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Abkürzungsverzeichnis 

APC  Antigen-präsentierende Zelle 

ASBT  Apical sodium-dependent bile transporter 

CD  Cluster of differentiation 

CFSE  Carboxy Fluoroscein Succinimidyl Ester 

CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 

DC  Dendritische Zelle 

DN  Doppelt negativ (Thmyozyten) 

DP  Doppelt positiv (Thymozyten) 

HBV  Hepatitis B Virus 

HCV  Hepatitis C Virus 

HLA  Humanes Leukozyten Antigen 

IFN  Interferon 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor 

IL  Interleukin 

LPS  Lipopolysaccharid 

MDC  Myeloische dendritische Zelle 

MHC  Major histocompatibility complex (antigen) 

MyD88 Myeloid differentiation factor-88 

NK  Natürliche Killer (-Zelle) 

NS  Non-structural (protein) 

OVA  Ovalbumin 

PAMP  Pathogen-associated molecular pattern 

PDC  Plasmazytoide dendritische Zelle 

SNP  Single nucleotide polymorphism 

TCR  T-Zell Rezeptor 

TFR  Transferrin     

Th  T-Helfer (-Zelle)    

TLR  Toll-like Rezeptor 

TNF  Tumor Nekrose Faktor 
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1. Einführung in die Thematik 

 

Das Immunsystem gliedert sich in einen angeborenen und einen erworbenen Teil. Das 

erworbene Immunsystem erkennt Pathogene durch hochvariable Rezeptoren auf 

spezialisierten Immunzellen, die nur in Wirbeltieren vorkommen. Die Interaktion eines T- 

oder B-Zell-Rezeptors mit seinem Antigen führt zur klonalen Expansion und schließlich mit 

hoher Effizienz zur Eradikation des Pathogens. Dieser Mechanismus erfordert jedoch Zeit. 

Die angeborene Immunantwort hingegen setzt ohne wesentliche zeitliche Verzögerung ein. 

Organspezifische gewebsständige Zellen des angeborenen Immunsystems stellen die erste 

Abwehrlinie gegen in den Wirt eindringende Organismen dar und kontrollieren gleichzeitig 

unterschiedliche Funktionen der adaptiven Immunantwort (1). Sie erkennen Pathogene durch 

hochkonservierte Rezeptoren, die nahezu allen Organismen gemeinsam sind. Die 

Pathogenerkennung wird unter anderem durch Toll-like Rezeptoren (TLR) vermittelt. Toll 

wurde primär als Membranrezeptor beschrieben, der die dorso-ventrale Ausrichtung der 

Körperachse der Fruchtfliege Drosophila während der Embryogenese steuert (2). Später 

wurde gezeigt, daß Toll zudem eine notwendige Komponente der antifungalen Immunantwort 

der Drosophila darstellt (3). Das erste humane Ortholog des Drosophila Toll wurde 1997 von 

Janeway und Kollegen als ein Rezeptor beschrieben, der angeborene Immunität vermittelt (4). 

Kurze Zeit später wurde TLR4 als ein Rezeptor identifiziert, der Lipopolysaccharid (LPS), die 

Hauptkomponente der äußeren Zellwand Gram-negativer Bakterien, bindet und so zu 

Inflammation führt. Er ist dadurch maßgeblich an der angeborenen Immunantwort gegen 

Gram-negative Bakterien beteiligt (5, 6). Bisher wurden 13 verschiedene Toll-like Rezeptor 

Homologe identifiziert. TLR erkennen invariante, mit Pathogenen assoziierte molekulare 

Strukturen, so genannte PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). Zu diesen 

mikrobiellen Motiven gehören u.a. LPS, Lipoteichonsäure, Peptidoglykane, Lipoproteine 

Gram-negativer Bakterien, virale DNA und RNA, sowie bakterielle CpG-DNA 

(unmethylierte, an CpG-Motiven reiche DNA, die bevorzugt in Bakterien vorkommt) (7). 

TLR sind durch das Vorhandensein von leucinreichen Wiederholungen in der extrazellulären 

Komponente und einer TIR Domäne (Toll/IL-1-Rezeptor-Domäne) im zytoplasmatischen 

Anteil gekennzeichnet. Die den TLR nachgeschaltete intrazelluläre Signaltransduktion ist 

komplex. Die Produktion inflammatorischer Zytokine wird u.a. durch intrazelluläre Proteine 

wie den Myeloid Differenzierungsfaktor 88 (MyD88), die Interleukin-1 Rezeptor assoziierten 

Kinasen (IRAK) 1-4 und den TNF-α Rezeptor assoziierten Faktor (TRAF) 6 gesteuert. Die 

durch diese Moleküle gebildete Signalkaskade führt letztendlich zur Aktivierung des 
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Transkriptionsfaktors NF-κB (8). Außer TLR3 nutzen alle bisher identifizierten TLR diese 

Signalkaskade. Drei weitere Adapter-Moleküle, TIR domain-containing adapter inducing 

IFN-β (TRIF oder TICAM-1), TIR domain-containing adapter protein (TIRAP) bzw. MyD88-

adapter like (Mal) und TRIF-related adapter molecule (TRAM) spielen eine kritische Rolle 

bei MyD88-unabhängigen Signalskaskaden (9, 10).  

Die Signale, die zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems führen, werden von Antigen-

präsentierenden Zellen (APC) vermittelt. Eine Schlüsselrolle spielen dabei die dendritischen 

Zellen (DC). Unreife DC befinden sich im peripheren Gewebe und zu einer geringeren Zahl 

auch im Blut. Dort nehmen sie permanent Antigen auf, prozessieren es und präsentieren die 

resultierenden Fragmente auf MHC Molekülen (Major Histocompatibility Complex-

Molekülen). DC exprimieren TLR, über die die Erkennung mikrobieller Moleküle erfolgt 

(11). Die Bindung solcher mikrobieller Bestandteile an TLR induziert eine Reifung der DC, 

die daraufhin das Gewebe verlässt und zum drainierenden Lymphknoten wandert. 

Gleichzeitig werden kostimulatorische Moleküle (u. a. CD80 und CD86) exprimiert, die zur 

T-Zell Aktivierung notwendig sind. Auch MHC Moleküle werden nun bevorzugt an der 

Zelloberfläche exprimiert, was eine effektivere Aktivierung von T-Zellen zur Folge hat (12). 

Zusätzlich werden Zytokine freigesetzt, die die Reifung und Aktivierung von T-Zellen 

begünstigen. Die zentrale Rolle der TLR im Hinblick auf die Aktivierung von Lymphozyten 

lässt sich im Tiermodell belegen. Bei Mäusen, bei denen die TLR Signaltransduktion 

unterbrochen ist (MyD88 knock-out), kommt es nach Impfung mit Antigen in Freunds 

Adjuvant, das eine Stimulation der TLR bewirkt, nur zu einer unzureichenden Aktivierung 

der Lymphozyten (13).  

Die Effektorzellen des adaptiven Immunsystems sind B- und T-Lymphozyten, die 

hochspezifisch für bestimmte Antigene sind und diese mit Hilfe hochvariabler Rezeptoren 

erkennen, den B- und T-Zell Rezeptoren. Die Antigenspezifität des B-Zell Rezeptors entsteht 

durch somatische Mutation, die eine zunehmende Affinität des Rezeptors im Laufe einer 

Immunantwort bewirkt und so, wenn auch mit zeitlichem Verzug, eine spezifische Erkennung 

und Bekämpfung von Pathogenen erlaubt (14). Das weitgehende Fehlen einer somatischer 

Hypermutation des T-Zell Rezeptors verhindert, daß sich die Antigenspezifität einmal im 

Thymus selektierter T-Zellen noch einmal ändert (15). Eine weitere Besonderheit des 

erworbenen Immunsystems ist, daß im Anschluß an eine durchgemachte Immunantwort ein 

immunologisches Gedächtnis resultiert, das im Falle eines erneuten Kontakts mit dem 

gleichen Antigen eine umgehende spezifische Antwort gewährleistet (16). B-Lymphozyten 

synthetisieren Antikörper, die zum einen als membranständige Antigenrezeptoren dienen, 
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zum anderen in sezernierter Form Antigen binden und diese somit für phagozytierende Zellen 

und das Komplementsystem erkennbar machen. T-Lymphozyten können entweder direkte 

zytotoxische Effekte ausüben oder durch die Synthese von Zytokinen andere Immunzellen bei 

der Erkennung von Antigenen unterstützen. Die Aktivierung der T-Lymphozyten erfolgt 

durch professionelle APC, die an ihrer Oberfläche MHC Moleküle exprimieren, die beim 

Menschen auch HLA (Humanes Leukozyten Antigen) und bei der Maus H-2 heißen. 

Außerdem werden MHC Moleküle auch als Transplantationsantigene bezeichnet, weil 

zahlreiche Allelvarianten auf allen Loci vorkommen. So entsteht eine hohe interindividuelle 

Variabilität hinsichtlich der Expression der verschiedenen Allele, die dazu führt, daß es zu 

Transplantatabstoßungen kommt (17). MHC-I Moleküle werden auf allen kernhaltigen Zellen 

exprimiert, während MHC-II Moleküle vorwiegend auf professionellen APC vorkommen 

(18). MHC Moleküle weisen an der Oberfläche eine Bindungstasche auf, die ein Peptid 

aufnimmt. Im Falle von MHC-I Molekülen handelt es sich um eine Kette von 8-10 

Aminosäuren (18), im Falle von MHC-II Molekülen um eine Kette von 13-17 Aminosäuren 

(19). MHC-I Epitope werden durch das Proteasom aus intrazellulären Bestandteilen, in der 

Regel also aus zelleigenen Proteinen, generiert (20). Im Gegensatz dazu werden MHC-II 

Epitope im endosomalen Kompartiment der Zelle generiert, in der Regel also aus 

phagozytiertem Fremdeiweiß (21). Der Komplex aus MHC-I Molekül und Peptid wird von 

CD8 T-Zellen erkannt, während der Komplex aus MHC-II Molekül und Peptid von CD4 T-

Zellen aktiviert wird (22). Die Expression eines MHC-I Moleküls zusammen mit einem 

Peptid, das aus zelleigenem Protein stammt, führt zur Markierung der Zelle als „körpereigen“ 

und bewirkt in aller Regel keine Immunantwort. Um diese Toleranz des Immunsystems 

gegenüber körpereigenen Peptiden zu gewährleisten, muß das Immunsystem geschult werden. 

Diese Schulung erfolgt zum einen während der Entwicklung im Thymus (zentrale Toleranz), 

zum anderen durch eine Unterdrückung von Immunantworten durch spezielle regulatorische 

T-Zellen in der Peripherie (periphere Toleranz). Ist eine Körperzelle jedoch z.B. von einem 

Virus infiziert, dann werden virale Bestandteile im MHC-I Kontext präsentiert, und das 

Immunsystem wird aktiviert. Da die strukturellen Unterschiede zwischen Selbst- und 

Fremdantigenen minimal sein können, bedarf das Immunsystem einer fein abgestimmten 

Kontrolle der Immunreaktion, die eine Reaktion auf Fremdantigene zwar erlaubt, eine 

Reaktion auf Selbst-Antigene aber unterbindet. Kommt es zum Verlust dieser Kontrolle, 

entstehen Autoimmunerkrankungen, bei denen sich das Immunsystem gegen Selbst-Antigene 

richtet. Die Ursachen für einen solchen Verlust der Toleranz bei Autoimmunerkrankungen 

sind größtenteils unbekannt, sie können in einer unzureichenden Selektion von T-Zellen im 
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Thymus oder einem ungenügenden peripheren Toleranzmechanismus zu suchen sein (23, 24). 

