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Inappropriate CD4+ T cell responses against species of the intestinal
microbiome have been suggested to contribute to the chronic inflam-
mation of Crohn’s disease (CD). However, the microbial species that
drive such inappropriate CD4+ T cell responses and the pathogenic

T cell functions in CD remain largely unknown. Our work provides
evidence that aberrant cytotoxic Th1 cells directed against both com-
mensal and food-derived yeasts may contribute to the inflammatory
immune response in patients with CD.
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B Bei chronisch-entziindlichen Darment-
zliindungen (CED), wie Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa, fiihrt eine gestérte Immun-
antwort zu einer Entzlindung des Magen-
Darm-Trakts, die in Schiiben immer wieder

aufflammt. CED-Erkrankte leiden unter chro-
nischen Schmerzen, Durchfall, Fieber und
ihre Lebensqualitat ist stark beeintrachtigt.
Einer von 100 Menschen bekommt im Laufe
seines Lebens eine CED. Wahrend bei Colitis
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A Abb. 1: Die Antigen-reaktive T-Zell Anreicherung (Antigen-reactive T cell enrichment, ARTE)
ermoglicht es, CD4+-T-Zellen, die spezifisch gegen ein bestimmtes Antigen reagieren, direkt in
menschlichen Blut- oder Gewebeproben zu detektieren. Dabei werden die Zellproben fiir 7 Stun-
den mit dem Antigen inkubiert. CD4+-T-Zellen, die spezifisch iiber ihren T-Zell-Rezeptor aktiviert
werden, regulieren daraufhin den Aktivierungsmarker CD 154 hoch. Die Expression von CD 154
und verschiedenen Zytokinen, z. B. TNF-o, kann mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen wer-
den. Um die Sensitivitdt des Assays zu steigern, werden die CD 154-positiven T-Zellen mittels
magnetischer Zellseparation angereichert. Dies erméglicht eine detaillierte funktionelle und mole-
kulare Charakterisierung der Antigen-spezifischen CD4+-T-Zellen. Diese Abbildung wurde mit Bio-

render.com generiert.

ulcerosa der Dickdarm entziindet ist, kann
bei Morbus Crohn jeder Teil des Gastrointes-
tinaltrakts betroffen sein. Die Behandlung
erfolgt derzeit meist durch eine generelle
Hemmung der Entziindungsreaktion, da die
genauen Ausloser der Entziindung nicht
bekannt sind und therapeutisch nicht adres-
siert werden konnen.

Veranderte T-Zell-Reaktion bei CED

Nach aktuellem Kenntnisstand wird vermu-
tet, dass eine unangemessene Immunreak-
tion gegen Bestandteile des Darmmikro-
bioms einen wesentlichen Beitrag zur Patho-
physiologie von CED leistet. Aufgrund der
groBen Diversitat des Mikrobioms ist jedoch
bislang weitestgehend unbekannt, welche
Mikroorganismen die tiberschieBende
Immunantwort auslosen und wie die Immun-
zellen genau reagieren. Wir haben kiirzlich
Anhaltspunkte dafiir gefunden, dass verschie-
dene Hefepilze Ausloser veranderter Immun-
reaktionen bei Morbus Crohn sind [1].

Die Mikroorganismen des Mikrobioms
leben eigentlich in Symbiose mit dem
menschlichen Organismus und sind essen-
ziell fiir seine gesunde Funktion. Das Immun-
system hat daher die wichtige und zugleich
schwierige Aufgabe, mit dem Mikrobiom zu
interagieren, d. h. die dort lebenden Mikro-
ben zu tolerieren, aber sie gleichzeitig auch
in Schach zu halten. Bei CED geht man davon
aus, dass genau diese Immunbalance gestort
ist und es zu iiberschieBenden inflammatori-
schen Immunreaktionen kommt.

