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1 Fazit, Kontext und Visionen

Autoimmunerkrankungen sind durch eine fehlgesteuerte Immunantwort gegen Selbst
charakterisiert und entstehen durch das Zusammenspiel multipler Umwelt- und genetischer
Faktoren. Zu den genetischen Faktoren, die bei allen Autoimmun-erkrankungen eine Rolle zu
spielen scheinen, gehort eine Assoziation mit Haupt-Histokompatibilitdtsantigenen der Klasse |
oder Il (MHC 1 oder I1). Interessanterweise gibt es aber nicht nur krankheitsassoziierte sondern
auch protektive MHC Gene, deren Anwesenheit die Entstehung einer Erkrankung verhindert
(Veroffentlichungen M1, M2). Ich méchte verstehen, mit welchen Mechanismen die MHC 1l Gene
die Entstehung von Autoimmunerkrankungen begunstigen und/oder verhindern und bewege mich
mit meiner Forschung im Grenzgebiet zwischen Immunologie und Genetik. Mein Ziel ist es, ein
Verstandnis der natirlichen Mechanismen der Protektion in der Zukunft gegen die Erkrankung
einzusetzen.

Die MHC Gene besetzen eine zentrale Schaltstelle im Immunsystem, indem sie den Kontakt
zwischen Antigen-prasentierenden Zellen und den regulatorischen Effektorzellen, den T-
Helferzellen, vermitteln. Gleichzeitig sind sie die Gene mit dem hdéchsten bisher beschriebenen
Polymorphismus. Man nimmt an, daf3 sich der hohe Polymorphismus bei den MHC Genen parallel
zu der Vielfalt der Krankheitserreger entwickelt hat, um das Uberleben der Art zu gewahrleisten.
Diese Betrachtungsweise wurde bisher auf den Polymorphismus der Proteinstruktur beschrankt.
Ich trage diese Idee nun einen Schritt weiter, indem ich fir Mensch und Maus zeige, dass der
Polymorphismus in den Promotor-Regionen ebenfalls von entscheidender funktioneller Bedeutung
ist und in einer unterschiedlichen Expression von protektiven und krankheitsassoziierten MHC I
Genen in bestimmten Antigen-prasentierenden Zellen miindet (M3, M7). Uber diese differentielle
Expression kénnen die krankheitsassoziierten Gene die T-Helferzellen funktionell in eine andere
Richtung polarisieren als die protektiven und wir nehmen an, dass diese unterschiedlichen
Polarisierungen wesentlich am Aufrechterhalten bzw. Aufheben der Toleranz beteiligt sind (M4,
M5, M7).

Ich méchte die MHC |1 Allele, die im Menschen mit der Entstehung von Rheumatoider Arthritis (RA)
assoziiert sind, auf der Transkriptions- und der Oberflachenexpressionsebene genau untersuchen
und ihre jeweiligen Expressionsmuster mit denen von protektiven Allelen vergleichen (M6, M8). Mit
einem detaillierten Verstandnis daruber, wie die protektiven MHC Il Gene in welchem Zelltyp
exprimiert werden, kdnnte eine Therapie entwickelt werden, bei der die Expression der RA-
assoziierten Gene gezielt verandert wird.

Auf der immunologischen Ebene habe ich den Einflu der differentiellen Expression auf die
Polarisierung der T-Helferzellen untersucht und fir die Maus zeigen kdnnen, dass Antigen-
prasentierende Zellen mit protektiven oder Arthritis-assoziierten MHC Il Allelen in T-Zellen die
Expression von funktionell antagonistischen Zytokinen induzieren (M4). Zytokine des Typs 1 (IL-2,
IFNy) sind sowohl mit der Kollagen-induzierten Arthritis in der Maus als auch der Rheumatoiden
Arthritis (RA) im Menschen assoziiert. Man nimmt an, dass sie zum Verlauf der Erkrankung
mafdgeblich beitragen. Eine mdgliche Form der Therapie kénnte die Immun-Deviation sein, bei der
versucht wird, Polarisierungen der Zytokinexpression umzukehren. In Vorarbeiten haben wir ein in



vitro System entwickelt, an dem wir die Interaktionen zwischen zwei T-Helferzellen untereinander
und mit dendritischen Zellen als wichtigste Antigen-préasentierende Zelle analysiert haben. Wir
konnten so eine detaillierte Abfolge und Kinetik der Zytokinexpression im Verlauf der Interaktion
zwischen T-Helferzellen und dendritischen Zellen beschreiben (M10).

In der Zukunft méchte ich untersuchen, Uber welche Oberflachenmolekile und/oder Zytokine
dendritische Zellen polarisiert werden kdnnen, um ihrerseits Typ 1 oder Typ 2 Antworten der T-
Helferzellen zu induzieren. Im Zentrum unseres Interesses stehen dabei die Signalketten, Giber die
die fir dendritische Zellen charakteristische IL-12 Produktion gesteuert wird. Mein therapeutisches
Ziel ist eine Vakzinierung von RA-Patienten mit autologen dendritischen Zellen, die ex vivo darauf
vorbereitet wurden, das entzindungsférdernde Typ 1 Zytokinmilieu im betroffenen Gelenk
umzukehren und damit den Krankheitsprozess aufzuhalten.
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2 Einleitung
2.1 Autoimmunerkrankungen

Vor etwa 100 Jahren hat Paul Ehrlich die Vorstellung, da’ es fur den Organismus verheerende
Folgen haben muf3, wenn sich die in der Fremdabwehr so wirkungsvollen Antikérper gegen Selbst
richten, horror autotoxicus genannt (Ehrlich und Morgenroth, 1901).

Seitdem sind eine Reihe von verschiedenen Erkrankungen beschrieben und als
Autoimmunerkrankungen definiert worden, die durch eine fehlgesteuerte Immunantwort gegen
Selbst charakterisiert sind. Dabei kann sich das Immunsystem - wie beim Diabetes mellitus -
ausschlieBlich gegen ein einzelnes Organ richten oder es kann — wie beim systemischen Lupus
erythematodes (SLE) — das gesamte System angreifen. Zwischen den organspezifischen und den
systemischen Autoimmunerkrankungen liegt ein breites Spektrum an Mischformen, bei denen
einzelne Organe in Verbindung mit dem System betroffen sind. Die zweithdufigste Autoimmun-
erkrankung ist die Rheumatoide Arthritis (RA), bei der sich die Immunantwort bevorzugt gegen
bestimmte Hand- und Finger- sowie Ful3- und Zehengelenke richtet und auf das Bindegewebe des
gesamten Systems ubergreifen kann. Einer von 100 Erwachsenen ist von dieser Erkrankung
betroffen.

Die Atiologie und Pathogenese der meisten Autoimmunerkrankungen sind noch weitgehend
ungeklart.  Aufgrund von Ergebnissen aus Zwillingsstudien weiR man jedoch, dal3 sowohl
genetische als auch Umwelt-Faktoren eine Rolle spielen.

Autoimmunerkrankungen verlaufen fast immer chronisch progressiv, minden in der Zerstérung der
betroffenen Organe und kdnnen bei einem schweren Verlauf mit Systembeteiligung zum Tod
fuhren. Fir die Betroffenen bedeutet diese Erkrankung ein lebenslanges Leiden, fur das es bisher
keine Heilung gibt und das eine fortlaufende medizinische Betreuung erfordert. Volkswirtschaftlich
betrachtet kommt den Autoimmunerkrankungen sowohl durch die ununterbrochene medizinische
Versorgung der Patienten als auch durch eine mit dem Krankheitsverlauf zunehmende
Arbeitsunféhigkeit der Betroffenen eine grof3e Bedeutung zu.

Eine Erforschung von Autoimmunerkrankungen muf folglich zum Ziel haben, die Ursachen der
Entstehung sowie mdgliche Pathomechanismen zu untersuchen, um eine Grundlage fir neue
Therapiekonzepte entwickeln zu kénnen.

2.2 Toleranz und Autoimmunitat

Das Immunsystem der Vertebraten dient dazu, den Organismus gegen Fremderreger zu schiitzen
und somit das Uberleben der Art zu gewéhrleisten. Die Mammalia verfiigen tiber das am hoéchsten
entwickelte Immunsystem, das sich in einen angeborenen, unspezifischen und einen erworbenen,
spezifischen Zweig gliedert. Die Hauptprinzipien der erworbenen Immunabwehr bestehen darin, i)
eine nahezu unendliche Vielzahl von Erregern spezifisch abzuwehren, ii) ein Gedachtnis
auszubilden, um bei wiederholtem Kontakt den Erreger noch schneller eliminieren zu kénnen und
iii) Toleranz zu entwickeln, damit sich die Immunantwort nicht gegen Selbst richtet. Man geht
heute davon aus, dal3 eine der Ursachen fir die Entstehung von Autoimmunerkrankungen in einer



fehlerhaften Toleranzentwicklung liegt.

Die spezifische Immunabwehr wird durch B- und T-Lymphozyten vermittelt, die membranstéandig
klonotypische Antigenrezeptoren exprimieren. Diese Rezeptoren sind der Antikdrper (Ak) auf den
B-Zellen und der T-Zellrezeptor (TZR) auf den T-Zellen. Durch den Antikérper ist die B-Zelle in der
Lage, spezifisches Antigen sowohl in gebundener als auch in I6slicher Form zu erkennen. Die T-
Zelle erkennt ihr Antigen grundsatzlich unterschiedlich von der B-Zelle und bendtigt fur die
Erkennung des Antigens dessen Prasentation Uber Haupt-Histokompatibilitats-Antigene (MHC)
oder CD1-Molekille. Die CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen (Tc) erkennen ein 8-11
Aminosauren langes Peptid wenn es im Zusammenhang mit MHC | Molekilen préasentiert wird, die
CD4-positiven Helfer T-Zellen (Th) benétigen fur die Erkennung eines etwa 12-25 Aminoséuren
langes Peptids die Prasentation tiber MHC II-Molekiile.

Beide, die B- und die T-Zelle durchlaufen eine Toleranzentwicklung, die jeweils in eine zentrale und
eine periphere Toleranz mindet. Die zentrale Toleranzentwicklung findet fur T-Zellen im Thymus
statt, wo durch negative Selektion verhindert wird, daf3 T-Zellen mit einer hohen Affinitat fur
Eigenantigene aus dem Thymus in die Peripherie entlassen werden. Fur B-Zellen findet die
zentrale Toleranzentwicklung wahrscheinlich noch im Knochenmark statt, wo durch den Prozel3
des ,receptor-editing” daflir gesorgt werden konnte, dall Rezeptoren mit hoher Affinitat fur
Eigenantigene ausgetauscht werden, bevor die B-Zelle in die Peripherie auswandert. In der
Peripherie gesunder Menschen finden sich sowohl niedrig-affine autoreaktive T-Zellen als auch
Autoantikdrper und damit autoreaktive B-Zellen, ohne jemals pathologisch auffallig zu werden. Mit
Hilfe der klonalen Deletion und der Anergie werden diese autoreaktiven B- und T-Zellen entweder
entsorgt oder ruhig gestellt und so die periphere Toleranz aufrecht erhalten.

Mechanismen der zentralen Toleranz finden bereits wéahrend der Embryonalentwicklung statt,
wohingegen die periphere Toleranz erst postnatal an Bedeutung gewinnt, wenn der Organismus
mit Fremderregern konfrontiert wird und lernen muf3, Fremd von Selbst zu unterscheiden. Die
Tatsache, dafl die meisten Autoimmunerkrankungen erst im Erwachsenenalter auftreten —
Ausnahmen bilden hier die juvenile Arthritis, die Zoéliakie und der Diabetes mellitus, die
durchschnittlich im Alter von 2.5-9.8, 0.5-2, bzw. 12-20 Jahren auftreten — wird dahingehend
gedeutet, dall bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen die periphere Toleranz
durchbrochen wird weil die Mechanismen, die die periphere Tolranz im gesunden Zustand aufrecht
erhalten, mit zunehmendem Alter nur noch fehlerhaft funktionieren.

2.3 Die Rolle von B- und T-Lymphozyten bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen

Ein groRBer Teil unseres heutigen Verstindnisses uber die Rolle von B- und T-Zellen bei der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen wurde aus der Untersuchung von Tiermodellen,
insbesondere von Mausmodellen, gewonnen. So wissen wir, dal fur die Auspragung von
systemischen Autoimmunerkrankungen ein enges Zusammenspiel von T- und B-Zellen nétig ist.
Systemische Autoimmunerkrankungen sind primar durch die Uberproduktion von hoch-affinen
Autoantikdrpern des IgG-Isotyps charakterisiert, fur deren Produktion T-Zell-Hilfe benétigt wird.
Diese Autoantikorper richten sich beim SLE gegen Zellkern-Bestandteile und werden entweder
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direkt oder als Immunkomplexe in den Glomeruli der Niere, der Haut, den Speicheldriisen oder
GefalRen deponiert und fuhren dort zur Komplement-Aktivierung und Ligation von Fc-Reteptoren.
Es wurde lange Zeit angenommen, dal3 diese Immunkomplexe fir die Entstehung der Erkrankung
verantwortlich sind, indem sie mononukledre Zellen anlocken und damit die Entziindungen
einleiten. An einem Mausmodell fur den SLE, den MRL/Ipr-Mausen, konnte allerdings kurzlich
gezeigt werden, daf3 B-Zellen zwar fur die Auspragung der Erkrankung benétigt werden (Chan et
al. 1998), es aber auch ohne Autoantikoérper zu Nephritiden mit mononuklearen Infiltraten kommen
kann. Diese Ergebnisse wurden dahingehend interpretiert, dal3 die B-Zellen wahrscheinlich als
Antigen-présentierende Zellen fur autoreaktive T-Zellen dienen und diese aktivieren (Chan et al.
1999). Fur die Organ-spezifische Atoimmunerkrankungen nimmt man schon seit langerem an, daf3
die T-Zellen die groRere Rolle spielen. Die Kollagen-induzierte Arthritis in der Maus (CIA), die als
ein Modell fur die Rheumatoide Arthritis gilt und in der Maus ausschlie3lich die Gelenke betrifft,
kann durch den adoptiven Transfer von CD4" Th-Zellen aus einem erkrankten auf ein gesundes
Tier Ubertragen werden (Kadowaki et al. 1994). Auf der anderen Seite wurde fur den ,T-Zell
vermittelten* autoimmunen Diabetes erst kirzlich in NOD Mausen gezeigt, da® auch hier B-Zellen
fur die Auslésung der Erkrankung benétigt werden (Serreze et al. 1998).

2.4 Bedeutung der regulatorischen T-Zellen bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen

Durch ihre Kontrollfunktion bei der Produktion von Autoantikérpern und bei chronischen
Entziindungsprozessen kommt den regulatorischen oder Effektor Th-Zellen bei der Entstehung und
dem Verlauf von Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle zu.

Man geht davon aus, dal3 sich in einem gesunden Organismus die Typ 1- und die Typ 2 Effektor
Th-Zellen im Gleichgewicht befinden. Am Beispiel der Leishmanien-Infektion in der Maus wird
jedoch deutlich, daB es fiir den Ausgang einer erfolgreichen Immunabwehr von entscheidender
Bedeutung ist, ob mit einer Typ 1- oder einer Typ 2 Antwort reagiert wird. C57/BL6 Mause, die mit
einer starken Typ 1 Antwort auf die Infektion reagieren, eliminieren den Erreger und Uberleben.
BALB/c Mause hingegen, die aufgrund eines Defekts in der IL-12R-Expression Uberwiegend mit
einer Typ 2 Antwort reagieren koénnen, sterben (Reiner and Locksley, 1995). Am Ende einer
erfolgreichen Immunantwort soll das Typ 1/Typ 2-Gleichgewicht wiederhergestellt werden.

Das grundlegende Typ 1/Typ 2 Paradigma sieht vor, dal naive CD4+ Th-Zellen durch den
spezifischen Kontakt mit professionellen Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) aktiviert und zur
Produktion und Sekretion von sowohl pro-inflammatorischen Typ 1- als auch anti-
inflammatorischen Typ 2 Zytokinen angeregt werden (s.Abb.1). Der primare Kontakt zwischen Th-
und Antigen-prasentierender Zelle — professionelle APZ sind die dendritischen Zellen (DZ), die B-
Zellen und die Makrophagen (M®) — wird Uber den TZR und das mit Antigen beladene MHC II-
Molekil auf den APZ hergestellt. Paare von Adhéasionsmolekilen sorgen dann fur eine
Stabilisierung der Interaktion und eine Aktivierung der Zellen sorgt fir die erhdhte oder de novo
Sythese von weiteren Adhasions- und kostimulatorischen Molekilen. Wichtige kostimulatorische
Molekile auf der APZ sind das CD40, welches mit dem CD40-Liganden (CD40L) auf den Th-Zellen
interagiert (Grewal and Flavell 1996), das B7, welches mit dem CD28 interagiert (Linsley and
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Ledbetter, 1993), das LFA-3, welches mit dem CD2 interagiert (van Kooyk et al., 1989) und LFA-1,
das mit dem ICAM-1 interagiert (Dustin et al., 1989), wobei sowohl LFA-1 und -2 als auch ICAM-1
auf Th-Zellen und auf APZ exprimiert werden. Die Stimulation von DZ Uber das CD40-Molekiil
sorgt auf den DZ fiir eine erhdhte Expression von B7 und ICAM, so daf3 die DZ in ihrer Funktion als
APZ noch wirkungsvoller wird.

Auf den primaren Kontakt zwischen Th- und APZ erfolgt eine Aktivierung der Th-Zelle, die zur
Ausschuttung des T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2 fuhrt (s.Abb.1). Zuséatzliche Signale steuern dann
die Differenzierung in Richtung einer Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zelle. Diese zusatzlichen
Signale werden sowohl durch Zytokine als I6sliche Faktoren als auch durch direkten zellularen
Kontakt vermittelt und rdumen somit der jeweiligen APZ eine wichtige Rolle am Ausgang einer
Immunantwort ein. Wahrend es noch weitestgehend unbekannt ist, welche Adhasions- oder
kostimulatorischen Molekile an der Polarisierung in Richtung Typ 1 odert Typ 2 beteiligt sind,
konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dall DZ und M® mit einer IL-12-Ausschittung auf die
Stimulation Uber CD40 reagieren (Koch et al., 1996; Kato et al., 1996). Dieses IL-12 bedingt dann
die Differenzierung der beteiligten Th-Zelle in Richtung einer Typl Effektor Th-Zelle (Germann et
al., 1993; Seder et al., 1993). B-Zellen hingegen sekretieren kein IL-12 und spielen wahrscheinlich
bei der Induktion von Typ 2 Effektor Th-Zellen die gréRere Rolle (s.Abb.2) (Stockinger et al., 1996).

Adhasionsmolekdile

MHC 11

APZ

naive T-Zelle

, aktivierte
Signal =P T 701

N

Typ1l Typ 2
pro-inflammatorische anti-inflammatorische
Zytokine: Zytokine:

IFNy, TNFa, IL-2 IL-4, IL-5, IL-6, 1L-13,
(IL-10)

—» zellulare Immunantwort  —» humorale Immunantwort

Abb.1 Schematische Darstellung der Interaktion zwischen naiver Th-Zelle und Antigen-prasentierender Zelle
(APZ). Der primare Kontakt fuhrt zur IL-2 Produktion der Th-Zelle. Die aktivierte Th-Zelle kann dann durch
zusétzliche Signale zu einer Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zelle differenzieren, die durch ihre jeweilige
Zytokinproduktion die zellulare bzw. die humorale Immunantwort kontrolliert.
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Im Gegensatz zu aktivierten humanen T-Zellen, die eine schwache MHC II-Expression zeigen,
findet man auf murinen T-Zellen Uberhaupt kein MHC II-Molekile exprimiert. Fir die Maus schlief3t
man deswegen eine Antigen-spezifische Interaktion zwischen Th-Zellen aus. Dennoch
kommunizieren Th-Zellen Uber die sogen. ,bystander“-Effekte miteinander. Bereits polarisierte
Effektor Th-Zellen sind somit in der Lage, auf naive oder auch auf weniger differenzierte Th-Zellen
einen Einflul auszulben.

