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1. EINLEITUNG

1.1. Bedeutung des Ischimie-Reperfusionsschadens in der Leberchirurgie

Ischidmie, aus dem griechischen woyoyuoa (ischaimia) fiir ,isch — Halt* und ,hima — Blut*
abgeleitet, ist ein Zustand verminderter Blutversorgung in einem Organ. Demgegeniiber
beschreibt Reperfusion die Wiederaufnahme der Blutversorgung in einem ischédmischen
Organ. In der Chirurgie der Leber steht der Ischidmie-Reperfusion (I/R) eine besondere Rolle
zu. Nicht nur bei Lebertransplantationen, sondern auch bei Leberteilresektionen, Leber-
traumaversorgungen und Schockereignissen mit einhergehender Zentralisation tritt ein I/R-
Schaden des Organs auf ®. In Deutschland wurden im Jahre 2006 854 Lebertransplantationen
durchgefiihrt (EUROTRANSPLANT, Annual Report 2006). Weit haufiger treten I/R-Schiden
bei diversen Formen der vaskuldren Kontrolle wihrend leberchirurgischer Eingriffe auf. Unter
Anwendung des Pringle-Mandvers, erstbeschrieben durch Pringle 1908 *°, wird durch das
Abklemmen des ligamentum hepatoduodenale ein ausgedehnter Blutverlust bei Leber-
operationen vermieden. Dieses Verfahren, auch als portal triad clamping bezeichnet, wird
durch die totale GefdBokklusion (hepatic vascular occlusion) ergénzt, bei der durch ein
zusitzliches Abklemmen der supra- und infrahepatischen Vena cava auch ein vendser
Blutverlust unterbunden wird '®. Bei Lebertransplantationen und den Verfahren der
vaskuldren Kontrolle treten postoperativ Beeintrdchtigungen der Organfunktion durch einen
I/R-Schaden auf, so dass Alternativen wie die selektive vaskuldre Okklusion bzw. das
selektive vaskuldre Clamping mittlerweile eine breite Anwendung finden. Trotz Einfiihrung
der selektiven vaskuldren Okklusion und des selektiven vaskuldren Clamping ist die klinische
Relevanz der hepatischen I/R nicht gemindert: Insbesondere bei Notfalleingriffen, wie z.B.
bei einer Leberruptur, hat das Pringle-Mandver einen unbestrittenen Stellenwert. Dartiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass 10% aller friihzeitigen Organversagen nach Lebertrans-
plantation alleinig durch den I/R-Schaden zu erkldren sind *°. SchlieBlich fithrt die hohere
Anfilligkeit von marginalen Spenderorganen gegeniiber dem I/R-Schaden zu einer

Verschérfung der Organknappheit.

1.2. Mikrozirkulation der Leber

Die Leber, lokalisiert im rechten Oberbauch, wird mit Blut von der A. hepatica und der Vena
portae versorgt. Beide GefaBle verlaufen zusammen mit dem Gallengang im ligamentum

hepatoduodenale. In den Portalfeldern findet sich diese Trias wieder (Abb. 1). Leberldappchen,
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Grundeinheiten der Leberarchitektur, werden von Portalfeldern umsdumt und mit Blut
versorgt. Uber die Zentralvene, welche sich im Zentrum eines Leberlédppchens befindet, wird
venoses Blut in die Vena cava drainiert. Als Besonderheit der Sinusoide, den Gefdllen
zwischen den Portalfeldern und der Zentralvene, gilt, dass diese von fenestriertem Endothel

ausgekleidet werden.

Stnusotd Biledu  Hopstic artory

Column of liver-
cells

Abb. 1: Schematische Darstellung der Mikrozirkulation der Leber. Links ein Leberldppchen
mit Portalfeldern, Sinusoiden (Sinusoid) und einer Zentralvene (Intralobular vein). Leber-
lappchen werden von mehreren Portalfeldern umsdumt. Ein Portalfeld, rechts, besteht
charakteristischerweise aus einem Ast der hepatischen Arterie und der Portalvene sowie
einem Gallekanélchen und lymphatischen Geféaf3en. (Quelle: Gray’s Anatomy)

1.3. Ischimie-Reperfusionsschaden

1.3.1. Pathomechanismen des hepatischen Ischimie-Reperfusionschadens

Leberschidden verursacht durch I/R werden als Endpunkt eines multifaktoriellen Prozesses
gesehen. In der Literatur werden Kaskaden der Zellaktivierung diskutiert. Demnach gibt es
Hinweise darauf, dass Kupffer-Zellen, neutrophile Granulozyten und Endothelzellen aktiviert
werden und an der Pathogenese des I/R-Schadens beteiligt sind ** ”'. Wihrend der Phase der
Ischdmie tritt eine Gewebehypoxie auf. Diese ist mit einer Depletion von Adenosin-
triphosphat (ATP), einer Akkumulation intrazelluldren Natriums und schlieBlich der
Entwicklung eines zelluliren Odems assoziiert . Durch das Anschwellen der ischdmischen
Zellen kommt es zu einer Verengung der Blutgefdsse. Es tritt das so genannte No-reflow-
Phianomen auf, welches Ausdruck einer gestorten mikrovaskuldren Funktion ist und zu einer

eingeschrinkten Perfusion fiihrt *. Im Rahmen der Reutilisation von Adenosin kommt es

8
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unter hypoxischen Bedingungen zu einer Ansammlung von Sauerstoffradikalen. Diese
konnen redoxsensitive Transkriptionsfaktoren aktivieren, die ihrerseits die Expression von
proinflammatorischen Zytokinen und Adhédsions- sowie kostimulatorische Molekiile
induzieren. Es konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen im Setting der I/R die
vulnerabelsten nicht-parenchymatdsen Zellen sind '*. Es wird daher davon ausgegangen, dass
im Rahmen deren Aktivierung verstirkt exprimierte Adhdsionsmolekiile und
kostimulatorische Molekiile sowie eine verstirkte Ausschiittung von Chemokinen auf der
Oberflidche der Zellmembran das Riickgrat der postischdmischen Leukozyten-Endothelzell-

Interaktion darstellen.

1.3.2. Multi-step-Modell der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen treten nicht nur wihrend I/R auf, sondern auch im
Rahmen des Homing in Lymphknoten und der Extravasation von Leukozyten in entziindetem
Gewebe. Dabei wurde diese Interaktion mittlerweile charakterisiert als ein Multi-step-Prozess,
bestehend aus Rollen, Aktivierung, Adhédsion und Transmigration. In der folgenden

Abbildung ist dieser Multi-step-Prozess schematisch dargestellt.

. U9 9

Capture

Spreading /
Intravascula

r Crawling
Transmigration

transcellular paracellular

Abb. 2: Erweiterte schematische Darstellung des Multi-step-Prozesses der transendothelialen
Migration von T-Zellen (modifiziert nach Ley et al., Nat Rev Immunol 7, 2007).
Erlduterungen zu den einzelnen Schritten der Interaktion zwischen T-Zellen und
Endothelzellen im Text.
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Um auf die Interaktion zwischen T-Zellen und Endothelzellen zu fokussieren, wird im
folgenden auf die nach derzeitigem Kenntnisstand bekannten Interaktionswege zwischen T-
Zellen und dem Endothelzellen eingegangen ** 7°.

Zur erfolgreichen Extravasation (transendothelialen Migration) wird ein Lymphozyt im ersten
Schritt {iber die Selektine (CD62P, CD62E) und Adhésionsmolekiile der Ig-Superfamilie,
exprimiert auf den Endothelzellen, ,,gefangen (vgl. Schritt 1 in Abb. 2). Dieser Prozess setzt
sich aus den als capturing (Einfangen) und rolling (Rollen) bezeichneten Schritten zusammen
und fithrt zu einer deutlichen Verlangsamung der Geschwindigkeit des Lymphozyten im
Blutfluss. Dabei ermdglichen L-Selektine und Integrine auf den Lymphozyten eine
charakteristische on-off Verbindung mit dem Endothel.

Es wird davon ausgegangen, dass diese Verlangsamung der Geschwindigkeit Voraussetzung
zu einer Aktivierung von Lymphozyten im weiteren Verlauf der Interaktion zwischen
Endothelzellen und Leukozyten ist. Chemokine, ausgeschiittet von dem postischdmischen
Endothel, werden in der Glykokalix der Endothelzellen prasentiert (vgl. Schritt 2 in Abb. 2).
Diese werden von Chemokinrezeptoren auf den Lymphozyten erkannt, so dass eine G-
Protein-vermittelte Aktivierung der Lymphozyten stattfinden kann.

Diese Aktivierung erlaubt eine starke Adhésion zwischen Lymphozyten und dem Endothel
iiber LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen-1) und B-Integrinen sowie den
endothelialen Adhédsionsmolekiilen der Ig-Superfamilie (vgl. Schritt 3 in Abb. 2).

Jingst wurde durch neue Erkenntnisse das 3- Stufen Modell der Interaktion von Leukozyten
und Endothelzellen erweitert. Das klassische Modell bestehend aus rolling, activation und
arrest (dunkelblau unterlegt, vgl. Grafik) wurde um das crawling und die transmigration
erweitert. Im Rahmen des crawling, des Kriechens der Leukozyten, findet nach erfolgter
Adhésion das inside-out signalling in den Leukozyten statt. So werden in Lymphozyten, die
am Endothel adhédrieren, vor allem iiber LFA-1 und MAC-1 (Macrophage antigen-1)
intrazelluldre Signalwege aktiviert.

Es konnte gezeigt werden, dass der Prozess der transendothelialen Migration (vgl. Schritt 5 in
Abb. 2) nicht nur iiber Adhésionsmolekiile der Ig-Superfamilie, sondern auch von
Adhisionsmolekiilen der JAM-Familie (Junctional adhesion molecule) mediiert wird. Diese
Molekiile interagieren ebenfalls mit LFA-1 und B-Integrinen auf den Lymphozyten. Nach
neuen Erkenntnissen wird von Leukozyten neben der parazelluliren Route auch die

parazellulire Route wihrend der transendothelialen Migration gewahlt 7°.

10
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1.3.3. Beteiligung von T-Zellen am I/R-Schaden

In aktuellen Studien gibt es Hinweise darauf, dass neben neutrophilen Granulozyten und
Thrombozyten auch T-Zellen an der Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens beteiligt sind
2L 141539 hitial  wurde unter Beriicksichtigung  des  klassischen Modells des
Gewebeschadens den T-Zellen keine Rolle bei der Ausbildung des postischdmischen
Gewebeschadens zugesprochen. Protektive Effekte von Immunsuppressiva auf den antigen-
unabhingigen I/R-Schaden legten jedoch nahe, dass T-Zellen an der Manifestation des I/R-
Schadens der Leber beteiligt sind. So fiihrte neben der Verwendung von Takrolimus (FK506)
und Cyclosporin auch eine selektive Lymphozytendepletion mittels FTY720 zu einer
signifikanten Reduktion des postischdmischen Gewebeschadens der Leber "> 177,

Erste Hinweise auf eine Beteiligung von Lymphozyten bei I/R der Leber gaben

>l Im Modell der isoliert-perfundierten

Untersuchungen von Clavien und Koautoren
Rattenleber wurde eine definierte Anzahl von Lymphozyten zugegeben. Es zeigte sich, dass
nach kalter hepatischer Ischamie die Lymphozytenzahl im Perfusat abnimmt, dabei verstirkt
eine Verlangerung der Ischdmiezeit diese Abnahme. In experimentellen Studien konnten
Zwacka und Mitarbeiter mittels Immunfluoreszenz zeigen, dass Lymphozyten in der
postischdmischen Leber akkumulieren. Dartiber hinaus wurde demonstriert, dass eine T-Zell-
Defizienz mit einer Reduktion des postischdmischen Leberschadens einhergeht. Dieser
hepatoprotektive Effekt konnte durch adoptiven Transfer von CD4+ und CD8+ T-Zellen

139 . . . .
. Weitergehende Studien konnten demonstrieren, dass insbesondere

aufgehoben werden
Th;-Lymphozyten, eine Subpopulation der CD4+ Lymphozyten, eine wichtige Rolle bei der
Induktion des hepatischen I/R-Schadens spielen '"°. Hierzu bediente sich die Arbeitsgruppe
um Kupiec-Weglinski STAT-defizienter Mause verschiedener Art (STAT, signal transducer
and activator of transcription). STAT-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die eine
Verbindung zwischen Zytokinrezeptor und Zytokin-induzierter Transkription herstellen. Nur
eine Stat6-Defizienz, die mit einer eingeschriankten Zellfunktion von Th;-Zellen einhergeht,
fiihrt zu einer Hepatoprotektion, gemessen am Serum GPT.

Diese zahlreichen Hinweise deuten darauf hin, dass T-Zellen an der Ausbildung des I/R-
Schadens der Leber beteiligt sind. Uber die Mechanismen von T-Zell-Endothelzell-
Interaktionen in der postischdmischen hepatischen Mikrozirkulation ist jedoch nur wenig
bekannt. Bislang liegen keine in vivo Untersuchungen vor, welche die Rolle von T-Zellen an

der Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens analysieren und die Mechanismen der T-Zell-

Endothelzell-Interaktionen in der postischdmischen Leber nidher untersuchen.
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1.3.4. Potentielle Interaktion von T-Zellen und Thrombozyten wihrend hepatischer

Ischiimie-Reperfusion

In zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden, dass Thrombozyten an der Ausbildung
des hepatischen I/R-Schadens beteiligt sind. Erste Hinweise gaben Cywes und Koautoren, die
an der isoliert-perfundierten Rattenleber mittels Elektronenmikroskopie und Immunhistologie
eine Adhision von Thrombozyten am Endothel nach kalter I/R zeigten *°. In Analogie zu den
Experimenten von Clavien und Koautoren mit Lymphozyten an der isoliert-perfundierten
Leber konnte auch fiir Thrombozyten gezeigt werden, dass nach I/R ca. 1/3 der Thrombozyten

118

sequestriert werden ~ . In immunhistologischen Untersuchungen konnte unter Verwendung

P-Selektin-defizienter Tiere gezeigt werden, dass die Thrombozytenakkumulation nach I/R

von P-Selektin abhingig ist '’

. Hierzu wurden 2002 n#here in vivo Untersuchungen
durchgefiihrt °*. Die quantitative Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen in
der hepatischen Mirkozirkulation zeigte, dass die postischdmische Akkumulation von
Thrombozyten in Arteriolen und postsinusoidalen Venolen von P-Selektin abhingig ist, eine
P-Selektin-Defizienz sich aber nicht auf die postischdmische Akkumulation von
Thrombozyten in den Sinusoiden auswirkt. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen wéhrend hepatischer I/R einen direkten Einfluss
auf den postischimischen hepatozelluliren sowie den mikrovaskuldren Schaden haben ** *°.
So werden eine Reihe proinflammatorischer und prokoagulatorischer Mediatoren freigesetzt

314396133 sroapoptotische Effekte auf Hepatozyten ausgeldst als auch die Regeneration des

Lebergewebes stark beeintréchtigt °! '°°.

Aktuelle in vitro Studien konnten =zeigen, dass aktivierte CD40-positive T-Zellen
Thrombozyten aktivieren konnen, die ihrerseits das kostimulatorische Molekiil CD40Ligand
(CD40L) exprimieren >’. Diese Interaktion fiihrt zu einer Ausschiittung von RANTES seitens
der Thrombozyten und setzt eine positive Feedbackschleife in Gang, welche zu einer
anhaltenden Aktivierung und Rekrutierung von T-Zellen fiihrt. Diese Studien waren Anlass
der Frage nachzugehen, ob und wenn ja iiber welche Mechanismen T-Zellen mit
Thrombozyten wihrend hepatischer I/R interagieren.

Potentielle Mechanismen einer Interaktion iiber kostimulatorische Molekiile zwischen T-
Zellen, Thrombozyten und dem postischdmischen hepatischen Endothel sind die folgenden
(vgl. Abb. 3): Kostimulatorische Interaktionen zwischen T-Zellen, Thrombozyten und dem
sinusoidalen Endothel kdnnten iiber CD40L, exprimiert von T-Zellen und Thrombozyten, und

CD40, exprimiert von sinusoidalen Endothelzellen und T-Zellen, stattfinden. CD28-B7-

Interaktionen konnten einen weiteren Mechanismus zur reziproken Aktivierung von T-Zellen
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und dem sinusoidalen Endothel darstellen. Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurde u.a.
die Hypothese iiberpriift, dass feste Adhdsion zwischen Thrombozyten und T-Zellen {iber P-
Selektin auf Thrombozyten und PSGL-1 auf T-Zellen mediiert wird.

CD4" T-Zell

Thrombozyt

CD40L

CD40 B7 CD40

@ | |

Sinusoidales Endothel

Abb. 3: Repertoire an Interaktionsmoglichkeiten tliber kostimulatorische Molekiile zwischen
T-Zellen, Thrombozyten und dem sinusoidalen Endothel. Erlduterungen im Text.

1.3.5. Potentielle Interaktion von T-Zellen und Kupffer-Zellen wihrend hepatischer

Ischiimie-Reperfusion

In der Literatur gibt es zahlreiche Belege einer Beteiligung von Kupffer-Zellen an der

Ausbildung des I/R-Schadens der Leber. Kupffer-Zellen stellen die residenten Makrophagen

451 " Gje setzen im Rahmen von I/R

Sauerstoffradikale und proinflammatorische Mediatoren wie TNF-q, IL-6 und IL-1 frei * °"

der Leber dar und werden wihrend I/R aktiviert

23133 Die Relevanz der Beteiligung am hepatischen I/R-Schaden von Kupffer-Zellen, die sich
innerhalb der Sinusoide mit einer Geschwindigkeit von 2pm/min fortbewegen koénnen °, wird
anhand folgender Studien deutlich: Es konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der
Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen mit Methylpalmitat die Uberlebenszeit von Ratten
bei orthotoper Lebertransplantation mehr als dreifach verlingert **. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass I/R zu einer Ausschiittung proinflammatorischer Mediatoren durch
Kupffer-Zellen fiihrt. Die Serum-Spiegel von TNF-a, IL-1 und IL-6 steigen nach I/R um
+482%, +33% und 175%, respektive '*2. Hinzukommend fordern durch Kupffer-Zellen
ausgeschiittete Sauerstoffradikale die Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens .

13



..................................................................................................... Einleitung

Wir formulierten die Hypothese, dass Kupffer-Zellen und Lymphozyten wéhrend hepatischer
I/R miteinander interagieren und an der Ausbildung des postischdmischen Schadens beteiligt
sind. Eine Interaktion zwischen Kupffer-Zellen und Lymphozyten wéhrend der I/R der Leber

wird bereits in zahlreichen Studien vermutet > 7* '*°. Es

fehlten jedoch bisher experimentelle
Daten, die eine Interaktion zwischen beiden Zellarten belegen und somit die Hypothesen
unterstiitzen. In einem in vivo Ansatz experimenteller Untersuchungen zeigen wir erstmals

eine direkte Interaktion zwischen T-Zellen und Kupffer-Zellen wéhrend hepatischer I/R.

1.4. Potentielle Mechanismen der Antigen-unabhingigen Aktivierung von CD4+ T-
Zellen

Das klassische Konzept der T-Zell-Aktivierung beruht auf einer Stimulation durch
antigenprisentierende Zellen (APC) mittels zweier Signale ** *°: Die Verbindung zwischen
dem T-Zell-Rezeptor und Antigen-beladenen MHC Klasse II-Molekiilen bendétigt
kostimulatorische Signale iiber CD28 und CD40L, um eine vollstaindige Aktivierung von T-
Zellen herbeizufiihren. Dieses Dogma der T-Zell-Aktivierung hat Einzug in gingige

Immunologie-Lehrbiicher gehalten und ist in folgendem Schaubild verdeutlicht.