Bei der Interaktion mit der Mikrobiota
spielen T-Zellen, genauer gesagt CD4+-
T-Helferzellen, eine entscheidende Rolle.
Diese Immunzellen erkennen iiber einen
T-Zell-Rezeptor auf ihrer Oberflache spezifi-
sche Teile (Antigene) einer bestimmten
Mikrobe und 16sen daraufhin eine Immun-
antwort gegen diese aus. Entscheidend ist
dabei, gegen welche Mikroorganismen die
T-Zellen reagieren und welche Art der
Immunreaktion sie auslosen. Die Kombina-
tion von T-Zell-Spezifitdt und Reaktionstyp
entscheidet somit zwischen protektiver oder
pathogener Immunreaktion. Die Identifizie-
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rung dieser krankheitsrelevanten mikrobiel-
len Spezies und die Charakterisierung der
gegen sie gerichteten T-Zell-Reaktion konnte
daher zur Entwicklung neuer und gezielter
Therapien fiir CED fiihren.

Um besser zu verstehen, welche Mikroor-
ganismen bei der fehlgeleiteten Immun-
antwort bei CED eine Rolle spielen, haben
wir in Blut- und Gewebeproben von Men-
schen mit Morbus Crohn, Colitis ulcerosa
und von gesunden Kontrollpersonen analy-
siert, wie die jeweiligen CD4+-T-Zellen auf
verschiedene Bakterien- und Pilzarten
reagieren. Dies war mit einer von uns entwi-
ckelten sensitiven Methode moglich, der
~Antigen-reaktiven T-Zell-Anreicherung”
(ARTE). Hierfiir werden die seltenen CD4+-
T-Zellen, die spezifisch auf ein bestimmtes
Antigen reagieren, aus einer Zellprobe mit-
tels magnetischer Zellseparation angerei-
chert (Abb. 1). Die Zellproben werden fiir
kurze Zeit mit einem Lysat der Mikroorganis-
men inkubiert. CD4+-T-Zellen, die ein Anti-
gen erkennen, exprimieren daraufthin CD154
auf ihrer Oberflache. Die CD154-Expression
ermoglicht somit die magnetische Anreiche-
rung und den Nachweis Mikroben-spezifi-
scher T-Zellen und ihre anschlieBende detail-
lierte Charakterisierung [2, 3].

Hefepilze als potenzielle Entziindungs-
Trigger bei Morbus Crohn

Die meisten bisherigen Studien zu Verande-
rungen der Darmmikrobiota bei CED haben
sich mit Unterschieden in bakteriellen
Mikrobiota befasst. Obwohl Bakterien im
Darmmikrobiom deutlich haufiger vorkom-
men, sind Pilze ein wesentlicher, aber bis-
lang weniger untersuchter Bestandteil der
menschlichen Darmmikrobiota. In den letz-
ten Jahren wurde jedoch die Bedeutung ein-
zelner Pilzspezies fiir die menschliche
Gesundheit aufgezeigt, aber auch fiir Immun-
pathologien. So wurde insbesondere fiir den
intestinalen kommensalen Hefepilz Candida
albicans ein starker Einfluss auf das mensch-
lichen Immunsystems beschrieben, da
C. albicans homoostatische Th17-Reaktionen
[2] sowie intestinale IgA [4, 5] und systemi-
sche IgG-Antikorper [6] auslést. Um mikro-
bielle Spezies zu identifizieren, die verander-
te CD4+-T-Zell-Reaktionen bei CED auslosen,
haben wir daher die Immunreaktion der
T-Zellen auf C. albicans, aber auch auf weni-
ger verbreitete Hefepilze, wie C. tropicalis
und C. glabrata, sowie auf die Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae analysiert. Wir
konnten eine deutlich verstiarkte CD4+-T-Zell-
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Reaktion gegen verschiedene kommensale
Candida-Spezies, aber iiberraschenderweise
auch gegen S. cerevisiae in Blutproben und
im entziindeten Gewebe von Morbus-Crohn-
Patientinnen und -Patienten feststellen, die
nicht bei Menschen mit Colitis ulcerosa
oder gesunden Kontrollspendern vorkommt
[1].

