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, Zutreffend aber heifst es hier ,wieder und weiter, denn mit unserer
Forscherangelegentlichkeit treibt das Unerforschliche eine Art von foppendem Spiel: es bietet
ihr Scheinhalte und Wegesziele, hinter denen, wenn sie erreicht sind, neue ... Strecken sich
auftun, wie es dem Kiistengdnger ergeht, der des Wanderns kein Ende findet, weil hinter

Jjeder...Diinenkulisse, die er erstrebte, neue Weiten... vorwdrtslocken.

Thomas Mann: ,,Joseph und seine Briider. Die Geschichten Jakobs “
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1. Zusammenfassung

In den entwickelten Industrienationen leiden anndhernd 5% der Bevolkerung an einer
chronisch entziindlichen Erkrankung wie z.B. rheumatoide Arthritis, multiple Sklerose,
Diabetes mellitus Typ I, oder chronisch entziindliche Darmkrankheit. So unterschiedlich die
klinischen Manifestationen dieser Erkrankungen auch sind, T-Helfer (Th) Lymphozyten sind
entscheidend an der Pathogenese der verschiedenen chronisch entziindlichen Erkrankungen
beteiligt. Die Prdvalenz allergischer Erkrankungen, wie z.B. Asthma bronchiale oder
atopische Dermatitis, bei denen ebenfalls Th Zellen eine entscheidende Rolle spielen, ist noch
hoher. Derzeit sind schdtzungsweise 30% aller Européder von einer allergischen Erkrankung
betroffen und die Prdvalenz, insbesondere bei Kindern, ist steigend. Trotz der enormen
medizinischen und psychosozialen Bedeutung dieser Erkrankungen sind kausale Therapien
bislang nicht mdglich. Die medikamentdose Behandlung besteht im wesentlichen aus
zytotoxischen Immunsuppressiva und Kortikoiden. Ein besseres Verstindnis der
Mechanismen, die zur Aktivierung und Differenzierung von Th Zellen ist Voraussetzung fiir
die Entwicklung spezifischer und moglichst kausaler Therapieansdtze bei chronisch
entzlindlichen und allergischen Erkrankungen.

In der vorliegenden Schrift werden unsere Arbeiten zur Aktivierung und Differenzierung
von Th Zellen in Infektion und Autoimmunitit dargestellt. Nach derDEinleitung werden im
Ergebnisteil 7 Originalarbeiten aus den Jahren 1994 —2000 abgedruckt™. Den Originalarbeiten
ist jeweils eine knappe Einleitung vorangestellt, die den Zusammenhang mit den anderen
Publikationen darstellt und die wesentlichen Ergebnisse zusammenfafit. Im letzten Abschnitt
dieser Arbeit werden die zuvor dargestellten Ergebnisse zusammenfassend diskutiert und es
wird dargestellt, welche Perspektiven sich aus diesen Ergebnissen ergeben und welche
Untersuchungen im Labor des Autors dementsprechend derzeit durchgefiihrt werden.

Der Ergebnisteil gliedert sich in zwei Teile: im ersten Teil wird untersucht, wie
autoreaktive T-Lymphozyten durch mikrobielle Antigene aktiviert werden und welche Folgen
diese Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten haben kann. Im zweiten Teil wird untersucht
wie Infektionserreger die funktionelle Differenzierung von T-Helfer (Th)-Zellen beeinflussen
und welche pathologischen Konsequenzen sich daraus ergeben konnen. Dariiber hinaus wird
im zweiten Teil der Arbeit dargestellt, wie die funktionelle Differenzierung von Th-Zellen ex
vivo untersucht wird und welche therapeutischen Ansétze sich aus der Kenntnis dieser
Zusammenhédnge ergeben.

1) Autoimmunitit als Folge der Immunantwort auf Infektionen?

Wir haben untersucht, ob kreuzreaktive T-Helfer (Th) Zellen, die sowohl mikrobielle (oder
virale)” Antigene, als auch korpereigene Antigene erkennen konnen, fiir die Pathogenese von
Autoimmunkrankheiten von Belang sind. Diese Frage haben wir in zwei Modellsystemen
untersucht. Im ersten Ansatz sind wir von einem bekannten mikrobiellen Antigen
ausgegangen und haben untersucht, ob Th-Zellen, die dieses mikrobielle Antigen erkennen,
zusétzlich auch Autoantigene erkennen konnen. Im zweiten Ansatz sind wir von einem

' Der Autor dieser Schrift ist verantwortlicher Autor (coresponding author) fiir die abgedruckten Arbeiten.
* Der Einfachheit halber wird im folgenden von "mikrobiellen" Antigenen gesprochen, wenn Antigene von
Bakterien, Pilzen, Viren, Helminthen oder Protozoen gemeint sind.
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Autoantigen ausgegangen, dass von pathogenetischer Bedeutung im Mausmodell der

autoimmunen Enzephalitis ist.

Bei der durch Borrelia burgdorferi verursachten Lyme Borreliose wird vermutet, dass
die Immunantwort des Patienten fiir die gelegentlich auftretenden chronischen Verldufe
mitverantwortlich ist. Ein Antigen von Borrelia burgdorferi, dass im Verdacht steht eine
marthritogene® Immunantwort induzieren zu kénnen und damit eine chronische Lyme-
Arthritis zu begiinstigen, ist das ,,Outer surface protein A“ (OspA). Wir haben untersucht, ob
OspA-spezifische Th-Zellen auch Selbstantigen erkennen. Diese Untersuchungen wurden teils
an Patienten-Lymphozyten und teils im Mausmodell durchgefiihrt.

Bei der multiplen Sklerose und ebenso in ihrem Mausmodell, der experimentell
autoommunen Enzephalitis (EAE), wird das basische Myelinprotein (MBP) von
enzephalitogenen Th-Zellen erkannt. Wir haben im Mausmodell untersucht, ob MBP-
spezifische Th-Zellen auch von mikrobiellen Antigenen aktiviert werden kdnnen.

Die wichtigsten Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Kreuzreaktivitidt zwischen mikrobiellen Peptiden und Selbstantigenen ist hdufig. Ein von
uns untersuchter autoreaktiver T-Zellklon lieB sich durch {iber 60 verschiedene
mikrobielle Peptide ebensogut aktivieren wie durch sein ,,spezifisches* Autoantigen.

e Kreuzreaktivitit kann pathogen sein. Die von uns untersuchten kreuzreaktiven
mikrobiellen Peptide induzierten Enzephalitis mit der gleichen Kinetik und dem gleichen
Schweregrad wie das enzephalitogene Autoantigen (MBP-Peptid).

e Sequenzhomologie ist kein hinreichendes Kriterium fiir Kreuzreaktivitit. Die meisten der
von uns identifizierten kreuzreaktiven Selbst- oder mikrobiellen Peptide wéren bei einer
Suche nach Sequenzhomologie nicht gefunden worden. Strukturelle Kriterien entscheiden
dariiber, welche Peptid/MHC-Komplexe von einem individuellen T-Zellrezeptor erkannt
werden.

e Peptid-Kreuzreaktivitdt ist fiir sich genommen nicht als pathogenetisch bedeutsam zu
werten. Selbst wenn, wie in einigen unserer Beispiele, die Immunisierung mit dem
kreuzreaktiven Peptid eine Autoimmunerkrankung hervorzurufen vermag, ist ungewil3, ob
das in frage stehende Peptid auch in vivo prozessiert wird. Selbst wenn, wie in zumindest
einem unserer Beispiele, das kreuzreaktive Peptid auch in vivo prozessiert wird, begriindet
das noch nicht zwangsldufig einen pathogenetischen Zusammenhang.

e Die herkdbmmliche Vorstellung, dass Autoimmunitit durch immunologische
Kreuzreaktivitit zwischen einem definierten Selbstantigen und einem definierten
mikrobiellen Antigen hervorgerufen wird, ist moglicherweise zu einfach.

e Dennoch bleibt festzuhalten, dass weder unsere eigenen, noch andere bislang publizierten
Arbeiten, die molekulare Mimikry als Pathomechanismus in der Genese von
Autoimmunkrankheiten ausschlieBen.

Alternativ zur immunologischen Kreuzreaktivitit (,,molekulare Mimikry*) wird die
Induktion eines ,,proinflammtorischen Milieus®, z.B. durch Zytokin-Imbalance (,,Bystander
activation”) als ein moglicher Mechanismus der infektionsinduzierten Autoimmunitit
diskutiert. Diese Moglichkeit haben wir ebenfalls am Beispiel von B. burgdorferi untersucht
und gefunden, dass B. burgdorferi in der Lage ist, Th-Zellen unabhingig von der
Antigenspezifitit ihres Rezeptors zur Produktion proinflammatorischer Zytokine wie



Interferon (IFN)-y und Interleukin (IL)-17 zu induzieren. Im Modell der experimentell
autoimmunen Enzephalitis fanden wir, das bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) in der Lage
ist, eine kleine aber funktionell signifikante Th-Zellpopulation zur Proliferation anzuregen. In
unserem transgenen Modell konnten wir auch durch die Injektion von Lipopolysaccharid eine
experimentell autoimmune Enzephalitis induzieren.

Diese beiden verschiedenen Mechanismen: ,,Bystander Aktivierung® von T-Zellen durch
massive polyklonale B-Zellaktivierung und zweitens die Induktion proinflammatorischer
Zytokine konnten antigen-unspezifisch von der Infektion zur Autoimmunitit fiihren. Die
Hypothesen der molekularen Mimikry und der ,Bystander Aktivierung* schlieBen sich
gegenseitig keinesfalls aus. Es ist im Gegenteil gut vorstellbar, dass diese unterschiedlichen
Mechanismen in der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten zusammenwirken (vgl.
Abschnitt4 ,,Diskussion®).

2) Detektion und Modulation der Th-Differenzierung in vivo

Angesichts der groen Bedeutung der Th-Zytokine fiir die Regulation von Infektion und
Autoimmunitdt wire es von grofer Bedeutung lebende Thl oder Th2 Zellen ex vivo
identifizieren, charakterisieren und moglichst auch modulieren zu kénnen. Ein von uns
funktionell charakterisiertes Molekiil, T1/ST2, wird in vitro und in vivo priferentiell auf Th2
Zellen exprimiert und ist fiir die Funktion dieser Zellen von Bedeutung. Durch Injektion
l16slichen T1/ST2s oder von Antikérper gegen T1/ST2 konnten wir die Symptome der
experimentell induzierten bronchialen Hyperreaktivitdt bei Méusen drastisch reduzieren.

Wie im Abschnitt 3.2.2 dargelegt wird ist T1/ST2 aufgrund dieser und anderer Befunde ein
Kandidat fiir therapeutische Interventionen auch beim Menschen. Teil unserer Gegenwartigen
Bemiihungen ist deshalb die immunologische Charakterisierung des humanen T1/ST2
Molekiils und die Identifikation des bislang noch unbekannten Liganden fiir T1/ST2.

Das wichtigste Ergebnisse dieses Abschnittes ist also:

e Die Identifikation eines Oberflachenmolekiils, T1/ST2, das préferenziell von Th2 Zellen
exprimiert wird und fiir die Funktion dieser Zellen von Bedeutung ist.



2 Einleitung

2.1 Von der Infektion zur Autoimmunitéat?

Vor mehr als hundert Jahren wurde im Boston Medical and Surgical Journal, dem heutigen
New England Journal of Medicine, ein Fallbericht publiziert, der das Auftreten von Diabetes
unmittelbar nach der Mumpserkrankung eines 39-jdhrigen Patienten beschrieb (1). Der Autor
beendete seinen Bericht mit der Vermutung ,.there is ... suspicion that the former disease may
be induced by the latter. Seither wurden reichlich klinische (2, 3), epidemiologische (4, 5)
und experimentelle (6-8) Hinweise darauf, dass Infektion und Autoimmunitit moglicherweise
zusammenhiingen, gesammelt (Ubersicht in (9)).

Bis heute ist allerdings unbekannt wie Infektionskrankheiten Autoimmunitét
verursachen oder Schiibe chronisch rezidivierender Autoimmunkrankheiten veranlassen
kdnnen.

Autoreaktive T- und B- Lymphozyten sind Bestandteil des normalen Repertoires
sowohl bei Menschen als auch bei Méiusen (10-12). Verschiedene immunologische
Regulationsmechanismen gewihrleisten normalerweise, dass diese autoreaktiven Zellen keine
Autoimmunerkrankungen verursachen (Ubersichten in (13, 14)). Ein kritischer Punkt in der
Pathogenese der Autoimmunerkrankungen ist also die Aktivierung autoreaktiver Th-Zellen.
Verschiedene Mechanismen, die zur Aktivierung autoreaktiver Th-Zellen fiihren kdnnen sind
vorstellbar (Ubersicht in (14)). Sie lassen sich in zwei Kategorien einteilen, Antigen-
unspezifische und Antigen-spezifische Mechanismen (Tab. 1).

