierung und Akkumulation CXCR3+ CD4+ T-Zellen in der Leber 

während einer Con A-induzierten AIH und nach Gabe von CPZ 

Im Modell der Con A-induzierten AIH sind die Aktivierung lokaler T-Zellen sowie die 

Migration und Akkumulation aktivierter T-Zellen im Lebergewebe Voraussetzungen für 

die hepatische Entzündung. Daher wurde untersucht, welchen Effekt die Gabe von 

CPZ auf beide Faktoren hat, um mögliche Gründe für dessen suppressive Wirkung auf 

die Entwicklung einer T-Zell-vermittelten Hepatitis aufzuzeigen. Basierend auf der 

Erkenntnis, dass während einer Con A-induzierten AIH die hepatische Expression der 

inflammatorischen Chemokine CXCL9 und CXCL10 stark erhöht war, wurde die 

Akkumulation von aktivierten CD4+ T-Zellen, die den entsprechenden 

Chemokinrezeptor CXCR3 exprimieren, im Lebergewebe untersucht. 

Zur Analyse der T-Zellaktivierung wurde den Tieren 6 h nach Auslösen der Con A-

induzierten AIH, zu einem Zeitpunkt, an dem erhöhte ALT-Aktivitäten im Plasma 

Con A-behandelter Mäuse nachweisbar waren (Abb. 8), die Lebern entnommen und 

NPC isoliert. Die Aktivierung der T-Zellen wurde über die Expressionshöhe des 

Aktivierungsmarkers CD69 am Durchflusszytometer ermittelt. Dabei wurde zum einen 

durch Markierung der NPC mit einem anti-CD90.2 Antikörper die Aktivierung aller T-

Zellen untersucht, zum anderen war die Aktivierung von CD4+ T-Zellen während der 

Con A-induzierten AIH von besonderem Interesse, weshalb die NPC außerdem mit 

einem anti-CD4 Antikörper markiert wurden. Nach Con A-Gabe stieg die Expression 

von CD69 sowohl auf CD90.2+ T-Zellen als auch auf CD4+ T-Zellen im Vergleich zu 
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Zellen aus Con A-unbehandelten Mäusen (GFI: CD90.2+ T-Zellen: 62,4 ± 43,4; 

CD4+ T-Zellen: 59,1 ± 56,3; Median ± SD; n = 9 Tiere) stark an. Nach Gabe von CPZ 

war die Expressionshöhe von CD69 auf CD90.2+ T-Zellen und CD4+ T-Zellen 

vergleichbar mit den Werten der Tiere, die nur Con A erhalten hatten (Abb. 27A). 

Um den prozentualen Anteil CXCR3-exprimierender CD4+ T-Zellen im Lebergewebe zu 

ermitteln, wurden NPC 24 h nach Con A-Gabe isoliert, mit einem anti-CD4 und anti-

CXCR3-Antikörper markiert und am Durchflusszytometer analysiert. Der prozentuale 

Anteil CXCR3+CD4+ T-Zellen im Lebergewebe Con A-behandelter Mäuse war im 

Vergleich zu Con A-unbehandelten Tieren signifikant erhöht. Im Gegensatz dazu war 

nach Gabe des Clathrin-Inhibitors CPZ der Anteil CXCR3+CD4+ T-Zellen im 

Lebergewebe signifikant reduziert und lag auf dem Niveau Con A-unbehandelter Tiere 

(Abb. 27B).  

Die i.v. Gabe von Con A führte somit zur Aktivierung endogener T-Zellen und 

Akkumulation CXCR3-exprimierender CD4+ T-Zellen im Lebergewebe. Nach Gabe des 

Clathrin-Inhibitors CPZ war die T-Zellaktivierung nicht verändert, jedoch der 

prozentuale Anteil CXCR3+CD4+ T-Zellen im Lebergewebe vermindert.  
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Abb. 27. Aktivierung endogener T-Zellen und Akkumulation CXCR3+ CD4+ T-Zellen 
während der Con A-induzierten AIH und nach Gabe von CPZ. C57BL/6 Mäuse erhielten i.v. 
Con A und 1 h nach Induktion der AIH i.p. CPZ. (A) NPC wurden 6 h nach Con A-Gabe isoliert, 
mit einem anti-CD90.2, anti-CD4 und anti-CD69 Antikörper markiert und am 
Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt ist der GFI von CD69, exprimiert auf CD90.2+ oder 
CD4+ T-Zellen. Die Abbildung zeigt repräsentative Dot Plots und Mediane von 4 unabhängigen 
Experimenten mit jeweils drei Tieren pro Gruppe. (B) NPC wurden 24 h nach Con A-Gabe 
isoliert, mit einem anti-CXCR3 und anti-CD4 Antikörper markiert und am Durchflusszytometer 
analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil CXCR3+ Zellen, bezogen auf CD4+ T-Zellen. 
Die Abbildung zeigt repräsentative Dot Plots und Mediane von zwei unabhängigen 
Experimenten mit jeweils 3-4 Tieren pro Gruppe. *** = p < 0,001, ns = nicht signifikant; Mann-
Whitney-Test. 
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4.4.4 Einfluss von CPZ auf die Migration von CD4+ T-Zellen unter 

homöostatischen oder inflammatorischen Bedingungen in die Leber 

Abschließend wurde untersucht, ob die nach Gabe von CPZ gezeigte verminderte 

Akkumulation von T-Zellen im Lebergewebe nur während einer Entzündung auftritt 

oder ob CPZ auch einen Einfluss auf die Migration von T-Zellen unter homöostatischen 

Bedingungen hat.  

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Versuchen wurde dabei nicht die 

hepatische Akkumulation endogener T-Zellen, sondern die Migration transferierter 

CD4+ T-Zellen in das Lebergewebe mittels Homingassays analysiert. Das CPZ wurde 

7 h nach Con A-Gabe, zu einem Zeitpunkt als die AIH etabliert war, verabreicht. 

Unbehandelte Tiere erhielten ebenfalls CPZ. Der i.v. Transfer radioaktiv markierter 

CD4+ T-Zellen erfolgte in allen Tieren 2 h nach CPZ-Gabe. Nach 1 h wurden die 

Lebern entnommen und die darin enthaltene Radioaktivität im Vergleich zum restlichen 

Körper bestimmt. Nach Con A-Gabe stieg der prozentuale Anteil in die Leber 

migrierender CD4+ T-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Tieren signifikant an. Nach 

Gabe von CPZ während der etablierten AIH verringerte sich der Anteil in die Leber 

migrierender CD4+ T-Zellen signifikant (Abb. 28A).  

Der Anteil transferierter CD4+ T-Zellen in den Lebern von CPZ-behandelten Tieren, die 

kein Con A erhalten hatten, war verglichen mit unbehandelten Mäusen nicht signifikant 

verändert (Reduktion: 1,1 ± 0,2 fach, MW ± SD; n = 7-11 Tiere). Im Vergleich dazu war 

nach Gabe von CPZ bei einer etablierten Con A-induzierten AIH der prozentuale Anteil 

in die Leber migrierender CD4+ T-Zellen signifikant reduziert (Abb. 28B). 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Gabe von CPZ vor allem während einer Entzündung, 

weniger unter homöostatischen Bedingungen, Auswirkungen auf die Akkumulation und 

Migration von T-Zellen in das Lebergewebe hatte.  
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Abb. 28. Migration transferierter CD4+ T-Zellen in die Leber unter homöostatischen oder 
entzündlichen Bedingungen und nach Gabe von CPZ. C57BL/6 Mäuse erhielten i.v. Con A 
und 7 h später i.p. CPZ. Gesunden Tieren wurde ebenfalls CPZ verabreicht. Radioaktiv 
markierte CD4+ T-Zellen wurden 2 h nach CPZ-Gabe i.v. transferiert und nach 1 h wurde die 
leberspezifische Radioaktivität im Vergleich zur Radioaktivität des restlichen Körpers bestimmt. 
(A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil in der Leber nachgewiesener Radioaktivität bezogen 
auf die gesamte transferierte Radioaktivität. (B) Gezeigt ist die x-fache Reduktion der CD4+ T-
Zellmigration in gesunde oder entzündete Lebern von CPZ-behandelten Mäusen, im Verhältnis 
zu Tieren, die jeweils kein CPZ erhalten hatten. MW ± SD von 4 unabhängigen Experimenten 
mit jeweils 2-3 Tieren pro Gruppe. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; Mann-Whitney-Test. 
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5 Diskussion 

Immunantworten zur Bekämpfung von Infektionen und Entzündungen, aber auch 

Autoimmunerkrankungen werden durch die Rekrutierung von Effektorzellen in 

bestimmte Gewebe ausgelöst. Die Migration und Extravasation von T-Zellen wird dabei 

durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst. Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand 

die Bedeutung des Lebersinusendothels, als eine Population von nicht-professionellen 

APC der Leber, für die Regulation und Modulation der gewebespezifischen Migration 

von CD4+ T-Zellen. Es wurden insbesondere die Einflüsse der endothelialen 

Antigenpräsentation und T-Zellaktivierung sowie der Chemokinbereitstellung durch das 

Lebersinusendothel auf die Migration von CD4+ T-Zellen untersucht. 