Um die Hefe-reaktiven CD4+-T-Zellen und
ihre funktionellen Fahigkeiten weiter zu cha-
rakterisieren, wurden die Hefe-reaktiven
CD4+-T-Zellen mittels Multiparameter-
Durchflusszytometrie und Einzelzell-RNA-
Sequenzierung (scRNA-seq) analysiert.
Dabei zeigten CD4+-T-Zellen, die gegen ver-
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schiedene Hefespezies reaktiv sind, eine
massiv erhohte [IFN-y-Produktion bei Morbus-
Crohn, die zusatzlich durch eine hohe
Expression von zytotoxischen Markern (z. B.
PRF1, GZMB, SLAMF7) gekennzeichnet war.
Die Hefe-reaktiven T-Zellen zeigten auch
in vitro zytotoxische Aktivitat gegen intesti-
nale Epithelzellen [1], was darauf hindeutet,
dass sie an der Morbus-Crohn-Pathogenese
durch Storung der Darmbarriere beteiligt
sein konnten.

Besonders interessant ist, dass diese ver-
starkte Reaktion nur bei Patientinnen und
Erkrankten auftritt, die positiv auf Anti-Sac-
charomyces cerevisiae-Antikorper (ASCAs)

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 2: Bei Menschen mit Morbus Crohn, die hohe Serumlevel an Anti-Saccharomyces cerevi-

siae-Antikorpern (ASCA) haben, wurde eine deutlich verstérkte CD4+-T-Zell-Reaktion gegen Hefe-
pilze festgestellt [1]. Diese Hefe-reaktiven CD4+-T-Zellen haben einen Th1-Phanotyp und sekretie-
ren IFN-y, sowie die zytotoxischen Marker Granzym B (GZMB) und Perforin (PRF1). Dariiber hinaus
sind die CD4+-T-Zellen kreuzreaktiv gegen eine Vielzahl verschiedener Hefe-Spezies, was zu ihrer

chronischen Aktivierung fiihren kdnnte. Diese Erkenntnisse ermdglichen es, potenzielle neue the-
rapeutische Strategien zu entwickeln und evaluieren, die auf die Hefepilze oder die Hefe-reaktiven
CD4+-T-Zellen abzielen. Diese Abbildung wurde mit Biorender.com generiert.

getestet wurden, was etwa die Hélfte der
Erkrankten mit Morbus Crohn ausmacht.
Bereits vor mehr als 30 Jahren wurden bei
Menschen mit Morbus Crohn diese Antikor-
per nachgewiesen [7, 8] und ASCAs wurden
als Biomarker fiir den Schweregrad der
Erkrankung sowie als prognostischer Marker
bei Personen mit einem Risiko fiir die Ent-
wicklung von CED beschrieben [9]. Trotz
dieser Zusammenhange ist eine mogliche
Rolle von Hefepilzen fiir die Pathophysiologie
von Morbus Crohn bisher unklar geblieben.
In der Zukunft wird es wichtig sein, die an
der ASCA-Bildung beteiligten Pilzarten und
Mechanismen und insbesondere den Beitrag
von Hefe-reaktiven T-Zellen bei Morbus
Crohn weiter zu untersuchen.

Problematische Kreuzreaktivitat

Eine wichtige Frage aus den Erkenntnissen
war, warum ASCA-positive Patientinnen und
Patienten mit Morbus Crohn eine verdnderte
CD4+-T-Zell-Reaktion gegen eine Vielzahl
verschiedener Hefespezies zeigen. Um dies
zu adressieren, wurde das T-Zell-Rezeptor-
Repertoire der Hefe-reaktiven T-Zellen ana-
lysiert. Interessanterweise reagierten viele
der sequenzierten T-Zell-Rezeptoren sowohl
auf S. cerevisiae als auch verschiedene andere
Hefe-Spezies, darunter C. tropicalis, C. albi-

cans, C. glabrata, S. pastorianus und sogar
das Probiotikum S. boulardi [1]. Offenbar
erkennen also die T-Zellen spezifisch
bestimmte Proteine oder Epitope, die in vielen
der untersuchten Hefepilze konserviert vor-
kommen, sie sind also kreuzreaktiv. Da die
Erndhrung eine weitere haufige Quelle fiir
die Exposition mit Hefepilzen darstellt, wur-
de auch die Aktivierung dieser kreuzreakti-
ven CD4+-T-Zellen mit verschiedenen Kése-
sorten untersucht. Vor allem Gorgonzola und
Camembert, die eine hohe Hefekonzentration
haben, konnten dabei die kreuzreaktiven
CD4+-T-Zellen von Patientinnen und Patien-
ten mit Morbus Crohn reaktivieren [1]. Aus
diesen Daten ldasst sich schlieBen, dass
sowohl kommensale als auch Nahrungs-
mittel-assoziierte Hefen zur Entwicklung
und/oder Expansion der Hefe-reaktiven zyto-
toxischen T-Zellen beitragen konnen.

