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Michal Or-Guil Erkennung, Anpassung und

Evolution des Inmunsystems
bei Imnmunantworten

Die Nachwuchsgruppe »Theoretische Inmunologie«
stellt sich vor

Wihrend der ersten zehn Monate seines Lebens entwickelte sich Bill Grignard
prachtig. Im folgenden Jahr allerdings bekam er Lungenentziindung, mehrere Mit-
telohrentziindungen und eine Wundrose. Wegen all dieser bakteriellen Infektionen
bekam er standig Antibiotika. Eine Untersuchung seines Bluthildes ergab, dass
eine bestimmte Art von weien Blutkdrperchen, die B-Zellen, kaum vorhanden
war. B-Zellen sind diejenigen Zellen, die Antikdrper produzieren. Folglich besaBl
Bill auch kaum Antikorper. Diese Tatsache fiel erst auf, als er entwdhnt wurde und
daher keine Antikorper mehr iiber die Muttermilch bekam. Sobald er wichentlich
intravendse Antikérpergaben bekam, wurde er beschwerdefrei. — Dieses Beispiel
illustriert die Wichtigkeit der Antikérper fiir die Bekdmpfung von Krankheiten —
besonders solche, bei

denen die Erreger sich
nicht innerhalb der Kor-
perzellen befinden, was
haufig bei bakteriellen
Infektionen der Fall ist.

Abb. 1

Die Keimzentrumsreaktion
Dargestellt sind die an der
Keimzentrumsreaktion betei-
ligten Zelltypen und die
grundlegenden Mechanis-
men. Eine B-Zelle, die in den
lymphatischen Organen den
Erreger erkannt hat und
infolge dessen aktiviert wur-
de, beginnt zu expandieren.
Wiéihrend der Expansion
mutieren die Gene, die das
Antikérpermolekiil kodieren.
Follikuldre dendritische Zel-
len (FDC) présentieren den
B-Zellen den Erreger. B-Zel-
len, die Antikdrpermolekiile
tragen, die das Antigen bin-
den kénnen, erhalten ein
Uberlebenssignal und wer-
den positiv selektiert.
AnschlieBend kénnen sie zu
Plasma- oder Gedéchtniszel-
len differenzieren. B-Zellen
die ihre Bindungsfahigkeit
eingebiiBt haben, werden
augrund des fehlenden Uber-
lebenssignals negativ selek-
tiert und sterben.

(Grafik: N. Wittenbrink)

Antikorper sind die Spadher-Proteine des Immunsys-
tems. Ein Mensch hat davon schatzungsweise eine Mil-
lion unterschiedlicher Typen. Ihre Wichtigkeit leitet
sich aus der Tatsache ab, dass sie an Krankheitserre-
gern und Toxinen haften und diese markieren, damit
sie von Abrdum-Zellen des Immunsystems gefunden
und beseitigt werden konnen. Ohne Antikdrper werden
die Pathogene, die sich auBerhalb von Zellen befinden,
kaum erkannt. Viren hingegen, die sich vor allem inner-
halb von Korperzellen aufhalten, konnen auch durch
andere Mechanismen bekdmpft werden. Deswegen litt
Bill nicht besonders stark unter viralen Infekten.

Evolution im Immunsystem

Die Tatsache, dass B-Zellen ihr Antikorpermolekiil
auch als membranstandigen Rezeptor tragen, verleiht
ihnen die Fahigkeit, nach Erregern »Ausschau zu hal-
ten«. Antikérpermolekiile erkennen kleine, aber
bestimmte Strukturen (Determinanten) der Oberfldche
von Pathogenen und binden spezifisch an diese Struk-

turen. Die hohe Bindungsaffinitdt zwischen einem
Antikorper und einem Erregermerkmal ist ausschlag-
gebend fiir die Erkennung eines Erregers.