 

5.1 Einfluss des Lebersinusendothels auf die antigenabhängige 

Rekrutierung von CD4+ T-Zellen in das Lebergewebe 

Die Migration antigenspezifischer Effektor/Memory T-Zellen in periphere Gewebe dient 

der Etablierung von Immunantworten, kann jedoch auch zur Autoimmunität, wie im 

Falle der Leber zur Entwicklung einer AIH (Czaja, 1995; Diamantis and Boumpas, 

2004), führen. Interaktionen zwischen endothelialen Adhäsionsmolekülen sowie ihren 

von T-Zellen exprimierten Liganden führen zur festen Adhäsion von T-Zellen an 

Endothelien und stellen einen entscheidenden Schritt bei der Extravasation in 

sekundäre lymphatische Organe und periphere Gewebe dar (Boyd, et al., 1988; Chan 

and Aruffo, 1993; Dustin and Springer, 1988; Luscinskas, et al., 1995). Neben der 

Expression von Homingrezeptoren auf T-Zellen kann dabei eine zusätzliche Spezifität 

durch selektive Erkennung von Antigenen mittels des TCR und kostimulatorischer 

Moleküle erreicht werden, wenn die Antigene durch Endothelzellen des Gewebes, in 
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dem das Antigen lokalisiert ist, präsentiert werden (Ward and Marelli-Berg, 2009). 

Deshalb wurde in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, inwieweit LSEC als nicht-

professionelle Leber-APC durch Expression von Adhäsionsmolekülen und MHC-II-

vermittelter Präsentation von Antigenen die Rekrutierung antigenspezifischer CD4+ T-

Zellen in die Leber beeinflussen.  

Da T-Zellen vor allem unter entzündlichen Bedingungen in periphere Gewebe 

einwandern, wurden entzündungsinduzierte Änderungen in der Expression von 

Adhäsionsmolekülen und MHC-II durch LSEC sowie mögliche Konsequenzen für die 

Adhäsion und Transmigration von antigenspezifischen CD4+ T-Zellen betrachtet. LSEC 

exprimierten konstitutiv ICAM-1, VCAM-1 sowie MHC-II und die Expression dieser 

Moleküle durch zytokinaktivierte LSEC war signifikant erhöht. Dass aktivierte LSEC 

Adhäsionsmoleküle verstärkt exprimierten, steht im Einklang mit Studien, welche die 

erhöhte Expression von ICAM-1 auf humanen Endothelzellen der Vena umbilicalis und 

Vena saphena magna (Dustin and Springer, 1988) sowie die Induktion von VCAM-1 

auf humanen intestinalen mikrovaskuläre Endothelzellen (Haraldsen, et al., 1996) nach 

Zytokinstimulation in vitro beschreiben. Eine erhöhte Expression beider 

Adhäsionsmoleküle wurde darüber hinaus in der murinen Mikrovaskulatur des 

Herzens, Dünndarms und Gehirns nach Gabe von TNFα oder LPS in vivo gezeigt 

(Henninger, et al., 1997).  

Die maßgebliche Beteiligung von Adhäsionsmolekülen an der Einwanderung von 

Leukozyten in entzündete und gesunde Gewebe ist in verschiedenen Tiermodellen 

beschrieben worden. So wurden bei einer Infektion mit Helicobacter pylori (Yoshida, et 

al., 1993) und einem intestinalen Ischämie/Reperfusionsmodel (Kurose, et al., 1994) 

die ICAM-1-abhängige Einwanderung von Leukozyten in die mesenterialen Venolen 

von Ratten, bei einer kutanen verzögerten Überempfindlichkeitsreaktion die VCAM-1-
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abhängige Migration von Lymphozyten in die Haut von Rhesusaffen (Silber, et al., 

1994), bei einer experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis die ICAM-1- und 

VCAM-1-abhängige Rekrutierung von Lymphozyten in das Gehirn von Mäusen 

(Steffen, et al., 1994) sowie bei einem adoptiven T-Zelltransfermodell die ICAM-1- und 

VCAM-1-abhängige intrahepatische Akkumulation von aktivierten CD8+ T-Zellen (John 

and Crispe, 2004) gezeigt. Die Analyse des Einflusses endothelialer 

Adhäsionsmoleküle auf die Rekrutierung von CD4+ T-Zellen durch das 

Lebersinusendothel in vitro zeigte jedoch, dass trotz erhöhter Expression von ICAM-1 

und VCAM-1 durch zytokinaktivierte LSEC die Adhäsion und Transmigration von 

CD4+ T-Zellen nicht verändert war.  

Im Hinblick auf weitere Faktoren, die in vivo die Migration von T-Zellen beeinflussen 

können, wurde die Akkumulation antigenspezifischer Effektor/Memory CD4+ T-Zellen in 

Geweben, in denen das Antigen lokalisiert ist, beschrieben. So wurde nach einer 

Influenzavirusinfektion (Roman, et al., 2002) und einer subkutanen Antigeninjektion 

(Reinhardt, et al., 2003) die verstärkte Einwanderung von antigenspezifischen 

Effektor/Memory CD4+ T-Zellen in das Lungen- bzw. Hautgewebe gezeigt. Da LSEC 

konstitutiv MHC-II exprimieren (Knolle, et al., 1999; Lohse, et al., 1996; Rubinstein, et 

al., 1986), wurde untersucht, welche Auswirkungen die Präsentation des Antigens OVA 

durch das Lebersinusendothel auf die Rekrutierung von OVA-spezifischen CD4+ T-

Zellen hat. Dabei führte die Antigenpräsentation durch zytokinaktivierte LSEC-

Monolayer zu einer verstärkten Adhäsion und transendothelialen Migration von 

antigenspezifischen CD4+ T-Zellen. Somit wurden in vitro erste Hinweise auf eine 

antigenabhängige Rekrutierung von CD4+ T-Zellen durch das Lebersinusendothel 

unter entzündlichen Bedingungen erbracht. Während die Aktivierung des Endothels 

oder die Antigenpräsentation durch ein nicht-aktiviertes Endothel allein kaum die 
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genannten Prozesse beeinflussten, führte die Kombination beider zu einem 

überadditiven Effekt und resultierte in der präferentiellen Rekrutierung 

antigenspezifischer CD4+ T-Zellen. Die endotheliale Antigenpräsentation könnte damit 

den Verlauf adaptiver Immunantworten als Reaktion auf lokale Infektionen und 

Entzündungen in der Leber, aber auch die Entwicklung einer AIH beeinflussen.  

