Histokompatibilitiitsantigene der Maus

Von Roland Henning!']

In diesem Aufsatz werden experimentelle Ergebnisse und neue Theorien zur chemischen
Struktur und zur biologischen Funktion von Histokompatibilitdtsantigenen bei der Immuniiber-
wachung virusinfizierter und maligner Zellen dargelegt. Von diesen Antigenen, auch Transplan-
tationsantigene genannt, sind die H-2-Antigene der Maus am besten untersucht. Es handelt sich
um membrangebundene Glykoproteine, die u. a. die AbstoBung von transplantiertem Fremd-
gewebe bewirken. Ein Fernziel der Forschung auf diesem Gebiet ist die Nutzbarmachung
des Immuniiberwachungssystems fiir die Therapie bisher unbeeinfluBbarer Krankheiten.

1. Einleitung

Histokompatibilitdtsantigene sind membrangebundene
Glykoproteine, die fiir die AbstoBung von Gewebetransplanta-
ten fremder Organismen verantwortlich sind. Neuere Erkennt-
nisse deuten darauf hin, daB diese Membranproteine an Im-
munreaktionen teilhaben, um den K 6rper gegen Virusinfektio-
nen und Entstehung von Tumoren zu schiitzen. Es handelt
sich um polymorphe Proteine, die bei der Maus auf dem
17. Chromosom im Histokompatibilititskomplex (sieche Abb.
1) codiert sind. Viele Befunde dieses an der Maus am besten
untersuchten Systems konnen auch im weitgehend analogen
menschlichen HLA-System gezeigt werden.

Experimentell korrekt fundierte und richtig interpretierte
Beobachtungen iiber GewebsabstoBungen datieren um die
Jahrhundertwende!'!. Damals gelang es, Miuseinzuchtstam-
me, d. h. genetisch einheitliches Tiermaterial, zu ziichten. M#u-
se eines solchen Inzuchtstammes verhalten sich etwa wie einei-
ige Zwillinge. Gorer**!untersuchte 1938 das Blutgruppensystem
der Maus und fand, daB das von ihm beschriebene Antigen
IT mit der GewebsabstoBung korreliert und genetisch determi-
niert ist. Dieses Antigen II wurde spéter in H-2-Antigen umbe-
nannt3!, Medawar!* beschrieb 1944 die Phasen der Gewebsab-
stoBung und fiihrte diese Beobachtung bis zur praktischen
Anwendung der Hauttransplantation beim Menschen. Der
néchste entscheidende Schritt war die Einfilhrung kongener
Inzuchtlinien durch George D. Snell'>). Bei kongenen Mauslini-
en handelt es sich z.B. um zwei Miuseinzuchtstimme, die
sich nur in einem Locus des Histokompatibilititskomplexes
unterscheiden. Durch Kreuzimmunisierung solcher kongener
Inzuchtstimme ist es moglich, Antikdrper (Alloantikorper)
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Abb. 1. H-2- und HLA-Genkomplex (Histokompatibilititskomplex). a) Der
H-2-Genkomplex auf dem 17. Chromosom der Maus wird von den Loci
H-2K und H-2D begrenzt. Innerhalb des Genkomplexes befinden sich die
I- und die S-Region. b) Der HLA-Genkomplex auf dem 6. Chromosom
des Menschen ist dhnlich wie der H-2-Genkomplex der Maus aufgebaut,
nur liegt die HLA-D-Region, die der [-Region der Maus entspricht, auBerhalb
der Loci HLA-A und HLA-B. Diese beiden Loci sind dem K- und dem
D-Locus der Maus dquivalent (nach [8]).
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zu erzeugen, die spezifisch gegen ein einziges Genprodukt
des Histokompatibilititskomplexes gerichtet sind. Derartige
Alloantiseren sind die Hauptinstrumente der modernen
Transplantationsserologie, mit deren Hilfe Histokompatibili-
tdtsantigene mit hoher Spezifitdt charakterisiert, isoliert und
chemisch untersucht werden kdnnen.