Eine weitere Hypothese macht die Ähnlichkeit von Fremd- mit Selbst-Antigenen 

(„Molekulare Mimikry“) oder die Präsentation von Selbst-Antigenen in einem 

inflammatorischen Kontext für die Entstehung von Autoimmunität verantwortlich (25, 26). 

Die Aufklärung der Vorgänge, die der Selektion und der Aktivierung von T-Lymphozyten 

zugrundeliegen, ist essentiell für das Verständnis der Entstehung von Autoimmunität und der 

fehlenden Immunität gegen bestimmte Antigene. So ist das Fehlen einer effektiven 

Immunantwort ein Kennzeichen der chronischen Hepatitis C Virus-Infektion.  
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2. Zusammenfassung der eigenen Arbeiten im wissenschaftlichen Kontext 

 

2.1. Generelle Mechanismen T-zellulärer Immunität 

T-Lymphozyten lassen sich anhand der Expression ihres Korezeptors in CD8 und CD4 

positive T-Lymphozyten unterteilen. CD8 T-Zellen haben zytotoxische Eigenschaften. Ihre 

Aktivierung erfolgt durch die Bindung ihres T-Zell Rezeptors an einen MHC-I/Peptid 

Komplex. CD4 Helferzellen werden durch die Bindung ihres T-Zell Rezeptors an einen 

MHC-II/Peptid Komplex aktiviert. Die Korezeptoren CD8 und CD4 übermitteln zusätzliche 

Signale (27). Die Signaltransduktion erfolgt durch den CD3 Komplex und führt zur 

Aktivierung der Kinase ZAP-60, die die weitere intrazelluläre Signalkaskade induziert (28). 

Zur vollständigen Aktivierung wird ein zweites Signal benötigt, nämlich die Bindung eines 

kostimulatorischen Moleküls wie CD80 (B7.1) oder CD86 (B7.2) an CD28 (29). Umgekehrt 

exprimieren aktivierte T-Zellen den Rezeptor CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), 

der CD80 und CD86 bindet und auf diese Weise eine negative Regulation bewirkt (30).  

CD8 T-Zellen verfügen über mehrere Mechanismen, ihren zytotoxischen Effekt auszuüben: 

Sie setzen die zelltoxischen Moleküle Perforin und Granzym frei, ligieren das Molekül fas auf 

der Oberfläche von Zielzellen durch fas-Ligand und setzen die Effektorzytokine IFN-γ und 

TNF-α frei, die zur Aktivierung anderer Immunzellen wie Makrophagen und B-Zellen führen 

(31-34).  

CD4 T-Zellen verfügen über ein stärker differenziertes Spektrum von Effektorfunktionen. 

Diese Funktionen variieren, je nachdem, unter welchen Bedingungen die Aktivierung erfolgt 

(35). Abhängig von der Art der Antigen-präsentierenden dendritischen Zelle, der Stärke des 

Stimulus, der Expression von Notch-Liganden (36), dem Zytokinmilieu (37) und den 

involvierten Toll-like Rezeptoren (8) erfolgt die Aktivierung unterschiedlicher 

Differenzierungsprogramme. Das Differenzierungsmuster von CD4 T-Zellen kann 

vereinfachend in zwei Kategorien eingeteilt werden: Th1-Zellen entstehen nach Aktivierung 

durch DC, die den Notch-Liganden Delta exprimieren, unter dem Einfluß von IL-12 und 

IFNα sowie der TLR4, 7 und 9,  zeichnen sich durch die Produktion der Effektorzytokine 

IFN-γ und Lymphotoxin aus und vermitteln eine zelluläre, zytotoxische Immunantwort. Th2 

Zellen entstehen nach Stimulation durch DC, die den Notch-Liganden Jagged exprimieren, 

unter dem Einfluß des Zytokins IL-4 und des TLR2, produzieren die Effektorzytokine IL-4 

und IL-5 und vermitteln dadurch eine humorale oder allergische Immunantwort. Die Zytokine 

TNF-α und GM-CSF werden bevorzugt aber nicht ausschließlich von Th1 Zellen produziert, 
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während umgekehrt IL-10 und IL-13 bevorzugt von Th2 Zellen synthetisiert werden (38, 39). 

Als Hauptregulatoren für diese Differenzierung wurden die Transkriptionsfaktoren GATA-3 

(für eine Th2-Antwort, (40)) und T-bet (für eine Th1-Antwort, (41)) identifiziert.  

 

2.1.1. Aktivierung von CD8 T-Zellen (P1, P2) 

Die Aktivierung von T-Zellen nach Bindung eines MHC/Peptid-Komplexes an ihren T-Zell 

Rezeptor kann durch zwei unterschiedliche Hypothesen erklärt werden: Zum einen kann die 

Bindung eine Konformationsänderung bewirken, die zur Signaltransduktion führt, zum 

anderen kann die Bindung mehrerer T-Zell Rezeptoren eine Vernetzung der T-Zell-

Rezeptoren bewirken, deren intrazelluläre Domänen sich dann gegenseitig aktivieren können. 

Da die direkte Untersuchung der Konformation des TCR bei der Aktivierung schwierig ist 

(42), erfolgten die meisten Untersuchungen an isolierten T-Zellen, die durch mono- oder 

multivalente Liganden aktiviert wurden. In diesem Modell spricht die Aktivierung durch 

monovalente Liganden für eine Konformationsänderung des Rezeptors, wohingegen die 

ausschließliche Aktivierung durch multivalente Liganden ein TCR-Vernetzungsmodell 

favorisiert.  Kinetische Untersuchungen zeigten dabei inkonsistente Ergebnisse, die sowohl 

auf eine TCR Dimerisierung als aktivierenden Schritt (43, 44) als auch auf eine Aktivierung 

durch monovalente Liganden (45) hinwiesen. Funktionelle Daten sprechen für eine 

Dimerisierung von TCR bei CD4 T-Zellen (46, 47), hingegen ergaben sich bei CD8 T-Zellen 

sowohl Hinweise auf eine Dimerisierung (48-50) als auch auf eine Aktivierung durch 

monovalente Liganden (51, 52). Da die bislang vorliegenden Ergebnisse inkonsistent waren, 

wurden die Bedingungen für die Aktivierung naiver CD8 T-Zellen mit Hilfe rekombinanter 

MHC-I Moleküle, sogenannter Tetramere, untersucht. Tetramäre sind synthetische MHC-I 

Moleküle, die mit einem definierten Peptidliganden komplementiert werden können, und die 

durch ein Streptavidin Molekül in Vierergruppen zusammengehalten werden. Der Vergleich 

solcher Tetramere mit Monomeren, d.h. einzelnen MHC-I/Peptid Komplexen, machte 

deutlich, daß eine multivalente Interaktion von MHC-I Molekülen mit T-Zell Rezeptoren  

notwendig für die Aktivierung naiver CD8 T-Zellen ist (P1). Im Rahmen der Untersuchungen 

wurde verständlich, warum einige der Vorarbeiten zu einem konträren Ergebnis gekommen 

waren: CD8 T-Zellen sind potente antigenpräsentierende Zellen, wenn ihnen ein Peptid-

Antigen zugeführt wird, das keine weitere Prozessierung benötigt. Da das Peptid im MHC-

I/Peptid Komplex nicht-kovalent gebunden ist, kommt es zur Freisetzung des Peptids aus dem 

Komplex in den Tetrameren und zur Bindung an auf den T-Zellen exprimierte MHC-I 
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Moleküle. Um dieses Artefakt von Effekten zu unterscheiden, die tatsächlich von 

professionellen APC oder rekombinanten MHC-I Molekülen ausgelöst werden, war es 

notwendig, ein chimäres Mausmodell zu entwickeln, das die Selektion MHC-I defizienter 

CD8 T-Zellen erlaubt. Dazu wurde Knochenmark von MHC-I defizienten Mäusen (H-2KbDb-

/-) in subletal bestrahlte RAG-/- Mäuse transferiert, die selber keine T-Zellen generieren. Die 

MHC-I positive Umgebung im Thymus erlaubte die Entwicklung von H-2KbDb-/- CD8 T-

Zellen. An den so gewonnen Zellen wurden in vitro und in vivo Aktivierungsstudien 

durchgeführt, darunter TCR Signal-Transduktionsstudien und Carboxy Fluoroscein 

Succinimidyl Ester (CFSE)-Markierungsstudien, die eindeutig zeigten, daß eine multivalente 

Bindung von T-Zell Rezeptoren und ein zusätzliches kostimulatorisches Signal notwenig für 

die Aktivierung naiver CD8 T-Zellen sind.  

Der CD8 Korezeptor hat mehrere Aufgaben: Zum einen weist er eine adhäsive Wirkung auf, 

die eine festere Bindung der T-Zelle an die Antigen-präsentierende Zelle bewirkt, zum 

anderen ist der intrazelluläre Anteil des Moleküls mit der Kinase lck komplexiert, die für die 

initialen Schritte bei der Signaltransduktion durch den TCR-Komplex notwendig ist. Das CD8 

Molekül bindet an die α3 Domäne des MHC-I Moleküls und verstärkt damit die Avidität des 

TCR zum MHC-I Molekül (53, 54). Es ist unklar, wie CD8 zum TCR-MHC-I/Peptid 

Komplex rekrutiert wird. Als mögliche Mechanismen werden die Palmitoylierung von CD8β 

und die daraus resultierende Verankerung in Lipid rafts (55), eine Rolle für lck (56) und die 

konstitutive Assoziation mit dem TCR (57, 58) diskutiert. Um zu differenzieren, inwieweit 

die adhäsive Wirkung des CD8 Korezeptors eine Rolle bei der Interaktion zwischen CD8 T-

Zelle und Antigen-präsentierender Zelle spielt, wurde mit synthetischen MHC-I Molekülen 

gearbeitet, in die Mutationen eingefügt wurden, die die CD8-Bindungskapazität eliminieren. 

