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Zellvermittelte Immunitat bei Virusinfektionen (Nobel-Vortrag) ** 

Peter C. 

Einleitung 

Viele Schlusselkonzepte zur Beschreibung der Immunitat sind 
das Resultat von Studien, die die Kontrolle von Virusinfektio- 
nen zum Ziel hatten. Zum Gedenken an den 200sten Jahrestag 
der ersten Impfung rnit dem Kuhpockenvirus, die Edward Jen- 
ner 1796 an James Phipps durchfiihrte, sowie der anschlieDen- 
den Impfung rnit dem Windpockenvirus wurde 1996 zum ,,Jahr 
der Impfstoffe" erklart. Seit der Jahrhundertwende gewann 
man immer mehr Erkenntnisse uber die Natur von Viren und 
die Mechanismen, wie sie rnit Saugetierzellen wechselwirken. 
Gleichzeitig entwickelten sich unsere Konzepte der Immunitat, 
ausgehend von der Behandlung Joseph Meissners mit ,,ge- 
alterten" Tollwutviren durch Pasteur. Max Theiler erhielt fur 
den antikorpervermittelten Schutz durch abgeschwachte, leben- 
de Gelbfieberviren 1951 den Nobel-Preis. Als ich 1962 meinen 
AbschluB an der University of Queensland Veterinary School 
machte, war die Art und Weise der Virusneutralisation['] das 
wohl Aufregendste auf dem Gebiet der Immunologie; dies The- 
ma wird noch heute rnit der Technologie der monoklonalen 
Antikorper (mAb, monoclonal antibody), die auf Georges 
Kohler und Gesar Milstein (Nobel-Preis 1985) zuruckgeht, be- 
arbeitet. Die kristallographische Aufklarung der Struktur von 
Komplexen aus monoklonalen Antikorpern und Influenza- 
viren- Neuraminidase sowie Neuraminidase-Varianten, die an 
mAbs binden, beweist, daI3 Immunglobulin (1g)-Molekiile nor- 
malerweise die Raumstruktur (Tertiarstruktur) von Proteinen 
erkennen und an diese binden.['] 

Mit dem Nobel-Preis 1996 wird unsere E n t d e ~ k u n g [ ~ - ~ ]  ge- 
wurdigt, die wir rnit Experimenten an lymphocytaren Chorio- 
meningitis-Viren (LCMVs) machten. Wir erkannten, daR die 
T-Zell-vermittelte Immunitat (CMI, cell mediated immunity) 
vollig verschieden ist von der Antikorper-vermittelten Immuni- 
tat. Die Erkennung der infolge einer Infektion modifizierten 
Zelloberflachen-Glycoproteine des Haupt-Histokompatibili- 
tatskomplexes (MHC, major histocompatibility complex) steht 
dabei im Vordergrund. Diese Entdeckungen sollen hier im histo- 
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rischen Zusammenhang vorgestellt werden; dariiber hinaus 
werden einige Aspekte der aktuellen Forschung zur viralen 
Immunitat und Pathologie diskutiert. 

Die ,,Australische Schule" der viralen Pathogenese 
und Immunitat 

Die Starken in der Virologie und Immunologie an der John 
Curtin School of Medical Research (JCSMR), an der wir unsere 
LCMV-Experimente durchfuhrten, waren die direkte Folge der 
von F. M. (Sir Mac) Burnet in Australien bearbeiteten Themen- 
gebiete. Uber mehr als zwanzig Jahre baute Sir Mac das ,,Walter 
und Eliza Hall Institute" (WEHI) in Melbourne zu einem inter- 
nationalen Zentrum der Virus-, insbesondere der Influenza- 
Forschung aus. Ende der 40er Jahre war Frank Fenner der 
einzige, der eine andere Viruskrankheit bearbeitete; Burnets 
Vorschlag folgend, untersuchte er die Epidemiologie und Patho- 
genese von Ectromelia (Mauspocken). Auf Burnets Erkenntnis- 
sen aufbauend, daB Ectromelia rnit Hilfe eines Pocken-Assays 
auf Hiihner-Chorioallantois-Membran titriert werden konnte, 
fiihrte Fenner quantitative Untersuchungen zur Verteilung des 
Virus in einer Reihe von Geweben durch.['] Er kam zu dem 
SchluD, daB das Virus zunachst an den Impfstellen in der Haut, 
und anschlieI3end in den regionalen Lymphknoten replizierte 
und sich uber die Leber und Milz weiter ausbreitete und zuriick 
auf der Haut einen Windpocken-ahnlichen Ausschlag hervor- 
rief. Er bemerkte auch, daD eine Art ,,verzogerte" Allergie noch 
vor der Bildung von Serum-Antikorpern auftrat. 1949 wurde 
Fenner an der JCSMR der Australian National University Lei- 
ter des Mikrobiologie-Departments, das hauptsachlich auf- 
grund der Initiative von Sir Howard (spater Lord) Florey (No- 
bel-Preis 1945) gerade gegriindet wurde. Fenner etablierte ein 
auI3erst leistungsfahiges Forschungszentrum der Virologie. 

1957 verlieB Burnet die Virologie, nachdem er die klonale 
Selektionstheorie formuliert hatte,['] und konzentrierte die Ar- 
beiten am WEHI nun auf immunologische Grundlagenfor- 
schung. Dieser Schwerpunkt wurde von seinem Protege G. J. V. 
Nossal konsequent weiterverfolgt. Nossal gewann J. F. A. P. 
Miller, der ein Schwerpunktprogramm im Bereich der T-Zell- 
Immunitat etablierte, welches lokal wie international entschei- 

332 North Lauderdale, Memphis, TN 38104 (USA) denden EinfluB haben sollte. Einige der Virologen vom WEHI 
wechselten in Fenners Abteilung nach Canberra. G. L. Ada, 
einer der wenigen, die in Melbourne zuruckblieben, wechselte 
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berra, wo er Fenners Platz einnahm, der seinerseits Direktor an 
der JCSMR wurde. Als ich dazu stieD, wurde in der Mikrobiolo- 
gie in Canberra vie1 Immunologie betrieben, und es gab eine 
fruchtbare Zusammenarbeit zwischen den Immunologen und 
den aus der Fenner-Ara zuruckgebliebenen Virologen. 

Fenners Ectromelia-Modell war an der JCSMR in zwei Rich- 
tungen weiterverfolgt worden, die unsere Entdeckungen beein- 
flussen sollten. Erstens ging es um die Verwendung der Fluores- 
zenz-Mikroskopie, die C. A. Mims intensiv nutzte, um Muster 
fur das Viruswachstum in verschiedenen Organbereichen zu 
definieren."] Er trug damit dazu bei, das Forschungsgebiet der 
viralen Pathogenese am Ganztier-Modell wahrend der 60er 
Jahre am Leben zu erhalten, als die meisten Virologen Ender, 
Weller und Robbins (Nobel-Preis 1954) folgend ihre Aufmerk- 
samkeit den In-vitro-Gewebekulturen widmeten. Fenners letz- 
ter Beitrag zur experimentellen Virus-Immunologie war die 
Berufung R. V. Blandens vom Trudeau Institute, wo er rnit 
Georges Mackaness (einem Schiiler Floreys und vormals Wis- 
senschaftler der JCSMR) an CMI bei bakteriellen Infektionen 
arbeitete["]. Bob Blanden wandte die Verfahren an, die er rnit 
Mackaness fur das Ectromelia-Model1 entwickelt hatte. Er be- 
diente sich dabei sowohl adoptiver Transferexperimente als 
auch der Reduzierung rnit Anti-Thymocyten-Serum, um die 
entscheidende Rolle der T-Lymphocyten bei der Kontrolle von 
Infektionen zu verdeutlichen." ' - 31 

Ich verfolgte iiber viele Jahre hinweg Mims Publikationen 
und verlieI3 Edinburgh Ende 1971, um nach Australien zuruck- 
zukehren und rnit ihm zu arbeiten. Warnend setzte er mich da- 
von in Kenntnis, daD er moglicherweise einen Lehrstuhl in der 
Mikrobiologie in London annehmen wurde, und tatsachlich 
verlieI3 er Australien noch vor Ende 1972. Ich erbte sozusagen 
sein Labor, seinen technischen Mitarbeiter (Gail Essery) und 
das LCMV-Modell, das einige Jahre zuvor von Fritz Lehmann- 
Grube rnit nach Canberra gebracht worden war. 1973 kam dann 
Rolf Zinkernagel, um rnit Blanden iiber CMI im Zusammen- 
hang mit Salmonellose zu arbeiten. Gordon Ada setzte aus 
Platzgrunden Rolf zusammen mit mir in ein Labor; dies war der 
Anfang unserer Zusammenarbeit. Rolf venvendete spater un- 
sere experimentellen Daten in seiner Doktorarbeit, und obwohl 
ich ihm beim Schreiben half, standen wir zueinander immer in 
einer kollegialen und nicht einer Lehrer-Student-Beziehung. 