Viren und Bakterien miissen stetig ihre duBere
Erscheinungsform dndern, um der Erkennung durch
Antikorpermolekiile zu entgehen und das eigene Fort-
bestehen zu sichern. Sie erreichen dies durch eine
sehr schnelle Vermehrung bei hoher Mutabilitét. Infol-
ge dessen wird das Immunsystem kontinuierlich mit
neu generierten, zuvor noch nicht gesehenen Erschei-
nungsformen von Erregern konfrontiert.

Vermehrung und Mutation
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\bb. 2

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Keimzentren der
Milz einer autoimmunen Maus

Die Keimzentren wurden mil fluoreszenz-markiertem Peanut-
Agglutinin (PNA) — einem Lektin aus der Erdnuss — geférbt.
PNA bindet an der Oberflédche von Keimzentrums-B-Zellen
(rot). Das von den follikulédren dendritischen Zellen (FDC)
gebildete Netzwerk wurde mit dem Antikérper CD21/35
detektiert und durch einen fluoreszenz-markierten Sekun-
dédrantikorper sichtbar gemacht (blau). 200-fache VergriBe-
rung. (Aufnahme: N. Wittenbrink, M. Or-Guil, C. Berek)

Was aber setzt das Immunsystem seinerseits dieser
Vielfalt an gédnzlich unbekannten Feinden entgegen?
Die Antwort auf diese Frage lautet: Flexibilitat. Es
bedient sich der gleichen Mechanismen, ndmlich
schnelle Vermehrung und hohe Mutabilidt. Dadurch
erlangt es die Fahigkeit, sich den Erregern immer wie-
der anzupassen. Im Verlauf einer Infektion generiert
das Immunsystem neue, »passende« Antikorper, mit
denen der Erreger effizient bekdmpft werden kann.
Diese Anpassung an den Krankheitserreger ist ein
evolutiondrer Prozess innerhalb einer sehr kurzen
Zeilskala.

Evolution basiert auf der Schaffung von Vielfalt und
anschlieBender Selektion (»survival of the fittest«). Im
Fall der Antikdrper-Immunantwort evoluieren die von
den B-Zellen produzierten und an der Oberflache pra-
sentierten Antikorpermolekiile.Diese werden von
einem bestimmten Satz von Genen der B-Zell DNA
kodiert, die unterschiedlich kombiniert werden kon-
nen. Andert sich die Kodierung der Gene des Antikor-
permolekiils, so dndert sich auch das von der B-Zelle
produzierte Antikdrperprotein. Die Vielfalt der Anti-
korper wird durch die hohe Mutabilitat der kodieren-

den Gene zusétzlich ins nahezu Unermessliche gestei-
gert. Zuféllig verteilte Punktmutationen auf DNA-Ebe-
ne konnen zu einem Austausch einzelner Aminosdure-
bausteine des Antikorperproteins fiihren. Der auf die-
se Weise erzeugte, leicht abgewandelte Antikorper
weist in Folge dessen oft verdnderte Bindungs- und
Erkennungseigenschaften auf.

Wie aber lauft die Evolution von Antikorpermolekiilen
ab? Nach der Infektion mit einem »neuen« Erreger
werden aus dem vorliegenden Pool an B-Zellen dieje-
nigen aussortiert, die an ihrer Oberflache die »besten«
Antikorperrezeptoren préasentieren. Diese B-Zellen
erhalten dann das Signal, sich stark zu vermehren.
Wahrend dieser Expansionsphase weisen speziell eini-
ge Abschnitte der Antikdrpergene eine gesteigerte
Mutabilitdt auf. Die Mutationsrate ist im Vergleich zur
natiirlich vorkommenden Mutationsrate millionenfach
erhoht. Auf diesem Weg wird in kiirzester Zeit ein
heterogener Pool an B-Zellen mit unterschiedlichen
Antikorpermolekiilen erzeugt. Kin Teil der in diesem
Pool enthaltenen Antikorper hat aufgrund der sponta-
nen, zufalligen Mutationen die Fahigkeit verloren, den
Erreger zu erkennen oder erkennt ihn »schlechter« als
zuvor; ein anderer Teil jedoch weist verbesserte
Erkennungs- und Bindungseigenschaften auf. Es gilt
nun, gezielt die B-Zellen mit verbesserten Antikorper-
molekiilen aus dem Gesamtpool zu filtern. Diese Selek-
tion findet durch »Abgleich« der Antikorpermolekiile
mit dem Erreger statt. Fiir den Selektionsprozess
miissen daher die B-Zellen und der Erreger aufeinan-
der treffen.