Tabelle1  Mogliche Pathomechanismen fiir infektionsbedingte Autoimmunitit

Ausloser Mechanismus Beispiel Ref.
Antigen- Gewebezerstorung | Freisetzung Theilers (15)
unspezifisch sequestrierter Enzephalitis Virus
Selbstantigene
,»Bystander- Aktivierung Virusinfektionen (16)
Aktivierung” autoreaktiver
Lymphozyten
Antigen-spezifisch | Superantigene Massive T- | Multiple Sklerose | (26)
Zellaktivierung
Kreuzreaktivitét Aktivierung Rheumatisches (2)
(Molekulare autoreaktiver Fieber?
Mimikry) Lymphozyten

Zu den Antigen-unspezifischen Mechanismen, mit denen Infektionserreger
Autoimmunitidt begiinstigen konnten, zdhlen die direkte Gewebezerstorung und die
sogenannte ,,Bystander-Aktivierung®. Ein Beispiel fiir die Induktion von Autoimmunitét
durch virusbedingte Gewebszerstorung bietet die chronische Infektion von Méusen mit
Theilers Enzephalitis Virus. Bedingt durch zytopathische Effekte des Virus werden ZNS-
Autoantigene, die normalerweise sequestriert sind, d.h. vom Immunsystem ,ignoriert*




werden, freigesetzt. Dadurch konnen autoreaktive Lymphozyten, die diese Autoantigene
erkennen, aktiviert werden (15). Immunologische ,,Ignoranz“, d.h. die Sequestrierung von
Autoantigenen, die anderenfalls von autoreaktiven Lymphozyten erkannt werden kdnnten, ist
ein wichtiger Mechanismus zur Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz gegen
Selbstantigene (14). Die virusbedingte Freisetzung solcher normalerweise sequestrierten
Selbstantigene kann ein wichtiger Faktor in der Pathogenese von Autoimmunitdt sein (14,
15).

Ein anderer Mechanismus durch den Infektionskrankheiten zur Autoimmunitét fiihren
konnten, ist die sogenannte ,,Bystander-Aktivierung®. Es ist denkbar, dass Infektionen, z.B.
durch die Induktion von Zytokinen oder ko-stimulatorischen Molekiilen, ein
“proinflammatorisches Milieu” induzieren koénnen, in dem normalerweise tolerante
autoreaktive T Zellen aktiviert werden konnen. Ein Beispiel flir Bystander-Aktivierung ist die
Aktivierung von CD8" Lymphozyten unabhiingig von ihrer Antigenspezifitit durch virus-
induziertes Interferon (IFN)-o (16, 17). In letzter Zeit wurden diese Befunde etwas in Zweifel
gezogen, weil die Visualisierung antigenspezifischer T-Lymphozyten mit MHC/Peptid-
Tetrameren keine Anhaltspunkte fiir die Bystander Aktivierung liefern konnte (18, 19).
Gleichzeitig ist aber auch klar geworden, dass neben der Induktion von IFN-o verschiedene
virale und mikrobielle Molekiile potente Immunmodulatoren sind, die starke Adjuvans-
Eigenschaften haben, z.B. Lipopolysaccharid (LPS) (20), Lipoproteine (21), Toxine (22),
unmethylierte bakterielle CpG DNA (23), oder doppelstringige viraler RNA (24), so dass das
Konzept der Antigen-unspezifischen Bystander-Aktivierung weiterhin attraktiv bleibt.

Zu den antigenspezifischen Mechanismen die eine Induktion von Autoimmunitét nach
Infektionen verursachen konnten, zdhlen bakterielle und virale Superantigene, sowie die
immunologische Kreuzreaktivitdt zwischen mikrobiellen und Selbstantigenen (molekulare
Mimikry). Superantigene aktivieren einen grofen Teil des T-Zellrepertoires (25),
typischerweise > 20% aller peripheren T-Zellen. Es ist vorstellbar, dass unter diesen T-Zellen
auch autoreaktive Zellen sind, die, einmal durch das Superantigen aktiviert, auch durch die
Erkennung von Selbstantigen aktiviert werden und dadurch Autoimmunkrankheiten
verursachen kénnen. Zwar ist ein retrovirales Superantigen in der Pathogenese der multiplen
Sklerose vorgeschlagen worden (26) es fehlen aber bis heute schliissige Beweise fiir diese
Hypothese. Gegen die Moglichkeit der Induktion von Autoimmunitdt durch Superantigene
sprechen dagegen andere Befunde, die zeigen, dass der liberwiegende Teil der Zellen, die
durch Superantigene aktiviert werden unmittelbar danach durch Apoptose beseitigt wird
wihrend der liberlebende Restanteil dieser Zellfraktion anerg wird (27).

Eine andere Hypothese schldgt vor, dass durch Infektionen dem Immunsystem des
Wirtsorganismus antigene Peptide von Mikroorganismen oder Viren présentiert werden,
deren Aminosdurensequenz einem Selbstantigen des Wirtes so dhnlich ist, dass T-Zellen, die
durch das mikrobielle Antigen aktiviert wurden, in der Folge auch in der Lage sind, Zellen,
die das homologe Selbstantigen priasentieren zu erkennen und zu zerstoren (7, 28, 29). Die
folgende Abb.1 fafit diese Hypothese der molekularen Mimikry zusammen:
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Abbildung 1: Molekulare Mimikry. Wihrend einer Infektion werden mikrobielle Proteine
von den Antigenprisentierenden Zellen (APZ) des Wirtes aufgenommen, proteolytisch
verdaut und gebunden an MHC-Klasse II Molekiile auf der Oberfliche der APZ den Th-
Zellen prisentiert. Eine naive Th-Zelle, deren klonaler T-Zellrezeptor (TZR) spezifisch fiir
den dargebotenen Peptid/MHC-Komplex ist, bindet diesen Komplex auf der Oberflache der
APZ und wird aktiviert. Die Hypothese der molekularen Mimikry sagt nun voraus, dass diese
— einmal aktivierte — Th Zelle im folgenden auch in der Lage ist Selbstantigene, die dem
mikrobiellen Peptid ,,ihneln“ zu erkennen. ,,Ahnlichkeit* bedeutet hier Identitit oder
Homologie der Aminosiprensequenz beider Peptide (in der Abb. symbolisiert als eine fiktive
Sequenz FTKENTITV”). Diese T-Zellaktivierung durch Selbstantigene induziert dann
Autoimmunitét, d.h. Organschdden, in der Abbildung symbolisiert durch Demyelinisierungen
im Riickenmark (wie bei multipler Sklerose), das typische klinische Bild einer rheumatoiden
Arthritis und die Zerstorung einer Langerhans'schen Insel im Pankreas durch lymphozytére
Infiltration wie bei Typ I Diabetes.

Trotz der Plausibilitit und der Popularitit dieser Hypothese muss angemerkt werden, dass
in den nunmehr fast zwanzig Jahren seit ihrer Formulierung in der oben dargestellten Form
(7) zwar Anhaltspunkte, aber keinerlei schliissige Beweise dafiir, dass dieser Mechanismus in
vivo fiir die Entstehung von Autoimmunkrankheiten von Belang ist, erbracht werden konnten.
Dies gilt auch fiir das akute rheumatische Fieber von dem seit langem angenommen wird,

3 Ein-Buchstabenkode fiir Aminosduren



dass es durch Kreuzreaktivitdt von Streptokokken Antigenen mit Antigen im Gelenk und/oder
den Herzklappen verursacht wird (2).

Neuere Methoden der Peptidsynthese ermdglichen es hunderte von verschiedenen
Peptiden gleichzeitig zu synthetisieren. Dadurch wurde es erstmals moglich, die Erkennung
einer gro3en Zahl verschiedener Peptide durch einen definierten T-Zellrezeptor zu priifen. Die
im Abschnitt 3.1 dargestellten Arbeiten hatten zum Ziel die Hypothese der molekularen
Mimikry durch den Einsatz moderner Peptidsyntheseverfahren systematisch zu iiberpriifen.
Wir haben diese Untersuchungen in zwei verschiedenen Modellsystemen durchgefiihrt.
Erstens haben wir untersucht, ob Th-Zellen die ein definiertes bakterielles Antigen (OspA
von Borrelia burgdorferi) erkennen, durch Kreuzreaktivitét, d.h. die gleichzeitige Erkennung
von Selbstantigenen, Autoimmunitét verursachen konnen. Zweitens haben wir untersucht, ob
enzephalitogene Th-Zellen, die ein definiertes Selbstantigen (basisches Myelinprotein)
erkennen, durch mikrobielle Antigene aktiviert werden kdnnen. Diese beiden Systeme werden
im folgenden kurz vorgestellt.

2.1.1 Lyme-Arthritis

Die Lyme-Borreliose wird durch eine Infektion mit der von Zecken {ibertragenen Spirochéte
Borrelia burgdorferi verursacht. Es handelt sich um eine Multi-Systemerkrankung, die vor
allem an Haut, Nervensystem, Muskeln und Gelenken Symptome verursacht (Ubersicht in
(30)). Die lokale Infektion zeigt sich in Form des Erythema migrans, ein sich zentrifugal
ausbreitendes, ringférmiges Erythem mit zentraler Abblassung, das meist etwa eine bis vier
Wochen nach dem Zeckenbill auftritt. Unter antibiotischer Therapie verschwindet das
Erythema migrans innerhalb weniger Tage, aber auch unbehandelt bildet es sich im Verlaufe
einiger Tage bis Wochen zuriick. Ausgehend von dieser Hautldsion kommt es zur meist
hdmatogenen Dissemination der Erreger mit konsekutivem Befall verschiedener Organe. Die
rheumatologischen Frithsymptome sind in dieser Phase typischerweise fliichtig und duflern
sich durch ,,wandernde®, zum Teil heftige Arthralgien und Myalgien, die jeweils wenige
Stunden bis einige Tage lang anhalten. Gelenkschwellungen werden in diesem Stadium nur
selten beobachtet. Etwa 60 Prozent der unbehandelten Patienten mit Erythema migrans
erkranken im weiteren Verlauf an einer Arthritis, wie Beobachtungen des Spontanverlaufes
der Lyme-Borreliose vor Entdeckung des Erregers zeigten (31). Typischerweise handelte es
sich bei der Lyme-Arthritis um eine rezidivierende Mono- oder Oligoarthritis, hauptséchlich
der groBen Gelenke im Bereich der unteren Extremititen. Bei fast allen Patienten wird im
Verlaufe der Erkrankung ein Kniegelenk befallen. Es konnen aber auch nur heftige
Arthralgien ohne erkennbare Synovitiden bestehen. Ein symmetrischer Befall kleiner Gelenke
wie bei der rheumatoiden Arthritis ist selten (32). Durch adéquate antibiotische Therapie
werden etwa 90 Prozent der Patienten geheilt. Bei etwa 10 Prozent der Patienten dauert die
Arthritis trotz Behandlung jedoch ein Jahr oder langer. Dieses Krankheitsbild wird als
therapieresistente Lyme-Arthritis bezeichnet (33). Zwei Pathomechanismen, die sich
gegenseitig nicht ausschlieen, kommen als Ursache fiir die therapieresistenten Verldufe der
Lyme-Arthritis in Betracht: Erregerpersistenz oder eine durch B. Borrelia burgdorferi
induzierte pathogene Immunantwort des Wirtes (Ubersichten in (34, 35). Zu Beginn der im
folgenden dargestellten Arbeiten war bekannt, dass Borrelien nur duBerst selten aus der
Synovialfliissigkeit von Patienten mit Lyme Arthritis zu isolieren waren; ebenso war es nur
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wenigen FEinzelfdllen gelungen Borrelien in der entziindeten Synovialis mikroskopisch
darzustellen (Ubersicht in (34, 35)). Einen wichtigen Hinweis auf eine mdgliche
Immunpathogenese der therapieresistenten Lyme-Arthritis ergab die PCR-Diagnostik:
wihrend Borrelien-DNA in {iber 95% der Fille aus der Synovialfliissigkeit von Patienten vor
Beginn der antibiotischen Therapie nachgewiesen werden konnte gelang der Nachweis nur bei
einer kleinen Minderheit der Patienten mit therapieresistenter Lyme-Arthritis nach
antibiotischer Therapie (36). Spater wurde allerdings gezeigt, dass in einigen Fillen, in denen
Borrelien-DNA in der Synovialfliissigkeit nicht nachweisbar ist, der Nachweis aus der
Synovialis gelingen kann (37). Weitere Hinweise auf eine mogliche Immunpathogenese der
therapieresistenten Lyme Arthritis waren die Tatsache, dass HLA-DR4 positive Patienten mit
Lyme Arthritis ein signifikant hoheres Risiko fiir eine therapieresistente Verlaufsform haben
als HLA-DR4 negative Lyme-Arthritis Patienten (38).

2.1.2 Experimentell autoimmune Enzephalitis (EAE)

Die experimentell autoimmune Enzephalitis EAE ist ein Mausmodell fiir die multiple
Sklerose im speziellen und fiir T-zellvermittelte Autoimmunkrankheiten generell.
Pathophysiologisch ist die EAE gekennzeichnet durch Demyelinisierungen im ZNS der
erkrankten Tiere. Verursacht werden diese Demyelinisierungen von Th Zellen, die bestimmte
ZNS-Autoantigene, u.a. basisches Myelinprotein (MBP) erkennen. Klinisches Korrelat der
Demyelinisierungen sind aufsteigende Lihmungen bis hin zur Quadraplegie der erkrankten
Tiere. Die von den enzephalitogenen T-Zellen der suszeptiblen Mausstimme erkannten MBP-
Epitope sind bekannt. Auch bei der multiplen Sklerose gibt es deutliche Hinweise darauf, dass
MBP-spezifische Th-Zellen an der Pathogenese beteiligt sind (Ubersichten in (39, 40)).