Friihe Experimente mit LCMV und die Entdeckung 
der MHC-Restriktion 

Zunachst richtete ich mein Augenmerk beim LCMV-Modell 
darauf, die Ansatze der zeitgenossischen T-Zell-Immunologie 
rnit einer Quantifizierung der Entzundungspathol~gie['~~ zu 
verbinden. Ich zahlte die Zellen in der Cerebrospinal-Flussig- 
keit (CSF) von Mausen mit einer CSF-Zapftechnik, die ich bei 
R. I. Carp gelernt hatte.[l5I Dies envies sich als ein auI3erst 
effizienter Ansatz (Abb. 2), der die ursprunglich von W. P. 
Rowe et al. und J. E. Hotchin et al. sowie spater von D. H. 
Gilden, G. A. Cole und N. Nathanson aufgestellte These er- 
hartete, dab es sich bei klinischer LCM um eine immunpatholo- 
gische Krankheit handelt.[16- Das visuell am meisten befrie- 
digende Experiment zu dieser Zeit war die Verwendung von 
Evans-Blau-Injektionen, um zu zeigen, daB die gegen Virus im- 
munen T-Zellen einen vollstandigen Zusammenbruch der Blut- 
Hirn-Schranke fur Proteine verursachen. Dies war ein Experi- 
ment, das auf die Farbstoff-Untersuchungen von Paul Ehrlich 
(Nobel-Preis 1908) zuriickgeht. Ein GroBteil dieser Arbeiten 
erschien nie als Originalpublikation, sondern wurde nur in ei- 
nem Artikel veroffentlicht, den wir auf Einladung von G. MO1- 
ler fur Transplantation Reviews ~chr i eben .~~]  Dieser enthielt auch 
die erste provisorische Beschreibung der Entdeckung der MHC- 
Restriktion. 

Die offizielle Zusammenarbeit rnit Rolf Zinkernagel begann, 
als ich ihm vorschlug, CSF-Zellen aus klinisch infizierten Mau- 
sen (Abb. 2) auf cytotoxische T-Lymphocyten (CTL)-Aktivitat 
zu uberprufen. Da er in Lausanne gearbeitet hatte, war er mit 
dem 5'Cr-Freisetzungs-Assay sehr vertraut, der von J.-C. 
Cerottini und K. T. Brunner["] auDerst effektiv eingesetzt wur- 
de, um Alloreaktivitat zu untersuchen, jedoch von ihm nicht auf 
das Salmonella-Modell ubertragen werden konnte. Der CTL- 
Assay war bereits rnit Milzzellen aus LCMV-infizierten Mausen 
von M. B. A. Oldstone, 0. Marker, M. Volkert und Kollegen 
eingesetzt worden.[". 'I Zufalligerweise verwendeten wir H-2k- 
vertragliche CBA/H-Mause und L929-Fibroblasten (L-Zellen) 
als Quelle fur T-Lymphocyten bzw. Virus-infizierte Zielzellen. 
Das erste Experiment funktionierte hervorragend, und wir 
konnten zeigen, daI3 die lytische Aktivitat durch Thy-1-positive 
Zellen vermittelt wurde.["] 

Peter C.  Doherty wurde 1940 in Australien geboren. Er studierte Tiermedizin an der University 
of Queensland, Australien. Von 1963- 1967 war er am Animal Research Institute in Brisbane, 
Australien, und von 1967- 1971 am Moredun Research Institute im Department of Experimen- 
tal Pathology in Edingburgh, Schottland, tatig, wo er 1970promovierte. Nach einem Aufenthalt 
von 1972-1975 als Research Fellow am Department of Microbiology an der John Curtin 
School of Medical Research der Australian National University in Canberra, Australien, ging 
er als Professor ans Wistar Institute in Philadelphia, PA, USA.  1982 ging er wieder nach 
Canberra, diesmal als Professor und Leiter des Department of Experimental Pathology. Seit 
1988 ist er Direktor des Department of Immunology des St. Jude Children's Research Hospitals 
in Memphis, TN,  USA,  undseit 1992 dazu noch Adjunct Professor am Department of Patholo- 
gy and Pediatrics an der University of Tennessee im College of Medicine in Memphis. Er hat 
zahlreiche wissenschaftliche Auszeichnungen erhalten, darunter den Paul-Ehrlich-Preis in 
Deutschland, den Gairdner Foundation International Award in Kanada, den Albert Lasker 
Medical Research Award in den USA und 1996 den Nobel-Preis fur  Medizin und Physiologie. 

2016 Angew. Chem. 1997, 109, 2014-2025 



Zellvermittelte Immunitat bei Virusinfektionen (Nobel-Vortrag) AU FSATZ E 

Ungefahr zu dieser Zeit diskutierte die sehr aktive Gruppe 
von Zell-Immunologen, aus der sich Gordon Adas sich wo- 
chentlich treffende ,,Bibel-Runde" zusammensetzte, die gerade 
erschienene Veroffentlichung iiber Immunantwort (Ir, immune 
response) ~ Geneffekte von B. Benacerraf (Nobel-Preis 1980) 
und D. H. Katz in Harvard, die ein sehr komplexes In-vivo- 
Maus-Mode11 des T-Zell/B-Zell-Zusammenspiels verwende- 
ten.[231 Spater haben wir den Bericht iiber die Experimente von 
E. Shevach und A. Rosenthal an den National Institutes of 
Health (NIH) in Bethesda, Maryland, USA, gelesen, die sich der 
Frage der Ir-Gene annahmen, indem sie In-vitro-Stimulationen 
von Meerschweinchen-T-Zellen dur~hfiihrten.[~~I Das Paradig- 
marz5] dieser ,,USA-Ostkiisten-Immunologie-Achse" besagte, 
daB Ir-Gene, die auf der I-Region (heute MHC-Klasse-11) zwi- 
schen den Loci der Haupttransplantationsantigene (H-2K und 
H-2D, jetzt MHC-Klasse-I) identifiziert wurden, den gesamten 
(oder Teile des) ratselhaften T-Zell-Rezeptors (TCRs) codierten. 
Diese Interpretation ware sicherlich schnell revidiert worden, als 
bekannt wurde, daR das Ir-Genprodukt (Ia-Antigen) auf Ma- 
krophagen exprimiert wird.[261 