Treffpunkt von Antikdrper und Erreger:

Das lymphatische Gewebe

Erreger und ihre Toxine sind zumeist sehr klein im
Verhdlinis zu einer Zelle. Ihr Zusammentreffen mit
den Zellen des Immunsystems wird aber nicht dem
Zufall tiberlassen, sondern aktiv gefordert. Die Erre-
ger werden aus Entziindungsherden durch speziali-
sierte Immunzellen in die (sekundéren) lymphatischen
Gewebe transportiert, zu denen man u.a. die Milz und
die Lymphknoten zdhlt. B-Zellen und andere Leuko-
zyten zirkulieren kontinuierlich durch diese Gewebe,
transportiert von der Lymphfliissigkeit. Wenn eine zir-
kulierende B-Zelle dort den Erreger schwach erkennt,
wird sie aktiviert und der Evolutionsprozess eingelei-
tet. Dieser Prozess findet in speziellen Bereichen der
lymphatischen Organe statt, den Keimzentren. Im Ver-
lauf einer Immunantwort entstehen Hunderte dieser
Keimzentren. Im Verlauf der Keimzentrumsreaktion
(Abb. 1) expandiert und mutiert die aussortierte B-
Zelle. Bereits zwei Wochen nach dem ersten Kontakt
mit dem Erreger weisen viele Keimzentren eine groe
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Abb. 3

Computersimulation der Selektion von B-Zellen wéhrend
einer Keimzentrumsreaktion

Jede Kurve entspricht der Anzahl der Zellen, deren Anti-
kdrperrezeptoren eine bestimmie Bindungsaffinitédt zum
Erreger besitzen. Je hoher die Affinitét, desto besser »passi«
der Antikérper zum Erreger. Die Berechnung wurde so
gemacht, dass die Zellen um die Bindung an den Erreger im
Keimzentrum konkurrieren miissen um zu iiberleben. Sobald
durch Mutationen zuféllig Zellen mit einem »besser passen-
den« Antikorperrezeptor entstehen, gewinnen diese den
Wettbewerb um Bindungspléize an der Erregeroberflédche,
vermehren sich und setzen sich durch. Dabei sterben die Zel-
len mit »weniger passendem« Antikorperrezeplor, da diese
keine Chance mehr haben, an den Erreger zu binden — ihre
Anzahl sinkt wieder. Am Ende bleiben nur Zellen mit hoher
Bindungsalfinitét.

(Grafik: M. Or-Guil, E. Ferretti-Mantfra)

Bandbreite an B-Zellen mit geeigneten, neu generier-
ten und im Vergleich zur Ursprungszelle leicht abge-
wandelten Antikdrpermolekiilen auf. Wie kommt es zu
dieser Ansammlung von B-Zellen mit »guten« Bin-
dungseigenschaften fiir den Erreger? Und welchem
Schicksal erliegen die Zellen, die ihre Bindungsfahig-
keit eingebiift haben?