Diese MHC-I Moleküle wurden wiederum in Tetramere eingebaut, und zwar solcher Art, daß 

dabei genau definiert wurde, wie viele der Arme der Tetramere den TCR binden (da sie mit 

dem entsprechenden spezifischen Peptid beladen sind) und wie viele das CD8 Molekül binden 

(da sie keine Mutation in der α3 Domäne tragen). Mit diesen Molekülen wurden 

Aktivierungsstudien und Kopräzipitationsexperimente durchgeführt. Es zeigte sich, daß 

dasselbe MHC-I Molekül mit einem TCR und einem CD8 Korezeptor interagieren muß, um 

eine effektive Aktivierung naiver CD8 T-Zellen zu ermöglichen (P2).  Die unspezifische 

adhäsive Wirkung von CD8, das heißt die Bindung an MHC-I Moleküle, die mit einem 

irrelevanten Peptid beladen sind, war gering. Weiterhin wurde gezeigt, daß die Bindung von 

CD8 an den TCR unabhängig von einer Bindung des TCR an den MHC-I/Peptid Komplex ist, 

daß aber die Bindung von lck an das CD8 Molekül erst dann erfolgt, wenn das CD8 Molekül 
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mit einem TCR assoziiert, der eine stabile Bindung mit einem MHC-I/Peptid Komplex 

eingegangen ist. 
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2.1.2. Selektion von CD8 T-Zellen (P3, P4) 

Die Entwicklung von T-Lymphozyten erfolgt im Thymus. Dort wird eine Selektion der neu 

entstandenen Thymozyten mit dem Ziel durchgeführt, nur solche T-Zellen in die Peripherie zu 

entlassen, die zum einen in der Lage sind, mit Selbst-MHC Molekülen zu interagieren, also 

überhaupt fähig sind, von Antigen-präsentierenden Zellen des Organismus Signale zu 

erhalten. Zum anderen dürfen sie nicht mit Selbst-MHC/Selbst-Peptid Komplexen reagieren, 

da sie sonst Autoimmunität auslösen würden. Im Thymus erfolgt daher eine positive Selektion 

von Thymozyten, die mit Selbst-MHC interagieren, aber eine negative Selektion von 

Thymozyten, die mit zu starker Affinität interagieren, da sie Selbst-MHC und Selbst-Peptid 

erkennen. Die Selektion erfolgt im CD4+CD8+ Stadium der Entwicklung von Thymozyten 

durch Interaktion mit Thymusepithelzellen, die Selbst-MHC/Selbst-Peptid Komplexe 

präsentieren (59). Die Stärke dieser Interaktion führt zur Selektion: Eine Interaktion niedriger 

Affinität führt ebenso zur negativen Selektion wie eine Interaktion hoher Affinität. Nur 

Thymozyten, die mit mittlerer Affinität binden, werden positiv selektiert und später in die 

Peripherie entlassen (60). Die Stärke der Interaktion wird aber nicht nur durch die Interaktion 

des TCR mit dem MHC/Peptid Komplex bedingt, sondern auch durch die Wirkung 

kostimulatorischer und adhäsiver Moleküle (61). Bei der Untersuchung dieser Vorgänge wird 

meist mit TCR-transgenen Mäusen gearbeitet, für deren spezifische TCR Peptidliganden mit 

definierter Affinität bekannt sind. Sie werden in der Regel in Agonisten (hohe Affinität), 

Antagonisten oder partielle Agonisten (intermediäre Affinität) und inerte Peptide (niedrige 

Affinität) unterteilt (62). Agonisten führen zur Aktivierung reifer CD8 T-Zellen und bewirken 

bei der Selektion von CD8 T-Zellen eine negativen Selektion (63). Umgekehrt führen 

Antagonisten zur Hemmung der Aktivierung reifer CD8 T-Zellen, bewirken aber die positive 

Selektion von Thymozyten (60). Allerdings gibt es auch Berichte über Agonist selektierte T-

Zellen (64-66), wobei unklar bleibt, ob solche T-Zellen funktionell aktiv oder durch die 

besonderen Selektionsbedingungen tolerant oder inert sind (63, 65, 67). Davon unabhängig 

werden bestimmte Subklassen von CD8 T-Zellen mit speziellen Funktionen auch unter 

physiologischen Bedingungen durch Liganden mit hoher Affinität selektiert und zeigen 

dennoch normale Funktionen. Ein Beispiel hierfür sind CD8αα T-Zellen, die bevorzugt im 

Darm gefunden werden (65, 68-70). Um die Selektionskriterien von Thymozyten unter 

Bedingungen zu untersuchen, die eine genaue Definition der Zahl, Affinität und Avidität der 

Liganden erlauben, wurden Experimente in fetalen Thymusorgan-Kulturen MHC-I defizienter 

Mäuse durchgeführt. In diesem System kann das Selektionsverhalten durch Zugabe 

rekombinanter MHC-I Moleküle untersucht werden. Dabei zeigte sich, daß die Interaktion mit 
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Agonist beladenen MHC-I Molekülen eine positive Selektion erlaubte, offensichtlich deshalb, 

weil die isolierte Interaktion mit zellfreien MHC-I/Peptid Komplexen in einer insgesamt 

niedrigeren Avidität der Interaktion resultierte. Im Gegensatz zur Aktivierung peripherer CD8 

T-Zellen war eine monovalente Interaktion zwischen TCR und MHC-I Molekül ausreichend, 

um eine Selektion zu ermöglichen. Außerdem war eine Interaktion zwischen MHC-I und CD8 

in dieser Situation nicht obligatorisch, wie mit Hilfe von Tetrameren gezeigt wurde, deren 

MHC-I Moleküle eine mutierte α3 Domäne aufwiesen. Die in vitro selektierten CD8 T-Zellen 

wiesen einen naiven Phänotyp auf, exprimierten aber im Gegensatz zu peripheren CD8 T-

Zellen das Integrin α4β7 und zeigten eine reduzierte Expression des Selektins CD62L. Mit 

den so in vitro generierten CD8 T-Zellen wurden umfangreiche Studien durchgeführt, die 

ergaben, daß diese Zellen sowohl in vitro als auch in vivo voll funktionsfähig sind (P3). 

Aufgrund der Expression von α4β7 fanden sich die in vitro selektierten CD8 T-Zellen nach 

Transfer in Empfängermäuse bevorzugt im darmassoziierten lymphatischen Gewebe. Die 

Arbeiten machten deutlich, daß das strenge Paradigma der positiven Selektion durch 

Antagonisten und der negativen Selektion durch Agonisten nicht korrekt ist. Vielmehr kann 

positive Selektion auch durch Bindung von Agonisten erfolgen und zur Generierung 

funktioneller CD8 T-Zellen führen. Die Expression von α4β7 in unserem Modell und die 

Tatsache, daß CD8αα T-Zellen ebenfalls durch Agonisten selektiert werden, spricht für eine 

Ausnahmestellung der CD8 T-Zellen im Darm: T-Zellen, die potentiell durch Selbst-Antigene 

aktiviert werden können, wandern bevorzugt in den Darm ein. Möglicherweise steht diese 

Beobachtung im Zusammenhang mit der Tatsache, daß autoaggressive Erkrankungen häufig 

im Darm auftreten. 

Schließlich wurde die Bedeutung der NK-Zellen für die Entwicklung MHC-I defizienter 

Thymozyten untersucht. NK-Zellen attackieren MHC-I defiziente Zielzellen. Dieser 

Mechanismus schützt vor viralen Infektionen, da Viren häufig zu einer Verminderung der 

MHC-I Expression von infizierten Zellen führen und damit der zellulären Immunität durch 

CD8 T-Zellen entgehen (71). MHC-I Moleküle binden an inhibitorische Moleküle auf NK-

Zellen wie die Mitglieder der Ly49 Familie (72-75). Durch regelmäßigen Kontakt von MHC-I 

Molekülen mit Ly49 Molekülen „lernen“ NK-Zellen, wie hoch das normale 

Expressionsniveau von MHC-I Molekülen in ihrem Organismus ist und können so auf 

Veränderungen der MHC-I Expression, z.B. im Rahmen von Virusinfektionen, reagieren (76). 

Zusätzlich zu diesen inhibitorischen Signalen muss es aber auch aktivierende Signale für NK-

Zellen geben, da bestimmte Zelltypen, z.B. Thymozyten, verstärkt von NK-Zellen angegriffen 

werden (77-79). Offensichtlich spielen dabei Aktivierungsmarker eine entscheidende Rolle 
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(80, 81). In den von uns durchgeführten Experimenten zeigte sich, daß die Entwicklung 

MHC-I defizienter Thymozyten in einem MHC-I exprimierenden Organismus deutlich 

verzögert war und daß NK-Zellen für diese Verzögerung verantwortlich waren. Dabei kam es 

zu einem Arrest der Thymozyten im CD4+CD8+ Stadium, in dem normalerweise die stärkste 

Proliferation erfolgt und der TCR exprimiert wird. Überraschenderweise exprimierten MHC-I 

defiziente CD4+CD8+ Thymozyten in chimären Mäusen, deren Thymusstroma MHC-I 

exprimiert, keinen TCR und proliferierten wesentlich weniger als ihre MHC-I positiven 

Gegenstücke. Aus diesen alternativen Vorläuferthymozyten entwickelten sich jedoch reife 

MHC-I negative CD8 T-Zellen, die in der Peripherie akkumulierten und nicht von NK-Zellen 

attackiert wurden. Um nachzuweisen, daß tatsächlich das fehlende MHC-I Molekül für den 

beobachteten Effekt verantwortlich ist, wurden Knochenmarkstammzellen in vitro mittels 

retroviralem Transfer mit einem Konstrukt infiziert, das entweder für das H-2Kb oder das H-

2Db MHC-I Molekül kodierte. Nur H-2Kb führte zu einer Wiederherstellung der 

Wildtypfunktion, während H-2Db transfizierte Stammzellen weiterhin von NK-Zellen 

attackiert wurden. Schließlich wurde gezeigt, daß aus MHC-I defizienten Vorläufern 

entstandene reife CD8 T-Zellen bei Aktivierung wiederum zum Ziel von NK-Zellen wurden.  

Zusammengefasst zeigen die Experimente, daß NK-Zellen selektiv proliferierende 

Thymozyten attackieren, die kein MHC-I exprimieren, daß jedoch eine Subpopulation von 

Thymozyten der NK-Zell vermittelten Toxizität entgeht, indem sie einen alternativen 

Mechanismus benutzt, der ohne wesentliche Proliferation auskommt, um das CD4+CD8+ 

Stadium zu erreichen (P4). 
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2.2. T-zelluläre Immunität bei der chronischen Hepatitis C Virus Infektion 

HCV-Infektionen stellen eine enorme medizinische und sozioökonomische Herausforderung 

dar. Die Prävalenz der Hepatitis C Virus-Infektion in Deutschland wird auf 5/1000 geschätzt. 

Weltweit sind mehr als 170 Millionen Menschen mit dem Hepatitis C Virus infiziert (82). Nur 

zwischen 20% und 50% der Patienten mit akuter Hepatitis C Virus-Infektion eliminieren das 

Virus spontan. Dabei spielt eine robuste Aktivierung der zytotoxischen CD8 T-Zellen und der 

CD4 T-Helferzellen eine entscheidende Rolle (83, 84). Bei Patienten mit chronischer HCV-

Infektion zeigt sich hingegen eine unzureichende T-Zell Antwort gegen virale Epitope (85, 

86). Es ist ungeklärt, warum diese Patienten keine ausreichende T-Zell Antwort ausbilden. 

Möglicherweise sind so genannte "escape"-Mutationen des Virus dafür verantwortlich (87). 

Genetische Variationen stellen einen weiteren Faktor dar, der für den unterschiedlichen 

klinischen Verlauf und das unterschiedliche Ansprechen auf eine antivirale Therapie 

verantwortlich sein könnte. Dazu gehören Polymorphismen in Genen, die akzessorische 

Moleküle, Zytokine oder Zytokinrezeptoren kodieren (88, 89), oder der HLA-Typ des 

Wirtsorganismus (90).  