Dann sahen wir in einem Bericht von H. 0. McDevitt, G. F. 
Mitchell und M. B. A. Oldstone, daB es einen ,,Ir-Geneffekt" im 
LCM-Immunpathologie-Model1 gab.[271 Dies veranlaBte uns, 
alle in Canberra verfiigbaren Mausestamme (CBA/H, BALB/c 
und C57BL/6J) zusammenzutragen, um zu priifen, ob wir die 
Starke der CTL-Aktivitlt mit dem H-2-Typ korrelieren konn- 
ten. Zu unserer groI3en Uberraschung zeigten nur die H-2k- 
T-Zellen lytische Aktivitat gegenuber MHC-kompatiblen, 
LCMV-infizierten L-Zellen.[3s 41 Da uns keine passenden H-2b- 
oder H-2k-Zellinien zur Verfugung standen, verwendeten wir 
primare Peritonealmakrophagen[281 als Lieferanten fur LCMV- 
infizierte Zielsysteme, damit wir den reziproken AusschluB der 
T-Zell-Erkennung zeigen konnten. Im nachsten wichtigen Expe- 
riment arbeiteten wir rnit dem H-KkDdA/J-Mausestamm,[291 
rnit dem nachgewiesen werden konnte, daB die CTL-Erkennung 
auf H-2Dd und (vielleicht) auf H-2Kk lokalisiert ist. Spatere 
Studien zur Hierarchie der I rnrn~ndorninanz[~~~ 311 sollten uns 
zeigen, daB es ein gliicklicher Umstand war, ein System zur 
Verfiigung zu haben, in dem sowohl H-2K- als auch H-2D- 
Allele rnit einer wirkungsvollen LCMV-spezifischen CTL-Ant- 
wort assoziiert waren. Die grundlegenden Befunde uber LCMV 
wurden schnell von Bob Blandens Schiiler Ian Gardner auch bei 
Ectromelia gema~ht.[~'I Bob nutzte auch seine Kontakte als 
etablierter Immunologe, um in den folgenden 12- 18 Monaten 
eine ganze Reihe H-2-rekombinanter und mutanter Mause- 
stamme einzubringen, die dazu verwendet wurden, (sowohl mit 
LCMV- als auch Ectromelia-Modellen) virusspezifische CTL- 
Effektorfunktionen auf den MHC-Klasse-I-Allelen zu lokalisie- 

341 Eine detailliertere Beschreibung der Experimente, die 
Vorgeschichte des MHCs und die Art und Weise, in der sich das 
TCR-Repertoire wlhrend der Ontogenese entwickelt, finden 
sich im Beitrag von Rolf Zinkernagel in diesem Heft.[351 

Die Hypothese des ,,singular TCR-veranderten 
Selbst" (,,single TCR-altered self") 

Von dem Moment an, als wir die Entdeckung m a ~ h t e n , [ ~ - ~ ]  
zogen wir zwei mogliche Erklarungen fur unsere Befunde in 
Betracht (Abb. 1). Die erste geht auf die ,,TCR"-Typ-Hypo- 

I 
Intimitats-Modell i verandertes Selbst 

i 

I Erkennung des Virus: I veranderie H-2 Virus + H-2 
Wechselwirkung mit H-2 ! 

! 

Abb. 1. Beschreibung der Hypothese des ,,singular T-Zell-Rezeptor-veranderten 
Selbst"; sie wurde ungefahr ein Jahr nach dem urspriinglichen Experiment, das die 
MHC-Restriktion der CTL-Aktivitat bewies, in Nuture [4] publiziert. In dieser Pu- 
blikation bezweifelten wir die Giiltigkeit des ,,Intimitats-Modells", das von einer 
gewissen ,,like-like"-Wechselwirkung zwischen H-2-Glycoproteinen, die auf dem 
T-Lymphocyten exprimiert werden, und der Zielzelle ausgeht. Das Experiment und 
die wissenschaftlichen Zusammenhange werden in dem Beitrag von Rolf Zinkerna- 
gel in diesem Heft detailliert vorgestellt [3S]. 

these von Katz und Benacerraf zuruck, in der verschiedene 
duale Erkennungsmodelle formuliert waren, die wahrend der 
70er und friihen 80er Jahre vorgeschlagen wurden. Die zweite 
besagte, daB das Virus in irgendeiner Weise das MHC-Molekul 
mod i f i~ i e r t , [~ -~ ]  sei es uber eine Komplexbildung auf der Zell- 
oberflache oder indem es irgendeine andere (vielleicht allosteri- 
sche) Veranderung hervorruft. Die Idee vom ,,veranderten 
Se1bst"-Molekiil, das von einem einzigen T-Zell-Rezeptor 
(TCR) erkannt wird, schien fur virus-infizierte Zellen plausibel, 
obwohl wir etwas verwirrt waren, als spater gezeigt werden 
konnte, daB das Nebenhistokompatibilitats-Antigen den glei- 
chen Regeln geh0r~ht .L~~.  3 7 1  Indizien gegen das duale Erken- 
nungsmodell in seiner urspriinglichen Formulierung (,,like- 
like"-Wechselwirkung) resultierten aus adoptiven Transferstu- 
dien, rnit denen wir zeigten, daB LCMV-geprimte T-Zellen aus 
H-2-heterozygoten Mausen (,,A x B", FI), die Virus(v)-infizier- 
te A- und B-Zielzellen toteten, sich in ,,Klontypen" aufteilen 
lieBen, die sich gegeniiber A + v oder B + v lytisch verhielten, 
nachdem sie in bestrahlten und virusinfizierten Mausen des 
Typs A bzw. B stimuliert w ~ r d e n . [ ~ ]  Spatere Varianten des ,,Zwei- 
Rezeptoren-Modells" umgingen dieses Problem, indem man ar- 
gumentierte, die postulierten Erkennungsmolekule fur A- und 
B-Molekule unterlagen ihrerseits der klonalen Exklusion. 

Die Hypothese des ,,singular TCR-veranderten Selbst" er- 
laubte es uns, den Haupttransplantationsantigenen eine biologi- 
sche Rolle zuzuweisen und Alloreaktivitat, Ir-Genhierarchien 
und den extremen Polymorphismus von MHC zu erklaren. Von 
Anfang an glaubten wir, daB wir die mechanistische Grundlage 
fur die immunologische ,,Selbstuberwachung" gefunden hatten, 
obwohl wir den Teminus in einem etwas anderen Zusammen- 
hang ~erwendeten[~'  6 , 3 8 . 3 9 1 ,  als ihn Lewis Thomas und Burnet 
in ihren Diskussionen uber die Anfalligkeit fur Krebs gebrauch- 
ten.r401 Viele Leute, einschliefllich einiger unserer Kollegen in 
der JCSMR-Gruppe, schlossen sich der Idee des ,,veranderten 
Selbst" nicht an.[341 Sie blieb ca. zehn Jahre kontrovers und 
wurde von den meisten T-Zell-Immunologen als ketzerisch 
erachtet (wird in Lit. [41, 421 diskutiert). Die ,,Zwei-Rezepto- 
ren-Modelle", denen im allgemeinen der Vorzug gegeben wurde, 
hatten jedoch weiterhin das Problem, keine befriedigende Ver- 
allgemeinerung zuzulassen, die die Alloreaktivitat und den Ir- 
Genmechanismus in Einklang bringen wurde. 
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A. R. Townsend, A. J. McMichael und Kollegen losten das 
Dilemma mit ihrer Entdeckung, daI3 MHC-Klasse I-Molekule 
virale, uber einen ,,endogenen" Mechanismus prozessierte Pep- 
tide p ra~en t i e ren .~~~]  Die Veroffentlichungen iiber die dreidi- 
mensionale Struktur eines MHC-Klasse I-Molekiils von P. J. 
Bjorkman, J. L. Strominger, D. C. Wiley et sowie iiber 
die Definition der beiden TCR-Ketten durch M. M. Davis, S. 
Hedrick, T. Mak, J. Allison, P. Marrack, J. Kappler, S. Tonega- 
wa und andereL4" trieben die letzten Nagel in den Sarg der 
,,dualen TCR-Modelle". Die kiirzlich erfolgte Charakterisie- 
rung der Tertiarstruktur des TCRs brachte die Debatte, die rnit 
der Hypothese des ,,veranderten Selbst" begann, zu einem sehr 
befriedigenden A b ~ c h l u l 3 . ~ ~ ~ .  471. 