Mit immungenetischen Methoden fand man, daBl Histokom-
patibilitdtsantigene und die Spezifitit humoraler Immunant-
worten hiufig eng miteinander gekoppelt sind, und man schlo8
daraus, daB3 die dafiir verantwortlichen Gene (Ir-Gene) auf
dem gleichen Chromosom wie H-Antigene codiert sein miis-
sen!®!, Klein und Shreffler stellten 1971 die Hypothese auf!”),
daB das fiir die GewebsabstoBung verantwortliche Histokom-
patibilitdtsantigen von zwei Loci, dem K- und dem D-Locus,
auf dem 17. Chromosom der Maus codiert wird (Zwei-Locus-
Modell)/”). Neben dem K- und dem D-Locus sind auf dem
Histokompatibilitdtskomplex die oben erwihnte I-Region und
auBerdem die S-Region zu finden. Letztere codiert fiir be-
stimmte Bestandteile des Komplementsystems. Abbildung 1
gibt eine schematische Ubersicht iiber die Anordnung der
Histokompatibilitdtskomplexe auf dem 17. Chromosom der
Maus und dem 6. Chromosom des Menschen.

2. Chemische Struktur von H-2-Antigenen

Die Histokompatibilitdtsantigene der Maus (H-2-Antigene)
findet man auf nahezu allen Zellen der Maus, in hochsten
Konzentrationen auf Lymphocyten!®!. Diese Substanzen zeich-
nen sich durch einen auBergewohnlich hohen, genetisch deter-
minierten Polymorphismus aus. Unter Polymorphismus ver-
steht man eine Variabilitit in der Aminosiuresequenz. Bei
den H-2-Antigenen handelt es sich um integrale Membrangly-
koproteine, die aus mindestens zwei Polypeptidketten beste-
hen: Einer schweren Kette mit einem Molekulargewicht von
etwa 46000°1und einer leichten Kette mit einem Molekularge-
wicht von 12000. Die schwere Kette, ein Glykopolypeptid,
ist fiir die antigenen Eigenschaften verantwortlich. Die leichte
Kette, ein Polypeptid, entspricht dem aus menschlichem Urin
isolierten B,-Mikroglobulin?!, Sie ist bei der Maus und beim
Menschen nicht-kovalent mit der schweren Kette der Histo-
kompatibilitéitsantigene assoziiert!!!~13],

2.1. Molekiilstruktur von H-2-Antigenen in Lisung
Die Isolierung von H-2-Antigenen ist durch folgende Eigen-
schaften erschwert: 1. Den genetisch determinierten Polymor-

phismus, 2. die niedrigen Konzentrationen in der duBeren
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Zellmembran und 3. die Unloslichkeit in wéBrigen Medien.
Als Ausgangsmaterial dienen entweder normale Lymphocyten
der Maus oder Miuse-Leukédmiezellen, die permanent in Ge-
webekultur gehalten werden konnen. Aus diesen Zellen konnen
H-2-Antigene nahezu ohne Verlust der antigenen Eigenschaf-
ten mit Detergentien extrahiert werden (z. B. Nonidet P 40,
Natriumdesoxycholat!!#)), Es ist auch méglich, wasserldsliche,
immunologisch vollstindig aktive Fragmente von H-2-Antige-
nen durch kontrollierte proteolytische Verdauung von Zell-
oberflichen mit der pflanzlichen Protease Papain herzustel-
len!'5],

Wegen der geringen K onzentrationen werden H-2-Antigene
bevorzugt nach radioaktiver Markierung isoliert. Dazu geht
man von Zellen aus, die mit * 2°I oder mit *H- oder !*C-Amino-
sduren markiert wurden. Aus den Detergens- oder Papainex-
trakten der so markierten Zellen kénnen H-2-Antigene durch
Immunprizipitation isoliert und durch SDS-Polyacrylamid-

Molekulargewichtsbestimmung durch Gelchromatographie
oder Ultrazentrifugation mit einem biologischen Test, dem
Cytotoxizitditshemmtest, in biologisch aktiver Form verfolgt
werden (Tabelle 1). Aus den durch Gelchromatographie be-
stimmten Diffusionskonstanten und den in der Ultrazentrifuge
gemessenen Sedimentationskoeffizienten wurde nach der Sved-
berg-Gleichung des Molekulargewicht von H-2-Antigenen in
Detergenslosung zu 116000 berechnet. Nach SDS-gelelektro-
phoretischer Bestimmung der Molekulargewichte der einzel-
nen Polypeptidketten kann unter der Annahme mindestens ei-
ner Disulfidbriicke zwischen den schweren Ketten ein Arbeits-
modell (Tabelle 1 und Abb. 2)fiir die Molekiilstruktur von H-2-
Antigenen aufgestellt werden!!®!: [n Detergensldsung liegen
zwei durch mindestens eine Disulfidbriicke verbundene schwe-
re Ketten und zwei nicht-kovalent assoziierte leichte Ketten
vor. Das Papain-behandelte Molekiil (H-2,,5) enthilt nur ein
Fragment einer schweren Kette (Fy) und einer leichten Kette.