Ob die Antigenpräsentation durch Endothelien der Gewebe, in denen die Antigene 

vorhanden sind, die Rekrutierung antigenspezifischer CD4+ T-Zellen fördert, wird 

kontrovers diskutiert. Humane vaskuläre Endothelien exprimieren konstitutiv MHC-II 

(Choi, et al., 2004; Hayry, et al., 1980; Pober, 1999), scheinen sich aber hinsichtlich 

der Beeinflussung der Migration antigenspezifischer T-Zellen organabhängig zu 

unterscheiden. Während die Antigenpräsentation IFNγ-aktivierter Endothelzellen der 

Vena umbilicalis die Transmigration antigenspezifischer Memory CD4+ T-Zellen 

verstärkte (Marelli-Berg, et al., 1999), hatte die Antigenpräsentation aktivierter dermaler 

mikrovaskulärer Endothelzellen keinen Einfluss auf die Rekrutierung 

antigenspezifischer Effektor/Memory T-Zellen (Pober, et al., 2001). Murine Endothelien 

exprimieren in der Regel entweder kein MHC-II oder nur nach Aktivierung durch 

proinflammatorische Zytokine (Choo, et al., 1997; de Waal, et al., 1983; Girvin, et al., 

2002; St Louis, et al., 1993). Damit scheint das Lebersinusendothel aufgrund der 

konstitutiven MHC-II-Expression eine Sonderstellung einzunehmen. Eine im Vergleich 

zum ruhenden Endothel signifikant erhöhte Expression von MHC-II sowie der 

kostimulatorischen Moleküle ICAM-1 und VCAM-1 durch zytokinaktivierte LSEC legte 

die Vermutung nahe, dass inflammatorische Bedingungen die Antigenpräsentation und 

T-Zellaktivierung durch das Lebersinusendothel fördern. Da die Stimulierung des TCR 

zur Aktivierung von Integrinen und dadurch zur Adhäsion von T-Zellen an ein Endothel 

führt (Dustin, et al., 1997; Dustin and Springer, 1989), könnten eine verstärkte 
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Antigenpräsentation und die Vermittlung von kostimulatorischen Signalen durch das 

Lebersinusendothel, aber auch eine aktivierungsabhängige Adhäsion der T-Zellen an 

das Endothel (Bertolino, et al., 2005) ursächlich für die antigenabhängige Rekrutierung 

von CD4+ T-Zellen durch aktivierte LSEC sein. 

Die Leber ist ein Organ mit immunmodulatorischen Funktionen, das eher Toleranz als 

Immunität induziert. Eine der Aufgaben besteht in der Beseitigung aktivierter T-Zellen, 

die präferentiell in die Leber migrieren (Hamann, et al., 2000; Klugewitz, et al., 2002b; 

Mehal, et al., 1999). Sowohl eine ubiquitäre (Huang, et al., 1994; Klugewitz, et al., 

2002a) als auch eine intrahepatische (Bertolino, et al., 2001; Bertolino, et al., 2005) 

Antigenpräsentation führen zur Akkumulation antigenspezifischer T-Zellen in der Leber. 

Dort kommt es durch Interaktionen mit intrahepatischen APC zur Induktion von T-

Zelltoleranz (Ferber, et al., 1994; Limmer, et al., 2000; Limmer, et al., 2005) oder 

Apoptose und Deletion (Bertolino, et al., 1995; Huang, et al., 1994). Ob die 

Präsentation von Antigenen durch das Lebersinusendothel in vivo einen Einfluss auf 

die Rekrutierung antigenspezifischer Effektor CD4+ T-Zellen in die Leber und damit auf 

die genannten Prozesse hat, war nicht bekannt und wurde in der vorliegenden Arbeit 

näher untersucht. In Homingassays wurde nach dem adoptiven Transfer OVA-

spezifischer, in-vitro-differenzierter Th1-Zellen und der einmaligen intravenösen Gabe 

des OVA323-339-Peptids unter den Bedingungen einer ubiquitären Antigenpräsentation 

eine erhöhte intrahepatische Akkumulation antigenspezifischer Th1-Zellen gezeigt, 

während bei einer auf das Lebersinusendothel beschränkten Antigenpräsentation die 

Migration OVA-spezifischer Th1-Zellen nicht verändert war. Im ersten Fall stehen die 

Daten im Einklang mit Studien, welche die generell verstärkte Migration aktivierter T-

Zellen in die Leber beschreiben (Hamann, et al., 2000; Klugewitz, et al., 2002b; Mehal, 

et al., 1999). Es ist anzunehmen, dass durch die ubiquitäre Antigenpräsentation, die 
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sowohl in den sekundären lymphatischen Organen als auch in der Leber stattfindet, 

eine Reaktivierung der antigenspezifischen Th1-Zellen erfolgte, die daraufhin verstärkt 

in der Leber akkumulierten. Dagegen scheint die Antigenpräsentation durch ein nicht-

aktiviertes Lebersinusendothel keinen Einfluss auf die Rekrutierung antigenspezifischer 

Effektor CD4+ T-Zellen in die Leber zu haben. Andererseits wurde in Pilotversuchen, in 

denen das Antigen nicht intravenös gegeben sondern intrahepatisch exprimiert wurde, 

bei auf das Lebersinusendothel beschränkter Antigenpräsentation eine erhöhte 

Akkumulation antigenspezifischer Th1-Zellen in der Leber gezeigt – ein Hinweis darauf, 

dass die Art der Antigengabe über die Effizienz endothelialer Antigenpräsentation in 

der Leber entscheiden kann. LSEC als nicht-professionelle APC exprimieren unter 

homöostatischen Bedingungen wenig MHC-II sowie kostimulatorische Moleküle und 

präsentieren daher vermutlich Antigene mit geringerer Effizienz als professionelle 

MHC-IIhigh APC. Eine einmalige Gabe des OVA323-339-Peptids reichte für eine 

Reaktivierung von antigenspezifischen Th1-Zellen bei ubiquitärer, aber möglicherweise 

nicht bei auf das Lebersinusendothel beschränkter Antigenpräsentation aus. In den TF-

OVA-Mäusen dagegen wird das Antigen als membranständiges Protein konstitutiv von 

den Hepatozyten exprimiert (Derkow, et al., 2007) und ist durch Prozesse wie das 

Protein-Shedding oder auch durch Apoptose von OVA-exprimierenden Hepatozyten 

permanent im Lebergewebe vorhanden. Dadurch könnte OVA durch LSEC 

kontinuierlich aufgenommen und präsentiert werden.  

Insgesamt kann die Frage, ob eine Antigenpräsentation durch das Lebersinusendothel 

einen Einfluss auf die Migration antigenerfahrener Effektor/Memory T-Zellen in die 

Leber hat, nicht abschließend beurteilt werden. Erste Daten deuten auf eine Funktion 

des Lebersinusendothels bei der Rekrutierung antigenspezifischer CD4+ T-Zellen in 

der Leber hin.  
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5.2 Einfluss des Lebersinusendothels auf die Induktion eines Darm-

Homingphänotyps bei CD4+ T-Zellen 

Der Ort der Antigenpräsentation und das microenvironment, die Art der APC sowie der 

Grad der Aktivierung bestimmen den funktionellen Phänotyp von T-Zellen und deren 

lokale Wirkung. Das klassische Konzept des Homing besagt, dass antigenerfahrene 

Effektor/Memory T-Zellen präferentiell in die Gewebe migrieren, die mit den 

sekundären lymphatischen Organen assoziiert sind, in denen die T-Zellen initial nach 

Kontakt mir einem Antigen aktiviert wurden (Agace, 2006; Cahill, et al., 1977; Campbell 

and Butcher, 2002). Passend zu diesem Konzept wurde in Homingassays die Migration 

von durch LSEC antigenabhängig aktivierte CD4+ T-Zellen in die Leber gezeigt. Ob die 

Antigenpräsentation und T-Zellaktivierung durch LSEC jedoch einen Leber-

Homingphänotyp bei CD4+ T-Zellen induzierte, oder ob es sich dabei um die generell 

verstärkte Migration aktivierter T-Zellen in die Leber handelte, bleibt aufgrund bisher 

nicht identifizierter spezifischer Homingrezeptoren für die Migration in die Leber unter 

homöostatischen Bedingungen unklar. Ein für die Rekrutierung von T-Zellen in die 

Leber notwendiger Homingrezeptor könnte der unbekannte Ligand des VAP-1 sein, ein 

Adhäsionsmolekül, das von humanen LSEC konstitutiv exprimiert wird und die 

Adhäsion und Transmigration von Lymphozyten durch humanes Lebersinusendothel 

fördert (Lalor, et al., 2002; McNab, et al., 1996).  

Abweichend vom klassischen Homingkonzept induzierten LSEC als eine Population 

von nicht-professionellen APC der Leber einen Darm-Homingphänotyp bei CD4+ T-

Zellen. Im Gegensatz zur Leber wurden für die Migration in den Darm notwendige 

Homingrezeptoren, α4β7-Integrin und CCR9, identifiziert (Hamann, et al., 1994; 

Svensson, et al., 2002). LSEC-aktivierte CD4+ T-Zellen exprimierten diese 

darmspezifischen Homingrezeptoren und migrierten in das Darmgewebe sowie das 
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GALT. Damit zeigten TLSEC einen mit T-Zellen, die durch GALT-DC aktiviert wurden, 

vergleichbaren Phänotyp (Iwata, et al., 2004; Johansson-Lindbom, et al., 2005; Mora, 

et al., 2005), wobei im letzteren Fall das klassische Konzept des Homings zum Tragen 

kommt – APC aus dem darmassoziierten lymphatischen Gewebe induzierten einen 

Darm-Homingphänotyp. 