Das LCMV-Model1 und die T-Zell-Adressierung 
in vivo 

Die MHC-Restriktion der CTL-Effektorfunktion wies von 
Anfang an darauf hin, daR die virusimmune T-Zelle direkt mit- 
der virusinfizierten Zielzelle wechselwirken mul3. Das war be- 
ziiglich der Alloreaktivitat bereits klar, doch hatte niemand an- 
genommen, daR die Haupttransplantationsantigene in irgend- 
einer Weise in die Immunantwort auf Pathogene involviert wa- 
ren. Uberlegungen zur zellvermittelten Immunitat (CMI) waren 
sehr stark durch Experimente rnit Listeria monocytogenes ge- 
pragt, die die Rolle der T-Zellen zur Mobilisierung und Aktivie- 
rung von Makrophagen unterstrichen.["] Die Anzahl und der 
Zustand (in der Terminologie der Hitzeschockprotein-mRNA- 
Expression) von Monocyten/Makrophagen in den Lungen von 
Mausen, die mit einem Influenza-A-Virus infiziert wurden, sind 
beispielsweise eindeutig eine Funktion der gleichzeitigen CD4'- 
und/oder CD8+-T-ZeIl-Ant~ort .[~~] Makrophagen, die wah- 
rend der T-Zell-vermittelten Eliminierung des LCMV- oder Ec- 
tromelia-Virus aktiviert worden sind, konnen L. monocytogenes 
rasch zer~toren . [~~I  

Die Erkenntnisse beziiglich der MHC-Restriktion, die auf 
In-vitro-CTL-Assays basierten, wurden schnell auf die In-vivo- 
Situation iibertragen. Einer der Grunde fur die Leistungsfahig- 
keit des LCMV-Modells war die Tatsache, dalj wir iiber ein sehr 
sauberes In-vivo-System zur Analyse eines Entzundungsprozes- 
ses verfugten. Anders als viele andere Viren verursacht LCMV 
nur geringe Schadigungen, und die Starke der von der T-Zell- 
Antwort unabhangigen Hintergrunds-Zellinfiiltration ist nur ge- 
ring (Abb. 2).[3.501 Verbindet man dies rnit der Moglichkeit, 
sehr genau zu quantifizieren, indem man die Zellen in der CSF 
zahlt, so kann man sehr schnell rnit adoptiven Transferexperi- 
menten zeigen, dal3 in vitro und in vivo dieselben Regeln fur die 
T-Zell-Erkennung gelten. Dies konnte fur die Unterschiede im 
MHC-Haplotyp, insbesondere der MHC-Klasse-I-Allele und 
fur H-2-mutante Mause gezeigt werden.[j4. 51, 521 

Die Interpretation, dal3 T-Zellen in vivo direkt an die virusin- 
fizierte Zielzellen binden und nicht einfach an passende Anti- 
gen-prasentierende stimulierende Zellen, blieb jedoch weiterhin 
Diskussionsthema. Die Alternative war, dal3 Cytokine, die in- 
folge solcher Wechselwirkungen ausgeschiittet werden, die 
Schliissel-Effektormolekule sind; diese Interpretation scheint 
fur die Kontrolle eines Hepatitis-Virus-Transgens iiber Inter- 
feron-vermittelte Mechanismen zu greifen.[531 Bis jetzt scheint 

50 7 2oo 

Tage nach der lnfektion 

Abb. 2. Die Entdeckung, daO die Population an Immunzellen, die aus der CSF von 
Mausen rnit klinischer LCM gewonnen wurden, wirksame CTL-Effektorzellen ent- 
hielt, fiihrte zur Aufdeckung der MHC-Restriktion [ 2 2 ] .  Die gezeigten Daten stam- 
men aus einem vie1 spateren Experiment [50], in dem der massive Flu6 von Zellen 
(gestrichelte Linie) in die CSF gezeigt werden konnte, der rnit dem Einsetzen der 
CTL-Aktivitat zwischen Tag 5 und 6 nach der Infektion des Zentralen Nervensy- 
stems einhergeht. Gezeigt ist auch der vorher stattfindende Anstieg der Zellpopula- 
tion auf das Vierfache in den zervikalen Lymphknoten (cervical lymph nodes, CLN) 
(durchgezogene Linie). 

dieses Hepatitis-Modell jedoch einzigartig zu sein. Adoptiv 
iibertragene LCMV-immune T-Zellen losten in virusinfizierten 
chimaren Mausen nur dann schwere Meningitis aus, wenn virus- 
infizierte Epithelzellen im Gehirn das passende MHC-Restrik- 
tionselement trugen. Weder die sekundare Stimulierung der 
virusspezifischen CTL-Population im lymphatischen Gewebe, 
noch die Wechselwirkung mit entzundungsfordernden Monocy- 
tenlMakrophagen am Ort des pathologischen Geschehens wa- 
ren alleine ausreichend, den fur die LM charakteristischen mas- 
siven Zellfliissigkeitsaustritt zu verur~achen . [~~ - 

Vielleicht kam der endgiiltige Hinweis darauf, dal3 die 
LCMV-immunen CTL-Effektorzellen direkt mit dem virusinfi- 
zierten ZNS-Epithel in vivo wechselwirken, dus Experimen- 
ten rnit Perforin (- /-)-Mausen, die nicht die klassischen 
Symptome der T-Zell-vermittelten Immunpathologie entwik- 
keln.r571 Cytokinvermittelte Mechanismen konnten jedoch fur 
die chronische progressive Muskelatrophie verantwortlich 
~ e i n , [ ~ ~ - ~ " I  die bei LCMV-infizierten CD8-,,knockout"- 
(- /-)-Mausen und CD8 +-T-Zell-defizienten MausenL611 auf- 
tritt, die beziiglich P2-Microglobulin (P2-m), der leichten Kette 
der MHC-Klasse-I-Glycoproteine, - /- sind. Mause beider ge- 
netisch veranderter Stamme sind nicht in der Lage, LCMV zu 
eliminieren, was zu einer anhaltenden Konfrontation zwischen 
virusinfizierten Stimulatoren und der CD4+-Immunpopulation 
fiihrt. Die Untersuchungen mit LCMV und andere Experimente 
rnit respiratorischen Viren (siehe nachsten Abschnitt) zeigen, 
dal3 die von CD4'- und CD8+-T-Zellen angewandten Effektor- 
mechanismen, mit Viren fertig zu werden, grundsatzlich ver- 
schieden sind. 

Die ,,Nicht-Se1bst"-Komponente: 
Analyse rnit respiratorischen Viren 

Die Arbeitsteilung an der JCSMR auf dem Gebiet der 
LCMV-Experimente war so, daI3 Rolf Zinkernagel sich um die 
In-vitro CTL-Analyse kiimmerte, wahrend ich fur die In-vivo- 
Experimente zur Immunpathologie und fur das Schreiben der 
Manuskripte verantwortlich war, wobei ich selbstverstandlich 
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von seiner unverzuglichen und permanenten Kritik profitierte. 
Ich beschaftigte mich rnit Atemwegsinfektionen, die durch das 
Parainfluenzavirus vom Typ 1 (das Sendai-Virus) verursacht 
werden, um eine Moglichkeit zu finden, den CTL-Assay einzu- 
setzen,1621 und um zu bestatigen, daD die MHC-Restriktion fur 
mehr als nur LCMV und Pockenviren galt.[27-322631 Jahre spa- 
ter kam ich am St. Jude Children's Research Hospital auf das 
S e n d a i - M ~ d e l l [ ~ ~ ~  "I zuruck, hauptsachlich aufgrund der zur 
Verfiigung stehenden molekularimmunologischen Erfahrungen 
im Labor von A. Portner. 

Als ich Mitte 1975 an das Wistar Institute nach Philadelphia 
wechselte, wurde mir sehr schnell klar, daD die Tier-Anlagen 
nicht sicher genug waren, um ein umfassendes Experimentieren 
rnit LCMV zu erlauben, die in Mausekolonien klinisch ,,stille" 
Infektionen auslosen konnen. Da die CTL-Antwort auf das 
Sendai-Virus von anderen am Wistar Institute untersucht wur- 
de, nahm ich die Gelegenheit wahr, mit W E. Gerhard uber die 
T-Zell-vermittelte Immunitat gegenuber Influenza-A-Viren zu- 
sammenzuarbeiten (Abb. 3). Walter Gerhard hatte seine Kennt- 
nisse auf dem Gebiet der Influenza-Virologie bei Stephen 
Fazekas de St. Groth"] am Institut fur Immunologie in Basel 
erworben. S. Fazekas de St. Groth war seinerzeit in Fenners 
Virologie-Department an der JCSMR eine herausragende Ka- 
pazitat. 