Die Antworl ist: positive und negative Selektion.
Obwohl die Dynamik und der prézise Ablauf dieses
Selektionsprozesses bis zum jetzigen Zeitpunkl noch
nicht génzlich aufgeklart werden konnten, hat sich
eine generell akzeptierte Vorstellung etabliert. Das
Grundprinzip beruht darauf, dass alle Keimzentrums-
B-Zellen Uberlebenssignale bendtigen. In den Keim-
zentren wird den B-Zellen der Erreger von follikuldren
dendritischen Zellen (FDC) présentiert, die ein dichtes
Netzwerk ausbilden (Abb. 2). B-Zellen, die Antikdrper-
molekiile mit guten Bindungseigenschaften produzie-
ren, konnen an das Antigen binden und erhalten dar-
aufhin das so wichtige Uberlebenssignal. Man spricht

in diesem Fall von positiver Selektion. Die Zellen, die
ihre Bindungsfahigkeit eingebiift haben und somit kein
Uberlebenssignal erhalten, werden dagegen negativ
selektiert und sterben.

Ein Teil der positiv selektierten B-Zellen, die so
genannten Plasmazellen, beginnt mit der Produktion
und Ausschiittung von Antikorpern. Der andere Teil
reift zu so genannten Geddchtniszellen heran, die im
Falle einer zweiten Ansteckung mit dem selben Erre-
ger sofort rekrutiert bzw. aktiviert werden. Im Zusam-
menspiel mit weiteren Zellen des Immunsystems lei-
ten Gedachtniszellen eine schnelle und effektive Ant-
wort auf den zweiten Erregerkontakt ein. Die Wirk-
samkeit von Impfungen basiert auf dieser Eigenschaft
von Gedachtniszellen.

Viele Teilaspekte der Keimzentrumsreaktion sind noch
nicht verstanden und es bleiben viele offene Fragen.
Mit welcher Wahrscheinlichkeit erzeugen zufallige
Mutationen besser bindende Antikorper? Wie viele der
positiv selektierten Mutationen sind wirklich fiir die
Erhohung der Bindungseigenschaft unverzichtbar? Wie
sieht die den Mutationen entsprechende Fitnessland-
schaft aus? Wie viele Selektionsschritte durchlauft eine
Zelle, ehe sie zur Plasmazelle wird? Konkurrieren die
B-Zellen untereinander um Erregerbindungsplatze?

Forschungsthema Keimzentrum

Die Nachwuchsgruppe hat sich zum Ziel gesetzt, ins-
besondere zu einem besseren Verstdndnis des im
Keimzentrum stattfindenden Selektionsprozesses und
dessen Dynamik beizutragen. Die Erforschung der ein-
zelnen Prinzipien und deren Zusammenspiel sollen
nicht nur dazu beitragen, das Verstdndnis von Immun-
antworten zu verbessern, sondern auch helfen, den
Weg zur in vitro Produktion von neuen Antikdrpern zu
ebnen. Auf diesem Wege soll ein Beitrag zur Entwick-
lung medizinischer Wirkstoffe geleistet werden.
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Der Komplexitat der Fragestellung entsprechen unter-
schiedliche Herangehensweisen. Die vor ca. einem
Jahr begonnenen praktischen Experimente sollen neue
Erkenntnisse tiber die zeitliche und rdumliche Regula-
tion der Keimzentrumsreaktion liefern. Bis zum jetzi-
gen Zeitpunkt basieren alle Studien zur Selektion in
Keimzentren auf Sequenzanalysen der positiv selek-
tierten Zellen. Kine unserer Ideen ist es, auch die
negative Selektion ndher zu betrachten, um ein
Gesamtbild zu erhalten. Zur Losung dieser Fragestel-
lungen wenden wir u.a. Techniken wie immunohistolo-
gische Farbungen, Licht- und. Fluoreszenzmikrosko-
pie, Laser-Mikrodissektion und Sequenzanalyse an.
Um aber anhand der im Keimzentrum nachgewiesenen
Sequenzen die Effektivitdt der Selektion zu untersu-
chen, werden Werkzeuge der Bioinformatik eingesetzt.
Weiterhin bilden mathematische Modelle die Dynamik
der Zellpopulationen nach, um damit GroBen und
Mechanismen, die sich der experimentellen Beobach-
tung entziehen, zugdnglich zu machen. Abb. 3 zeigl ein
Beispiel fiir ein solches Modell.