Tabelle 1. Bestimmung des Molekulargewichts (M,) von denaturierten H-2-Antigenen durch SDS-Gelelektrophorese und von biologisch aktiven H-2-Antigenen
in Detergens- oder Papainlésung durch Sephadex-Gelchromatographie (,,Gelfiltration”) und Ultrazentrifugation [16]. Abkiirzungen: r=Stokes-Radius; D = Dif-
fusionskoeffizient; S =Sedimentationskonstante; DOC = Na-Desoxycholat; SDS =Polyacrylamidgelelektrophorese in Na-Dodecylsulfat; red.=mit Mercapto-

ethanol reduziert; H-Kette, L-Kette, B;, Fy siche Abb. 2.

Priiparat M, Gelfiltration Ultrazentrifugation
r[A] D {cm?s7!] S
Detergens-geldste H-2-Antigene (DOC) (H-24,,) 116000 [a] 47 45-1077 598
H-Kette (unreduziert, SDS) 92000
H-Kette (reduziert, SDS) 46000
L-Kette (B;) (red. + unred., SDS) 12000
2H+2L (SDS) 116000
Papain-geloste H-2-Antigene (H-2,.,) 49000 31 6.9-1077 378
H-Kette (Fy) (red. + unred., SDS) 39000
L-Kette () (red. +unred., SDS) 12000
1 Fy+1L 51000

[a] Berechnet nach der Svedberg-Gleichung.

gelelektrophorese untersucht werden. Das Molekulargewicht
der Polypeptidketten und die Art der Bindung zwischen den
Ketten werden in diesem Elektrophoresesystem in An- oder
Abwesenheit von Reduktionsmitteln bestimmt (Tabelle 1)1,

In Gegenwart von Reduktionsmitteln erscheinen bei der
Gelelektrophorese von Detergens-gelostem H-2-Antigen (H-
24a) €ine schwere Kette (H-Kette) mit einem Molekulargewicht
von 46000 und eine leichte Kette (L-Kette) mit einem Moleku-
largewicht von 12000. In Abwesenheit von Reduktionsmitteln
hat die schwere Kette auf dem SDS-Gel das doppelte Moleku-
largewicht (ca. 92000). Nach Reelektrophorese dieses Mate-
rials in Gegenwart von Reduktionsmitteln (z.B. Mercap-
toethanol) findet man nur eine schwere Kette mit einem Mole-
kulargewicht von 46000. Somit miissen die schweren Ketten
von H-2-Antigenen in Detergensldsung durch mindestens eine
Disulfidbriicke zu einem Dimer verbunden sein. Die leichten
Ketten sind weder mit der schweren Kette noch miteinander
kovalent verkniipft. Antigene, die durch Papain in L&sung
gebracht wurden (H-2,,,), enthalten nur ein Fragment (Fy)
der schweren Kette mit einem Molekulargewicht von 39000
und eine intakte leichte Kette. In Papain-gelostem Material
wurden keine Disulfidbriicken zwischen den Fragmenten der
schweren Kette gefunden.

Die Molekulargewichte von H-2-Antigenen konnen auch
unter nicht-denaturierenden Bedingungen bestimmt wer-
den!'®l. Unter diesen Bedingungen kénnen die Antigene zur
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Nahezu gleiche Ergebnisse gelten fiir die menschlichen HLA-
Antigene.