Nach mehrmaligem Antigenkontakt verfestigt sich entweder das Typ 1- oder das Typ 2 Zytokin-
Expressionsmuster, es entstehen die Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zellen und diese sind in ihrer
Zytokinproduktion nur noch bedingt reversibel: Man geht davon aus, dal3 Typl Effektor Th-Zellen
nicht mehr zur Typ 2-Zytokinproduktion gebracht werden kénnen, da das STAT-6, welches das
Uber den IL-4 Rezeptor (IL-4R) vermittelte und zur Typ 2- Differenzierung benétigte Signal
weiterleitet, in terminal differenzierten Typl Effektor Th-Zellen schwécher exprimiert und
unvollstandig phosphoryliert wird (Huang and Paul, 1998). Typ 2 Effektor Th-Zellen hingegen
kénnen zu Typ 1 Effektor Th-Zellen revertieren, da der fur die Typ 1 Differenzierung benétigte IFNy
Rezeptor (IFNyR) auf Typ 2 Zellen durch entsprechend hohe Konzentrationen an IL-12 reinduziert
werden kann (Guler et al., 1997).

s IL-12 -

B o
K o
0

kein IL-12

Abb.2 Die drei Typen der professionellen Antigen-prasentierenden Zellen und die von ihnen
induzierten Effektor Zh-Zellen. Durch die Sekretion von IL-12 beglinstigen die Makrophagen (M®) und die
dendritischen Zellen (DZ) eine Differenzierung zu Typ 1 Effektor Th-Zellen. Die B-Zellen (B) sekretieren kein
IL-12 und foérdern die Entwicklung von Typ 2 Effektor Th-Zellen, die dann T-Zellhilfe bieten.

Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronisch entziindliche Erkrankungen, bei der die Typ 1 Effektor
Th-Zellen Gberwiegen (Muller et al., 1998). Dabei glaubt man, dal3 das fiir das chronische Stadium
charakteristische Ungleichgewicht zugunsten der Typ 1 Zytokine durch einen Krankheit-
auslésenden Prozel3, z.B. eine Infektion, eingeleitet wird. Aufgrund der Haufigkeit von RA und der
— wenn auch ungleichen — Verteilung Uber die gesamte Erde kdénnen die auslésenden Erreger
keine seltenen Keime sein. Warum also reagieren manche Individuen mit einer Immunantwort, die
in einer chronisch entziindlichen Erkrankung mindet? Und wirde eine starkere Typ 2 Antwort zum
richtigen Zeitpunkt die Typl Effektor Th-Zellen wieder in ein Gleichgewicht zuriichdrangen? Um
diese Frage zu beantworten, muf3 man verstehen, wie die Zytokinexpression von Th-Zellen am
besten manipuliert werden kann und wie Th-Zellen miteinander kommunizieren. Mit dieser
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Problematik beschéftige ich mich in dem Kapitel ,T-Zellkommunikation im 3-Zelltyp-Cluster*.

An dieser Stelle moéchte ich auf den angeborenen Zweig des Immunsystems eingehen, der bei der
Differenzierung zu Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zellen sicherlich eine grdl3ere Rolle spielt, als
bisher angenommen wurde. Dabei ist sowohl die Effizienz, mit der Antigen présentiert wird, von
entscheidender Bedeutung als auch die Zytokinproduktion der APZ, die das jeweilige Antigen
prasentiert, (s.Abb.2). Uber die Zytokinproduktion kontrolliert die APZ die Antwort der mit ihr
interagierenden Th-Zelle: Bei der Differenzierung zu Typ 1 Effektor Th-Zellen spielt 1L-12 eine
grof3e Rolle, wobei IL-10 der Typ 1-Differenzierung entgegenwirkt (s.Abb. 3) (Mitchison et al., im
Druck). Woher das initiale IL-4 kommt, von dem man annimmt, dal3 es fur die Typ 2-Entwicklung
benétigt wird, ist noch weitgehend unklar aber es werden sowohl die CD4" Th-Zellen selbst als
auch NK1.1" Zellen diskutiert (Yoshimoto et al., 1994). Die Effizienz der Antigen-Présentation
hangt dann von der Antigen-Konzentration (Constant et al., 1995; Hosken et al., 1995) der Qualitat
und Quantitat der kostimulatorischen Molekulen (Croft et al., 1992) und der MHC II-Dichte auf der
jeweiligen Antigen-prasentierenden Zelle ab (Baumgart et al., 1998; Stockinger et al., 1996)

deeeccccenss

IL-12 ®

A
Y.I.L-4
IL-10

Abb. 3: Zusammenspiel verschiedener Zytokine bei der Typ 1-/Typ 2-Differenzierung. Typ 1 Effektor Th-
Zellen aktivieren ruhende Antigen-prasentierende Zellen (APZ) und stimulieren sie zur IL-12 Produktion, die
widerum eine Typ 1-Differenzierung unterstiitzt. Von Typ 2 Effektor Th-Zellen sekretiertes IL-10 inhibiert die
Aktivierung der APZ, verhindert dadurch die IL-12 Sekretion und begunstigt Typ 2-Differenzierungen.
Durchgezogene Pfeile symbolisieren Differenzierungen, gestrichelte Pfeile und Linien symbolisieren die
Richtung, in der Zytokine aktivierend (+) oder inhibierend (-) wirken.

Beide, die Rheumatoide Arthritis und ihr Mausmodell, die Kollagen-induzierte Arthritis, zeigen
neben der Typ 1- auch eine Typ 2 Komponente. Rheumafaktor® (RF") Patienten, das sind
Patienten mit erhdhtem Titer an Autoantikérpern gegen Immunglobuline, zeichnen sich z.B. durch
einen schwereren Verlauf aus als RF- Patienten (Paimela et al., 1995). Und bei einigen Patienten
findet man in den Synovialmembranen Infiltrate mit Keimzentrum-ahnlichen Strukturen, die auf Th-
Zellhilfe und damit auf Typ 2-Zytokine hindeuten (Berek and Kim, 1997). Bei der Kollagen-
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induzierten Arthritis in der Maus konnte zusatzlich gezeigt werden, daf3 fir die Auspragung der
Erkrankung eine friihe Ausschittung von Typ 2-Zytokinen nétig ist. Die Arthritis wurde verhindert,
wenn die Mause zum Zeitpunkt der Immunisierung mit Kollagen zuséatzlich mit einem IL-4-
neutralisierenden Antikdrper behandelt wurden (Hesse et al.1996).

2.5 Genetik von Autoimmunerkrankungen

Bei der Aufklarung genetischer Einflisse auf die Entstehung von Autoimmunerkrankungen spielen
Zwillingsstudien und die Analyse grol3er Familien mit mehreren betroffenen Individuen eine grofRe
Rolle. Tabelle 1 beschreibt die Haufigkeit verschiedener Autoimmunerkrankungen in der
Gesamtbevolkerung, bei Geschwistern und bei monozygoten Zwillingen (Vyse and Todd, 1996 und
Ollier and Symmons, 1992).

Die As-Werte geben das Risiko fur Geschwisterkinder von Patienten, an der gleichen
Autoimmunerkrankung zu erkranken, an. Geschwisterkinder von RA-Patienten haben demnach im
Vergleich zur Gesamtbevdlkerung ein 8-fach hoheres Risiko, ebenfalls an RA zu erkranken. Dass
die Gene aber nicht die einzige Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen spielen,
geht aus dem Erkrankungsrisiko monozygoter Zwillingspartnern hervor, wenn der erste Zwilling
bereits unter einer Autoimmunerkrankung leidet. Bei dem SLE stellen die Gene fast 60% des
Risikos zu erkranken dar, wohingegen bei der RA die Gene nur zu 32% beitragen und die
Umweltfaktoren die weitaus groéfRere Rolle zu spielen scheinen. Welche Umweltfaktoren fir die
Entstehung welcher Autoimmunerkrankung verantwortlich sind, ist noch véllig unklar. Bei den
Genen beginnen wir langsam zu verstehen, welche eine Rolle spielen kdnnten und wir wissen
mittlerweile, dafd Autoimmunerkrankungen nicht durch einzelne sondern durch das Zusammenspiel
mehrerer Gene ausgeltdst werden. Aus dem Vergleich der As- mit den MHC As-Werten in Tabelle
1 geht hervor, daR die MHC-Gene in unterschielichem Ausmal} zu dem Risiko zu erkranken
beitragen. Bei der Colitis ulcerosa stellen sie fast 70% und bei der RA 20% des genetischen
Risikos (Tab. 1).

Tabelle 1: Haufigkeiten von Autoimmunerkrankungen in der Gesamtbevélkerung und in Familien

Gesamt- Geschwister  As monozygote MHC As

bevdlkerung Zwillinge
Psoriasis 2.8% 17.0% 6 n.b. n.b.
Rheumatoide Arthritis 1.0% 8.0 % 8 32% 1.6
Diabetes mellitus 0.4 % 6.0 % 15 50 % 24
Colitis ulcerosa 0.1% 12% 12 n.b. 8.3
SLE 0.1 % 2.0% 20 57 % n.b.
Multiple Sklerose 0.1% 2.0% 20 25 % 2.4

n.b.: nicht bestimmt; As= Risiko der Geschwister/Risiko in der Gesamt-Bevolkerung, zu erkranken
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Welche Gene — zusétzlich zu den MHC-Genen — eine Rolle spielen kénnten, wird hauptséchlich
an Mausmodellen und mit Hilfe der Mikrosatelliten-Technik in Kombination mit Genom-Scans
untersucht. In NOD- und in NZBXNZW Mausen, Modelle fur den Diabetes mellitus und den SLE,
wurden insgesamt 26 bzw. 14 an der Entstehung der Erkrankung beteiligten Genloci
beschrieben, wobei die einzelnen Gene noch nicht identifiziert sind (Vyse and Todd 1996; Vyse
and Kotzin, 1998). Im Menschen konnte fiir den SLE bereits gezeigt werden, dal} fehlerhafte
Komplement-Komponenten, verringerte Komplement-Rezeptor Expression, Polymorphismen in
Fcy-Rezeptoren sowie durch einen Genpolymorphismus hervorgerufene reduzierte TNFa-Spiegel

mit der Auslésung der Erkrankung assoziiert sind (Vyse and Kotzin, 1998).

Insgesamt haben die Zytokingene und dazugehdrige Polymorphismen, die sich auf die Expression
auswirken, im Zusammenhang mit der Genetik von Autoimmunerkrankungen eine hohe
Aufmerksamkei erlangt. Aber nur an wenigen Beispielen konnte tatsachlich eine Assoziation
zwischen genetisch bedingter Uber- oder Unterproduktion pro-inflammatorischer Zytokine und dem
Auftreten einer Autoimmunerkrankungen gezeigt werden. Eines dieser Beispiele ist die
ankylosierende Spondylitis, bei der der —308.1 Polymorphismus im TNFa-Gen mit dem Auftreten
der Erkrankung assoziiert wurde (McGarry et al, 1999). Weitere Beispiele sind die frihkindliche
Oligoarthritis Typ | und die RA, bei denen das Vorhandensein des IL-1A2-Allels mit dem Auftreten
der Erkrankung (McDowell et al., 1995) bzw. mit erhdhten Krankheitsparametern korreliert wurde
(Jouvenne et al., 1999).

Gemeinsam ist allen Autoimmunerkrankungen eine Assoziation mit bestimmten HLA-Haplotypen
der Klasse | oder Il (s. Tab. 2). Dabei gibt es sowohl positive als auch negative Assoziationen, die
fur die jeweilige Erkrankung krankheitsassoziierte, neutrale und protektive Haplotypen und Allele
definieren. DRB1*03 und DRB1*04 sind z.B. positiv mit dem Diabetes mellitus assoziiert,
wohingegen DRB1*02 negativ assoziiert ist und als protektiv gilt.

Bei der RA spielen ebenfalls die HLA-DRB1-Gene eine wichtige Rolle. Allerdings kann es in
Abhéngigkeit vom jeweiligen Patientengut erhebliche Unterschiede fur die Haufigkeiten
assoziierter HLA-Haplotypen geben. Da die RA von Patient zu Patient einen sehr
unterschiedlichen Verlauf nehmen und von leichten Entziindungen in wenigen Gelenken bis zu
vollsténdigen Erosionen mit Systembeteiligung das gesamte Spektrum abdecken kann, ergibt die
Analyse einer gemischten friilhen Kohorte andere Daten als die Analyse ausschlie3lich schwerer
Falle, die im spateren Verlauf der Erkrankung gezielt ausgesucht werden kénnen (Listing et al.,
2000; Weyand et al., 1995; Valenzuela et al., 1999).

Bei RA-Patienten kaukasischen Ursprungs, die die am besten untersuchte Patientengruppe
darstellen, sind deutliche Unterschiede zwischen Rheumafaktor (RF)+ und RF- Patienten
beschrieben worden. So haben Weyand et al. eine Kohorte beschrieben, bei der 91 % der RF+
Patienten — im Vergleich zu nur 22% der Kontrollen — Gene der Gruppe HLA-DRB1*04 tragen
(Weyand et al., 1995). Bei RF- Patienten waren nur etwa 35 % positiv fir Gene der Gruppe HLA-
DRB1*04, dafir exprimierten 50 % der HLA-DRB1*04- RA-Patienten Gene der Gruppe HLA-
DRB1*01. Bei den Kontrollen exprimierten nur 27 % Gene der Gruppe HLA-DRB1*01. Ferner
konnten Weyand et al. bei kaukasischen RA-Patienten den Krankheitsverlauf mit dem
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Tabelle 2: Assoziationen zwischen Autoimmunerkrankungen und HLA- Haplotypen

Haufigkeit in %

Erkrankung HLA-Haplotyp Patienten Kontrollen
Ankylosierende Spondylitis HLA-B27 90 9
Reaktive Arthritis HLA-B27 79 9
Rheumatoide Arthritis DRB1*04 69 34
Frihkindl. Polyarthritis DRB1*11 55 25
DRB1*08 38 7
DPB1*0201 61 21
SLE DRB1*03 66 25
Diabetes mellitus DRB1*03 52 25
DQB1*0201 66 45
DRB1*04 77 34
DQB1*0302 60 14
DRB1*02 7 28
DQB1*0602 3 17
Zoliakie DRB1*03 78 25
Myasthenia gravis DRB1*03 45 25
Multiple Sklerose DRB1*02 61 28

Aus Ollier and Symmons, 1992

Vorhandensein bestimmter HLA-DRB1-Gene korrelieren (Weyand et al.,, 1995): Das Gen
DRB1*0401 wurde mit den schwersten Krankheitsverlaufen in Verbindung gebracht, gefolgt von
DRB1*0404 und DRB1*0101.

Als protektiv im Zusammenhang mit der RA und dem Diabetes mellitus sind Gene der Gruppen
HLA-DRB1*05, *07 und am deutlichsten der Gruppe *02 beschrieben worden (Lang et al., 1990;
Stastny et al., 1988; Todd et al., 1987). Innerhalb eines Kontroll-Kollektivs exprimieren etwa 28 %
HLA-DRB1*02, bei RA-Patienten sind es nur 16 % und bei Diabetes mellitus Patienten findet man
— je nach Studie — 7% und weniger HLA-DRB1*02 positive Patienten (Stastny et al., 1988).

Die Mechanismen, mit denen die HLA-Gene Empfanglichkeit gegentber Autoimmunerkrankungen
bzw. Schutz davor vermitteln, sind weitgehend unbekannt und ihnen gilt mein besonderes
Interesse. Fir die mit der RA assoziierten HLA-Gene DRB1*0101, *0404 und *0408 wurde eine
strukturelle Gemeinsamkeit gefunden, die auf der Aminosauresequenz QRRAA in der dritten
hypervariablen Region des MHC-Molekiils, welche die Peptid-bindende Grube bildet, beruht.
Geringfiigige Variationen davon findet man bei DRB1*0401 (QKRAA) und DRB1*10 (RRRAA) (Hall
et al., 1996). Diese Homologien haben zu der ,shared epitope” Hypothese gefuhrt. Die ,shared
epitope” Hypothese beinhaltet, dal MHC-Molekile mit den o.a. Homologien in der Peptid-
bindenden Grube die krankheits-induzierenden Peptide binden und den T-Zellen prasentieren
kénnen und damit die Autoimmunreaktion erméglichen (Gregersen et al., 1987). Alternativ kénnten
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die MHC-Molekule selbst die krankheitsinduzierenden Peptide liefern (Zanelli et al., 1996; Paul et
al., 1993) und an der Formung des T-Zellrezeptor-Repertoires mitwirken.

Obwohl die ,shared-epitope-Hypothese" zunéchst viele Anhanger gefunden hat, birgt sie doch
mehrere Unstimmigkeiten. Abb. 4 listet alle bisher in der Genbank deponierten HLA-DRB1-Allele
auf, die durch ein ,shared epitope” charakterisiert sind. Da wesentlich mehr Gene ein ,shared
epitope” tragen, als mit der RA assoziiert sind, muf3 man zusétzliche Faktoren annehmen, die die
Entstehung der RA beeinflussen. Des weiteren geht aus Tabelle 2 hervor, dal3 sowohl die RA als
auch der Diabetes mellitus mit DRB1*04-Genen assoziiert sind. Es ist schwer vorzustellen, daR
beide Erkrankungen durch das gleiche oder ein &hnliches krankheitsinduzierendes Peptid
hervorgerufen werden bzw. daR beide Erkrankungen dasselbe T-Zellrezeptor-Repertoire
bendétigen. Noch unverstandlicher ist die Situation fir DRB1*03-Gene, die sowohl mit dem
Diabetes mellitus, dem SLE, der Zoliakie u.a. assoziiert sind.
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Abb.4 Aminosauresequenz aller DRB1-Allele mit einem “shared epitope”. Die Abbildung zeigt den
jeweiligen Vergleich mit der Konsensus-Sequenz, die in der obersten Zeile steht. Ubereinstimmungen sind
durch einen Strich, Unterschiede durch die entsprechende Aminosaure gekennzeichnet. Die dem “shared
epitope” entsprechende Sequenz ist fett gedruckt, die Namen der Allele stehen links.