Iwata et al. beschrieben die physiologische Relevanz von Vitamin A für die Migration 

von T-Zellen in das Darmgewebe und legten die Notwendigkeit des Vitamin A-

Metaboliten Retinolsäure für die Induktion darmspezifischer Homingrezeptoren auf 

aktivierten T-Zellen dar (Iwata, et al., 2004). Übereinstimmend mit diesen Daten 

erfolgte die Induktion des Darm-Homingphänotyps durch LSEC in Abhängigkeit von 

Vitamin A und Retinolsäure. Die Blockade des Retinolsäurerezeptors durch dessen 

Antagonisten LE 540 während der antigenabhängigen Aktivierung von naiven CD4+ T-

Zellen durch LSEC resultierte nicht nur in einer signifikant reduzierten Expression der 

darmspezifischen Homingrezeptoren und einer daraus folgenden sehr geringen 

Migration der TLSEC in das Darmgewebe und die PP, sondern führte auch zu einer stark 

erhöhten Expression von P-Lig, ein für die Migration in die Haut und entzündete 

Gewebe notwendiger Homingrezeptor (Austrup, et al., 1997; Campbell and Butcher, 

2002; Tietz, et al., 1998). Durch das Fehlen des Signaling des Retinolsäurerezeptors 

bei der antigenabhängigen Aktivierung naiver CD4+ T-Zellen durch LSEC wurde ein 

Homingphänotyp induziert, der vergleichbar war mit dem von CD4+ T-Zellen, die durch 

professionelle APC der Milz aktiviert worden waren. Diese Ergebnisse verdeutlichen 

einerseits die Notwendigkeit von Retinolsäure für die Induktion des Darm-

Homingphänotyps bei LSEC-aktivierten CD4+ T-Zellen. Andererseits zeigen sie, dass 

die Abwesenheit von Retinolsäure die Induktion eines neuen Homingphänotyps durch 
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LSEC verursacht. Retinolsäure ist somit von großer Bedeutung für die Regulation der 

gewebespezifischen Migration von T-Zellen.  

Die Expression gewebespezifischer Homingrezeptoren auf Effektor/Memory T-Zellen 

kann reversibel sein und durch Reaktivierung der T-Zellen in Geweben, die 

verschieden zum Gewebe der initialen Aktivierung sind, verändert werden. Diese 

Flexibilität ist für Immunantworten bei sich ausbreitenden Infektionen sowie 

metastasierenden Tumoren wichtig. Bezüglich der reversiblen Expression von 

Homingrezeptoren wurde eine Anpassung des durch GALT-DC oder pLN-DC 

induzierten Homingphänotyps beschrieben, wenn die aktivierten CD8+ T-Zellen durch 

DC aus dem jeweils anderen lymphatischen Organ restimuliert wurden (Dudda, et al., 

2005; Mora, et al., 2005). Auch die Expression des cutaneous lymphocyte antigen auf 

humanen CD4+ T-Zellen, einem Liganden des E-Selektins, wurde nach einer 

Reaktivierung unter Th1- oder Th2-Bedingungen reversibel herauf- bzw. 

herunterreguliert (Teraki and Picker, 1997). Da LSEC-aktivierte CD4+ T-Zellen den 

Homingrezeptor CD62L exprimierten und in die sekundären lymphatischen Organe 

migrierten, war von Interesse, ob der Homingphänotyp von TLSEC nach deren 

Reaktivierung in einem anderen Gewebe als der Leber moduliert wird. Nach 

Restimulierung von durch LSEC initial aktivierten CD4+ T-Zellen durch professionelle 

Milz-APC war die Expression von α4β7-Integrin unverändert hoch, während die 

reaktivierten CD4+ T-Zellen kein CCR9, jedoch verstärkt P-Lig exprimierten. Aufgrund 

der stabilen Expression von α4β7-Integrin können diese Zellen somit weiterhin in das 

Darmgewebe migrieren. Gleichzeitig kann die Reinduktion von P-Lig eine verstärkte 

Migration in die Haut und entzündete Gewebe ermöglichen, was den Wirkbereich der 

TLSEC erweitern würde. Die gezeigte differentielle Plastizität der Expression 

darmspezifischer Homingrezeptoren stimmt mit Studien überein, welche die Stabilität 
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der in Anwesenheit von Retinolsäure induzierten α4β7-Integrin- und CCR9-Expression 

von durch Leber-DC aktivierten CD8+ T-Zellen (Eksteen, et al., 2009) oder durch Milz-

DC stimulierte B-Zellen (Mora, et al., 2006) untersuchten. Die nach Restimulierung 

durch professionelle APC der Milz erhöhte P-Lig-Expression kann mit der ebenfalls 

erhöhten Aktivierung der CD4+ T-Zellen zusammenhängen. P-Lig ist nicht nur als 

hautspezifischer Homingrezeptor, sondern auch als ein Molekül beschrieben, das von 

aktivierten CD4+ T-Zellen exprimiert wird. So wurde auf Th1-Zellen, IFNγ- und IL-12-

stimulierten Th2-Zellen (Lim, et al., 1999) sowie chronisch antigenaktivierten CD4+ T-

Zellen (Damle, et al., 1992) eine hohe P-Lig-Expression nachgewiesen.  

Bezüglich der Stabilität eines initial induzierten Homingphänotyps stellte sich 

weiterführend die Frage, ob präferentiell in die Leber migrierende, antigenerfahrene 

Effektor/Memory T-Zellen durch das Lebersinusendothel in ihren Homingeigenschaften 

moduliert werden können. Dahingehend wurde gezeigt, dass die Reaktivierung 

antigenspezifischer Th1-Zellen durch LSEC die Expression von α4β7-Integrin auf den 

Effektor CD4+ T-Zellen und deren verstärkte Migration in das Darmgewebe und das 

GALT induzierte. Diese Modulation des Homingphänotyps antigenerfahrener Th1-

Zellen durch das Lebersinusendothel könnte Bedeutung für die Pathogenese von 

entzündlichen Darmerkrankungen haben.  

Die für GALT-DC beschriebene Fähigkeit zur Induktion des Darm-Homingphänotyps ist 

auf die spezifische Expression von RALDH zurückzuführen (Iwata, et al., 2004), die 

essentiell für den letzten Schritt der Umsetzung von Retinol, dessen Vorläufer das mit 

der Nahrung aufgenommene Vitamin A ist, zu Retinolsäure sind (Duester, 2000). In 

dieser Arbeit wurde daher der Frage nachgegangen, ob LSEC die enzymatische 

Ausstattung zur Umwandlung von Vitamin A zu Retinolsäure und dadurch zur Induktion 

des Darm-Homingphänotyps bei CD4+ T-Zellen besitzen. LSEC exprimierten die 
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mRNA von RALDH1 und RALDH4. Da RALDH4 nicht die für die Induktion von 

darmspezifischen Homingrezeptoren notwendige Oxidation von all-trans-Retinal zu all-

trans-Retinolsäure, sondern die von 9-cis-Retinal zu 9-cis-Retinolsäure katalysiert 

(Sima, et al., 2009) und bis heute weder geklärt worden ist, ob 9-cis-Retinolsäure 

in vivo entsteht, noch welche Funktion es hat (Wolf, 2006), wurde eine Relevanz der 

enzymatischen Aktivität von RALDH1 in LSEC für die Induktion des Darm-

Homingphänotyps bei CD4+ T-Zellen angenommen. Dass das von LSEC exprimierte 

RALDH1 funktionell ist, zeigte vor allem die Vitamin A-abhängige Induktion der 

Expression von α4β7-Integrin auf CD4+ T-Zellen durch LSEC aus Vitamin A-defizienten 

Mäusen. Nur nach Zugabe von Retinol zu den in-vitro-Kokulturen induzierten LSEC 

aus Vitamin A-defizienten Mäusen die Expression des darmspezifischen 

Homingrezeptor auf CD4+ T-Zellen. Im Gegensatz dazu erfolgte keine Induktion von 

α4β7-Integrin auf CD4+ T-Zellen, die APC-unabhängig durch anti-CD3 und anti-CD28 

Antikörper aktiviert wurden. Somit können LSEC in vergleichbarer Weise wie GALT-DC 

Vitamin A in die für die Induktion von darmspezifischen Homingrezeptoren notwendige 

all-trans-Retinolsäure umsetzen.  