2.2. Molekiilstruktur und Orientierung von H-2-Antigenen auf
der Zelloberfliche

Die biologischen Funktionen von H-2-Antigenen sind an
deren Gegenwart auf der Zelloberfliche gebunden. Es ist daher
auBerordentlich wichtig zu wissen, ob das Strukturmodell
fir gelstes H-2-Antigen gleichermaBen fiir an die Zelloberfla-
che gebundenes Antigen gilt. Um zu untersuchen, ob H-2-Anti-
gene auf der Zelloberfliche ebenfalls als Dimere mit Disulfid-
briicken vorkommen, wurden intakte Zellen vor der Detergens-
extraktion mit Iodacetamid behandelt. Dadurch werden freie
SH-Gruppen bereits auf der Oberfliche der intakten Zelle
blockiert!'8). Untersucht man Immunpriizipitate von derart
alkylierten Zellen durch SDS-Gelelektrophorese, so zeigt sich,
daB die schweren Ketten von H-2-Antigenen selbst in Abwe-
senheit von Reduktionsmitteln vorwiegend als Monomere vor-
liegen, wiihrend, wie bereits erwidhnt, die schweren Ketten
von H-2-Antigenen aus nicht-alkylierten Zellen als Dimere
mit Disulfidbriicken gefunden werden. Das deutet darauf hin,
daB die Disulfidbriicke wihrend oder nach der Detergensex-
traktion des Antigens aus der Zellmembran entsteht (Abb.
2). Miglicherweise bilden sich in der Membran bereits nicht-
kovalent assoziierte Dimere. Milde Oxidationsmittel kdnnen
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die Bildung von Disulfidbriicken zwischen schweren Ketten
auslosen und so die Konzentration von membrangebundenen,
disulfidverkniipften Dimeren erhdhen!' 1. Es entstehen jedoch
anscheinend keine Dimerhybride, z. B. zwischen den Produk-
ten des K- und des D-Locus oder zwischen K- und D-Antige-
nen verschiedener H-2-Typen (Haplotypen)!!’- 8],

NH, NH, NH2
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(o o]
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Abb. 2. Molekiilbau der H-2-Antigene auf der Zelloberfliche und in Losung.
Die H-2-Antigene werden von der Zelloberfliche mit nicht-ionischen Deter-
gentien oder mit der Protease Papain in Losung gebracht. Abkiirzungen:
L(B,—m)=leichte Kette (entspricht dem pP,-Mikroglobulin); H=schwere
Kette; H-2,,., = wasserlosliches Fragment nach Papainbehandlung; Fy=Pa-
painfragment der H-Kette; H-24.,=Detergens-gelostes H-2-Antigen; H-
2,ur = H-2-Antigen auf der Zelloberfliche; o =Kohlenhydrat. In Klammern
sind die Molekulargewichte angegeben (nach [16]).

Sehr wichtig zum Verstdndnis der biologischen Funktion
ist auBerdem die Orientierung der Peptidketten von H-2-Anti-
genen auf der Zellmembran. Dazu wird die N-terminale Ami-
nosiuresequenz der schweren Ketten des Detergens-gelosten
H-2-Antigens mit derjenigen des Fy-Fragments von Papain-ge-
spaltenem Material verglichen. Mit dieser Methode 148t sich
nachweisen, welches Ende der schweren Kette nach auBen
zeigt und welches Ende mit der Zellmembran assoziiert ist.
Radiochemische Sequenzanalysen von schweren Ketten und
deren Papain-Fragmenten zeigen, daB die Positionen fiir
Tyrosin, Histidin und Arginin (Positionen 3, 6 bzw. 7) iiber-
einstimmen!* ¢!, Daraus darf man schlieBen, daB der C-Ter-
minus von H-2-Antigenen mit der Membran assoziiert ist und
bei der Papain-Behandlung abgespalten wird, so da am
abgespaltenen Fragment ein neuer C-Terminus entsteht. Dem-
entsprechend ist der N-Terminus nach auBen gerichtet. Diese
Anordnung gleicht der Orientierung der wenigen vollstindig
untersuchten Membran-Glykoproteine, z. B. Glykophorin
oder Immunglobulin!!®~2!1, Abbildung 2 zeigt die gegenwiir-
tigen Vorstellungen iiber die molekulare Anatomie der H-2-
Antigene.

2.3. Proteinchemische Vergleiche von H-2K- und H-2D-Gen-
produkten

Nach Ergebnissen immungenetischer Analysen ist anzuneh-
men, daB die H-2K- und H-2D-Gene durch Gen-Duplikation

entstanden sind!”l. Kann man ein Molekiil nur an seinen

Angew. Chem. 90, 337-346 (1978)

physikalischen oder chemischen Eigenschaften sicher als K-
oder D-Antigen erkennen ? Folgende Moglichkeiten sind denk-
bar, um Unterschiede zwischen beiden Genprodukt-Typen
feststellen zu kénnen: 1. Bestimmung des Molekulargewichts
der schweren Ketten, 2. vergleichende Peptidanalysen nach
enzymatischer Spaltung, 3. Aminosduresequenzanalysen.