Antigenprisentierende
) Zelle (APC)

~

‘ ~

\
CD4+ T Zellé,

CD80 (B7.1) an
CD86 (B7.2)

MHC Klasse 11

CD40

Abb. 4: Kostimulation von T-Zellen, modifiziert nach Bugeon und Dallman '°. Erlduterungen
im Text.
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Die Mechanismen einer T-Zell-Beteiligung im Rahmen des hepatischen I/R-Schaden sind
jedoch noch nicht vollstindig verstanden. Nach Definition stellt der I/R-Schaden ein
Alloantigen-unabhdngiges Ereignis dar. Es ist unter Beriicksichtigung von oben genanntem
unklar, liber welche Mechanismen T-Zellen antigen-unabhingig wihrend hepatischer I/R
aktiviert werden. Aktuelle Studien vermogen Erklarungsansitze zu bieten: Es gibt Hinweise
darauf, dass das o.g. Dogma der T-Zell-Aktivierung in Frage gestellt werden muss. Riley und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass eine Anderung der Regulation T-Zell-Rezeptor-induzierter

103
. Im

Gene unabhingig von einer T-Zell-Rezeptor-MHC 1I Interaktion auftreten kann
Journal of Immunology wurde im Jahr 2000 berichtet, dass CD40-CD40L-Interaktionen zu
einer verdanderten Expression von Kostimulations- und Adhésionsmolekiilen auf antigen-
prasentierenden Zellen fiihren, wihrend Interaktionen liber CD28 vorwiegend aktivierend auf
T-Zellen wirken *°. Diese gegenseitige Beeinflussung der Aktivitdt war, so konnte gezeigt
werden, ohne das Vorhandensein eines Antigens mdglich.

Die aufgefiihrten Erkenntnisse sind von Bedeutung im Kontext einer CD4+ T-Zell-
Beteiligung am mikrovaskuldren hepatischen I/R-Schaden, da gezeigt werden konnte, dass
sinusoidale Endothelzellen der Leber alle Charakteristika von antigenprédsentierenden Zellen
aufweisen, wie z.B. MHC Klasse [I-Molekiile, B7 und CD40 Molekiile ’®.

Die Kldrung der Mechanismen einer Antigen-unabhédngigen Aktivierung von CD4+ T-Zellen
ging in dieser Studie liber die Untersuchung der o.g. kostimulatorischen Mechanismen hinaus.
Hypothetisch und in der Literatur anhand zahlreicher Hinweise belegt sind weitere
Aktivierungsmechanismen  von  T-Zellen, unabhingig  von  kostimulatorischer
Ligandenbindung, moglich. In der Arbeitsgruppe um Granger wurde beschrieben, dass
Sauerstoffradikale NF-kB-Signalwege in T-Zellen aktivieren konnen °. Dariiber hinaus
wurde berichtet, dass IL-6 und RANTES T-Zellen in der Abwesenheit von Antigenen
aktivieren kénnen * >*. In einer aktuellen immunhistologischen Studie wird hinzukommend
davon ausgegangen, dass Chemokine wie z.B. CXCL 9, 10 und 11 direkt an der Aktivierung
und Beeinflussung der Funktion von CD4+ T-Zellen wihrend I/R beteiligt sind **.

Um die Mechanismen einer Antigen-unabhingigen Aktivierung von CD4+ T-Zellen wihrend
hepatischer I/R zu untersuchen, wurde zum einen erstmals der Einfluss kostimulatorischer
Aktivierungswege von CD4+ T-Zellen auf den hepatischen I/R-Schaden untersucht, zum
anderen wurde der Einfluss proinflammatorischer Molekiile auf die Aktivitit von T-Zellen in

diesem Setting untersucht.
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2. ZIELSETZUNG

Es wurden daher folgende Ziele fiir diese Dissertationsarbeit formuliert:

1)

2)

3)

4)

S)

Analyse der Rekrutierung von T-Zell-Subpopulationen in den postischdmischen
hepatischen Mikrogefdlen in vivo mit Fokus auf den Typ, die mikrovaskulére
Lokalisation und die Kinetik von T-Zell-Endothelzell-Interaktionen

Charakterisierung der einer Interaktion von CD4+ T-Zellen mit Thrombozyten in der
postischdmischen hepatischen Mikrozirkulation zugrundeliegenden Mechanismen
Untersuchung der Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der Ausbildung des
mikrovaskuldren hepatischen I/R-Schadens

Analyse der pathophysiologischen Rolle von MHC-Klasse II-Molekiilen auf
sinusoidalen Endothelzellen bei T-Zell-vermittelten Effekten wéihrend I/R
Untersuchung der Interaktion von Kupffer-Zellen mit CD4+ T-Zellen wihrend

hepatischer I/R unter dem Aspekt einer potentiellen reziproken Aktivierung
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Modell

3.1.1. Vorbemerkungen

Alle im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden in der Zeit von Juli 2003 bis Mai
2005 mit Genehmigung der zustindigen Behorde der Regierung von Oberbayern (AZ: 116-

03) am Institut fiir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

durchgefiihrt.

3.1.2. Versuchstiere
Weibliche Wildtyp-, CD4-/-, CD40L-/- und CD28-/- C57Bl/6 Maiuse (alle Charles River,

Sulzfeld, Deutschland) mit einem Korpergewicht von 20-25 g dienten als Versuchstiere. P-
Selektin-defiziente Tiere wurden aus eigener Zucht des Institutes fiir Chirurgische Forschung
bezogen, urspriinglich generiert von Prof. Beaudet, Houston, Texas, USA. Unter
kontrolliertem 12h-Tag-/Nachtzyklus hatten die Mause Zugang zu Wasser und Standardfutter
(ssniff Spezialdidten, Soest, Deutschland) ad libitum.

3.1.3. Narkose

3.1.3.1. Atmung

Zur Einleitung der Narkose wurde ein Gemisch aus Isofluran (Forene®, Abbott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland) in einer Konzentration von 5 Vol% und Lachgas (N,O) bei einer
FiO, von 0,35 verwendet. Fir den weiteren Versuchsablauf wurde eine Isofluran-
konzentration von 1,5 Vol.% aufrechterhalten. Dieses Protokoll galt sowohl fiir die
Versuchstiere, als auch fiir Spendertiere, die zur Separation von T Zellen oder Thrombozyten

herangezogen wurden.

3.1.3.2. Lagerung und Makrohimodynamik
In Narkose liegende Tiere wurden auf einer Heizplatte fixiert (Referenztemperatur 37°C), die

Korpertemperatur wurde mittels einer rektalen Temperatursonde kontrolliert.
Die linke Arteria carotis wurde unter Verwendung eines Operationsmikroskops (Leitz,
Wetzlar, Deutschland) mit einem Polypropylenkatheter (Innendurchmesser 0,28mm, Portex,

Lythe, GroBbritannnien) kaniiliert. Uber diesen Katheter war, erstens, die kontinuierliche
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Uberwachung des mittleren arteriellen Druckes (MAP) moglich. Mit Hilfe eines
Druckaufnehmers (Statham Transducer Typ P 23 ID, Statham Instruments Inc., Oxnard,
USA) und ceines Elektromanometers (Press. Ampl. 863E154E, Siemens Medizinische
Technik, Miinchen, Deutschland) wurde der MAP in mmHg gemessen. Zweitens konnte {iber
den Katheter eine kontinuierliche Volumensubstitution mittels NaCl 0,9% (0,2ml/h; Perfusor
V, B. Braun, Miinchen, Deutschland) erfolgen. Drittens erfolgte iiber den implantierten
Katheter die intraarterielle Applikation von fluoreszenzmarkierten T-Zellen, Thrombozyten

bzw. Fluoreszenzmarkern.

3.1.4. Chirurgische Technik

3.1.4.1. Reversible partielle Ischimie der Leber

Im Anschluss an die Insertion des arteriellen Katheters in die 4. carotis wurde eine mediane
Laparotomie durchgefiihrt. Mittels eines GefaBclips wurde eine reversible warme Ischidmie
des linken Leberlappens durch Abklemmen des zufiihrenden Gefdl3-Nerven-Biindels
herbeigefiihrt °. Nach Ischdmieinduktion wurde die Bauchhéhle mittels 5-0 Polyesterfiden bei
liegendem Clip verschlossen. Wihrend der Ischimie wurden die Korperkerntemperatur und

der MAP protokolliert.

3.1.4.2. Reperfusion
Der die Blutzufuhr abklemmende Microclip wurde nach 90 Minuten Ischdmie durch

Wiedererdffnung der Bauchhohle entfernt. Zur intravitalen Videofluoreszenzmikroskopie
wurde der reperfundierte linke Leberlappen ausgelagert, um die hepatische Mikrozirkulation
jeweils nach 30 oder 120 Minuten zu visualisieren und um eine quantitative Analyse zu
machen. Auf der Auslagerungsvorrichtung war der Leberlappen unter einer kontinuierlichen

Superfusion, um eine Austrocknung zu verhindern.

3.1.5. Kontrolltiere
Kontrolltiere (sham-operierte Tiere) unterliefen das gleiche oben beschriebene Protokoll mit

Katheterinsertion in die 4. carotis und medianer Laparotomie. Im Gegensatz zu den
Versuchsgruppen fand bei sham-operierten Tieren lediglich ein kurzfristiges Abklemmen (ca.
3 Sekunden) des Gefd3-Nerven-Biindels des linken Leberlappens statt. Im Anschluss an die
Reperfusionszeit fand auch bei Kontrolltieren eine Analyse der hepatischen Mikrozirkulation

mittels intravitaler Videofluoreszenzmikroskopie statt.
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3.1.6. Positive Separation von T-Zellen

3.1.6.1. MACS® Technik (Magnetic Associated Cell Sorting)

Zur Visualisierung von T-Zell-Endothelzell-Interaktionen wurden CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen
aus Milzen syngener Spendertiere durch magnetische Zellsortierung mittels eines
MiniMACS™ Separators (Magnet und Separationssiulen) und CD4- bzw. CD8-Microbeads
(Miltenyi Biotec GmbH) isoliert. Die Sortierung von Zellen mit dem MACS-Separatorkit
erfolgte nach den Protokollen des Herstellers in einem Positivseparationsverfahren.

Es werden zwei Prinzipien der Zellseparation unterschieden: die Positiv- und die
Negativseparation. Beiden Prinzipien ist gemeinsam, dass sie mit Antikorpern arbeiten, die
gegen bestimmte Oberflichenantigene von Zellen gerichtet sind. Die verwendeten Antikorper
sind an magnetische Partikel, auch als Microbeads bezeichnet, gekoppelt % Im Falle der
Positivseparation ist der Antikorper gegen die zu isolierende Zellart gerichtet, wihrend bei
der Negativseparation Antikorper eingesetzt werden, die nicht erwiinschte Zellarten aus einer
Zellsuspension entfernen.

Das Protokoll der Zellseparation gestaltete sich wie folgt. In einem ersten Schritt der
Positivseparation wurden die aus der Milz gewonnenen PBS-Zellsuspensionen mit dem
Microbead-assoziierten CD4-Antikorper bzw. CD8-Antikorper iiber 20 Minuten bei einer
Temperatur von 4°C inkubiert (Antikorper siehe Tabelle 1).

Tab. 1: Verwendete Antikorper zur MACS-Separation

CD4 (L3T4) Monoklonal IgGy, Ratte anti-Maus MicroBeads
o Miltenyi Biotec,
konjugiert )
Bergisch-Gladbach,
CD8a (Ly-2) Monoklonal IgG,, Ratte anti-Maus MicroBeads
Deutschland
konjugiert

Die MACS-Sdulen wurden mit PBS Puffer (PAN Systems GmbH) equilibriert, darauthin
wurden die mit dem gleichen Puffer gewaschenen Zellen auf die Sdulen gegeben. Nachdem
die Suspension die mit Stahlwolle gefiillte Sdule unter dem Einfluss eines Magnetfeldes
durchlaufen hat und dadurch die Microbead-assoziierten Zellen zuriickgehalten wurden,
wurde die Sdule in einem zweiten Schritt aullerhalb des Magnetfeldes mit PBS eluiert. (Abb.
5) Die Anzahl gewonnener T-Zellen wurde in jeder Probe mit Hilfe eines Coulter-Counters
(Coulter® AC-T Serie; Coulter Corporation, Miami, USA) bestimmt, anschlieBend wurden

diese mit 10uM Carboxyfluoreszein-Diazetat-Succinimidyl-Ester (CFDA-SE; Molecular
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Probes Inc., Eugene, OR) iiber 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Versuch wurden 1
x 107 CFDA-SE markierte CD4+ T-Zellen bzw. 0,7 x 10’ CFDA-SE markierte CD8+ T-

Zellen i.a. appliziert.

Microbead-assoziierter
Antikorper an einer Zelle

©®  Zelle ohne Antikorper-
spezifischem Epitop

0® _0Og 6(65;(

o %o

Schritt Nr. 1 Schritt Nr. 2

Abb. 5: Positivseparation mit Hilfe von Microbead-assoziierten Antikdrpern

3.1.6.2. Aktivititsmessung von T Zellen nach positiver Separation
In der Literatur belegen zahlreiche Hinweise, dass MACS™ Microbeads biodegradierbar sind

und in vivo abgebaut werden. Hinzukommend findet keine Aktivierung der isolierten Zellen
durch die Antikorper statt. Die isolierten Zellen sind beziiglich Funktion durch den
Isolierprozess nicht eingeschrinkt und konnen direkt verwendet werden ** °* . Mit dem Ziel
diese Aussagen zu validieren und gleichzeitig zu untersuchen, welcher Reinheitsgrad an
CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen durch die Positivseparation erreicht wurde, wurden mit Hilfe der
Durchflusszytometrie eigene Untersuchungen durchgefiihrt.

Die Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) erlaubt die Analyse einzelner Zellen unter

standardisierten Bedingungen. Morphologische und immunologische Eigenschaften von
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heterogenen Zellproben konnen mittels Photodetektoren fiir Streulicht und Fluoreszenz
untersucht werden. Photodetektoren fiir das Streulicht sind in einer orthogonalen Geometrie
angeordnet: vorwérts gestreutes Licht (forward light scatter, FSC) erlaubt Aussagen iiber
Zellgrofle und Zellaggregation, wiahrend seitwérts gestreutes Licht (side light scatter, SSC)
Aussagen iiber Granularitit, Dichte und Oberflichenbeschaffenheit der Zellen erlaubt '.
Drei weitere Photodetektoren zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitit sind ebenfalls
orthogonal zum die Zellen enthaltenen Fliissigkeitsstrahl angeordnet und erlauben die
quantitative Bestimmung gebundener fluoreszenzmarkierter Antikorper.

Um den Aktivititsstatus der isolierten Zellen zu iiberpriifen, wurden zum einen durch
MACS™ Microbeads separierte und zum anderen CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen in
Vollblutproben untersucht (n=3). Im Rahmen einer Fluoreszenzdoppelmarkierung wurden die
Aktivitdtsparameter CD62L, CD44 und CD69 “ mit Hilfe von FITC-konjugierten
Antikorpern dargestellt, wihrend CD4- und CDS8-Epitope auf den T-Zellen mittels PE-
konjugierter Antikorper dargestellt wurden (Antikorper siehe Tabelle 2).

Tab. 2: Verwendete Antikdrper zur FACS-Analyse

CD4 (L3T4) Monoklonal Ratte anti-Maus | R-PE-konjugiert
IgGaa (490/580 nm)
CD8b.2 (Ly-3.2) Monoklonal IgG; | Ratte anti-Maus | R-PE-konjugiert
(490/580 nm)
Alle
CD62L (L- | Monoklonal Ratte anti-Maus | FITC-konjugiert B
ecton
Selectin, LECAM- | I1gG2, (488/520 nm) o
Dickinson,
1, Ly-22) .
Heidelberg,
CD44 (Pgp-1, Ly- | Monoklonal Ratte anti-Maus | FITC-konjugiert
Deutschland
24) IgGap (488/520 nm)
CD69 (Very Early | Monoklonal IgG; | Hamster anti- | FITC-konjugiert
Activation Maus (488/520 nm)
Antigen)

3.1.6.3. Vitalititsmessung von T-Zellen nach positiver Separation
Als Marker fiir die Vitalitit von T Zellen gilt die Integritét der Zellmembran. Diese kann mit

Hilfe von Propidiumiodid untersucht werden. Zellen, die Propidiumiodid aufnehmen, konnen
als nicht vital angesehen werden '"°. Untersuchungen der Vitalitit wurden an CD4+ bzw.

CD8+ T-Zellen nach positiver Separation durchgefiihrt (n=3).
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3.1.7. Thrombozytenseparation
Die Untersuchung von Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen bedurfte der Separation und

Rhodamin 6G-Markierung von Thrombozyten *'. Aus syngenen Spendertieren wurde in
Narkose durch kardiale Punktion Vollblut entnommen und in Polypropylen-Réhrchen
gesammelt. Je 1 ml Vollblut wurde in 200 pl Alsevers Puffer (38 mM Zitronen-Séure, 75 mM
Trisodium citrat/100 nM Dextrose), 15 pul PGE, (Serva, Heidelberg, Deutschland) und 500 pl
PBS aufgenommen. Die Thrombozyten wurden in vitro mit 50 pl 0,05% Rhodamin 6G
(Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) pro ml Vollblut fluorochromiert. Nach 10
Minuten Zentrifugation bei 250 x g wurde das demarkierte thrombozytenreiche Plasma in
1000ul PBS und 200ul Alsevers-Puffer aufgenommen und bei 2000 x g erneut liber 10
Minuten zentrifugiert. Das resultierende Thrombozyten-Pellet wurde in 0,1 ml D-PBS (PAN
Systems GmbH) resuspendiert. Nach jeder Thrombozytenseparation wurde die Anzahl der
Thrombozyten mit Hilfe eines Coulter-Counters (Coulter® AC-T Serie; Coulter Corporation,
Miami, USA) bestimmt. Den Versuchsméusen wurden 100 x 10° mit Rhodamin 6G markierte
Thrombozyten i.a. appliziert. Bei einer physiologischen Thrombozytenzahl von ca. 600 x 10°
pro ul Vollblut (Blutvolumen der Maus ca. 5,85 ml/100g) entspricht dies einem Anteil
markierter Thrombozyten an der Gesamtpopulation zirkulierender Thrombozyten von ca. 10-

20%.

3.1.8. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

3.1.8.1. Technischer Aufbau

In Epi-Illuminationstechnik an einem Leitz Orthoplan Mikroskop mit einer Ploemo-Pak-
Lichtquelle (Leitz, Wetzlar, Deutschland) und einer 100 Watt Quecksilberlampe (HBP;
Osram GmbH, Miinchen, Deutschland) wurde der ausgelagerte linke Leberlappen untersucht.
Die Verwendung zweier Filterblocke ermoglichte die Darstellung unterschiedlicher
Fluoreszenzfarbstoffe. Das Umschalten zwischen dem Filterblock I,/3 (Anregung 450-490 nm;
Emission: 525 nm, Leitz) und dem Filterblock N2 (Anregung 530-560 nm; Emission: 580 nm,
Leitz) ermoglichte die Visualisierung von CFDA-SE-markierten T-Zellen und Rhodamin-6G-
markierten Thrombozyten in identischen Arealen der hepatischen Mikrozirkulation.

Mit einem 25x Wasserimmersionsobjektiv (W 25x/0.6; Leitz) wurde unter Verwendung einer
charge-coupled device (CCD)-Videokamera (FK 6990, Cohu, Prospektive Measurements,
San Diego, USA) auf dem Bildschirm (Diagonale: 33cm; Sony, Miinchen, Deutschland) eine
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500-fache VergroBerung erreicht. Ein Videozeitgenerator (VTG-33, For-A-Company, Tokyo,
Japan) blendete Datum und Uhrzeit in das Videosignal ein, welches mit einer Videoanlage (S-
VHS Panasonic AG 7330, Matsushita Electric, Tokyo, Japan) aufgezeichnet wurde (Abb. 6).
Die Aufzeichnung ermoglichte eine spdtere off-line Videoanalyse der hepatischen
Mikrozirkulation an einer computergestiitzten Auswerteeinheit (CAP IMAGE, Dr. Zeintl,
Heidelberg, Deutschland) .

Monitor
Videorekorder
|
0O0O0O0O0
Mikroskop _
(]
o
Leberlappen

PC-unterstiitzte off-line
Videoauswertung

Abb. 6: Schematische Darstellung des Arbeitsplatzes der intravitalmikroskopischen
Untersuchungen. Nach chirurgischer Priparation wurde am ausgelagerten linken Leberlappen
die hepatische Mikrozirkulation mittels Kamera dargestellt und aufgezeichnet. Dies
ermdglichte eine PC-unterstiitzte off-line Videoauswertung.

3.1.8.2. T-Zell-Endothelzell-Interaktion
Interaktionen zwischen CFDA-SE markierten T-Zellen und Endothelzellen in der

postischdmischen hepatischen Mikrozirkulation wurden in Sinusoiden und postsinusoidalen

Venolen unter Verwendung des I,3-Filterblocks analysiert.
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In Sinusoiden wurde die T-Zell-Endothelzell-Interaktion als Anzahl akkumulierter bzw.
transmigrierter T-Zellen pro Azinus quantifiziert. Es wurden pro Versuch 10 Azini
untersucht.