Wie also kénnte man die Assoziation von ganzen Gruppen von Autoimmunerkrankungen mit
bestimmten HLA-Haplotypen erkldren? Bevor ich mein Modell, mit dem ich diese Frage zu
beantworten suche und um das sich die vorliegende Arbeit dreht, vorstelle, méchte ich noch einmal
auf die Maus zuriickkommen. In der Maus gibt es eine Reihe von Beobachtungen, die andeuten,
daR den protektiven MHC-Allelen eine weitaus grof3ere Bedeutung zukommt als bisher
angenommen. Das Mausmodell fir die RA, die Kollagen-induzierten Arthritis (CIA), zeigt —
ebenfalls wie die RA - eine deutliche Assoziation mit MHC II-Genen und kann nur in
Mausstammen des H-2q oder H-2r Haplotyps ausgeltst werden (Holmdahl et al., 1992; Gonzalez-
Gay et al., 1994). Als protektiv im Zusammenhang mit der CIA gelten das I-Ab sowie das I-E
Molekil. Beide sind zusatzlich bei der Aushildung von Antikérpern (Brunner et al., 1995) oder bei
der Entstehung des Diabetes in NOD-Mausen (Hanson et al., 1996) als immunsuppressiv bzw.
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protektiv definiert worden. Das Vorhandensein von nur einem protektiven Allel hat in F1-Mausen,
die einen protektiven und einen krankheitsassoziierten I-Aq Haplotypen exprimieren, ausgereicht,
die Entstehung der CIA zu verhindern bzw. den Verlauf stark abzuschwéchen (Lund et al., 1990;
Merino et al., 1993; Mitchison and Brunner, 1995; Nishimoto et al., 1987; Oliveira et al., 1985;
Uehira et al., 1989).

Diese Beobachtung deutet darauf hin, dall die protektiven Allele einem aktiven
Wirkungsmechanismus unterliegen. Sie konnte ferner bedeuten, da3 das Vorhandensein zweier
krankheits-assoziierter HLA-Allele deswegen zu einem schwereren Krankheitsverlauf fihrt, weil
kein protektives Allel entgegenwirkt.

Ich méchte nun mein Modell der differentiellen MHC II-Expression, mit dem sich ein aktiver
Wirkungsmechanismus der protektiven Allele erklaren laft, einfuhren. Dieses Modell sieht vor,
daf die verschiedenen MHC II-Molekile auf den unterschiedlichen Antigen-prasentierenden Zellen
(APZ) unterschiedlich stark exprimiert werden. Aus einer quantitativ differentiellen Expression der
verschiedenen Haplotypen folgen Unterschiede in den jeweiligen Interaktionen zwischen Th- und
Antigen-prasentierenden Zellen, daraus folgen unterschiedliche Polarisierungen der Th-Zell-
Antworten und schlieRRlich eine Pradisposition fir oder Schutz vor Autoimmunerkrankungen (s.
Abb. 5).

% MHC 11-MolekYle
unterschiedlicher Haplotypen

Abb.5 Modell der differentiellen Expression von MHC II-Genen. Quantitative Unterschiede in der
Dichte von MHC II-Molekiilen auf der Oberflache der jeweiligen APZ bedingen quantitative Unterschiede in
der Interaktion mit Th-Zellen und resultieren somit in unterschiedlichen Polarisierungen.

Durch eine stete Polarisierung des Immunsystems in Richtung von Typ 1 Effektor Th-Zellen
wiirden solche Autoimmunerkrankungen, die durch ein Uberwiegen der Typ 1 Zytokine
charakterisiert sind, in ihrer Entstehung und/oder ihrem Fortlauf beglnstigt. Alternativ wére
denkbar, dal3 die Typ 2 Zytokin-Ausschittung, die z.B. fir die Induktion der CIA benétigt wird,
durch die Polarisierung in Richtung Typ 1 Effektor Th-Zellen unterbunden wird und es dadurch zum
Schutz vor der Erkrankung kommt. Umgekehrt wiirde eine Polarisierung des Immunsystems in
Richtung von Typ 2 Effektor Th-Zellen diejenigen Autoimmunerkrankungen begiinstigen, die durch
ein Uberwiegen der Typ 2 Zytokine gekennzeichnet sind.
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Gibt es bereits Hinweise auf eine differentielle Expression der MHC Il Gene? Eine Korrelation von
unterschiedlichen H-2 Haplotypen und unterschiedlicher Zytokinproduktion wurde zum ersten Mal
im 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (HPPD)-System beschrieben, wo kongene Mause, die
entweder den H-2k oder den H-2b Haplotypen tragen, mit allo-HPPD immunisiert wurden.
Innerhalb von 24 Stunden nach der Immunisierung reagierten die H-2k Mause mit einer IL-4
Ausschittung und spater mit einer Antikbrperproduktion. In Mausen mit dem immunsuppressiven
H-2b Haplotyp und auch in H-2k x H-2b F1-Mausen hingegen konnte weder eine IL-4
Ausschuttung noch eine Antikérperantwort beobachtet werden (Brunner et al. 1995).

Die bereits erwdhnte friihe IL-4 Ausschittung, die mit der Auslésung der CIA in empfanglichen
Méausen korreliert ist, konnten Hesse et al. zeigen, indem sie die Entstehung der Erkrankung durch
die Gabe von neutralisierenden anti-IL-4 Antikdrpern zum Zeitpunkt der Immunisierung mit
Kollagen verhindern konnten (Hesse et al., 1996). Ferner wurde fur den I-ABb-Promotor ein
einzelner Basenpaar-Austausch gefunden, der diesen Promotor von allen anderen [|-A(-
Promotoren unterscheidet und in einer Makrophagen-Zellinie zu einer erhdhten Transkription des
Reportergens fuhrt (Janitz et al., 1997). Unter der Voraussetzung, daf3 sich eine erhdhte
Transkription auch in der Proteinexpression niederschlagt und die I-Aa-Kette nicht limitierend ist,
wirde man auf Makrophagen eine erhdhte Dichte an I-A° Molekulen und damit eine erleichterte
Interaktion mit 1-A® restringierten T-Zellen erwarten.

Mein Ziel bei der vorliegenden Arbeit war es, die differentielle MHC Il Expression im Menschen und
in der Maus nachzuweisen und eine funktionelle Bedeutung mit dieser Expression verbinden zu
kénnen. Ferner mdchte ich einen Weg aufzeigen, in bestehende Typ 1/Typ 2 Ungleichgewichte,
wie sie fur Autoimmunerkrankungen charakteristisch sind, einzugreifen, um eine Abschwéchung
der Autoimmunreaktion zu bewirken.
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3 Ergebnisse

3.1 Differentielle Expression der MHC Il Gene in der Maus

3.1.1 invivo Analyse der differentiellen MHC Il Expression
3.1.1.1 B-Zellen stellen den groRten Anteil an APZ im Lymphknoten

In der Maus gibt es zwei verschiedene MHC Il Molekiile, das I-A und das I-E, die zusammen den
H-2 Haplotypen bestimmen. Um die MHC Il-Expression auf den verschiedenen Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) im Verlauf einer Immunantwort zu untersuchen, wurden B10. Mause
mit jeweils 200 pg KLH in Adjuvans nahe der Schwanzwurzel immunisiert, die ableitenden
Lymphknoten nach 12, 36, 50 bzw. 98 Stunden isoliert, zu Einzelzell-Suspensionen verarbeitet und
die B-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen wurden mit Zelltyp- sowie MHC ll-spezifischen
Fluoreszenz-markierten monoklonalen Antikdrpern (mAk) angeféarbt und im DurchflulRzytometer
analysiert. So konnten die Anteile der B220" B-Lymphozyten an den mononukledren Zellen der
Lymphknoten mit im Mittel 25% zu Beginn der Immunantwort und 35% nach 41/2 Tagen als
zahlenmaRig starkste APZ-Population ermittelt werden (Abb. 6A). Die Anteile der CcD11b"
Makrophagen schwankten zwischen 2.5% am Tag 0.5 und 3.2 am Tag 4.5 und erreichten den
maximalen Anteil von 4% am Tag 1.5. Die CD1lc’ dendritischen Zellen stellten die kleinste
Population und erreichten ihren maximalen Anteil von 0.5% am Tag 2.5 (Abb. 6A). Diese Analysen
wurden mit 5 verschiedenen kongenen B10. Mausstammen durchgefuhrt, deren I-A und I-E
Molekile in Tabelle 3 aufgelistet sind. Die jeweiligen Anteile der APZ-Populationen zu den
verschiedenen Zeitpunkten nach der Immunisierung waren fir alle 5 getesteten Stamme identisch.

3.1.1.2 Differentielle Expression der MHC Il Gene auf Lymphknoten-Makrophagen

Parallel zu der Bestimmung der Anteile der APZ im Lymphnoten wurde die Expression der MHC Il
Molekile auf den verschiedenen APZ im Verlauf einer Immunantwort untersucht. Die Expression
der MHC Il Molekile wurde als mittlere Fluoreszenzintensitat (mFi) und Verédnderungen in der
Expression im Verlauf der Immunantwort als Anstieg der mFi gemessen. Die fur die einzelnen
Haplotypen ermittelten mFi kénnen nicht direkt miteinander verglichen werden, da sie durch
unterschiedliche mAk hervorgerufen werden. Wir haben deshalb fiir jeden Haplotypen die mFi auf
B-Zellen zu Beginn der Immunantwort als Bezugspunkt gewahlt und als 1 festgelegt, um dann eine
Veranderung in der MHC Il Expression und die Expression auf dendritischen Zellen und
Makrophagen mit der frihen Expression auf B-Zellen vergleichen zu kénnen. AnschlieBend konnte
die Verteilung der MHC Il Expression bei den verschiedenen Haplotypen miteinander verglichen
werden (Abb. 6B). Wir konnten so fiir beide, die I-A% und die I-EX Expression auf B-Lymphozyten
einen langsamen Anstieg zeigen, der sich nach 4.5 Tagen mit einer 3-4fach hoéheren mFi
beschreiben lalkt. Dendritische Zellen exprimieren die meisten MHC Il Molekiile und sind durch
eine 20-30fach hohere mFi als B-Lymphozyten charakterisiert, die sich im Verlauf der
Immunantwort kaum verédndert. In bezug auf die MHC Il Expression auf B-Zellen und
dendritischen Zellen &hneln sich die verschiedenen Haplotypen sehr (nicht alle Daten sind
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gezeigt). Allerdings gibt es in bezug auf die MHC Il Expression auf Makrophagen Unterschiede
und Abbildung 6B zeigt mit dem Verlauf der Expression vom I-A%im
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Abb.6 APZ-Populationen und MHC Il Expression im Verlauf einer Immunantwort. In A sind die Anteile
der B220" B-Zellen, CD11c” dendritischen Zellen und der CD11b* Monozyten in % der mononukledren
Lymphknoten-Zellen im Verlauf einer Immunantwort dargestellt. B zeigt die I-A% und die I-E¥ Expression auf
B220", CD11c’ und CD11b" Zellen. Um einen Vergleich der mFi zu erméglichen, ist die MHC Il Expression
auf den B220" B-Zellen jeweils zu Beginn der Immunantwort als 1 festgelegt und alle weiteren Messungen
beziehen sich auf diesen Wert.

Vergleich zum I-EX Molekiil die beiden beobachteten Extreme: Obwohl sich die Expression beider
Molekile auf Makrophagen im Verlauf der Immunantwort kaum &ndert, ist die mFi fir das -EX
Molekil am Tag 0.5 etwa doppelt so hoch wie auf B-Zellen und es dauert bis nach Tag 3, bis B-
Zellen und Makrophagen die gleiche mFi zeigen. Erst am Tag 4 ist die mFi auf B-Zellen héher als
auf den Makrophagen. Anders fur das I-A% Molekil: Hier ist die mFi auf B-Zellen von Anbeginn an
hoéher als auf den Makrophagen (Abb. 6B) und deutet bereits auf eine differentielle Expression der
MHC Il Molekile auf den Makrophagen hin.

3.1.2 in vitro Analyse der MHC Il Expression auf den Antigen-prasentierenden
Zellen

3.1.2.1. Verlangerte Expression zweier protektiver Allele auf Knochenmark-
Makrophagen

Um die Kinetik der MHC Il Expression auf Makrophagen untersuchen zu kdnnen, wurde das
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Knochenmark verschiedener Mausstamme isoliert und in konditioniertem Medium — bestehend aus
30% L929 Uberstand (Stanley et al., 1978) — fiir 25 Tage kultiviert und so die Entwicklung von
Knochenmark-Makrophagen ermdoglicht. Uber diesen Zeitraum wurden die CD11b Expression als
Mal fur die Entwicklung von adherent wachsenden Makrophagen sowie die MHC Il Expression als
Differenz zwischen der mFi ungefarbter und geférbter Makrophagen gemessen. Nach etwa 7
Tagen enthielten alle Kulturen zwischen 95 und 99% CD11b" Zellen, wobei die CD11b Expression
Uber den Zeitraum von 25 Tagen — ebenfalls in allen Kulturen — langsam abnahm (s. Abb. 7). Bei
der Messung der MHC Il Expression haben wir uns auf die als protektiv/iimmunsuppressiv
beschriebenen 1-A” und I-E¥, auf die als neutral geltenden I-A” und I-A* sowie auf das mit der CIA

assoziierte I-AY Molekil konzentriert.

Fur die I-A° und I-E¥ Expression auf Knochenmark-Makrophagen konnte gezeigt werden, dass die
Kinetiken der MHC 1l Expression etwa parallel zur CD11b Expression verlaufen, d.h. langsam ber
die 25 Tage in vitro Kultur abfallen (Abb. 7). Die Kinetiken der der I-A%, 1-A* und I-A“ Expression
hingegen fallen sehr schnell ab und nach 20 Tagen laf3t sich eine spezifische Anfarbung mit mAk
nur noch schwach beobachten. Durch die Analyse von BALB/c Mausen, der F1 aus B10.A(5R) und
BALB/c, sowie CBA/J Mausen, DBA/1 Mausen und der F1 aus DBA/1 und B10.Q konnten wir
ausschlieRen, dass die differentielle Expression auf den B10.-Hintergrund beschrankt ist (Abb. 7).

1000 4 | Ad ||, FAKIEK | I-Aq
11100 7 . . i} & ’ R
e 10 m oo ] GQ ) 4 %
< g
A N
14 - . v e l A
—a— CBA/J(I-EK)
—H— BDF1 B~ BDFL —0— CBAMJ(-AK) —&— DBAIXB10.Q
—®— BIO.AGR) L— BI0.D2 --&-- BL0.BR(I-EK) -—&-- DBA/L
---- BlOA(SR) —4— BALB/c - -- BlOBR(l-Ak)
1000 CD11b m(zzjlb | CD11b
. 1 A | R A
{7100 b o “a
£
G 10- 1
BRI LN I T RN Ry pp o
Tage Tage Tage Tage

Abb.7

Kinetiken der CD11b und MHC Il Expression auf Knochenmark-Makrophagen. Die Expression
ist als Amfi, als Differenz zwischen der mFi gefarbter und ungefarbter Zellen, angegeben. Die Angabe der
Mausstamme ermdglicht die Zuordnung der Symbole zu den jeweiligen MHC 1l Molekilen. Um individuelle
Unterschiede auszugleichen, wurde fir jede Kurve das Knochenmark von 6-10 Mausen vereinigt.
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3.1.2.2. Die differentielle MHC Il Expression ist auf die Makrophagen beschréankt

Die Quantifizierung der verschiedenen MHC Il Molekile auf den Antigen-prasentierenden Zellen
wurden sowohl an frisch aus der Maus isolierten als auch an in vitro aktivierten B-Zellen,
dendritischen Zellen und Makrophagen unterschiedlicher Haplotypen durchgefiihrt. Frische Zellen
wurden aus den Milzen nicht-immunisierter Mause isoliert und durch die Anfarbung mit mAk gegen
B220, CD11b oder CD11c identifiziert. Aktivierte Zellen waren frische B220" Milzzellen, die fur 24
Stunden mit 5ug/ml LPS stimuliert worden waren, Knochenmark-dendritische Zellen, die mit
100U/ml TNFa zur terminalen Differenzierung angeregt waren (Inaba et al. 1992) und adherent
gewachsene Knochenmark-Makrophagen. Fir die Quantifizierung wurden "Quantum Simply
Cellular Microbeads” verwendet, die aus 5 verschiedenen Populationen von Partikeln bestehen, die
jeweils eine definierte Menge von Fc-Rezeptoren auf der Oberflache tragen und damit eine
definierte Bindungskapazitat fir Maus IgG Antikorper besitzen. Mit diesen Microbeads wurde fir
jeden anti-MHC 1l mAk eine Kalibrierungs-Kurve erstellt, um die durch den jeweiligen mAk
hervorgerufene Fluoreszenz-Intensitat mit einer Bindungskapazitat korrelieren zu kdnnen, die man
dann als Malf? fur die Expression des entsprechenden MHC Il Molekiils verwendet.

Insgesamt wurde die Oberflachenexpression 5 verschiedener MHC Il Molekiile, des I-E¥, I-A®, I-A°,
I-A¥ und 1-A%, quantifiziert (Abb. 8). Auf frischen B-Zellen schwankt die MHC Il Expression je nach
Haplotyp zwischen 28.000 und 61.000 und auf LPS-aktivierten B-Zellen zwischen 230.000 und
480.000 Molekulen/Zelle, ohne signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Haplotypen.
Frische dendritische Zellen exprimieren zwischen 35.000 und 205.000 und terminal differenzierte
dendritische Zellen aus dem Knochenmark exprimieren die meisten MHC Il Molekile/Zelle,
namlich zwischen 2 x106 und 7.5x106. Auch bei den dendritischen Zellen gab es keine
signifikanten Unterschiede in der Expression der verschiedenen Haplotypen, der gréRte
Unterschied war 6-fach und wurde zwischen I-E* und I-A® gemessen (Abb. 8). Auf frische
Makrophagen war die MHC Il Expression am niedrigsten, betrug zwischen 3.400 und 7.200
Molekilen/Zelle und war fir alle Haplotypen &hnlich. Deutlich wurde die differentielle Expression
auf aktivierten Knochenmark-Makrophagen, wo etwa 680.000 I-EX und 607.000 1-A® Molekiile aber
nur 7.000 I-A% Molekiile/Zelle gemessen wurden. Hier ist die Expression der als
protektiv/iimmunsuppressiv beschriebenen MHC Il Molekile 100-fach starker als die des mit der
CIA assoziierten I-A%.

3.1.3 Immun-Deviation durch differentielle MHC Il Expression auf den Makrophagen

Um eine physiologische Bedeutung der differentiellen MHC Il Expression bei der Immunantwort zu
untersuchen, wurden die Zytokinantworten von in vitro restimulierten T-Zellen, die durch
differentiell exprimierte MHC Il Molekile restringiert waren, untersucht und miteinander verglichen.
Dazu wurden F1-Mause, die jeweils einen auf Makrophagen hoch exprimierten und einen auf
Makrophagen niedrig exprimierten parentalen Haplotyp tragen, mit clg oder KLH als Antigen in
Adjuvans immunisiert. Am Tag 7 nach der Immunisierung wurden die ableitenden Lymphknoten
entnommen, die T-Zellen in Gegenwart von Antigen und Knochenmark-Makrophagen, die
entweder den vaterlichen oder miutterlichen MHC Il Haplotypen exprimieren, restimuliert und die
resultierende Zytokinantwort gemessen. Das experimentelle Schema ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abb.8 Differentielle MHC Il Expression auf APZ. Fir die Analyse frischer und fir 24 Stunden LPS-
aktivierter B-Zellen wurden je 3-5 Milzen gepoolt und in Doppelfarbungen mit mAk gegen B220 und das
entsprechende MHC Il Molekil untersucht. Fir die Analyse frischer Makrophagen und dendritischer Zellen
wurden ebenfalls 3-5 Milzen vereinigt und Uber Tripelfarbungen mit mAk gegen CD11b, CD11c und das
entsprechende MHC 1l Molekil untersucht. Fir die Analyse der Knochenmark-Makrophagen wurde das
Knochenmark aus Tibia und Femur von je 10 Mausen vereinigt, in konditioniertem Medium mit 30% L929
Uberstand kultiviert und am Tag 7 der Kultur (vgl. mit Abb. 7) in Doppelfarbungen mit mAk gegen CD11b und
das entsprechende MHC Il Molekil untersucht. Fir die Analyse der dendritischen Zellen aus dem
Knochenmark wurde wieder das Mark aus Tibia und Femur von je 5 Mausen vereinigt, in Gegenwart von
rGM-CSF kultiviert, am Tag 6 der Kultur mit rTNFa stimuliert und am Tag 7 in Doppelfarbungen mit mAk
gegen CD11c und das entsprechende MHC Il Molekdl untersucht.
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Abb.9 Experimentelles Schema bei der Messung von T-Zellantworten in Abhangigkeit vom
restringierenden MHC Il Haplotyp. Kongene F1 Mause wurden mit 250ug clg (Huhner-Immunoglobulin) oder
KLH (Keyhole Limpet Hdmocyanin) in Adjuvans immunisiert. Die ableitenden Lymphknoten wurden isoliert,
APZ (MHC 1" Zellen) aus den Lymphknoten wurden depletiert und die T-Zellen in vitro in Gegenwart von
Antigen und Knochenmark-Makrophagen restimuliert. Die Zytokinexpression wurde als intrazellulares IL-4
oder IFNy im DurchfluRzytometer gemessen.