Ein Vergleich des Laufverhaltens der schweren Ketten der
K- oder D-Antigene in der SDS-Polyacrylamidgelelektropho-
rese ergab geringfligige, aber exakt reproduzierbare Unter-
schiede. Ubertragen in eine Molekulargewichtsskala machen
diese geringen Unterschiede nie mehr als ca. 5 % des Moleku-
largewichts aus!22], Diese Abweichungen lassen sich aber nicht
sicher als Molekulargewichtsunterschiede deuten, sondern
konnten auch durch unterschiedliche Bindungskapazititen fiir
SDS - bedingt durch ungleiche Kohlenhydratstrukturen —
erklédrt werden. Das Fragmentierungsverhalten schwerer Ket-
ten bei der Behandlung mit Clostidiopeptidase, Papain oder
chemischen Methoden zeigt charakteristische Eigenschaften
fir jedes Genprodukt; es lassen sich aber auch hier keine
allgemeingiiltigen Regeln ableiten, die als Erkennungskrite-
rium fiir ein K- oder D-Genprodukt dienen konnen!22),

Vergleichende Peptidanalysen tryptischer Fragmente ver-
schiedener H-2-Antigene auf Ionenaustauschersiulen!!*! oder
bei der zweidimensionalen Diinnschichtchromatographie!2?!
kommen zu den gleichen Ergebnissen. Diese Peptidanalysen
zeigen den bei einer Gen-Duplikation zu erwartenden hohen
Grad an Gemeinsamkeiten; die Unterschiede sind aber nicht
fiir K- oder D-Genprodukte charakteristisch. Die Ergebnisse
der Aminosduresequenzbestimmung sollen im folgenden aus-
fihrlich besprochen werden. Zusammenfassend kann gesagt
werden, daB es bisher keine eindeutigen physikalischen oder
chemischen Kriterien gibt, nach denen K- und D-Genprodukte
generell voneinander unterschieden werden kénnen.

Fundamentale Fragen der molekularen Prinzipien des Poly-
morphismus, der evolutiondren Zusammenhénge zwischen Hi-
stokompatibilitdtsantigenen und Immunglobulinen und letz-
ten Endes der molekularbiologischen Aussagen zur Funktion
konnen ausschlieBlich iiber die Aufkldrung der Primirstruktur
der antigenen Einheiten von H-2-Antigenen beantwortet wer-
den.

Die Aminosduresequenz des menschlichen B,-Mikroglobu-
lins ist vollstindig aufgekldrt!?®-24], Dieses Molekiil besitzt
sehr auffillige Ahnlichkeiten mit konstanten Regionen von
schweren und leichten Ketten der Immunglobuline, und dieser
Befund setzte Spekulationen iiber einen gemeinsamen evolu-
tiondren Ursprung von Histokompatibilitdtsantigenen und
Immunglobulinen erneut in Gang (vgl. Abschnitt 1)[25-26]
B2-Mikroglobulin ist nur Spezies-spezifisch, d. h. bei Individu-
en der gleichen Tierspezies wurden keine Unterschiede gefun-
den. Die Variation zwischen den Spezies ist nicht sehr ausge-
prigt. Wenn man die Aminosduresequenz des p,-Mikroglobu-
lins von Kaninchen, Hund, Maus und Meerschweinchen mit
der des Menschen vergleicht, sieht man nur wenige Unterschie-
de!?”l. Diese Aminosiuresequenzen sind in Tabelle 2 zusam-
mengefalt.

Der Polymorphismus und damit die antigenen Eigenschaf-
ten von H-2-Antigenen sind auf die schweren Ketten be-
schrinkt. Die niedrigen Konzentrationen sowie die hydropho-
be Natur von K- und D-Antigenen erforderten eine neue
Strategie zur Isolierung und Sequenzanalyse. Konventionelle
Techniken des Edman-Abbaus zur Aufklirung der Primir-
struktur konnen nicht direkt angewendet werden, sondern
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Tabelle 2. Vergleich partieller N-terminaler Aminosduresequenzen von H-2-Antigenen (Maus) [16, 22, 29-32, 74], HLA-
Antigenen (Mensch) [33-35] und Pi-Mikroglobulinen (Mensch, Kaninchen, Hund, Maus und Meerschweinchen)
[23, 24, 70-73]. X: Aminoséuren, die an dieser Stelle in anderen H-2-Haplotypen identifiziert wurden, kdnnen an dieser
Stelle nicht gefunden werden. O: Diese Positionen kommen gemeinsam bei H-2- und/oder HLA-Antigenen und/oder

B2-Mikroglobulinen vor.