In 7-10 postsinusoidalen Venolen pro Versuch wurden rollende und adhirente T-Zellen
mittels computergestiitzter off-line Videoauswertung quantifiziert. In einem definierten
Gefillsegment von 100 pm Lénge galten die T-Zellen als Roller, welche eine imaginire
orthogonale Hilfslinie in der Mitte dieses Gefdflsegmentes mit einer signifikant geringeren
Geschwindigkeit passierten als T-Zellen im Zentralstrom. Die Ergebnisse sind in der
Dimension Anzahl der Zellen pro Sekunde pro Millimeter Durchmesser der Gefille
angegeben. Adhdrente T-Zellen wurden definiert als Zellen, die ldnger als 20 Sekunden ohne
Positionséinderung am Endothel anhafteten. Uber den GefiBdurchmesser und die Linge des
definierten GefdBsegmentes konnte unter Annahme einer zylindrischen Geometrie des
GefdBabschnittes die Endotheloberfliche berechnet werden °, so dass die quantitative
Auswertung adhérenter T-Zellen als Zahl der Zellen pro Quadratmillimeter Endothel-

oberflidche angegeben ist.

3.1.8.3. Emigration von T-Zellen
Zur Quantifizierung von Emigrationsvorgdngen wurde in der off-line Videoauswertung nach

extravasierten Zellen gesucht. Extravasierte Zellen haben die Sinusoide verlassen und finden
sich im perivaskuliren Raum wieder. Extravasation liegt vor, wenn sich eine
fluoreszenzmarkierte T-Zelle in einer Fokusebene mit den benachbarten Sinusoiden scharf
darstellen ldsst. (Abb. 7) Die quantitative Auswertung emigrierter T-Zellen ist als Zahl der

Zellen pro Azinus angegeben.
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m4-0H 4. 17:552

Abb. 7: Emigration von T-Zellen mit vergroBertem Bildausschnitt. Bildausschnitt mit
Akkumulation von CD4+ T-Zellen in der hepatischen Mikrozirkulation nach 30 min
Reperfusion. Adhdrente CD4+ T-Zellen sind deutlich sichtbar innerhalb der Sinusoide. Im
vergroferten Bildausschnitt zeigt sich eine extravasierte CD4+ T-Zelle. Die Zelle befindet
sich im perivaskuldren Raum, die angrenzenden Sinusoide sind klar dargestellt.

3.1.8.4. Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen wurden unter Verwendung des N,-Filterblocks in

10 Sinusoiden und 7-10 postsinusoidalen Venolen pro Versuch untersucht. Analog der
Analyse von T-Zell-Endothelzell-Interaktionen (siche 3.1.8.2.) wurden oben genannte

Kriterien bei der computergestiitzten off-line Videoanalyse angewandt.

3.1.8.5. Kolokalisation von T-Zellen und Thrombozyten
Kolokalisationsereignisse zwischen CD4+ T-Zellen und Thrombozyten in Sinusoiden wurden

nach 90 Minuten Ischdmie gefolgt von 30 Minuten Reperfusion untersucht. Nach Applikation
von CFDA-SE markierten CD4+ T-Zellen wurden anschlieBend Rhodamin-markierte
Thrombozyten appliziert. Durch Wechsel der Filter am Fluoreszenzmikroskop konnten
sowohl T-Zellen (Is-Filterblock) als auch Thrombozyten (N,-Filterblocks) in identischen
Arealen visualisiert werden. Kolokalisationsuntersuchungen fanden in Azini statt, die

mindestens zwei akkumulierte T-Zellen aufwiesen. Wiahrend der off-line frame by frame
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Videoanalyse wurden Bilder der Akkumulation von T-Zellen mit Bildern der
Thrombozytenakkumulation {iberlagert. Eine direkte Nachbarschaft von CFDA-SE
markierten CD4+ T-Zellen mit Rhodamin-markierten Thrombozyten in Sinusoiden bestétigte
das Vorliegen einer Kolokalisation. Die quantitative Auswertung erfolgte durch Berechnung
des Anteils kolokalisierter CD4+ T-Zellen an der Gesamtzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen

in einem Azinus [%].

3.1.8.6. Sinusoidale Perfusion
Nach Applikation des Plasmamarkers FITC-Dextran konnte die sinusoidale Perfusion anhand

der Plasmakontrastierung in 7-10 Azini analysiert werden. Innerhalb eines Azinus wurde die
Anzahl nichtperfundierter Sinusoide in Relation zur Anzahl aller sichtbarer Sinusoide gesetzt

um somit das sinusoidale Perfusionsdefizit zu ermitteln (Angabe in Prozent) 67,

3.1.8.7. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen wurden unter Verwendung des N,-Filterblocks in 7-

10 postsinusoidalen Venolen pro Versuch untersucht. Analog der Analyse von T-Zell-
Endothelzell-Interaktionen (sieche 3.1.8.2.) wurden oben genannte Kriterien bei der

computergestiitzten off-line Videoanalyse angewandt.

3.1.8.8. Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen
Intravitalmikroskopisch ldsst sich die Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen unter

Verwendung von fluorezenzmarkierten Latex-Beads (Fluoresbrite™ Carboxylate YG 1.0
micron Microspheres, Diameter 0.925um; Polysciences Inc., Warrington, PA; 3x10° / kg KG)
bestimmen. Nach 120 min Reperfusion wurden die Latex-Beads in einem Bolus von 200 pl
PBS i.a. appliziert und mittels des Is-Filterblocks in der postischdmischen hepatischen
Mikrozirkulation visualisiert. Weil Latex-Beads der GroBle 1 pm iiberwiegend von Kupffer-
Zellen phagozytiert werden, stellt die Kinetik der Clearance von Latex-Beads in der
postischidmischen Leber ein MaB fiir die Phagozytoseaktivitit der Kupffer-Zellen dar *”. Uber
einen Zeitraum von 5 min wurden 30 randomisiert bestimmte Azini intravitalmikroskopisch
beziiglich der Akkumulation von Latex-Beads analysiert. Wihrend der off-line Videoanalyse
wurde die Kinetik der Latex-Bead-Clearance bestimmt, indem das prozentuale Verhéltnis von
sich bewegenden Latex-Beads zu der Anzahl adhédrenter Latex-Beads gebildet wurde.

Ergebnisse sind angegeben als Prozent der sich in Bewegung befindlichen Latex-Beads [%] in
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einem Intervall von einer Minute. Dieser Wert ist jeweils gemittelt aus sechs

Einzelmessungen (sechs Azini, die jeweils 10 Sekunden lang analysiert wurden).

3.1.9. Plasmaproben und Plasmaparameter
Am Ende jedes Versuches wurde arterielles Blut in heparinisierten Eppendorf Cups

gesammelt und zur Plasmagewinnung bei 12000 U/min iiber 10 min zentrifugiert (Centrifuge
5414, Eppendorf Gerdtebau, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Das Plasma wurde
abpipettiert und bis zum Zeitpunkt der Messungen bei -80°C eingefroren. Zur Quantifizierung
des hepatozelluliren Schadens nach I/R wurden die Aktivititen der hepatischen
Transaminasen, Aspartat-Amino-Transferase (AST/GOT) und Alanin-Amino-Transferase
(ALT/GPT), bestimmt [IU/I]. Die spektrophotometrischen Analysen wurden im Institut fiir
Klinische Chemie des Klinikums der Universitdt Miinchen entsprechend den Empfehlungen
der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie durchgefiihrt. Zur Standardisierung wurden

die Ergebnisse der Enzymaktivitdt auf ein Gesamteiweill von 4,92 g/dl normiert.

3.1.10 Histologie

3.1.10.1. Probengewinnung

Gewebeproben der Leber wurden am Ende des Versuches entnommen und sofort in 4%
Paraformaldehyd (pH 7,5) fixiert. Die Einbettung erfolgte in Paraffin, nach Aushértung

wurden an einem Schlittenmikrotom 4 pum-Schnitte angefertigt.

3.1.10.2. Granulozyten Napthol AS-D Chlorazetat Esterase-Firbung fiir
Leukozytenemigration

Naphthol AS-D Chlorazetat-Esterase wird zur Fiarbung von Zellen der Granulopoese
verwendet. In Monozyten und Lymphozyten ist die Aktivitit dieses Enzyms nur schwach
oder nicht vorhanden. Mittels eines Naphthol AS-D Clorazetat-Esterase Kits (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Deutschland) wurde in Paraffinschnitten Transmigration von Neutrophilen
bestimmt. Nach Entparaffinieren in absteigender Alkoholreihe wurden die Gewebeschnitte
bei 37°C iiber 30 min in Naphthol AS-D Chlorazetat-Losung lichtgeschiitzt inkubiert, nach
kurzem Spiilen wurde mit Hamalaun gegengefarbt. Neutrophile Granulozyten stellen sich
unter dieser Farbeprozedur rot granuliert dar. Die Anzahl extravasierter Granulozyten wurde
quantitativ erfasst, indem in 10 HPFs (high power field = 0,09766 mm? bei einer

Mikroskopvergréflerung von x400) Zellen im perivaskuldren Raum gezéhlt wurden.
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3.2. Versuchsprotokolle

Entsprechend der unter Punkt 2 definierter Ziele wurden fiinf verschiedene experimentelle in
vivo Protokolle angewendet

1) zur Analyse der Rekrutierung von T-Zell-Subpopulationen in der postischdmischen Leber,
2) zur Untersuchung der Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der postischdmischen
Rekrutierung von Thrombozyten und Leukozyten sowie der Ausbildung des mikrovaskuldren
hepatischen I/R-Schadens,

3) zur Analyse der Kolokalisation von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten in der hepatischen
Mikrozirkulation,

4) mit dem Ziel zu untersuchen, ob die Verbindung zwischen T-Zell-Rezeptor und MHC-
Klasse II-Molekiilen auf sinusoidalen Endothelzellen bei den T-Zell-vermittelten Effekten
wéhrend I/R eine Rolle spielt,

4) zur systematischen Analyse der Beteiligung von Kupffer-Zellen an der postischdmischen
Rekrutierung von CD4+ T-Zellen und

5) zur Darstellung des Einflusses von CD4+ T-Zellen auf die Aktivitidt von Kupffer-Zellen
wéhrend hepatischer I/R.

3.2.1. Rekrutierung von T-Zell-Subpopulationen in der postischimischen Leber

Wie in der Einleitung bereits erwéhnt, gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von
Lymphozyten am I/R-Schaden der Leber 2" '*°. Es konnte gezeigt werden, dass vorwiegend
CD4+ T-Zellen in der postischimischen Leber akkumulieren ''> '*°. Oben genannten Studien
ist jedoch gemeinsam, dass weder Auskunft iiber die Art und die Kinetik einer T-Zell-
Akkumulation in der Leber noch iiber die mikrovaskulidre Lokalisation akkumulierter Zellen
gegeben wird. /n vivo Untersuchungen zur Kliarung dieser Fragen liegen bisher noch nicht

VOr.

3.2.1.1. Versuchsgruppen

Um diese Fragen in vivo zu eruieren, wurden folgende experimentellen Gruppen untersucht.
CD4+ T-Zellen, isoliert von syngenen Spendertieren, wurden intravitalmikroskopisch nach 90
min Ischimie und 30 bzw. 120 min Reperfusion in der hepatischen Mirkozirkulation von
Wildtyp-Méausen (WT) dargestellt. In einer schein-operierten Gruppe (sham) wurden die
intravitalmikroskopischen Untersuchungen nach Durchfiihrung identischer chirurgischer

Verfahren, jedoch ohne Induktion einer Ischidmie, durchgefiihrt. Um zu analysieren, ob CD8+
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T-Zellen wiahrend hepatischer I/R rekrutiert werden, wurden Experimente nach Applikation
von CD8+ T-Zellen durchgefiihrt.
Die GruppengroBe der experimentellen Gruppen betrug jeweils 6 Tiere (n=6). Eine Ubersicht

der Versuchsgruppen gibt Tabelle 3.

Tab. 3: Versuchsgruppen zur Analyse der Rekrutierung von T-Zell-Subpopulationen in der
postischdmischen Leber (I/R Ischdmie-Reperfusion; WT Wildtyp)

Versuchstiere Applikation von Gruppengrolie
WT I/R WT CD4+ T-Zellen n=6
WT sham WT CD4+ T-Zellen n=6
WT I/R WT CD8+ T-Zellen n=6
WT sham WT CD8+ T-Zellen n=6

3.2.1.2. Versuchsablauf

An Wildtyp-Tieren wurde unter Inhalationsanisthesie durch Abklemmen des GefaB3-Nerven-
Biindels eine reversible Ischdmie des linken Leberlappens fiir 90 min induziert (Abb. 7). Als
Kontrolle wurden schein-operierte Wildtyp-Tiere untersucht. Nach 30 und nach 120 min
Reperfusion wurden mittels intravitalmikroskopischer Analyse nach oben bereits beschrie-
benem Verfahren T-Zell-Endothelzell-Interaktionen in der hepatischen Mikrozirkulation
dargestellt. Hierzu wurden nach 25-miniitiger Reperfusion CFDA-SE markierte T-Zellen,
gewonnen aus syngenen Spendertieren, i.a. appliziert. In Abhéngigkeit von der
Versuchsgruppe wurden entweder 1x10” CD4+ T-Zellen oder 0,7x10’ CD8+ T-Zellen in
einem Volumen von 250 ul injiziert. Am Versuchsende wurden Blut- und Gewebeproben
entnommen. Mittels einer Uberdosis Pentobarbital wurden die Versuchstiere anschlieBend

euthanasiert.
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-130° 90 < 90min> o 30° 1200 140

Ischiamiebeginn IVM IVM
OP-Beginn  Reperfusionsbeginn Gewebe- und
Blutprobe

CD4+ T-Zellen / CD8+ T-Zellen Applikation
(i.a.; 10" bzw. 0,7x10” Zellen in 250ul)

Abb. 7: Experimentelles Protokoll der Analyse der Rekrutierung von T-Zell-Subpopulationen
in der postischdmischen Leber.

3.2.2. Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der postischimischen Rekrutierung von
Thrombozyten und Leukozyten sowie an der Ausbildung des mikrovaskuliren

hepatischen I/R-Schadens

Von der Hypothese ausgehend, dass CD4+ T-Zellen mit Hilfe ihres Repertoires an
kostimulatorischen Molekiilen, wie z.B. CD28 und CD40L (vgl. Einleitung), sowohl mit
Thrombozyten als auch mit dem postischdmischen sinusoidalen Endothel interagieren,
untersuchten wir in einem dritten Versuchsaufbau, welchen Einfluss CD4+ T-Zellen auf die
Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens haben. Hierzu wurden Thrombozyten-
Endothelzell- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in vivo unter Verwendung von
Wildtyp-Tieren, CD4-defizienten Tieren sowie Tieren mit einer Defizienz fiir CD40L und
CD28 (WT, CD4-/-, CD40L-/-, CD28-/-) untersucht. Hinzukommend wurde das sinusoidale
Perfusionsdefizit als Ausdruck des mikrovaskuldren I/R-Schadens mittels Applikation des

Plasmamarkers FITC Dextran in den Versuchsgruppen analysiert.

3.2.2.1. Versuchsgruppen

Die Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die Versuchsgruppen zur Untersuchung der
Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der postischimischen Rekrutierung von Thrombozyten

und Leukozyten sowie an der Ausbildung des mikrovaskuldren hepatischen I/R-Schadens.
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Tab.4: Versuchsgruppen zur Untersuchung der Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der
postischdmischen Rekrutierung von Thrombozyten und Leukozyten sowie an der Ausbildung
des mikrovaskuldren hepatischen I/R-Schadens (I/R Ischdmie-Reperfusion; WT Wildtyp)

Versuchstiere Applikation von Gruppengrolle

WT sham WT Thrombozyten, n=6
Rhodamin, FITC Dextran

WT /R WT Thrombozyten, n=6
Rhodamin, FITC Dextran

CD4-/- 1I/R WT Thrombozyten, n=6
Rhodamin, FITC Dextran

CD40L-/- I/R WT Thrombozyten, n=6
Rhodamin, FITC Dextran

CD28-/-T/R WT Thrombozyten, n=6
Rhodamin, FITC Dextran

3.2.2.2. Versuchsablauf

Mit Ausnahme der schein-operierten Versuchsgruppe wurde in den oben aufgefiihrten
Versuchsgruppen an Méusen eine Ischdmie des linken Leberlappens fiir 90 Minuten induziert
(Abb. 8). Nach 30-miniitiger Reperfusion wurden fluoreszenzmarkierte Thrombozyten
appliziert. Die Thrombozyten wurden von Wildtyp-Spendertieren wéhrend der Ischidmiedauer
der Versuchstiere gewonnen und, wie bereits beschrieben, in vitro mit Rhodamin 6G geférbt.
Mittels Intravitalmikroskopie wurden Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen iiber einen
Zeitraum von 10 min analysiert. Im Anschluss daran wurden zur Farbung von Leukozyten 70
ul Rhodamin appliziert. Hierdurch konnte die Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel
postsinusoidaler Venolen dargestellt werden. Nach quantitativer Analyse dieser Interaktionen
wurden in einem weiteren Schritt 70 pl FITC-Dextran appliziert. Ein Wechsel des
Filterblocks ermdglichte daraufhin die quantitative Auswertung der sinusoidalen Perfusion.
Nach der Durchfithrung der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden Blut- und

Gewebeproben entnommen und der Versuch durch eine Uberdosis Pentobarbital beendet.
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-130° 900 < 90min> o 300 50
Ischamiebeginn IVM
OP-Beginn  Reperfusionsbeginn Gewebe- und
Blutprobe

Thrombozyten / Rhodamin / FITC-Dextran
(i.a.; 100x10° Zellen bzw. jeweils 0,7ul)

Abb. 9: Experimentelles Protokoll zur Untersuchung der Beteiligung von CD4+ T-Zellen an
der postischdmischen Rekrutierung von Thrombozyten und Leukozyten sowie an der
Ausbildung des mikrovaskuldren hepatischen I/R-Schadens.

3.2.3. Kolokalisation von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten in der hepatischen Mikro-

zirkulation

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, sind Thrombozyten an der Ausbildung des
hepatischen I/R-Schadens beteiligt. °’. Eine kiirzlich verdffentlichte in vitro Studie konnte
zeigen, dass CD40L-positive T-Zellen Thrombozyten aktivieren konnen, die ihrerseits CD40
exprimieren »’. Diese Daten leiteten zu der Fragestellung iiber, ob und auf welche Weise T-
Zellen mit Thrombozyten wihrend hepatischer I/R interagieren. Da eine Interaktion iiber
CD40-CD40L lediglich als eine kostimulatorische Verbindung angesehen werden kann,
jedoch nicht die Potenz einer festen, adhisiven Bindung aufweist, gingen wir der Hypothese
nach, dass tlber P-Selektin vermittelt eine feste Verbindung zwischen T-Zellen und
Thrombozyten moglich ist. Wie in der Einleitung beschrieben, ist in der Literatur bekannt,
dass Thrombozyten P-Selektin exprimieren. Der entsprechende Counterpart einer adhésiven
Verbindung, P-Selektin Glykoprotein Ligand (PSGL-1), wird auf T-Zellen exprimiert.

Ziel des zweiten Abschnittes dieser Arbeit war es daher, in einem in vivo Ansatz zu
untersuchen, ob T-Zellen mit Thrombozyten wahrend hepatischer I/R iiber CD40-CD40L und
tiber P-Selektin-PSGL-1-Verbindungen interagieren. Interaktionen zwischen T-Zellen und

Thrombozyten wurden dargestellt, indem Kolokalisationsereignisse zwischen beiden
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Zelltypen in der postischdmischen hepatischen Mirkozirkulation intravitalmikroskopisch

quantifiziert wurden.

3.2.3.1. Versuchsgruppen

Folgende experimentelle Gruppen wurden untersucht (Tab. 5). Nach Induktion einer I/R an
Lebern von Wildtyp-Mausen wurden nach 30 min Reperfusion fluoreszenzmarkierte CD4+ T-
Zellen intraarteriell appliziert. Ohne Verzogerung wurden in einem zweiten Schritt
fluoreszenzmarkierte Thrombozyten appliziert. Wéhrend T-Zellen mit CFDA-SE angeférbt
wurden, wurden Thrombozyten mit Rhodamin-6G markiert. Aufgrund der unterschiedlichen
Emissionsspektra der Farbstoffe war eine simultane Darstellung der Zelltypen in der

hepatischen Mikrozirkulation mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie moglich.

