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Um die Toleranz gegen korpereigene An-
tigene aufrecht zu erhalten und tiberschie-
Bende Immunreaktionen zu vermeiden,
ist die Regulation der spezifischen Immu-
nantwort entscheidend. Sie erfolgt einer-
seits im Sinne einer zentralen Toleranz
durch klonale Deletion im Thymus, an-
dererseits im Sinne einer peripheren To-
leranz u. a. durch immunregulatorische
Zellen. Als von zentraler Bedeutung fiir
die Aufrechterhaltung der peripheren To-
leranz haben sich regulatorische T-Zellen
(Tregs) erwiesen. Dies wird insbesonde-
re daran deutlich, dass Polymorphismen
und Mutationen in Treg-assoziierten Ge-
nen wie foxp3 (,forkhead box P3%), ctlaq
(»cytotoxic T lymphocyte activation-as-
sociated protein 4%), il2 oder cd25 zu einer
erhohten Préadisposition fiir Autoimmun-
erkrankungen fithren.

Immunregulatorische T-Zellen

Mitte der 1990er Jahre wurde durch
Transfer von CD25*CD4"-depletierten
T-Zellen in Nacktmause und die sich
darauthin entwickelnden Autoimmuner-
krankungen der Méuse die heute bedeu-
tendste Treg-Subpopulation entdeckt.
Diese CD4*CD25"-regulatorischen T-
Zellen reifen im Thymus heran und sind
durch eine hohe Expression des Transk-
riptionsfaktors FOXP3 gekennzeichnet.
Auflerdem gibt es Tregs, die in der Peri-
pherie aus zirkulierenden T-Zellen ent-
stehen konnen, beispielsweise im Verlauf
entziindlicher Prozesse aufgrund von In-
fektionen. Solche induzierten Tregs ent-
stehen z. B. in Tieren nach oral indu-
zierter Toleranz gegeniiber einem be-
stimmten Proteinantigen oder werden
in vitro durch Antigenstimulation von
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naiven T-Zellen in Gegenwart der sup-
pressiven Zytokine Interleukin- (IL-)1o0,
IL-4 oder TGF (,,Iransforming Growth
Factor-“)p induziert [1]. Induzierte Tregs
bilden eine heterogene Gruppe von im-
munregulatorischen Zellen, die je nach
In-vivo-Lokalisation oder experimentel-
lem System unterschiedliche Phanotypen
aufweisen [2].

© Derimmunmodulierende
Effekt von Tregs wurde
in Tiermodellen bereits
nachgewiesen

Sie spielen insbesondere in der Verhin-
derung von Autoimmunerkrankungen,
beispielsweise eines Diabetes, oder einer
Transplantatabstoffung eine Rolle. Kiirz-
lich konnte dariiber hinaus gezeigt wer-
den, dass Tregs auch zur Behandlung ei-
ner bereits etablierten Autoimmuner-
krankung eingesetzt werden konnen. Da-
bei wurden antigenspezifische in vitro ex-
pandierte CD4*CD25*-Tregs in Miuse
injiziert, die sich bereits in einer spaten
Phase eines klinisch manifesten Diabe-
tes befanden. Aufgrund der Injektion die-
ser Zellen kam es bei den meisten Tieren
zu einer deutlichen Verbesserung der kli-
nischen Symptomatik. Interessanterwei-
se konnten nach der Behandlung grof3e-
re Mengen FOXP3*-Tregs in den Tieren
nachgewiesen werden, die nicht durch Ex-
pansion aus den injizierten Tregs entstan-
den waren. Daraus wurde geschlossen,
dass die verabreichten Tregs die Entste-
hung endogener Tregs induzieren [3].
Ein weiterer Wirkmechanismus von
Tregs, der auf homotypischen Wechsel-
wirkungen zwischen T-Zellen beruht,
wurde kiirzlich von unserer Gruppe im

Zusammenhang mit der physiologischen
Immunantwort beschrieben [4].