3.1.3.1.  Eine hohe MHC Il Expression auf Makrophagen begtinstigt eine Typl Antwort

Die Zytokinantwort der in vitro restimulierten F1 T-Zellen wurde im DurchfluRzytometer nach
intrazellularer Anfarbung von IL-4 bzw. IFNy gemessen. Abbildung 10 zeigt exemplarisch eine
FACS-Analyse von T-Zellen aus B10.A(5R) x B10.D2 Mausen, die mit KLH immunisiert worden
waren. Wie zu erwarten, werden T-Zellen in Abwesenheit von APZ nicht stimuliert und produzieren
keine Zytokine. Eine Restimulation durch Makrophagen mit hoher Dichte des I-A® Molekiils
induziert eine hoéhere IFNy-Produktion in I-A° restringierten T-Zellen (4.7%), als die Restimulation
durch Makrophagen mit niedriger I-A Expression in I-A restringierten T-Zellen (2.4%), (Abb. 10).
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Abb.10 FACS-Analyse intrazellularer IFNy Produktion. H-2b und H-2d restringierte T-Zellen aus F1
Mausen wurden in Abwesenheit von oder in Anwesenheit von H-2b und H-2d exprimierenden Knochenmark-
Makrophagen (KM-M®) restimuliert, um intrazellulares IFNy zu bestimmen (obere Reihe). Die Spezifitat der
Farbungen wurde in der unteren Reihe gezeigt, wo die IFNy-Farbung mit einem unmarkierten Antikdrper
gegen IFNy blockiert, bzw. die Zellen mit einer Fluoreszenz-markierten Isotyp-Kontrolle inkubiert wurden. Die
Ordinate zeigt die Anfarbung mit einem mAk gegen CD69, einem sehr frihen Aktivierungsmarker auf T-
Zellen.

Abbildung 11 fal3t die Ergebnisse der IFNy Produktion von je drei Restimulationsexperimenten
zusammen, in denen F1 Mause mit dem B10. Hintergrund immunisiert wurden. Dabei wurden zwei
Kreuzungen so gewahlt, dass jeweils ein hoch und ein niedrig exprimierter H-2 Haplotyp
ausgepragt werden (bxd und bxq). Die dritte Kreuzung tréagt zwei niedrig exprimierte Haplotypen
(dxq). Bei den durch das auf Makrophagen hoch exprimierte I-A° Molekiil restringierten T-Zellen
produzierten im Mittel zwischen 4 und 4.5% der T-Zellen IFNy, wohingegen es bei den durch die
auf Makrophagen niedrig exprimierten I-AY und 1-A® restringierten T-Zellen im Mittel nur 1.8 — 3%
waren. Die IFNy Antworten der I-A% und I-A? restringierten T-Zellen aus den F1 Mausen mit zwei
auf Makrophagen nur niedrig exprimierten H-2 Haplotypen brachten im Mittel nur 2.2 bzw. 2%
IFNy+ Zellen hervor (Abb. 11).
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Abb.11 IFNy Produktion von in vitro restimulierten B10. T-Zellen. Die jeweilige Restriktion der T-Zellen
sowie das von den interagierenden Knochenmark-Makrophagen (KM-M®) exprimierte MHC Il Molekul sind
angegeben. Jedes Balkendiagramm faf3t die Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten zusammen, in
denen jeweils 3-5 Mause mit KLH in Adjuvans immunisiert worden sind. Die Balken reprasentieren die
jeweiligen Mittelwerte mit Standardabweichungen. Der experimentelle Ansatz erfolgte wie in Abb. 9
beschrieben.

3.1.3.2. Eine niedrige MHC Il Expression auf Makrophagen beglnstigt eine Typ 2
Antwort

Die IL-4 Produktion von in vitro restimulierten T-Zellen wurde an Mausen mit dem BALB
Hintergrund ebenfalls intrazellular im DurchfluBzytometer bestimmt. Dazu wurden Mause der
Kreuzung BALB/b x BALB/c immunisiert und am Tag 7 wurden — wie in Abbildung 9 gezeigt — die
Lymphknoten isoliert, die T-Zellen daraus isoliert und in vitro restimuliert. Abbildung 12 zeigt
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Abb.12 FACS Analyse einer intrazellularen IL-4 Farbung. Die IL-4 Farbung der Lymphozyten ist auf der
Abszisse, die Anfarbung mit dem mAk gegen den sehr frilhen Aktivierungsmarker CD69 auf der Ordinate

gezeigt.
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exemplarisch eine FACS-Analyse, bei der 2.7% der T-Zellen, die durch das niedrig exprimierte I-A
Molekul restringiert sind, I1L-4 produzieren. Im Gegensatz dazu sind es bei den durch das hoch
exprimierte -AP restringierten T-Zellen nur 0.4%.

In Abbildung 13 sind wieder die Ergebnisse aus drei unabhéngig voneinander durchgefuhrten
Experimenten, bei denen jeweils 3-5 Mause immunisiert wurden, zusammengefal3t. Die IFNy
Produktion der in vitro restimulierten T-Zellen aus BALB M&ausen werden durch die Interaktion mit
Makrophagen mit hoher MHC Il Dichte begunstigt und bestatigten somit die Ergebnisse der
Experimente an B10. Mausen. Bei der IL-4 Produktion, die wir in den B10. Mausen kaum messen
konnten, wurde genau das Gegenteil beobachtet, namlich dass eine niedrige MHC Il Dichte auf
den Makrophagen die IL-4 Produktion férdert. Eine gemeinsame statistische Auswertung der
Daten aus Abbildungen 11 und 13 ergibt einen signifikanten Unterschied (P Wert = 0.0417)
zwischen der Zytokinantwort in Abhangigkeit von der MHC Il Dichte auf den Makrophagen.
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Abb.13 IFNy und IL-4 Produktion von in vitro restimulierten BALB T-Zellen. Die jeweilige Restriktion der T-
Zellen sowie das von den interagierenden Knochenmark-Makrophagen (KM-M®) exprimierte MHC Il Molekdl
sind angegeben. Jedes Balkendiagramm fal3t die Ergebnisse aus drei unabh&angigen Experimenten
zusammen, in denen jeweils 3-5 Mause mit KLH in Adjuvans immunisiert worden sind. Die Balken
reprasentieren die jeweiligen Mittelwerte mit Standardabweichungen. Der experimentelle Ansatz erfolgte wie
in Abb. 9 beschrieben.

3.2 Differentielle Expression der MHC Il Gene im Menschen

Nachdem wir in der Maus die differentielle Expression von MHC Il Molekiilen und deren Bedeutung
bei der Polarisierung von Th-Zell Zytokin-Antworten zeigen konnten, wurden unsere Analysen auf
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den Menschen ausgedehnt. Beim Menschen wollten wir zundchst an einer Berliner Kohorte den
EinfluR der HLA Il Gene auf die Entstehung und den Verlauf der Rheumatoiden Arthritis als
Beispiel einer Autoimmunerkrankung aufzeigen.

3.2.1 Assoziation von DR4 und DR10 mit der RA bei einer Kohorte friiher Patienten

Zunéachst wurde bei den uns zur Verfligung stehenden RA-Patienten eine Assoziation zwischen
dem HLA-DR Haplotyp und der Entstehung der Erkrankung untersucht. Die RA-Patienten
gehdrten zu einer Inzeptionskohorte, die die ACR (American College for Rheumatology)-Kriterien
von 1988 fir RA (Arnett et al., 1988) erfiillen und zu Beginn der Studie eine Krankheitsdauer von
weniger als 2 Jahren hatten (Listing et al.,, 1997). Diese Kohorte umfal3te urspringlich 302
Patienten und von 173 dieser Patienten konnte der HLA-DR Haplotyp bestimmt werden. Die
Typisierung wurde mittels der SSO-Methode durchgefiihrt (Scharf et al., 1991) und alle DR4 Gene
wurden zusétzlich sequenziert, um eine genaue Zuordnung zu einem Allel zu erméglichen.

Abbildung 14 vergleicht die HLA-DRB1 Haplotypen der Patienten mit denen von 139 gesunden
Kontrollen (Listing et al., im Druck). Bei dieser frihen Kohorte gab es — wie zu erwarten — eine
deutliche Assoziation zwischen der RA und Genen der Subgruppe HLA-DRB1*04 und *10 (Lang et
al., 1990, Weyand et al., 1995) . Eine Assoziation mit der Subgruppe *01 konnte bei diesen friihen
Berliner Patienten nicht beobachtet werden.
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Abb.14 Assoziation von DR4 und RA bei einer Kohorte friiher Patienten. Die gestreiften Balken zeigen
anteilig, wieviele Patienten welche Allele der 10 verschiedenen HLA-DRB1 Subgruppen (DRB1*01-*10)
tragen. Die weiRen Balken reprasentieren die Kontrollen.
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3.2.2 Assoziation von DR1 und DR4 mit einem schweren Krankheitsverlauf

Um den EinfluR der HLA-DRB Gene auf den Verlauf der Erkrankung zu ermitteln, wurden bei 139
Patienten in regelméRigen Intervallen die Erosionen an den Handen, den Handgelenken und den
VorderfiBen als Ratingen Score bestimmt (Rau and Herborn, 1995) und anschlieBend mit den
jeweiligen HLA-DR Haplotypen korreliert. Da der Ratingen Score fir alle Patienten zu einem
vergleichbaren Zeitpunkt im Verlauf der Erkrankung bestimmt wurde, kann er als MaR3 fir die
Schwere des jeweiligen Verlaufs herangezogen werden. Abbildung 15 vergleicht die Ratingen
Scores mit dem jeweiligen HLA-DRB1 Haplotyp und stellt jeden Patienten gemafd der beiden
vorhandenen HLA-DRB1 Allele zweimal dar. Da das Vorhandensein eines DR1-Allels — ebenso
wie die DR4 Allele — fir einen schwereren Verlauf zu sorgen schien, wird in Abb. 15 differenziert,
ob ein bestimmtes DR Allel in Kombination mit einem DR1 oder DR4 zu dem entsprechenden
Ratingen Score gefiihrt hat. Tatsachlich hatten 63% aller DR1- (17/27) und 67% aller DR4- (41/61)
positiven Patienten einen Ratingen Score von > 0. Bei allen anderen Haplotypen waren es nur 20
— 50%. Die hdchsten Ratingen Scores von Uber 30 wurden bei zwei DR4-homozygoten Patienten
und einem Patienten mit der Kombination DR4/DR5 gefunden (Abb. 15).
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Abb.15 EinfluR des HLA-DRB1 Haplotyps auf den Ratingen Score. Jeder Patient ist gemaf der beiden
vorhandenen HLA-DRB1 Allele zweimal dargestellt. Alle DR1 oder DR4 Allele sowie alle anderen Allele, die
mit einem DR1 oder DR4 kombiniert vorliegen, sind als schwarze Kreise gezeichnet. Alle weiteren
Haplotypen sind durch leere Kreise reprasentiert.

3.2.3  Erhohte DR4 Expression auf den B-Zellen von RA-Patienten

Der menschliche MHC |l Haplotyp besteht aus drei verschiedenen Molekilen, dem HLA-DP, -DQ
und dem -DR. Wahrend auf jedem menschlichen Chromosom 6 jeweils nur ein funktionelles -DP
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und -DQ Molekil kodiert ist, gibt es fir das -DR Molekil 5 verschiedene allelische Linien. Diese
verschiedenen allelischen Linien tragen alle das gleiche-DRA aber ein oder zwei verschiedene
funktionelle DRB Gene und fihren deswegen zur Auspragung von ein oder zwei unterschiedlichen
-DR Molekilen. Im Menschen gibt es 4 verschiedene Gruppen von DRB Genen, DRB1, DRB3,
DRB4 und DRBS5, die auf die 5 allelischen Linien verteilt sind. Die DRB1 Gene werden in die 10
Untergruppen DR1-DR10 unterteilt und jedes Chromosom 6 tragt ein DRB1 Allel und — je nach
allelische Linie — ein DRB3, DRB4, DRB5 oder kein weiteres funktionelle DRB Gen. Ein DR2 Allel
wird gekoppelt mit einem DRB5 vererbt, ein DR3, DR5 oder DR6 jeweils mit einem DRB3 und ein
DR4, DR7 oder DR9 jeweils mit einem DRB4. Fur die DR1-, DR10- und DR8-positiven Individuen
ist das DRB1 das einzige funktionelle Gen. Je nach Haplotyp exprimieren wir also zwischen ein
und vier unterschiedlichen HLA-DR, ein bis zwei unterschiedlichen —DP und ein bis zwei
unterschiedlichen -DQ Molekilen. Allen diesen Molekilen ist gemeinsam, dass sie die fur MHC I
Molekile charakteristische Sekundarstruktur beibehalten, aber in der Peptid-bindenden Grube
einen extrem hohen Polymorphismus entwickelt haben. Die letzte Veroffentlichung der
Nomenklatur fur HLA Molekule listet 184 DRB1, 11 DRB3, 5 DRB4 und 12 DRB5 Allele (Bodmer et
al., 1996). Aus dieser Vielfalt ist unmittelbar ableitbar, dass die Verfigbarkeit spezifischer mAk
gegen einzelne Vertreter der HLA-DR Molekile sehr begrenzt sein muf3 und eine Untersuchung
der Expression von HLA-DRB Molekulen auf menschlichen APZ deswegen nur bedingt maoglich ist.

Wir haben uns aufgrund der Verflgbarkeit von spezifischen mAk auf die Expression der mit der RA
assoziierten HLA-DRB1*04 Allele und des — je nach Studie — neutralen bis protektiven HLA-
DRB1*07 Allels konzentriert. Abbildung 16 zeigt schematisch die auf dem DR4 und DR7 Haplotyp
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Abb.16 Schematische Darstellung der DR4 und DR7 Genloci. Funktionelle Gene sind als grau unterlegte,
Pseudogene als weile Rechtecke und die dazugehérigen Promotoren als Pentagone gezeichnet. DRBS8
besteht aus den Exonen 3-6, DRB9 besteht nur aus Exon 2 und beide Pseudogene sind ohne Promotoren.
DRB7 besteht aus einem Promotor und Exon 1. Das mit dem DR7 gekoppelte DRB4 kann am 3’Ende des 1.
Introns eine defekte Splice-Schnittstelle tragen (durch ** gekennzeichnet) und wird dann nicht exprimiert. Die
verwendeten mAk und die Gene, deren Genprodukte sie erkennen, sind eingezeichnet.
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enthaltenen HLA-DR Gene und die mAk, die in den nachfolgend beschriebenen Experimenten
benutzt wurden. L243 (Shackelford et al., 1983) und Immu357 erkennen spezifisch alle DR
Molekile, NFLD.D1 (Drover et al., 1994) erkennt alle DR4 Allele und SFR16-DR7G (Radka et al.,
1984) ist spezifisch fir DR7.

In Abbildung 17 ist die FACS Analyse einer Farbung von mononuklearen Zellen aus dem
peripheren Blut eines DR4 homozygoten gesunden Spenders mit mAk gegen T-Zell-, B-Zell- und
Monozyten-spezifische Oberflachenmolekiile sowie gegen gesamt-DR und DR4 gezeigt. Wéhrend
nur wenige T-Zellen DR Molekile exprimieren, zeigen alle B-Zellen und alle Monozyten eine
positive Farbung mit dem anti DR4 und dem anti Gesamt-DR mAK.
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Abb.17 HLA-DR Expression auf T-Zellen, B-Zellen und Monozyten aus dem peripheren Blut eines DR4
homozygoten gesunden Spenders. Die oberen drei Bilder zeigen jeweils eine Doppelfarbung mit dem mAk
gegen Gesamt-DR sowie CD3, CD19 und CD14. Die unteren drei Bilder zeigen ebenfalls Doppelféarbungen,
aber mit dem DR4 spezifischen mAKk.

Zunéachst wurde die DR4 Expression auf frischen B-Zellen, Monozyten und T-Zellen aus dem
peripheren Blut von DR4 homozygoten gesunden Kontrollen und RA-Patienten analysiert. Die
Patienten wurden nochmals unterteilt, je nachdem ob sie Corticosteroide einnahmen oder nicht.
Die tagliche Dosis vom Prednisolon lag zwischen 2.5 und 20 mg/Tag.

Menschliche B-Zellen zeigen eine hohere DR4 Expression als die Monozyten und die T-Zellen
zeigen deutlich die geringste DR4 Expression. Aufgrund der unter-schiedlichen Eigenfluoreszenz
von Lymphozyten und Monozyten wurde die jeweilige Expression als Differenz der Kanalwerte
zwischen gefarbten und ungefarbten Zellen angegeben. Im Vergleich mit den B-Zellen von RA-
Patienten unter Prednisolon-Einflu zeigten die B-Zellen von Patienten, die keine Corticosteroide
einnahmen, eine signifikant héhere DR4 Expression (Abb. 18). Fir Monozyten und T-Zellen waren
diese Unterschiede vernachlassigbar.
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Abb.18 Erhéhte DR4 Expression auf den B-Zellen von RA-Patienten. Die DR4 Expression wurde auf B-
Zellen, Monozyten und T-Zellen des peripheren Bluts von DR4 homozygoten gesunden Spendern (Kontrollen)
und RA Patienten (RA) analysiert und wegen der unterschiedlichen Eigenfluoreszenz von Lymphozyten und
Monozyten als Differenz der Kanalwerte zwischen gefarbten und ungefarbten Zellen angegeben. RA (P) steht
fur RA-Patienten unter dem EinfluR von 2.5-20mg Prednisolon/Tag. Kontrollen sind durch graue, RA-
Patienten als weil3e und RA-Patienten unter Prednisolon-EinfluR als schwarze Symbole dargestellt. Die
Kreise symbolisieren die Expression auf B-Zellen, Rauten die Expression auf Monozyten und Quadrate die
Expression auf T-Zellen. Die Balken entsprechen den Medianen. Der P Wert fiir die unterschiedliche DR4
Expression auf B-Zellen von Patienten unter Prednisolon-Einflul} und auf B-Zellen von Patienten, die keine
Corticosteroide einnahmen, betragt 0.0055.