Tab. 5: Versuchsgruppen zur Kolokalisation von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten in der
hepatischen Mikrozirkulation (I/R Ischdmie-Reperfusion; WT Wildtyp)

Versuchstiere Applikation von Gruppengrolie
WT I/R WT CD4+ T-Zellen n=6
WT Thrombozyten
WT I/R CDA40L-/- CD4+ T-Zellen n=6
CD40L-/- Thrombozyten
WT I/R P-Sel-/- CD4+ T-Zellen n=6
P-Sel-/- Thrombozyten

In der ersten experimentellen Gruppe wurden sowohl CD4+ T-Zellen als auch Thrombozyten
von Wildtyp-Méausen isoliert. Hierdurch konnte der Frage nachgegangen werden, ob eine
Kolokalisation zwischen beiden Zelltypen wéhrend hepatischer I/R stattfindet.

In einer zweiten Versuchsgruppe wurde analysiert, ob Verbindungen iiber kostimulatorisch
wirksame CD40L Interaktionen Kolokalisationsereignisse zwischen Thrombozyten und T-
Zellen wéhrend hepatischer I/R beeinflussen. Hierzu wurden CD4+ T-Zellen als auch
Thrombozyten von CD40L defizienten Spendertieren isoliert und den Wildtyp-Mausen
entsprechend dem Protokoll appliziert.
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Um zu untersuchen, ob P-Selektin Interaktionen zwischen T-Zellen und Thrombozyten
mediiert, wurden den Wildtyp-Versuchstieren in einer dritten Versuchsgruppe im Anschluss
an die Reperfusionsphase CD4+ T-Zellen und Thrombozyten appliziert, welche von P-
Selektin defizienten Tieren isoliert wurden.

Die Gruppengrofle der experimentellen Gruppen betrug jeweils 6 Tiere (n=6).

3.2.3.2. Versuchsablauf

Nach Induktion von 90 min Ischdmie in Wildtyp Tieren, gefolgt von 30 min Reperfusion,
wurden CFDA-SE markierte CD4+ T-Zellen (1x10”) und Rhodamin-markierte Thrombozyten
(100x10°) appliziert (Abb.9). Durch Wechseln des Filterblockes wihrend der intravitalmikro-
skopischen Analyse war eine simultane Darstellung von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten
in identischen Arealen der hepatischen Mirkozirkulation moglich. Die Durchfiihrung der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie nahm jeweils 20 min in Anspruch. Darauthin wurden
Blut- und Gewebeproben entnommen. Durch Injektion einer Uberdosis Pentobarbital wurden

die Versuchstiere anschlieBend euthanasiert.

-130° 90" < 90min > 0 30° 50°

A A A 1

Ischamiebeginn IVM
OP-Beginn Reperfusionsbeginn Gewebe- und
Blutprobe

CD4+ T-Zellen / Thrombozyten Applikation
(i.a.; 10" bzw. 100x10° Zellen, jeweils in 250p1)

Abb. 10: Experimentelles Protokoll der intravitalmikroskopischen Untersuchung zur
simultanen Darstellung von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten in der postischimischen
hepatischen Mikrozirkulation.

3.2.4. Auswirkungen einer MHC-Klasse-II-Blockade auf die Ausbildung des
hepatischen I/R Schadens

Wie in der Einleitung beschrieben, wird der durch I/R hervorgerufene Schaden per

definitionem als ein Alloantigen-unabhingiges Ereignis gewertet. Zur vollstindigen
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Aktivierung von T-Zellen ist jedoch, so das zentrale Dogma der Immunologie, eine
Verbindung zwischen Alloantigen-beladenen MHC-Klasse-1I-Molekiilen und dem T-Zell-
Rezeptor notwendig, begleitet von kostimulatorischen Signalen * *. Trotz dieser Diskrepanz
wird die Hypothese formuliert, dass wiahrend I/R sinusoidale Endothelzellen T-Zellen MHC-
Klasse-II-abhdngig aktivieren. Um diese Hypothese zu stiitzen, werden Modelle
herangezogen, die von einer Degradation autogener Proteine durch Sauerstoffradikale
ausgehen, so dass diese allogen erscheinen. Ob MHC-Klasse-II-vermittelte Effekte iiberhaupt
eine Rolle wihrend hepatischer I/R spielen, wurde noch nicht in vivo untersucht. Ziel dieser
Versuchsreihe war es daher zu priifen, ob die Verbindung zwischen T-Zell-Rezeptor und
MHC-Klasse-1I-Molekiilen auf sinusoidalen Endothelzellen bei den T-Zell-vermittelten
Effekten eine Rolle spielt.

3.2.4.1. Versuchsgruppen

In der folgenden Tabelle (Tab. 6) sind die Versuchsgruppen aufgefiihrt, mit Hilfe derer die
Auswirkung einer MHC-Klasse-II-Blockade auf die Ausbildung des hepatischen I/R-
Schadens untersucht wurde.

Tab.6: Versuchsgruppen zur Untersuchung der Auswirkung einer MHC-Klasse-II-Blockade
auf die postischdmische Rekrutierung von Thrombozyten und die Ausbildung des mikro-
vaskulédren hepatischen I/R- Schadens (I/R Ischimie-Reperfusion; WT Wildtyp)

Versuchstier Antikorper Applikation von Gruppengrofie
WT Kontrollantikorper WT Thrombozyten, | n=6
Rhodamin, FITC
Dextran
WT I/R MHC-Klasse-II- WT Thrombozyten, | n=6
blockierender Rhodamin, FITC
Antikorper Dextran

3.2.4.2. Versuchsablauf

In Analogie zu dem unter 3.2.3.2. beschriebenen Versuchsablauf wurden auch diesen
Versuchstieren nach 90 Minuten Ischdmie und 30 Minuten Reperfusion Rhodamin-geféarbte
Thrombozyten appliziert, gefolgt von der Applikation von Rhodamin und FITC Dextran.
Mittels Intravitalmikroskopie wurden Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen, Leukozyten-

Endothelzell-Interaktionen und die sinusoidale Perfusion quantitativ analysiert. Vor
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Versuchsbeginn wurde einer Versuchsgruppe ein Kontrollantikorper appliziert, wahrend der
zweiten Gruppe 10 Minuten vor Ischdmiebeginn ein MHC-Klasse-II-blockierender
Antikdrper (LEAFTM Purified anti-mouse I-A/I-E, BioLegend, Biozol, Eching, Deutschland)
injiziert wurde *” ”°. Der Durchfiihrung der intravitalmikroskopischen Untersuchungen folgte
die Entnahme von Blut- und Gewebeproben. Der Versuch wurde durch eine Uberdosis

Pentobarbital beendet.

3.2.5. Potentielle Interaktion von CD4+ T-Zellen und Kupffer-Zellen wihrend

hepatischer Ischimie-Reperfusion

Wie in der Einleitung bereits erwihnt, wird in zahlreichen Studien eine Interaktion zwischen

50, 74, 139 .
. Eine

Lymphozyten und Kupffer-Zellen wéhrend I/R der Leber vermutet
experimentelle Auseinandersetzung mit dieser Hypothese fehlt jedoch bis dato. Ziel dieses
Teils der Dissertationsarbeit war es demnach zu untersuchen, ob und wenn ja iiber welche
Mechanismen eine Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen und Kupffer-Zellen wihrend

hepatischer I/R stattfindet.

3.2.5.1. Versuchsgruppen
Um zu tiiberpriifen, ob Kupffer-Zellen an der Akkumulation von CD4+ T-Zellen in der

postischdmischen Leber beteiligt sind, wurden Kupffer-Zellen in einer Versuchsgruppe
mittels Gadoliniumchlorid (GdCls) depletiert. Die potentielle Rolle von Sauerstoffradikalen,
iiberwiegend freigesetzt von Kupffer-Zellen, an der postischdmischen Rekrutierung von
CD4+ T-Zellen, wurde nach Applikation des Radikalenfangers Glutathion untersucht. Die
Verwendung IL-6-defizienter Tiere erlaubte in einer weiteren Versuchsgruppe die Analyse
der Rolle von IL-6 auf die postischdmische Aktivierung von CD4+ T-Zellen. Schlieflich
untersuchten wir durch Applikation TNF-a Rezeptor-defizienter CD4+ T-Zellen in einer
weiteren Versuchsgruppe den Einfluss von TNF-a auf die postischdmische Akkumulation von
CD4+ T-Zellen. Schein-operierte sowie eine Wildtyp Versuchsgruppe nach Applikation von
CD4+ T-Zellen dienten als Kontrolle. Die folgende Tabelle (Tab. 7) sowie die Abbildung 8

erlauben einen Uberblick iiber die Versuchsgruppen.
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Tab. 7: Untersuchung der Beteiligung von Kupffer-Zellen an der postischdmischen
Rekrutierung von CD4+ T-Zellen (I/R Ischdmie-Reperfusion; WT Wildtyp)

Versuchstiere Applikation von Gruppengrolie
WT sham WT CD4+ T-Zellen n=6
WT I/R WT CD4+ T-Zellen n=6
WT I/R GdCl;, WT CD4+ T-Zellen n=6
WT I/R Glutathion, n=6
WT CD4+ T-Zellen
IL6-/- /R WT CD4+ T-Zellen n=6
WT I/R TNF-a-R-/- CD4+ T-Zellen | n=6

Zellspender %

CD4" T-Zellen TNF-(R) -/-

Separierung,

Markierung,
Applikation
tdCh I

WT, sham WT, I/R WT, I/R WT, I/R IL6-/-, /R WT, I/R

v v \ v v v

Visualisierung von CD4" T-Zellen in der hepatischen
Mikrozirkulation in vivo

N=6

Abb. 8: Schematische Darstellung der Versuchsgruppen zur Untersuchung der Beteiligung
von Kupffer-Zellen an der postischdmischen Rekrutierung von CD4+ T-Zellen (I/R Ischédmie-
Reperfusion; WT Wildtyp, GdCl; Gadoliniumchlorid)

3.2.5.2. Versuchsablauf

In diesem Teil der Arbeit wurde das gleiche experimentelle Protokoll angewandt wie bereits
in 3.2.1.2 beschrieben. Nach 90-miniitiger Ischdmie und 30-mintitiger Reperfusion wurden T-
Zell-Endothelzell-Interaktionen mittels Intravitalmikroskopie untersucht. FEine zweite

quantitative Analyse erfolgte nach 120-miniitiger Reperfusion. Im Anschluss an die
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intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden Blut- und Gewebeproben entnommen. Die
Versuchstiere wurden mit einer Uberdosis Pentobarbital euthanasiert.

Priaoperativ wurden in zwei Versuchsgruppen die Versuchstiere mit GdCls bzw. Glutathion
behandelt. Die Applikation von GdCl; erfolgte als Bolus-Injektion 24 Stunden vor Durch-
fiihrung des Experimentes tliber eine der Schwanzvenen der Versuchsmaus. Als Trager wurde
isotone Kochsalzlgsung verwendet, GdCl; lag in einer Konzentration von 10 mg/kg vor.
Glutathion (Tationil® 600, Roche, Mailand, Italien) wurde in 300 pl isotoner Kochsalzlgsung
in einer Konzentration von 0.5 mM appliziert. Beginn der Applikation war 20 Minuten vor
Reperfusion, Ende der kontinuierlichen Infusion war direkt nach Abschluss der zweiten

intravitalmikroskopischen Untersuchung (Zeitpunkt: 130 min nach Reperfusionsbeginn).

3.2.6. Einfluss von CD4+ T-Zellen auf die Aktivitit von Kupffer-Zellen wiahrend

hepatischer Ischimie-Reperfusion

Wie bereits im vorhergehenden Teil dieser Arbeit erwdhnt, wird in der Literatur eine
reziproke Aktivierung von CD4+ T-Zellen und Kupffer-Zellen wéhrend hepatischer I/R

. .50, 74, 139
diskutiert

. Unter 3.2.5 haben wir uns in einem in vivo experimentellen Ansatz der
Frage zugewandt, ob Kupffer-Zellen die postischdmische Rekrutierung von CD4+ T-Zellen in
der Leber beeinflussen. Im Gegensatz dazu untersucht dieser Teil der Studie, ob CD4+ T-
Zellen die Aktivitdit von Kupffer-Zellen beeinflussen konnen. Hierzu verwendeten wir
wiederum einen intravitalmikroskopischen Ansatz. Als Marker der Aktivitdt von Kupffer-

Zellen wurde die Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen anhand der Clearance von

fluoreszenzmarkierten Latex-Beads quantitativ analysiert.

3.2.6.1. Versuchsgruppen

Die Phagozytoseaktivitit von Kupffer Zellen wurde in schein-operierten Wildtyp-Tieren, in
Wildtyp-Tieren nach I/R und in CD4-defizienten Tieren nach I/R untersucht. Tabelle 8 gibt

einen Uberblick iiber die Versuchsgruppen.
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Tab. 8: Versuchsgruppen zur Analyse des Einflusses von CD4+ T-Zellen auf die Aktivitit
von Kupffer-Zellen wihrend hepatischer Ischdmie-Reperfusion (I/R Ischdmie-Reperfusion;

WT Wildtyp)

Versuchstiere Applikation von Gruppengrofie
WT sham Latex-Beads n=6
WT I/R Latex-Beads n=6
CD4-/- I/R Latex-Beads n=6

3.2.6.2. Versuchsablauf

Der Ablauf der Versuche zur Untersuchung der Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen
gestaltete sich wie unter 3.1.8.8. beschrieben. Nach 90 Minuten Ischimie gefolgt von 120
Minuten Reperfusion wurden fluoreszenzmarkierte Latex-Beads appliziert. Uber einen
Zeitraum von 5 Minuten wurde darauthin die Kinetik der Latex-Bead-Akkumulation
quantitativ analysiert. Mittels einer Uberdosis Pentobarbital wurden die Versuchstiere zum

Ende des Versuches euthanasiert.

3.3. Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Fiir simtliche statistische Auswertungen wurde das Software-Paket Sigma-Stat
(Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland) verwendet. Nach Durchfiihrung der nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis-rANOVA wurden statistische Unterschiede mit Hilfe des
Student-Newman-Keuls-Tests untersucht. Unterschiede wurden bei p<0,05 als signifikant

angesehen.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Positive Selektion von T-Zellen

Zellisolierung mittels MACS® Technik fiihrt, so in der Literatur beschrieben, zu keiner

88, 92, 95

Aktivierung oder Einschrankung der Funktion der isolierten Zellen . Es wurden mittels

FACS Analyse eigene Untersuchungen angestellt, um diesen Sachverhalt zu verifizieren.

4.1.1. Aktivitatsstatus selektionierter T-Zellen

Mittels FACS Analyse wurde die Expression von Adhidsionsmolekiilen auf T-Zellen
quantitativ untersucht; die mittlere Fluoreszenzintensitdt der gebundenen fluoreszierenden
Antikorper spiegelt die Expression der Adhdsionsmolekiile wieder. Eine Aktivierung von T-
Zellen wiirde durch eine verstirkte Expression von CD44 und dem early activation parameter
CD69 sichtbar, sowie durch eine verringerte Expression von CD62-L (shedding von L-
Selektin bei Aktivierung). Die positive Selektion von T-Zellen fiihrte zu keiner Aktivierung
dieser, wie in der quantitativen Analyse unten sichtbar. Im Vergleich zu den Vollblutproben
wurde kein signifikanter Unterschied in der mittleren Fluoreszenzintensitit bei den positiv
selektionierten T-Zellen sichtbar. Abbildung 10 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der
Untersuchung der Aktivitdt von CD4+ T-Zellen in Vollblut und nach positiver Selektion aus
der Milz. Ein dhnliches Bild fehlender Aktivierung nach Anwendung der MACS® Technik
wurde fiir CD8+ T-Zellen beobachtet.
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Abb. 10: Aktivitdtsstatus positiv selektionierter CD4+ T-Zellen. Dargestellt ist die mittlere
Fluoreszenzintensitit nach Inkubation der Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern
gegen CD44, CD62-L sowie CD69. Die schwarzen Saulen reprasentieren CD4+ T-Zellen aus
Vollblutproben, die weilen Sadulen stellen positiv selektionierte CD4+ T-Zellen aus der Milz
dar. Es ist keine Aktivierung der Zellen als Folge der positiven Selektion sichtbar. N=3

4.1.2. Vitalititsstatus selektionierter T-Zellen

Zur Bestimmung der Vitalitit von T-Zellen wurden nach positiver Selektion Untersuchungen
mit Propidiumiodid angefertigt. Fiir CD4+ T-Zellen lag die Viabilitit bei 94,2 + 0,4 %,
wiéhrend die Viabilitét fiir CD8+ T-Zellen bei 88,0 £ 1,6 % lag.

4.2. Analyse der Rekrutierung von T-Zell-Subpopulationen in der hepatischen
Mikrozirkulation

Im folgenden Abschnitt wird die Analyse der Rekrutierung von T-Zell-Subpopulationen in
der postischdmischen hepatischen Mikrozirkulation in vivo zusammengefasst. Bei allen in
vivo Experimenten zeigten die Versuchstiere im Verlauf des Experiments, unabhédngig von

Kontroll- oder Ischimiegruppe, keine signifikanten Anderungen des mittleren arteriellen
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Blutdrucks. Die Korpertemperatur wurde in allen Versuchsgruppen kontinuierlich kontrolliert

und lag zwischen 36° und 37° C.

4.2.1. Rekrutierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen in der hepatischen Mikrozirkulation

Fluoreszenzmarkierte CD4+ und CD8+ T-Zellen wurden nach Applikation mittels
Intravitalmikroskopie in der hepatischen Mikrozirkulation visualisiert. Die folgenden Bilder
vermitteln exemplarisch einen Eindruck der intravitalmikroskopischen Beobachtungen. In der
Leber der schein-operierten Tiere sind nur vereinzelt adhdrente CD4+ T-Zellen sichtbar. Im
Gegensatz dazu flihrt I/R zu einer verstirkten Akkumulation von CD4+ T-Zellen in

Sinusoiden und in geringerem Ausmal auch in postsinusoidalen Venolen.

04-08 M2 IIS0.83
AT

3 3
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M4-0B 4. b 29 B85

Abb. 11: CD4+ T-Zellen in der hepatischen Mikrozirkulation. Bild A zeigt die Akkumulation
fluoreszenzmarkierter CD4+ T-Zellen in Sinusoiden in Kontrolltieren, wiahrend Bild B die
Akkumulation in Sinusoiden nach I/R zeigt. Sichtbar ist die verstirkte Akkumulation CD4+
T-Zellen nach I/R. In der unteren Reihe (Bilder C und D) ist die Akkumulation CD4+ T-
Zellen in postsinusoidalen Venolen zu sehen, links in Kontrolltieren, rechts nach I/R. (I/R:
Ischdmie-Reperfusion)
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In der quantitativen Analyse zeigte sich, dass in schein-operierten Tieren nur eine geringe
Akkumulation von CD4+ T-Zellen zu beobachten ist. Im Gegensatz dazu fiihrte I/R zu einer
signifikanten Zunahme der Anzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen in Sinusoiden nach 30 und
nach 120 Minuten Reperfusion (vgl. Abb. 12). In postsinusoidalen Venolen war jedoch die

Anzahl postischdmisch akkumulierter CD4+ T-Zellen nur tendenziell, aber nicht signifikant,

erhoht.
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Abb. 12: Quantitative Auswertung der Akkumulation von CD4+ T-Zellen in Sinusoiden und
postsinusoidalen Venolen. In der Kontrollgruppe ist nur eine geringe Akkumulation von
CD4+ T-Zellen in Sinusoiden zu beobachten. Dahingegen fiihrt I/R zu einer signifikanten
Zunahme der Anzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen in Sinusoiden nach 30 und nach 120 min
Reperfusion. In postsinusoidalen Venolen zeigte sich die Anzahl postischdmisch
akkumulierter CD4+ T-Zellen nur tendenziell, aber nicht signifikant, erhoht. N=6, *p<0,05
vs. sham. (I/R: Ischdmie-Reperfusion)
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Im Gegensatz zu CD4+ T-Zellen war die postischdmische Rekrutierung von CD8+ T-Zellen
in allen Segmenten der hepatischen Mikrozirkulation gering und unterschied sich nicht

zwischen den experimentellen Gruppen.
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Abb. 13: Quantitative Auswertung der Akkumulation von CD8+ T-Zellen in Sinusoiden und
postsinusoidalen Venolen. Die postischdmische Anzahl akkumulierter CD8+ T-Zellen war in
Sinusoiden und postsinusoidalen Venolen gering und unterschied sich nicht zwischen den
experimentellen Gruppen. N=6

44



.................................................................................................. Ergebnisse

4.2.2. Emigration von CD4+ T-Zellen in der postischimischen hepatischen

Mikrozirkulation

Die Emigration von CD4+ T-Zellen wurde quantifiziert, indem Zellen im perivaskuldren
Raum ausgezihlt wurden.