Bedeutung der homotypischen
T-Zell/T-Zell-Wechselwirkungen

Bereits 1990 wurden T-Zell/T-Zell-
Wechselwirkungen in vitro nachgewie-
sen. Dabei konnte gezeigt werden, dass
aktivierte und anschlieflend bestrahlte
humane T-Zellen in Co-Kultur mit au-
tologen T-Zell-Klonen eine Proliferati-
on der Klone induzieren. Diese T-Zell/
T-Zell-Wechselwirkung wurde auch bei
allogenen T-Zellen beobachtet. Sie ist
MHC- (,,Major Histocompatibility Com-
plex®) unabhingig, durch Adhésionsmo-
lekiile vermittelt und erfordert die auto-
krine IL-2-Sekretion der Responder-
T-Zellen [5]. Kiirzlich konnten solche
T-Zell/T-Zell-Wechselwirkungen auch
in vivo in der Maus mittels Scanning-
Mikroskopie nachgewiesen werden. Da-
bei wurden lang anhaltende Kontakte
zwischen aktivierten T-Zellen vor allem
in der Entziindungssituation beobachtet.
In vitro wurde vor Kurzem eine Adhisi-
onsmolekiil-abhingige stabile T-Zell/
T-Zell-Wechselwirkung mit lokaler IL-2-
Sekretion beobachtet [6].

Zur ndheren Charakterisierung der
funktionellen Konsequenz einer homo-
typischen T-Zell/T-Zell-Wechselwirkung
haben wir Versuche mit humanen T-Zell-
Co-Kulturen durchgefiihrt. Dabei wurden
T-Zellen aus dem peripheren Blut von ge-
sunden Spendern isoliert und unter Thi-
induzierenden Bedingungen mittels Anti-
koérpern gegen CD3 und CD28 sowie Zu-
gabe des Zytokins IL-12 aktiviert und an-
schlieflend fixiert, um eine weitere Dif-
ferenzierung der Zellen zu verhindern.
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Zusammenfassung

Neben den natiirlichen regulatorischen T-Zel-
len (Tregs) aus dem Thymus sind eine Viel-
zahl peripher induzierter Tregs von zen-
traler Bedeutung fiir die Inmunhomdosta-
se. Durch homotypische Wechselwirkungen
zwischen aktivierten Effektor-T-Zellen und ru-
henden Geddchtnis-T-Zellen konnten in vitro
Tregs induziert werden, die sowohl Interleu-
kin-10 als auch Interferon-y produzieren. Die-
ser Mechanismus in der Treg-Entstehung er-
laubt neue Einblicke in die Grundlagen der T-
Zell-Vakzinierung, die bereits erfolgverspre-
chend in Pilotstudien bei Patienten mit multi-
pler Sklerose und rheumatoider Arthritis ein-
gesetzt wurde.

Schliisselworter
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Cellular therapy in
autoimmune disease

Abstract

In addition to natural thymus-derived reg-
ulatory T-cells (Tregs), peripherally-induced
Tregs are of central importance in immune
homeostasis. Homotypic interactions be-
tween activated effector T-cells and resting
memory T-cells induced the generation of
IL-10 and IFNy producing Tregs in vitro. This
mechanism in Treg development allows new
insights into T-cell vaccination, which has
been employed in pilot trials of multiple scle-
rosis and rheumatoid arthritis with promis-
ing results.
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Diese aktivierten fixierten Effektorzel-
len wurden anschlielend fiir einige Tage
mit frisch isolierten Memory-T-Zellen co-
kultiviert. Es zeigte sich, dass Thi-Effek-
tor-Zellen die Proliferation und Produk-
tion von Interferon- (IFN-)y und IL-10 in
den ruhenden Memory-T-Zellen auslos-
ten (B8 Abb.1a).

Da IL-10 als potentes immunmodu-
lierendes Zytokin bekannt ist, unter-
suchten wir die durch Kontakt mit ak-
tivierten T-Zellen entstandenen IL-10-
produzierenden T-Zellen auf deren po-
tenzielle regulatorische Funktion hin.
Die IL-10 sezernierenden, durch Kon-
takt mit aktivierten T-Zellen geprimten
T-Zellen blockierten die Proliferation von
CD2s5-Effektor-T-Zellen (B8 Abb.1b).
Damit konnten wir erstmals zeigen, dass
homotypische T-Zell/T-Zell-Wechsel-
wirkungen zur Entstehung von indu-
zierten Tregs fithren. Dieser Mechanis-
mus konnte als physiologische Selbstre-
gulation als Schutz vor {iberschieflenden
T-Zell-vermittelten Entziindungsreakti-
onen eine wichtige Rolle spielen. In je-
dem Fall gibt er einen Einblick in die Me-
chanismen, die der T-Zell-Vakzinierung
(TZV) zugrunde liegen.