3.2.4  Differentielle Regulation der Expression von DR4 und DRB4 auf Monozyten

Die Regulation der Expression von HLA-DRB4 und DR4 Genen wurde an mononukledren Zellen
aus dem peripheren Blut dreier DR4 homozygoter Spender untersucht. Daflr wurden die Zellen
fur zwei Tage in vitro mit PMA und LPS stimuliert und die DR4 sowie die Gesamt-DR Expression
auf B-Zellen und auf Monozyten analysiert (Abb. 19). Aus der gesamt-DR Expression abzlglich
der DR4 Expression ergeben sich dann Rickschlisse auf die DRB4 Expression (s. auch Abb. 16).
Beide, die DR4 und die gesamt-DR Expression waren auf B-Zellen starker als auf den Monozyten.
Die Stimulation mit PMA und LPS hatte auf die gesamt-DR Expression auf B-Zellen und auf die
DR4 Expression auf B-Zellen und auf Monozyten kaum einen EinfluR. Bemerkenswert war ein 4-
6facher Anstieg in der Expression von gesamt-DR auf den Monozyten der drei Spender, der die
differentielle Regulation der Expression von DR4 und DRB4 zeigt.
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Abb.19 Differentielle Regulation von DRB4 und DR4 auf Monozyten. Mononukledre Zellen des
peripheren Bluts dreier DR4 homozygoter gesunder Spender wurden fiir 2 Tage mit PMA und LPS stimuliert.
Die Kinetik der DR4 und der DRB4 Expression auf B-Zellen und Monozyten wurde in Doppelfarbungen mit
mAk gegen DR4 und Gesamt-DR sowie gegen CD19 und CD14 gemesssen und als Differenz der Kanalwerte
zwischen gefarbten und ungeféarbten Zellen dargestellt. Die Expression auf B-Zellen ist durch Kreise, die
Expression auf Monozyten durch Rauten symbolisiert.

3.2.5 Differentielle gesamt-DR Expression DR4 und DR7 homozygoter B-Zellen

Um die Anzahl der verschiedenen HLA DR Molekilen auf menschlichen APZ zu quantifizieren,
wurden frische B-Zellen und Monozyten aus dem peripheren Blut von 6 DR4 und 3 DR7
homozygoten Kontrollspendern analysiert. Uber Doppelfarbungen mit CD14 bzw. CD19
spezifischen mAk wurden die gesamten DR Molekiile sowie die DR4 oder DR7 Molekile auf B-
Zellen und Monozyten bestimmt. Die Menge aller DR Molekille schwankte auf den DR4
homozygoten B-Zellen zwischen 32.000 und 98.000 Molekiilen/Zelle und war damit im Median 3.3x
héher als auf den DR7 homozygoten B-Zellen, wo die Werte zwischen 18.600 und 23.800
variierten (Abb. 20). Diese Unterschiede sind signifikant (P = 0.0173). Bei den Monozyten
schwankt die Anzahl der gesamt-DR Molekile zwischen 6.200 und 18.600 bei den DR4 positiven
Spendern und ist damit 4,9x niedriger als auf den B-Zellen. Auf den DR7 homozygoten Monozyten
habe wir zwischen 5.000 und 17.800 gesamt-DR Molekile/Zelle gemessen und das entspricht im
Median 2,6x weniger als auf den B-Zellen.

Wider unsere Erwartung waren die Unterschiede in der gesamt-DR Expression auf den B-Zellen
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nicht auf die unterschiedliche Expression von DR4 und DR7 zurtckzufihren. In Abbildung 20 ist
im mittleren Feld die DRB1 Expression dargestellt: Die B-Zellen tragen zwischen 6.600 und
20.700 DR7 und zwischen 2.200 und 6.700 DR4 Molekile auf der Oberflache. Bei den Monozyten
sind es zwischen 900 und 7.400 DR7 und zwischen 1.600 und 4.000 DR4 Molekdile. Keiner dieser
Unterschiede ist signifikant.

Sehr signifikant hingegen ist der Unterschied in der DRB4 Expression auf B-Zellen, je nachdem ob
das DRB4 mit einem DR4 oder einem DR7 gekoppelt ist. Da uns kein spezifischer anti-DRB4 mAk
zur Verfligung stand, haben wir die DRB4 Expression lber die gesamt-DR abzuglich der DRB1
Expression errechnet. Auf den DR4 homozygoten B-Zellen wurden zwischen 40.700 und 94.300
und auf den DR7 homozygoten B-Zellen wurden zwischen 3.065 und 14.800 DRB4 Molekile
bestimmt. Auf den DR4 homozygoten Monozyten waren es zwischen 4.000 und 17.000 und auf
den DR7 homozygoten Monozyten zwischen 4.000 und 10.300 (Abb. 20). Zusétzlich tragen zwei
der DR7 homozygoten Spender auf je einem Allel die DRB4 Splice-Variante (Sutton et al., 1989),
so dass die DRB4 Expression ausschlie3lich von dem zweiten Allel stammen kann.

Durch den Vergleich der Mediane wird nicht nur die unterschiedliche Menge an DR Molekilen auf
den B-Zellen DR4 und DR7 homozygoter Spender deutlich, sondern auch die unterschiedliche
Zusammensetzung: Auf den DR7 positiven B-Zellen gibt es etwa 1,5x mehr DRB4 als DR7
Molekile, wohingegen die DRB4 Molekile auf den DR4 positiven B-Zellen 26x haufiger exprimiert
werden (Abb. 20).
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Abb.20 Differentielle gesamt-DR Expression bei B-Zellen und Monozyten DR4 und DR7 homozygoter
Spender.  Signifikante Unterschiede in der DRB4 Expression (s. auch Abb.16) filhren zu einem
unterschiedlichen Anteil von DR4 bzw. DR7 an der gesamt-DR Expression. Die jeweilige Menge der DR
Molekiile ist in Antikdrperbindungs-Kapazitat gemessen, die weil3en Kreise reprasentieren die Werte fir die
DR4 homozygoten und die schwarzen Kreise fiir die DR7 homozygoten B-Zellen und Monozyten.
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3.2.6  Unterschiedliche Kopplung verschiedener DRB4-Promotoren mit DR4 und
DR7

Um herauszufinden, ob die unterschiedliche Oberflachenexpression der DRB4 Molekiile auf den B-
Zellen DR4 und DR7 homozygoter Spender auf einer unterschiedlichen Transkriptionsrate beruht,
haben wir von DR4 und DR7 positiven Spendern die jeweiligen DRB4 Promotoren sequenziert und
miteinander verglichen. Hauptséchlich haben wir dabei 3 verschiedene Sequenzen identifiziert,
namlich die in der Literatur bereits als DRB5, DRB(DR102) und DRBsDR53 bezeichneten
Promotoren (Louis et al., 1994). Wir haben bei insgesamt 16 DNA Proben von DR4 bzw. DR7
positiven Spendern keine als DRB4 bezeichnete Promotorsequenz gefunden.
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3.3 Immun-Deviation im drei-Zelltyp-Cluster

Autoimmunerkrankungen wie die Rheumatoide Arthritis und ihr Mausmodell der Kollagen-
induzierten Arthritis (CIA) sind durch ein Ungleichgewicht zwischen den Typ 1 und den Typ 2
Effektor Th-Zellen charakterisiert und von diesem Ungleichgewicht nimmt man an, dass es bei der
Entstehung der Erkrankung oder fiir deren Verlauf von Bedeutung ist (Miller et al. 1998).
Wahrend ich mich in den ersten beiden Kapiteln mit der differentiellen Expression der MHC Il Gene
und deren mdoglichem EinfluR auf die Entstehung eines Ungleichgewichts zwischen diesen
regulatorischen Effektor Th-Zellen und damit auf die Entstehung einer Erkrankung beschéftige,
dreht sich das letzte Kapitel darum, wie man ein bereits bestehendes Ungleichgewicht
beeinflussen kdnnte, um den Verlauf der Erkrankung abzuschwéchen oder gar aufzuhalten.

gekoppelte
Antigenprasentation

nicht-gekoppelte
Antigenpréasentation

Abb.21 Schema des experimentellen Ansatzes zur Untersuchung der T-Zell-Kommunikation im drei-
Zelltyp-Cluster. Bei der gekoppelten Antigen-Présentation ist die DZ mit den beiden Antigenen Cytochrom C
(CytC) und Ovalbumin (OVA) beladen, so dass die bereits polarisierte, regulatorische Typ 1 oder Typ 2
Effektor Th-Zelle Uber die DZ mit der naiven Th-Zelle in Kontakt treten kann. Bei der nicht-gekoppelten
Antigen-Prasentation sind die DZ entweder mit CytC oder mit OVA beladen, so dass die bereits polarisierten
Effektor Th-Zellen keinen direkten zelluldren Kontakt mit den naiven Th-Zelle haben.
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Die Voraussetzung fiir eine gezielte Manipulation der Zytokin-Produktion von Th-Zellen ist ein
Verstandnis daruber, wie T-Zellen Uberhaupt zur Zytokin-Produktion angeregt werden und das
haben wir untersucht. Unser experimenteller Ansatz beinhaltet bereits polarisierte Typ 1 oder Typ
2 Effektor Th-Zellen als Regulatoren, die die Zytokinproduktion naiver Th-Zellen beeinfluRen und
damit die Polarisierung einleiten sollen. Fir beide, die regulatorischen und die naiven Th-Zellen
wird das Signal, Zytokine zu produzieren, durch eine Antigen-spezifische Stimulation ausgeldst, so
dass unser System zusatzlich dendritische Zellen (DZ) als APZ enthalt. Unser Hauptinteresse galt
der Frage, ob die regulatorischen Typ 1 und Typ 2 Effektor Th-Zellen den direkten zellularen
Kontakt mit der naiven Th-Zelle tUber die DZ bendétigen, um ihren Einflu auf die naiven Th-Zellen
geltend zu machen, oder ob |8sliche Faktoren wie Zytokine ausreichen, um die Polarisierung der
naiven Th-Zellen zu induzieren. Wir haben deshalb die nicht-gekoppelte Antigenprésentation mit
der gekoppelten verglichen (Abb. 21) und als MaR fir eine effektive Kommunikation zwischen den
beteiligten Th-Zellen die Zytokinproduktion der naiven Th-Zellen nach dem ersten Antigen-
spezifischen Kontakt mit DZ in Gegenwart bereits polarisierter Th-Zellen gemessen.

3.3.1 Das experimentelle System des drei-Zelltyp-Clusters

Um die regulatorischen Effektor Th-Zellen von den naiven Th-Zellen mit der Hilfe klonotypischer
mAk unterscheiden zu kénnen, haben wir mit zwei unterschiedlichen T-Zellrezeptor (TZR)
transgenen Mausstdmmen gearbeitet. Die regulatorischen Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zellen
werden in unserem System aus 5CC7-Mausen generiert. Diese Mause tragen einen Tauben-
Cytochrom C (CytC)-spezifischen TZR, der das CytC-Peptid 88-104 im Zusammenhang mit dem |-
E* Molekiil erkennt (Seder et al., 1992). Die naiven Th-Zellen stammen aus dem zweiten TZR-
transgenen Mausstamm DO11.10, dessen T-Zellen das Huhnerei-Albuminpeptid 323-339 (OVA)
erkennen, wenn es im Zusammenhang mit einem I-A% Molekiil prasentiert wird (Murphy et al.,
1990). Damit Alloreaktionen in vitro weitestgehend ausgeschlossen werden und die DZ beide
Antigene prasentieren kdnnen, haben wir sie aus dem Knochenmark von F1-Mausen (B10.A x
BALB/c), die eine Kreuzung der beiden Hintergrundstamme der TZR-transgenen Mause sind und
damit sowohl das I-E* als auch das I-A” Molekil tragen, generiert.

Die DZ wurden in vitro nach einem veranderten Protokoll von Inaba et al. kultiviert, wobei
Knochenmark-Vorlauferzellen in Gegenwart von GM-CSF fur 6 Tage kultiviert, mit Antigen beladen
und dann mit rTNFa zur terminalen Differenzierung angeregt wurden (Inaba et al., 1992). Am Tag
7 sind etwa 30% der Zellen dieser Kulturen CD11c' /MHC II” DZ. Die naiven OVA-spezifischen Th-
Zellen wurden jeweils frisch als CD62L"/CD4" Fraktion aus den Lymphknoten und den Milzen von
DO11.10 Mausen isoliert. Fir die Generierung von Th-Effektorzell-Linien werden naive cb4’ Th-
Zellen aus den Lymphknoten und Milzen von 5CC7-M&usen isoliert, in vitro in Gegenwart von APZ,
Antigen und — fur die Generierung von Typ 1 Effektor Th-Zellen — IL-12 und anti-IL-4 mAk oder —
fur die Generierung von Typ 2 Effektor Th-Zellen — IL-4, anti-IFNy und anti-IL-12 mAk stimuliert und
mindestens 2-mal im Abstand von nicht weniger als 14 Tagen restimuliert (Schuhbauer et al.,
2000). Abbildung 22 zeigt exemplarisch die IFNy und IL-4 Produktion je einer Typ 1 und einer Typ
2 Effektor Th-Zellinie, wie sie fir die nachfolgenden Experimente verwendet wurden. Etwa 96%
der Typ 1 Effektor Th-Zellen produzierten IFNy und kein IL-4 und in 81% der Typ 2 Effektor Th-
Zellen konnten wir IL-4 und kein IFNy nachweisen.
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Abb.22 FACS-Analyse einer intrazellularen Zytokinfarbung von CytC-spezifischen Typ 1 und Typ 2
Effektor Th-Zellen. Fir die Generierung dieser Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zellinien werden naive cb4’ Th-
Zellen aus den 5CC7-Mausen isoliert, in vitro in Gegenwart von APZ, 1uM Antigen und entweder 10ng/ml IL-
12 und 10ug/ml anti-IL-4 mAk oder 30ng/ml IL-4, 10ug/ml anti-IFNy mAk und 10ug/ml anti-IL-12 mAKk stimuliert
und mehrmals im Abstand von mindestens 14 Tagen restimuliert. Die Analyse zeigt die IFNy bzw. IL-4
Produktion einer Typ 1 und einer Typ 2 Linie nach 3-maliger Stimulation. Die Prozentzahlen der cb4’
Zytokin-produzierenden Th-Zellen sind in den jeweiligen Quadranten angegeben.

Um den Einflu der regulatorischen CytC-spezifischen Effektor Th-Zellen auf die naiven OVA-
spezifischen Th-Zellen zu messen, wurden drei-Zelltyp-Cluster angesetzt. Diese Cluster bestehen
jeweils aus den regulatorischen Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zellen, naiven Th-Zellen und DZ. Bei
der gekoppelten Antigen-Prasentation werden die DZ gleichzeitig mit OVA und CytC, bei der nicht-
gekoppelten mit nur OVA oder CytC beladen (s.Abb. 21). Nach 5-7 Tagen Cluster-Kultur werden
die OVA-spezifischen Th-Zellen mit APZ aus der Milz von BALB/c Mausen und OVA restimuliert
und anschlieend die intrazellulare IFNy und IL-4 Produktion der klonotypischen CcD4" Th-Zellen
gemessen. Die Abbildungen 23a und b zeigen jeweils das Beispiel einer FACS- Analyse eines Typ
1 und eines Typ 2 Clusters. In Gegenwart regulatorischer Typ 1 Effektor Th-Zellen werden die
OVA-spezifischen Th-Zellen Gberwiegend zur IFNy und nicht zur IL-4 Produktion angeregt. Die
Situation ist im Typ 2 Cluster genau umgekehrt, hier werden die OVA-spezifischen Th-Zellen
Uberwiegend zu IL-4 produzierenden Typ 2 Th- Effektorzellen polarisiert (Abb. 23). In Abwesenheit
von regulatorischen Effektor Th-Zellen und polarisierenden Zytokinen (negative Kontrolle)
produzieren die OVA- spezifischen Th-Zellen nur wenig IFNy (zwischen 1.5 und 6.3%) und IL-4
(zwischen 0.1 und 0.7%). In Gegenwart von 10ng/ml rekombinantem IL-12 oder 30ng/ml IL-4
(positive Kontrollen) produzierten 21.4% der OVA-spezifischen Th-Zellen IFNy und nur 0.3% IL-4
(Abb. 23 a) bzw. 15.4% IL-4 und nur 1.8% IFNy (Abb. 23 b).
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Abb.23 Zytokinproduktion der OVA-spezifischen Th-Zellen im Typ 1 (a) und Typ 2 (b) Cluster. Nach 5-7
Tagen Kultur im drei-Zelltyp-Cluster wurden die OVA-spezifischen Th-Zellen mit BALB/c-APZ und 1uM OVA
fur 6 Stunden in Gegenwart von Brefeldin A restimuliert, bevor ihre intrazelluléare IFNy und IL-4 Produktion im
FACS analysiert wurde. A) FSC/SSC-Diagramm mit eingekreisten Lymphozyten (oben) und Darstellung der
klonotypischen CD4" Zellen unten. B) Vergleich der Zytokinproduktion im Cluster mit nicht-gekoppelter (oben)
und gekoppelter Antigen-Prasentation (unten). C) Zytokinproduktion der negativen Kontrolle (oben) mit F1-DZ
und naiven OVA-spezifischen Th-Zellen und der positiven Kontrolle (unten) mit F1-DZ, naiven OVA-
spezifischen Th-Zellen und entweder rIL-12 in (a) oder riL-4 in (b). Die Prozentzahlen der positiv gefarbten
Zellen sind fur jeden Quadranten angegeben.
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3.3.2 Fur eine effektive Polarisierung der naiven Th-Zellen wird die gekoppelte
Antigen-Prasentation benétigt

In drei-Zelltyp-Clustern mit regulatorischen Effektor Th-Zellen werden die OVA-spezifischen Th-
Zellen dann am effektivsten polarisiert, wenn die beiden Antigene CytC und OVA gekoppelt
préasentiert werden. Dadurch wird Uber die DZ ein zellularer Kontakt zwischen regulatorischen und
naiven Th-Zellen bewirkt und eine enge raumliche N&ahe hergestellt. Abbildung 24 falRt die
Ergebnisse aus 8 unabhangig voneinander durchgeflihrten Experimenten zusammen und
vergleicht die unterschiedliche Zytokin Produktion der negativen Kontrollen mit denen der
gekoppelten und nicht-gekoppelten Antigen-Prasentation im Typ 1 und Typ 2 Cluster. Fir das
drei-Zelltyp-Cluster mit Typ 1 regulatorischen Effektor Th-Zellen lag der Anteil der IFNy
produzierenden OVA-spezifischen Th-Zellen bei der nagativen Kontrolle im Mittel bei 4.8+0.7%, bei
der nicht-gekoppelten Antigen-Prasentation bei 6.9+0.8% und bei der gekoppelten Antigen-
Prasentation bei 9.6£0.9%. Fir das drei-Zelltyp-Cluster mit regulatorischen Effektor Th-Zellen des
Typs 2 wurde der Anteil der IL-4 produzierenden OVA-spezifischen Th-Zellen gemessen, der bei
der nagativen Kontrolle im Mittel bei 1.4+0.4%, bei der nicht-gekoppelten Antigen-Prasentation bei
4.7£0.5% und bei der gekoppelten Antigen-Prasentation bei 8.6+0.9% lag. Diese Unterschiede
sind nach Durchfiihrung des Studenten T-Tests fur die Typ 1 Cluster statistisch sehr signifikant
(P=0.0027) und fur die Typ 2 Cluster statistisch extrem signifikant (P<0.0001) und deuten
daraufhin, dass eine enge rdumliche Nahe zwischen naiven und regulatorischen Th-Zellen, wie sie
nur bei gekoppleter Antigen-Prasentation entstehen kann, fir die Polarisierung von naiven Th-
Zellen wichtig ist.
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Abb.24 Eine effektive Polarisierung der naiven OVA-spezifischen Th-Zellen im drei-Zelltyp-Cluster
erfordert den direkten zelluldren Kontakt Uber die DZ mit den regulatorischen Effektor Th-Zellen. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte und Standardabweichungen der intrazellularen Zytokinproduktion von 8
unabhéngig voneinander durchgefiihnrten Experimenten (vgl. auch mit Abb. 23). Die Sternchen deuten die
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen negativen Kontrollen und Ansétzen mit nicht-gekoppelter und
gekoppelter Antigen-Prasentation an.
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3.3.3 Polarisierte Typ 1 Th-Zellen induzieren die IL-12 Produktion der DZ am
effektivsten