Ziel war es, rekombinante Influenza-A-Viren zu nutzen, um 
die andere Halfte der T-Zell-Spezifitatsgleichung zu entschlus- 
seln, d.h. die viralen Komponenten (neben dem Beitrag der 
MHC-Glycoproteine) . Die sogenannten Rekombinanten erhalt 
man, indem man zwei verschiedene Influenza-A-Viren gleichzei- 

tig in einer Zelle heranzieht.[661 Die acht Segmente des Influen- 
za-Genoms rearrangieren sich und liefern so neue Varianten; 
dieser Mechanismus ist verantwortlich fur den ,,Antigen-Shift". 
Aus immunologischer Sicht lag der Hauptschwerpunkt bei den 
Influenza-Forschungsarbeiten, die sich auf Impfstoff-Studien 
konzentrierten, auf den viralen Glycoproteinen Hamagglutinin 
(H) und Neuraminidase (N). Um diese Virion-Oberflachenpro- 
teine geht es beim Antikorpervermittelten Selektionsdruck, der 
im ,,Antigen-Shift" resultiert, einem weiteren Mechanismus zur 
Bildung neuer pandemischer Stamme. 

Wir dachten, wir konnten mit serologisch unterschiedlichen 
Varianten, wie HlN1- und H3N2-Viren, die nicht zur Kreuz- 
neutralisation fahig sind, die CTL-Aktivitat H oder N zuschrei- 
ben. Beide werden auf der Plasmamembran virusinfizierter Zel- 
len exprimiert. Ziel war es, Varianten rnit einem ,,Antigen- 
Drift" zur Erfassung der Feinspezifitat zu verwenden. Die an- 
fanglichen Experimente wurden von meinem ersten Studenten, 
R. B. Effros, durchgefuhrt, und spater von meinem zweiten Stu- 
denten, J. Bennink, weiterverfolgt. Zu unserer groaen Uberra- 
schung fand Rita, daD die CTL-Antwort dieser beiden Viren 
eine nahezu vollstandige Kreuzreaktivitat ~ e i g t e n . ~ ~ ~ .  681 Ob- 
wohl wir nichts voneinander wuDten, wurden gleichzeitig ahn- 
liche Befunde in B. A. (Ita) Askonas' Labor am National Insti- 
tute for Medical Research in London erhalten.[691 Unsere Er- 
kenntnisse uber LCMV hatten Ita veranlaDt, ihre langjahrigen 
Studien auf dem Gebiet der B-Zell-Antworten aufzugeben und 
sich auf die virusspezifische T-Zell-vermittelte Immunitat zu 
konzentrieren. Ihr Labor sollte uber die nachsten zehn Jahre 
einen enormen Beitrag leisten. 

I nduktions- frijhe Phase Effektor- Reparatur- und 
phase der Entzundung phase Erholungsphase 

(0-24h) ! (1-5d) ! (7-9d)- ! (9-21d) 

Lyrnphocyten 
aus dern Blut 

Ahh. 3. Uhersicht uber die Ereignisse, die im respiratorischen System und in regionalen Lymphknoten von 
Influenza-A-Virus- oder Sendai-Virus-infizierten Mausen auftreten [64, 83,981. Infektiose Viren konnen nor- 
malenveise nach mehr als neun Tagen nach der Infektion nicht mehr aus der Lunge entfernt werden. Die 
CD8'- und CD4+-T-Zellen sind fur den groBten Teil der Monocyten/Makrophagen-Aktivierung verantwort- 
lich [48]. Der CD8+-Satz ist hauptverantwortlich fur die Entzundungsaushreitung, doch sind die meisten 
dieser Lymphocyten fur andere Antigene spezifische T-Gedachtniszellen. Wahrscheinlich ist das Verhaltnis der 
gegen eindringende Pathogene reaktiven Zellen kleiner als 1 : 100 (991. Wirksame CTL-Effektorzellen und eine 
Vielzahl der Cytokine bildenden Zellen werden vorzugsweise in der virusinfizierten Lunge gefunden. 

Obwohl es uns zu diesem Zeitpunkt nicht 
gelang, die Natur der ,,antigenen Einheit" 
zu beschreiben, die von Influenzaspezifi- 
schen CTLs erkannt wurde, stutzten die 
Ergebnisse dieser fruhen Experimente die 
SchluDfolgerung aus den Analysen bezug- 
lich der MHC-Restriktion, namlich, daD 
das Spezifitatsprofil von T- und B-Lympho- 
cyten grundsatzlich verschieden i ~ t . ' ~ ~ .  701 

AuDerdem stellten wir schnell fest, daD der 
Kontakt rnit irgendeinem Influenza-A- 
Virus das T-Zell-Gedachtnis fur eine sekun- 
dare Antwort (Abb. 4) auf irgendeinen an- 
deren Influenza-A-Virus ,,primt". Dies be- 
deutete, daD eine Infektion rnit einem durch 
Antigen-Drift oder Antigen-Shift gekenn- 
zeichneten Influenza-A-Virus beim Er- 
wachsenen im Kontext einer sekundaren 
CTL-Antwort und einer primaren humora- 
len Antwort fortschreitet. Wahrscheinlich 
erklart der, wenn auch unzulangliche Schutz, 
den Influenzaspezifische T-Gedachtniszel- 
]enL7'- 741 gewahren, warum Jugendliche 
und Erwachsene mittleren Alters im allge- 
meinen weit weniger haufig an Grippe ster- 
ben, als kleine Kinder und altere Menschen. 
Diese Ergebnisse wurden sehr schnell auch 
bezuglich anderer Viren bestatigt : Nach 
den Influenza-Experimenten konnte gezeigt 
werden, daD auch jene Viren - was nach 
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3o ,,primare Maus" 

6 0  1 ,,sekundare Maus" I 

0 3 5 7 9 1 1  
Tage nach der I mpfung 

Abb. 4. Immunologisch naive (primare) CBA/J-(H-2k)-Mause und (sekundare) 
Mause, die 52 Tage zuvor rnit dem PR8-(HlNI)-Influenza-A-Virus infiziert worden 
waren, wurden mit dem HK x 31-(H3N2)-Influenza-A-Virus konfrontiert [68]. 
Milzzellen wurden in den angegebenen Intervallen auf H-2-kompatible Zielzellen 
untersucht (100: l ) ,  die mit einer Reihe von Influenza-A-Virustypen oder einem 
Influenza-B-Virus (Dreiecke) infiziert waren. Deutlich erkennbar sind sowohl die 
beschleunigte Kinetik als auch die Starke der erneuten Antwort. Spatere Experi- 
mente mit HK x 31-infizierteu C57BL/6J-(H-2b)-Mausen zeigten eine sehr geringe 
CTL-Aktivitat in Lymphgeweben nach primarer Konfrontation [98]. x = spezi- 
fische "Cr-Freisetzung. 

Serum-Analysen nicht zu vermuten war - CTL-spezifische Cha- 
rakteristika auslosen k~nn ten . "~ ]  

Weitere bedeutende Experimente, die damals mit dem In- 
fluenza-Model1 durchgefiihrt wurden, ermoglichten die Auswei- 
tung der MHC-Restriktion auf das Ra t t enm~de l l , [~~]  vor allem 
aber lieferte A. J. McMichael in Askonas' Labor den klaren 
Beweis fur die Giiltigkeit der MHC-Restriktion beim Men- 
~ c h e n . [ ~ ~ ]  Dieser unerwarteten Kreuzreaktivitat gegeniiber In- 
fluenza-Viren auf der Spur, machte A. Townsend (auch in Asko- 
nas' Labor) die folgenreiche En tde~kung , '~~ .  781 daB MHC- 
Klasse-I-spezifische T-Zellen auf ein aus dem Influenza-Nu- 
cleoprotein (NP) gewonnenes Peptid antworten. Dies erklarte 
letztendlich die der Hypothese des ,,veranderten Selbst" zugrun- 
deliegenden molekularen Mechanismen (Abb. 1) und initiierte 
die Erforchung der Antigenprozessierung im ,,endogenen" 
Kompartment. Jack Bennink und J. R. Yewdell zeigten am Wi- 
star Institute anhand von Analysen rekombinanter Vaccinia-%- 
ren ebenfalls, daD sich ein GroRteil der CTL-Erkennung im 
Influenza-Mode11 gegen interne Viruskomponenten ri~htete."~] 