Eine frühe Th1-Antwort, die gegen multiple Epitope gerichtet ist, führt am ehesten zu einer 

Viruselimination (91). Bei Patienten, bei denen eine spontane HCV-Elimination gelungen ist, 

wurde nach Stimulation mit viralen Proteinen eine Proliferation von CD4 T-Zellen 

nachgewiesen. Dabei wurden besonders robuste T-Zell-Antworten gegen die HCV-Proteine 

Core, NS3, NS4 und NS5 generiert. Bei Patienten, bei denen die Infektion spontan ausheilte, 

wurden Immunantworten gegen zahlreiche (durchschnittlich 10) HCV-Epitope gebildet, 

während bei Patienten, die einen chronischen Verlauf aufwiesen, nie mehr als ein Epitop 

erkannt wurde (92). In einer anderen Studie wurde bei allen Patienten, die das Virus spontan 

eliminierten, eine Immunantwort gegen das NS3-Protein gefunden, während sich eine solche 

nur bei 33% der Patienten, die eine chronische Infektion entwickelten, und bei 8% der 

Patienten mit bereits bestehender chronischer Hepatitis (93) ausbildete. Diese Ergebnisse 

wurden in weiteren Studien bestätig: Die T-Zell-Reaktivität gegen Oberflächen- und 

Nichtstrukturproteine bei Patienten mit spontaner Viruselimination war im Vergleich zur 

chronischen Verlaufsform signifikant höher (94). Die enge zeitliche Korrelation zwischen 

Nachweis bzw. Verlust einer HCV spezifischen CD4 T-Zellantwort und dem Verschwinden 

bzw. Wiederauftreten der Hepatitis C Virämie spricht für die entscheidende Rolle der CD4 T-

Zell vermittelten Immunreaktion bei der Kontrolle der HCV-Infektion (95). Die protektive T-

Helfer-Antwort scheint sich dabei vor allem gegen Epitope des NS3-Proteins zu richten (96, 

97). Nach akuter Infektion erreichte die Aktivität der CD4 T-Zellen ihr Maximum unmittelbar 
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nach Erkrankungsbeginn, während die Reaktivität der CD8 T-Zellen zunächst unterdrückt war 

und erst nach ca. 10 Wochen ihr Maximum erreichte. Bei Patienten mit chronischer HCV-

Infektion wurden keine nennenswerten CD8 T-Zell Antworten gegen virale Epitope 

beobachtet (98). Eine robuste CD8 T-Zell Antwort ist hingegen mit der Elimination des Virus 

assoziiert (99). Ähnlich wie bei der CD4 T-Zell Antwort war die Anzahl der Epitope, die 

durch zytotoxische CD8 T-Zellen erkannt wurden, ein Prädiktor für eine erfolgreiche 

Viruselimination (100). Unter der Therapie mit IFN-α kam es zu einer Vermehrung der T-

Zell Antworten gegen virale Proteine (101), was bei einer Vielzahl von Patienten schließlich 

zur Viruselimination führte. 

 

2.2.1. Beeinflussung der T-Zell Antwort gegen HCV durch CTLA4 (P5) 

Kostimulatorische Faktoren sind entscheidend für die Ausbildung einer effektiven 

Immunantwort. Dieses sogenannte „zweite Signal“ wird durch kostimulatorische Signale wie 

B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) vermittelt, die an den Rezeptor CD28 auf T-Zellen binden 

und so zu einer vollständigen Aktivierung beitragen (102). Sind T-Zellen bereits aktiviert, 

muß eine negative Gegenregulation erfolgen, um ein Überschießen der Immunantwort zu 

verhindern. Diese Gegenregulation erfolgt unter anderem durch die Expression des Rezeptors 

CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) auf aktivierten T-Zellen. CTLA4 bindet 

ebenfalls kostimulatorische Faktoren, führt jedoch zu einer Abschwächung der T-Zell 

Aktivität (103, 104). Im Tiermodell wird anschaulich, wie wichtig diese Gegenregulation ist: 

Das Fehlen von CTLA4 führt zu einer generalisierten Autoimmunerkrankung (30, 105). 

CTLA4 wird außerdem auf regulatorischen T-Zellen exprimiert und ist essentiell für ihre 

supprimierende Wirkung (106-109). Im CTLA4 Gen wurden mehrere genetische Variationen 

beschrieben, die mit dem Auftreten autoimmuner Erkrankungen assoziiert sind. Dazu gehören 

die autoimmune Thyreoidits (110), der systemische Lupus erythematodes (111) und der Typ I 

Diabetes (110, 112). Eine englische Arbeitsgruppe berichtete auch über die Assoziation einer 

genetischen Variation mit autoimmunen Lebererkrankungen, nämlich mit der autoimmunen 

Hepatitis (113) und der primär biliären Zirrhose (114, 115). Im Gegensatz dazu fanden eine 

französisch/kanadische (116) und eine brasilianische Arbeitsgruppe (117) eine umgekehrte 

bzw. keine Assoziation mit der autoimmunen Hepatitis.  

Mittlerweile sind mehrere CTLA4 Variationen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) 

bekannt (110): Die zwei am besten charakterisierten sind der -318C>T SNP im 

Promoterbereich (118) und der +49A>G SNP im ersten Exon (119). Funktionell scheint den 
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Autoimmunphänomenen bei Trägern des +49A>G Polymorphismus sowohl eine verminderte 

Anzahl (120) als auch eine abgeschwächte Funktion regulatorischer T-Zellen (121) zugrunde 

zu liegen. Die funktionelle Auswirkung des -318C>T Polymorphismus ist weniger gut 

charakterisiert. Ein einzelner  Bericht spricht für eine vermehrte Expression von CTLA4 auf 

aktivierten T-Lymphozyten von -318C>T Trägern (122). Die Funktionen von CTLA4 im 

Rahmen einer Immunantwort sind allerdings komplex, und die Bindung von CTLA4 kann 

sowohl zu einer Aktivierung als auch zu einer Inhibition führen, je nachdem mit welcher 

Stärke und auf welchen Zelltypen CTLA4 exprimiert wird (123). Daher ist die Auswirkung 

einer CTLA4 Variation in einem spezifischen Krankheitszusammenhang nicht unbedingt 

vorherzusehen.  

Eine Variation, die zu einer vermehrten Aktivität des Immunsystems führt, kann zum einen 

Autoimmunerkrankungen auslösen, sie kann zum anderen aber im Rahmen einer Infektion 

möglicherweise zu einer verbesserten Infektabwehr führen. Tatsächlich liegen Berichte über 

eine Assoziation von CTLA4 Variationen mit der Ausheilung der akuten HBV-Infektion (124) 

und dem Ansprechen auf eine Therapie bei der chronischen HCV-Infektion (125) vor.  

In früheren Studien wurde ein Einfluß einer Reihe genetischer Variationen auf das 

Therapieansprechen bei der chronischen HCV-Infektion beschrieben. Hier sind vor allem die 

Polymorphismen der IL10 (126), IL12B (127), RANTES (128), G Protein β3 (129) und MxA 

(89) Gene zu nennen. In einer kleinen Studie wurde  außerdem eine Assoziation des CTLA4 -

318C+49G Haplotyps mit einem günstigen Therapieansprechen nachgewiesen (125). Wir 

untersuchten daher die Bedeutung von CTLA4 Variationen bei der HCV-Infektion in unserer, 

- wesentlich größeren - Kohorte. Dazu wurden die beiden CTLA4 SNPs bei 127 Patienten 

untersucht, bei denen eine HCV-Infektion spontan ausgeheilt war, außerdem bei 947 

Patienten mit chronischer HCV-Infektion und bei 200 gesunden Kontrollen. Zusätzlich zur 

Analyse der Allelhäufigkeiten wurden die CTLA4 Haplotypen berechnet. Dabei wurde im 

Vergleich zu gesunden Kontrollen und im Vergleich zu Patienten mit chronischer Infektion 

eine Häufung des -318C+49A Haplotyps bei männlichen Individuen festgestellt, bei denen die 

HCV-Infektion spontan ausgeheilt war. Bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion hatten 

CTLA4 SNPs keinen Einfluß auf die Fibroseprogression, waren jedoch prädiktiv für das 

Therapieansprechen auf eine Interferon-α basierte Therapie. Bei männlichen Patienten zeigte 

sich ein schlechteres  Therapieansprechen, wenn Individuen den -318C+49A Haplotyp 

aufwiesen. Dieser Unterschied war umso ausgeprägter, je größer die therapeutische 

Herausforderung war:  Besonders große Unterschiede zeigten sich bei Patienten, die mit den 

schwierig zu behandelnden HCV Genotypen 1 und 4 infiziert waren oder mit der weniger 
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effizienten Interferon-α Monotherapie behandelt wurden. Eine multivariate Analyse bestätigte 

den Einfluß des CTLA4 Haplotyps auf das Therapieansprechen. Außerdem beeinflussten der 

HCV-Genotyp, das Ausmaß der Leberfibrose und die Art der Therapie das 

Therapieansprechen (P5). Eine wesentliche Erkenntnis dieser Studie war neben der 

Bedeutung von CTLA4 für die Immunreaktion gegen HCV die Geschlechtsspezifität der 

Ergebnisse. Die hierfür verantwortlichen Faktoren sind nicht bekannt, aber es ist möglich, daß 

die Kodierung immunrelevanter Gene auf dem X-Chromosom oder Unregelmäßigkeiten bei 

der Inaktivierung eines X-Chromosoms bei Frauen hierfür verantwortlich sind (130, 131). Die 

beobachteten Unterschiede sind insofern von Interesse, als zum einen das Geschlecht einen 

Einfluß auf das Therapieansprechen bei der HCV-Infektion aufweist (132), zum anderen das 

Geschlecht einen Einfluß auf die Funktion regulatorischer T-Zellen hat (133), die wiederum 

von der Funktion des Rezeptors CTLA4 abhängig sind. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eigene Publikation: 

P5 Schott E, Witt H, Hinrichsen H, Neumann K, Weich V, Bergk A, Halangk J, Muller T, 

Tinjala S, Puhl G, Neuhaus P, Wiedenmann B, Berg T.Gender-dependent association of 

CTLA4 polymorphisms with resolution of hepatitis C virus infection. J Hepatol. 2007 

Mar;46(3):372-80.  URL: PM: 17150279 

 
22

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=17150279&query_hl=3&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=17150279&query_hl=3&itool=pubmed_docsum


Schott E, Witt H, Hinrichsen H, Neumann K, Weich V, Bergk A, Halangk J, Müller 

T, Tinjala S, Puhl G, Neuhaus P, Wiedenmann B, Berg T. 

Gender-dependent association of CTLA4 polymorphisms with resolution of hepatitis  

C virus infection. 

J Hepatol. 2007 Mar;46(3):372-80. Epub 2006 Nov 2. 

PMID: 17150279  

 

23



2.2.2. Die Bedeutung des Toll-like Rezeptor 7 für die T-zelluläre Immunität 

gegen HCV (P6, P7) 

Die Aktivierung von Toll-like Rezeptoren auf dendritischen Zellen (DC) führt u. a. zur 

Freisetzung der Zytokine IFN-α und IFN-β sowie der  Interleukine IL-6 und IL-12. Diese 

Zytokine bewirken eine weitere Reifung der DC und induzieren Th1-Effektorfunktionen in T-

Zellen (134). Im menschlichen Blut finden sich zwei Untergruppen von DC: Myeloide DC 

(MDC), die durch die Expression von CD11c gekennzeichnet sind, und plasmazytoide DC 

(PDC), die kein CD11c, stattdessen jedoch den IL-3 Rezeptor CD123 exprimieren (135). 

Beide Subpopulationen exprimieren auch ein unterschiedliches Repertoire an TLR: MDC 

exprimieren TLR4 und TLR7, während PDC TLR9 und TLR7 exprimieren (136). Werden 

MDC durch Bindung von LPS an TLR4 aktiviert, produzieren sie in erster Linie IL-12, 

während PDC nach Stimulation von TLR9 durch CpG-DNA bevorzugt IFN-α produzieren 

(136). IFN-α spielt eine zentrale Rolle bei der Abwehr von Virusinfektionen. Daher spielen 

PDC aufgrund ihres Potentials, große Mengen dieses Zytokins zu synthetisieren, eine 

wesentliche Rolle bei der Ausbildung einer antiviralen Immunantwort. Die Mechanismen, die 

zur Aktivierung von PDC führen, etwa die Aktivierung über TLR, sind deshalb von zentralem 

Interesse. 