Miuse mit dem MHC-Klasse II Haplotyp H-2" sind fir EAE suszeptibel. Die
enzephalitogenen T-Zellen erkennen die N-terminalen 11 Aminosduren des murinen MBP,
die N-terminale Acetylierung ist dabei fiir die Antigenerkennung wichtig (41). Fiir unsere
Untersuchungen setzten wir Miuse ein, die transgen flir einen MBP4;_j;-spezifischen T-
Zellrezeptor sind (8). Um experimentelle Einfliisse anderer, nicht MBPa..1-spezifischer T-
Zellrezeptoren auszuschlieBen, verwenden wir TZR-transgene Maéuse, die mit Miusen
gekreuzt wurden, die keine endogenen oy T-Zellen produzieren (TCR Co” Miuse) (42).
Deshalb haben die von uns verwendeten Méuse keine anderen off T-Zellen aufler den
transgenen T-Zellen. Wir haben untersucht, welche mikrobiellen Antigene von MBP-
spezifischen T-Zellen erkannt werden kénnen.

2.2 Differenzierung von Th-Zellen bei Infektion und Autoimmunitét

2.2.1 Unterschiedliche Subpopulationen von T-Helferzellen

T-Helferzellen (Th) nehmen durch ihre Zytokinproduktion entscheidenden Einflufl auf den
Verlauf sowohl von Infektionskrankheiten als auch von Autoimmunerkrankungen. Th-Zellen
konnen anhand ihrer Zytokinproduktion in verschiedene Kategorien eingeteilt werden. Eine
vereinfachte Einteilung in Thl- und Th2-Zellen hat sich als niitzlich zum Verstindnis
physiologischer und pathologischer Immunantworten erwiesen (Ubersichten in (43-45)). Thl-
Zellen produzieren hauptsachlich Interferon (IFN)-y, Tumornekrosefaktor (TNF)-3
(Lymphotoxin) oder Interleukin (IL)-2. Diese Zytokine werden einerseits zur Uberwindung
intrazelluldrer Infektionen bendtigt, sind aber andererseits auch mitverantwortlich fiir die
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Gewebezerstorung bei chronisch entziindlichen Erkrankungen. Th2-Zellen produzieren vor
allem IL-4, IL-5 und IL-13, sind zur Bekdmpfung parasitidrer Erkrankungen notwendig,
spielen aber andererseits eine wichtige Rolle in der Pathogenese allergischer Erkrankungen
(43-45). Verschiedene Faktoren, vor allem aber Zytokine, entscheiden dariiber, ob eine
undifferenzierte Vorlduferzelle sich entweder zu einer Thl- oder einer Th2-Zelle entwickelt
(46)(vgl. auch Abb. 2).

1. AKTIVIERUNG 2. DIFFERENZIERUNG 3. EFFEKTORFUNKTION
Antigenerkennung Zytokine, andere Signale
+ Costimulation DTH
IFNY Makrophagenaktivierung
IL-12 TNF - Klassenwechsel: IgG 2a
:::'lB IL-2 gegen intrazelluldre Path
IL-3
bei chronischer Entzindun
IL-2
—> IL-2 IL-4
IFNY
IL-4
IL-4 IL-5 Klassenwechsel: IgGl, IgE
IL-12 IL-13 gegen viele Parasiten
IL-3
IL-6 bei allergischen Erkranku
IL-10
?
IL-4 ——» TGF—B regulatorische Funktion (
?
in vitro:
IL-10 —» IL-10 regulatorische Funktion (
(IL-4) IL-5

Abb. 2 zeigt Th-Populationen, charakteristische von ihnen sezernierte Zytokine und die fiir
die Entwicklung entscheidenden Faktoren, soweit diese bekannt sind. Die in rot dargestellten
Zytokine hemmen die Entwicklung, die in schwarzer Farbe gezeichneten fordern sie. Tr
bezeichnet ,,regulatory T-cells®.

Th-Zellen, die andere als die prototypischen Thl- oder Th2-Zytokine produzieren,
sind beschrieben und als ThO (47), Th3 (48) oder Trl (49) bezeichnet worden. ThO-Zellen
konnen sowohl Typ 1- als auch Typ 2-Zytokine produzieren, und es ist gegenwirtig noch
unklar, ob diese Zellen ein Entwicklungsstadium wéhrend der Differenzierung von
Vorlduferzellen in Thl- oder Th2-Zellen darstellen, ob es sich bei den ThO-Zellen um eine
stabil differenzierte Population oder um verschiedene Subpopulationen handelt (43, 47, 50).
Th3-Zellen produzieren vor allem TGF-3 und sollen die Differenzierung von Thl- und Th2-
Zellen verhindern (48). Auch in vitro polarisierten Trl-Zellen, gekennzeichnet durch die
Produktion von IL-10 und IL-5, wird eine immunsupprimierende Wirkung zugeschrieben
(49).
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Mikroorganismen und Viren konnen im Wirtsorganismus die Produktion
proinflammatorischer Zytokine induzieren. In ausreichender Menge produziert konnen
proinflammatorische Zytokine filir sich alleine chronisch entziindliche Erkrankungen
verursachen. Ein instruktives Beispiel sind Méduse die humanes TNF-o. transgen exprimieren
und spontan eine Arthritis entwickeln (51). Die transgene Expression von IFN-y im ZNS hat
die Entwicklung einer demyelinisierenden Erkrankung zur Folge (52). Aber auch Infektionen
konnen die Zytokinbalance des Wirtsorganismus so empfindlich stdren, dass chronisch
entzilindliche Verdnderungen die Folge sind. Herpes simplex virus (HSV) Typ 1 z.B. induziert
in die herpetische Keratitis. Im Mausmodell wurde diese Erkrankung im allgemeinen als
Autoimmunkrankheit angesehen und es wurde vermutet, dass molekulare Mimikry zwischen
einem HSV-1 Antigen und einem okuldren Antigen fiir die Erkrankung verantwortlich sei
(53). In anderen Arbeiten wurde allerdings gefunden, dass HSV-1 auch in Abwesenheit
autoreaktiver T-Zellen eine Keratitis verursachen kann (54). Die Anwesenheit des Virus im
Auge reicht aus um Zytokinproduktion und daraus folgend chronische Inflammation zu
induzieren. Die Antigenspezifitdt der infiltrierenden T-Zellen ist dabei nicht von Bedeutung.

Aus dem oben gesagten ergibt sich, dass eine von B. burgdorferi induzierte
Immunpathologie nicht notwendigerweise antigenspezifisch im Sinne der molekularen
Mimikry sein muf. Es ist vorstellbar, dass durch die Infektion mit B. burgdorferi ein
proinflammatorisches  Zytokinmilieu induziert wird, dass unabhdngig von der
Antigenspezifitit der T-Zellen eine chronische Arthritis begiinstigt (35, 44). Verschiedene
Arbeitsgruppen, darunter unsere eigene (55), konnten nachweisen, dass die Borrelien-
spezifische T-Zellantwort vornehmlich eine Thl Antwort ist. Wir haben untersucht, ob B.
burgdorferi in der Lage ist in Th-Zellen, die nicht B. burgdorferi Antigene erkennen die
Produktion proinflammatorischer Zytokine zu induzieren (21, 56).

2.2.2 Identifizierung unterschiedlicher T-Helferzell Subpopulationen ex vivo

Abgesehen von ihrer Zytokinproduktion unterscheiden sich die Th-Subpopulationen auch in
ithrer transienten Expression von Chemokinen und Chemokinrezeptoren (57) und hinsichtlich
des Gebrauches von Signaltransduktionswegen und Transkriptionsfaktoren (46). Zur
genaueren in vivo Analyse der unterschiedlichen Th-Subpopulationen braucht man stabile
»Marker”, die an der Oberfliche der Thl- oder Th2- Zellen exprimiert werden und auf
lebenden Zellen detektierbar sind. Von entscheidender Bedeutung fiir das bessere Verstindnis
der Funktion von Th-Subpopulationen in Infektion, Autoimmunitét und Allergie wire dariiber
hinaus die Mdoglichkeit, die Funktion dieser Zellen mittels eines solchen Oberflaichenmolekiils
spezifisch modulieren zu konnen. Zwei Arbeitsgruppen, darunter unsere eigene, haben in den
letzten beiden Jahren ein Oberflaichenmolekiil, das praferentiell auf Th2 Zellen exprimiert
wird und von Bedeutung fiir die Funktion dieser Zellen ist, identifiziert und charakterisiert
(50, 58-61).

2.2.3 Ko-Expression verschiedener Zytokine in vivo

Die meisten bislang publizierten Untersuchungen iiber die Zytokinexpression von Th-Zellen
wurden an Th-Zellpopulationen und nicht an individuellen Zellen durchgefiihrt. An
Zellpopulationen kann aber nicht untersucht werden, ob einzelne Zellen bestimmte Zytokine
z.B. die fiir Th2-Zellen charakteristischen Zytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 koordiniert ,,en
bloc* exprimieren, oder ob jede einzelne Zelle innerhalb einer Population eine individuelle
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Kombination von Zytokinen exprimiert, z.B. auch ,,Typ 1-Zytokine* wie IFN-y gleichzeitig
mit ,,Typ 2-Zytokinen* wie IL-5. Die Untersuchungen, die bislang zur Zytokinproduktion
einzelner Th-Zellen durchgefiihrt wurden, konnten teilweise nur wenige Zellen analysieren
(62, 63). In einigen Untersuchungen, wurden grofle Zahlen individueller Th-Zellen
durchfluBzytometrisch analysiert. Die meisten dieser Studien wurden an in vitro generierten
Thl oder Th2 Zellen durchgefiihrt (64-68). Diese Studien kamen iibereinstimmend zu dem
Ergebnis, das Th-Zellen in den frithen Stadien der in vitro Differenzierung Typl und Typ2
Zytokine ko-exprimieren konnen. /n vivo konnte die Koexpression verschiedener Zytokine
lange Zeit nicht analysiert werden. Das lag zum einen an der methodischen Schwierigkeit
ausreichend antigenspezifische Th-Zellen zur Analyse aus einer normalen Maus zu gewinnen,
zum anderen wirkte sich der Mangel an zuverldssigen Markern fiir die Th-Subpopulationen
hinderlich aus. In den Mausmodellen der Schistosoma mansoni- und der Nippostrongylus
brasiliensis- Infektion haben wir die Zytokinkoexpression von T1/ST2"/CD4" und T1/ST2
CD4" Th Zellen ex vivo analysiert ((50) und Bonhagen & Kamradt, unverdffentlichte
Beobachtungen). Im Abschnitt 3.2.2 wird dargestellt, dass sich die Zytokin-Koexpression von
Th-Zellen in vivo vielfach nicht ohne weiteres als ,,Th1* oder ,,Th2* klassifizieren 146t.
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3 Ergebnisse
3.1 Aktivierung von Th-Zellen bei Infektion und Autoimmunitét
3.1.1 Lyme Arthritis

3.1.1.1  B. Lengl-JanBen, et al., J. Exp. Med. 180, 2069-2078 (1994).

Die Hypothese, derzufolge die Th-Zellantwort auf B. burgdorferi zur Pathogenese der
therapieresistenten Verlaufsform der Lyme Arthritis beitrdgt, macht die {iberpriifbare
Voraussage, dass Patienten mit einer akuten, durch Antibiotika heilbaren Lyme Arthritis und
Patienten mit einer therapieresisten Lyme-Arthritis unterschiedliche Th-Zellantwort auf B.
burgdorferi ausbilden. In der im folgenden abgedruckten Arbeit (69) priiften wir diese
Hypothese. Dazu wurden 313 verschiedene B. burgdorferi-spezifische T-Helferzellinien aus
dem Blut oder der Synovialfliissigkeit von 5 Patienten mit therapieresistenter Lyme-Arthritis
und 4 Patienten mit akuter Lyme-Arthritis angelegt. 87 T-Zellinien von Patienten mit akuter
Lyme Arthritis und 112 T-Zellinien von Patienten mit therapieresistenter Lyme Arthritis
wurden auf die Erkennung von fiinf verschiedenen rekombinanten B. burgdorferi-Proteinen
gepriift. Drei der untersuchten Antigene (OspC, p39 und p93) wurden jeweils nur von einem
geringen Prozentsatz der untersuchten TZL erkannt. Ein weiteres der B. burgdorferi-
Antigene, outer surface Protein B (OspB) sehr hdufig von den untersuchten TZL beider
Patientengruppen erkannt: 40% der TZL von Patienten mit akuter Lyme Arthritis und 53%
der TZL von Patienten mit therapieresistenter Lyme Arthritis erkannten OspB. Ein
entscheidender Unterschied ergab sich fiir die Erkennung des fiinften B. burgdorferi-
Antigens, outer surface Protein A (OspA). Sechs Prozent der TZL von Patienten mit akuter
Lyme-Arthritis erkannten OspA. Im Gegensatz dazu erkannten 60% der TZL von Patienten
mit therapieresistenter Lyme-Arthritis OspA. Dieser Unterschied war statistisch
hochsignifikant (odds ratio 28,4; 95% Konfidenzintervall 9,2 — 87,8; p <0.005). Dieser
Befund ist gut mit der Hypothese einer unterschiedlichen T-Zellantwort auf B. burgdorferi in
den beiden Patientengruppen zu vereinbaren.
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3.1.1.2 T. Kamradt, et al., Infect. Inmun. 64, 1284-1289 (1996).