Spater entwickelten sich die nicht-letalen respiratorischen In- 
fektionen zum experimentellen System der Wahl, um lokalisier- 
te, voriibergehende virale Infektionen zu anal~sieren.[~'- 831 

Diese Modelle haben den Vorteil, dal3 es ganz einfach ist, sowohl 
regionales Lymphgewebe, als auch Entziindungszellen aus der 
pneumonischen Lunge durch Bronchiallavage (BAL, bron- 
choalveolar lavage) zu gewinnen. Es gibt aber keinen eindeuti- 
gen Weg nachzuweisen, ob das Virus oder das virale Genom 
nach der Infektion mit solch einem ,,Negativstrang-RNA- 
Virus" weiterexistieren kann;[s41 dies ware jedoch auDerst wich- 
tig zu wissen, wenn wir uns mit dem schwierigen Gebiet des 
T-Zell-Gedachtnisses auseinandersetzen.["] 

Einige jiingere Experimente beschaftigten sich wiederum mit 
der Frage, was T-Zellen in vivo adressieren, eine Frage, die wir 
schon friiher mit dem LCMV-Model1 zu analysieren versuchten 
(Abb. 2). Die ,,Clearance" des Sendai-Virus hangt von den 
CD8+-Effektor-T-Zellen ab, die direkt rnit virusinfiziertem 
MHC-Klasse-I+-Lungenepithel wechselwirkten;[861 dies konn- 

ten wir rnit adoptiven Transferprotokollen und aus durch Kno- 
chenmarksbestrahlung erhaltenen Chimaren zwischen p2-m- 
(-/-) und (+ / +)-Mausen zeigen. Der umgekehrte SchluD be- 
ziiglich der Fahigkeit von CD4+-T-Zellen,[87-891 eine 
Influenza-Virusinfektion in Abwesenheit der CD8+-Unterein- 
heit zu kontrollieren, gelang: die Expression von MHC-Klasse- 
11-Glycoproteinen, die gegen die CD4+-T-Zellen gerichtet sind, 
ist im respiratorischen System nicht von essentieller Bedeu- 
tung.["] Jiingere Experimente von David Topham bestatigen 
die von Walter Gerhard["] aufgestellte These, daD die vollstan- 
dige Virusbeseitigung, die Clearance, durch CD4+-T-Zellen nur 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Antikorper-produzierenden 
Zellen funktioniert. 

Quantifizierung von Entzundungen und 
T-Zell-vermittelter Immunitat 

Das Wesentliche an virologischen Studien zur Pathogenese 
war immer die Quantifizierung, ein Thema, das rnit Mac Bur- 
nets Plaque-Assays begann und von Cedric Mims rnit der Loka- 
lisierung virusinfizierter Zellen in verschiedenen Organberei- 
chen mittels Fluoreszenz-Mikroskopie fortgesetzt wurde.Lgl Die 
,,Messung" eines Entziindungsprozesses, also der Auswirkung 
einer CMI, erfolgte traditionell (bestenfalls) semiquantitativ. 
Der klassische Assay zur Uberempfindlicheitsreaktion vom ver- 
zogerten Typ (DTH, delayed-type hypersensitivity), der sich der 
Pfotenschwellung bedient, stellt in diesem Zusammenhang nur 
ein sehr grobes Instrument dar. 

Analyse von Entziindungen 

Meine friihen Erfahrungen auf den Gebieten der ,,Ultra- 
struktur-Pathologie" und der Immuncy t~chemie [~~~  931 losten in 
mir eine immense Neugier beziiglich der Natur der Lymphocy- 
ten-Population aus, die in Gewebebereiche rnit Viruswachstum 
eindringt (Abb. 5). Die zusammen rnit H. W. Reid am Moredun 

Abb. 5. Mein Interesse an der Natur der virusspezifischen CMI wurde durch die 
experimentellen Studien der durch das Looping-ill-Virus hervorgerufenen Enzepha- 
lomyelitis geweckt, die Hugh Reid und ich am Moredun Research Institute in 
Edingburg an Schafen durchfiihrten [92-941. Die elektronenmikroskopische Auf- 
nahme zeigt Zellen unbestimmter Natur, die aus einer Kapillare in das Gehirnparen- 
chym eintreten. Die Ausbreitung von Lymphocyten in Gewebebereiche, in denen 
Viruswachstum stattfindet, ist das zentrale Charakteristikum der CMI. 
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Research Institute in Edinburgh durchgefiihrten Experimente 
rnit dem Schaf-Springseuche-Model1 (von Zecken iibertragener 
Flavivirus: Looping-ill-Virus) fiihrten uns zu dem SchluB, daB 
Antikorper-bildende Zellen sich ins ZNS ausbreiteten und in 
situ fur eine kraftige virusspezifische Ig-Immunantwort verant- 
wortlich Von D. E. Griffin viel spater durchge- 
fiihrte Experimente zeigten, daB solche lokal produzierten Anti- 
korper eine Sindbis-Virusinfektion im Mausegehirn kontrol- 
lieren.Lg51 

Die doppelte Frustration morphologischer Ansatze griindet 
sich auf das Fehlen einer funktionellen Analyse und die Schwie- 
rigkeit der Quantifizierung ; nach meiner jetzigen Auffassung ist 
es allerdings dringend notig, der anatomischen Lokalisierung 
des Immungeschehens mehr Aufmerksamkeit zu widmen, was 
rnit modernen mikroskopischen Methoden zu erreichen ware. 
Meine friihen Versuche zur Quantifizierung der Entziindungs- 
pathologie lieBen mich die CSF-Zapftechniken aufgreifen, die 
Richard Carp" 51 zum Studium enzymatischer Aktivitat in der 
CSF aus dem Gehirn Scrapie-infizierter Mause entwickelt hatte. 
Ich iibertrug die Technik auf das Studium viraler Meningitis 
(Abb. 2). Experimente rnit diesem einfachen Modell veranlaI3- 
ten uns, den LCMV-spezifischen CTL-Assay zu entwickeln und 
ermoglichten die In-vivo-Analyse MHC-restringierter Funktio- 
nen von T-Zell-Effektoren. Die Moglichkeit, statistisch signifi- 
kante Unterschiede sehr geringer Effekte zu messen, lieB uns 
In-vivo-Studien rnit einer einzigartigen Empfindlichkeit durch- 
fiihren.[3s 341 Niemand sonst verwendete jedoch dieses analyti- 
sche System, da der Ansatz technisch anspruchsvoll und nur im 
LCMV-Modell wirklich sinnvoll war. Der zweite groBe Vorteil, 
Entziindungszellen direkt aus der CSF (oder iiber BAL aus der 
Lunge) zu gewinnen, liegt darin, daI3 die Lymphocyten nicht 
durch enzymatische Techniken von Gewebe befreit werden miis- 
sen. Das war bei spateren Experimenten von groBem Nutzen, 
bei denen wir uns auf cytometrische FluBanalysen und Fluores- 
zenz-Zellsortierer (FACS : Fluorescent Activated Cell Sorter) 
konzentrierten, um die funktionellen T-Zell-Untergruppen zu 
defir~ieren.[~~. 9 6 3  971  D' iese Experimente wurden zunachst rnit 
dem LCMV (mit R. Ceredig in Canberra) begonnen und dann 
zu einem Schwerpunkt in Memphis beim Studium respiratori- 
scher Infektionen (Abb. 3) .[98,991 

Messung der T-Zell-Antwort 

Obwohl der In-~itro-~~Cr-Freisetzungs-CTL-Assay Zahlen 
liefert, kann die Haufigkeit des Auftretens von Vorlaufern (p: 
precursor), die eine ahnlich starke Iytische Aktivitat zeigen (so- 
wohl im Verlauf der In-vivo-Infektion als auch als Folge einer 
In-vitro-Kultivierung), sehr stark variieren.["'- '''I Di e GroBe 
des CD8 +-CTL-Anteils in der BAL-Population von Mausen 
rnit einer Influenza-Lungenentziindung ist z. B. anscheinend 
identisch rnit der von CD4+-T-Zell-defizienten MHC-Klasse-I1 
(- /-)-Mausen zehn Tage nach einer Infektion und der von 
MHC-Klasse-11-( + / +)-Kontrollmausen.['ol- lo2] Dennoch ist 
die Zahl der CTLp sowohl in BAL als auch in regionalen 
Lymphknoten bei den MHC-Klasse 11-( - /-)-Mausen weitaus 
niedriger, und die Virus-Clearance kann leicht verzogert 
sein. Der viel kleinere CTLp-Bestand von MHC-Klasse 
11-( - /-)-Mausen wird fast vollstandig aufgebraucht, um ein 

Niveau an CTL-Effektorfunktion zu erreichen, das ausreicht, 
mit einer Infektion fertig zu werden. Der auf den CTL-Ergebnis- 
sen allein beruhende SchluB, daI3 die Abwesenheit von CD4'- 
Zellen die Starke der CD8+-T-Zell-Antwort nicht wesentlich 
beeinflu& ware also irrefiihrend. Bei solchen In-vivo-Patho- 
genese-Studien sind sorgfaltige kinetische Analysen extrem 
wichtig. 