Diese CD4+-T-Zell-Kreuzreaktivitit konnte
auch eine Erklarung dafiir sein, warum die
Hefe-spezifischen T-Zellen zu chronischen
Entziindungsreaktionen beitragen konnten:
Nach einer anfinglichen fehlgeleiteten
Induktion von Th1-Zellen gegen Hefepilze
fiihrt vermutlich der wiederholte Kontakt mit
Antigenen, die in mehreren Hefepilzen vor-
kommen, zur wiederholten Aktivierung und
Vermehrung der kreuzreaktiven T-Zellen.

Diese chronische Aktivierung von Hefepilz-
reaktiven CD4+-T-Zellen durch kommensale,
aber auch Nahrungsmittel-assoziierte Hefen
konnte auch zur Entwicklung der zytotoxi-
schen Effektorfunktionen beitragen (Abb. 2),
welche bisher vor allem bei chronischen
Virusinfektionen oder chronischer T-Zell-
Aktivierung bei Krebs beschrieben wurde
[10]. Welche Hefeart(en) der urspriingliche
Ausloser der Th1-Reaktion ist und welche
Hefepilze anschlieBend die Selektion kreuz-
reaktiver T-Zellen vorantreiben, ist noch
nicht geklart.

Entwicklung therapeutischer Anséatze

Zusammenfassend zeigen unsere Daten,
dass sowohl kommensale als auch mit der
Nahrung aufgenommene Hefepilze eine
Rolle bei der Immunpathologie von Morbus
Crohn spielen kdnnten, indem sie die
Expansion von kreuzreaktiven zytotoxischen
Th1-Zellen triggern. Dies konnte ein gene-
reller Mechanismus sein, wie kreuzreak-
tive T-Zell-Reaktionen gegen die Mikrobiota
zur Chronifizierung der Krankheit und ggf.
zur Therapieresistenz bei CED beitragen
konnen.

Die neuen Erkenntnisse ermoglichen auch
die Evaluierung neuer therapeutischer
Ansiétze, z. B. durch eine Hefe-freie Erndh-
rungsintervention, oder antifungale Thera-
pien. Durch die Bestimmung von ASCAs und
Hefe-reaktiven T-Zellen haben wir Biomar-
ker, die uns ermoglichen, prazise diejenigen
Patienten zu identifizieren, die gegebenen-
falls von solchen Therapien profitieren konn-
ten. Ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt
ware, gezielt die T-Zellen auszuschalten, die
die falsche Immunreaktion verursachen, durch
Antigen-spezifische regulatorische T-Zellen
oder spezifische T-Zell-Depletionsstrategien.
Um solche zellularen Therapien zu entwickeln,
wird es in Zukunft wichtig sein, die konser-
vierten T-Zell-Antigene und Epitope in den
Hefepilzen zu identifizieren.

Insgesamt haben wir erstmals starke Hin-
weise fiir eine Beteiligung Hefe-reaktiver
CD4+-T-Zellen an der Entziindungsreaktion
bei Morbus Crohn identifiziert. Nun sind wei-
tere Untersuchungen erforderlich, um ihren
direkten Beitrag zur Pathophysiologie der
Krankheit zu bestimmen. Diese weiteren
Analysen und die Entwicklung neuer thera-
peutischen Ansatze werden aktuell von
einem Team von Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftlern im Exzellenzcluster ,Pre-
cision Medicine in Chronic Inflammation
(PMI)“ verfolgt.