Der oben dargestellte Befund: kein Unterschied in der Erkennung von OspB, aber signifikante
Unterschiede in der Erkennung von OspA im Vergleich der beiden Patientengruppen, war
umso erstaunlicher, als OspA und OspB eine hohe Sequenzhomologie aufweisen: 56%
Sequenzidentitdt mit Abschnitten von bis zu 13 identischen Aminosduren. Die dominante
Erkennung eines moglicherweise arthritogenen OspA-Epitopes ist ein Pathomechanismus, der
zur therapieresistenten Lyme-Arthritis fiihren konnte. Ausgehend von diesen Vorbefunden
stellten wir die Hypothese auf, dass die TZL von Patienten mit therapieresistenter Lyme
Arthritis eines oder wenige OspA-Epitope dominant erkennen und dass diese
immundominanten OspA-Epitope moglicherweise einem Selbstantigen so sehr &hneln, dass
die fiir dieses Epitop spezifischen Th-Zellen auch ein Selbstantigen erkennen kénnen. Der
erste Schritt diese Hypothese zu testen bestand darin, die OspA-Epitope, die von 31 OspA-
spezifischen T-Zellinien und 5 OspA-spezifischen T-Zellklonen von drei verschiedenen
Patienten mit therapieresistenter Lyme Arthritis erkannt wurden, zu bestimmen. Dies haben
wir in der im folgenden abgedruckten Arbeit unternommen. Dazu wurden die T-Zellen mit
einem Set von 35 synthetischen Peptiden auf die Erkennung von OspA-Epitopen {iiberpriift.
Bei den Peptiden handelte es sich um 20mere, die jeweils um 10 Aminosduren {iberlappten
(z.B. 24-43, 34-53, 44-63 etc.) und die gesamte Sequenz des natiirlich vorkommenden OspAs
(OspAi7.373, die ersten 16 Aminosduren der 373 Aminosduren umfassenden OspA-Sequenz
sind das Signalpeptid, das nicht mit untersucht wurde) umfalten. Jeder der drei Patienten
hatte ein individuelles Muster von erkannten OspA-Epitopen. Allerdings gab es auch klar
erkennbare Gemeinsamkeiten. In jedem Fall wurde mindestens ein C-terminales OspA-Epitop
(OspAji4.233, oder OspAjas.63) dominant erkannt. Dariiber hinaus war das Epitop OspAgs.i13
als immundominant fiir die untersuchten T-Zellinien und Klone aller drei Patienten.
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3.1.1.3 B. Maier, et al., Eur. J. Inmunol. 30, 448-457 (2000)

Ziel der im folgenden abgedruckten Arbeit war es, Selbstantigene zu finden, die von
kreuzreaktiven OspA-spezifischen Th-Zellen erkannt werden. Dabei sollten keinerlei
Vorannahmen (z.B. Sequenzhomologie) gemacht werden. Da die therapieresistente
Verlaufsform der Lyme-Arthritis gehduft bei HLA-DR4 positiven Patienten auftritt (38)
reduzierten wir unsere Untersuchungen auf HLA-DR4 restringierte T-Zellen. Da humane T-
Zellinien und T-Zellklone in vitro eine begrenzte Lebensdauer haben und auch nicht
auszuschlieBen ist, dass durch monatelange in vitro Kultur bestimmte Klone, die
moglicherweise nicht reprdsentativ fiir das T-Zellrepertoire in vivo sind, préferentiell
expandiert werden, nutzten wir fiir diese Studien ein ,,humanisiertes‘ transgenes Mausmodell.
Die von uns eingesetzten Méuse sind transgen fiir HLA-DRA*0101/HLA-DRB*0401 (im
folgenden ,,DR4‘). Dariiber hinaus sind diese Mause transgen fiir das humane CD4 (70).
Diese Maéduse exprimieren keine murinen MHC-Klasse II Molekiile. Es ist wichtig, die
Expression des murinen MHC-II ,,auszuschalten”, da nur dann gewéhrleistet ist, dass die
untersuchten T-Zellen wirklich HLA-DR4 restringiert sind. In verschiedenen vergleichenden
Untersuchungen hat sich gezeigt, dass HLA-transgene Miuse ein geeignetes Modellsystem
sind um die menschliche Immunantwort zu studieren, d.h. die in den Méausen erhobenen
Befunde waren im Menschen reproduzierbar (Ubersichten in (13, 71). Wir immunisierten die
DR4 transgenen Mause mit B. burgdorferi OspA und gewannen aus verschiedenen Fusionen
insgesamt 982 OspA-spezifische T-Zell Hybridome. Diese Hybridome wurden zunichst dazu
genutzt um mit iiberlappenden Peptiden, gefolgt von Trunkationsanalysen vier
immundominante Epitope zu definieren. Zwei dieser Epitope wurden auf Kreuzreaktivitit
untersucht. Dabei setzten wir eine neue Strategie ein, die keinerlei Vorannahmen iiber die
Sequenz moglicher ,,Mimikry-Peptide® benétigt: Die Epitope von jeweils 12 Aminosduren
Lange wurden einer kompletten ,,Substitutionsanalyse* unterzogen. Das bedeutet, dass jede
einzelne Aminosdure eines Epitopes durch jede einzelne der 20 natiirlich vorkommenden
Aminosduren ersetzt wurde. Mit den resultierenden 240 Peptiden 14 OspA-spezifische T-Zell
Hybridome getestet. Der Einsatz einer so groBen Zahl von Peptiden wurde moglich durch
eine von unseren Kollaborationspartnern entwickelte Technik der Peptidsynthese auf
Zellulose-Filtern (Ubersicht in (72)). Durch die Substitutionsanalyse konnten wir fiir jedes der
untersuchten T-Zell Hybridome ein individuelles ,,Supertop* definieren, d.h. exakt festlegen,
welche Aminosédurensubstitutionen an welchen Positionen des Peptides ,,erlaubt™ waren, d.h.
die T-Zellaktivierung nicht beeintrachtigten, und welche Substitutionen zum Verlust der T-
Zellaktivierung fiihrten (s. Fig. 2 und Tab. 1 der nachfolgend abgedruckten Arbeit).

Diese individuellen Supertope wurden zurDantenbanksuche verwendet. Es wurde nach
murinen oder humanen Peptiden gesucht, die die strukturellen Bedingungen der jeweiligen
Supertope erfiillten. Insgesamt wurden so 856 Peptide identifiziert und auf Erkennung durch
die T-Zell Hybridome getestet. 28 der 856 Peptide induzierten eine IL-2 Produktion, die
derjenigen, die mit dem jeweiligen OspA-Epitope erzielten IL-2 Produktion &hnelte.
Insgesamt zeigte diese Arbeit also ein bislang noch nicht demonstriertes Ausmall an
Kreuzreaktivitit zwischen mikrobiellen und Selbstpeptiden.
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3.1.2 Experimentell autoimmune Enzephalitis

3.1.21 J.L.Grogan, et al., J. Immunol. 163, 3764-3770 (1999)

In den oben beschriebenen Arbeiten sind wir von einem definierten bakteriellen

Antigen (B. burgdorferi OspA) ausgegangen und haben nach kreuzreaktiven Selbst-
Antigenen gesucht. Komplementédr dazu haben wir in der nachfolgend abgedruckten Arbeit
nach mikrobiellen oder viralen Peptiden, die von enzephalitogenen MBP-spezifischen T-
Zellen erkannt werden, gesucht. In Mausen mit dem MHC-Klasse 1T Haplotyp H-2" kann eine
experimentell autoimmune Enzephalitis (EAE) induziert werden. Die enzephalitogenen T-
Zellen erkennen die N-terminalen 11 Aminosduren des murinen MBP (MBPxc1.11) (41). Fiir
unsere Untersuchungen setzten wir Miuse ein, die transgen fiir einen MBP4;_1;-spezifischen
T-Zellrezeptor sind (8). Um experimentelle Einfliisse anderer, nicht MBPa¢;.11-spezifischer T-
Zellrezeptoren auszuschlieBen, verwendeten wir TZR-transgene Méuse, die mit Miusen
gekreuzt wurden, die keine endogenen oy T-Zellen produzieren (TCR Co” Miuse) (42).
Deshalb haben die von uns verwendeten Méuse keine anderen off T-Zellen aufler den
transgenen T-Zellen. Diese Miuse werden im weiteren als T o Miuse bezeichnet.
Analog zu wunseren zuvor beschriebenen Arbeiten (73) haben wir mit einer
Substitutionsanalyse des MBP4.;.11 Epitopes begonnen. Das so definierte ,,Supertop* haben
wir als Motiv fiir eine Datenbanksuche verwendet. Diese Suche ergab 832 mikrobielle
Peptide, die den strukturellen Kriterien des Supertopes entsprachen. Alle diese Peptide
wurden auf Erkennung durch die MBPx;.1i-spezifischen T-Zellen gepriift und 61 der 832
aktivierten die T-Zellen dhnlich gut wie das MBP4.;.;; Peptid. Zwei dieser 61 mikrobiellen
Peptide wurden nicht nur in vitro, sondern auch in vivo getestet. Immunisierung mit diesen
Peptiden induzierte EAE mit der gleichen Kinetik und dem gleichen klinischen Schweregrad
wie Immunisierung mit dem MBP-Peptid. Es folgt, dass bakterielle Peptide mit relativ
geringer Sequenzhomologie zum Selbstpeptid (MBPaci.11), in der Lage sind eine autoimmune
Enzephalitis zu induzieren.
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3.2 Differenzierung von Th Zellen bei Infektion und Autoimmunitét

3.2.1 Lyme Arthritis

3.21.1 C. Infante-Duarte, T. Kamradt, Infect. Immun. 65, 4094-4099 (1997).

In der nachfolgend abgedruckten Arbeit haben wir untersucht, ob B. burgdorferi in der Lage
ist bei Th-Zellen, die nicht B. burgdorferi Antigene erkennen die Entwicklung eines
proinflammatorischen Th1 Phénotypes zu induzieren. Zur Beantwortung dieser Frage haben
wir T-Zellrezeptor transgene Th Zellen untersucht. Dieses System bietet die folgenden
Vorteile: 1) TZR-transgene T-Zellen konnen ohne vorherige in vivo-Immunisierung, in vitro
aktiviert werden. 2) Durch Zugabe der geeigneten Zytokine (vgl. Abb. 2) kann wahlweise die
Entwicklung eines Thl oder eines Th2 Phénotypes induziert werden. Die von uns
untersuchten Th Zellen waren transgen fiir einen TZR, der ein Ovalbuminpeptid gebunden an
H-2¢ erkennt (74). Wir konnten zeigen, dass B. burgdorferi die Entwicklung eines Thl-
Phinotypes in den ovalbuminspezifischen Th Zellen, die keine B. burgdorferi Antigene
kreuzreaktiv erkannten, induzierte. Synthetische Lipopeptide, abgeleitet von der Sequenz des
B. burgdorferi OspA oder OspB, waren ebenso wie Lysate von B. burgdorferi in der Lage die
Thl Phéinotypentwicklung zu induzieren. Neutralisierende Antikorper gegen IL-12
verhinderten teilweise, aber nicht vollstindig, die durch B. burgdorferi induzierte Thl-
Phénotypentwicklung. Insgesamt wurde mit dieser Arbeit also gezeigt, dass B. burgdorferi
vermittels seiner Lipoproteine in der Lage ist, auch solche Th-Zellen, die fiir andere Antigene
als B. burgdorferi spezifisch sind, zur Produktion von IFN-y anzuregen. Diese von B.
burgdorferi antigenunspezifisch induzierte IFN-y Produktion kdnnte wesentlich zum Erhalt
chronischer Entziindungen, wie z.B. der therapieresistenten Lyme Arthritis, beitragen.
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3.2.2 Detektion und Modulation der Th-Differenzierung in vivo

3.2.2.1 M. Lohning, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 6930-6935 (1998)

Abgesehen von ihrer Zytokinproduktion unterscheiden sich die Th-Subpopulationen auch in
ithrer transienten Expression von Chemokinen und Chemokinrezeptoren (57) und hinsichtlich
des Gebrauches von Signaltransduktionswegen und Transkriptionsfaktoren (46). Zur
genaueren in vivo Analyse der unterschiedlichen Th-Subpopulationen braucht man stabile
»Marker“, die an der Oberfliche der Thl- oder Th2- Zellen exprimiert werden. Die mit uns
kooperierende Arbeitsgruppe um Doug Levinson (Milllennium Pharmaceuticals, Cambridge,
MA, U.S.A.) hat versucht Molekiile, die spezifisch von Thl oder Th2 Zellen exprimiert
werden, zu identifizieren. Dazu wurden DO11.10 TZR transgene T-Zellen in vitro zu Thl
oder Th2 Zellen differenziert wie oben beschrieben (21). AnschlieBend wurde eine
representational difference analysis (RDA) durchgefiihrt. Eine cDNA, die in Th2, nicht aber
Thl Zellen gefunden wurde, wurde weiter analysiert. Dieselbe cDNA war schon 1989 von
zwel verschiedenen Gruppen aus Fibroblasten kloniert worden und als T1 (75) oder ST2 (76)
bezeichnet worden. Im folgenden bezeichnen wir das Protein als T1/ST2. T1/ST2 ist ein
Orphan-Rezeptor, der dem IL-1 Rezeptor (Typl) dhnelt (ca. 25% Sequenzhomologie) (76).
Dennoch bindet T1/ST2 weder IL-1a, noch IL-1f oder IL-1RA und sein natiirlicher Ligand
ist derzeit noch unbekannt (77).
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3.2.2.2 M. Lohning, et al., J. Immunol. 162, 3882-3889 (1999)

Unsere Untersuchung (59) hatte gezeigt, dass T1/ST2 in vitro und ex vivo praferentiell auf
Th2 Zellen exprimiert wird. Darauf autbauend untersuchten wir als nichstes die Korrelation
der T1/ST2 Expression mit Th2-Immunantworten in vivo. Als Modell wihlten wir die
Immunantwort auf Schistosoma mansoni. Dieses Modell ist deshalb geeignet, weil die murine
Immunantwort auf Schistosomen eine ,,gemischte” Th1/Th2 Immunantwort mit deutlichem
Uberwiegen der Th2 Komponente ist. Wir haben dieses Modell weiterhin dazu genutzt um die
Plastizitdt der Th2-Differenzierung in vivo zu untersuchen.