Die Leber ist das größte Speicherorgan für Vitamin A. Vitamin A wird in den Ito-Zellen 

in unmittelbarer Nähe zum Lebersinusendothel gespeichert und von dort aus in den 

Disse´schen Raum abgegeben (Blomhoff and Wake, 1991; Friedman, 1996), womit 

eine konstante Versorgung der LSEC mit Vitamin A sichergestellt ist. Neben den LSEC 

gibt es weitere leberresidente APC-Populationen, deren Fähigkeit zur Induktion eines 

Darm-Homingphänotyps bei CD8+ T-Zellen von Eksteen et al. näher untersucht 

wurden. Sowohl Ito-Zellen als nicht-professionelle APC als auch Leber-DC als 

professionelle APC induzierten nur eine niedrige Expression darmspezifischer 

Homingrezeptoren, woraus geschlossen wurde, dass diese APC-Populationen nicht 
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die Migration von in der Leber aktivierten CD8+ T-Zellen in den Darm fördern (Eksteen, 

et al., 2009). Darüber hinaus induzierten LSEC-depletierte MHC-IIhigh Leber-APC nur 

wenig α4β7-Integrin und kein CCR9 auf CD4+ T-Zellen (Daten nicht gezeigt). In dieser 

Arbeit wurde somit erstmalig gezeigt, dass LSEC als nicht-professionelle APC der 

Leber die Expression von darmspezifischen Homingrezeptoren und die Migration von 

in der Leber aktivierten oder reaktivierten CD4+ T-Zellen in den Darm induzieren.  

Diese vom klassischen Konzept des Homing abweichenden Daten lassen sich in das 

von Grant et al. postulierte Modell der enterohepatischen Lymphozytenzirkulation 

integrieren. Das Modell nimmt die Migration von durch APC aus dem Darm aktivierte T-

Zellen in die Leber und umgekehrt an (Grant, et al., 2002). Patienten mit entzündlichen 

Darmerkrankungen entwickeln häufig extraintestinale Erkrankungen und das Modell 

der enterohepatischen Lymphozytenzirkulation erklärt dabei eine mögliche klinische 

Koinzidenz der Pathogenese in Darm und Leber. Bisher wurde eine Richtung des 

Kreislaufs beschrieben, und zwar die unter entzündlichen Bedingungen im Darm 

erfolgende Migration von durch GALT-DC aktivierte Effektor/Memory T-Zellen in die 

Leber (Eksteen, et al., 2004; Grant, et al., 2001). Die in der vorliegenden Arbeit 

gezeigten Daten geben erste Hinweise auf eine Migration von in der Leber initial 

aktivierten oder reaktivierten CD4+ T-Zellen in den Darm, die den postulierten Kreislauf 

schließen könnten (Abb. 29).  
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Abb. 29. Modell des enterohepatischen Kreislaufs. Das Modell des enterohepatischen 
Kreislaufs postuliert die Migration von aktivierten T-Zellen aus dem Darm in die Leber sowie aus 
der Leber in den Darm. Durch GALT-DC aktivierte T-Zellen können nicht nur in das 
Darmgewebe, sondern aufgrund der ektopischen Expression von MAdCAM-1 und CCL25 auch 
in das Lebergewebe migrieren. LSEC induzieren einen Darm-Homingphänotyp, so dass in der 
Leber aktivierte CD4+ T-Zellen oder restimulierte Th1-Zellen in der Lage sind, in das 
Darmgewebe zu migrieren. 
 

Während aufgrund der ektopischen Expression von MAdCAM-1 und CCL25 α4β7-

Integrin+ und CCR9+ Effektor T-Zellen aus dem entzündeten Darm in das Lebergewebe 

einwandern und damit extraintestinale Manifestationen von entzündlichen 

Darmerkrankungen, wie die primär sklerosierende Cholangitis, erklärt werden (Adams 

and Eksteen, 2006; Eksteen, et al., 2004; Grant, et al., 2001), könnte aufgrund der 

regulatorischen Funktion LSEC-aktivierter CD4+ T-Zellen (Kruse, et al., 2009) die 

Migration von in der Leber induzierten regulatorischen T-Zellen in den Darm die lokale 

Toleranz gegenüber Nahrungsantigenen fördern oder intestinale Entzündungen 

kontrollieren. Die induzierte Migration von in der Leber reaktivierten Effektor CD4+ T-

Zellen in den Darm könnte dagegen dort eine Pathogenese induzieren oder bei 

bestehender Darmerkrankung diese verstärken.  
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5.3 Einfluss des Lebersinusendothels auf die chemokinabhängige 

Migration von CD4+ T-Zellen in das Lebergewebe 

Von zentraler Bedeutung für die Extravasation von T-Zellen sind Chemokine und deren 

Bereitstellung und Immobilisierung durch vaskuläre Endothelien unter 

Blutflussbedingungen. Die Bindung von Chemokinen an durch naive oder aktivierte T-

Zellen exprimierte, spezifische Chemokinrezeptoren führt zur festen Adhäsion der T-

Zellen an das Endothel und ermöglicht deren kontrollierte Einwanderung in das 

angrenzende Gewebe (Campbell, et al., 1998; Chan, et al., 2001; Constantin, et al., 

2000). In diesem Zusammenhang wurde die erhöhte Transmigration von CD4+ T-

Zellen nach basolateraler Vorinkubation von LSEC-Monolayer mit homöostatischen 

oder inflammatorischen Chemokinen gezeigt (Schrage, et al., 2008b). Es stellte sich 

die Frage, ob das Lebersinusendothel aktiv Chemokine zur Verfügung stellen und 

damit Einfluss auf die gewebespezifische Migration von CD4+ T-Zellen nehmen kann. 

Homöostatische Chemokine werden konstitutiv exprimiert, da sie die kontinuierliche 

Rezirkulation von Lymphozyten und die Immunüberwachung peripherer Gewebe 

koordinieren sowie an der Navigierung von Leukozytenvorläufern im Knochenmark und 

Thymus sowie B- und T-Zellen in spezialisierten Bereichen der sekundären 

lymphatischen Organe beteiligt sind. Die Expression inflammatorischer Chemokine 

erfolgt dagegen zeitlich begrenzt als Antwort auf Infektionen, Entzündungen und 

Gewebeschädigungen (Allen, et al., 2007; Mantovani, 1999; Moser and Willimann, 

2004). In den betroffenen Geweben sind viele Zellpopulationen an der Expression 

inflammatorischer Chemokine beteiligt. In der Leber können das die LSEC sein 

(Leifeld, et al., 2003; Shields, et al., 1999), aber auch perivaskuläre Zellen wie 

Hepatozyten (Harvey, et al., 2003; Heydtmann, et al., 2005), Gallengangsepithelzellen 

(Kollet, et al., 2003; Marra, et al., 1998) und Ito-Zellen (Maher, et al., 1998; Schwabe, 
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et al., 2003). Für eine luminale endotheliale Bereitstellung perivaskulärer Chemokine 

sind verschiedene Wege des Chemokintransports vorstellbar: der transzelluläre 

Transport, die parazelluläre Diffusion durch Zwischenräume oder tight junctions 

benachbarter Endothelzellen oder die Bewegung in der Ebene der Zellmembran durch 

Assoziation mit Glykoproteinen (Furie and Randolph, 1995; Middleton, et al., 2002; 

Song and Pachter, 2004). Diesbezüglich war von Interesse, ob das Lebersinusendothel 

eine Transzytose von Chemokinen von der basolateralen zur apikalen Seite unterstützt 

und dort im Sinne einer temporären lokalen Anreicherung zur Verfügung stellt.  

Eine Voraussetzung für die Transzytose ist die basolaterale Internalisierung von 

Chemokinen in LSEC. Dies wurde für das Chemokin CXCL12 gezeigt. Die Aufnahme 

von Chemokinen in LSEC war bei 4°C inhibiert. Da in diesem Temperaturbereich keine 

energieverbrauchenden Prozesse in der Zelle mehr ablaufen, weisen die Daten auf 

eine aktive, energieabhängige Internalisierung von Chemokinen in LSEC hin.  