Nach 30-miniitiger Reperfusion fanden sich 13% der akkumulierten CD4+ T-Zellen im
perivaskuldren Raum. Eine Verldngerung der Reperfusionszeit auf 120 Minuten fiihrte zu

einer signifikanten Zunahme der Emigration auf 25%.
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Abb. 14: Quantitative Auswertung der Emigration von CD4+ T-Zellen in der
postischdmischen hepatischen Mikrozirkulation. Dargestellt ist die Emigration CD4+ T-
Zellen als Quotient extravasierter Zellen zur Gesamtzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen in
Sinusoiden. Eine Verldngerung der Reperfusionszeit auf 120 Minuten fiihrte zu einer
signifikanten Zunahme der Emigration auf 25%. *p<0,05 vs. 30min.
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4.3. Analyse der Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der Ausbildung des

postischimischen hepatischen I/R-Schadens

Drittes Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, liber welche Mechanismen CD4+ T-Zellen
an der Ausbildung des postischimischen hepatischen I/R-Schadens beteiligt sind.
Intravitalmikroskopisch wurde daher mittels Verwendung CD4-defizienter Tiere der Einfluss
von CD4+ T-Zellen auf Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen sowie auf das sinusoidale
Perfusionsdefizit untersucht. Mit dem Ziel die Mechanismen einer solchen Beteiligung niher
darzustellen, wurden gleiche Experimente auch unter Verwendung CD40L- und CD28-
defizienter Tiere durchgefiihrt. SchlieBlich wurde in diesem Teil der Studie noch der Einfluss
von CD4+ T-Zellen auf die Emigration von neutrophilen Granulozyten sowie auf die

Ausbildung des hepatozelluldren Schadens untersucht.
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4.3.1. Quantitative Analyse der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen

Nach I/R zeigte sich eine signifikante Zunahme der Anzahl akkumulierter Thrombozyten im
Vergleich zu der schein-operierten Gruppe. Im Gegensatz dazu war die

Thrombozytenakkumulation signifikant geringer in CD4-, CD40L- und CD28-defizienten

Tieren.
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Abb. 17: Thrombozytenakkumulation in Sinusoiden. I/R fiihrte zu einer signifikanten
Zunahme der Anzahl akkumulierter Thrombozyten in Sinusoiden im Vergleich zur schein-
operierten Gruppe. Dahingegen fiihrte eine CD4+ T-Zell-Defizienz zu einer Signifikanten
Reduktion der postischdmischen Akkumulation von Thrombozyten. Ebenso war die
postischdmische Thrombozytenakkumulation in CD40L- und CD28-defizienten Tieren
signifikant vermindert im Vergleich zur Wild-Typ Gruppe. N=6, *p<0,05 vs. sham, #p<0,05
vs. I/R WT (I/R: Ischdmie-Reperfusion; WT: Wild-Typ)

4.3.2. Quantitative Analyse der Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen

I/R fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der Anzahl akkumulierter Leukozyten in
postsinusoidalen Venolen. Nicht nur in CD4 defizienten Tieren, sondern auch bei Defizienz
von CD40L und CD28 war die Anzahl akkumulierter Leukozyten signifikant gegeniiber der

Kontrollgruppe geringer.
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Abb. 18: Quantitative Analyse der Akkumulation von Leukozyten in postsinusoidalen
Venolen. Dargestellt ist die Anzahl akkumulierter Leukozyten in sham-operierten Tieren und
nach I/R in Wildtyp Tieren und CD4-, CD40Ligand sowie CD28- defizienten Tieren. N=6,
*p<0,05 vs. sham, #p<0,05 vs. /R WT (I/R: Ischdmie-Reperfusion; WT: Wild-Typ)

4.3.3. Quantitative Analyse der Sinusoidalen Perfusion

Zur Abschitzung des durch I/R induzierten hepatischen mikrovaskuldren Schadens wurde das
sinusoidale Perfusionsdefizit bestimmt. Das sinusoidale Perfusionsdefizit beschreibt den
prozentualen Anteil der Sinusoide eines Azinus, welche in Folge der I/R nicht mehr
perfundiert sind. I/R fiihrte zu einer signifikanten Einschrdnkung der Perfusion im Vergleich
zu der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu war das sinusoidale Perfusionsdefizit signifikant

vermindert in CD4-, CD40L- und CD28-defizienten Méusen.
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Abb. 19: Quantitative Analyse des sinusoidalen Perfusionsdefizits. Der Anteil nicht
perfundierter Sinusoide zur Gesamtzahl aller Sinusoide eines Azinus ist nach I/R deutlich
erhoht. Dieses postischdmische sinusoidale Perfusionsdefizit ist in CD4- und CD40L- sowie
in CD28-defizienten Tieren signifikant vermindert. N=6, *p<0,05 vs. sham, #p<0,05 vs. I/R
WT (I/R: Ischdmie-Reperfusion; WT: Wild-Typ)

4.3.4. Quantitative Analyse der Emigration von neutrophilen Granulozyten

Die Emigration von neutrophilen Granulozyten wurde histologisch nach Anwendung der
Granulozyten Napthol AS-D Chlorazetat Esterase-Férbung quantitativ analysiert. Die Anzahl
emigrierter Neutrophile war nach I/R signifikant hoher im Vergleich zur schein-operierten
Gruppe. In CD4- und CD28-defizienten Tieren war die postischdmische Emigration
dahingegen signifikant vermindert. Uberraschenderweise zeigte sich in CD40L-defizienten

Tieren ein massiver Riickgang der Neutrophilenemigration.
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Abb. 20: Emigration von neutrophilen Granulozyten. Exemplarische histologische Bilder aus
einem sham-operierten Tier (Bild A), einem Tier nach I/R (Bild B) und einem CD4 T-Zell-
defizienten Tier (Bild C). Die Pfeile deuten jeweils auf emigrierte neutrophile Granulozyten
hin. (I/R: Ischdmie-Reperfusion)
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Abb. 21: Quantitative Analyse der Emigration von Neutrophilen. Emigrierte neutrophile
Granulozyten wurden in histologischen Gewebeproben mittels der Napthol AS-D Chlorazetat
Esterase-Farbung angefarbt und mikroskopisch ausgezéhlt. I/R fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg der Anzahl emigrierter Neutrophile. Die Anzahl emigrierter Neutrophiler war
dahingegen in CD4- und CD28-defizienten Tieren signifikant geringer. In CD40L-defizienten
Tieren war iliberraschenderweise ein annidhernd vollkommenes Fehlen einer Emigration von
Neutrophilen zu beobachten. N=6, *p<0,05 vs. sham, #p<0,05 vs. /R WT (I/R: Ischdmie-
Reperfusion; WT: Wild-Typ)

4.3.5. Quantitative Analyse der hepatozelluliren Schadens

Neben der Bestimmung des sinusoidalen Perfusionsdefizites ist ein weiterer Parameter zur
Bestimmung des hepatischen mikrovaskuldren Schadens die Analyse der GOT und GPT
Werte. Die Aktivitit der hepatischen Transaminasen war im Vergleich zur schein-operierten
Gruppe signifikant angestiegen. Dahingegen waren mit Ausnahme der GOT Werte in CD40L-
defizienten Méusen die GOT / GPT Werte signifikant geringer in CD4-, CD40L- und CD28-

defizienten Tieren.
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Abb. 22: Aktivitdit der hepatischen Transaminasen. I/R fiihrte zu einer signifikanten
Steigerung der Aktivitit der hepatischen Transaminasen GOT und GPT. Mit Ausnahme der
GOT Werte in CD40L-defizienten Tieren war die Aktivitdt der hepatischen Transaminasen
signifikant geringer in CD4-, CD40L- und CD28-defizienten Tieren. N=6, *p<0,05 vs. sham,
#p<0,05 vs. I/R WT (I/R: Ischdmie-Reperfusion; WT: Wild-Typ)

4.4. Analyse der Interaktion von CD4+ T-Zellen mit Thrombozyten in der Leber bei I/R

Drittes Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, iiber welche Mechanismen CD4+ T-Zellen
mit Thrombozyten in der postischdmischen hepatischen Mikrozirkulation interagieren. Mittels
intravitalmikroskopischer Untersuchung wurde in vivo die Interaktion von CD4+ T-Zellen
und Thrombozyten dargestellt. Die folgenden intravitalmikroskopischen Bilder entstanden in
direkter Abfolge nach Wechsel des Filterblocks, wie in den Methoden unter 3.2.3.2. bereits

beschrieben.
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Abb. 23: Kolokalisation von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten in der hepatischen
Mikrozirkulation. Bild A zeigt die Akkumulation CFDA-SE-markierter CD4+ T-Zellen in
Sinusoiden. Die Akkumulation Rhodamin-markierter Thrombozyten ist im gleichen Azinus
dargestellt (Bild B). Beide Bilder entstanden in direkter Abfolge nach Wechsel des
Filterblocks. Wéhrend der off-line frame by frame Videoanalyse wurden beide Bilder
iiberlappt, wie in Bild C zu sehen, um Kolokalisation von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten
festzustellen (siehe Pfeile).

Die quantitative Analyse ergab, dass ca. 30 Prozent der akkumulierten CD4+ T-Zellen mit
Thrombozyten in hepatischen Sinusoiden kolokalisiert sind. Thrombozyten und CD4+ T-
Zellen mit fehlender Expression von CD40L zeigten tendenziell einen geringeren Prozentsatz
an Kolokalisationsereignissen. Diese Tendenz erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.
Im Gegensatz dazu fiihrte die P-Selektin Defizienz auf Thrombozyten zu einer signifikanten
Reduktion von Kolokalisationsereignissen zwischen T-Zellen und Thrombozyten. (Abb. 16)
Dies ist ein Hinweis dafiir, dass feste Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen und Thrombozyten
tiberwiegend iiber Adhédsionsmolekiile wie P-Selektin auf Thrombozyten und PSGL-1 auf
CD4+ T-Zellen mediiert wird, wihrend kostimulatorische Verbindungen wie CD40-CD40L

unterstitzend wirken.
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Abb. 24: Quantitative Analyse der Kolokalisation von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten in
der hepatischen Mirkozirkulation. Anndhernd 30% der postischdmisch akkumulierten CD4+
T-Zellen sind mit Thrombozyten kolokalisiert. Wéahrend eine Defizienz an CD40L lediglich
mit einem tendenziell geringeren Prozentsatz an Kolokalisationsereignissen einherging, war
eine P-Selektin Defizienz auf Thrombozyten mit einer signifikanten Reduktion von
Kolokalisationsereignissen assoziiert. N=6, *p<0,05 (WT: Wild-Typ)

4.5. Analyse der Auswirkungen einer MHC-Klasse-II-Blockade auf die Ausbildung des
hepatischen I/R-Schaden

Versuchstieren wurde nach Ischdmie ein MHC-Klasse-II-Antikorper bzw. ein
Kontrollantikorper appliziert. Hierdurch wurde untersucht, ob die Verbindung zwischen T-
Zell-Rezeptor und MHC-Klasse-II-Molekiilen auf sinusoidalen Endothelzellen bei den T-
Zell-vermittelten Effekten eine Rolle spielt. Die Blockade von MHC-Klasse-1I-Molekiilen
hatte weder einen Effekt auf die Thrombozytenrekrutierung noch auf den postischdmischen

Gewebeschaden.
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Abb. 25: Thrombozytenakkumulation in hepatischen Sinusoiden. Die Blockade von MHC-
Klasse-I1I-Molekiilen hatte keinen Effekt auf die Thrombozytenrekrutierung in Sinusoiden
nach I/R der Leber. Die Anzahl akkumulierter Thrombozyten war nach Applikation eines
Anti-MHC-II-Antikdrpers (links) vergleichbar der Anzahl akkumulierter Thrombozyten nach
Applikation eines Kontroll-Antikdrpers (rechts). (I/R: Ischdmie-Reperfusion)
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Abb. 26: Aktivitidt der hepatischen Transaminasen. Links dargestellt ist die Aktivitit der
hepatischen Transaminasen nach Applikation eines MHC-Klasse-1I-Antikorpers. Im
Vergleich zur Applikation eines Kontrollantikdrpers hat die Blockade von MHC-Klasse-II-
Molekiilen keinen Effekt auf die Ausbildung des postischdmischen Gewebeschadens. (I/R:
Ischdmie-Reperfusion)
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4.6. Analyse der Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen und Kupffer-Zellen wihrend
hepatischer I/R

In der aktuellen Literatur wird diskutiert, wie in der Einleitung bereits dargestellt, dass die
von Kupffer-Zellen freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren wihrend I/R CD4+ T-
Zellen beeinflussen. Diese Hypothese ist bisher noch nicht in einem experimentellen Ansatz
in vivo analysiert worden. In dieser Studie wurde demnach das Ziel verfolgt zu untersuchen,
ob Kupffer-Zellen mit CD4+ T-Zellen wihrend hepatischer I/R interagieren, insbesondere ob
Kupffer-Zellen CD4+ T-Zellen aktivieren konnen.

4.6.1. Quantitative Analyse der Kupffer-Zell-abhingigen Aktivierung von CD4+ T-
Zellen

Im Gegensatz zur Scheinoperation fiihrte hepatische I/R zu einer signifikanten Zunahme der
Akkumulation von CD4+ T-Zellen in Sinusoiden. Die I/R induzierte Akkumulation und
Emigration von CD4+ T-Zellen wurde nach Depletion von Kupffer-Zellen dahingegen nahezu
vollstdndig verhindert. Sowohl das Abfangen freier Radikale als auch die Unterbrechung der
TNF-o und IL-6-Signalwege gingen mit einer signifikanten Abnahme der Anzahl
akkumulierter und emigrierter CD4+ T-Zellen nach 30 und nach 120 Minuten Reperfusion

einher.
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Abb. 27: Rekrutierung von CD4+ T-Zellen in Sinusoiden. I/R fiihrt zu einer Zunahme der
Anzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen in Sinusoiden im Vergleich zur schein-operierten
Gruppe (s.0.). Depletion von Kupffer-Zellen mittels Gadoliniumchlorid (GdCls) ist mit einer
signifikanten Reduktion der Akkumulation von CD4+ T-Zellen assoziiert. Sowohl das
Abfangen von Sauerstoffradikalen, als auch die Unterbrechung von IL6- und TNF-a
Signalling-Wegen reduzierte die Anzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen signifikant. *p<0,05
vs. sham, #p<0,05 vs. /R WT (I/R: Ischdmie-Reperfusion; WT: Wild-Typ)
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Tab. 9: Emigration von CD4+ T-Zellen, Angabe in Prozent emigrierter Zellen zur Gesamtzahl akkumulierter Zellen in Sinusoiden. I/R fiihrte zu
einer signifikanten Zunahme der Emigration von CD4+ T-Zellen im Vergleich zur schein-operierten Gruppe. Im Gegensatz dazu war die
Emigration signifikant vermindert nach Depletion von Kupffer-Zellen durch Gadoliniumchlorid (GdCl;), nach Abfangen freier Sauerstoffradikale
durch Glutathion (GSH) und nach Unterbrechung des TNF-a und IL-6 Signalweges. (I/R: Ischdmie-Reperfusion; WT: Wild-Typ)

Experiment Schein-Operation I/R I/R I/R I/R I/R
Tier WT WT WT WT IL6-/- WT
T-Zellen WT WT WT WT WT TNF-R1-/-
Applikation NaCl NaCl GdCl13 GSH NaCl NaCl
30 min
11,3 % 13,3 % 10,2 % 9.4 % 6,9 % 10,8 %
Reperfusion
120 min
14,8 % 24,7 % 14,0 % 9,9 % 14,6 % 4,4 %
Reperfusion
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4.6.2. Quantitative Analyse der CD4+ T-Zell-abhingigen Aktivierung von Kupffer-
Zellen

Um zu untersuchen, ob CD4+ T-Zellen im Gegenzug die Aktivitit von Kupffer-Zellen
beeinflussen, wurde die Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen untersucht. Wie in den
Methoden bereits dargestellt, ist die Kinetik der Latex-Beads Adhérenz ein Mal} der Aktivitét
der Kupffer-Zellen. I/R fiihrt zu einer eingeschriankten Phagozytoseaktivitit im Vergleich zur
schein-operierten Gruppe. Die Phagozytoseaktivitit ist in CD4+ T-Zell-defizienten Tieren
starker eingeschrinkt als im Vergleich zur Wildtyp Gruppe.
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8
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£
he]
o]
= 20 1
S
Z
O -
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Abb. 28: Quantitative Analyse der Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen. I/R fiihrt zu
einer eingeschriankten Phagozytoseaktivitdt. Im Vergleich zur schein-operierten Gruppe ist die
Anzahl nicht adhdrenter Latex-Beads erhoht, 2 und 3 Minuten nach Applikation der Latex-
Beads sogar signifikant. Die Phagozytoseaktivitit ist in CD4- T-Zell-defizienten Tieren
starker eingeschrinkt als im Vergleich zur Wildtyp Gruppe. *p<0,05 vs. sham, #p<0,05 vs.
I/R WT (I/R: Ischdmie-Reperfusion; WT: Wild-Typ)
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5. DISKUSSION
5.1. Diskussion der Methodik

5.1.1. Versuchstiere

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurden die Mechanismen einer CD4+ T-Zell-
Interaktion mit dem postischdmischen hepatischen Endothel untersucht. Um den Typ, die
mikrovaskuldre Lokalisation und die Kinetik der T-Zell-Endothelzell-Interaktionen in den
postischdmischen hepatischen Mikrogefdllen in vivo darzustellen, bedienten wir uns des
Tiermodells. Nach selektiver Anfarbung zelluldrer Komponenten durch Fluoreszenzfarbstoffe
ist im Tiermodell die Visualisierung der hepatischen Mirkozirkulation mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie moglich. Fiir alle Experimente wurden Méuse des Stammes C57B1/6
gewdhlt. Dies ist durch folgende Vorteile des C57Bl/6 Stammes begriindet: Die
intravitalmikroskopische Analyse der hepatischen Mikrozirkulation ist dem Kleintiermodell
(Maus, Ratte, Hamster) vorbehalten, da LebergroBe und Dicke der Leberkapsel limitierend
wirken. Die Spezies der Maus ist immunologisch sehr gut charakterisiert, es sind zahlreiche
Antikorper gegen Mausantigene kommerziell erhéltlich. Dariiber hinaus erlauben eine
Vielzahl von gentechnisch verdnderten, defizienten Tieren (z.B. P-Selektin, CD4, CD28,
CDA40L) die selektive und isolierte Analyse molekularer und humoraler Mechanismen, die fiir
die Regulation der CD4+ T-Zell-Endothelzell-Interaktion von Bedeutung sind. So konnte
gezeigt werden, dass in CD4-defizienten Tieren selektiv T-Helfer Zellen fehlen und das
Vorkommen zytotoxischer T-Zellen nicht kompensatorisch erhoht ist '®. Der Stamm der
CD57Bl/6 Maus eignet sich dariiber hinaus insbesondere aufgrund der anatomischen
Besonderheiten seiner Leberanatomie zur intravitalmikroskopischen Untersuchung.
Pathophysiologisch ~ relevante  Strukturen  (prdsinusoidale  Arteriolen,  Sinusoide,
postsinusoidale Venolen) treten bis an die Oberfliche und lassen sich gut darstellen.
Aufgrund tief liegender portaler Gefde und der limitierten Eindringtiefe der
Fluoreszenzmikroskopie lésst sich jedoch der portalvendse Zustrom in diesem System nicht
untersuchen **. Ferner ist das Modell der reversiblen lobdren I/R an der Maus ein etabliertes
Modell zur Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation und in der Literatur mehrfach

beschrieben > % 46 38 5

. Die aufgefiihrten Vorteile des Mausemodells unter Verwendung des
C57Bl/6 Stammes im Einklang mit der Konstanz der Daten, insbesondere in den

Kontrollgruppen, sowie der breiten Etablierung des Modells der reversiblen lobédren I/R an
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der Maus lassen den Schluss zu, dass ein geeignetes Modell zur Untersuchung der

mikrovaskuldren Mechanismen der CD4+ T-Zell-Endothelzell-Interaktion angewendet wurde.