Das erkannten wir erstmals, als wir versuchten, die Immun- 
antwort (1r)-Genhierarchie, die wir fur die MHC-I-Allele H- 
2Kk, H-2Kb und H-2Db rnit Influenza-A-Viren identifiziert hat- 
ten, zu q~antifizieren.[~'. 311 Die dabei vorherrschende Situation 
ist durch folgenden Sachverhalt gekennzeichnet : Die CTL-Ant- 
wort auf H-2Db + NP-Peptid ist in Mausen, die H-2Kb expri- 
mieren, dominant, aber offensichtlich nicht vorhanden, sobald 
H-2Kk anwesend ist. Dasselbe passiert rnit Vaccinia-Viren. Jack 
Bennink und ich versuchten hartnackig, den zugrundeliegenden 
Mechanismus herauszufinden. Wir folgten einem sehr aufwen- 
digen Protokoll, das wir von J. A. Sprent iibernahmen; dabei 
werden Kaniilen in den Wirbelkanal eingebracht und durch 
negative Auslese in vivo die alloreaktiven T-Zellen ausgemu- 
stert.[lo3] Das Fehlen jeglicher sinnvollen Losung ist ein gutes 
Beispiel fur die Tatsache, daB (obwohl wichtige Einblicke ge- 
wonnen werden konnen) molekulare Mechanismen letztendlich 
nicht mit biologischen Experimenten aufgeklart werden kon- 
nen. Meine jetzige Vermutung geht dahin, daB H-2Kk rnit H- 
2Db um irgendein unveranderliches Molekiil sehr stark konkur- 
rieren muI3, das in die MHC-Klasse I-Antigenprozessierung 
involviert i~t.[ ' '~I Allerdings muB dabei H-2Db + NP noch in so 
hohem MaDe vorhanden sein, daB es von dem entsprechenden 
CTL-Effektor auf einer H-KkDb-Zielzelle erkannt werden kann. 

Als J. A. Owen nach Philadelphia kam, iibernahm sie die Auf- 
gabe, eine quantitative ,,Limiting-Dilution-Analyse" (LDA) zur 
Bestimmung Influenzavirus-spezifischer CTLp-Haufigkeit zu 
en t~ icke ln . [ "~~  Das war ein Ansatz, der in den folgenden Jah- 
ren zum zentralen Thema meiner Forschungsarbeiten wurde. 
Judy Owen und Michelle Allouche wandten diese Technik auf 
das H-2KkDb-Hierarchieproblem an und fanden, daI3 bei Mau- 
sen, die einen Monat zuvor oder friiher ,,geprimt" worden wa- 
ren, die Zahlen der fur Influenza-Viruskomponenten spezifi- 
schen CTLps, die in Zusammenhang rnit H-2Kk und H-2Db 
exprimiert werden, ahnlich sind.[lo6I Von R. A. Tripp kiirzlich 
in Memphis durchgefiihrte Experimente rnit diesem System er- 
gaben, daL3 der Grund fur die bevorzugte Bildung H-2Kk-rest- 
ringierter CTL-Effektorzellen auf der schnelleren Evolvierung 
dieser Komponente der Immunantwort beruht. 

Die Geschwindigkeitproblematik in der Immunologie 

Das im folgenden Gezeigte ist ein gutes Beispiel fur die Haupt- 
schwierigkeiten, mit denen wir bei der Entwicklung eines detail- 
lierten Verstandnisses der Immunologie konfrontiert werden. 
Wie messen wir die wahre Kinetik der Immunantwort in bezug 
auf Bildung und Dezimierung von Lymphocyten und in bezug 
auf Wanderungsgeschwindigkeiten der Lymphocyten durch die 
verschiedenen Gewebearten, die wir untersuchen? Eine der we- 
sentlichen Erkenntnisse, die Untersuchungen rnit Superantige- 
nen erbrachten, war, daI3 die Mehrzahl der T-Zellen, die nach 
der Aktivierung zur Proliferation iibergehen, als Folge davon 
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abstarben."". Zu Anfang dachten wir, dies galte nicht fur 
,,konventionelle" Antigene wie die Influenza-Virus- oder Sen- 
dai-Virus-Epitope, vor allem, weil sequentielle LDA zeigten, 
daI3 die CTLp-Haufigkeit (1 :2-3000 Zellen in einem Lymph- 
knoten) ab einem Zeitpunkt von sieben Tagen nach einer Infek- 
tion bis hin zum Langzeitgedachtnis eine bemerkenswerte Kon- 
stanz aufwies (Abb. 6).[85,99, Damit ergab sich eine gewisse 
Diskrepanz zu den Ergebnissen der LDA-Untersuchungen an 
LCMV von Rafi Ahmed et al.["ol Wir einigten uns jedoch dar- 
auf, daI3 der Unterschied wahrscheinlich auf die Tatsache zu- 
riickzufiihren war, daI3 eine systemische LCMV-Infektion zwei- 
fellos einen weitaus starkeren antigenen Stimulus hervorruft. 

und 1aBt keine genaue Abschatzung bezuglich der wahren Star- 
ke einer akuten Immunantwort des Wirtes zu. Bei T-Gedacht- 
niszellen, bei denen die Zellpopulationen rnit vie1 geringerer Ge- 
schwindigkeit reproduzieren, ist das ein geringeres Problem.[' 13] 

Homoostase: am Rande des Chaos? 

Die oben beschriebenen Erfahrungen zusammen und der Ver- 
such, die Natur des T-Zell-Gedachtnisses zu verstehen, lieljen 
mich mit der Uberzeugung zuruck, daI3 die Hauptherausforde- 
rung fur die zellulare Immunologie darin liegt, ein klareres Ver- 

Virus - 
Fortbestand von Protein und Genom 

T-Zellen CDB+-CTLps im rezirku- 
lierenden Pool 

0 7 14 21 800 
Tage nach der lnfektion 

Abb. 6. Virus. Die Replikation von Negativstrang-RNA-Viren wird im allgemeinen durch eine Im- 
munantwort innerhalb von 7-10 Tagen beendet [84, 1181; dabei bleibt normalerweise als einziger 
Hinweis auf das infektiose Agens die langfristige Aufrechterhaltung von Protein-Ig-Komplexen auf der 
Oberflache von follikularen dentritischen Zellen (FDCs) zuruck [l lo]. Diese scheinen nicbt fur die 
Aufrechterhaltung des Influenza-spezifischen CD4+-T-Zell-Gedachtnisses notwendig zu sein, wahr- 
scheinlich aber fur das B-Zell-Gedichtnis entscheidend. Andere Pathogene, wie die Herpes-Viren, 
konnen in latenter Form in Neuronen oder B-Lymphocyten uberleben und periodisch in eine lytische 
Phase iibergehen [120]. - T-Zellen. Die klonale Expansion von CD4+-THps und CD8+-CTLps wah- 
rend der akuten Phase der Immunantwort zeichnet sich durch einen weit iiber das henotigte Ma0 
hinausgehenden Uberschull dieser Spezies aus, der notig ware die Cytokin-hildenden TH- oder CTL-Ef- 
fektorpopulationen aufzubauen, um rnit einer Infektion fertig zu werden. Viele der CTLps sterben, oder 
werden ausgeschieden. Danach scheint die CTLp-Haufigkeit im Leben einer Labormaus bemerkens- 
wert stabil zu bleiben. Allerdings kann sich der Aktivierungs-Phanotyp dieser T-Zellen (wie erstmals 
von Sam Hou gezeigt [121]) rnit der Zeit andern. 