Der erste wesentliche Befund dieser Arbeit ist, dass T1/ST2 auch in vivo préferentiell auf
Th2-Zellen exprimiert wird. Wie wir gezeigt haben, ko-lokalisiert die T1/ST2-Expression auf
Th-Zellen mit der Th2 Immunantwort in vivo. Der zweite wesentliche Befund betrifft die
Koexpression von Typ 1 und Typ 2 Zytokinen. Mit durchflulzytometrischen Untersuchungen
der Zytokinproduktion individueller Th-Zellen haben wir gezeigt, dass Th Zellen in
unterschiedlichem Ausmal auf die Produktion von Typ 1 oder Typ 2 Zytokinen ,,festgelegt*
sein konnen. Die Frage bei solchen Koexpressions-Analysen ist, ob zwei untersuchte
Parameter stochastisch oder koordiniert miteinander koexprimiert werden. Wir fanden, dass
unterschiedliche Populationen von Th-Zellen unterschiedlich flexible Programme der
Zytokinexpression haben. Th-Zellen, die nur ein Typ 1 oder Typ 2 Zytokin exprimieren,
exprimieren hdufig auch ,,gegensétzliche” Zytokine (also Typ 1 und Typ 2 gleichzeitig). Die
Wabhrscheinlichkeit einer solchen Koexpression von Typ 1 und Typ 2 Zytokinen wird durch
zwei Ereignisse drastisch gemindert: 1) die Koexpression zweier Typ 2 Zytokine macht die
gleichzeitige Expression eines Typ 1 Zytokines in der betreffenden Zelle unwahrscheinlicher
und vice versa fir die Koexpression zweier Typ 1 Zytokine. 2) Die Expression von T1/ST2
auf der Zelloberflache verringert ebenfalls die Wahrscheinlichkeit der Koexpression von Typ
1 und Typ 2 Zytokinen. Die Expression von T1/ST2 zeigt also eine fortgeschrittene
,Festlegung* der betreffenden Th-Zelle auf einen Th2 Phénotyp an.
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4 Diskussion

4.1  Aktivierung von Th-Zellen bei Infektion und Autoimmunitét:
Molekulare Mimikry als Ursache fiir Autoimmunitat?

Ausgangspunkt unserer Arbeiten zur Bedeutung der molekularen Mimikry fiir die
Pathogenese der therapieresistenten Lyme-Arthritis waren verschiedene experimentelle,
klinische und epidemiologische Daten, die die Vermutung nahelegten, dass die Immunantwort
des Wirtes auf B. burgdorferi an der Pathogenese der therapieresistenten Lyme Arthritis
beteiligt sein konnte. Unsere Hypothese war, dass B. burgdorferi-spezifische T-Zellen
genetisch priadisponierter Patienten durch Kreuzerkennung eines Selbst-Antigens arthritogen
werden konnten. Wir haben zundchst festgestellt, dass T-Zellininen von Patienten mit
therapieresistenter Lyme-Arthritis, nicht jedoch T-Zellininen von Patienten mit akuter Lyme
Arthritis, hiufig ein bestimmtes Borrelien-Antigen erkennen: outer surface protein A (OspA)
(69). Darauf aufbauend haben wir die OspA-Epitope, die von OspA-spezifischen T-Zellen
von Patienten mit therapieresistenter Lyme-Arthritis erkannt werden, definiert und in
offentlich zuginglichen Protein-Datenbanken nach Selbst-Antigenen, die eine hohe
Sequenzhomologie mit einem der gefundenen Epitope aufweisen, untersucht. Dabei fanden
wir keine ,,vielversprechenden‘ Selbstantigene (78).

Zum Zeitpunkt der zitierten Untersuchungen (69, 78) galt die Antigenerkennung durch
T-Zellrezeptoren als &uBerst spezifisch. Es galt als sicher, dass allenfalls minimale,
konservative Anderungen der spezifischen Peptidsequenz ,.erlaubt sein diirften um die
Antigenerkennung durch den T-Zellrezeptor nicht zu zerstdren (79). Bei der Suche nach
Kreuzreaktivitdt wurde also nach moglichst ausgepriagter Sequenzhomologie oder, besser,
Sequenzidentitdt, zweier Peptide gesucht (7, 29, 80). Diese Vorgehensweise ist in der
folgenden Abb. 3. schematisch dargestellt.
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Abb. 3 Molekulare Mimikry: Kreuzreaktivitit durch Sequenzhomologie? Die

herkdmmliche Vorgehensweise sucht nach moglichst groBen Abschnitten von
Sequenzidentidt oder Sequenzhomologie zwischen einem Selbstprotein (hier beispielhaft
dargestellt eine Sequenz aus dem basischen Myelinprotein, dem Zielantigen autoaggressiver
Th-Zellen bei der multiplen Sklerose) und einem mikrobiellen Protein.

Seit Mitte der 1990er Jahre hduften sich aber die Hinweise aus verschiedenen
experimentellen  Ansdtzen, dass die Antigenerkennung durch T-Zellrezeptoren
moglicherweise doch weitaus flexibler ist, als bis dahin angenommen (Ubersicht in (81)).
Zusammenfassend seien die folgenden wesentlichen Punkte genannt:

1) Allen und Mitarbeiter entdeckten, dass T-Zellaktivierung nicht nach dem ,,Alles-
oder-nichts-Prinzip* erfolgt. Bestimmte Verdnderungen in der Aminosduresequenz eines
antigenen Peptides konnen zum Verlust einiger Aktivierungsparameter (z.B. T-
Zellproliferation) bei gleichzeitiger Erhaltung anderer Aktivierungsparameter (z.B.
Zytokinproduktion). Die Peptid/MHC Liganden des T-Zellrezeptors lassen sich also in
Agonisten, partielle Agonisten und Antagonisten einteilen (Ubersicht in(82)).

2) Die Analyse einzelner T-Zellklone zeigte, dass bestimmte Aminosduren des
antigenen Peptides essentiell fiir die Erkennung durch den TZR oder die Bindung an das
antigenprasentierende MHC Molekiil sind. An diesen Positionen waren wenige oder gar keine
Substitutionen moglich. An anderen Positionen, die anscheinend weniger essentiell fiir die
Antigenerkennung sind, waren verschiedene Substitutionen moglich (z.B. (83)
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3) Experimente mit transgenen Maiusen zeigten, dass ein funktionsfahiges T-
Zellrepertoire auch dann selektioniert werden kann, wenn im Thymus nur ein einziges Peptid
prasentiert wird (84).

4) Strukturelle Analysen der trimolekularen Peptid/MHC-TZR Interaktion
demonstrierten ebenfalls die Mdéglichkeit, dass ein einzelner TZR mit verschiedenen p/MHC
interagieren kann (Ubersicht in (85)).

Diese Befunde liessen es sinnvoll erscheinen, die Hypothese der molekularen
Mimikry mit neuen Methoden zu untersuchen. Offenkundig ist die Suche nach
Sequenzhomologien nicht optimal geeignet um kreuzreaktive Peptide zu identifizieren. Wir
entwickelten eine alternative Strategie, indem wir fiir OspA-spezifische Th-Zellen
Laupertope® bestimmten, die wir zur Suche nach kreuzreaktiven Liganden einsetzten (73).
Dariiber hinaus setzten wir diese Methode im EAE-Modell dazu ein mikrobielle Liganden, die
von einem autoreaktiven TZR erkannt werden, zu definieren (86).

Die beiden wesentlichen FErkenntnisse aus unserer systematischen Analyse der
Kreuzreaktivitdt von Th-Zellen lauten:

1) Strukturelle Kriterien und nicht Sequenzhomologie der potenziell erkannten Peptide sind
entscheidend fiir die Kreuzreaktivitit von T-Zellen.
2) Kreuzreaktivitit von Th-Zellen ist haufig.

4.1.1 Strukturelle Kriterien und nicht Sequenzhomologie der potenzielle
erkannten Peptide sind entscheidend fiir die Kreuzreaktivitat von T-Zellen.

Wir haben in zwei verschiedenen Systemen: OspA/HLA-DR4 und MBPa.11/I-A" eine
Vielzahl kreuzreaktiver Peptide identifizieren konnen, die allenfalls nur sehr geringe
Sequenzhomologien zum jeweiligen ,,Originalpeptid“ aufwiesen (73, 86). Einige der
Selbstpeptide, die von OspA-spezifischen T-Zellen erkannt wurden, hatten nicht eine einzige
Aminosdure aus dem OspA Peptid konserviert. Keines dieser Peptide wére in einer Suche
nach Sequenzhomologien identifiziert worden. Im MBP-Modell identifizierten wir 6 Peptide,
die nur zwei Aminosduren aus dem MBPa.;.;; Peptid konserviert hatten. In diesem Modell
korrelierte die Zahl der konservierten Aminosduren nicht mit der Agonisten-Funktion der
jeweiligen Peptide. Diese Befunde stehen im Widerspruch zu der herrkdmmlichen
Auffassung, dass T-Zellrezeptoren ,,ihr* Antigen mit einer exquisiten Spezifitit erkennen.
Unsere Befunde passen stattdessen zu einer ganzen Reihe dhnlicher in den letzten Jahren
publizierter Befunde. Die Aufkldrung der Kristallstrukturen muriner und humaner MHC
Molekiile (87-89), sowie die biochemische Analyse der Selbstpeptide, die
physiologischerweise an MHC-Molekiile gebunden sind (90, 91) erlaubten die Definition von
,Bindungsmotiven“ welche die Bindung von Peptiden an bestimmte MHC-Molekiile
begiinstigen (Ubersicht in (92)). Davis und Mitarbeiter waren die ersten, die diese
Erkenntnisse nutzten und ein antigenes Peptid, das von einem transgenen T-Zellrezeptor
erkannt wird, systematisch verdnderten mit dem Ziel diejenigen Positionen, die entweder fiir
die Peptidbindung an das prédsentierende MHC-Molekiil, oder fiir die Bindung an den T-
Zellrezeptor kritisch sind, zu identifizieren (93). Wucherpfennig und Strominger waren die
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ersten, die einen dhnlichen Ansatz auf die Analyse der molekularen Mimikry iibertrugen:
zunichst bestimmten sie fiir einige HLA-DR2 restringierte MBP-spezifische T-Zellklone
diejenigen Positionen des Peptides, die entweder fiir die Bindung an HLA-DR2 oder die
Erkennung durch den T-Zellrezeptor von Bedeutung waren. In der nachfolgenden
Datenbanksuche erlaubten sie Aminosduresubstitutionen ausschlieBlich an den ,,unwichtigen*
Positionen. Von 129 mikrobiellen Peptiden, die auf diese Weise identifiziert wurden, waren 7
in der Lage zumindest jeweils einen der 5 untersuchten T-Zellklone zu aktivieren. Nur eines
der 7 gefundenen Peptide wire auch durch eine Suche nach Sequenzhomologie identifiziert
worden (83).