Um die Rolle der DZ bei der Polarisierung der naiven OVA-spezifischen Th-Zellen ndher zu
untersuchen, wurde die IL-12 Produktion der DZ als Antwort auf verschiedene Stimuli analysiert.
Dazu wurden DZ alleine, mit naiven OVA-spezifischen oder mit naiven OVA-spezifischen und Typ
1 regulatorischen Effektor Th-Zellen bei gekoppelter sowie bei nicht-gekoppelter Antigen-
Prasentation inkubiert und die Kinetik der IL-12 Produktion durch intrazelluldare Anfarbung der DZ
mit einem mAK, der die konstitutiv exprimierte p40 Untereinheit und den p70 Heterodimer erkennt,
gemessen. Abbildung 25 zeigt exemplarisch eine solche Kinetik. Ohne zusétzlichen Stimulus
produzierten die DZ so gut wie kein IL-12 und als Folge der Inkubation mit naiven OVA-
spezifischen Th-Zellen lieRen sich in dem in Abb. 25 dargestellten Experiment 1.7% IL-12" Zellen
nachweisen, die ihre maximale Produktion nach 8 Stunden erreichten (Abb. 25). Typ 1
regulatorische Effektor Th-Zellen induzierten schon nach 6 Stunden bei gekoppelter Antigen-
Préasentation 16.6% und bei nicht-gekoppelter Antigen-Prasentation 12.6% IL-12 produzierende
DZ. Der Unterschied in der IL-12 Produktion der DZ zwischen gekoppelter und nicht-gekoppelter
Antigen-Prasentation liegt vermutlich an einem experimentellen Detail, da bei der gekoppelten
Antigen-Présentation alle mit Antigen beladenen DZ mit den polarisierten Typ 1 Effektor Th-Zellen
interagieren kdnnen, wohingegen bei der nicht-gekoppelten Antigen-Prasentation nur die Halfte der
DZ mit CytC beladen ist und deswegen auch nur die Halfte mit den Typ 1 Th-Zellen in Kontakt
treten kann. Aus Abbildung 25 geht hervor, dass polarisierte Typ 1 Effektor Th-Zellen bei den DZ
die IL-12 Produktion schneller und effektiver induzieren als naive Th-Zellen.

20 —@— DZ ohne Stimulus
I. —4&@— DZ+ naive Th-Zellen
151 / \\ Ml DZ im gekoppelten Typl Ansatz
II \ =—{F= DZ im nicht-gekoppelten Typl Ansatz

% IL-121 DZ

Stunden nach Kulturbeginn

Abb.25 Kinetik der IL-12 Produktion von DZ im Typ 1 Cluster. DZ wurden entweder alleine (schwarze
Kreise) oder mit naiven OVA-spezifischen (weile Kreise) oder mit naiven OVA-spezifischen und Typ 1
regulatorischen Effektor Th-Zellen bei gekoppelter (schwarze Quadrate) sowie bei nicht-gekoppelter Antigen-
Prasentation (weile Quadrate) inkubiert. Jeweils 4 Stunden vor den angegebenen Zeitpunkten wurden die
Kulturen mit Brefeldin A versetzt und zu den angegebenen Zeitpunkten mit PFA fixiert. Die IL-12 Produktion
der CD11b" DZ wurde intrazellular im DurchfluBzytometer bestimmt.
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Um zu erklaren, warum polarisierte Effektor Th-Zellen die IL-12 Produktion der DZ starker
induzieren kdénnen als die naiven OVA-spezifischen Th-Zellen, sollte untersucht werden, welche
Rolle das CD40 Molekil bei der Induktion der IL-12 Produktion der DZ spielt. Dazu wurden DZ
wieder alleine, mit einem stimulierenden anti-CD40 mAk, mit naiven OVA-spezifischen oder mit
naiven und regulatorischen Typ 1 Effektor Th-Zellen bei gekoppelter Antigen-Présentation inkubiert
und nach 6 Stunden die intrazellulare IL-12 Produktion der CD1lb’ DZ gemessen. Ohne
zusatzliche Stimulation produzierten nur 5.5% der CD11b' Dz IL-12, die Inkubation mit dem anti-
CD40 mAk bedingte 13.1% und mit naiven OVA-spezifischen Th-Zellen 19.6% IL-12 produzierende
DZ. Die Inkubation mit naiven und Typ 1 Effektor Th-Zellen bei gekoppelter Antigen-Préasentation
induzierte bei 50.9% der DZ die starkste IL-12 Produktion (Abb. 26) und deutet auf eine
untergeordnete Rolle des CD40 Molekul bei der Induktion der IL-12 Expression. Der Vergleich der
Abbildungen 25 und 26 verdeutlicht die von Experiment zu Experiment recht unterschiedliche
Fahigkeit der DZ, IL-12 zu produzieren.

DZ ohne Stimulus . DZ + anti-CD40 mAk

IL-12

CD11b

Abb.26 Die Stimulation tiber CD40 spielt bei der Induktion der IL-12 Expression in DZ eine untergeordnete
Rolle. DZ wurden entweder alleine (oben links), mit 10ugml anti CD40 mAKk (oben rechts), mit naiven OVA-
spezifischen Th-Zellen (unten links) oder mit naiven und regulatorischen Typ 1 Effektor Th-Zellen bei
gekoppelter Antigen-Prasentation (unten rechts) inkubiert und nach 6 Stunden die intrazellulare IL-12
Produktion der DZ gemessen. Die jeweiligen Prozentzahlen der CD11b" DZ sind angegeben. Die CD11b
Zellen im unteren rechten Fenster der Abbildung sind Typ 1 Effektor Th-Zellen, die aufgrund des gleichen
FSC/SSC Verhaltens wie DZ nicht ausgeblendet werden kdnnen.
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3.3.4  Bei der Polarisierung von naiven Th zu Typ 1 Effektor Th-Zellen werden IFNy
und IL-12 nacheinander bendtigt

Uber die Blockierung von IFNy oder IL-12 im Typ 1 Cluster wollten wir eine mdgliche Hierarchie
unter den Zytokinen, die fur eine Typ 1 Polarisierung benétigt werden, untersuchen. In einer ersten
Néaherung wurden Typ 1 Cluster bei gekoppelter Antigen-Prasentation mit entweder 20ug/ml anti-
IFNy oder 20ug/ml anti-IL-12 mAk angesetzt. Entgegen unserer Erwartung reduzierten beide mAk
etwa gleich stark die Polarisierung der OVA-spezifischen Th-Zellen: Im Vergleich zu Cluster-
Ansatzen ohne blockierende mAk reduzierte der anti-IFNy mAk die IFNy produzierende OVA-
spezifischen Th-Zellen auf 68 und der anti-IL-12 mAk auf 58.8% (Abb. 27). Aus diesem Ergebnis
ging hervor, dass die Bedeutung von IFNy und IL-12 nicht hierarchisch zu betrachten ist, sondern
dass ein Unterschied in der Wirkung der beiden Zytokine eher in der zeitlichen Abfolge wahrend
einer Polarisierung zu suchen ist. Um diese zeitliche Abfolge zu analysieren, wurden wieder Typ 1
Cluster bei gekoppelter Antigen-Préasentation in Gegenwart von entweder anti-IFNy oder anti-IL-12
mAk angesetzt. Diesmal wurden allerdings die blockierenden mAk erst nach 2, 4, 6 oder 8
Stunden nach Beginn der Cluster-Kulturen zugesetzt und die Anteile der IFNy produzierenen OVA-
spezifischen Th-Zellen wieder im Vergleich zu unblockierten Clustern in % errechnet. Abbildung
27 verdeutlicht, dass der anti-IFNy mAk, wenn er zu Beginn der Cluster-Kulturen oder erst zwei
Stunden spater zugesetzt wird, die Polarisierung der OVA-spezifischen Zellen aug etwa 70%
reduziert. Wird der mAk hingegen erst 4 Stunden oder spater nach Beginn der Cluster-Kulturen
zugesetzt, so zeigt er kaum mehr eine Wirkung auf die Polarisierung und rdumt dem IFNy somit nur
wahrend der ersten 4 Stunden eine Bedeutung ein. Im Gegensatz dazu reduziert der anti-IL-12

100 { e——e——9——=

®
1
c
2
< T
N
; T L J
e O
= a9
© —&— ohne blockierenden mAk
201 —{— anti-IFNy
—&— anti-I1L-12
0= ; . . ; O negative Kontrolle

0 2 4 6 8
Stunden nach Kulturbeginn

Abb.27 Bei der Polarisierung zu Typ 1 Th-Zellen werden IFNy und IL-12 nacheinander in einem engen
zeitichen Rahmen bendtigt. Drei-Zelltyp-Cluster mit Typ 1 Effektor Th-Zellen und gekoppelter Antigen-
Prasentation wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Kulturbeginn mit 20ug/ml anti-IFNy (wei3e
Quadrate) oder 20ug/ml anti-IL-12 (schwarze Quadrate) versetzt oder ohne blockierenden mAk (schwarze
Kreise) kultiviert. Nach der Restimulation der gesamten Clusteransatze wurden die IFNy Produzenten unter
den OVA-spezifischen Th-Zellen in Bezug auf die Kontrolle ohne blockierenden mAk normalisiert. Die
negative Kontrolle besteht aus naiven OVA-spezifischen Th-Zellen und DZ (weiRe Kreise). Die Werte stellen
die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwischen 3 und 5 Experimenten.
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mAk die Polarisierung der OVA-spezifischen Zellen auf etwa 60%, wenn er zu Beginn oder
wahrend der ersten 8 Stunden nach Beginn der Cluster-Kulturen zugesetzt wird. Wir haben diese
Blockierungsexperimente dahingehend gedeutet, dass IFNy in den ersten 2-4 Stunden der
Polarisierung wichtig ist, wohingegen IL-12 Uber einen langeren Zeitraum, namlich mindestens 8
Stunden, bendtigt wird (Abb. 27).

3.3.5  Ubertragung der Arthritis durch adoptiven Transfer von Milz-Zellen aus CIA
Tieren in SCID Méause

AbschlieBend sollte unser experimentelles drei-Zelltyp-Cluster dazu benutzen werden, am
Mausmodell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) den Krankheitsverlauf zu beeinflussen.
Kadowaki et al. haben bereits 1994 beschrieben, dass die CIA durch CD4" Th-Zellen von einem
erkrankten Tier auf SCID-Mause Ubertragen werden kann (Kadowaki et al., 1994). Dieses
Modellsystem haben wir benuzt, um zunéchst die Arthritis auszulésen, um sie dann durch
regulatorische Effektor Th-Zellen abzuschwéchen. Im Transfer werden die T-Zellen mit bovinem
Kollagen Typ Il restimuliert, und dieses Kollagen kann entweder in l6slicher Form oder auf
dendritischen Zellen préasentiert werden (Abb. 21). In unseren Experimenten loste die
Restimulation der CIA-Th-Zellen durch Kollagen-beladene DZ einen hdheren Arthritis-Index aus als
die Restimulation mit I8slichem Kollagen. Bei den negativ-Kontrollen lag der Median der Arthritis-
Indices bei 3, bei den Méausen, die mit lI6slichem Kollagen im Transfer stimuliert wurden, lag er bei
5.5 und bei den Mausen, die mit Kollagen-beladenen DZ stimuliert wurden, lag der Median der
Arthritis-Indices bei 6 (Abb. 28).
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Abb.28 Ubertragung der Arthritis durch adoptiven Transfer. 5x10° Milzzellen aus DBA/J Mausen mit CIA
wurden i.p. in SCID Mause transferiert, und am Tag 20 nach dem Transfer wurden die Arthritis-Indices nach
Holmdahl bestimmt. Zusammen mit dem Transfer der Milzzellen erhielten die Empfangerméuse entweder mit
bovinem Kollagen Il (bKll) beladene DZ (weie Quadrate), 250ug geldstes bovines Kollagen (weiRe Kreise)
oder kein zusétzliches Antigen als negativ-Kontrolle (halb gefillte Quadrate). Jedes Symbol reprasentiert
den Arthritis-Index einer Empfangermaus und die Mediane fiir die jeweils 4 Mause pro experimenteller Gruppe
sind als Linien gezeigt.
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3.3.6  Verhinderung der CIA durch regulatorische Typ 2 Effektor Th-Zellen im drei-
Zelltyp-Cluster

Da die Arthritis auslésenden Th-Zellen als Typ 1 Effektor Th-Zellen beschrieben worden sind,
wollten wir diesen entgegenwirken und den Verlauf der Arthritis mit polarisierten Typ 2 Effektor Th-
Zellen abschwéchen. Zu diesem Zweck wurde unser in vitro drei-Zelltyp-Cluster modifiziert: Als
Typ 2 Effektor Th-Zellen wurden OVA-spezifische T-Zellinien, die zuvor in Richtung der Typ 2
Zytokinproduktion polarisiert worden waren, verwendet und mit diesen sollte die Zytokinproduktion
der Kollagen Typ ll-spezifischen Th-Zellen aus CIA Mausen manipuliert werden. Die DZ werden
fur diese Experimente aus dem Knochenmark der F1 Generation von BALB/c und DBA/J Mausen
gewonnen.

Grundsatzlich zeichnen sich die CIA-Experimente durch eine geringe Reproduzierbarkeit aus.
Obwohl fur die Induktion der Arthritis mit Inzuchtstdmmen gearbeitet wird, gibt es immer einen
erheblichen Anteil an sogen. “non-respondern”, die Gberhaupt keine Arthritis entwickeln. Und bei
den Mausen, die eine Arthritis entwickeln, gibt es erhebliche Unterschiede in den Arthritis-Indices
(s.Abb. 28). Auch in unseren Experimenten gab es zwischen den einzelnen Transfers grof3e
Schwankungen und wir hatten, um unsere Ergebnisse statistisch abzusichern, viele Transfers
mehr mit wesentlich hdheren Zahlen an Tieren durchfiihren missen.

Ich méchte mit Abbildung 29 einen Transfer zeigen, bei dem durch den adoptiven Transfer von Typ
2 Effektor Th-Zellen zusétzlich zu den Milzzellen aus CIA-Mausen die Entstehung der Arthritis
deutlich verhindet werden konnte. Zum Vergleich sind in Abb. 29 die Arthritis-Entwicklung in SCID
Méausen, die ausschlieRlich 5x106 Milzzellen aus CIA-Mausen und 106 mit OVA und Kollagen Typ Il
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Abb.29 Verhinderung der CIA durch regulatorische Typ 2 Effektor Th-Zellen. 106 mit OVA und Kollagen
Typ Il beladene F1-DZ wurden zusammen mit 5x10~ Milzzellen aus CIA-Mausen (weil3e Quadrate) oder
2x106 Milzzellen aus CIA-Mausen und 2xlO6 OVA-spezifischen Typ 2 Effektor Th-Zellen (schwarze Kreise)
i.p. in SCID-Mause transferiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Arthritis-Indices bestimmt. Die
Mediane fiir die jeweils 4 Mause pro experimenteller Gruppe sind als Linien gekennzeichnet.
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beladene F1-DZ i.p. transferiert bekamen, und die Verhinderung der Arthritis durch den
gleichzeitigen Transfer von 2x10° OVA-spezifischen Typ 2 Effektor Th-Zellen dargestellt. Man
erkennt auch bei diesen Transfers, dass der Arthritis-Index grof3en Schwankungen unterworfen ist.
Bei den Mausen, die mit Antigen beladene DZ und CIA-Milzzellen transferiert bekamen,
entwickelten sich Arthritiden mit Indices zwischen 4 und 11 (Abb. 29). Bei den Mausen, die
zusétzlich Typ 2 Effektor Th-Zellen erhielten, Uberschritten die Arthritis-Indices nie den Wert 4 und
entsprechen damit den negativen Kontrollen aus Abbildung 28. Trotz der geringen Anzahl von
jeweils nur 4 Mausen in den beiden experimentellen Gruppen ist das Ergebnis ermutigend.
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4 Diskussion

4.1 Differentielle Expression als Mechanismus, mit dem MHC Il Gene fiur die
Entstehung von Autoimmunerkrankungen pradisponieren

Mit dieser Arbeit gehe ich der Frage nach, wie bestimmte MHC Il Gene fir eine
Autoimmunerkrankung pradisponieren bzw. vor deren Entstehung schitzen kénnen und
untersuche als Mechanismus die differentielle Expression (Abb. 5). Dieses Modell beinhaltet, dass
das Immunsystem durch eine differentielle Expression der unter-schiedlichen Haplotypen auf den
verschiedenen Antigen-présentierenden Zellen eine stete Polarisierung erfahrt, die im
fortgeschrittenen Alter des betroffenen Individuums dazu fiihrt, dass Uberwiegend nur noch Typ 1
oder Typ 2 Antworten erfolgen (Muller and Mitchison 97). In diesem polarisierten Milieu kdnnten
Immunreaktionen, die unter ausgewogenen Zytokinbedingungen das auslésende Agens
eliminieren und danach zum Erliegen kommen, in eine chronische Immunantwort gegen Selbst
Ubergehen. Die Spezifitdt des MHC Il Molekils bei der Antigen-Présentation spielt zwar auch eine
Rolle, aber nur insofern, als das MHC Il Molekiil sowohl das krankheitsinduzierende Erreger-Epitop
als auch ein ihm sehr @hnliches Selbst-Epitop prasentieren kdnnen muf3, so dass tiber molekulare
Mimikry die urspriinglich gegen den Erreger gerichtete Immunantwort auf Selbst umgeleitet werden
kann. Dadurch, dass die regularorische Region des MHC Il Molekiils Uber die jeweilige Expression
entscheidet und die Spezifitdt eine untergeordnete Rolle spielt, bietet der Mechanismus der
differentiellen Expression eine Erklarung sowohl fir die gleichzeitige Assoziation von einem HLA-
DR Molekll mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen als auch fiir die fehlende Assoziation
anderer MHC Il Allele, die ein ,shared epitope” tragen (s. Tabelle 2 und Abb. 4).