Forschungsthema Antikdrper im Blutserum

Die in den Keimzentren produzierten Antikorper kon-
nen bereits nach einigen Tagen im Blutserum nachge-
wiesen werden. Im Blutserum findet sich ein regel-
rechter Cocktail von Antikdrpern. Wahrend die mei-
sten der neuen Antikdrper zur Klasse der 1gG gehoren,
sind die Antikdrper, die bereits vor einem Kontakl mit
Erregern vorhanden waren, meist von der Klasse der
IgM. Diese Antikorper, die produziert werden, ohne
dass der Kontakt mit einem spezifische Erreger ihre
Synthese angeregt hat, werden natiirliche Antikorper
genannt. Natlrliche Antikorper sind polyreaktiv, d.h.
ein einzelnes Molekiil kann unterschiedliche Protein-
strukturen erkennen. Unter anderem konnen natiirli-
che Antikorper auch korpereigene Proteine erkennen.

Wéhrend die neuen Antikorper speziell fiir die Be-
kédmpfung bereits in Erscheinung getretener Erreger
produziert werden, ist die Funktion der natiirlichen
Antikorper weniger eindeutig. Da ist es dann interes-
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Abb. 4

Das Serum, also die Blutfliissigkeit, von Médusen enthélt sehr
viele unterschiedliche Typen und finf Klassen von Antikor-
pern (a). Peptidmembrane enthalten bis zu Tausenden von
verschiedenen Peptiden. Die Erkennung/Nichl-Erkennung (=
Bindung/Nicht-Bindung) der Antikirper ldsst sich mittels
sekunddrer Antikérper, die mit einem Farbstoff (b) markiert
sind, detektieren. Durch statistische Analyse dieser Bin-
dungsmuster lassen sich Unterschiede und Ahnlichkeiten der
Immunsysteme der einzelnen Méuse und Mé&usestdmme
untersuchen. (Grafik: N. Bruni; Foto o.1.: European Molecular
Biology Laboratory)

sant zu untersuchen, was fiir Proteine dieser Antikor-
percocktail tiberhaupt binden kann, und mit welcher
Bindungsaffinitét.

Dafiir hatte man gerne moglichst viele Daten, getrennt
nach Antikdrperklassen, iiber die Erkennung moglichst
vieler Proteine. Dazu bietel sich die Erstellung von
Proteinbibliotheken an. Statt aber Bibliotheken von
ganzen Erreger- oder Korperproteinen herzustellen,
kann man deren Stellvertreter erzeugen: Da die Hiillen
von Erregern oft aus Proteinen, also gefalteten Ami-
nosaureketten bestehen, werden Teile dieser Ketten
bestimmt, die am ndchsten an der Oberflache liegen,
und diese werden dann kiinstlich synthetisiert. Kurze
Aminosédureketten heiBen Peptide, und Peptidbiblio-
theken konnen relativ leicht in groBer Anzahl herge-
stellt werden. Diese Peptidbibliotheken lassen sich
dann nutzen, um die Erkennungsfahigkeit der Antikor-
per in unterschiedlichen Seren zu testen. Die Methode
ist in Abb. 4 illustriert.
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Mittels statistischer Analyse lassen sich Zufalls-
schwankungen in den Messungen von Schwankungen
in den Seren, die aul Unterschieden in der Erken-
nungsfahigkeit der Antikdrper beruhen, die z.B. spezi-
fisch fiir einen Mausstamm sind, trennen. Solche
Unterschiede konnen durch den additiven Einfluss der
jeweiligen genetischen Kodierung der Antikorper,
Unterschiede in der Selektion der B-Zellen, die spater
das Zellrepertoire ausmachen werden, sowie Unter-
schiede in den Wechselwirkungen mit anderen Immun-
systemzellen entstehen. Ein Ziel der Nachwuchsgrup-
pe ist die Entwicklung einer Peptidbibliothek, mit der
man die unterschiedlichen Erkennungsfdhigkeiten
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