Sowohl bei den Ergebnissen von Wucherpfennig und Strominger (83) als auch
bei unseren eigenen Ergebnissen (73, 86) fallt auf, dass die Zahl der ,,vorhergesagten* Peptide
die Zahl derjenigen Peptide, die wirklich die untersuchten T-Zellen aktivieren, um ein
Vielfaches tibertrifft. Unsere Untersuchungen an den OspA-spezifischen T-Zellhybridomen
liefern eine Erkldrung dafiir. 387 Selbstantigene entsprachen dem Supertop flir mindestens
eines der 7 untersuchten OspA s4.175-spezifischen Hybridome. 469 Selbstantigene entsprachen
dem Supertop fiir mindestens eines der 7 untersuchten OspAj3s.o46-spezifischen Hybridome.
Erkannt wurden aber nur 13 bzw. 15 Peptide. Betrachtet man die Peptide, die tatsdchlich in
der Lage waren die T-Zellen zu aktivieren, so stellt man fest, da3 z.B. ein Peptid, dass dem
Supertop eines bestimmten Hybridoms entsprach, zwar nicht von diesem, wohl aber von
einem anderen Hybridom erkannt wurde. Die naheliegenste Erklarung fiir dieses Phdnomen
ist, dass zwei individuell ,,verbotene* Substitutionen in Kombination erlaubt sein konnen, d.h.
die Antigenerkennung durch den T-Zellrezeptor rekonstituieren. Fiir diese Annahme spricht
auch die Tatsache, dass wir vergleichend zu wunserer Supertopanalyse auch eine
konventionelle Suche nach Sequenzhomologien durchgefiihrt haben. Diese Suche brachte 88
,Kandidatenpeptide* fiir OspAj¢s.175s und 63 ,,Kandidatenpeptide* fiir OspAs3s.246. Keines der
63 Peptide, die Sequenzhomologie zum OspAj3sa4¢ aufwiesen, konnte die OspAjszsoas —
spezifischen T-Zellen aktivieren. Im Gegensatz dazu waren unter den 63 OspAjes17s
Homologen 3 Peptide, die, obwohl sie keinem der von uns definierten Supertope entsprachen,
in der Lage waren mindestens eines der OspAe4.175-spezifischen Hybridome zu aktivieren.
Auch bei diesen Peptiden stellte sich also eine Kombination individuell nicht erkannter
Substitutionen als T-Zell-aktivierend heraus. Im Umkehrschlufl ist es einsichtig, dass
Kombinationen individuell ,,erlaubter Aminoséduresubstitutionen ein Peptid ergeben konnen,
das vom T-Zellrezeptor nicht mehr erkannt wird.

Hinweise auf solche ,,kombinatorischen Effekte kommen auch von zwei anderen
Arbeitsgruppen: Reay et al. hatten nach Definition der MHC- und TZR-Kontaktresiduen eines
antigenen Peptides gefunden, das auch Aminosduresubstitutionen in den ,,unwichtigen*
Abschnitten des Peptides, an Positionen also, die scheinbar weder an MHC, noch an den TZR
binden, dramatische Auswirkungen auf die Erkennung des Peptides durch den untersuchten
T-Zellrezeptor haben konnten (93). Die Arbeitsgruppe um Martin und Houghten hat in den
letzten Jahren randomisierter Peptidbibliotheken eingesetzt um die Kreuzreaktivitidt von T-
Zellen systematisch zu untersuchen (Ubersicht in (94)). Auch diese Arbeitsgruppe findet
Mimikry-Peptide, die keine einzige Aminosdure mit dem Originalpeptid gemeinsam haben.
Weiterhin konnten sie mit ihrer Methode ebenfalls zeigen, das eine Aminosdurensubstitution,
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die flir sich genommen die Antigenerkennung zerstort, durch eine benachbarte ,,positive*
Substitution ausgeglichen werden kann (95).

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dass aus den Ergebnissen verschiedener
Arbeitsgruppen, darunter unserer eigenen, in den letzten Jahren klargeworden ist, dass T-
Zellen Antigen weitaus flexibler erkennen als bislang angenommen. Die Kreuzreaktivitit 143t
sich nicht durch Kenntnis der Aminosduresequenz eines Peptides vorhersagen, sondern beruht
auf strukturellen Charakteristika. Allerdings ist es derzeit weder mit der von uns eingesetzten
Technik der Substitutionsanalyse, noch mit den von der Arbeitsgruppe um Martin und
Houghten eingesetzten Peptidbibliotheken mdglich, aus einer Liste von ,,Kandidatenpeptiden
korrekt zu prognostizieren, welche die untersuchten T-Zellen wirklich aktivieren. Die
Entwicklung von Algorithmen, die dies vielleicht doch ermdglichen konnen ist derzeit
Gegenstand intensiver Bemiihungen in verschiedenen Labors.

4.1.2 Kreuzreaktivitit von Th-Zellen ist haufig....

Der zweite wesentliche Befund aus unseren Arbeiten zur molekularen Mimikry ist, dass
Kreuzreaktivitit von Th-Zellen héufig ist. Dies steht im Gegensatz zur urspriinglichen
Annahme, nach der die Kreuzreaktivitit von T-Zellen ein seltenes Ereignis ist. Aus dem
vorangegangenen Abschnitt geht hervor, dass unsere Methode der Substitutionsanalyse die
Zahl der von einem T-Zellrezeptor erkannten Peptide mit Sicherheit unterschétzt. Bei
Anlegen strengster Kriterien (,,Stimulationsindex* > 50) haben wir fiir einen autoreaktiven T-
Zellrezeptor 61 kreuzreaktive mikrobielle Peptide (86) und 36 kreuzreaktive Selbstpeptide
(unverdffentlicht) identifiziert. Ahnliche Daten haben wir fiir die OspA-spezifischen T-Zellen
erhoben (73). Die Daten, die von anderen Arbeitsgruppen in verschiedenen experimentellen
Systemen erhoben worden sind, unterstiitzen unsere Befunde. So kann in der Maus ein
einziges im Thymus prisentiertes Peptid ein funktionsfahiges T-Zellrepertoire selektionieren
(96). Auch mit anderen als den von uns eingesetzten Methoden kann fiir autoreaktive T-
Zellrezeptoren eine Vielzahl von mikrobiellen Liganden identifiziert werden (95). Unlédngst
wurde sogar eine Untersuchung verdffentlicht, die darauf schlieBen 148t, das ein einziger T-
Zellklon zumindest einige hundert verschiedene Peptide erkennen kann (97)

4.1.3 ... aber zumeist ohne pathologische Konsequenzen

Die vielleicht wichtigste Konsequenz aus unseren Befunden ist, dass von einer auf
Peptidebene definierten Kreuzreaktivitit zwischen einem Selbstantigen und einem
mikrobiellen Antigen keinesfalls auf einen pathogenetischen Zusammenhang geschlossen
werden darf. Angesichts der Tatsache, dass die Kreuzerkennung von mikrobiellen und
Selbstpeptiden eher die Regel als die Ausnahme darstellt, kann dem alleinigen Nachweis einer
Kreuzreaktivitdt auf Peptidebene keine Relevanz zugemessen werden. In einigen Féllen
konnte durch die Immunisierung mit dem mikrobiellen Mimikry-Peptid die untersuchte
Autoimmunkrankheit induziert werden (86, 98). Dabei waren jedoch zumeist Inzidenz und
Schweregrad der Erkrankung drastisch reduziert (99, 100) oder es waren zur
Krankheitsinduktion im Vergleich zum Selbstpeptid erheblich hohere Mengen des
mikrobiellen Peptides notwendig (101). Zur Induktion von Autoimmunitdt durch
kreuzreaktive mikrobielle Peptide miissen eine Reihe von Voraussetzungen erfiillt sein, die in
vivo offensichtlich in den seltensten Fillen gegeben sind (ausfiihrliche Diskussion in (14, 73,
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86)): die Peptide miissen aus von den antigenprisentierenden Zellen prozessiert und
prasentiert werden, die Konzentrationen sowohl des mikrobiellen als auch des Selbstpeptides
miissen hoch genug sein um potenziell autoreaktive T-Zellen zu aktivieren, es miissen
hinreichend viele autoreaktive T-Zellen aktiviert werden, diese miissen an den Ort gelangen,
an dem das Selbstantigen physiologischerweise vorhanden ist, die ,richtigen®, in den
jeweiligen Umstinden pathogenen Zytokine produzieren, und schlieBlich die
immunologischen Regulationsmechanismen (Zelltod, Anergie, regulatorische Zellen)
iiberwinden, die normalerweise das Auftreten von Autoimmunitit verhindern. Es mul3 also
eine Vielzahl von pathogenen Faktoren gleichzeitig zusammenkommen, damit molekulare
Mimikry moglicherweise zur Induktion einer Autoimmunkrankheit fiihrt.

4.1.4 ,Bystander Aktivierung“?

Konnten antigen-unspezifische Pathomechanismen von der Infektion zur Autoimmunitit
fiihren? CD8" Lymphozyten kénnen durch IFN-o unabhingig von der Spezifitit ihres TZRs
aktiviert werden. In Mausmodellen wurde deshalb im Rahmen von Virusinfektionen eine
massive Proliferation auch solcher CD8" Lymphozyten beobachtet, die nicht fiir das jeweilige
Virus spezifisch waren (16, 17). Beobachtungen im murinen Modell des Typ I Diabetes (102),
sowie in zwei Enzephalitis-Modellen (15, 103) lassen vermuten, dass dhnliche Mechanismen
auch bei CD4" Th Zellen wirksam sein konnen. Auch die Tatsache, dass alleine die
Uberexpression pro-inflammatorischer Zytokine oder das Fehlen anti-inflammatorischer
Zytokine ausreichend sind um verschiedene Tiermodelle von Autoimmunitit zu induzieren
(51, 104, 105), spricht dafiir, dass antigen-unspezifische Mechanismen zur Pathogenese von
Autoimmunitédt nach Infektionskrankheiten beitragen konnen.

Der Befund, dass B. burgdorferi die Produktion von IFN-y in Th-Zellen, die nicht
spezifisch fiir ein B. burgdorferi Antigen sind drastisch verstidrken kann (21) spricht dafiir,
dass auch B. burgdorferi Bystander Effekte ausiiben kann, die eine chronische Entziindung
und letztlich Autoimmunitdt begilinstigen. In einer neueren Arbeit (56) haben wir diesen
Befund weiter verfolgt. In Kollaboration mit ,,Genetics Institute* in Cambridge, MA, U.S.A.
haben wir die Induktion von 250 verschiedenen immunologisch relevanten mRNAs in
Ovalbumin-spezifischen Th Zellen untersucht, die entweder durch Zugabe von IL-12 oder
von B. burgdorferi zu ,,Th1“Zellen differenziert worden waren. Es zeigte sich, dass die
Expression einiger mRNAs nur durch B. burgdorferi, nicht aber durch IL-12 verstarkt wurde.
Eine solche mRNA war die fiir IL-17 kodierende. Da iiber IL-17 bis dahin einerseits noch fast
nichts bekannt war, IL-17 aber andererseits in verschiedenen chronisch entziindlichen
Erkrankungen wie z.B. rheumatoide Arthritis (106, 107) oder multiple Sklerose (108)
vermehrt nachgewiesen werden konnte, haben wir die Expression und Regulation dieses
Zytokines ndher untersucht. Mit ELISA und durchfluBzytometrischen Untersuchungen
konnten wir nachweisen, dass die Produktion von IL-17 in Th-Zellen von B. burgdorferi
verstirkt wird. Dieser Befund ist nicht exklusiv fiir B. burgdorferi, Lysate von M. tuberculosis
hatten einen vergleichbaren Effekt. Praktisch alle IL-17 produzierenden Th-Zellen
produzierten gleichzeitig IFN-y (56). Diese Daten, in Kombination mit der Tatsache, dass IL-
17 in chronisch inflammatorischen Lisionen nachgewiesen werden kann (106, 108) legen die
Vermutung nahe, dass B. burgdorferi antigenunspezifisch eine Population von Th-Zellen
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induziert, die durch die Koexpression von IL-17 und TNF-o starke inflammatorische
Kapazitit hat.

Auch im EAE-Modell finden wir Hinweise auf ,,.Bystander-Aktivierung autoreaktiver
Th-Zellen. Die Injektion von LPS kann in den T'of Miusen EAE induzieren
(unverdffentlichte Beobachtungen). Die genauen Mechanismen dieser EAE-Induktion werden
zur Zeit noch untersucht.

Zusammenfassend 14t sich festhalten, dass im Verlauf der letzten Jahre in
verschiedenen Labors, darunter unserem eigenen, vermehrt Hinweise darauf gefunden
wurden, dass Infektionserreger in der Lage sind die Immunantwort so zu modulieren, das
antigen-unspezifisch starke proinflammatorische Effekte entstehen, die durchaus am
Zustandekommen von Autoimmunitit beteiligt sein kdnnen.