BIOspektrum | 02.24 | 30.Jahrgang 4\ Springer



Literatur

[1] Martini GR, Tikhonova E, Rosati E et al. (2023) Selection
of cross-reactive T cells by commensal and food-derived
yeasts drives cytotoxic T(H)1 cell responses in Crohn’s dis-
ease. Nat Med 29: 2602-2614

[2] Bacher P, Hohnstein T, Beerbaum E et al. (2019) Human
Anti-fungal Th17 Immunity and Pathology Rely on Cross-
Reactivity against Candida albicans. Cell 176: 1340-1355

[3] Bacher P, Schink C, Teutschbein J et al. (2013) Antigen-
reactive T cell enrichment for direct, high-resolution analysis
of the human naive and memory Th cell repertoire. J
Immunol 190: 3967-3976

[4] Doron I, Mesko M, Li XV et al. (2021) Mycobiota-induced
IgA antibodies regulate fungal commensalism in the gut and
are dysregulated in Crohn’s disease. Nat Microbiol 6: 1493~
1504

[5] OstKS, O’Meara TR, Stephens WZ et al. (2021) Adaptive
immunity induces mutualism between commensal eukaryotes.
Nature 596: 114-118

[6] Doron I, Leonardi I, Li XV et al. (2021) Human gut myco-
biota tune immunity via CARD9-dependent induction of
anti-fungal IgG antibodies. Cell 184: 1017-1031

[7] Main J, McKenzie H, Yeaman GR et al. (1988) Antibody to
Saccharomyces cerevisiae (bakers’ yeast) in Crohn’s disease.
BMJ 297:1105-1106

[8] McKenzie H, Main J, Pennington CR, Parratt D (1990)
Antibody to selected strains of Saccharomyces cerevisiae
(baker’s and brewer’s yeast) and Candida albicans in Crohn’s
disease. Gut 31: 536-538

[9] Sendid B, Cornu M, Cordier C et al. (2023) From ASCA
breakthrough in Crohn’s disease and Candida albicans
research to thirty years of investigations about their meaning
in human health. Autoimmun Rev 23: 103486

[10] Preglej T, Ellmeier W (2022) CD4(+) Cytotoxic T cells -
Phenotype, Function and Transcriptional Networks Controlling
Their Differentiation Pathways. Immunol Lett 247: 27-42

Funding note: Open Access funding enabled and organized by Projekt DEAL.
Open Access: Dieser Artikel wird unter der Creative Commons Namensnennung
4.0 International Lizenz veréffentlicht, welche die Nutzung, Vervielfaltigung,
Bearbeitung, Verbreitung und Wiedergabe in jeglichem Medium und Format
erlaubt, sofern Sie den/die urspriinglichen Autor(en) und die Quelle
ordnungsgeman nennen, einen Link zur Creative Commons Lizenz beifligen und
angeben, ob Anderungen vorgenommen wurden. Die in diesem Artikel
enthaltenen Bilder und sonstiges Drittmaterial unterliegen ebenfalls der
genannten Creative Commons Lizenz, sofern sich aus der Abbildungslegende
nichts anderes ergibt. Sofern das betreffende Material nicht unter der
genannten Creative Commons Lizenz steht und die betreffende Handlung nicht
nach gesetzlichen Vorschriften erlaubt ist, ist fiir die oben aufgefiihrten
Weiterverwendungen des Materials die Einwilligung des jeweiligen
Rechteinhabers einzuholen. Weitere Details zur Lizenz entnehmen Sie bitte der
Lizenzinformation auf http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de.

AUTORINNEN

Petra Bacher

ne in Chronic Inflammation®.

Gabriela Rios Martini

157

Korrespondenzadresse:

Prof. Dr. Petra Bacher
Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel &
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
Institute of Immunology & Institute of Clinical
Molecular Biology

Arnold-Heller-StraBe 3

D-24105 Kiel

p.bacher@ikmb.uni-kiel.de

2003-2008 Biologiestudium, Universitat zu KéIn. 2014 Promotion, Universitat Jena.
2014-2018 PostDoc an der Charité Berlin und dem Deutschen Rheumaforschungs-
zentrum, Berlin. 2018-2023 Junior-Professorin, Universitat zu Kiel. Seit 2023 Profes-
sorin fiir Immunologie und Immunogenetik und Schleswig-Holstein Exzellenzprofessur
an der Universitat zu Kiel. Aktives Mitglied im DFG-Exzellenzcluster ,,Precision Medici-

2007-2013 Biologiestudium, Universidad Ricardo Palma-Peru. 2016-2018 Medical
Life Sciences Masters, Universitat zu Kiel. Seit 2019 Promotion Universitat zu Kiel.

Hier steht
eine Anzel

@ Springer

cC.