Die molekularen Mechanismen der endothelialen Chemokinaufnahme und Transzytose 

sind bis heute nicht vollständig aufgeklärt. Bei kultivierten humanen Endothelzellen der 

Vena umbilicalis wurde die Expression der Chemokinrezeptoren CXCR1, CXCR2 und 

CXCR4 beschrieben (Murdoch, et al., 1999), doch die Funktion endothelialer 

Chemokinrezeptoren ist weitgehend unbekannt. Es wurde jedoch die CCR2-abhängige 

Internalisierung von CCL2 in humanen mikrovaskulären Endothelzellen des Hirns 

gezeigt (Dzenko, et al., 2001). Passend dazu führte die Blockierung des 

Chemokinrezeptors CXCR4 durch den spezifischen Antagonisten AMD 3100 zur 

Inhibition der basolateralen Aufnahme des Liganden CXCL12 in LSEC. Die Daten 

belegen die CXCR4-abhängige Aufnahme von CXCL12 in LSEC und unterstützen die 

These, dass endotheliale Chemokinrezeptoren bei der Initiierung der Transzytose eine 

Rolle spielen. Die Ergebnisse bezüglich des Einflusses des Chemokinrezeptors 
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CXCR3 auf die Internalisierung seines Liganden CXCL10 in LSEC stehen im 

Gegensatz zu denen aus dem CXCR4/CXCL12-System. CXCL10 wurde gleich stark in 

WT-LSEC und LSEC aus CXCR3-/--Mäusen aufgenommen. Außerdem zeigten 

weiterführende Versuche eine sehr niedrige mRNA-Expression von CXCR3 in nicht-

aktivierten WT-LSEC (Daten nicht gezeigt). Diese Resultate legen die Vermutung 

nahe, dass entweder andere, bisher nicht identifizierte Chemokinrezeptoren oder 

weitere Mechanismen an der Aufnahme der Liganden von CXCR3 in LSEC beteiligt 

sind. Vorstellbar wäre eine durch Interzeptoren vermittelte Internalisierung und 

Transzytose dieser inflammatorischen Chemokine in LSEC (Hadley, et al., 1994; 

Pruenster, et al., 2009; Rot, 2003) und die Beteiligung von GAG an den Prozessen 

(Wang, et al., 2005). 

Die ligandeninduzierte Internalisierung von Chemokinrezeptoren kann durch Clathrin-

vermittelte Endozytose erfolgen. So wurde die Clathrin-abhängige, CCL5- oder 

CXCL1-induzierte Internalisierung von CCR5 bzw. CXCR2 in CCR5-transfizierten 

CHO-Zellen (Signoret, et al., 2005) oder CXCR2-transfizierten HEK293-Zellen (Yang, 

et al., 1999) beschrieben. Außerdem wurde die Clathrin-abhängige Transzytose von 

CXCL12 in Endothelzellen des Knochenmarks gezeigt (Dar, et al., 2005). Deshalb 

wurde in dieser Arbeit untersucht, welchen Einfluss der Clathrin-Pathway auf die 

Aufnahme und Transzytose von Chemokinen in LSEC hat. Die Vorbehandlung der 

LSEC mit CPZ, einer Substanz, welche die Bildung der Clathrin-coated Vesikel und 

damit den Clathrin-Pathway inhibiert (Wang, et al., 1993), reduzierte signifikant die 

Internalisierung von CXCL12 und CXCL10 in LSEC. Die Aufnahme von CXCL10 wurde 

nicht nur in LSEC aus WT-Mäusen, sondern auch in CXCR3-/--LSEC durch CPZ 

inhibiert, darauf hindeutend, dass andere Chemokinrezeptoren als der CXCR3 für die 

Aufnahme von CXCL10 in LSEC von Bedeutung sind. Mit Hilfe von 
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Transmigrationsassays wurden erste indirekte Hinweise auf eine Clathrin-abhängige 

Transzytose von Chemokinen durch LSEC erbracht. Da bei Transmigrationsassays in 

Anwesenheit von Chemokinen in der unteren Transwell®-Kammer nicht 

ausgeschlossen werden kann, dass Chemokine durch vom Endothel nicht bedeckte 

Membranporen diffundieren und direkt auf T-Zellen wirken, wurde durch basolaterale 

Vorinkubation der LSEC-Monolayer mit den Chemokinen sichergestellt, dass nur auf 

dem Endothel immobilisierte Chemokine an der Transmigration der CD4+ T-Zellen 

beteiligt sind. Die nach Inkubation der LSEC-Monolayer mit homöostatischen oder 

inflammatorischen Chemokinen signifikant erhöhte Transmigration von apikal auf dem 

Endothel liegenden CD4+ T-Zellpopulationen war nach basolateraler Vorbehandlung 

der LSEC-Monolayer mit CPZ stark vermindert. Die Daten weisen darauf hin, dass 

Chemokine, die sich auf der basolateralen Seite von LSEC befinden, von diesen unter 

Beteiligung von Clathrin-coated Vesikel apikal zur Verfügung gestellt werden, wodurch 

die chemokinabhängige Transmigration von CD4+ T-Zellen gesteigert wird. Dass zu 

dieser endothelialen Chemokinbereitstellung die von der basolateralen zur apikalen 

Seite erfolgende Transzytose von Chemokinen erforderlich ist, verdeutlichte die nach 

apikaler Vorinkubation der LSEC-Monolayer mit Chemokinen nicht veränderte 

Transmigration von CD4+ T-Zellen (Schrage, et al., 2008b). Diese Ergebnisse fügen 

sich in eine Reihe von Studien ein, welche die Transzytose des homöostatischen 

Chemokins CCL19 in HEV (Baekkevold, et al., 2001) sowie der inflammatorischen 

Chemokine CXCL8 (Middleton, et al., 1997) und CXCL10 (Mordelet, et al., 2007) im 

Hautendothel, CCL2 in brain microvascular endothelial cells (Ge, et al., 2008) und 

CXCL10 in Endothelzellen der Lunge (Mordelet, et al., 2007) beschreiben. Middleton 

et al. zeigten die Caveolae-vermittelte Transzytose von CXCL8 im Hautendothel 

(Middleton, et al., 1997). Da LSEC das Hüllprotein Caveolin-1 exprimierten, war 
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ebenfalls eine Beteiligung von Caveolae an der Transzytose von Chemokinen in LSEC 

denkbar. Es war jedoch weder die Aufnahme von Chemokinen in LSEC nach deren 

Vorinkubation mit den Caveolae-Inhibitoren Filipin oder Nystatin beeinträchtigt, noch 

wurde eine Kolokalisation von Caveolin-1 und CXCL12 gezeigt. Deshalb wurde eine 

Beteiligung von Caveolae an der Transzytose dieser Chemokine in LSEC 

ausgeschlossen. Es könnte somit von der Art des Endothels und Chemokins sowie 

vom Mechanismus der Chemokinaufnahme abhängen, welche Vesikel an der 

endothelialen Transzytose von Chemokinen beteiligt sind.  

Die endotheliale Immobilisierung von Chemokinen ist eine Voraussetzung für deren 

lokale Anreicherung und damit Erhöhung ihrer Wirksamkeit unter Blutflussbedingungen 

(Hoogewerf, et al., 1997; Middleton, et al., 1997; Patel, et al., 2001). So wurde für die 

inflammatorischen Chemokine CCL2, CCL4 oder CCL5 gezeigt, dass diese an 

Heparansulfat binden und in gebundener Form die integrinabhängige Adhäsion von T-

Zellen an Endothelzellen der Cornea des Rindes (Gilat, et al., 1994), humanen 

dermalen mikrovaskulären Endothelzellen (Ali, et al., 2001) oder Endothelzellen des 

synovialen Gewebes von Patienten mit rheumatoider Arthritis (Tanaka, et al., 1998) 

induzieren und im Vergleich zur löslichen Form verstärken. Da Heparan- und 

Chondroitinsulfat die am stärksten exprimierten GAG in der Leber sind (Gressner, et 

al., 1977), wurde untersucht, ob diese beiden GAG an der Chemokinbereitstellung 

durch LSEC beteiligt sind. Die Behandlung mit Heparinase I oder Chondroitinase führt 

zu einer Reduktion von auf der Zelloberfläche vorhandenem Heparan- bzw. 