1 5
H-2 K* X Pro [His] — Leu [Arg] [Tyr Val
K¢ Met X His| — X Arg| |Tyr| X X
KX Met Pro |[His| — Leu |Arg| |Tyr His
Dr — Pro — — — Arg| [Tyr| — —
D*  Met X His| — Leu |Arg| |Tyr| [Phe
HLA A2 Gly Ser — Ser Met ([Arg| {Tyr| [Phe] Phe
A1 — Ser — Ser Met |Arg| |Tyr| |Phe| Phe
B7 Gly Ser [His| Ser Met |Arg| |Tyr| [Phe] Tyr
B8,13— Ser — Ser  Met |Arg| [Tyr; Tyr Tyr
B2-Mikroglobulin
Mensch Ile Gin Arg Thr Pro Lys e Gin
Kaninchen Val Gln Arg Ala Pro Asn  Val Gin
Hund val  Gln Pro Pro Lys Ile Gn
Maus Ile Gln Lys Thr Pro Gln lle Gln
Meerschw. Val  Leu Ala Pro Glx Val Gl
20 25
— Leu — Arg  Tyr — — — Leu
- x - - Arg - - -
— Leu — Lys Phe Ala — — — —
— Leu — — Arg  Tyr — — — —
— — — — Arg  Tyr — — — —
Gly — Glu — — Ile Ala  Vval —
Gly — — — — — — — — — —
Gly Arg [Gly] Glu [Pro] Pro Ile Ala Val Gly
Gly — — — — — — — — —
Glu  Asn Lys| Ser Asn (Phe|] Leu Asn Cys Tyr
Glu  Asn Lys| Asp Asn |Phej Leu Asn Cys Tyr
Glx  Asx Lys ro Asx [Phej Leu Asx Cys Tyr
Glu  Asn Lys| |Pro] Asn e Leu Asn Cys Tyr
Glu  Asn — —

es miissen radiochemische Sequenztechniken benutzt wer-
den!?®., Zur Isolierung von K- und D-Antigenen wurde die
Technik der indirekten Immunprézipitation mit monospezifi-
schen H-2-Antiseren benutzt. Die Methodik sei hier kurz be-
schrieben : H-2-Antigene von Mauslymphomzellen werden in-
dividuell mit *H- oder '*C-markierten Aminosiuren in der
Gewebekultur markiert. Die Zellen werden anschlieBend mit
dem Detergens Nonidet P 40 extrahiert. Die antigenen Eigen-
schaften von H-2-Antigenen werden von nicht-ionischen De-
tergentien nicht beeintrichtigt; die H-2-Antigene kénnen des-
wegen mit einem monospezifischen Maus-anti-H-2-Antiserum
und anschlieBender Zugabe von Ziegen-anti-Maus-Immunglo-
bulin aus dem Gemisch der markierten Proteine prizipitiert
und durch priparative SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
isoliert werden. Das so erhaltene Material kann in einem
automatischen Proteinsequenator dem sequentiellen Edman-
Abbau nach Zugabe eines Carrierproteins unterworfen wer-
den. Die resultierenden Phenylthiohydantoinaminosiuren as-
sen sich durch die {iblichen Methoden der Diinnschichtchro-
matographie oder der Hochdruckfliissigkeitschromatographie
identifizieren (Vor- und Nachteile dieser Methodik siehe 22).
Die N-terminalen Aminosduresequenzen von H-2-Antigenen
und von HLA-Antigenen sind in Tabelle 2 zusammengefa(3t.