TLR7 und TLR8 wurden im Jahr 2000 identifiziert (137). Die Gene, die für diese beiden TLR 

kodieren, befinden sich auf dem X-Chromosom. Die genetische Information ist jeweils auf 

drei Exone verteilt, wobei in beiden Fällen Exon 1 die 5’-untranslatierte Region und Exon 2 

lediglich das Startcodon enthalten. 

Eine Reihe immunmodulatorischer Substanzen (Imidazolidine bzw. Nukleosidanaloga), die 

schon seit Jahren in der antiviralen und antineoplastischen Therapie eingesetzt werden, 

wirken über eine Aktivierung von TLR7 und TLR8 (138-142) und führen MyD88-abhängig 

zur Aktivierung und Reifung von DCs mit konsekutiver Zytokinfreisetzung (139). TLR7 

Agonisten spielen nicht nur eine Rolle bei der Behandlung lokaler viraler Infektionen wie der 

Papillomavirus Infektion (143), sondern können auch eine antitumoröse Immunantwort 

verstärken (144). Die strukturelle Verwandtschaft dieser Substanzen mit den Bausteinen der 

DNA bzw. RNA legt nahe, daß Bestandteile der viralen oder bakteriellen Erbsubstanz 

natürliche Liganden für TLR7 und TLR8 sein könnten. Tatsächlich wurde vor kurzem virale 

Einzelstrang-RNA als natürlicher Ligand der TLR7 und 8 beschrieben (145, 146). Außerdem 

binden beim systemischen Lupus erythematodes RNA-assoziierte Antigene an TLR7 (147).  
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HCV ist ein RNA-Virus, so daß eine Bedeutung von TLR7 im Rahmen der angeborenen 

Immunantwort gegen die HCV-Infektion wahrscheinlich ist. Da die Aktivierung von TLR7 

zur Freisetzung von Interferon-α führt und Interferon-α eine Schlüsselrolle bei der 

Behandlung der HCV-Infektion darstellt, liegt es nahe, den Einsatz von TLR7 Agonisten bei 

der chronischen HCV-Infektion zu untersuchen. Das ist insofern von klinischer Bedeutung, 

als die zurzeit standardmäßig durchgeführte Kombinationstherapie mit pegyliertem 

Interferon-α und Ribavirin nur bei ca. 60% aller Patienten zum dauerhaften 

Therapieansprechen führt und von erheblichen Nebenwirkungen begleitet wird, die nicht 

selten zum Abbruch der Therapie zwingen. Wir haben im Rahmen einer klinischen Studie die 

Sicherheit und Tolerabilität sowie die Wirksamkeit der Stimulation des TLR7 bei Patienten 

mit chronischer HCV-Infektion untersucht (P6). Isatoribin ist ein selektiver TLR7 Agonist, 

der in vitro keine direkte antivirale Wirkung aufweist (148), aber durch eine Aktivierung des 

angeborenen Immunsystems in einer Reihe von Tiermodellen viraler Erkrankungen wirksam 

war (149-151). 

Um die Wirksamkeit von Isatoribin bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion zu 

überprüfen, wurden insgesamt 32 Patienten intravenös mit Isatoribin in einer Dosis von 200 

mg (n=4), 400 mg (n=4), 600 mg (n=5) oder 800 mg (n=12) einmal täglich oder mit 400 mg 

zweimal täglich (n=3) für die Dauer von 7 Tagen behandelt. In einer weiteren Gruppe erfolgte 

die Gabe von 800 mg dreimal pro Woche für die Dauer von 14 Tagen (n=4). Die Viruslast 

reduzierte sich während der Therapie dosisabhängig: Bei 8 von 12 Patienten in der 800 mg 

Dosisgruppe sank die Viruslast um mehr als 0.5 log. Die Effekte in der Gruppe, die Isatoribin 

dreimal pro Woche erhielt, waren deutlich weniger ausgeprägt. Des weiteren wurde ein 

dosisabhängiger Anstieg der 2’5’ Oligoadenylat Synthetase Aktivität und des ISG15 

(Interferon-stimulated gen 15), die durch Interferon induziert werden (152, 153), im Blut 

nachgewiesen. Das Medikament wurde gut toleriert, es kam zu keinen schweren 

unerwünschten Wirkungen. Während der Therapie kam es zu vorübergehenden 

Blutbildveränderungen. Es wurde eine leichten Verminderung der Leukozyten, Erythrozyten 

und Thrombozyten beobachtet, wie sie auch unter einer Therapie mit Interferon auftritt. 

Da im Rahmen dieser klinischen Studie ein sehr unterschiedliches individuelles Ansprechen 

auf die Substanz beobachtet wurde, untersuchten wir, ob genetische Variationen im TLR7 Gen 

bestehen, die einen Einfluß auf den Verlauf der Erkrankung oder das Ansprechen auf eine 

Interferon-α basierte Therapie bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion haben. Für eine 

Reihe von TLR wurden bereits genetische Polymorphismen beschrieben, die mit dem 

Auftreten infektiöser Erkrankungen assoziiert sind: TLR2 Variationen sind mit Gram-

 
25



positiven Infektionen (154), TLR4 Polymorphismen mit Gram-negativen Infektionen (155-

158) und TLR5 Variationen mit dem Auftreten der Legionärskrankheit assoziiert (159). Für 

TLR7 waren bislang noch keine SNPs beschrieben. Daher führten wir zunächst eine 

Sequenzanalyse des TLR7 Lokus bei 52 Patientinnen mit unterschiedlichen 

Lebererkrankungen durch um zu untersuchen, welche TLR7 SNPS in unserer Population 

relevant sind. Es wurden zunächst nur Patientinnen ausgewählt, da sich das TLR7 Gen auf 

dem X-Chromosom befindet und so durch die Untersuchung von Frauen insgesamt 104 Allele 

untersucht werden konnten. Es fanden sich 5 Variationen im TLR7 Gen, von denen 3 mit einer 

Häufigkeit von mehr als 5% vorkamen. Davon befand sich eine (c.1-120T>G) im ersten 

Intron, eine weitere (c.32A>T) führte zu einem Aminosäureaustausch (Q>L), und die dritte 

Variation (c.2403G>A) war stumm.  

Die Leberschädigung bei der HCV-Infektion ist nicht durch einen zytopathischen Effekt des 

Virus bedingt, sondern entsteht durch die Aktivität des Immunsystems, die befallene 

Hepatozyten lysiert, ohne jedoch zu einer vollständigen Ausheilung zu führen. Daher ist 

anzunehmen, daß genetische Veränderungen, die einen Einfluß auf die Aktivierung des 

Immunsystems haben, nicht nur das Stadium der Entzündung, sondern auch den Grad der 

Fibrose beeinflussen.  

Eine Reihe genetischer Variationen ist mit dem Fibrosestadium bei der chronischen HCV-

Infektion assoziiert, darunter solche in den Genen für HFE (160), TGF-β (161), Komplement 

Faktor-5 (162), Angiotensinogen (163), MCP-1 (164) und mikrosomale Epoxid Hydrolase 

(165).   

Um den Einfluß von TLR7 Variationen auf die Fibroseprogression zu untersuchen, wurden die 

Polymorphismen c.1-120T>G, c.32A>G und c.2403G>A in einer Kohorte von 807 Patienten 

mit chronischer HCV-Infektion untersucht, von denen histologische Daten vorlagen. Es 

wurde eine signifikante Häufung des c.1-120T>G Polymorphismus bei männlichen Patienten 

beobachtet, die eine weniger ausgeprägte Entzündungsaktivität oder ein niedrigeres 

Fibrosestadium aufwiesen. Die Analyse der Haplotypen bestätigte die unterschiedliche 

Verteilung bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion in Abhängigkeit vom Grad der 

Entzündung und dem Stadium der Fibrose. Da der Fibrosegrad abhängig von der Dauer der 

Erkrankung ist, wurde zusätzlich der Einfluß des Patientenalters als Surrogatmarker für die 

Dauer der Infektion untersucht. In der multivariaten Analyse war die c.1-120T>G Variation 

ein unabhängiger Prognosefaktor für eine milde Entzündung oder geringe Fibrose (P7).  
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In unseren Untersuchungen wurde wiederum eine Geschlechtsspezifität der Assoziation 

festgestellt. Dieser Befund ist insofern nicht überraschend, als daß TLR7 X-chromosomal 

lokalisiert ist. Das führt dazu, daß Variationen doppelt so häufig bei Frauen auftreten wie bei 

Männern, in aller Regel aber in Heterozygotie vorliegen, so daß rezessive Mutationen bei 

Frauen nur selten phänotypisch wirksam werden. Im Gegensatz dazu sind Variationen bei 

Männern seltener, treten aber stets hemizygot auf, was zur Ausprägung eines Phänotyps auch 

bei rezessiven Variationen führt. Umgekehrt führt eine dominante Variation bei Frauen 

doppelt so häufig zur Ausbildung eines Phänotyps wie bei Männern. Die 

Geschlechtsspezifität ist auch insofern von Bedeutung, als geschlechtsspezifische 

Unterschiede bei der Sekretion von Interferon-α nach TLR7 Stimulation bestehen (166).  

Zusammengefasst sprechen unsere Daten für eine Rolle des TLR7 bei der Immunantwort 

gegen HCV. Die Analyse von TLR7 Polymorphismen, ggf. in Kombination mit anderen 

genetischen Variationen wie den oben beschriebenen CTLA4 SNPs, kann möglicherweise 

helfen, Individuen zu identifizieren, die ein größeres Risiko aufweisen, einen progredienten 

Verlauf der Erkrankung zu erleiden oder ein ungünstiges Therapieansprechen zu zeigen. 

Anhand solcher individueller genetischer Risikoprofile könnten dann individuelle 

Therapieschemata entwickelt werden, die z.B. eine längere Therapiedauer für Patienten mit 

hohem Rückfallrisiko vorsehen. 
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2.3. T-zelluläre Immunität bei autoimmunen Lebererkrankungen (P8) 

Obwohl die Leber ein tolerogenes Organ ist, entstehen in diesem Organ 

Autoimmunerkrankungen. Dabei können sowohl Hepatozyten im Rahmen einer autoimmunen 

Hepatitis als auch Cholangiozyten im Rahmen einer autoimmunen Cholangitis (primär biliäre 

Zirrhose und primär sklerosierende Cholangitis) die Zielzellen der Immunreaktion sein. 

Ätiologie und Pathogenese der autoimmunen Lebererkrankungen sind nur unvollständig 

untersucht, vieles spricht jedoch dafür, daß eine Kreuzreaktion des Immunsystems mit 

körpereigenen Proteinen zugrunde liegt. Da bei den Erkrankungen klinische Symptome erst 

während fortgeschrittener Erkrankungsphasen auftreten, ist es schwierig, die frühen Stadien 

der Erkrankungen und damit die ersten Ereignisse bei der Entstehung zu beobachten. 

Tiermodelle würden ermöglichen, gezielt die frühen Phasen der Krankheitsentstehung zu 

analysieren. 