5.1.2. Narkose und Chirurgische Technik

Die Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mittels Isofluran, welches
gegeniiber anderen Inhalationsanésthetika kaum hepatisch metabolisiert wird. Des Weiteren
gibt es bisher keine Hinweise auf eine Hepatotoxizitit bei Verwendung von Isofluran. Wie in
vorherigen Studien bereits belegt, ist das angewandte experimentelle Protokoll makro- und
mikrohdmodynamisch stabil. Es ist im Verlauf der Experimente mit keinen Verdnderungen
des mittleren arteriellen Druckes assoziiert, ebenso ist die mittlere sinusoidale Erythrozyten-
flieBgeschwindigkeit in sham-operierten Tieren und Tieren nach I/R gleich *°. Ebenso wurden
bei der Messung der Korpertemperatur keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen registriert. Die Temperatur lieB sich wihrend des gesamten Versuchsablaufes
zwischen 36° C und 37° C halten.

Im Rahmen der chirurgischen Priparation wurde mittels Mikroclip eine reversible Ischimie
des linken Leberlappens durchgefiihrt. Die Platzierung des Mikroclip erfolgte nach mikro-
chirurgischer Anlernphase atraumatisch im Hilusbereich des linken Leberlappens und
ermoglichte so eine erfolgreiche Reperfusion. Um bei liegendem GefaB3clip ein Austrocknen
oder Abkiihlen der abdominellen Organe zu verhindern, wurde nach Platzierung des

Geféliclips fiir die Zeit der Ischimie die Bauchhohle mittels Naht verschlossen.

5.1.3. Isolierung und Markierung von T-Zellen

Um die Interaktion von T-Zellen mit dem hepatischen Endothel in vivo mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie darzustellen, wurden T-Zellen von syngenen Spendertieren isoliert
und ex vivo mittels CFDA-SE markiert. Dies garantierte eine ausreichende Beladung der T-
Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff und ermoglichte das reproduzierbare Gewinnen einer
definierten Anzahl markierter T-Zellen.

Die Isolierung der T-Zellen erfolgte aus der Milz von syngenen Spendertieren mittels
magnetisch markierter CD4 bzw. CD8 Antikorper (miniMACS / magnetic cell sorting system)
gemil den Angaben des Herstellers. Im Rahmen eigener durchflusszytometrischer
Untersuchungen konnten wir feststellen, dass unter Anwendung des miniMACS eine
reproduzierbare Herstellung von T-Zell-Suspensionen mit einer Reinheit von >95% mdglich

war.
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Intravitalmikroskopisch konnte unldngst gezeigt werden, dass die intraportale Applikation
von aktivierten T-Zellen zu einer nahezu vollstindigen Akkumulation der Zellen in der Leber
fiihrt . Daher stellten wir in weiteren durchflusszytometrischen Untersuchungen sicher, dass
der in dieser Arbeit angewandte Separationsprozess zu keiner Aktivierung der T-Zellen fiihrt.
Hierzu wurde die Expression zelluldrer Aktivitdtsparameter (CD62L, CD44, CD69) auf
isolierten T-Zellen mit der auf T-Zellen aus unbehandelten Blutproben von Kontrolltieren
verglichen*’. Der Separationsprozess fiihrte zu keiner Aktivierung von T-Zellen, da die
Expression der Aktivititsparameter zwischen T-Zellen aus unbehandelten Blutproben und
mittels miniMACS isolierten T-Zellen gleich ist.

Mittels Propidiumiodid wurde dariiber hinaus durchflusszytometrisch sichergestellt, dass die
Lebensfahigkeit der Zellen nach dem Separationsprozess gegeben ist (Viability > 88% fiir
CD8+ T-Zellen und >94% fiir CD4+ T-Zellen).

Zusammenfassend stellten wir in eigenen Voruntersuchungen sicher, dass die bei den
Experimenten verwendeten T-Zell-Suspensionen eine Reinheit von >95% aufwiesen und

lebensfihige sowie nicht aktivierte T-Zellen enthielten ®'.

5.1.4. Thrombozytenseparation

Ahnlich der Separation von T-Zellen wurden auch Thrombozyten aus syngenen Spendertieren
isoliert und ex vivo mittels Rhodamin-6G markiert, um eine ausreichende Beladung der

Thrombozyten mit dem Fluoreszenzfarbstoff zu gewihrleisten ™'

. Die Separation von
Thrombozyten aus Vollblut von Spendertieren fand bereits in diversen vorherigen Studien des
Instituts Anwendung und erfolgte nach etabliertem Verfahren. Es konnte bereits in Vorstudien
mittels Durchflusszytometrie anhand der vorliegenden Konstanz der Expression von P-
Selektin gezeigt werden, dass es im Rahmen der Thrombozytenseparation zu keiner

Aktivierung der Thrombozyten kommt >" "2,

5.1.5. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Unter intravitaler Fluoreszenzmikroskopie versteht man den Einsatz fluoreszierender
Farbstoffe zur selektiven Anfarbung und mikroskopischen Visualisierung von Zellen mit dem
Ziel der Beobachtung ihrer Wechselwirkungen in der Mirkozirkulation *’. Sie ist in diversen

117

Organen (z.B. Haut ", Darm '"7, Muskel '7, Lunge '*°, Bauchspeicheldriise **, Arterien *) als

etabliertes Verfahren zur Analyse der pathophysiologischen Vorginge auf Ebene der
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Mikrozirkulation beschrieben und findet Anwendung nicht nur in Modellen der I/R, sondern

auch im weiteren Feld der Inflammationsforschung oder der Onkologie.

5.1.5.1. Technisches Setup

Die Durchfiihrung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie erfordert im Mausmodell die
chirurgische Priparation des linken Leberlappens, so dass die hepatische Mikrozirkulation mit
Hilfe des Objektivs visualisiert werden kann. Um eine Traumatisierung und eine dadurch
herbeigefiihrte Induktion von Leberschdden zu vermeiden, wurde nach ausgedehnter
mikrochirurgischer Anlernphase eine no-touch Technik zur Mobilisation des Leberlappens
eingesetzt: Durch die Platzierung des Leberlappens in einem Bett aus Modelliermasse wurde
eine mechanische Obstruktion der hepatischen Mikrozirkulation sowie der afferenten und
efferenten Gefille des Leberlappens wihrend der intravitalmikroskopischen Untersuchung
vermieden.

Wie aus den experimentellen Protokollen ersichtlich, wurden z. T. unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe appliziert, um eine simultane Visualisierung von verschiedenen
Zelltypen in der hepatischen Mikrozirkulation zu erreichen. Dies gelang durch Wechsel des
Filterblocks im Intravitalmikroskop und garantierte eine anndhernd simultane Darstellung
unterschiedlicher Zelltypen, z.B. Thrombozyten und T-Zellen. Dariiber hinaus wurde
hierdurch die Untersuchung von Zellinteraktionen ermdglicht.

Alle intravitalmikroskopischen Beobachtungen wurden mittels Videorekorder aufgezeichnet.
Dies ermoglichte eine Analyse der Daten nach dem entsprechenden Versuch und verkiirzte
die Beobachtungszeit und damit die verwendete Lichtenergie wéhrend des Versuches
erheblich. Ein moglicher phototoxischer Effekt wurde dadurch so weit als mdglich reduziert
195121 je Konstanz der Daten, insbesondere in den Kontrollgruppen, lisst schlieBen, dass
die chirurgische Technik, die Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen und die intravital-
mikroskopische Untersuchung zu vernachldssigende Effekte auf die Induktion des I/R-
Schadens der Leber ausiiben.

Wie bereits angesprochen erfolgte die Analyse der mikrozirkulatorischen Daten off-/ine nach
Abschluss des Experiments. Eine quantitative Auswertung der gewonnenen Bilder erfolgte
nach etabliertem Verfahren mit Hilfe des computerunterstiitzten Auswertesystem CAMAS®,

. . . . . 5,57, 81,89
computer assisted microcirculation analysis system .
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5.1.5.2. Mikrozirkulatorische Parameter

Erstmals wurde im Rahmen dieser Studie eine Analyse der Art, der mikrovaskuldren
Lokalisation und der Kinetik der T-Zell-Endothelzell-Interaktionen in der Leber nach I/R
durchgefiihrt. Bisherige Studien konnten lediglich ex vivo immunhistologisch '*°,
elektronenmikroskopisch ''> oder im Rahmen der Beobachtung der T-Zell-Retention bei

2021 quf eine Beteiligung von CD4+ T-Zellen bei hepatischer I/R

isoliert-perfundierter Leber
hinweisen. Die in dieser Studie durchgefiihrten intravitalmikroskopischen Untersuchungen
erlaubten erstmals eine quantitative Analyse der T-Zell-Endothelzell-Interaktionen in vivo und
gaben dariiber hinaus erstmals Auskunft {iber die mikrovaskuldre Lokalisation von T-Zellen
in den hepatischen MikrogefaBlen (z.B. die in der Studie beschriebene Emigration von T-
Zellen) und tiiber die Interaktion von CD4+ T-Zellen mit Thrombozyten in der hepatischen
Mikrozirkulation.

Eine Beteiligung von Thrombozyten an den Pathomechanismen der hepatischen I/R wurde

2% 2613 In aktuellen Studien wurde intravital-

initial ebenfalls ex vivo beobachtet
mikroskopisch die mikrovaskulidre Lokalisation von akkumulierten Thrombozyten nach
hepatischer I/R beschrieben und eine Abhéngigkeit von P-Selektin sowie ICAM-1
ausgemacht °">°. Im Rahmen unserer Studie gelang es erstmals, die Interaktion von CD4+ T-
Zellen und Thrombozyten in vivo darzustellen, indem zwei Fluoreszenzfarbstoffe eine
simultane Visualisierung der beiden Zelltypen in den hepatischen Mikrogefdllen zuliefen.
Dartiiber hinaus konnte unter Verwendung von CD4-, CD40L- und CD28-defizienten Tieren
eine Abhdngigkeit der postischdmischen Thrombozytenrekrutierung von CD4+ T-Zellen in
den hepatischen Mirkogefiflen gezeigt werden.

Nebst der quantitativen Analyse der Akkumulation und Emigration von Leukozyten in der

126, 128, 129

postischdmischen hepatischen Mirkozirkulation ist auch das sinusoidale

Perfusionsdefizit ein etabliertes MaB zur Darstellung des I/R-Schadens der Leber in vivo ® ¢

% Im Gegensatz zur Quantifizierung des mikrovaskuliren I/R-Schadens diente die
Bestimmung der Serumtransaminasen der Abschitzung des hepatozelluldren Schadens. Die
solitire Bestimmung des Parameters GOT erschien aufgrund seiner Prdsenz in vielen

B34 und Darm !

verschiedenen Geweben, wie z.B. Herz , als nicht reprdsentativ zur
Darstellung des hepatischen I/R-Schadens. Demgegeniiber wird die Bestimmung von GPT als
sensitiver und spezifischer Parameter von Leberschidden angesehen ** ''°. In Kombination
spiegeln GOT und GPT zuverléssig den hepatozelluliren Schaden wider '°.

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung von CD4+ T-Zellen wihrend I/R der Leber von MHC

Klasse-II-Molekiilen abhédngig ist, wurde in einem experimentellen Ansatz der MHC Klasse-
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II-Komplex mittels Antikorper nach etabliertem Schema inhibiert >

. Die Kontrollgruppe
wurde hierbei mit einem Isotyp-Antikdrper behandelt.

Die selektive Depletion von Kupffer-Zellen mittels GdCl; erlaubte die Untersuchung der
CD4+ T-Zell-Aktivierung in Abhéngigkeit von Kupffer-Zellen. Die Applikation von GdCls ist
ein etabliertes Verfahren zur Untersuchung der Kupffer-Zell-Funktion, da zirkulierende
Monozyten und andere Makrophagen gegeniiber dem seltenen Erdmetall weniger anfillig

sind *%.

In eigenen weitergehenden  Untersuchungen konnten wir  mittels
Fluoreszenzmikroskopie zeigen, dass im verwendeten Modell die Applikation von GdCl; zu
einer signifikanten Reduktion der Anzahl von Kupffer-Zellen fiihrt *'. Neben dem Abfangen
von Sauerstoffradikalen durch Glutathion nach in der Literatur beschriebener Technik ’ wurde
der Einfluss von Kupffer-Zellen auf die Aktivierung von CD4+ T-Zellen auch unter
Verwendung von IL-6- und TNF-a-Rezeptor-defizienten Tieren untersucht.

Mit dem Ziel, die Aktivitit von Kupffer-Zellen in Abhingigkeit von CD4+ T-Zellen zu
untersuchen, wurde die Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen in Wildtyp- und in CD4-
defizienten Tieren in vivo mittels fluoreszenzmarkierter Latex-Beads untersucht. Wie in den
Methoden bereits beschrieben, fiihrt die Applikation von Latex-Beads der Grofle lum zu
einer selektiven Phagozytose durch Kupffer-Zellen, so dass die Kinetik der Akkumulation
von Latex-Beads in der postischdmischen Leber ein Mal} fiir die Phagozytoseaktivitdt der
Kupffer Zellen darstellt '*”. In Einklang mit vorherigen Ergebnissen dieser bereits etablierten
Methode '®* '*7 konnten auch wir zeigen, dass die Phagozytoseaktivitit in Wildtyp-Tieren
nach I/R abnimmt. In dieser Dissertationsarbeit wurde erstmalig untersucht, inwieweit die

Phagozytoseaktivitdt der Kupffer-Zellen von CD4+ T-Zellen moduliert wird.

5.1.6. Versuchsprotokoll

Zur Induktion einer Ischdmie des linken Leberlappens wurde das Gefial3-Nerven-Biindel iiber
einen Zeitraum von 90 Minuten mittels Mikroclip okkludiert. Die Auswahl der Ischdmiezeit
folgte mehreren Studien **°* '%°; es konnte gezeigt werden, dass eine Ischimie von 30-90
Minuten als klinisch relevant anzusehen ist und eine 90 Minuten dauernde Ischdmie den
oberen Grenzwert einer reversiblen Ischdmie des linken Leberlappens darstellt. Eine
Verldngerung der Ischdmiezeit auf 120 Minuten flihrt zu einer nicht reversiblen Schiadigung

des hepatischen Endothels, so dass eine Untersuchung der Interaktion zwischen T-Zellen und

Endothelzellen nicht mehr moglich ist.
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5.2. Diskussion der Ergebnisse

Wie in der Einleitung bereits erwihnt, gewinnt die hepatische I/R nicht nur wihrend der
Transplantation der Leber klinische Relevanz, sondern auch bei chirurgischen Mandvern, die
eine Unterbindung des Blutflusses im Organ bedingen. Dabei manifestiert sich der hepatische

22, 4
8 22, 49, 85, auf Ebene der

I/R-Schaden, so konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden
Mikrozirkulation. Proinflammatorische Zytokine und Sauerstoffradikale initiieren den
mikrovaskuldren hepatischen I/R-Schaden und fiihren zu einer verstirkten Expression von
Adhésionsmolekiilen mit einer konsekutiven Zunahme der Interaktionen von Neutrophilen

und Thrombozyten mit dem postischdmischen hepatischen Endothel ' % 7 %%,

5.2.1. Akkumulation von CD4+ T-Zellen in der postischimischen hepatischen

Mikrozirkulation

Die unerwarteten protektiven Effekte von Immunsuppressiva gaben erste Hinweise auf eine
Beteiligung von Lymphozyten an der Ausbildung des antigen-unabhingigen I/R-Schadens.
Kawano und Mitarbeiter zeigten eine verbesserte Uberlebensrate von Ratten bei autologer
orthotoper Rattenlebertransplantation durch Takrolimus- bzw. FK 506-Applikation 16
Stunden vor der Transplantation >°. Saxton und Koautoren konnten zeigen, dass die
Applikation von Cyclosporin 24 Stunden vor Ischdmie der Leber bei Ratten die Apoptose
vermindert '’. SchlieBlich wurde 2002 verdffentlicht, dass Lymphozytendepletion mit FTY
720, einem sich in der Etablierungsphase befindlichem Immunsuppressivum, den
hepatozelluliren Schaden nach I/R reduziert '. Erste Hinweise auf eine Beteiligung von
Lymphozyten bei I/R gaben Untersuchungen im Modell der isoliert-perfundierten Rattenleber
*! Nachdem eine definierte Anzahl an Lymphozyten zugegeben wurde, zeigte sich, dass nach
kalter hepatischer Ischdmie die Lymphozytenzahl im Perfusat abnimmt. Eine Verlingerung
der Ischdmiezeit verstirkte diese Abnahme. Auch mittels Immunfluoreszenz konnte eine T-
Zell-Infiltration in der Miuseleber nach I/R induziertem Schaden festgestellt werden "°.
Dariiber hinaus wurde nachgewiesen, dass eine T-Zell-Defizienz mit einer Reduktion des
postischdmischen Leberschadens einhergeht. Dieser hepatoprotektive Effekt konnte durch
adoptiven Transfer von CD4- und CD8-positiven T-Zellen aufgehoben werden. In
weitergehenden Studien unter Verwendung STAT-defizienter Méuse konnte demonstriert
werden, dass insbesondere Th;-Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der Induktion des

115

hepatischen Ischdmie-Reperfusionsschadens spielen . STAT- (signal transducer and

activator of transcription) Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die eine Verbindung
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zwischen Zytokinrezeptor und Zytokin-induzierter Transkription herstellen. Nur eine Stat6-
Defizienz, die mit einer eingeschrinkten Zellfunktion von Th;-Zellen einhergeht, fiihrt zu
einer Hepatoprotektion, gemessen am Serum GPT. Die aufgefiihrten Studien geben Hinweise
darauf, dass Th;-Zellen eine wichtige Rolle bei der Induktion des hepatischen I/R-Schadens
spielen.

Jedoch liegen iiber die Mechanismen einer T-Zell-Endothelzell-Interaktion bisher keine Daten
vor. Ebenso sind die mikrovaskulidre Lokalisation, die Kinetik und die Art der Interaktion von
T-Zellen mit dem postischdmischen hepatischen Endothel bisher unklar. Die vorliegende
Dissertationsarbeit zeigt zum ersten Mal in vivo die Interaktion von T-Zellen mit dem
hepatischen Endothel nach I/R-induziertem Schaden und untersucht die beteiligten
Subpopulationen von T-Zellen sowie die mikrovaskuldre Lokalisation, die Kinetik und die
Art einer solchen Interaktion.

CD4+ T-Zellen akkumulieren nach I/R tliberwiegend in hepatischen Sinusoiden und nur zu
geringem Teil in postsinusoidalen Venolen. Die Anzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen in
Sinusoiden ist nach 30- und nach 120-miniitiger Ischdmie und nachfolgender Reperfusion
signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht, in postsinusoidalen Venolen ist die Anzahl
akkumulierter CD4+ T-Zellen nur tendenziell erhoht. Das endotheliale Repertoire an
Adhiésionsmolekiilen, das eine Akkumulation von CD4+ T-Zellen in den Sinusoiden
mediieren kann, beinhaltet neben der konstitutiven Expression von VAP-1 auch die v. a. im
Rahmen der Inflammation verstirkte Expression von ICAM-1, VCAM-1 und PECAM
(CD31) ** ™ 7. Trotz des Fehlens von Selektinen in sinusoidalen GefdBien findet hier eine
verstirkte Akkumulation von CD4+ T-Zellen statt. Zum einen liegt in den Sinusoiden neben
rdumlicher Enge (Diameter der Sinusoide ca. 6-20 um) ein langsamerer Blutfluss als in

Arteriolen und Venolen vor % 7

, zum anderen zeigen sinusoidale Endothelzellen
Charakteristika von antigenprésentierenden Zellen .

Die Anzahl postischdmisch akkumulierter CD8+ T-Zellen ist, im Gegensatz zu CD4+ T-
Zellen, nicht signifikant erhoht. Dies betont die in der Literatur bereits mehrfach
zugesprochene Rolle von CD4+ T-Zellen als Mediatoren in der Induktion des hepatischen I/R
Schadens ** " 7. Im Gegensatz zu CD8+ T-Zellen zeigen iiberwiegend CD4+ T-Zellen die
Fihigkeit der Expression induzierbarer kostimulatorischer Molekiile ®. Dieses, so konnte in
der vorliegenden Studie gezeigt werden, unterstiitzt maB3geblich die Aktivierung von CD4+ T-
Zellen wihrend der alloantigen-unabhédngigen Aktivierung im Rahmen der hepatischen I/R.