Alle fiinf in der Tabelle aufgefiihrten H-2-Genprodukte be-
sitzen weitgehend homologe N-terminale Aminoséuresequen-
zen innerhalb der ersten 30 Positionen. Diese Beobachtungen
bestitigen sehr eindrucksvoll die von Klein und Shreffler 1971
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10 15
T - [An

Thr] — X — Arg

— Ala| (vVal] — lle

— Ala| [Val| — Arg

Ala| |Val| Thr [Arg

Thr] [Ser| {Val{ Ser [Arg] |Pro
Thr| |Ser| |Val| Ala |Arg| [Pro
Thr| | Ser Val Ser Arg| |Pro
Ser [Ala] |Val] Ser |Arg| |Pro
Tyr er| Arg His Pro Ala
Tyr |Ser| Arg His Pro Ala
Tyr (Ser| Arg His Pro Ala
Tyr |Ser| Arg His Pro
Tyr — His Pro Ala

30

Tyr] Val Asp Glu Thr
Val Ser Gly Phe His
Val Ser Gly Phe His
Val Ser Gly Phe His
Val Thr Glu Phe His

aufgestellte Theorie!”), daB die K- und D-Loci durch Gen-Du-
plikation entstanden sind. Die N-terminalen Sequenzen sind
derart homolog, daf3 der zu erwartende Polymorphismus nur
in wenigen Positionen positiv erkannt werden kann. Zusitzlich
zu den positiven Sequenzunterschieden konnte die Abwesen-
heit bestimmter Aminosduren in einzelnen Genprodukten fest-
gestellt werden (in Tabelle 2 mit X markierte Positionen).
Die Abwesenheit von Methionin in Position 1 in K® und
von Prolin, Valin und Valin in den Positionen 2, 9 bzw. 12
in K¢ sind Beispiele fiir derartige negative Unterschiede. Wegen
der engen Grenzen der Methodik konnten die Aminosduren
in diesen Positionen noch nicht identifiziert werden.

Die Frage nach der Strukturhomologie zwischen H-2- und
HLA-Antigenen kann positiv beantwortet werden. Von zwei
Laboratorien'®3 3% wurden N-terminale Aminosiuresequen-
zen mehrerer HLA-Genprodukte nahezu gleichzeitig mitge-
teilt. Die Sequenzanalysen an HLA-Antigenen wurden mit
konventionellen Edman-Abbaumethoden durchgefiihrt. Legt
man alle bekannten N-terminalen Sequenzen von H-2- und
HLA-Antigenen untereinander (Tabelle 2), so sieht man, daf3
mindestens in 13 der ersten 27 Positionen iibereinstimmende
Aminosduren zu finden sind. Die Aminosduren in den Positio-
nen 6, 7, 15, 20 und 27 sind in allen Fillen gleich. In den
Positionen 8, 10, 12 und 14 ist die Variation gering. Die
Produkte beider Gen-Loci eines Systems (z.B. des H-2-Sy-
stems) sind einander wesentlich dhnlicher als den Produkten
der entsprechenden Loci der anderen Spezies. Daraus kann
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man schlieBen, daB die Gen-Duplikation in den beiden Spezies
Maus und Mensch unabhidngig voneinander und nach der
Entwicklung der Spezies stattgefunden hat. In Tabelle 2 ist
zusidtzlich erkennbar, daB H-2- und HLA-Antigene einige
Positionen gemeinsam mit B,-Mikroglobulinen verschiedener
Spezies besitzen. Obwohl anzunehmen ist, daB B,-Mikroglo-
buline evolutiondr mit schweren Ketten von Histokompatibili-
tdtsantigenen verwandt sind, lassen die in Tabelle 2 gezeigten
Sequenzhomologien nur sehr vage Vermutungen iiber den
Grad dieser Verwandtschaft zu.

Die seit langem vermuteten Strukturhomologien zwischen
Immunglobulinen und Histokompatibilitdtsantigenen konn-
ten in jiingster Zeit wahrscheinlich gemacht werden. Es ist
gelungen, Aminosduresequenzen von internen Peptiden der
schweren Kette von HLA-Antigenen zu untersuchen!®*!, Stro-
minger et al. fanden in Nachbarschaft zum dritten Cysteinrest
der schweren Kette von HLA-Antigenen (siche Abb. 3) ausge-
dehnte Sequenzhomologien zu Immunglobulinen und konnten
damit die seit langem diskutierten Theorien iiber die evolutio-
ndre und damit strukturelle Verwandtschaft zwischen den
beiden Systemen beweisen!?%- 261, Auch die von dieser Arbeits-
gruppe beschriebenen Positionen von internen Disulfidbriik-
ken legen eine strukturelle und damit zugleich eine evolutioni-
re Verwandtschaft zwischen Histokompatibilitdtsantigenen
und Immunglobulinen nahe (Abb. 3).