4.1.5 Konsequenzen fur die Molekulare Mimikry Hypothese

Was bedeuten die in den letzten Jahren erhobenen Daten iiber die Kreuzreaktivitdt von T-
Zellen fiir die Molekulare Mimikry Hypothese? Zum einen ist klar geworden, dass die in der
Abbildung 3 dieser Arbeit dargestellte konventionelle Vorgehensweise bei der Suche nach
Kreuzreaktivititen, die Datenbanksuche nach Sequenzhomologien, inaddquat ist. Zur
Identifizierung der von einem T-Zellrezeptor erkannten Liganden miissen strukturelle
Kriterien die Grundlage der Suche sein. Hier ergibt sich ein praktisches Problem durch die
Tatsache, dass die derzeit verfligbaren Methoden, Substitutionsanalyse oder randomisierte
Peptidbibliotheken fiir T-Zellklone, nicht aber fiir T-Zellpopulationen praktikabel sind.
Bedingt durch die Tatsache, das jeder einzelne der vielen verschiedenen Klone, die ein
bestimmtes Peptid erkennen, sein individuelles Muster von Kreuzreaktivitit hat, ergdbe die
Untersuchung eine polyklonalen T-Zellpopulation mit einer dieser beiden Methoden, dass an
jeder Position des Epitopes alle Aminosdurensubstitutionen erlaubt sind und damit ein
sinnloses Ergebnis. Es ergibt sich, dass mit heutiger Technik das Ausmal der Kreuzreaktivitét
einer polyklonalen T-Zellpopulation zwangslédufig immer unterschétzt wird. Entweder man
sucht nach Sequenzhomologien. In diesem Fall kann man die Erkennung der gefundenen
Peptide durch die polyklonale T-Zellpopulation testen, hat aber nur einen Bruchteil der
tatsdchlich vorhandenen Kreuzreaktivititen erfa3t. Oder man untersucht T-Zellklone mit einer
der beiden moderneren Techniken (Substitutionsanalyse/Peptidbibliotheken). In diesem Fall
kann man nur einen kleinen Bruchteil der antigenspezifischen Klone untersuchen. Ein
Beispiel liefern unserer Untersuchungen an den OspA-spezifischen T-Zellen. Eine andere
Arbeitsgruppe hat ebenso wie wir OspA 64.175 als immundominant fiir HLA-DR4 restringierte
T-Zellen erkannt (109). In einer Sequenzhomologie-Suche fand diese Gruppe ein Epitop des
humanen LFA-1 Molekiils, dass eine starke Homologie mit dem OspA¢4.175 Peptid aufweist.
In verschiedenen in vitro assays wurden kreuzreaktive T-Zellen, die sowohl OspAjg4.175 als
auch das korrespondierende LFA-1 Peptid erkennen, nachgewiesen (109). Im Gegensatz dazu
erkannte keines der von uns untersuchten 7 OspA 64.175-spezifischen Hybridome dieses Peptid
(73). Diese Befunde illustrieren, die Tatsache, dass individuelle T-Zellklone unterschiedliche
Muster von Kreuzreaktivitit aufweisen. Die ideale Methode zum mdglichst umfassenden
Nachweis der individuellen Kreuzreaktivitdten innerhalb einer polyklonalen T-Zellpopulation
ist also noch nicht entwickelt.
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Angesichts der Tatsache, dass die Kreuzerkennung von mikrobiellen und
Selbstpeptiden eher die Regel als die Ausnahme darstellt, ist es nicht verwunderlich, dass
trotz der Plausibilitdt und der Attraktivitidt der Hypothese der molekularen Mimikry bislang
noch niemals in vivo gezeigt werden konnte, das molekulare Mimikry tatséchlich
Autoimmunkrankheiten induziert. Selbstverstindlich bleibt festzuhalten, dass weder unsere
eigenen, noch andere bislang publizierte Arbeiten molekulare Mimikry als Pathomechanismus
in der Genese von Autoimmunkrankheiten ausschlieBen.

Welche Rolle konnte der molekularen Mimikry in der Pathogenese von
Autoimmunkrankheiten zukommen? Mehrere Pathomechanismen, die molekulare Mimikry
involvieren sind vorstellbar:

1) Rezidivierende oder chronische Infektionen konnten durch wiederholte oder
kontinuierliche Stimulation und Expansion kreuzreaktiver T-Zellklone dazu beitragen, dass
im Laufe von Jahren die Zahl der kreuzreaktiven T-Zellen, die sowohl das mikrobielle
Antigen, als auch ein bestimmtes Selbstantigen erkennen, eine bestimmte kritische Schwelle
iberschreitet. Bei Vorhandensein von einer ausreichend hohen Anzahl autoreaktiver T-Zellen
konnte Kreuzreaktivitdt schlieflich die Entwicklung von Autoimmunitdt begiinstigen. Die
Suszeptibilitdt hierfiir konnte genetisch determiniert sein. Zwei Mausstimmen, die MHC-
identisch sind und beide das gleiche enzephalitogene Epitop eines ZNS-Autoantigenes
erkennen, unterscheiden sich in ihrer Suszeptibilitdt fiir EAE. Wiahrend die Immunisierung
mit dem Autoantigen im einen Stamm (SJL) EAE induziert, ist das im anderen Stamm
(B10.S) nicht der Fall. Vergleichende Untersuchungen haben gezeigt, dass SJL Méuse im
naiven Repertoire eine erheblich hohere Zahl von Th-Zellen, die das Autoantigen erkennen,
haben (110).

2) Eine Variante der o.a. Akkumulation autoreaktiver Zellen durch kreuzreaktive
mikrobielle Antigene ist, dass verschiedene Infektionserreger Kreuzreaktivitit mit dem
gleichen Autoantigen hervorrufen konnen. In unserem Enzephalitis-Modell, z.B. wurde eine
Vielzahl von Peptiden, die von verschiedenen Bakterien stammten, von den enzephalitogenen
T-Zellen erkannt (86). Vorstellbar ist also ein Szenario, in dem durch aufeinanderfolgende
Infektionen, in unserem Modell z.B. mit M. tuberculosis und S. typhimurium, T-Zellen
aktiviert und expandiert werden, die das gleiche Autoantigen erkennen kénnen. Durch die
wiederholten Infektionen konnte dann eine kritische Zahl dieser T-Zellen {iiberschritten
werden. In solch einem Falle, in dem moglicherweise viele verschiedene Infektionserreger zur
molekularen Mimikry beitragen wird es schwierig, wenn nicht unmoglich sein, einen Erreger,
der mit der in Frage stehenden Autoimmunkrankheit assoziiert ist, zu definieren.

3) Die Mechanismen der molekularen Mimikry und der ,,Bystander Aktivierung*
schlieBen sich gegenseitig nicht aus, sondern kdnnen sich sogar ergénzen. So ist vorstellbar,
dass genetische Pridisposition und molekulare Mimikry dafiir sorgen, dass eine ,kritische
Zahl* autoreaktiver Zellen vorhanden ist, die durch ,,Bystander Aktivierung* aktiviert werden
kann.

Im Laufe der letzten Jahre ist allerdings auch klar geworden, dass immunologische
Kreuzreaktivitidt nicht notwendigerweise pathogen sein mufl sondern hochstwahrscheinlich
ein notwendiger Bestandteil der normalen Homdostase des Immunsystems ist.

1) Werden T-Zellen in Méuse transferiert, die keine MHC — Molekiile exprimieren,
sterben diese T-Zellen innerhalb kurzer Zeit (111, 112). Die wahrscheinlichste Erkldrung fiir
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diesen Befund lautet, dass naive T-Zellen der unterschwelligen Stimulation bediirfen um im
Organismus zu iiberleben. In Abwesenheit von MHC-Molekiilen, koénnen keine
kreuzreaktiven Peptide prasentiert werden, was den Untergang der T-Zellen zur Folge hat.

2) Theoretische Erwdgungen deuten darauf hin, dass ein funktionierendes T-
Zellrepertoire mit ,,monospezifischen* T-Zellen nicht realisierbar ist, und ein gewisses
AusmalB an Kreuzreaktivitit deshalb notwendig ist (81).

3) In jiingerer Zeit gibt es Hinweise darauf, dass autoreaktive T-Zellen, die durch
molekulare Mimikry aktiviert werden konnten nicht notwendigerweise pathogen sein miissen,
sondern protektive Funktionen haben kénnen (113, 114).

4.1.6 Konsequenzen fur die Pathogenese der therapieresistenten Lyme
Arthritis

Folgende Schlullfolgerungen ergeben sich aus dem unerwartet hohen Ausmall der
Kreuzreaktivitét fiir die Pathogenese der Lyme-Arthritis:

1) Es ist klar geworden, dass die bloBe Kreuzreaktivitit auf Peptid-Ebene nicht
hinreichend ist um einen pathogenen Zusammenhang zwischen der T-Zellreaktivitit mit
einem gegebenen mikrobiellen Antigen (z.B. OspA) und einem bestimmten Selbstantigen zu
postulieren. Fiir viele Infektions- und Autoimmunkrankheiten, auch fiir die Lyme-Borreliose
(109, 115) sind Arbeiten publiziert worden, die iiber Sequenzhomologien zwischen
mikrobiellen und Autoantigenen berichten und zeigen, dass Antikorper oder T-Zellen, die fiir
das eine Peptid spezifisch sind, auch das andere erkennen. Wenn — ohne weitere Daten — aus
solchen Befunden ein kausaler Zusammenhang zwischen der in frage stehenden
Infektionskrankheit und Autoimmunitdt abgeleitet wird, sind solche Schlu3folgerungen nach
heutigem Stand als unbegriindet zuriickzuweisen.

2) Selbstverstandlich schlie3t keiner unserer hier und unter 2.1.2 dargestellten Befunde
die Moglichkeit aus, dass unter bestimmten experimentellen oder klinischen Bedingungen
molekulare Mimikry fiir die Induktion von Autoimmunitdt verantwortlich sein konnte (s.
2.1.2.3). Insofern bleiben die Hinweise auf eine mogliche Immunpathogenese der
therapieresistenten Lyme-Arthritis und die Tatsache, dass OspA bevorzugt von Patienten mit
therapiersistenter Lyme Arthritis erkannt wird interessant. Dies insbesondere mit Hinblick auf
die Tatsache, dass rekombinantes OspA in den U.S.A. als Impfstoff gegen die Lyme-
Borreliose zugelassen ist.

Um die Kreuzreaktivitit bei Patienten mit Lyme-Arthritis zu untersuchen, ohne den
,umweg“ iiber das Anlegen von T-Zellinien oder Klonen zu gehen, sind wir dabei HLA-
DR4/OspA-Peptid Tetramere herzustellen. Im HLA-DR4-transgenen untersuchen wir die
Frage unter welchen Bedingungen Kreuzreaktivitit zwischen mikrobiellen und
Selbstantigenen moglicherweise pathologische Konsequenzen hat. Eine Schwierigkeit dieser
Untersuchungen besteht darin, dass bei der Vielzahl der verschiedenen erkannten
Selbstantigene nicht immer auf der Hand liegt welche pathologischen Konsequenzen durch
eine Autoreaktivitit gegen ein bestimmtes dieser Antigene zu erwarten wiren (z. B.
Apolipoprotein B-100 Precursor). In anderen Fillen, z.B. der Kreuzreaktivitit zwischen OspA
und dem humanen Pro-Insulin wird ein pathologischer Zusammenhang schon allein dadurch
unwahrscheinlich, dass keine Assoziation zwischen einer Infektion mit B. burgdorferi und
Typ I Diabetes mellitus bekannt ist. Wieder andere kreuzreaktiv erkannte Selbstantigene (z.B.
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Myosin) ,,passen“ zum Spektrum der von B. burgdorferi verursachten Pathologien. Allerdings
haben jiingste Befunde in einem Mausmodell autoimmuner Arthritis drastisch klar gemacht,
das organspezifische Autoimmunkrankheiten auch durch Autoimmunitit gegen ubiquitdr
exprimierte Selbstantigene (im vorliegenden Fall Glukose-6-Phosphat-Isomerase) verursacht
werden konnen (116). Deshalb sind auch die von uns identifizierten ubiquitir exprimierten
Selbstantigene, die von OspA-spezifischen Th-Zellen erkannt werden, nicht a priori auller
acht zu lassen.

4.2 Exvivo Detektion der Th-Differenzierung bei Infektion und
Autoimmunitat: Méglichkeit zur spezifischen Inmunmodulation?

Chronische Infektionen, Autoimmunkrankheiten und allergische Erkrankungen sind oftmals
durch das Uberwiegen einer Th-Subpopulation charakterisiert (Ubersichten in (44, 45)). Zum
besseren Verstindnis der Immunregulation und als méglicher Ansatzpunkt fiir therapeutische
Interventionen wiren daher ,Marker anhand derer sich Th-Subpopulationen ex vivo
identifizieren und moglichst auch modulieren lassen, von groitem Wert. In den oben
abgedruckten Arbeiten (50, 59) konnte wir zeigen, dass T1/ST2, ein zur IL-1 Rezeptorfamilie
gehorender Orphan-Rezeptor, in vitro und in vivo préferentiell auf Th2 Zellen exprimiert
wird. Dieser Befund wurde ebenso von einer anderen Arbeitsgruppe erhoben (58). In vivo
korreliert die Expression von T1/ST2 auf CD4" Zellen mit der Lokalisation von Typ 2
Immunantworten (50). Wichtiger als diese reine ,,Markerfunktion* ist die Tatsache, dass
T1/ST2 fiir die Effektorfunktion der Th2 Zellen wichtig ist. In einem Mausmodell bronchialer
Hyperreaktivitdit haben wir gezeigt, dass Th2-Effektorfunktionen in vivo sowohl durch
Injektion des ldslichen T1/ST2 Molekiils, als auch durch Injektion eines monoklonalen
Antikorpers gegen T1/ST2 spezifisch inhibiert werden konnen (59, 60, 117). Aus der
Tatsache, dass sowohl rekombinantes T1/ST2, als auch der monoklonale Antikérper die Th2
Effektorfunktion modulierten, kann geschlossen werden, dass dieser Effekt durch die
Inhibition von T1/ST2 mit seinem derzeit noch unbekannten Liganden und nicht durch
Depletion der T1/ST2" Zellen erzielt wird. Diese Vermutung wird weiter durch unsere
Untersuchungen gestiitzt, die gezeigt haben, das die Kreuzvernetzung von T1/ST2 Rezeptoren
auf der Zelloberfliche mittels plattengebundener Antikorper in vitro in Th2 Zellen
Proliferation sowie die Produktion von IL-4 und IL-5 induziert (61).