Die Untersuchung von Vorgängen der Antigenpräsentation in der Leber ist bislang nahezu 

ausschließlich im Kontext einer Alloreaktion erfolgt. Dazu wurde ein fremdes MHC-I 

Molekül auf Hepatozyten exprimiert, der Transfer T-Zell Rezeptor transgener T-Zellen führt 

dann zur Aktivierung der T-Zellen durch die Hepatozyten (167, 168). Diese Modelle erlauben 

jedoch nicht die Untersuchung der Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen durch 

professionelle APC, wie sie bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen vorkommt, da 

das fremde MHC-I Molekül nicht auf APC exprimiert wird. Untersuchungen in diesen 

Modellen haben gezeigt, daß Hepatozyten zwar in der Lage sind, T-Zellen zu aktivieren, daß 

diese jedoch einen inkomplett aktivierten Phänotyp aufweisen und frühzeitig apoptotisch 

werden. Die Ergebnisse in den verwendeten Modellen waren jedoch widersprüchlich (167-

174), und neuere Daten sprechen für eine vollständige Aktivierung von CD8 T-Zellen in der 

Leber, ohne daß aber definiert werden konnte, welche Antigen-präsentierenden Zellen 

verantwortlich für den beobachteten Effekt sind (174). Das von uns entwickelte Tiermodell 

basiert auf der transgenen Expression eines nicht-MHC Antigens in der Leber, so daß seine 

Präsentation sowohl durch die Zielzellen als auch durch professionelle APC erfolgt. Dadurch 

ist eine Differenzierung des Beitrags verschiedener Populationen Antigen-präsentierender 

Zellen bei der Entstehung von Autoimmunität und Toleranz in der Leber möglich. Durch 

Expression des Modellantigens Ovalbumin in Hepatozyten oder Cholangiozyten wurden 

Mauslinien geschaffen, an denen die initialen pathogenetischen Mechanismen bei der 

Entstehung von Autoimmunerkrankungen der Leber untersucht werden können. Ovalbumin 

wird unter der Kontrolle des Transferrin (TFR)-Promotors in Hepatozyten oder des apical 

sodium-dependent bile transporter (ASBT)-Promotors in Cholangiozyten exprimiert. 
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Zunächst wurden die transgenen Mauslinien phänotypisch charakterisiert, und die 

Präsentation und Kreuzpräsentation von Ovalbumin in der Leber wurde untersucht. Die 

Expression des Transgens auf Proteinebene wurde ausschließlich in der Leber nachgewiesen. 

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens naiver T-Zellen wurden aufgereinigte T-Zell 

Rezeptor transgene CD8 (OT-I) T-Zellen in TFR-OVA oder ASBT-OVA Mäuse transferiert. 

CD8 T-Zellen migrierten fast ausschließlich in die Leber von TFR-OVA Mäusen, während 

sich bei ASBT-OVA Mäusen zwar eine Präferenz für die Leber zeigte, jedoch auch Zellen in 

anderen lymphatischen Organen nachgewiesen wurden. Das Proliferationsverhalten der T-

Zellen wurde nach CFSE-Markierung analysiert. CD8 T-Zellen proliferierten in der Leber 

von TFR-OVA Mäusen, während sich in ASBT-OVA Mäusen eine Proliferation sowohl in 

der Leber als auch in den leberdrainierenden Lymphknoten fand. Die Untersuchung der 

Serum-ALT erfolgte im Zeitverlauf zum Nachweis einer Entzündung der Leber. Der Transfer 

antigenspezifischer CD8 T-Zellen führte bei beiden Mauslinien zu einem transienten Anstieg 

der Serum-ALT, allerdings trat der Gipfel bei ASBT-OVA Mäusen geringfügig früher auf, 

und das Ausmaß des Anstiegs war wesentlich geringer als bei TFR-OVA Mäusen. Zeitgleich 

trat ein Infiltrat der Leber durch antigenspezifische CD8 T-Zellen auf. Der Transfer von CD8 

T-Zellen führte erst ab einer Schwelle von 4 Mio. CD8 T-Zellen zur Entwicklung eines 

portalen Infiltrates in ASBT-OVA Mäusen, während sich in TFR-OVA Mäusen ein portales 

und lobuläres Infiltrat entwickelte.   

Um den Anteil verschiedener Populationen Antigen-präsentierender Zellen an der 

Aktivierung von CD8 T-Zellen durch Leberantigene zu ermitteln, wurden 

Knochenmarkchimären hergestellt, deren professionelle APC nicht in der Lage sind, das 

Antigen Ovalbumin zu präsentieren. In diesen Mäusen wurde, gemessen am 

Proliferationsverhalten, unverändert eine Aktivierung von CD8 T-Zellen in der Leber 

beobachtet. Allerdings waren diese CD8 T-Zellen nicht mehr in der Lage, Hepatozyten zu 

attackieren: Der Anstieg der Serum-ALT blieb aus. Damit wurde eindeutig gezeigt, daß 

knochenmarkabhängige professionelle APC notwendig sind, um CD8 T-Zellen so zu 

aktivieren, daß sie eine vollständige Effektorfunktion aufnehmen. Um weiterhin zu 

untersuchen, wo die Antigen-präsentierende Zellpopulation lokalisiert ist, wurden Mäuse 

splenektomiert und zusätzlich vor dem Zelltransfer mit einem anti-CD62L Antikörper 

behandelt, der den Eintritt naiver T-Zellen in Lymphknoten weitgehend verhindert (175). In 

diesen Mäusen wurde wiederum unverändert eine Proliferation der transgenen T-Zellen in der 

Leber festgestellt. Der Anstieg der Serum-ALT war im Vergleich zu Kontrollmäusen nicht 
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vermindert. Dieser Versuch belegt, daß professionelle APC in der Leber in der Lage sind, T-

Zellen vollständig zu aktivieren (P8). 

Zusammengefasst wurde durch diese Versuche demonstriert, daß Antigene, die in 

Hepatozyten oder Cholangiozyten exprimiert werden, differentiell präsentiert werden und daß 

professionelle APC notwenig sind, um eine vollständige T-Zell Aktivierung zu gewährleisten. 

Hierfür sind professionelle APC in der Leber ausreichend, es bedarf nicht zwingend der 

Aktivierung im drainierenden Lymphknoten. 
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3. Diskussion 

T-Zellen sind wichtige Effektoren des erworbenen Immunsystems. Zu ihren wesentlichen 

Eigenschaften gehört die hohe Variabilität ihrer T-Zell Rezeptoren: Die theoretische Anzahl 

verschiedener T-Zell Rezeptoren in einem Individuum beträgt ca. 1018. Diese Diversität wird - 

ähnlich wie bei den Immunglobulinen -  durch das Rearrangement der V-, D- und J-Segmente 

und das Hinzufügen von P- und N-Nukleotiden erzielt. Im Gegensatz zur weiteren Reifung 

der Immunglobuline im Verlauf einer Immunantwort findet nach Selektion von T-Zellen im 

Thymus kein wesentliches somatisches Rearrangement mehr statt (15), und eine Modifikation 

der T-Zell Spezifität ist nach Verlassen des Thymus nicht mehr möglich. Daher hat der 

Selektionsprozess im Thymus eine entscheidende Bedeutung: Zum einen muß eine hohe 

Diversität der T-Zell Spezifität gewährleistet werden, zum anderen dürfen keine autoreaktiven 

T-Zellen den Selektionsprozess überdauern. Im Thymus wird also zentrale Toleranz generiert. 

Eine entscheidende Frage im Bereich der T-Zell Immunität ist, wie es gelingen kann, T-Zellen 

mit Reaktivität gegen eine Vielzahl von Antigenen zu generieren, die während der Selektion 

nicht vorhanden sind, gleichzeitig aber T-Zellen mit Reaktivität gegen Selbst-Antigene zu 

eliminieren. Die Mehrzahl der durch zufälliges Rearrangement des TCR entstandenen 

Thymozyten ist nutzlos, da ihr TCR nicht mit endogenen MHC Molekülen interagieren kann. 

Deshalb ist ein positiver Selektionsschritt für diejenigen T-Zellen notwendig, die mit 

endogenem MHC reagieren. Natürlich kommt es dadurch auch zur Anreicherung 

autoreaktiver T-Zellen, die wiederum in einem negativen Selektionsschritt eliminiert werden 

müssen. Es werden verschiedene Mechanismen der negativen Selektion diskutiert, darunter 

klonale Deletion (176), Induktion von Anergie (177) und Editierung des T-Zell Rezeptors 

(178, 179). Die Mechanismen der positiven und negativen Selektion werden in der Regel in 

transgenen Mäusen untersucht, die einen spezifischen TCR exprimieren. Diese Modelle sind 

nicht unproblematisch, da die Expression des transgenen TCR während der Reifung der 

Thymozyten unphysiologisch früh auftritt. Üblicherweise erfolgt zunächst die Expression der 

β-Kette des TCR, die sich im CD4-CD8- (DN) Stadium der Entwicklung mit der prä-TCRα 

Kette paart. Erst im CD4+CD8+ (DP) Stadium erfolgt die Expression der rearrangierten TCRα 

Kette, die sich nun mit der TCRβ Kette zum reifen TCR verbindet. In diesem Stadium 

erfolgen die Selektionsvorgänge. In TCR transgenen Mäusen erfolgt die Expression des 

transgenen TCR meist bereits im DN Stadium, so daß die Selektion zu früh erfolgt. 

Tatsächlich wurde durch die zeitlich begrenzte Expression transgener TCR-Ketten gezeigt, 

daß die negative Selektion im DN Stadium einen unphysiologischen Zustand darstellt (180). 

Aus diesen Daten lässt sich ableiten, daß klonale Deletion üblicherweise im späten DP 
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Stadium erfolgt. Das ist insofern wichtig, als die molekularen Mechanismen der Deletion in 

beiden Stadien vermutlich unterschiedlich sind (181) und der Ort der Deletion sich 

unterscheidet: DN und frühe DP Thymozyten halten sich im Kortex des Thymus auf, während 

späte DP und SP Thymozyten in die Medulla einwandern. Aus den o.g. Daten würde sich 

ableiten, daß medulläre - und nicht kortikale - Thymusepithelzellen die wichtigste Rolle bei 

der klonalen Deletion von Thymozyten spielen (182), während kortikale Epithelien positive 

Selektion vermitteln (183). In diesem Modell werden Thymozyten positiv selektiert, wenn sie 

Selbst-MHC erkennen. Daraufhin regulieren sie einen der beiden Korezeptoren herab und 

beginnen, CCR7 zu exprimieren, wodurch ihnen die Einwanderung in die Medulla gelingt 

(184). Dort interagieren sie mit medullären Epithelien, die - vermittelt durch den 

Transkriptionsfaktor AIRE - periphere Antigene exprimieren und präsentieren (185, 186). 

Hier werden Thymozyten depletiert, die Selbst-Antigene mit hoher Affinität erkennen. 

Außerdem spielen vermutlich knochenmarkabhängige APC eine Rolle bei der negativen 

Selektion (187).   

Neben der Interaktion zwischen MHC/Peptid und TCR spielen auch zusätzliche Interaktionen 

eine Rolle, die die Avidität der Bindung verstärken, darunter solche mit Adhäsionsmolekülen 

und kostimulatorischen Molekülen (61, 188).  

Nicht jede Interaktion hoher Avidität im Thymus führt aber zur negativen Selektion: 

Regulatorische T-Zellen werden im Thymus durch Interaktionen mit hoher Avidität selektiert. 

Dazu gehören CD4+CD25+ regulatorische CD4 T-Zellen (189, 190), CD8αα exprimierende 

intraepitheliale T-Lymphozyten (65, 191) und NKT-Zellen (192).  