Chondroitinsulfat und verringert damit die Zahl potentieller Bindungsstellen für 

Chemokine (Hoogewerf, et al., 1997; Tanaka, et al., 1998). Nach apikaler 

Vorbehandlung der LSEC-Monolayer mit Heparinase I oder Chondroitinase war die 

CXCL12- und CXCL9-abhängige CD4+ T-Zell-Transmigration signifikant verringert. Die 
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Daten legen den Schluss nahe, dass im Vergleich zu unbehandelten LSEC weniger 

Chemokin zur Verfügung stand und dass LSEC sowohl Heparansulfat als auch 

Chondroitinsulfat zur Immobilisierung von homöostatischen und inflammatorischen 

Chemokinen nutzen.  

Zusammenfassend unterstützen die in dieser Arbeit gezeigte basolaterale Aufnahme 

und apikale Bereitstellung von homöostatischen und inflammatorischen Chemokinen 

durch das Lebersinusendothel und die daraus resultierende chemokinabhängige 

Transmigration von CD4+ T-Zellen den angenommenen Mechanismus eines 

transzellulären endothelialen Transports von Chemokinen und bieten eine Erklärung, 

wie perivaskulär produzierte Chemokine die Extravasation von T-Zellen in das 

Lebergewebe induzieren können (Abb. 30).  

 

Abb. 30. Modell der Bereitstellung perivaskulärer Chemokine durch LSEC. Perivaskuläre 
Chemokine werden basolateral von LSEC aufgenommen und apikal im Lumen der Sinusoide 
zirkulierenden T-Zellen zur Verfügung gestellt. CXCR4, Clathrin-coated Vesikel sowie Heparan- 
und Chondroitinsulfat sind an den Prozessen der Chemokinaufnahme, Transzytose und 
Immobilisierung durch das Lebersinusendothel beteiligt. 

  121



Diskussion 

Die Daten verdeutlichen die Bedeutung des Lebersinusendothels für die 

Immunüberwachung der Leber und die Rekrutierung von Immunzellen unter 

entzündlichen Bedingungen. Die in vitro nach Inhibition des Clathrin-Pathway in LSEC 

gezeigte Reduktion der chemokinabhängigen Transmigration von CD4+ T-Zellen durch 

das Lebersinusendothel führte zu der Frage, ob in vivo durch Gabe des Clathrin-

Inhibitors CPZ ähnliche Effekte denkbar wären, die womöglich von therapeutischen 

Nutzen bei Entzündungen der Leber sind.  

Unter Verwendung des Modells der Con A-induzierten T-Zell-vermittelten Hepatitis 

wurde gezeigt, dass die hepatische Expression der inflammatorischen Chemokine 

CXCL9 und CXCL10 während einer AIH stark ansteigt. CXCL9 wurde darüber hinaus 

in LSEC nachgewiesen. Diese können, wie gezeigt, inflammatorische Chemokine 

internalisieren oder unter entzündlichen Bedingungen selbst exprimieren (Leifeld, et al., 

2003; Shields, et al., 1999). Aufgrund der erhöhten hepatischen Expression 

inflammatorischer Chemokine während der Con A-induzierten AIH war es vorstellbar, 

dass die chemokinabhängige Rekrutierung von aktivierten T-Zellen in die Leber für die 

Pathogenese von Bedeutung ist. Diesbezüglich wurde die Akkumulation aktivierter 

CXCR3+ CD4+ T-Zellen in der Leber während der Con A-induzierten AIH gezeigt. Die 

Gabe des Clathrin-Inhibitors CPZ resultierte in einem stark abgeschwächten Verlauf 

der AIH und einem signifikant niedrigeren Anteil aktivierter CXCR3+ CD4+ T-Zellen in 

der Leber. Da ausgeschlossen wurde, dass der Clathrin-Inhibitor einen Einfluss auf die 

Con A-induzierte T-Zellaktivierung oder die Expression von inflammatorischen 

Zytokinen (Ikeda, et al., 1997) in vivo hatte, geben die Daten erste Hinweise darauf, 

dass die verminderte chemokinabhängige Migration von aktivierten CD4+ T-Zellen in 

das Lebergewebe ein Grund für die Suppression der Autoimmunhepatitis ist. 
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Die Annahme, dass der Clathrin-Inhibitor die chemokinabhängige Rekrutierung von T-

Zellen in die Leber unter entzündlichen Bedingungen beeinflusst, wurde durch die 

Analyse der Migration transferierter CD4+ T-Zellen in gesunde Lebern oder Lebern mit 

etablierter AIH untermauert. Die Migration von CD4+ T-Zellen unter entzündlichen 

Bedingungen in das Lebergewebe war nach Gabe des Clathrin-Inhibitors signifikant 

verringert, während unter homöostatischen Bedingungen kaum ein Einfluss auf die 

Rekrutierung der Zellen beobachtet wurde. Diese Resultate im Zusammenhang mit der 

hohen intrahepatischen Expression inflammatorischer Chemokine während der AIH 

unterstützen die Annahme eines inhibitorischen Effekts von CPZ auf die 

entzündungsinduzierte Chemokinbereitstellung durch das Lebersinusendothel.  

Inhibitoren von Chemokinen oder Chemokinrezeptoren haben sich als potentielle anti-

inflammatorische Wirkstoffe herausgestellt (Glass, et al., 2004; Hancock, et al., 2000; 

Johnson, et al., 2005; Veazey, et al., 2005; Zheng, et al., 2005). Ein Problem bei der 

Beeinflussung des Chemokin/Chemokinrezeptorsystems liegt in dessen Redundanz, 

da ein Chemokin der Ligand von verschiedenen Chemokinrezeptoren sein kann und 

ein Chemokinrezeptor möglicherweise unterschiedliche Chemokine bindet. Das könnte 

zu einer verminderten Spezifität und unerwünschten Nebeneffekten, wie der 

Beeinflussung von T-Zellfunktionen oder anderer wichtiger Prozesse, z.B. der 

Angiogenese, führen. In der vorliegenden Arbeit wurden im Hinblick auf die Bedeutung 

des Lebersinusendothels für die chemokinabhängige Rekrutierung von CD4+ T-Zellen 

in das Lebergewebe erste Hinweise darauf erbracht, dass, als ein neuer, die 

genannten Nebeneffekte möglicherweise ausschließender Ansatz, Interventionen in die 

endotheliale Chemokinbereitstellung während einer Entzündung anti-inflammatorisch 

wirken. Da in der Leber im Gegensatz zu anderen Organen die Migration von T-Zellen 

in das Parenchym durch Chemokine initiiert wird (Wong, et al., 1997), ist dieses Organ 
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für erste Studien bezüglich der entzündungsinduzierten endothelialen 

Chemokinbereitstellung als potentielles Target sehr gut geeignet.  

 

5.4 Schlussfolgerung und Ausblick 

Die Präsentation von Antigenen durch aktivierte LSEC führte zu einer verstärkten 

Adhäsion und Transmigration antigenspezifischer CD4+ T-Zellen durch das 

Lebersinusendothel. Die antigenspezifische Aktivierung naiver CD4+ T-Zellen oder 

Restimulierung von Th1-Zellen durch LSEC induzierte die Expression darmspezifischer 

Homingrezeptoren und führte zur Migration von in der Leber aktivierten CD4+ T-Zellen 

in den Darm und das GALT. Als Folge der aktiven Bereitstellung von homöostatischen 

und inflammatorischen Chemokinen förderten LSEC die chemokinabhängige 

Transmigration von CD4+ T-Zellen durch das Lebersinusendothel. Die Gabe eines 

Inhibitors der endothelialen Chemokinaufnahme und Transzytose in vitro supprimierte 

den Verlauf einer AIH und resultierte in einer verminderten chemokinabhängigen 

Rekrutierung aktivierter CD4+ T-Zellen in das Lebergewebe. Zusammenfassend 

unterstreichen die Daten der vorliegenden Arbeit die Bedeutung des 

Lebersinusendothels für die Regulation und Modulation der gewebespezifischen 

Migration von CD4+ T-Zellen. Die damit gezeigte neue funktionelle Ebene der Leber als 

immunologisches Organ könnte Relevanz für die Immunüberwachung, den Verlauf 

adaptiver Immunantworten in der Leber und die Entwicklung einer AIH, aber auch für 

eine Pathogenese im Darm oder die Induktion oraler Toleranz haben.  