Ein weiterer Aspekt, welcher die selektive Akkumulation von CD4+ T-Zellen in

postischimischen Sinusoiden unterstiitzt, ist, dass sinusoidale Endothelzellen Charakteristika
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von antigenprésentierenden Zellen zeigen "°. Dabei ist zu betonen, dass das zentrale Dogma
der 2-Signal Aktivierung (MHC-Klasse-I1I-Molekiil und kostimulatorisches Signal) von CD4-
Lymphozyten durch antigenprisentierende Zellen nicht mehr gilt ®. In der vorliegenden
Studie wird anhand der Verwendung von MHC-II-Antikérpern in vivo demonstriert, dass
kostimulatorische Signale CD4+ T-Zellen unabhidngig einer Antigenprédsentation aktivieren
konnen.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, findet die Akkumulation von CD4+ T-Zellen in
hepatischen Sinusoiden frith wihrend der Reperfusion statt. Es gibt Hinweise darauf, dass
diese frithe Akkumulation maBgeblich die Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens
beeinflusst. So konnte nachgewiesen werden, dass CD4+ T-Zellen an der postischdmischen
Akkumulation der Neutrophilen beteiligt sind '>. Dieses wird vermutlich iiber IL-17
getriggert, welches fast ausschlieBlich von aktivierten CD4+ T-Zellen freigesetzt wird und
immunmodulatorische Effekte aufweist '*°.

CD4+ T-Zellen emigrieren wihrend hepatischer I/R. Unter Verwendung von anti-ICAM-1-
und anti-VAP-1-Antikérpern konnte gezeigt werden, dass diesen Adhésionsmolekiilen eine
Bedeutung bei der transendothelialen Emigration von Lymphozyten zukommt. Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass Blockade von VAP-1 die Transmigration von Lymphozyten durch
Monolayer von sinusoidalen Endothelzellen in vitro komplett blockiert 2. Neben
Adhésionsmolekiilen kommt dem Vorhandensein von endothelialen Zytokinen eine besondere
Bedeutung wihrend der Emigration zu. Nicht nur chemotaktische Effekte werden hierdurch
ausgelost, sondern auch Prozesse der Emigration an sich gesteuert. So fordern Zytokine z.B.
das ,,spreading* von Lymphozyten vor der Emigration '®. Interessanterweise, so konnten wir
in weitergehenden Studien zeigen, unterstiitzt JAM-A (junctional adhesion molecule-A) nicht
die Emigration von CD4+ T-Zellen, wihrend eine JAM-Defizienz mit einer signifikanten
Reduktion der Emigration von neutrophilen Granulozyten einhergeht . Dabei geht die
attenuierte Emigration von Leukozyten nicht mit einer Reduktion des I/R Schadens einher,
die Beteiligung von CD4+ T-Zellen bei der Ausbildung des hepatischen I/R Schadens wird
durch diese Erkenntnisse untermauert.

In dieser Arbeit gelang es erstmals, die Interaktion von T-Zellen mit dem Endothel in der
Leber nach I/R in vivo zu visualisieren und quantitativ zu analysieren. Es konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen in Sinusoiden signifikant nach I/R
zunimmt. Dieses erfolgt friith wihrend der Reperfusion und setzt kein Rolling der Zellen
voraus. Das fehlende Rolling wird durch die fehlende Expression von P-Selektin auf

sinusoidalen Endothelzellen erklart **. Mittels Intravitalmikroskopie konnte dariiber hinaus
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gezeigt werden, dass bereits nach 30 Minuten Reperfusion CD4+ T-Zellen in den
perivaskuldren Raum emigrieren. Dabei fiihrt eine Verldngerung der Reperfusionszeit zu einer
signifikanten Zunahme der Emigration. Im Gegensatz zu CD4+ T-Zellen ist die
postischdmische Rekrutierung von CD8+ T-Zellen in allen Segmenten der hepatischen

Mikrozirkulation gering.

5.2.2. Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der Ausbildung des I/R-Schadens der Leber

5.2.2.1. Interaktion von CD4+ T-Zellen mit Thrombozyten

Da die Akkumulation von Thrombozyten in der postischdmischen hepatischen Mikro-
zirkulation ein wesentliches Element der Induktion des mikrovaskulidren und hepatozelluldren
Schadens nach I/R der Leber darstellt 2% °"=% “8, haben wir untersucht, inwieweit CD4+ T-
Zellen an der Interaktion von Thrombozyten mit dem hepatischen Endothel beteiligt sind. Im
Gegensatz zu Wildtyp-Méusen war die postischdmische Akkumulation von Thrombozyten in
CD4-defizienten Tieren signifikant geringer. Dariiber hinaus konnten wir zeigen, dass circa
30 % der akkumulierten CD4+ T-Zellen mit Thrombozyten in den Sinusoiden kolokalisiert
sind. Es sind daher zwei Mechanismen zu diskutieren, die zu einer verstirkten
Thrombozytenakkumulation durch Einfluss von CD4+ T-Zellen fiihren. Zum einen konnen,
wie bereits in vitro gezeigt wurde *’, Thrombozyten direkt an CD4+ T-Zellen binden. Zum
anderen konnten akkumulierte CD4+ T-Zellen lokal das hepatische Endothel durch
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-a, IFN-y oder G-CSF aktivieren. Dies
fiihrt zu einer verstirkten Expression sowie Mobilisation von Adhdsionsmolekiilen und einer
konsekutiven Fibrinogendeposition. Diese Mechanismen protegieren in der Folge eine
verstirkte Akkumulation von Thrombozyten > %,

Um die Mechanismen einer direkten Interaktion von Thrombozyten und CD4+ T-Zellen
wiahrend hepatischer I/R zu untersuchen, wurden intravitalmikroskopische Experimente
durchgefiihrt, die eine Analyse der Kolokalisation zwischen Thrombozyten und CD4+ T-
Zellen erlauben. Die Beteiligung kostimulatorischer sowie Adhdsionsmolekiile an der
Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens wurde unter Verwendung defizienter Tiere
analysiert. Wahrend CD4+ T-Zellen die kostimulatorischen Molekiile CD40Ligand als auch
CD28 exprimieren und Thrombozyten die kostimulatorischen Molekiile CD40Ligand (bei
aktivem Status) als auch CD40 exprimieren, finden sich auf sinusoidalen Endothelzellen die

Rezeptoren CD40 und B7. In dieser Studie wurde die Rolle dieser kostimulatorischen
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Molekiile auf die Interaktion von Thrombozyten mit CD4+ T-Zellen und sinusoidalen
Endothelzellen untersucht.

Die Anzahl kolokalisierter Zellen in Sinusoiden ist im Falle von CD40Ligand-defizienten
CD4+ T-Zellen und CD40Ligand-defizienten Thrombozyten gegeniiber Wildtyp-Zellen
tendenziell vermindert. Dieses deutet darauf hin, dass der CD40Ligand eine Rolle bei
Thrombozyten-CD4+ T-Zell-Interaktionen spielt. Bestdtigt wird dieser Hinweis dadurch, dass
eine CD40Ligand-Defizienz, wie diese Studie zeigen konnte, zu einer signifikanten
Reduktion der Anzahl postischdmisch adhirenter Thrombozyten im Vergleich zur Wildtyp-
Gruppe fihrt. Erklarungsansitze bieten Hinweise aus der Literatur. CD40Ligand,
ausgeschiittet von Lymphozyten und Thrombozyten 2, kann iiber oy/fs-Integrinrezeptoren

7

eine direkte Aktivierung von Thrombozyten hervorrufen °’. Neben einer spezifischen

Hochregulation von Thrombozyten-relevanten Adhisionsmolekiilen auf Endothelzellen ®* %%
kann der CD40Ligand hinzukommend auch das Milieu der Zytokine beeinflussen. Er
stimuliert die Sekretion von Interleukin-8, MIP-1 (macrophage inflammatory protein-1) und
RANTES und bietet somit auch Potential zur Beeinflussung der Emigration von Leukozyten
in der postischamischen hepatischen Mikrozirkulation ''® "', Diese Studie demonstriert, dass
CD4+ T-Zellen CD40Ligand-abhédngig an der Thrombozytenakkumulation nach hepatischer
I/R beteiligt sind.

Aber auch die Verbindung der kostimulatorischen Molekiile CD28-B7 ist an den CD4+ T-
Zell-induzierten Mechanismen im Rahmen der hepatischen I/R beteiligt. Nicht nur die Anzahl
der akkumulierten Thrombozyten ist in CD28-defizienten Tieren signifikant gegeniiber der
Kontrollgruppe geringer, sondern auch das sinusoidale Perfusionsdefizit und die Anzahl der
emigrierten Leukozyten. Eine direkte Thrombozytenaktivierung durch CD4+ T-Zellen iiber
kostimulatorische CD28-B7 Verbindung kann aufgrund des Fehlens von B7 Molekiilen auf
Thrombozyten nicht stattfinden. Die in dieser Studie beobachteten Auswirkungen einer
CD28-Defizienz lassen daher vermuten, dass CD4+ T-Zellen mafigeblich an der initialen
Aktivierung des sinusoidalen Endothels iiber die kostimulatorische Verbindung CD28-B7
beteiligt sind. Im Rahmen dieser Aktivierung kann es zu einer verstirkten
Thrombozytenakkumulation kommen. Die akkumulierten Thrombozyten konnten dann, so
gibt es Hinweise in der Literatur, im Sinne einer positiven Feedback-Schleife iiber die
Ausschiittung von RANTES zur einer verstirkten Aktivierung und Akkumulation von CD4+
T-Zellen fithren *’.

Da die kostimulatorischen Molekiile CD40-CD40Ligand keine feste Adhésion zwischen

CD4+ T-Zellen und Thrombozyten erkldren konnen, wurde in einem Teil dieser Studie der
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Frage nachgegangen, ob P-Selektin auf Thrombozyten und PSGL-1 auf CD4+ T-Zellen eine
feste Adhidsion zwischen beiden Zellarten bedingen kdnnen. Die Tatsache, dass eine P-
Selektin-Defizienz auf Thrombozyten zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl von
Kolokalisationsereignissen zwischen CD4+ T-Zellen und Thrombozyten fiihrt, deutet darauf
hin, dass thrombozytéires P-Selektin an der festen Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen und
Thrombozyten beteiligt ist. Der Befund, dass es bei einer CD40Ligand-Defizienz auf
Thrombozyten und CD4+ T-Zellen zu einer tendenziellen Reduktion der Kolokalisations-
ereignisse zwischen den beiden Zellarten kommt, ldsst sich am ehesten dadurch begriinden,
dass die kostimulatorische Verbindung zwischen CD40-CD40Ligand zu einer verstirkten

Expression von thrombozytirem P-Selektin fithrt **.

5.2.2.2. Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der Ausbildung des mikrovaskuliren und

hepatozelluliren Schadens nach I/R

CD4+ T-Zellen beeinflussen die Akkumulation und Emigration von neutrophilen
Granulozyten in der postischdmischen hepatischen Mikrozirkulation. Dieses konnte die
vorliegende Arbeit anhand der quantitativen in vivo Analyse der Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen sowie der histologischen Quantifizierung der Neutrophilenemigration
nachweisen. Dieser Sachverhalt wurde bisher in der Literatur lediglich als Hypothese
formuliert und nicht quantitativ analysiert '* '*°. In dieser Dissertationsschrift wurde dariiber
hinaus erstmals nachgewiesen, dass die Beteiligung von CD4+ T-Zellen an der Rekrutierung
von Leukozyten in der postischdmischen hepatischen Mikrozirkulation von den kostimula-
torischen Signalwegen CD40-CD40Ligand und CD28-B7 abhingig ist. Hierdurch werden
Literaturangaben bestitigt, die zeigen konnten, dass im Falle einer CD40Ligand-Defizienz in

114
und dass

postischdmischen Lebern die Myeloperoxidaseaktivitdt signifikant reduziert ist
eine CD28-Inaktivierung zu einer signifikanten Reduktion der Makrophageninfiltration in
postischdmischen Nieren fiihrt '**.

Wie in dieser Arbeit aufgefiihrt werden konnte, wird die Emigration von neutrophilen
Granulozyten insbesondere liber CD40L vermittelt. Die Emigration von Neutrophilen, so
konnte hier gezeigt werden, ist in CD40L-defizienten Tieren fast vollstindig aufgehoben.
Einen moglichen Erkldrungsansatz hierfiir bieten Daten aus der Literatur, die belegen, dass
CDA40L auf die hepatische Expression und Sekretion von IL-8, MIP-1 und RANTES Einfluss

10 1 “WWeitere Daten in der aktuellen Literatur unterstreichen, dass CD4+ T-Zellen

nimmt
die Emigration von neutrophilen Granulozyten modulieren und steuern: Es konnte gezeigt

werden, dass die Ausschiittung von IL-17 durch aktivierte CD4+ T-Zellen iiber die
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Produktion von MIP-2 zu einer Zunahme der Anzahl emigrierter neutrophiler Granulozyten
nach hepatischer I/R fiihrt '2.

Nebst der Beeinflussung der Leukozytenrekrutierung modulieren CD4+ T-Zellen auch die
Ausbildung des mikrovaskuldren I/R-Schadens der Leber. Das sinusoidale Perfusionsdefizit
ist ein quantitativ messbares Korrelat des mikrovaskuldren Schadens, die Verlegung der
Sinusoide wird als wesentlicher Faktor des mikrovaskuldren Schadens angesehen ®. Dabei
fiihrt nicht nur eine mechanische Obstruktion der Sinusoide durch Akkumulation von

57, 59

Leukozyten und Thrombozyten zu dessen Verlegung , sondern die im Zuge dessen

freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren fithren zu einer 6dematdsen Verdickung der

B! Der protektive Effekt einer CD4-Defizienz

Zellwédnde bzw. des sinusoidalen Endothels
auf die Ausbildung des hepatischen mikrovaskuldren Schaden nach I/R ist am ehesten als
Konsequenz einer verminderten Leukozyten- und Thrombozytenakkumulation und das
konsekutive Fehlen der freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren zu betrachten.
Ahnlich wie fiir Leukozyten konnte nimlich fiir Thrombozyten gezeigt werden, dass diese an

d > *, vermutlich aufgrund der

der Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens beteiligt sin
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren und freier Radikale *'. Dariiber hinaus konnten
wir im Rahmen der Versuche beobachten, dass intrasinusoidal gelegene CD4+ T-Zellen in der
Lage sind, eine mechanische Obstruktion der Sinusoide hervorzurufen.

SchlieBlich beeinflussen CD4+ T-Zellen auch die Ausbildung des hepatozelluldren Schadens
nach I/R. Der hepatische I/R-Schaden manifestiert sich in letzter Instanz in Form von
nekrotischem Zelltod und geht einher mit Erhdhung der Transaminasenwerte **. In dieser
Arbeit konnte demonstriert werden, dass CD4+ T-Zellen iiber kostimulatorische Wege
(CD40-CD40Ligand und CD28-B7) an der Ausbildung des hepatozelluldren Schadens nach
I/R beteiligt sind. Dieser Befund steht in Einklang mit Daten aus der Literatur. Hier konnte

z.B. gezeigt werden, dass auch zur Ausbildung des I/R-Schadens der Niere kostimulatorische

Verbindung iiber CD28-B7 stattfinden muss '**.

5.2.2.3. Aktivierung von CD4+ T-Zellen wihrend der alloantigen-unabhingigen
hepatischen I/R

Unklar bleibt jedoch, wie CD4+ T-Zellen in diesem Setting aktiviert werden, um die o. g.
Mechanismen zu induzieren. Eine Maoglichkeit ist, dass sich durch Hypoxie und
Sauerstoffradikale degradierte Proteine als Antigene prisentieren und somit zu einer T-Zell-

Aktivierung im Rahmen der I/R fiihren. Jedoch zeigt unsere Studie, dass eine T-Zell-

72



..................................................................................................... Diskussion

Aktivierung wéhrend I/R der Leber unabhidngig von MHC Klasse II-Molekiilen stattfindet.
Wie in der Einleitung bereits erwidhnt, setzt die Regulation der meisten T-Zell-Rezeptor-
induzierten Gene keine Bindung des T-Zell-Rezeptor zum MHC Klasse II Molekiil voraus,
sondern kann alleinig iiber kostimulatorische Molekiile stattfinden '** '®. Einen weiteren
Erklarungsansatz zur alloantigen-unabhéngigen Aktivierung von T-Zellen bieten zahlreiche
Studien iiber den Einfluss von proinflammatorischen Mediatoren auf T-Zellen. Es konnte
gezeigt werden, dass CCL 5 (RANTES) zu einer Mobilisierung von Calcium und damit zu
einer Aktivierung von T-Zellen fiihrt °. Sauerstoffradikale kénnen NF-kB-Signalwege in T-
Zellen aktivieren ®, wihrend auch IL-6 in der Abwesenheit von Antigenen T-Zellen
aktivieren kann **. In einer aktuellen immunhistologischen Studie wird hinzukommend davon
ausgegangen, dass Chemokine wie z.B. CXCL 9, 10 und 11 direkt an der Aktivierung und
Beeinflussung der Funktion von CD4+ T-Zellen wihrend I/R beteiligt sind '**.

Der Aktivierung von CD4+ T-Zellen durch kostimulatorische Molekiile, wie z.B. CD28,
unabhingig einer T-Zell-Rezeptor-MHC Klasse Il-Interaktion '” kommt eine besondere
Bedeutung zu. Denn vice versa konnte gezeigt werden, dass sich auch antigenprésentierende
Zellen in der Expression von Adhidsionsmolekiilen und Threm Aktivititsstatus iiber
kostimulatorische Molekiile, z.B. iiber das CD40 Molekiil, beeinflussen lassen 3 Diese
Erkenntnisse sind von Bedeutung im Kontext einer CD4+ T-Zell-Beteiligung am
mikrovaskulidren und hepatozelluldren Schaden nach I/R, da gezeigt werden konnte, dass
sinusoidale Endothelzellen der Leber alle Charakteristika von antigenprésentierenden Zellen
aufweisen "°. Wihrend CD4+ T-Zellen die kostimulatorischen Molekiile CD40Ligand als
auch CD28 exprimieren und Thrombozyten die kostimulatorischen Molekiile CD40Ligand
(bei aktivem Status) als auch CD40 exprimieren, finden sich auf sinusoidalen Endothelzellen
die Rezeptoren CD40 und B7. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Interaktionen iiber
diese kostimulatorischen Molekiile und die damit verbundene Aktivierung von CD4+ T-
Zellen Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen sowie die Emigration von Leukozyten
beeinflussen und damit an der Ausbildung des hepatischen zelluldren und mikrovaskuldren
I/R Schadens beteilig sind.

Das Konzept der Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen, Thrombozyten und dem hepatischen
sinusoidalen Endothel ist in der folgenden Abbildung (Abb. 25) nochmals dargestellt und
gegeniiber der Einleitung erweitert. Hinweise in der Literatur deuten darauf hin, dass das
konstitutiv exprimierte kostimulatorische Molekiil CD28 die Expression von CD40Ligand
beeinflusst und die kostimulatorische Verbindung CD40-CD40Ligand wiederum den
Gegenspieler des CD28 Molekiils, die B7-Molekiile, beeinflusst *” ©.
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RANTES
Thrombozyt

Sinusoidales Endothel

Abb. 25: Potentielle Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen, Thrombozyten und dem
sinusoidalen Endothel nach hepatischer I/R. CD4+ T-Zellen werden iiber kostimulatorische
Verbindung mit dem sinusoidalen Endothel via CD40-CD40Ligand und CD28-B7 aktiviert.
Die feste Adhdsion von Thrombozyten an CD4+ T-Zellen iiber P-Selektin-vermittelte
Mechanismen erlaubt die Interaktion kostimulatorischer Molekiile zwischen den beiden
Zellarten. Durch die in diesem Rahmen stattfindende Aktivierung von Thrombozyten werden
proinflammatorische Mediatoren ausgeschiittet, wie z.B. RANTES, welche die Aktivierung
von CD4+ T-Zellen positiv verstarken. CD4+ T-Zellen und Thrombozyten aktivieren dariiber
hinaus tiiber kostimulatorische Molekiile und iiber die Freisetzung proinflammatorischer
Mediatoren das sinusoidale Endothel. Dieses fiihrt tiiber verstirkte Expression von
Adhisionsmolekiilen zu einer Zunahme der CD4+ T-Zell- und Thrombozytenakkumulation.