In unserem Modell wurden MHC-I defiziente Thymuskulturen verwendet, die mit 

rekombinanten MHC-I Molekülen von definierter Konzentration, definierter Bindungsvalenz 

und definiertem Peptidliganden supplementiert wurden. In MHC-I defizienten 

Thymuskulturen vermittelte die alleinige Interaktion mit den rekombinanten MHC-I 

Molekülen ein Signal, aus dem positive Selektion resultierte. Eine monovalente Interaktion 

war ausreichend, um positive Selektion auszulösen, und eine gleichzeitige Bindung von CD8 

an das MHC-I Molekül war nicht notwendig. In MHC-I positiven Kulturen führte die Zugabe 

von Agonist beladenen MHC-I Molekülen hingegen zur Depletion. Dieser Befund weist 

darauf hin, daß zusätzliche Signale durch endogene MHC-Moleküle zum integrierten Signal 

beitragen und so die Signalstärke über die für die klonale Depletion erforderliche Schwelle 

heben.  
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In dem von uns gewählten in vitro Modell der T-Zell Selektion wurden funktionelle CD8 T-

Zellen also ausschließlich durch Interaktionen hoher Affinität selektiert. Dabei entwickelten 

sich sowohl CD8αα als auch CD8αβ T-Zellen, aber nur CD8αβ T-Zellen waren in der Lage, 

Interferon-γ zu produzieren. Beide Subpopulationen exprimierten Integrin α4β7 und 

wanderten in vivo bevorzugt in die darmassoziierten lymphatischen Strukturen ein. Diese 

Zellen könnten sowohl regulatorische (193) als auch autoreaktive Eigenschaften haben (65).  

Die Aktivierung reifer T-Zellen erfolgt - ebenso wie ihre Selektion - durch Interaktionen ihres 

T-Zell Rezeptors mit MHC Molekülen. Die Bindung der Korezeptoren CD4 und CD8 

verstärkt das aktivierende Signal. Die Interaktion zwischen T-Zelle und B-Zelle erfolgt 

gerichtet im Sinne einer immunologischen Synapse (194-196), die auch als supramolekulares 

Aktivierungs-Cluster (SMAC) bezeichnet wird. In dieser Synapse wird der äußere Ring von 

LFA-1 gebildet, das mit ICAM-1 interagiert. Das Zentrum wird durch die TCR gebildet, die 

MHC binden. Außerdem befinden sich hier die Proteinkinase θ und die src Kinase lck. 

Allerdings scheinen Kontakte zwischen T-Zellen und DC kurz zu sein und nicht zur 

Ausbildung einer Synapse zu führen (197). Ebenso kommt es bei den Selektionsvorgängen im 

Thymus nicht zur Synapsenbildung (198). 

Der exakte Mechanismus der T-Zell Aktivierung durch den TCR ist umstritten: Zwar kommt 

es bei der Bindung eines TCR an einen MHC/Peptid Komplex zu einer 

Konformationsänderung, doch ist unklar, ob diese auch zu einer Signaltransduktion führt 

(199, 200) oder sich auf die Bindungstaschen beschränkt, ohne die signalvermittelnden 

Anteile einzubeziehen (201-203). Die funktionelle Untersuchung der T-Zell Aktivierung kann 

in TCR transgenen Mäusen erfolgen, für deren TCR spezifische Peptidliganden bekannt sind. 

In diesen Modellen spricht eine Aktivierung durch monovalente Liganden für eine 

Konformationsänderung des TCR als Ursache der Aktivierung (51, 52), während eine 

Aktivierung allein durch multivalente Liganden für eine Aktivierung durch Vernetzung der 

TCR spricht (48-50).  

Wir führten Experimente an OT-I transgenen Mäusen durch, deren CD8 T-Zellen durch mit 

dem Peptid SIINFEKL beladene MHC-I Moleküle aktiviert werden können. Dabei zeigte sich 

die Ursache für die unterschiedlichen Befunde anderer Gruppen: Das auf den MHC-I 

Molekülen gebundene Peptid ist nicht-kovalent gebunden und wird auf die CD8 T-Zellen 

übertragen, die selbst mit MHC-I Molekülen ausgestattet sind. Diese CD8 T-Zellen sind dann 

in der Lage, sich gegenseitig zu aktivieren, und die Effekte der rekombinanten MHC-I 

Moleküle werden verdeckt. Daher wurden MHC-I defiziente OT-I CD8 T-Zellen hergestellt. 

 
36



Dies gelang durch die Übertragung von OT-I-MHC-/- Knochenmark in RAG-/- Mäuse. Die 

Empfänger stellen das MHC-I positive Thymusstroma zur Verfügung, das für die Selektion 

der CD8 T-Zellen notwendig ist, produzieren aber selbst keine T-Zellen. Die reifen OT-I 

MHC-I-/- CD8 T-Zellen können dann aus den Lymphknoten der Empfängermäuse isoliert 

werden. Mit Hilfe dieser Zellen konnte nun in in vitro Experimenten definiert werden, daß 

multivalente Interaktionen und ein kostimulatorisches Signal notwendig sind, um eine 

Aktivierung von CD8 T-Zellen zu erzielen. Außerdem ist eine gleichzeitige Bindung des CD8 

Korezeptors an das komplexierte MHC-I Molekül erforderlich. Diese Ergebnisse sprechen für 

eine Vernetzung von T-Zell Rezeptoren und gegen eine Konformationsänderung als 

entscheidenden Schritt bei der Aktivierung von T-Zellen.  

Allerdings scheint die Zahl der MHC/Peptid Komplexe, die benötigt werden, um eine 

Immunantwort auszulösen, sehr klein zu sein. Schon ein einziges Antigen beladenes MHC 

Molekül reicht aus, um eine Aktivierung der T-Zelle zu erlauben (204, 205). Um dennoch 

eine Vernetzung von T-Zell Rezeptoren zu erreichen, müssen mit endogenen Peptiden 

beladene MHC Moleküle mit weiteren TCR interagieren. Diese Interaktion ist zwar von 

weitaus niedrigerer Affinität als diejenige mit dem antigenbeladenen MHC Molekül und 

würde alleine nicht zu einer Aktivierung führen; im Kontext der immunologischen Synapse, 

in der zusätzlich eine oder wenige spezifische Interaktionen bestehen, reicht sie jedoch aus, 

um eine Aktivierung zu ermöglichen (206). Damit wurde neben dem Monomer/Korezeptor-

Modell (27), das eine MHC Monomer vermittelte Aktivierung bei gleichzeitiger Bindung 

eines TCR und eines CD8/CD4 Moleküls postuliert, und dem Dimerisierungs-Modell (207), 

das besagt, daß mehrere MHC Moleküle mehrere TCR binden müssen, ein drittes Modell 

etabliert. Dieses „Pseudodimerisierungs“- Modell postuliert, daß eine spezifische Interaktion 

zwischen Antigen/MHC und TCR zum einen und eine unspezifische Interaktion zwischen 

Selbst-Peptid/MHC und TCR zum anderen ausreichen, um eine T-Zell Aktivierung zu 

erlauben.  

Im Gegensatz zu unseren Arbeiten mit MHC-I Tetrameren, die mit einer Mischung aus 

aktivierenden und inerten Peptiden beladen waren, und ähnlichen Befunden einer anderen 

Gruppe (208), zeigte eine kürzlich erschienene Arbeit einen positiven Effekt nicht-

stimulierender MHC-I Moleküle in Hinblick auf die Aktivierung von CD8 T-Zellen (209). 

Diese Ergebnisse lassen auch die Bedeutung von Selbst-Peptiden bei der Selektion im 

Thymus in einem neuen Licht erscheinen: Es ist möglich, daß schwach selbstreaktive T-

Zellen selektiert werden, um eine unterstützende Rolle bei der Aktivierung durch Antigene zu 
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spielen, die in niedriger Dichte präsentiert werden (210). Unsere Arbeiten sprechen dafür, daß 

eine Pseudodimerisierung im Thymus eine Rolle bei der negativen Selektion spielt: Agonist 

beladene MHC-I Tetramere führten in MHC-I positiven Thymuskulturen zur negativen 

Selektion, während sie in MHC-I negativen Kulturen positive Selektion vermittelten. 

Unsere Arbeiten an MHC-I-/- Chimären ergaben einen weiteren Befund: MHC-I negative 

Thymozyten wurden von NK-Zellen attackiert und reiften nur aus, wenn sie einen alternativen 

Weg der T-Zell Entwicklung nahmen, der ohne wesentliche Proliferation auskommt. 

Erstaunlicherweise erreichten diese alternativen Vorläuferthymozyten das DP Stadium, ohne 

einen prä-TCR zu exprimieren und ohne CD25 herunterzuregulieren, was gegen einen Arrest 

spricht, wie er in p53-defizienten Mäusen beobachtet wird (211, 212). Die ausgereiften T-

Zellen akkumulierten in den MHC-I positiven Mäusen, ohne von NK-Zellen attackiert zu 

werden, offensichtlich deshalb, weil sie nicht proliferierten und ihnen ein unbekannter NK-

Zell aktivierender Faktor fehlte. Wurden die CD8 T-Zellen jedoch aktiviert, wurden sie 

wiederum Ziel eines Angriffs durch NK-Zell. Die Identität des putativen aktivierenden 

Liganden in diesem System ist unbekannt. Ein NKG2D-Ig Fusionsmolekül band nicht an 

proliferierende Thymozyten, was gegen eine Rolle von NKG2D-Liganden spricht. Alle 

bislang beschriebenen inhibierenden NK-Zell Liganden sind Mitglieder der MHC Familie. Da 

wir identische Effekte in MHC-/-, TAP-/- und β2m-/- Mäusen beobachteten, ist das Fehlen eines 

inhibitorischen Liganden als Ursache des beobachteten Effekts unwahrscheinlich.  

Re-Introduktion des H2-Kb Moleküls in Thymozyten mittels Gentransfer führte zur 

Wiederherstellung einer regelrechten T-Zell Entwicklung, während das H2-Db Molekül 

keinerlei Effekt zeigte, eine Tatsache, die möglicherweise mit der Bindung verschiedener 

Ly49 Allele zusammenhängt (213). Da die Expressionsstärke von MHC-I während der T-Zell 

Selektion reguliert wird, ist es möglich, daß NK-Zellen bei der Regulation der Größe eines 

Thymozyten-Klons auch unter physiologischen Bedingungen eine Rolle spielen. 

Neben der im Thymus vermittelten zentralen Toleranz besteht auch periphere Toleranz, die 

im Wesentlichen durch verschiedene Populationen regulatorischer T-Zellen vermittelt wird. 

CTLA4 spielt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung peripherer Toleranz. Es ist 

essentiell für die Funktion regulatorischer T-Zellen und bewirkt eine negative Regulation der 

Funktionen aktivierter T-Zellen. Fehlt CTLA4, so kommt es bei Mäusen zu profusen 

autoimmunen Phänomenen, die durch eine unkontrollierte T-Zell Proliferation ausgelöst 

werden (105).  
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Single nucleotide Polymorphismen (SNP) sind häufige genetische Variationen, die die 

Funktion der betroffenen Moleküle wesentlich verändern können. Der Austausch einer 

einzelnen Base kann zum Austausch einer Aminosäure, zum Kettenabbruch oder zu 

verändertem Splicing führen. Aber auch SNP, die zu keiner dieser Veränderungen führen, 

können mit bestimmten Eigenschaften assoziiert sein, z.B. weil sie in einem Haplotyp mit 

einem anderen Polymorphismus vorliegen, der einen funktionellen Effekt hat. Genetische 

Studien, die SNPs untersuchen, sind häufig dadurch erschwert, daß bestimmte Allele in 

verschiedenen Populationen mit unterschiedlicher Häufigkeit vorkommen, was eine Analyse 

der Ethnizitäten bei der Evaluierung von SNPs erforderlich macht. Außerdem sind genetische 

Variationen häufig wenig prävalent, so daß große Patientenkollektive untersucht werden 

müssen, um einen statistisch relevanten Effekt zu erkennen. Umgekehrt begünstigen kleine 

Kohorten das zufällige Auftreten von Assoziationen, die sich in größeren Kohorten nicht 

reproduzieren lassen.  