Insgesamt kann also vermutet werden, dass T1/ST2 ein Th2-spezifischer ko-
stimulatorischer Rezeptor ist. Wie werden Th2 Zellen wird normalerweise in vivo durch
T1/ST2 aktiviert? Wir haben in Kollaboration mit L. O’Neill und seiner Arbeitsgruppe (Dept.
Biochemistry, Trinity College, Dublin, Irland) begonnen die Signaltransduktionskaskade, die
durch Kreuzvernetzung von T1/ST2 induziert wird, zu untersuchen. Obwohl T1/ST2 ein
Mitglied der IL-1R Familie ist, wird durch seine Kreuzvernetzung keine NFxB Translokation
induziert  (unverOffentlichte = Beobachtungen). Insofern  unterscheidet sich  die
Signaltransduktion nach Ligation von T1/ST2 schon von der Signaltransduktion nach
Ligation anderer Mitglieder der IL-1R Familie; die genauen Mechanismen sind Gegenstand
unserer laufenden Untersuchungen. Wie wird die Signaltransduktion durch T1/ST2
physiologischerweise initiiert? Bis heute ist der physiologische Ligand fiir T1/ST2 unbekannt.
Die Suche nach dem T1/ST2 Liganden sollte nicht nur unser Verstindnis der Funktion dieses
Th2-spezifischen Oberflichenmolekiiles vertiefen, sondern auch neue Moglichkeiten zur

31



Immunmodulation eréffnen und wird derzeit in verschiedenen Laboren, darunter unserem
eigenen, intensiv verfolgt.

Ein humanes Homolog fiir T1/ST2 ist bekannt (118). Ist T1/ST2 also geeignet zur
Modulation pathogener Th2-Antworten im Menschen? Diese Frage kann zur Zeit noch nicht
beantwortet werden, da es weder uns, noch einer anderen Arbeitsgruppe, bisher gelungen ist,
die Expression des humanen T1/ST2 Proteins auf T-Zellen durchfluBzytometrisch
nachzuweisen. Dies ist umso erstaunlicher, als wir humane T-Zellinien untersucht haben, in
denen wir mit der PCR mRNA sowohl fiir die I6sliche, als auch fiir die membrangebundene
Form des T1/ST2 nachweisen konnten. Dennoch gelang mit den derzeit zur Verfiigung
stehenden monoklonalen Antikdrpern der Nachweis von TI1/ST2 weder auf der
Zelloberflache, noch intrazelluldr. In Anbetracht der funktionellen Bedeutung von T1/ST2 fiir
Th2-Effektorfunktionen im Mausmodell bleibt der Versuch entsprechende Reagenzien fiir
Untersuchungen der Expression und der funktionellen Bedeutung des humanen T1/ST2 ein
Arbeitsschwerpunkt in verschiedenen Labors, unter anderem unserem eigenen.

Th2 Zellen kénnen durch ihre Expression von TI1/ST2 identifiziert werden. Ein
Molekiil, das die Identifikation lebender Thl Zellen ex vivo erlaubt ist bislang noch nicht
beschrieben worden, der IL-18 Rezeptor kann aber diesbeziiglich als ,,Kandidat* gelten (119).
Da Autoimmunerkrankungen hiufig durch eine Uberwiegen von Thl Zellen charakterisiert
sind, wire es sehr wiinschenswert Membranproteine zu definieren, die préferentiell von Thl
Zellen exprimiert werden und es moglicherweise erlauben die Funktion von Thl Zellen
spezifisch zu modulieren. In der oben erwidhnten representational difference analysis (59)
wurde auch eine mRNA identifiziert, deren Expression Thl-spezifisch zu sein scheint. Im
Labor von J.-C. Gutierrez-Ramos (Millennium Pharmaceuticals, Cambridge, MA, U.S.A.)
wurde das von dieser mRNA kodierte Protein rekombinant hergestellt und Rattenantikdrper
dagegen produziert. Die ersten in unserem Labor durchgefiihrten durchfluBzytometrischen
Expressionsanalysen deuten darauf hin, dass auch das Protein préferentiell auf der
Zellmembran von Thl, nicht aber Th2 Lymphozyten exprimiert wird.

4.2.1 Ex vivo Detektion der Th-Differenzierung bei Infektion und
Autoimmunitat: wie haufig sind Th1 und Th2 Zellen in vivo?

Dass Th-Zellen sich anhand ihrer Zytokinproduktion in unterschiedliche Subklassen
kategorisieren lassen, wurde bei der Analyse der Zytokinproduktion muriner T-Zellklone
entdeckt (120). In vivo lassen sich ,,Thl-dominierte oder ,Th2- dominierte*
Immunantworten in chronischen Infektionen (45, 121, 122), Autoimmunkrankheiten (44, 123)
oder allergischen Erkrankungen nachweise (60, 124). Bis vor kurzem war allerdings noch
recht wenig liber die Zytokinproduktion einzelner Th-Zellen in vivo bekannt, da die meisten
Untersuchungen an Populationen durchgefiihrt worden waren. In einer der oben abgedruckten
Arbeiten haben wir deshalb erstmals die Zytokinproduktion einer groBen Zahl individueller
Zellen ex vivo durchfluBzytometrisch untersucht (50). Diese Untersuchungen haben wir im
murinen Infektionsmodell mit Schistosoma mansoni durchgefiihrt. Initial ist die
Immunantwort gegen S. mansoni durch ein Uberwiegen von Typl Zytokinen gekennzeichnet,
in den spéteren Stadien iiberwiegt dann die Produktion von Typ 2 Zytokinen (45, 50). Diese
Plastizitit der Immunantwort und die Tatsache, dass sich die antigenspezifischen Th Zellen in
diesem Modell raumlich und zeitlich gut lokalisieren lassen (50) machen S. mansoni zu einem
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geeigneten Modell zur Untersuchung der Zytokinproduktion individueller Th Zellen. In
unseren Untersuchungen haben wir gleichzeitig die intrazelluldre Expression von jeweils drei
verschiedenen Zytokinen und die Oberfldchenexpression von T1/ST2 untersucht. Das
wichtigste Ergebnis dieser Untersuchungen war dass individuelle Th-Zellen in vivo héufig
Typ 1 und Typ 2 Zytokine koexprimieren. Das gemeinhin als Typ 1 Zytokin angesehene 1L-2
z.B. wurde hdufig von Th-Zellen, die IL-4 oder IL-5 produzierten, koexprimiert. Anders als
bei unseren initialen Untersuchungen an Th-Zellen aus unimmunisierten gesunden Miusen
(59) produzierte im Schistosomen-Infektionsmodell auch die Mehrzahl der T1/ST2" Th
Zellen IL-2. Die genauere Analyse der Koexpression verschiedener Zytokine in individuellen
Th Zellen zeigte allerdings, dass diese Plastizitdt nicht in allen Zellen gleichermafen
vorhanden ist. Unsere Analyse aller CD4" Zellen aus Schistosomen-induzierten Granulomen
zeigte, dass in individuellen Th Zellen die Expression von IFN-y statistisch signifikant positiv
mit der Expression von IL-4 assoziiert war. Diese positive Assoziation von IFN-y war nicht
mehr vorhanden, wenn Zellen untersucht wurden, die entweder zwei Typ 1 Zytokine (z.B.
IFN-y und IL-2), oder zwei Typ 2 Zytokine (z.B. IL-4 und IL-5) produzierten. Auch die
Expression von T1/ST2 auf der Zelloberflache machte die Co-Expression von IFN-y und IL-4
unwahrscheinlich (59). Diese Befunde sind gut mit der Vorstellung vereinbar, dass die
Zytokin-Expression individuelle Th-Zellen zunéchst plastisch und noch nicht auf ein Th1 oder
Th2 Muster festgelegt ist. Die Ko-Expression zweier Typ2 Zytokine oder eines Typ2
Zytokines gemeinsam mit TI1/ST2 sind diesem Modell zufolge Zeichen -einer
fortgeschrittenen Th2-Differenzierung.

Die meisten der ex vivo aus Schistosomen-induzierten Granulomen isolierten Th-
Zellen produzierten sowohl Typl, als auch Typ 2 Zytokine, entsprachen also nicht den
typischen Thl oder Th2 Mustern. Fiir diesen Befund gibt es mindestens drei verschiedene
Erklarungsmdglichkeiten.

1) Vielleicht gibt es in vivo iiberhaupt keine ,,klassischen* Thl oder Th2 Zellen, die
ein ,,Set” von Zytokinen (Typ 1 oder Typ2), nicht aber das andere ,,Set von Zytokinen
exprimieren? Die ausgeprdgte Thl oder Th2 Polarisierung, die sich in vitro erzielen 14Bt,
beruht zumindest teilweise auf der gegenseitigen Inhibition der beiden Th subsets und darauf,
dass der IL-12 Signaltransduktionsweg in Th2 Zellen ,,abgeschaltet* wird wohingegen der IL-
4 Signaltransduktionsweg in Thl Zellen ,,abgeschaltet* wird (Ubersicht in (46)). Schon die
Gegenwart geringer Konzentrationen von IFN-y reicht aus, um auch in Th2 Zellen den IL-12
Signaltransduktionsweg zu erhalten. Wahrend Th2 Zellen in vitro durch Zugabe von IL-4,
anti-IL-12 und hdufig auch o-IFN-y polarisiert werden und nicht mehr zur Produktion von
Thl Zytokinen angeregt werden konnen, ist leicht vorstellbar, dass die zur Aufrechterhaltung
der IL-12 Signaltransduktion notwendigen IFN-y Konzentrationen in vivo zumeist gegeben
sein werden. In den ,,Th2-dominierten” Schistosomen-induzierten Granulomen waren
jedenfalls zu allen von uns untersuchten Zeitpunkten immer auch IFN-y produzierende Th-
Zellen nachweisbar (50). Es ist also anzunehmen, das Th-Zellen in vivo eine grofere
Plastizitdt aufweisen als in vitro differenzierte Th Zellen.

2) Moglicherweise ist die von uns beobachtete Plastizitit eine Besonderheit der
Immunantwort auf S. mansoni. Die von uns gefundene Koexpression von IL-4 oder IL-5 mit
IL-2 wird in Th2 Zellen, die in vitro differenziert wurden, nicht beobachtet. Allerdings ist
schon frither im Modell der S. mansoni Infektion beschrieben worden, dass IL-2 sowohl fiir
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die IL-5 Produktion, als auch fiir die Formation von Granulomen von entscheidender
Bedeutung ist (125). Um diese Moglichkeit zu testen, untersuchten wir die Zytokin
Koexpression in Méusen, die mit Nippostrongylus brasiliensis infiziert waren. Die N.
brasiliensis Infektion ist ein klassisches Modell fiir Th2-Immunantworten. In Th-Zellen aus
dem Darm infizierter Mause fanden wir, wie im S. mansoni Infektionsmodell, eine statistisch
signifikante positive Korrelation zwischen der Expression von IL-2 mit IL-4 und mit IL-5 (K.
Bonhagen & T. Kamradt, unverdffentlichte Beobachtungen). Diese Korrelation ist also kein
Spezifikum des S. mansoni Infektionsmodelles.

3) SchlieBlich ist es moglich, dass die extreme Polarisierung nach Thl oder Th2, die
man in vitro beobachten kann auch in vivo erst nach ldngeren Zeitrdumen auftritt. Im
Schistosomenmodell haben wir die Mause 7 Wochen nach der Injektion von S. mansoni Eiern
untersucht (50) und die Immunantwort nach Infektion mit N. brasiliensis wurde 2 Wochen
nach Infektion untersucht.

Zusammenfassend 146t sich feststellen, dass sich die Dynamik und Plastizitdt der Th-
Differenzierung in vivo mit Hilfe Populationsspezifischer Membranproteine wie T1/ST2 sehr
viel genauer erfassen lassen, als das bislang der Fall war. Unsere hier vorgestellten Daten sind
ein Beispiel fiir solche Untersuchungen und zeigen, dass die Zytokin-Koexpression von Th-
Zellen in vivo sich auf teilweise unerwartete Weise von den in vitro bekannten Th1/Th2
Mustern unterscheidet.
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6. Abkilirzungsverzeichnis

APZ, Antigen prasentierende Zelle; EAE, experimentell autoimmune Enzephalitis; IL,
Interleukin; IFN, Interferon; LPS, Lipopolysaccharid; MBP basisches Myelinprotein (engl.:
myelin basic protein); MHC, Major Histocompatibility Complex; OspA, Outer surface
protein A (von B. burgdorferi); Th, T-Helferzellen; TNF, Tumor Nekrosefaktor; TZR, T-
Zellrezeptor
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