T-Zell-Vakzinierung

Bereits in den 1980er Jahren entstand das
Konzept der TZV. Im Rahmen der TZV
wird bei T-Zell-vermittelten Autoimmu-
nerkrankungen mit autologen autoreak-
tiven T-Zellen vakziniert, die vorher in
vitro expandiert und aktiviert wurden.
Damit sich die Erkrankungsaktivitét nicht
weiter verstirkt, wird die immunogene
Aktivitdt der Zellen zunéchst mittels Be-
strahlung abgeschwicht. Welche Mecha-
nismen dafiir verantwortlich sind, dass ei-
ne TZV erfolgreich verlduft, ist momen-
tan noch nicht bekannt. Man weif} aller-
dings, dass eine TZV in vivo sowohl ei-
ne spezifische (anti-idiotypisch) als auch
eine unspezifische (anti-ergotypisch)
T-Zell-Antwort induziert.

Ein Beispiel fiir eine erste konkrete An-
wendungen der TZV ist die Vakzinierung
von Ratten mit bestrahlten Myelin-spezi-
fischen T-Zellen. Sie fithrt zur Toleranz
gegeniiber der Entwicklung einer mit-
tels Myelinpeptid experimentell ausgel6s-
ten autoimmunen Enzephalitis (EAE). In

diesem In-vivo-Modell konnte sowohl die
anti-idiotypische als auch die anti-ergo-
typische T-Zell-Antwort aufgeschliisselt
werden. Im Sinne einer anti-idiotypischen
T-Zell- Antwort werden zunéchst antigen-
spezifische CD4*-T-Zellen induziert, die
iiber den T-Zell-Rezeptor autoimmuner
T-Zellen aktiviert werden. AnschliefSend
induzieren diese anti-idiotypischen CD4*-
T-Zellen CD8*-T-Zellen, was dazu fiihrt,
dass diese autoimmune T-Zellen suppri-
mieren. Dariiber hinaus werden im Sinne
einer unspezifischen T-Zell- Antwort anti-
genunspezifische anti-ergotypische T-Zel-
len durch das Erkennen von Ergotypen
(Signalgeber wie beispielsweise der IL-2-
Rezeptor CD25) auf autoimmunen T-Zel-
len induziert. Die immunmodulatorische
Wirkung anti-ergotypischer T-Zellen be-
ruht vor allem auf deren Sekretion von IL-
10 und/oder TGE-B [7].

== Die besten Erfahrungen zur
TZV liegen fiir Patienten mit
multipler Sklerose (MS) vor.

In diesem Fall werden autoreaktive pa-
thogene T-Zellen, die gegen Myelin-An-
tigene gerichtet sind, durch Bestrahlung
abgeschwicht und als Vakzin benutzt.
Verschiedene Pilot- und Phase-I-Studien
haben bereits gezeigt, dass die TZV nur
mit minimalen Nebenwirkungen verbun-
den ist. Sie deuten auch auf eine mog-
liche klinische Relevanz hin [8]. So konn-
ten beispielsweise bei 54 Patienten, die ei-
ne schubformig remittierende MS hatten,
durch Vakzinierung mit autologen Mye-
lin-Basis-Protein- (MBP-) reaktiven T-
Zellen die Hirnldsionen stabilisiert und
die Riickfallrate reduziert werden [9]. Al-
lerdings sind solche Studien nur bedingt
aussagekriftig, da diese nicht doppelblind
und placebokontrolliert erfolgten. Immer-
hin konnte durch Co-Kultur von T-Zel-
len aus MS-Patienten nach erfolgreicher
TZV und MBP-reaktiven T-Zellen gezeigt
werden, dass mehr CD4*CD25*-regulato-
rische T-Zellen entstehen als vor der TZV.
Interessanterweise exprimiert ein Teil die-
ser Tregs FOXP3 und sezerniert IL-10 und
IFN-y, wihrend ein anderer Teil mit sehr
geringer FOXP3-Expression nur IL-10 se-
zerniert [10]. Es induzieren also aktivierte
abgeschwichte T-Zellen in vivo die Ent-
wicklung von Tregs, die IL-10 und/oder



IFN-y sezernieren. Auch in unseren Ver-
suchen konnten aktivierte, fixierte T-Zel-
len die Entwicklung von IL-10/IFN-y-po-
sitiven Tregs induzieren [4].