Die in-vitro-Daten bezüglich des Einflusses der endothelialen Präsentation von 

Antigenen auf die Rekrutierung antigenspezifischer CD4+ T-Zellen zusammen mit 

einigen Studien (Marelli-Berg, et al., 2004; Savinov, et al., 2003) weisen auf eine 

Bedeutung der Antigenpräsentation durch das Lebersinusendothel für die 
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antigenspezifische Migration und Akkumulation von Effektor/Memory T-Zellen unter 

entzündlichen Bedingungen in die Leber hin. Weiterführende Experimente sollten sich 

daher auf die Rekrutierung antigenspezifischer Effektor/Memory CD4+ T-Zellen durch 

das Lebersinusendothel während einer Hepatitis konzentrieren. Dazu ist ebenfalls eine 

Optimierung der Antigengabe in den verwendeten Modellen notwendig. Neben der 

endogenen Expression von OVA im Lebergewebe von TF-OVA-Mäusen wären eine 

kontinuierliche orale Gabe des Antigens als Protein oder spezifische Modifikationen 

des Peptids denkbar, um eine verlängerte Halbwertszeit in vivo und Akkumulation des 

Antigens in der Leber und damit eine effizientere Präsentation durch das 

Lebersinusendothel zu erreichen.  

In vivo ist vor allem die Migration aktivierter Effektor/Memory T-Zellen in die Leber 

relevant. Da naive T-Zellen jedoch auch in geringen Mengen durch die Leber 

zirkulieren und durch vom Lebersinusendothel präsentierte Antigene aktiviert werden 

(Bertolino, et al., 2001; Knolle, et al., 1999; Kruse, et al., 2009; Limmer, et al., 2000), 

wäre es ebenfalls interessant zu untersuchen, ob die endotheliale Antigenpräsentation 

einen Einfluss auf die Einwanderung naiver CD4+ T-Zellen in das Lebergewebe hat.  

Bisherige Analysen zur Induktion eines Darm-Homingphänotyps durch LSEC wurden 

mit in vitro generierten TLSEC durchgeführt. Der Nachweis der Induktion eines Darm-

Homingphänotyps in vivo würde die Relevanz der Daten für das Modell des 

enterohepatischen Kreislaufs hervorheben. Ob dabei die Aktivierung naiver CD4+ T-

Zellen durch LSEC für die Induktion des Darm-Homingphänotyps notwendig ist, oder 

ob eine Aktivierung durch andere APC der Leber bei gleichzeitiger Bereitstellung von 

Retinolsäure durch LSEC ebenfalls zur Migration von T-Zellen in den Darm führt, ist 

nicht bekannt und wird unter Verwendung von LSEC aus MHC-II-/--Mäusen 

weiterführend untersucht. Diesbezüglich wurde eine essentielle Rolle von durch 
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Stromazellen aus den mLN metabolisierter Retinolsäure bei der Induktion des Darm-

Homingphänotyps durch GALT-DC beschrieben (Hammerschmidt, et al., 2008).  

Ob durch LSEC aktivierte CD4+ T-Zellen aufgrund ihrer regulatorischen Funktion und 

der Fähigkeit in den Darm zu migrieren den Verlauf entzündlicher Darmerkrankungen 

beeinflussen, wird unter Verwendung eines Mausmodells einer chronischen Colitis in 

weiteren Versuchen untersucht.  

Weiterführende Versuche haben die von Retinolsäure abhängige Induktion 

darmspezifischer Homingrezeptoren auf naiven CD8+ T-Zellen durch LSEC gezeigt 

(Christine Rudolph, persönliche Mitteilung). Somit ist auch die Migration von in der 

Leber aktivierten CD8+ T-Zellen in den Darm und damit eine Relevanz für eine 

Pathogenese im Darm denkbar.  

Die Analyse spezifischer DNA-Methylierungen und Histon-Modifikationen und die 

daraus resultierende distinkte epigenetische Modifikation der Loci, welche in die 

Regulation der Expression der Homingrezeptoren α4β7-Integrin und CCR9 involviert 

sind, könnte einen ersten Ansatzpunkt zur Aufklärung der Unterschiede in der hier 

gezeigten Stabilität der Expression beider Homingrezeptoren bieten. Dahingehend 

wurde die Regulation der stabilen Expression von CCR6 durch epigenetische 

Modifikationen des CCR6 Locus beschrieben (Steinfelder, et al.). 

Die endotheliale Chemokinbereitstellung variiert zwischen verschiedenen Endothelien 

und hängt vom Profil der exprimierten GAG, den Bindungsaffinitäten und den 

Transferraten der Chemokine ab (Mordelet, et al., 2007; Witt and Lander, 1994). Ein 

Einfluss anderer, weniger stark in der Leber exprimierter GAG, z.B. Dermatansulfat, an 

der Immobilisierung bestimmter Chemokine durch LSEC wäre daher denkbar. 

Außerdem könnte das Lebersinusendothel eine Selektivität bezüglich der 

transportierten Chemokine in Abhängigkeit von der Art der Chemokine und den 
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vorliegenden Bedingungen zeigen. Auch sollte weiterführend untersucht werden, 

inwieweit der transendotheliale Transport von Chemokinen und die endotheliale 

Chemokinexpression unter inflammatorischen Bedingungen letztendlich an der 

Bereitstellung von Chemokinen durch das Lebersinusendothel beteiligt sind. In diesem 

Zusammenhang wurde gezeigt, dass große Mengen an perivaskulären Chemokinen 

die endotheliale Expression der gleichen Chemokine über einen negativen Feedback-

Mechanismus inhibieren (Ge, et al., 2008).  

Die Frage nach der Funktion von Chemokinrezeptoren in der Chemokinbereitstellung 

durch das Lebersinusendothel wurde noch nicht hinreichend beantwortet. Ob CXCR4 

nur an der Aufnahme von CXCL12 in LSEC beteiligt ist, oder ob an CXCR4 

gebundenes CXCL12 zusammen mit dem Rezeptor transzellulär transportiert wird, ist 

nicht bekannt. Es wäre ebenfalls wichtig zu wissen, ob die Transzytose nur mittels 

Clathrin-coated Vesikel oder über weitere intrazelluläre vesikuläre Kompartimente 

erfolgt. Auch entzündungsinduzierte Änderungen in der Expression von 

Chemokinrezeptoren durch LSEC sollten näher betrachtet werden. Es wäre möglich, 

dass Endothelien Chemokinrezeptoren wie CXCR4, die homöostatische Chemokine 

als Liganden haben, konstitutiv exprimieren, während Chemokinrezeptoren, die 

inflammatorische Chemokine binden, erst unter entzündlichen Bedingungen exprimiert 

werden und dann möglicherweise eine Rolle bei der endothelialen Transzytose dieser 

Chemokine spielen. Des Weiteren sollte der Frage, ob Interzeptoren eine Rolle bei der 

Bereitstellung von inflammatorischen Chemokinen durch das Lebersinusendothel 

spielen, nachgegangen werden. 

In dieser Arbeit wurden erste Belege dahingehend erbracht, dass Interventionen in die 

Chemokinbereitstellung durch das Lebersinusendothel unter entzündlichen 

Bedingungen anti-inflammatorisch wirken. Eine Selektivität dieser Wirkungen kann in 
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anderen T-Zell-vermittelten Hepatitis- und Cholangitismodellen verifiziert werden. Auch 

die Verwendung von Krankheitsmodellen anderer Organe als der Leber würden 

weiteren Aufschluss über den Einfluss der endothelialen Chemokinbereitstellung bei 

der Rekrutierung von T-Zellen und deren mögliche Beeinflussung geben. Der bisher 

verwendete Clathrin-Inhibitor CPZ kann als Neuroleptikum hier nur eine 

Modellsubstanz sein. CPZ-Derivate mit höherer Selektivität und Spezifität in ihrer 

Wirkweise wären wünschenswert. Weiterführende Untersuchungen bezüglich der 

molekularen Mechanismen, welche in die Transzytose und Immobilisierung von 

Chemokinen durch Endothelien involviert sind, könnten neue Ziele inhibitorisch 

wirkender Substanzen identifizieren, die möglicherweise eine höhere Selektivität einer 

anti-inflammatorischen Behandlung gewährleisten. 
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