Wir untersuchten zwei verschiedene genetische Polymorphismen, die möglicherweise die T-

zelluläre Immunität verändern, bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion. CTLA4 wurde 

ausgewählt, weil sowohl Berichte über die Assoziation von CTLA4 SNPs mit autoimmunen 

Erkrankungen (110-115, 214) als auch über die umgekehrte Assoziation mit infektiösen 

Erkrankungen (124, 125) vorliegen. Es scheint also, daß genetische Variationen, die die 

Suszeptibilität gegenüber autoimmunen Erkrankungen erhöhen, gleichzeitig einen protektiven 

Effekt im Kontext von Infektionserkrankungen aufweisen. Zudem wurde beschrieben, daß bei 

chronisch mit HCV infizierten Patienten vermehrt HCV-spezifische regulatorische T-Zellen 

gefunden werden, die CD4 und CD8 T-Zellen supprimieren (215-218). Tatsächlich 

bestätigten unsere Arbeiten, daß ein CTLA4 Polymorphismus mit dem Ansprechen auf die 

antivirale Therapie bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion assoziiert ist. Allerdings 

spielte der Effekt bei Patienten, die mit einer modernen effektiven Kombinationstherapie aus 

pegyliertem Interferon-α und Ribavirin behandelt wurden, eine untergeordnete Rolle und 

zeigte seinen stärksten Effekt bei Patienten, die die ungünstigsten Voraussetzungen für eine 

Heilung hatten: Patienten, die mit den schwierig zu therapierenden HCV Genotypen 1 und 4 

infiziert waren und mit einer Interferon-α Monotherapie behandelt wurden, zeigten die 

stärkste Abhängigkeit vom CTLA4 Genotyp. Es scheint also, daß genetische Faktoren weniger 

relevant sind, wenn eine effektivere Therapie gewählt wird. Die Veränderungen waren 

ausschließlich bei männlichen Patienten signifikant, während sich keine Assoziation bei 

Frauen zeigte. Die Gründe hierfür sind unbekannt, aber es ist möglich, daß Faktoren, die auf 

dem X-Chromosom kodiert werden, oder Mechanismen der Inaktivierung eines der X-
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Chromosomen bei Frauen verantwortlich sind. Außerdem zeigen Frauen möglicherweise, 

unabhängig vom CTLA4 Genotyp, ein besseres Therapieansprechen als Männer (132). Im 

Mausmodell haben regulatorische T-Zellen bei männlichen Mäusen einen stärker 

supprimierenden Effekt als bei weiblichen Mäusen, was insofern von Relevanz ist, als die 

Funktion regulatorischer T-Zellen von CTLA4 abhängt. 

Auch in unserer zweiten genetischen Studie wurde eine strenge Geschlechtsspezifität der 

Ergebnisse beobachtet. Ein Polymorphismus im TLR7 Gen war mit den histologischen 

Veränderungen in der Leber bei männlichen Patienten mit chronischer HCV-Infektion 

assoziiert. Dabei waren entzündliche und fibrotische Veränderungen bei Patienten, die das 

variante Allel trugen, weniger stark ausgeprägt. Im Fall von TLR7 überrascht eine 

Geschlechtsspezifität nicht, da der Rezeptor auf dem X-Chromosom kodiert ist und 

Variationen bei Männern stets in hemizygoter Form vorliegen, während homozygote Frauen 

äußerst selten sind. In einer aktuellen Studie fand sich nach Stimulation von TLR7 eine 

höhere Interferon-α Produktion durch PDC, die aus dem Blut von Frauen isoliert wurden, als 

durch aus dem Blut von Männern isolierte PDC (166). Dieses Ergebnis ist möglicherweise 

dadurch zu erklären, daß die Probanden nicht im hinsichtlich TLR7 Polymorphismen 

untersucht wurden, die einen stärkeren Effekt bei Männern als bei Frauen zeigen könnten. Die 

funktionelle Auswirkung der TLR7 Variation ist noch nicht abschließend geklärt, doch fand 

sich in unseren Pilotexperimenten eine vom Genotyp abhängige unterschiedliche Freisetzung 

von IL-6 nach Stimulation von PBMC mit dem TLR7 Agonisten Imiquimod, nicht aber nach 

Stimulation mit dem TLR4 Agonisten LPS.  

Die Bedeutung von TLR7 bei der HCV-Infektion zeigte sich auch in einer klinischen Studie, 

bei der chronisch mit HCV infizierte Patienten mit dem TLR7 Agonisten Isatoribin behandelt 

wurden. Bei Patienten, die 800 mg Isatoribin pro Tag erhielten, wurde ein signifikanter Abfall 

der Viruslast beobachtet. Es ist bislang unbekannt, inwieweit TLR7 Polymorphismen hierbei 

eine Rolle für ein individuell unterschiedliches Ansprechen spielen.  

Im Gegensatz zur chronischen HCV-Infektion, bei der sich eine unzureichende Aktivierung 

von T-Zellen zeigt (85, 86, 92-94), finden sich bei autoimmunen Lebererkrankungen 

Hinweise auf eine vermehrte T-Zell Aktivität als Ursache der Inflammation. Das 

Entzündungsinfiltrat in der Leber von Patienten mit autoimmuner Hepatitis besteht im 

Wesentlichen aus T-Zellen, und die Assoziation mit bestimmten HLA-Allelen spricht 

ebenfalls für eine T-Zell vermittelte Erkrankung (219, 220). Von den arzneimittelbedingten 

Formen der autoimmunen Hepatitis abgesehen ist die Ätiologie der autoimmunen Hepatitis 
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(AIH) nicht geklärt. Die bislang etablierten Tiermodelle der AIH beruhen in der Regel auf 

einer Alloreaktion von CD8 T-Zellen mit einem auf Hepatozyten exprimierten fremden 

MHC-I Molekül (167, 168). In diesem Modell wird das entsprechende Antigen jedoch nicht 

durch professionelle APC präsentiert.  Die Reste abgestorbener Hepatozyten werden 

physiologischerweise von APC phagozytiert und im Kontext von MHC-II Molekülen 

präsentiert bzw. im Kontext von MHC-I Molekülen kreuzpräsentiert. Die Präsentation kann 

sowohl innerhalb der Leber durch dendritische Zellen, Kupffer-Zellen oder sinusoidale 

Endothelzellen als auch im leberdrainierenden Lymphknoten durch dendritische Zellen 

erfolgen. Wir etablierten ein Tiermodell, in dem das Modellantigen Ovalbumin in 

Hepatozyten oder Cholangiozyten exprimiert wird, um dieser natürlichen Situation so nahe 

wie möglich zu kommen. In diesem Modell zeigte sich eine unterschiedliche Präsentation 

bzw. Kreuzpräsentation je nachdem, ob das Antigen in Hepatozyten oder Cholangiozyten 

exprimiert wurde. Unsere Ergebnisse bestätigten Arbeiten anderer Gruppen dahingehend, daß 

die Expression von Antigen in der Leber zu einem Trapping der antigenspezifischen T-Zellen 

in der Leber und zu ihrer Aktivierung führt, die wiederum in einer transienten Hepatitis 

resultiert. Mit Hilfe des von uns entwickelten Modells konnte jedoch untersucht werden, 

welche APC verantwortlich für den beobachteten Effekt sind. Durch Splenektomie und 

Behandlung der Mäuse mit anti-CD62L Antikörper, der eine Einwanderung der T-Zellen in 

die Lymphknoten verhindert, wurde gezeigt, daß Milz und Lymphknoten nicht für eine 

Aktivierung naiver T-Zellen notwendig sind, daß also die Aktivierung in der Leber selbst 

erfolgt. Mit Hilfe von Knochenmarkchimären, in denen nur die nicht 

knochenmarkabhängigen Zellen das Antigen präsentieren können, wurde des weiteren 

nachgewiesen, daß professionelle APC erforderlich sind, um eine effektive T-Zell 

Aktivierung zu erzielen. Diese Ergebnisse führen die Arbeiten anderer Arbeitsgruppen 

erstmals in dem Sinne weiter, daß nachgewiesen werden konnte, welche APC für die 

Aktivierung von CD8 T-Zellen durch ein in der Leber exprimiertes Antigen verantwortlich 

sind. 

 
41



4. Zusammenfassung 

T-Lymphozyten sind wichtige Effektorzellen des adaptiven Immunsystems. Ihre Aktivierung 

erfolgt durch die spezifische Interaktion ihres variablen T-Zell Rezeptors mit einem MHC 

Molekül, das mit einem Peptid beladen ist. Beim Aktivierungsvorgang spielen 

kostimulatorische Moleküle sowie die CD8 und CD4 Korezeptoren eine entscheidende Rolle. 

Die Selektion von T-Zellen im Thymus gewährleistet, daß nur solche T-Zellen in die 

Peripherie gelangen, die Selbst-MHC Moleküle erkennen können, jedoch nicht auf Selbst-

Peptide reagieren, die auf diesen präsentiert werden. Eine unzureichende Selektion von T-

Zellen im Thymus kann zu Autoimmunität, eine unzureichende Aktivierung in der Peripherie 

zu chronischen Infektionen führen. 

Zunächst wurden die Mechanismen der Aktivierung und Selektion von T-Zellen untersucht. 

Dabei zeigte sich, daß die multivalente Interaktion von MHC-I/Peptid-Komplexen mit T-Zell 

Rezeptoren und die gleichzeitige Bindung des CD8-Korezeptors für eine Aktivierung von 

CD8 T-Zellen notwendig sind. Umgekehrt reichte zur Selektion von Thymozyten eine 

monovalente Interaktion aus. Eine zusätzliche Bindung des CD8 Korezeptors war nicht 

notwendig. CD8 T-Zellen konnten durch den gleichen MHC-I/Peptid-Komplex selektiert und 

aktiviert werden, und die so generierten T-Zellen wanderten bevorzugt in den Darm. Hier sind 

sie möglicherweise an der Entstehung von Autoimmunität beteiligt.  

Im nächsten Teil der Arbeiten wurden Pathomechanismen der T-Zell Funktion bei 

chronischen Hepatitiden untersucht. Der chronischen HCV-Infektion liegt eine unzureichende 

T-zelluläre Immunantwort zugrunde, die eine Eradikation des Virus verhindert. An der 

Regulation der Immunantwort sind aktivierende Faktoren wie der Toll-like Rezeptor 7 

(TLR7) und hemmende Faktoren wie das Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA4) 

beteiligt. Genetische Variationen von CTLA4 waren mit der spontanen oder therapiebedingten 

Ausheilung der Erkrankung assoziiert. Darüber hinaus beeinflussten TLR7 Variationen den 

natürlichen Verlauf der Erkrankung. Die Stimulation des TLR7 hatte einen antiviralen Effekt 

bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion. 

Schließlich wurde die Bedeutung von T-Zellen bei autoimmunen Lebererkrankungen im 

Tiermodell untersucht. CD8 T-Zellen wurden durch professionelle, knochenmarkabhängige 

antigenpräsentierende Zellen stimuliert. Diese induzierten eine vollständige T-Zell 

Aktivierung, die zur Organschädigung führte. Die Aktivierung durch ein in Hepatozyten 

exprimiertes Antigen erfolgte vorwiegend in der Leber selbst, ein in Cholangiozyten 

exprimiertes Antigen wurde in der Leber und in den drainierenden Lymphknoten präsentiert. 
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