Autoimmunerkrankungen sind durch ein Ungleichgewicht zwischen den regulatorischen Typ 1 und
Typ 2 Effektor Th-Zellen charakterisiert (Muller et al. 1998, Mitchison et al. im Druck) und erste
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer Verschiebung des Zytokin-Gleichgewichts und
protektiven/immunsuppressiven MHC Il Allelen gab es in der Maus im Zusammenhang mit der
Antikorper-Antwort auf eine Immunisierung mit allo-HPPD: Mause des empfanglichen Haplotyps I-
A° reagierten innerhalb von 24 Stunden mit einer kurzen IL-4 Ausschittung und spater mit einer
Antikorper-Produktion. Die Anwesenheit von nur einem protektiven/immunsuppressiven I-A° Allel
reichte aus, die Typ 2 Zytokinproduktion und die spatere Antikérper-Antwort zu unterbinden
(Brunner et al.,, 1995). Hesse und Mitchison haben diese Beobachtungen einen Schritt weiter
getragen, als sie im System der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) den Effekt eines protektiven
Allels durch die Verabreichung eines anti-IL-4 mAk zum Zeitpunkt der Immunisierung mit Kollagen
ersetzt haben (Hesse et al., 1996).

Ein deutlicher Hinweis auf eine differentielle Expression von MHC Il Molekiilen ging spater aus den
Arbeiten von Janitz et al. hervor, die einen einzelnen Basenpaar-Austausch in der X-Box des
Promotors des I-ABb Gens beschrieben haben, der ausschlieRlich in einer Makrophagen-Zellinie zu
einer erhdhten Transkription fihrt (Janitz et al., 1997).
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4.1.1 Die Differentielle Expression der MHC Il Gene auf murinen Makrophagen ist mit
dem T-Zell-Zytokinprofil und protektiven/immunsuppressiven Effekten assoziiert

Ich habe in der vorliegenden Arbeit die differentielle Expression verschiedener MHC Il Haplotypen
auf den unterschiedlichen Antigen-prasentierenden Zellen zum ersten Mal auf Proteinebene
bestimmt. Dabei habe ich sowohl mit unterschiedlichen als auch mit kongenen Mausstammen
gearbeitet und die Expression von I-A°, 1-A%, 1-A%, 1-A% und I-E* auf Makrophagen, B-Zellen und
dendritischen Zellen quantifiziert. Die Analyse erfolgte in vivo an frisch isolierten und an in vitro
aus Knochenmark-Vorlauferzellen generierten und aktivierten APZ. Die erstaunliche Beobachtung
war, dass auf aktivierten Knochenmark-Makrophagen die protektiven I-A® und I-E¥ Molekiile 100-
fach starker exprimiert werden als das mit der Kollagen-induzierten Arthritis assoziierte I-A% (s.
Abb. 7 und 8). Auf B-Zellen und dendritischen Zellen haben wir diese differentielle Expression
nicht gefunden. Unsere in vitro Daten konnten wir durch in vivo Ergebnisse insofern bestétigen, als
die Expression des I-EX im Lymphknoten auf Makrophagen starker und die Expression des I-A% auf
Makrophagen schwécher war als auf B-Zellen (s. Abb. 6). Da wir unsere in vivo Daten nicht
quantifiziert haben, konnen wir nur die durch die Féarbung entstandenen mittleren
Immunfluoreszenzen miteinander vergleichen, die zwar keine 100-fachen dafur aber 2- bis 3-fache
Unterschiede ergaben. Eine doppelte Intensitat der Immunfluoreszenz entspricht allerdings mehr
als einer doppelten Anzahl an geféarbten Oberflachenmolekilen. Eine mdgliche Erklarung fir die
geringeren Unterschiede in der in vivo verglichen mit der in vitro Expression von I-EX und I-A°
kénnte darin liegen, dass alle in vitro generierten Knochenmark-Makrophagen durch adherentes
Wachstum aktiviert wurden, wohingegen in vivo nur ein kleiner Bruchteil der Makrophagen im
Lymphknoten eine Aktivierung durchlauft und als Folge die MHC Il Expression verstarkt.

Die auf Knochenmark-Makrophagen verstarkte MHC Il Expression bewirkte bei I-A° und I-E¥
restringierten Th-Zellen in vitro eine erhéhte IFNy-Produktion und damit eine Entwicklung zu Typ 1
Effektor Th-Zellen (s.Abb. 11). Im Gegensatz dazu antworteten Th-Zellen aus BALB Mausen, die
durch das auf Knochenmark-Makrophagen niedrig exprimierte I-A% Molekiil restringiert sind, mit
einer starkeren IL-4 Ausschittung als die durch das hoch exprimierte I-A° restringierte Th-Zellen (s.
Abb. 13). Wir konnten somit unser Grundmodell der differentiellen MHC |l Expression
experimentell bestatigen und zeigen, dass eine unterschiedlich starke Expression auf
Makrophagen zu einer unterschiedliche Polarisierung der mit ihnen interagierenden Effektor Th-
Zellen fuhrt (s. Abb. 5). Unsere Beobachtung der differentiellen MHC Il Expression auf
Makrophagen weist auf die Bedeutung der Makrophagen als Antigen-présentierende Zelle hin und
impliziert eine Schliisselrolle bei der Aktivierung naiver T-Zellen zu Beginn einer Immunantwort, die
man bisher nur den dendritischen Zellen zugedacht hat, (Santin et al., 1999; Marland et al., 1996).

Wie kénnte man nun die beiden Beobachtungen, dass einerseits die Kollagen-induzierte Arthritis in
der Maus eine Erkrankung mit einem in Richtung der Typ 1 Zytokine verschobenen Gleichgewicht
ist und andererseits die protektiven Allele durch ihre verstarkte Expression auf Makrophagen
bevorzugt zu Typ 1 Th-Effektorzell-Antworten fiihren in Einklang bringen? Unsere Vorstellung der
Entstehung von Kollagen-induzierter Arthritis ist in Abbildung 30 schematisch dargestellt: Die
Immunisierung mit Kollagen Typ Il (cll) bewirkt bei Mausen des empféanglichen Haplotyps H-2q
innerhalb von 24 Stunden eine IL-4 Ausschittung, die fur die Ausbildung von hoch-affinen anti-cll
Antikérpern vom 1gG1 Isotyp benétigt wird. Diese IgGl Antikdrper kénnten dann {ber
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Komplement-Fixierung den ersten Angriff auf den Gelenkknorpel vermitteln und werden erst im
spateren Verlauf der Erkrankung von Typ 1 Effektor Th-Zellen abgel6st. In unserem Modell sorgt
die Anwesenheit protektiver MHC 1l Allele Uberwiegend fur Typ 1 Antworten und verhindert damit
eine frihe IL-4 Ausschittung und die Entstehung der Arthritis.

el IL-4 anti-cll ab Arthritis-Index
_/\__.-> , > | >
0 24
Stunden Tage Wochen
S— i — : —> :
—Typ 2-Phase — ———— Typ 1-Phase ———

Abb.30 Abfolge von Typ 2- (IL-4 Ausschittung, Antikorperproduktion) und Typ 1-Phase in der Arthritis-
Entwicklung nach Immunisierung mit Kollagen Typ Il (cll) in M&usen eines empfanglichen H-2 Haplotyps.

4.1.2 Differentielle Expression der MHC Il Gene beim Menschen

Der nachste Schritt meiner Arbeit bestand darin, unsere Untersuchungen auf den Menschen
auszudehnen und zunachst einmal herauszufinden, ob es auch auf menschlichen APZ eine
differentielle Expression der HLA Allele gibt. Als erstes haben wir bei einer Kohorte frilher RA-
Patienten die HLA-DR Gene typisiert und eine Assoziation zwischen DR4 und dem Auftreten von
RA — wenn auch mit niedriger Frequenz — bestéatigt (Listing et al., im Druck), (Abb. 14). Bei unserer
Kohorte waren 37% der RA-Patienten positiv fir DR4, bei der Studie von Lang et al. waren es
58%. Die in der Literatur beschriebene Assoziation mit DR10 mit der RA (Lang et al., 1990;
Weyand et al., 1995; Valenzuela et al., 1999) konnten wir zwar ebenfalls an 4% der RA-Patienten
beobachten, allerdings sind die Fallzahlen von 5 DR10 positiven Patienten im Vergleich zu keiner
DR10 positiven Kontrollperson zu klein, um statistische Signifikanz zu erreichen. Eine Assoziation
zwischen DR1 und dem Auftreten der RA konnten wir an unserer Kohorte nicht beobachten.
Beide, die schwache Assoziation von DR4 mit dem Auftreten der RA sowie die fehlende
Assoziation mit DR1 fuhren wir auf das frihe Krankheitsstadium der Patienten und damit
verbunden, deren Heterogenitét, zurtick. Im Gegensatz zu den Sudien von Weyand et al. oder
Lang et al.,, die sich ausschlieBlich mit Patienten mit schwerem Verlauf im fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung oder mit RF* Patienten beschaftigen, umfaRt unsere Studie ein noch véllig
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heterogenes Patienten-Kollektiv, aus dem sowohl schwere und mildere Verlaufe als auch
Spontanremissionen hervorgehen werden. Dafir konnten wir die Assoziation von DR1 und DR4
mit einem schwereren Krankheitsverlauf beobachten, wobei 63% der DR1 und 67% der DR4
positiven RA Patienten einen Ratingen Score von > 0 zeigten (Abb. 15). Diese unterschiedlichen
Assoziationen deuten unterschiedliche Wirkungen der MHC Il Gene bei der Entstehung und dem
Verlauf der RA an.

Die Analyse der Expression menschlicher MHC Il Molekiile auf Proteinebene ist wegen des hohen
Polymorphismus bei den HLA Allelen deutlich komplizierter als die entsprechende Untersuchung in
der Maus. Es gibt allein Uber 200 verschiedene HLA-DRB Allele, bei denen sich der
Polymorpismus in der kodierenden Region ausschlie@lich auf das Exon 2, das fur die 3.
hypervariable Region im Protein kodiert, beschrankt und in einzelnen Fallen auf einem einzigen
Aminosaure-Austausch beruht. Aus dieser auf einen kleinen Genabschnitt beschrankten Diversitét
resultiert die Schwierigkeit, gegen jedes Allel einen spezifischen, monoklonalen Antikdrper
herzustellen, der fir die Analyse der Proteinexpression nétig ist. Fur unsere Arbeiten standen uns
4 verschiedene Antikérper zur Verfligung, von denen zwei sdmtliche DR Molekile, der dritte alle
DR4 Molekile und der vierte DR7 erkennt (s. Abb. 16). Damit konnten wir in homozygoten
Individuen die Expression von DR4, DR7 und indirekt auch von DRB4 auf der Proteinebene
analysieren und die differentielle Expression beobachten. Auf die folgenden Ergebnisse mdochte
ich im Einzelnen eingehen:

i) Die Expression von DR4 und DRB4 wird auf Monozyten unterschiedlich reguliert.
Wir haben mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut DR4 homozygoter Spender fir 2 Tage
unter stimulierenden Bedingungen in Kultur genommen und sowohl auf frischen als auch auf 1 und
2 Tage stimulierten B-Zellen und Monozyten die HLA-DR Expression analysiert (Abb. 19).
Wahrend die DR4 Expression auf beiden, den B-Zellen und Monozyten, Gber den Zeitraum von 2
Tagen unverandert blieb, nahm die gesamt-DR Expression auf Monozyten innerhalb der ersten 24
Stunden um das 4 - 6-fache an mittlerer Fluoreszenzintensitdt zu. Daraus schlieRen wir, dass
DRB4 — im Gegensatz zu DR4 - in seiner Expression stimulierbar ist und dass die DRB4
Expression auf stimulierten Monozyten mindestens 4 - 6-fach hoher sein muf3 als die DR4
Expression, da bei der Analyse der gesamt-DR Expression ein Anstieg in der Expression des
geringer exprimierten Proteins nicht auffallen wiirde. Physiologisch kénnte es von gro3em Vorteil
sein, zwei unterschiedliche DR-Molekile, die zwar beide konstitutiv exprimiert werden, von denen
eines aber bei Bedarf noch hochreguliert werden kann, zu tragen. Wir kénnten so flexibel auf die
antigene Belastung reagieren und die Antigen-prasentierende Wirkung verstarken, wenn der
Erreger perisistiert. Die Tatsache, dass wir die Hochregulation der DRB4 Expression
ausschlieBlich auf den Monozyten und nicht auf den B-Zellen beobachten konnten, weist erneut
auf eine entscheidende Rolle der Monozyten bei der Antigen-Prasentation hin. Wir kdnnen an
dieser Stelle keine Aussagen zur HLA-DR Expression auf menschlichen dendritischen Zellen
treffen, da z.Zt. keine spezifischen monoklonalen Antikdrper zur Verfligung stehen, mit denen wir
unsere Analysen auf DZ hatten ausdehnen kénnen.

ii) Die gesamt-HLA-DR Expression ist auf B-Zellen starker als auf Monozyten. Wir
haben die auf den B-Zellen und Monozyten aus peripherem Blut von DR4 und DR7 homozygoten
Spendern exprimierten HLA-DR Molekile quantifiziert und fur die gesamt-DR Molekiile auf den B-
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Zellen eine 2.6 — 4.9-fach hohere Expression als auf den Monozyten festgestellt (Abb. 20). In der
Maus ist die I-A bzw. I-E Expression auf den B-Zellen etwa 8-mal hoher als auf den Makrophagen
(s. Abb. 8) und damit liegen die Unterschiede in der MHC Il Expression auf B-Zellen und
Monozyten zwischen Mensch und Maus in der gleichen GréRenordnung. In Anbetracht der
geringeren Oberflache von B-Zellen im Vergleich zu Monozyten muf3 die Dichte an MHC I
Molekilen auf den B-Zellen erheblich groRer sein, so dass die diskutierte Unfahigkeit von B-Zellen,
naive Th-Zellen zu aktivieren, tatsachlich in der mangelnden Expression von kostimulatorischen
Molekilen zu suchen sein kdnnte (Croft and Swain, 1995).

iii) DR4 homozygote B-Zellen exprimieren signifikant mehr HLA-DR Molekiile als DR7
homozygote. Die Analyse der Expression aller HLA-DR Molekile auf den Oberflachen von B-
Zellen aus dem peripheren Blut gesunder Spender ergab eine signifikant héhere gesamt-DR
Expression auf den DR4 verglichen mit den DR7 homozygoten B-Zellen. Dieser Unterschied war
3.3-fach beim Vergleich der Mediane und beruhte zu unserer Uberraschung nicht auf der
unterschiedlichen Expression von DR4 und DR7 (Abb. 20). Auf der Transkriptionsebene haben
Louis et al. bereits &hnliche Daten beschrieben, als sie die Transkriptionsaktivitdten von DR4 und
DRY7 in einer B-Zellinie miteinander verglichen und maximal einen zweifachen Unterschied gezeigt
haben (Louis et al., 1994). Unsere Beobachtung der unterschiedlichen gesamt-DR bei
gleichbleibender DR4 und DR7 Expression deutet eine differentielle Expession der DRB4 Gene, je
nachdem ob sie mit einem DR4 oder einem DR7 gekoppelt vererbten werden, an.

Um diese differentielle Expression der DRB4 Gene zu untersuchen und mdglicherweise auch mit
der Entstehung einer Autoimmunerkrankung zu assoziieren, haben wir aus verschiedenen DR4
oder DR7 positiven gesunden Spendern und RA-Patienten die DRB4 Promotoren sequenziert und
miteinander verglichen. Tats&chlich fanden wir unterschiedliche und hauptsachlich die in der
Literatur bereits als DRB5, DRB(DR102) und DRBs(DR53) genannten Promotoren (Louis et al.,
1993). Hier wollen wirin nachster Zukunft zwei verschiedene Ziele verfolgen: Erstens mdchten wir
herausfinden, ob ein DR4 Allel mit einem anderen DRB4 Promotor gekoppelt ist als ein DR7 oder
ein DRO. Und zweitens mochten wir von den verschiedenen DRB4 Promotoren die
Transkriptionsaktivitat bestimmen, um dann eine bestimmte Expression mit dem Auftreten der RA
und ggf. einem milden oder schwereren Krankheitsverlauf zu korrelieren. In B-Zellinien wurde die
Transkriptionsaktivitat einzelner DRB Gene bereits ermittelt und dabei wurde fir das DRB4 Gen
eine etwa 5-fach hohere Transkription als fur das DRB5 beschrieben, wobei es zur
Transkriptionsaktivitdt des DRBs(DR53) Promotors noch keine Daten gibt (Louis et al., 1994). Wir
konnten bei den von uns sequenzierten Promotor-Sequenzen keine der als DRB4 bezeichneten
Sequenzen erkennen und leiten daraus sowohl eine Diversitat bei den Promotoren der mit DR4
oder DR7 gekoppelten DRB4 Genen als auch die Schwierigkeit, die an PCR-Produkten
sequenzierten Promotoren den entsprechenden Strukturgenen zuzuordnen, ab. (Louis et al.,
1993).

iv) DR4 wird auf den B-Zellen homozygoter RA Patienten erh6ht exprimiert und durch
die Behandlung mit Prednisolon signifikant herabgesankt. Wir haben die DR4 und gesamt-
DR Expression auf den B-Zellen von homozygoten gesunden Kontrollen und RA-Patienten mit und
ohne Prednisolon-Behandlung analysiert und die mittleren Fluoreszenzintensitaten miteinander
verglichen. Dabei zeigte sich eine erhdhte Expression des DR4 bei den RA-Patienten, die durch
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die tagliche Einnahme von 2.5 — 20mg/Tag signifikant herabgesetzt wurde (Abb. 18 und Czerwony
et al., 1999). Interessant war, dass Prednisolon auf die gesamt-DR Expression und damit auf die
Expression des DRB4 kaum einen EinfluR zeigte und somit der entziindungshemmende Effekt
Uber das DR4 Molekul vermittelt zu werden scheint.

4.1.3 Parallelen zwischen der differentiellen Expression in der Maus und beim
Menschen

Wie kdnnen wir nun unsere Beobachtungen aus der Maus, wo die mit der CIA assoziierten Allele
auf den Makrophagen schwacher exprimiert werden, mit den Ergebnissen beim Menschen, wo die
RA-assoziierten HLA-DRB Haplotypen auf den B-Zellen verstarkt exprimiert werden, in Einklang
bringen? Die Gemeinsamkeit besteht darin, dass sowohl eine abgeschwéachte MHC Il Expression
auf Makrophagen als auch die verstarkte Expression auf B-Zellen eine Differenzierung der
interagierenden Th-Zellen zu Typ 2 Effektorzellen begunstigt. Unter der Voraussetzung, dass fur
die Auslésung der Autoimmunreaktion im Menschen ebenfalls zuerst eine Typ 2 Antwort wichtig ist,
ware ein &hnlicher Mechanismus wie in Abb. 30 beschrieben, auch fur den Menschen denkbar.

Das Neue am Modell der differentiellen Expression der MHC Il Gene liegt darin, dass wir nicht nur
den Polymorphismus in den kodierenden Regionen der Gene betrachten, sondern auch die
vorhandenen Polymorphismen in den Promotor-Regionen mit einer funktionellen Bedeutung
belegen (Mitchison et al. im Druck). Unterschiedliche Promotoren wirden so durch
unterschiedliche Transkriptionsaktivitaten differentielle Expressionen bewirken, wodurch der
Population ein Héchstmald an Flexibilitat bei der Immunantwort auf die verschiedenen Erreger
ermdglicht wird. Das hohe Mal3 an Diversitat innerhalb der kodierenden Region der MHC Il Gene
deutet bereits daraufhin, dass es fiir das Uberleben einer Art von Vorteil ist, vielfaltig reagieren zu
kénnen. Die beobachteten Polymorphismen in den Promotor-Regionen deuten auf einen
ahnlichen Vorteil durch differentielle Expression hin.