Erst kiirzlich wurde eine TZV-Studie
bei 16 Patienten mit rheumatoider Arthri-
tis (RA) durchgefiihrt, der genau diese an-
ti-ergotypischen Mechanismen zugrunde
liegen. Da hier kein dominantes Autoan-
tigen bekannt ist, wurden synoviale T-Zel-
len in vitro expandiert, aktiviert und an-
schlieffend durch Bestrahlung inaktiviert,
um sie dann als Vakzin zu benutzen. Auch
bei den RA-Patienten kam es nur zu mi-
nimalen Nebenwirkungen. Die Wirksam-
keit war dagegen eindrucksvoll: 66,7% der
Patienten erreichten nach einem Jahr ein
ACR-50-Ansprechen. Die Analyse der in-
duzierten regulatorischen Mechanismen
ergab, dass die TZV nicht nur zur Ent-
wicklung CD8*-anti-idiotypischer T-Zel-
len, sondern auch zur Entstehung von
anti-ergotypischen CD4*CD25*-Tregs
gefithrt hatte. Die anti-ergotypischen
CD4*CD25*-Tregs waren wiederum
FOXP3- und IL-10-positiv [11].

Neben der MS und RA werden auch
bei anderen Autoimmunerkrankungen
erste Versuche mit der TZV unternom-
men. So konnte beispielsweise auch beim
Krankheitsbild des systemischen Lupus
erythematodes bei einigen Patienten eine
klinische Verbesserung nach der TZV er-
reicht werden [12].

Fazit fiir die Praxis

Die Untersuchung von zelluldren regula-
torischen Mechanismen hat nicht nur zu
einem tieferen Verstandnis der Physiolo-
gie des Immunsystems beigetragen, son-
dern auch neue Wege zur Behandlung
von Autoimmunerkrankungen eroff-
net. Inwiefern diese ersten praklinischen
Studien zur TZV in alltagliche Therapien
iibertragbar sein werden, hangt neben
der Entwicklung einer optimierten, si-
cheren und kostengiinstigen In-vitro-
Handhabung der zelluldren Vakzine auch
vom profunden Verstandnis der zugrun-
de liegenden Mechanismen ab. Homo-
typische T-Zell/T-Zell-Wechselwirkungen
sind ein madglicher Mechanismus, bei
dem antigenunabhangige Oberflachen-
marker (Ergotypen) auf aktivierten T-Zel-
len eine Rolle spielen.
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Abb. 1 A Aktivierte Th1-Effektor-T-Zellen induzieren die IFN-y- und IL-10-Produktion in ruhenden
Gedéchtnis-Effektor-Zellen. Die aus dieser T-Zell/T-Zell-Wechselwirkung resultierenden Zellen inhibie-
ren die Proliferation von CD25-T-Zellen. a IFN-y und IL-10 wurden mittels ELISA aus Co-Kultur-Uber-
standen von fixierten, Effektor-T-Zellen und frisch isolierten Gedéchtnis-T-Zellen bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte der absoluten Zytokinmenge von 11 unabhangigen Experimenten + SEM (,stan-
dard error of the mean”) nach 48 Stunden Co-Kultur von T-Zellen mit fixierten, aktivierten Th1-Zellen
(blau) oder fixierten, ruhenden Gedéchtnis T-Zellen (rot). Aktivierte Th1-Effektor-T-Zellen induzieren
eine signifikant héhere Menge an IFN-y und IL-10 als ruhende Effektor-T-Zellen (p=0,006 fiir IFN-y und
p=0,016 fiir IL-10). b Der Effekt von Th1-Co-Kultur-T-Zellen auf die Proliferation von mit anti-CD3
stimulierten CD257-T-Zellen (weiB8) wurde mittels 3H-Thymidin-Einbau in 4 unabhéngigen Experi-
menten bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte des 3H-Thymidin-Einbaus + SEM. Ruhende Co-
Kultur-Zellen (rot) haben keinen Einfluss auf die Proliferation der CD25™-Zellen, wahrend Th1-aktivierte
Co-Kultur-Zellen (blau) die Proliferation der CD25--T-Zellen signifikant (p=0,0052 im Vergleich zu ru-
henden Co-Kultur-Zellen) inhibieren. Die durch homotypische T-Zell/T-Zell-Wechselwirkung indu-
zierten Zellen zeigen eine ebenso stark inhibierende Wirkung wie konventionelle CD25*-Tregs (grau)
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