Das Thymidin-Analogon Bromdesoxxyuridin (BrDU) laljt 
sich in die DNA sich vermehrender Zellen einbauen und fiihrt 
zur Bildung toxischer Thymidindimere, wenn sie hellem Licht 
ausgesetzt werden. Dieses Protokoll wurde vor vielen Jahren 
dazu verwendet, die Selbstzerstorung (,,Suizid") in vitro akti- 
vierter T-Zellen zu induzieren.["] Ralph Tripp fand, daI3 die 
Einfiihrung von BrDU in proliferierende T-Zellen in vivo den- 
selben Effekt hatte, sofern die Lymphocyten dem Laserstrahl 
des Durchflukytometers ausgesetzt waren.["21 Unter Verwen- 
dung dieses Protokolls wird klar, dalj die Zahl der CTLps, die 
wahrend der akuten Phase der Immunantwort auf ein Influen- 
za-A-Virus erzeugt werden, mehr als das Zehnfache dessen be- 
tragt, was Schatzungen der CTLp-Haufigkeit envarten lassen 
(Abb. 6). Einige dieser T-Zellen sind als CTL-Effektorzellen im 
virusinfizierten Atmungsapparat nachweisbar, doch scheint es, 
dalj viele andere verloren gehen. Wenn man eine virusspezifische 
CD8+-T-Zell-Antwort durch CTL-Effektorzell-Assays miljt, 
wird die Zahl der gebildeten CTLps vernachlassigt. Die aufwen- 
digere Quantifizierung der CTLp-Haufigkeit zeigt jedoch nur 
das Gleichgewicht zwischen CTLp-Bildung und -Dezimierung 

standnis der Homoostase von Lymphocyten zu 
entwickeln." 14] In der Vergangenheit waren si- 
cherlich viele Kollegen den Ansichten von Bur- 
net gefolgt, der das Gleichgewicht zwischen Ant- 
wortfahigkeit und Toleranz als Schliisselthema 
favorisierte. Neuere Studien (vor allem mit 
transgenen Mausen) brachten Licht in diese Pro- 
blematik und lieBen die klare Abgrenzung zwi- 
schen beiden verwischen, woraufhin das Tole- 
ranz/Antwort-Mantra an Attraktivitat ver- 
lor.[1151 Man konnte zwar argumentieren, daI3 
Toleranz/Antwort lediglich eine verfeinerte Dar- 
stellung des Homoostaseproblems ist, doch be- 
stimmt die Sprache das Wahrnehmungsvermo- 
gen, und indem man den zentralen Punkt in 
dieser Weise definiert, wird die Aufmerksamkeit 
ausschlieI3lich auf das Antigen gelenkt und weg 
von physiologischen Mechanismen und quanti- 
tativen Uberlegungen, die ebenfalls auI3erst 
wichtig zu sein scheinen. 

Besessenheit auf dem Gebiet der Homoostase 
kann sich als auljerst gefahrlich auswirken, wie 
man in der Vergangenheit an einigen der unniit- 
zesten und teuersten Bemiihungen in der Immu- 
nologie gesehen hat. Ich glaube, es ist dennoch 
an der Zeit, unsere experimentell begriindete 
Disziplin rnit den Beitragen von Theoretikern in 

verstarktem MaI3e zu bereichern, besonders wenn jene eine ma- 
thematische Ausrichtung haben. Ein gutes Beispiel dafiir, daB 
die quantitative Analyse zur Entwicklpng von Modellen rnit 
besserer Vorhersagbarkeit beitragen kann, ist die kiirzlich 
durchgefiihrte Bestimmung der Zahl virusinfizierter Zellen bei 
Menschen," die mit dem menschlichen Immundefizienz- 
Virus (human immunodeficiency virus, HIV) infiziert waren. 
Influenzavirus-spezifische CD8+-T-Gedachtniszellen weisen 
iiber einen sehr langen Zeitraum eine bemerkenswerte Konstanz 
in ihrer Haufigkeit auf (Abb. 6). 1st das ein Bei~piel["~I fur ein 
chaotisches System? Nun, da wir beginnen, brauchbare Zahlen 
zu produzieren, benotigen wir die Hilfe der Leute, deren Ge- 
schaft es ist, rnit Zahlen umzugehen. 

Zusammenfassung 

Die Triebkraft fur die Weiterentwicklung des Immunsystems 
von Wirbeltieren war die Notwendigkeit, rnit Pathogenen fertig 
zu werden. Deshalb sollte es nicht verwundern, wenn Experi- 
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mente mit infektiosen Keimen haufig Schliisselelemente der zu- 
grundeliegenden Mechanismen ans Licht brachten. Die Entdek- 
kung der MHC-Restriktion und die Entwicklung der Hypothese 
des ,,singular TCR-veriinderten Selbst" ist ein klassisches Bei- 
spiel dafiir, wie es an der Kontaktfliiche verschiedener wissen- 
schaftlicher Disziplinen und Denkweisen, einer unausweichli- 
chen Konstellation beim Studium der viralen Pathogense, zu 
profundem Paradigmenwechsel kommen kann. Der Fortschritt 
der darauffolgenden zehn Jahre und die intellektuellen Richtun- 
gen, die aufgrund dieser einfachen Arbeitshypothese eingeschla- 
gen wurden, sagen uns eine ganze Menge iiber die Macht von 
Ideen, womit nicht die Bedeutung der Technologien geschmalert 
werden soll. Unser Erfolg hing vollig von der Verfiigbarkeit der 
51Cr-CTL-A~~~chi i t t~ng~assays  und Mauseinzuchtstammen 
ab; beides war zum Studium der Alloreaktivitat entwickelt wor- 
den. Die Experimente standen im Zusammenhang mit einem 
experimentellen Gesamtsystem, das dazu verwendet wurde, die 
Fiihigkeit zu einer T-Zell-Antwort, die Immunpathologie einer 
LCMV-Infektion und die Natur der CMI gegeniiber L. monocy- 
togenes und dem Ectromelia-Virus zu analysieren. Die ortliche 
intellektuelle Umgebung war sehr anregend und man konzen- 
trierte sich enorm auf die zu diesem Zeitpunkt aktuelle Front 
der Immunologieforschung. Es war ein groBer Vorteil, in diesen 
Tagen des Pra-Fax- und Pra-E-mail-Zeitalters in Australien iso- 
liert zu sein, denn man hatte alle Zeit, die Dinge zu diskutieren 
und zu durchdenken. Wir erhielten offene und sachkundige Kri- 
tik, hatten die Freiheit und die Mittel, unsere eigenen Ideen zu 
verwirklichen, und bekamen volle Anerkennung fur unsere Be- 
miihungen. Jene unter uns, die eine gehobene Position in der 
Wissenschaft bekleiden, miissen alles erdenklich Mogliche tun, 
um sicherzustellen, dal3 vergleichbare Chancen und Umge- 
bungsparameter fur junge Wissenschaftler verfiigbar bleiben. 

Meine Karriere als Forscher wurde von den Steuerzahlern Au- 
straliens, GroJbritanniens und der USA unterstiitzt, ferner von 
dem Nationalen Multiple Sklerose-Gesellschaften der USA und 
Australiens und der American Lebanese Syrian Associated Chari- 
ties, die einen GroJteil der Mittel j u r  das St. Jude Children's 
Research Hospital zur Verfiigung stellen. Ohne die Liebe und den 
Ansporn meiner Frau, Penny, die mein bester Freund und Kritiker 
ist, hatte ich nichts erreicht. Sehr vie1 verdanke ich meinen Studen- 
ten, Kollegen und Mitarheitern in all den Jahren. 
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