Die MHC Il Promotoren sind zwischen Mensch und Maus so stark konserviert, dass an ihnen
ursprunglich die Transkriptionsfaktor-bindenden Boxen definiert werden konnten. Diese starke
Konservierung uber die Evolution von der Maus zum Menschen deutet bereits an, dass diese
Promotoren fiir eine kontrollierte und gewebespezifische Expression, die fiir das Uberleben der
jeweiligen Art wichtig ist, optimiert sind. Im Gegensatz zu den Unterschieden zwischen
menschlichen und murinen MHC 1l Promotoren, die hauptsachlich au3erhalb der S-, X- und Y-
Boxen liegen, sind die bei verschiedenen Allelen der Maus auftretenden Polymorphismen genau
auf diese Boxen konzentriert (Glimcher and Kara, 1992; Cowell et al., 1998). Diese innerhalb einer
Art auftretenden Polymorphismen sind vermutlich nach der Trennung von Maus und Mensch
eingefihrt worden und deuten einen Vorteil in Form von Zugewinn an Flexibilitat fir die
Gesamtpopulation an.

VVon entscheidender Bedeutung fir die Oberflachenexpression eines MHC Il Proteins ist neben der
Transkription und Translation die Heterodimer-Bildung. Dabei ist es mdglich, dass bestimmte HLA-
DR B-Ketten besser oder schlechter mit der a-Kette paaren, so dass bei gleicher Transkriptions-
und Translationsrate mehr von dem einen als dem anderen Heterodimer auf die Oberflache
gelangt. Da bei unseren Ergebnissen die differentielle Expression jedoch auf jeweils einen Zelltyp
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sowohl beim Menschen als auch bei der Maus beschréankt ist, schliee ich eine unterschiedliche
Paarung der entsprechenden (- und a-Ketten aus. Zusatzlich wurde kirzlich in der Maus auf
besondere Proteasen, die Cathepsine, hingewiesen, die eine Rolle bei der Degradierung der
invarianten Kette (li) des MHC Il Molekils und damit bei der Beladung mit Peptid bzw. Transport
an die Zelloberflache spielen. In Cathespin S™ Mausen des H-2b Haplotyps exprimierten B-Zellen
und DZ weit mehr li-beladene MHC Il Oberflachenmolekiile als in Mausen des H-2q Haplotyps.
Allerdings hatte das Fehlen von Cathepsin S nicht die differentielle Oberflachenexpression der
betroffenen MHC Il Molekile zur Folge (Nakagawa et al., 1999). Ich nehme daher an, dass die
beobachtete differentielle Expression der MHC Il Gene eher auf einer unterschiedlichen
Transkription beruht und dass die jeweiligen Promotoren direkt fir diese Unterschiede
verantwortlich sind.

4.2 Immun-Deviation im drei-Zelltyp-Cluster

In den ersten beiden Abschnitten der vorliegenden Arbeit habe ich mich mit der differentiellen
Expression der MHC Il Gene beschaftigt und aufgezeigt, dass eine unterschiedliche Expression
auf den verschiedenen APZ die Th-Effektorzell-Antworten polarisiert und damit die Voraussetzung
fur die Entstehung einer Autoimmunerkrankung schafft. In diesem letzten Abschnitt interessiert
mich, wie bereits polarisierte Effektor Th-Zellen manipuliert werden kénnen, so dass der weitere
Krankheitsverlauf aufgehalten oder abgeschwécht wird. Als Alternative zu rekombinanten
Zytokinen, die in vivo nur eine geringe Halbwertzeit haben und deswegen eine begrenzte
therapeutische Wirkung erzielen, haben wir das drei-Zelltyp-Cluster entwickelt und sowohl in vivo
am Modell der CIA als auch in vitro getestet.

Durch den adoptiven Transfer von gleichzeitig ClA-auslésenden Milzzellen, mit bovinem Kollagen
Typ 1l (bKII) und Ovalbumin (OVA) beladenen dendritischen Zellen (DZ) sowie OVA-spezifischen
Typ 2 Effektor Th-Zellen wurden die Voraussetzungen fir die Generierung eines drei-Zelltyp-
Clusters in vivo gebildet und die Entstehung der CIA drastisch verringert (Abb. 29). Wir haben uns
fur die Auslésung der Arthritis Uber einen adoptiven Transfer von ClA-auslosenden Milzzellen aus
dem empfanglichen Mausstamm DBA/J in SCID-Mause entschieden, weil wir damit einen Einfluf3
des bei der Immunisierung bendtigten Adjuvans auf die Th-Zellantworten umgehen. Allerdings
muissen wir im Gegenzug grundséatzlich niedrigere Arthritis-Indices, eine ,graft-vs-host“-Reaktion
bei einigen Empfangermausen sowie hohe Hintergrundwerte beim Transfer von CIA-Milzzellen
ohne l6sliches bKIl hinnehmen und wir haben deswegen in unseren Experimenten grof3e
Schwankungen erlebt. Mit dem in Abb. 29 dargestellten Experiment zeigen wir jedoch, dass drei-
Zelltyp-Cluster therapeutische Bedeutung haben kénnten und es ware denkbar, diese Therapie auf
RA-Patienten auszudehnen. Voraussetzung dafur sind die in vitro Generierung von autologen Typ
2 Effektor Th-Zellen und APZ, die Uber die zuséatzliche Beladung mit einem Antigen, das fur
artikularen Knorpel spezifisch ist, in die Gelenke dirigiert werden. Eine Manipulation des fir die
Autoimmunerkrankung charakteristischen Th-Zell-Zytokinprofils kénnte fur die Patienten einen nur
gering invasiven Eingriff bedeuten.

Die Analyse der drei-Zelltyp-Cluster in vitro hat uns grundlegende Erkenntnisse zur T-
Zellkommunikation ermdéglicht, die fiir die Entwicklung einer effektiven Therapie wichtig sind. Aus
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Abb. 24 geht hervor, dass DZ innerhalb eines drei-Zelltyp-Clusters in der Lage sind, die
Differenzierung zu Typ 1 oder zu Typ 2 Effektor Th-Zellen gleich gut zu vermitteln. Da wir die DZ
einheitlich in vitro in Gegenwart von rGM-CSF aus Knochenmark-Vorlauferzellen generiert und
durch die Zugabe von rTNF-a zur Reifung gebracht haben, sind in unserem System ausschlieflich
die regulatorischen Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zellen fir die Differenzierung der naiven Th-
Zellen im Cluster verantwortlich. Damit stehen unsere Daten im Widerspruch zu bereits
veroffentlichten Ergebnissen, bei denen myeloische und lymphatische DZ unterschieden werden
und leztere in der Maus fir die Differenzierung zu Typ 1 Effektor Th-Zellen verantwortlich gemacht
wurden (Pulendran et al., 1999). Menschliche DZ kénnen in vitro in Gegenwart von rGM-CSF und
riL-4 aus peripherem Blut generiert und fir einen therapeutischen Ansatz in gentigend hoher Zahl
gewonnen werden (Kalinski et al., 1997). Auch im Menschen unterscheidet man DZ1 und DZ2 und
man stellt sich vor, dass sie durch ihre Herkunft oder rekombinante Zytokine instruiert werden, die
Differenzierung zu entweder Typ 1 oder Typ 2 Effektor Th-Zellen zu bewirken (Kalinski et al.,
1997; Kalinski et al., 1998; Rissoan et al., 1999).

Aus Abb. 24 geht ebenfalls hervor, dass in Abwesenheit hoher Konzentrationen rekombinanter
Zytokine eine gekoppelte Antigen-Prasentation fir eine effektive Manipulation der zu
beeinflussenden Th-Zellen wichtig ist. Wir gehen davon aus, dass fir die Immun-Deviation in
unserem drei-Zelltyp-Cluster zweierlei bendtigt wird: Das sind zum einen lésliche Faktoren wie die
Zytokine, welche nur Uber sehr kleine Entfernungen zwischen zwei direkt benachbarten Zellen
wirken. Und zum anderen sind es wahrscheinlich Oberflachenmolekdle, die durch den zelluléren
Kontakt stimuliert werden und eine Reaktion der betroffenen Zellen hervorrufen. In Abb. 26 sehen
wir, dass der Kontakt mit polarisierten Typ 1 Effektor Th-Zellen bei den DZ die starkste IL-12
Produktion bewirkt, die weder durch den Kontakt mit naiven Th-Zellen, polarisierten Typ 2 Effektor
Th-Zellen (diese Daten sind nicht gezeigt), noch Uber die Stimulation mit einem anti-CD40 mAk
erreicht wird. Da die IL-12 Produktion — ebenso wie die Produktion aller anderen bekannten
Zytokine — bereits nach 6 Stunden ihren Hohepunkt erreicht (Abb. 25) nehme ich an, dass ein fir
Typ 1 Effektor Th-Zellen charakteristisches Oberflachenmolekil fir die Stimulierung der DZ
verantwortlich ist. Somit wére in vivo gewahrleistet, dass polarisierte Typ 1 Th-Effektor-
Gedachtniszellen bei erneutem Kontakt mit dem entsprechenden Antigen fiir eine Differenzierung
der frisch rekrutierten, naiven Th-Zellen zu Typ 1 Effektor Th-Zellen sorgen und die Antwort, die
sich bei einem friheren Antigenkontakt bereits bewahrt hat, schnell wiederholt werden kann. Die
Identifizierung und Charakterisierung eines solchen Typ 1 Th-Effektorzell-typischen Oberflachen-
molekdls, das die IL-12 Produktion in DZ stimuliert, wird uns in nachster Zukunft beschéftigen und
wird nicht nur fur die Grundlagenforschung, sondern auch therapeutisch von Interesse sein. Man
kénnte sich vorstellen, dass in einem drei-Zelltyp-Cluster die polarisierten Typ 1 Effektor Th-Zellen
durch einen mAk gegen dieses Oberflachenmolekil ersetzt werden kdnnten, so dass die DZ auch
ohne Typ 1 Effektor Th-Zellen zur maximalen IL-12 Produktion angeregt wird. Den in Abb. 27
angedeuteten, sequentiellen Bedarf von IFNy und IL-12 bei der Polarisierung naiver Th-Zellen zu
Typ 1 Effektor Th-Zellen deuten wir wie in Abb. 31 gezeigt: Der Kontakt zwischen der bereits
polarisierten Typ 1 Effektor Th-Zelle und der DZ bewirkt bei der T-Zelle die Ausschittung von IFNy,
welches in den ersten 4 Stunden der Polarisierung der naiven Th-Zellen benétigt wird und
zweierlei induzieren kénnte: Die Induktion der Expression des hoch-affinen IL-12 Rezeptors auf
den naiven Th-Zellen (Guler et al., 1997; Szabo et al., 1997) und die Verstarkung der Expression
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von MHC Il auf den DZ (Akbar et al., 1996). An unseren Blockierungsexperimenten mit anti-IFNy
mAk konnten wir sehen, dass das von den Typ 1 Effektor Th-Zellen sekretierte IFNy auf die IL-12
Produktion der DZ keinen EinfluR hat (diese Daten sind nicht gezeigt). Das IL-12 der DZ wird in
den ersten 8 Stunden der Polarisierung — aber wahrscheinlich Gber einen langeren Zeitraum
hinweg — benétigt und leitet die molekularen Veradnderungen wie Demethylierung und
Remethylierung ein, die mit Zellteilungen und mit der irreversiblen Differenzierung zu polarisierten
Effektor Th-Zellen einhergehen (Agarwal and Rao, 1998; Bird et al., 1998; Brown et al., 1999;
Richter et al., im Druck).

IFNy IFNy
IFN

DZ

IL-1

0-4 Std. 4-12 Std. >8 Std.

DZ

Abb.31 Sequentieller Bedarf von IFNy und IL-12 bei der Polarisierung naiver Th-Zellen (Tn) im drei-
Zelltyp-Cluster mit dendritischen Zellen (DZ) und bereits polarisierten Typ 1 Effektor Th-Zellen (Typ 1). Die
Pfeile symbolisieren, von welchen Zellen welche Zytokine ausgeschuttet werden und auf welche Zellen sie
wirken.

Der sequentielle Bedarf an einerseits Th-Effektorzell- und andererseits DZ-typischen Zytokinen
deutet die Mdglichkeit einer ,temporal bridge“, einer zeitlichen Entzerrung der Ereignisse im drei-
Zelltyp-Cluster, an (Ridge et al., 1998). In vivo ist die Wahrscheinlichkeit, dass zwei
unterschiedliche Th-Zellen gleichzeitig auf eine DZ, die fur beide Th-Zellen das jeweils spezifische
Peptid prasentiert, treffen, auRerst gering. Es wirde aber physiologisch Sinn machen, wenn eine
DZ i) am Ort der Entzindung Antigen aufnimmt, ii) von bereits vorhandenen Th-Effektor-
Gedachtniszellen vorbereitet wird, die gleiche Polarisierung auf naive Th-Zellen zu tbertragen und
iii) in den nachsten Lymphknoten wandert, um dort naive erregerspezifische Th-Zellen zu
rekrutieren und diese iv) zu Effektor Th-Zellen polarisiert. Diese ,temporal bridge" wirde zwar
zeitlich durch die begrenzte Lebensdauer reifer DZ limittiert, wirde aber in einem groRReren
raumlichen Umfeld erregerspezifische Th-Zellen in eine laufende Immunantwort rekrutieren (Ridge
et al., 1998).

Unser drei-Zelltyp-Cluster erlaubt uns, die Aktivierung und das Gedachtnis von DZ in vitro zu
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untersuchen, um unser Wissen spater therapeutisch einzusetzen. Bei der Manipulation
polarisierter Autoimmunreaktionen koénnte es vollig ausreichend sein, DZ ex vivo vorzubehandeln,
indem der EinfluR polarisierter Effektor Th-Zellen Uber mAk imittiert wird. Das mdgliche
Gedachtnis der DZ wird dann therapeutisch ausgenutzt und die auf eine bestimmte Polarisierung
vorbereitete DZ wird mit einem fir artikularen Knorpel spezifischen Antigen beladen und adoptiv in
die Patienten transferiert. Der in Abb. 31 dargestellte kurze Bedarf an IFNy kdnnte leicht durch die
Verabreichung von rekombinantem Zytokin nachgeahmt werden und fiir den langfristigen Bedarf
an IL-12 — im Fall einer erwinschten Polarisierung zu Typ 1 Effektor Th-Zellen — waren die
transferierten DZ zustandig.

Unser Wissen uber die fur eine Polarisierung zu Typ 2 Effektor Th-Zellen benétigten I6slichen
Faktoren und Oberflachenmolekile ist noch viel zu gering, als dass wir Therapien entwickeln
kénnten. An unserem in vitro drei-Zelltyp-Cluster konnten wir sehen, dass fir die Polarisierung zu
Typ 2 Effektor Th-Zellen IL-4 unabdingbar ist (Schuhbauer et al., eingereicht). Mdglich wére, dass
DZ deswegen Typ 2 Polarisierungen vermitteln kénnen, weil sie von den Typ 2 Effektor Th-Zellen
im drei-Zelltyp-Cluster instruiert wurden, kein IL-12 auszuschitten. Ob lgsliche Faktoren oder
ebenfalls Interaktionen Uber Oberflachenmolekiile die DZ vorbereiten, Typ 2 Polarisierungen zu
vermitteln, werden wir in der nachsten Zukunft untersuchen. Mdoglicherweise bieten sich B-Zellen
als APZ besser fir eine Manipulation autoreaktiver Immunreaktionen an.

Zusammenfassend habe ich in meiner Arbeit zuerst die differentielle Expression als Mechanismus,
mit dem MHC Il Gene fiur die Entstehung von Autoimmunerkrankungen pradisponieren, untersucht
und gezeigt, dass sie die Polarisierung der Effektor Th-Zellen beeinflusst. Im meinem letzten Teil
zeige ich eine neue Mdoglichkeit auf, mit der man therapeutisch auf bestehende Polarisierungen,
wie sie in den von der Autoimmun-erkrankungen betroffenen Geweben charakteristisch sind,
eingreifen  kdnnte. Somit leistet meine Arbeit einen Beitrag zur Erforschung von
Autoimmunerkrankungen und leitet direkt aus meinen Ergebnissen eine neue Mdoglichkeit zur
Therapie ab.
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6 Antikdrper, verwendete Mausstamme, Patienten-Daten

Tabelle 3: Liste der verwendeten monoklonalen Antikdrper

Antigen Klon

murine MHC Il Moleki

I-EX HB6

I-A 3TP

I-A? 30-10-8

A HB15, TIB92
I-A‘ KH116

murine Leukozyten-Marker

B220 RA3 2C2

CD3 145-2C11
OVA-TCR KJ1-26.1

CD4 GK1.5

CD11b M1/70 (Mac-1)
CDl11c N418

CD40 (Agonist) 3/23

CD62L Mel-14

CD69 H1.2F3

murine Zytokine

IL-4 11B11
IFNy XMG1.2, AN18.17.24
IL-12 (p40/p70) C17.8,C17.15

Humane MHC Il Molekiile

HLA-DR L243, Immu-357
HLA-DR4 NFLD.D1
HLA-DR7 SFR16-DR7G

humane Leukozyten-Marker
CD3 OKT3
CD14 TUK4

CD19 SJ25-C1




Tabelle 4: MHC ll-Haplotypen der verwendeten Mausstdmme

Mausstamm I-A Haplotyp I-E Haplotyp

Spezifitat des TZR

kongene B10. Mause

B10.A l-AK I-EX
B10.A (4R) l-A I-E
B10.A (5R) I-A° -E"X
B10.BR I-A I-EX
B10.D2 I-Ad I-E¢
B10.Q I-A9 I-E°

kongene BALB Mause
BALB/b I-A° I-E°

BALBI/C I-Ad I-E¢

weitere Stamme

BDF1 -AP I-EX
CBA/J I-A9 I-E°
DBA/1 -A9 I-E°

TZR-transgene Mause
5CC7 I-A¥ I-EX

DO11.10 I-Ad I-E¢

CytC-Peptid 88-104

OVA-Peptid 323-339
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Tabelle 5: Patienten-Daten

Patienten-Nr.

HLA-DRB1 Kombination

Allel 1

Allel 2

Ratingen-Score

RF

2001
2002
2003
2004
2008
2010
2101
2103
2104
2109
2110
2112
2113
2123
2126
2127
2128
2131
2132
6004
6011
6013
6019
6022
6028
6029
8004
8019
8022
8024
10005
10008
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10009
10011
10013
10014
10015
10016
10017
10021
10022
10025
10026
10028
10029
10031
10033
10036
10037
10039
10040
10041
10042
10046
10047
10050
10051
10052
10055
10058
10059
10060
10062
10063
10064
10065
10066
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10067
10069
10070
10071
10072
10073
10076
10078
10079
10080
10081
10082
10083
10085
10086
10087
10091
10095
10096
10099
10104
10105
10106
10107
10109
10111
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10114
10115
10117
10118
10121
10122
10124
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10126
20027
20036
20042
20044
20048
20049
20053
20055
20058
20060
20069
23001

g o0 N o o = 00 A b b 0 b O©

23002
30001

=Y
o

32001
32002
32004
34003
34005
34006

w A A A Db W O O A NN B~ DD OO P>~ P> DD D> DD PO

o M~ A O O O

34007

w O O O N O

10

n.b.: nicht bestimmt

Die Tabelle listet nur die Daten derjenigen Patienten, von denen sowohl HLA-DRB Haplotyp als

auch Ratingen-Score bestimmt werden konnte
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