5.2.3. Interaktion von CD4+ T-Zellen und Kupffer-Zellen wihrend hepatischer

Ischimie-Reperfusion

Die Mechanismen einer alloantigen-unabhéngigen Aktivierung von CD4+ T-Zellen wihrend
I/R werden in der Literatur intensiv diskutiert. Freie Sauerstoffradikale, RANTES, IL-6 und

3, 13, 54, 66, 116
. Ebenso

Toll-Rezeptor-vermittelte Wege konnen T-Zellen in vitro aktivieren
wird der Effekt lokal freigesetzter Chemokine auf die Aktivierung von T-Zellen wihrend I/R
diskutiert. Kiirzlich konnte mittels Immunhistologie gezeigt werden, dass die Chemokine
CXCL 9, 10 und 11 an der Akkumulation von CXCR3+CD4+ T-Zellen in der
postischamischen hepatischen Mikrozirkulation beteiligt sind '**.

Diverse Studien haben in der Vergangenheit die Hypothese diskutiert, dass die Interaktion
von Kupffer-Zellen und CD4+ T-Zellen ein wesentliches Element der Ausbildung des
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hepatischen I/R-Schadens darstellt °* " ¥ In der Tat besteht seitens der Kupffer-Zellen mit
dem breiten Repertoire an proinflammatorischen Mediatoren, die wéhrend hepatischer I/R
ausgeschiittet werden, ein groBes Potential zur Interaktion mit anderen Zellen °"" >*. So werden
von Kupffer-Zellen nicht nur die proinflammatorischen Mediatoren TNF-a, IL-1a und IL-6

freigesetzt *%, sondern auch Sauerstoffradikale .

5.2.3.1. Aktivierung von CD4+ T-Zellen durch Kupffer-Zellen wiahrend hepatischer I/R

Im ersten Schritt der Analyse der Interaktion von CD4+ T-Zellen und Kupffer-Zellen wurde
untersucht, inwieweit Kupffer-Zellen an der Aktivierung von CD4+ T-Zellen wéhrend I/R der
Leber beteiligt sind. Die Depletion von Kupffer-Zellen mittels GdCls fithrte zu einer
signifikanten Reduktion der Anzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen nach I/R. Die Applikation
von GdClj ist ein etabliertes Verfahren zur Depletion von Kupffer-Zellen in vivo, es konnte
gezeigt werden, dass Monozyten und andere Makrophagen in ihrer Funktion von GdCl; nicht
beeinflusst werden ** 51 6% 130, GdCl; fiihrt hierbei nicht nur zu einer Blockade der
Phagozytoseaktivitit der Kupffer-Zellen ", sondern fiihrt auch zu einer Verminderung der

Anzahl der Kupffer-Zellen im Lebergewebe ** % 3

. In eigenen weitergehenden Studien
konnten wir zeigen, dass in unserem Modell in der Tat Monozyten nicht in ihrer Anzahl durch
die Applikation von GdCl; vermindert werden. Dariiber hinaus konnten wir mittels
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie quantitativ nachweisen, dass in dem verwendeten Modell
eine signifikante Reduktion der Anzahl von Kupffer-Zellen nach Applikation von GdCls
auftritt *',

Die vorliegende Schrift konnte zeigen, dass Kupffer-Zellen nicht nur durch die Freisetzung
freier Sauerstoffradikale, sondern auch durch die Ausschiittung proinflammatorischer
Mediatoren wie TNF-o und IL-6 zu einer Aktivierung von CD4+ T-Zellen wihrend
hepatischer I/R beitragen: Nicht nur nach dem Abfangen von Sauerstoffradikalen mittels
Glutathion, sondern auch nach selektiver Unterbrechung der Signaltransduktion von TNF-a
und IL-6 wurde ein signifikanter Riickgang der Anzahl akkumulierter CD4+ T-Zellen in den
hepatischen Sinusoiden nach I/R beobachtet. Dariiber hinaus zeigte sich in dieser
Dissertationsarbeit, dass die postischdmische Emigration von CD4+ T-Zellen nach Depletion
von Kupffer-Zellen, Abfangen von Sauerstoffradikalen und Unterbrechung der TNF-a- und
IL-6-Signaltransduktionswege vermindert ist. Die oben genannten proinflammatorischen
Mediatoren, die liberwiegend von Kupffer-Zellen im Rahmen der hepatischen I/R freigesetzt

werden '*?, konnen die verstirkte Akkumulation und Emigration von CD4+ T-Zellen in der

hepatischen Mirkozirkulation entweder iiber direkte Aktivierung von T-Zellen bedingen, oder
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iiber die Aktivierung des sinusoidalen Endothels. Es konnte in der Tat gezeigt werden, dass
z.B. Sauerstoffradikale in der Lage sind, unabhéngig der Anwesenheit von Antigenstimuli,
eine Aktivierung von T-Zellen herbeizufiihren ®. In weitergehenden Untersuchungen konnten
wir zeigen, dass freie Sauerstoffradikale sowie die proinflammatorischen Mediatoren TNF-a
und IL-6 im Rahmen der I/R der Leber die Aktivierung nicht nur von CD4+ T-Zellen,
sondern auch von sinusoidalen Endothelzellen bedingen *': Die Inkubation von isolierten
CD4+ T-Zellen und von sinusoidalen Endothelzellen mit den o. g. proinflammatorischen
Mediatoren flihrte in vitro zu einer Aktivierung beider Zelltypen, gemessen anhand der
verdnderten Expression von Aktivititsmarkern (CD4+ T-Zellen: L-Selektin, CD69, CD44;
sinusoidale Endothelzellen: ICAM-1, VCAM-1, VAP-1) mittels Durchflusszytometrie.
Dartiber hinaus konnten wir immunhistochemisch zeigen, dass die postischdmisch verstirkte
Expression von VAP-1 nach Depletion von Kupffer-Zellen vermindert ist.

Die aktuelle Literatur identifiziert Kupffer-Zellen als hauptsichliche Produzenten der o. g.
proinflammatorischen Mediatoren (Sauerstoffradikale, TNF-a und IL-6) wéhrend hepatischer
/R 2% 19125 132 Jedoch kénnen diese proinflammatorischen Mediatoren auch von anderen
Zelltypen in diesem Setting freigesetzt werden, wie z.B. von zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten, Monozyten oder aktivierten Thrombozyten. Eine Limitierung dieser Studie ist
daher, dass diese Kupffer-Zell-unabhingige Freisetzung der proinflammatorischen
Mediatoren nicht beriicksichtigt wird. Dieses bedarf einer weitergehenden Betrachtung in

zukiinftigen Experimenten.

5.2.3.2. Aktivierung von Kupffer-Zellen durch CD4+ T-Zellen wihrend hepatischer I/R

In einem weiteren Abschnitt der Untersuchung der Interaktion von CD4+ T-Zellen und
Kupffer-Zellen wiéhrend hepatischer I/R wurde analysiert, ob CD4+ T-Zellen die
Phagozytoseaktivitdit von Kupffer-Zellen beeinflussen konnen. In Konkordanz mit
vorhergehenden Studien konnten wir bestitigen, dass die Phagozytoseaktivitdt von Kupffer-
Zellen nach I/R vermindert ist '2”. Dariiber hinaus konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt
werden, dass die Phagozytoseaktivitit in CD4-defizienten Tieren stirker vermindert ist. Zwei
potentielle Hypothesen konnen diesen Sachverhalt erkldren: Einerseits konnen Unterschiede
im Vorhandensein des zu phagozytierenden Materials nach I/R in Wildtyp- und CD4-
defizienten Tieren zu einer stirker verminderten Phagozytoseaktivitdt fiihren. Dies erscheint
jedoch unwahrscheinlich, da wir in unseren Untersuchungen zeigen konnten, dass der
hepatozelluldre und der mikrovaskuldre Schaden nach I/R in CD4-defizienten Tieren sogar

weniger ausgeprigt ist. Andererseits konnen CD4+ T-Zellen wichtige Stimulatoren der
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Phagozytoseaktivitit von Kupffer-Zellen darstellen. Diese Hypothese wird erstens gestiitzt
von der Erkenntnis, dass IFN-y, welches vornehmlich von aktivierten CD4+ T-Zellen
freigesetzt wird, eine Aktivierung von Makrophagen und Kupffer-Zellen bedingen kann *°.
Dariiber hinaus wurde bereits gezeigt, dass T-Zellen die Ausschiittung von TNF-a durch
Kupffer-Zellen wihrend hepatischer I/R modulieren . Drittens, so konnte in vitro
nachgewiesen werden, fithren Zytokin-vermittelte Signalwege zwischen CD4+ T-Zellen und
Kupffer-Zellen zu einer verstirkten Freisetzung von TNF-a und proinflammatorischen
Mediatoren durch Kupffer-Zellen **. Zusammenfassend gibt diese Studie Hinweise darauf,
dass im Rahmen der hepatischen I/R die Interaktion zwischen CD4+ T-Zellen und Kupffer-

Zellen zu einer verstarkten Phagozytoseaktivitit der Kupffer-Zellen fiihrt.
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6. SCHLUSSFOLGERUNG

Der hepatische I/R-Schaden manifestiert sich nicht nur im Rahmen der Lebertransplantation,
sondern ist auch Folge Leber-erhaltender operativer Eingriffe unter Anwendung einer
tempordren Abbindung des Blutflusses sowie bei Trauma und Schockereignissen. Die
protektiven Effekte von Immunsuppressiva auf den alloantigen-unabhingigen Schaden nach
I/R gaben in der Vergangenheit wiederholt Anlass zu vermuten, dass wihrend der Ausbildung
des hepatischen I/R-Schadens eine Lymphozytenbeteiligung vorliegt. In der Tat konnten in
vitro Studien nachweisen, dass eine postischdmische Akkumulation von T-Zellen in der Leber
stattfindet > '%.

In der aktuellen Arbeit wurde die Rolle von CD4+ T-Zellen wihrend hepatischer I/R in vivo
analysiert. Erstmals konnte iiber die Art, die Kinetik und die Lokalisation von CD4+ T-Zell-
Endothelzell-Interaktionen Auskunft gegeben werden. Es konnte in dieser Dissertationsschrift
demonstriert werden, dass CD4+ T-Zellen mit Thrombozyten wéhrend der hepatischen I/R
interagieren und die Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens {iiber kostimulatorische
Signalwege, wie CD40-CD40L und CD28-B7, modulieren. Dieses findet MHC-Klasse II-
unabhingig statt. Des Weiteren konnte in diesen Untersuchungen erstmals gezeigt werden,
dass eine reziproke Aktivierung von CD4+ T-Zellen und Kupffer-Zellen wihrend hepatischer
I/R stattfindet.

Die aktuell gewonnenen Daten geben Anlass, das klinische Management der I/R und der
Lebertransplantation kritisch zu diskutieren. Es ist bekannt, dass die Leber in Bezug auf die
immunologische Reaktion nach Transplantation ein privilegiertes Organ ist, d.h. Allografts
der Leber sind resistenter gegeniiber einer AbstoBungsreaktion und benétigen nur eine
geringe Dosierung an Immunsuppressiva >~ '°'. Dennoch entwickeln 60-80% der
lebertransplantierten Patienten eine akute AbstoBungsreaktion, 5% der Transplantationen sind
mit einer chronischen AbstoBung assoziiert *> °*. Wie in der Einleitung bereits erwihnt,
konnte gezeigt werden, dass 10% aller frithzeitigen Organversagen nach Lebertransplantation
alleinig durch den I/R-Schaden zu erkliren sind *. Mittels immunhistochemischer Analyse an
8 Tage nach Transplantation gewonnenen Leberbiopsien konnte bereits 1998 gezeigt werden,
dass CD4+ T-Zellen wihrend der akuten AbstoBungsreaktion in der humanen Leber
akkumulieren, trotz immunsuppressiver Therapieinduktion nach der Transplantation *>. In
dieser Arbeit beschrieben wir den Typ, die mikrovaskuldre Lokalisation und die Kinetik der
CD4+ T-Zell-Endothelzell-Interaktion. Es konnte gezeigt werden, dass eine T-Zell-
Akkumulation frithzeitig wahrend der Reperfusion auftritt, Akkumulation und Emigration von

CD4+ T-Zellen nehmen im Verlauf der Reperfusion zu. Eine friihzeitige immunsuppressive
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Behandlung, mdglichst noch vor Induktion der Reperfusion (d.h. wéhrend der
Transplantation), erscheint somit sinnvoll und bedarf einer weiteren experimentellen und
klinischen Abklarung.

Um einer AbstoBungsreaktion zu begegnen, stehen der Transplantationsmedizin aktuell
diverse Immunsuppressiva zur Verfligung: Corticosteroide, Calcineurininhibitoren
(Cyclosporin, Tacrolimus), Antimetabolite (MMF, Azathioprin), TOR-Inhibitoren (Sirolimus,
Everolimus), Antikdrper (OKT3, IL-2R, Campath 1H) und neue Immunsuppressiva, wie z.B.
FTY720. Die Gratwanderung zwischen ausreichender Immunsuppression und minimaler
Toxizitdt hat zu einer Kombinationstherapie gefiihrt, aktuell werden bei Lebertransplantation
vorwiegend Corticosteroide mit Calcineurininhibitoren sowie Antiproliferativa eingesetzt.
Auch wenn die toxischen Effekte der Immunsuppressiva mittlerweile durch Dosisreduktion
und angepasste Kombinationsstategien weitgehend minimalisiert wurden, fiihrt der Einsatz
der etablierten Immunsuppressiva dennoch zu einer Suppression der Reaktion gegen alle
Antigene. Zukiinftiges Ziel, so ist sich die Literatur einig, besteht in der Induktion einer
selektiven Toleranz gegeniiber dem transplantierten Organ, wihrend die bestehende

immunologische Kapazitit des Patienten unangetastet bleibt * °*

. Einen potentiellen
Anasatzpunkt zur Induktion von Toleranz stellen die kostimulatorischen Signalwege (CD28-
B7 und CD40-CD40L) dar **. In unseren eigenen Studien konnten wir zeigen, dass CD4+ T-
Zellen tiber die kostimulatorischen Signalwege nicht nur die Aktivierung und Akkumulation
von Thrombozyten, sondern auch die Ausbildung des hepatischen mikrovaskuldren und
hepatozelluliren Schadens beeinflussen. Die prasentierten Daten unterstreichen die

Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zur Optimierung immunsuppressiver Therapien bzw.

zur Etablierung Toleranz-induzierender Pharmazeutika.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Die protektive Wirkung von Immunsuppressiva auf den hepatischen I/R-Schaden deutet
darauf hin, dass T-Zellen bei diesem alloantigen-unabhingigen Ereignis eine Rolle spielen.
Die Mechanismen der Aktivierung bzw. der mikrovaskulidren Rekrutierung von CD4+ T-
Zellen bei alloantigen-unabhéngiger I/R der Leber sind jedoch weitgehend ungeklért.

Ziele der vorliegenden Arbeit waren daher (1) die Rekrutierung von T-Zell-Subopulationen in
den postischdmischen hepatischen MikrogefdBen in vivo zu untersuchen, (2) die
Mechanismen einer Interaktion von CD4+ T-Zellen und Thrombozyten wihrend hepatischer
I/R zu analysieren, (3) die Rolle von CD4+ T-Zellen an der Ausbildung des hepatischen I/R-
Schadens zu beurteilen, (4) zu untersuchen, ob die postischidmische Rekrutierung von CD4+
T-Zellen MHC Klasse II-abhingig stattfindet und (5) zu analysieren, ob CD4+ T-Zellen
wihrend hepatischer I/R mit Kupffer-Zellen interagieren.

In der vorliegenden Studie konnte erstmals in vivo der Typ, die mikrovaskuldre Lokalisation
und die Kinetik der Lymphozyten-Endothelzell-Interaktion wéhrend hepatischer I/R
intravitalmikroskopisch charakterisiert werden. So konnte gezeigt werden, dass insbesondere
CD4+ T-Zellen, und nicht CD8+ T-Zellen, wihrend I/R in der hepatischen Mikrozirkulation
akkumulieren. Diese Akkumulation tritt hauptsdchlich in den Sinusoiden auf, nur zu einem
geringeren Teil in den postsinusoidalen Venolen. Bereits nach 30-miniitiger Reperfusion ist
gegeniiber der schein-operierten Gruppe eine signifikante Zunahme der Anzahl akkumulierter
CD4+ T-Zellen in den Mikrogefdllen der Leber zu beobachten, die Anzahl emigrierter CD4+
T-Zellen nimmt im Verlauf der Reperfusionszeit signifikant zu.

Im Rahmen der Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass CD4+ T-Zellen an der
Ausbildung des hepatischen I/R-Schadens beteiligt sind. Uber CD40L- und CD28-abhiingige
Signalwege ist die postischdmische Akkumulation von Thrombozyten und Leukozyten in der
hepatischen Mikrozirkulation von CD4+ T-Zellen abhidngig. Dariiber hinaus wird die
Ausbildung des mikrovaskuldren Schadens, gemessen anhand des sinusoidalen
Perfusionsdefizites, sowie die Ausbildung des hepatozelluldren Schadens, gemessen anhand
der hepatischen Transaminasen, CD40L- und CD28-abhéngig liber CD4+ T-Zellen mediiert.
Mittels simultaner Visualisierung zweier Zellpopulationen in vivo konnte in dieser
Dissertationsschrift erstmals nachgewiesen werden, dass CD4+ T-Zellen und Thrombozyten
wiahrend hepatischer I/R kolokalisieren. Unter Verwendung P-Selektin- und CD40L-
defizienter Méuse konnte in vivo nachgewiesen werden, dass eine feste Adhdrenz zwischen

Thrombozyten und CD4+ T-Zellen iiber P-Selektin und PSGL-1 vermittelt wird, wahrend die

80



.......................................................................................... Zusammenfassung

kostimulatorischen Molekiile CD40 und CD40L eine reziproke Aktivierung unter
Thrombozyten und CD4+ T-Zellen bedingen.

In einem weiteren Abschnitt dieser Studie konnte unter Verwendung von blockierenden
Antikdrpern schlieBlich erstmals in vivo gezeigt werden, dass die im Rahmen der hepatischen
I/R stattfindende Aktivierung von CD4+ T-Zellen MHC-Klasse I1-unabhingig abliuft.
SchlieBlich wurde in einem weiteren Abschnitt dieser Dissertationsschrift erstmals in vivo
nachgewiesen, dass eine reziproke Aktivierung von Kupffer-Zellen und CD4+ T-Zellen
wihrend hepatischer I/R vorliegt. Die Anzahl postischamisch akkumulierter CD4+ T-Zellen
ist nicht nur nach vollstidndiger Depletion von Kupffer-Zellen, sondern auch nach selektiver
Unterbindung der Signalwege iiber TNF-o und IL-6 sowie des Abfangens freier
Sauerstoffradikaler signifikant vermindert. Vice versa konnte hier Anhand der Untersuchung
der Phagozytoseaktivitdt von Kupffer Zellen mittels Latex-Beads gezeigt werden, dass CD4+
T-Zellen die Aktivitit von Kupffer-Zellen beeinflussen. Weitergehende Untersuchungen zur
reziproken Aktivierung von Kupffer-Zellen und CD4+ T-Zellen konnten unter Verwendung
von Durchflusszytometrie zeigen, dass proinflammatorische Mediatoren wie TNF-o und IL-6,
vornehmlich freigesetzt durch Kupffer-Zellen wihrend hepatischer I/R, nicht nur direkt
aktivierend auf CD4+ T-Zellen wirken, sondern auch sinusoidale Endothelzellen aktivieren
konnen. Eine Aktivierung der sinusoidalen Endothelzellen mit entsprechender Alteration der
Expression von Adhidsionsmolekiilen, wie z.B. ICAM-1, VCAM-1 und VAP-1 stellt
wiederum einen pathophysiologischen Mechanismus dar, der mit einer konsekutiven
Verstiarkung der Akkumulation von CD4+ T-Zellen nach I/R verbunden ist.
Zusammenfassend weisen diese in vivo Daten darauf hin, dass hepatische I/R die
Akkumulation und Emigration von CD4+ T-Zellen, jedoch nicht von CD8+ T-Zellen
induziert. Adhdrente CD4+ T-Zellen sind in Sinusoiden mit Thrombozyten kolokalisiert; dies
lasst eine gegenseitige Aktivierung beider Zelltypen durch direkten Zellkontakt oder iiber die
Aktivierung des Endothels vermuten. Eine CD4 T-Zell-Defizienz geht mit einer
Verminderung der postischdmischen Thrombozytenakkumulation und mit einer Reduktion
des mikrovaskuldren I/R-Schadens einher. Die postischdmische Rekrutierung von CD4+ T-
Zellen in hepatischen Mikrogefilen wird durch Kupffer-Zellen, wahrscheinlich iiber die

Freisetzung von Sauerstoffradikalen, TNF-a und IL-6, vermittelt.
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