NH,

AUSSEN

COOH INNEN
H {44 000)

Abb. 3. Modell eines HLA-Antigens auf der Zelloberfléiche (modifiziert nach
[35]). Dieses Modell deutet die Position der Disulfidbriicken in der schweren
Kette der HLA-Antigene an, die Zhnlich wie bei Immunglobulinen in einer
~Dominenstruktur” angeordnet sind. Die Bindungsstelle fiir §,-Mikroglobu-
lin im N-terminalen Bereich ist eine theoretische Annahme und beruht nicht
auf experimentellen Grundlagen.

Die Annahme der evolutiondren Verwandtschaft von H-An-
tigenen und Immunglobulinen kann auch durch weitere, jiingst
bekannt gewordene Sequenzhomologien zwischen Immunglo-
bulin, C-reaktivem Protein und Komponenten des Komple-
mentsystems gestiitzt werden!*637), Alle diese Proteine sind
im weiteren Sinne dem Immunsystem zuzuordnen. Phylogene-
tische Studien der einzelnen Komponenten legen nahe, daB
die Histokompatibilitéitsantigene am {riihesten im evolutioni-
ren Stammbaum auftauchen. Biologisch gesicherte Anzeichen
fir Transplantationsimmunitdt konnten vor kurzem auf Ko-
rallenriffen gezeigt werden!*®!. Transplantierte Korallenrifftei-
le werden abgestoBen, bei wiederholter Transplantation sogar
in wesentlich kiirzerer Zeit (Immunitat).

Die Anwendung der Radiosequenzierungstechnik auf H-2-
Antigene, die durch hochspezifische Immunprizipitationstech-
niken gewonnen wurden, brachte in kurzer Zeit eine Reihe
von grundlegenden Erkenntnissen. Daneben wurde eine vollig
neuartige Methodologie zur Untersuchung der Primarstruktur
von Membranproteinen entwickelt, die bisher keiner Struk-
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turanalyse zuginglich waren. Dank der Methode der Immun-
priizipitationsisolierung stehen jetzt alle Zellmembranantige-
ne, gegen die spezifische Antikdrper erzeugt werden konnen,
fiir eine ausfithrliche Strukturuntersuchung zur Verfligung.
Im menschlichen HLA-System konnten bereits Strukturho-
mologien zwischen Immunglobulinen und Histokompatibili-
tédtsantigenen gezeigt werden!®>),

3. Histokompatibilititsantigene als Erkennungsmerk-
male in der Immunabwehr

Die Ubertragung von Geweben zwischen Individuen schei-
tert an den Histokompatibilitdts- oder Transplantationsanti-
genen. Sie bilden die biologische Barriere fiir Gewe-
betransplantate. Besondere, mit der Eliminierung fremder Zel-
len betraute Immunabwehrzellen (T-Lymphocyten, die sich
in ,Killer“-Zellen umwandeln) zerstéren fremde Zellen; dies
ist ein Prinzip der zelluliren Immunabwehr. Da Gewe-
betransplantationen in der Evolution keine Rolle spielen, miis-
sen diese sehr potenten Abwehrmechanismen eine wichtige
Funktion innerhalb eines individuellen Organismus erfiil-
len!?*!, Transplantationsantigene scheinen wichtige Merkmale
fiir die Unterscheidung abartiger Zellen von den eigenen, nor-
malen Zellen zu sein. Nach neuesten Befunden sind H-2-Anti-
gene an der Erkennung und Zerstérung abnormaler Zellen
durch cytotoxische Lymphocyten beteiligt. Als abnormale Zel-
len miissen z. B. virusinfizierte Zellen, chemisch modifizierte
Zellen und Tumorzellen erkannt und eliminiert werden.

3.1. Histokompatibilititsantigene werden zur Eliminierung
nfremder Zellen gebraucht

Die Wirksamkeit der gegen abnormale Zellen erzeugten
cytotoxischen Zellen scheint davon abzuhingen, ob ein ur-
spriinglich auf den zur Immunisierung benutzten Zellen
vorhandenes H-2-Antigen auch auf der Zielzelle vorhanden
ist!3%, Zur Erliuterung dieses komplexen Vorganges moge
folgendes Modellexperiment dienen: Eine Inzuchtmaus vom
Typ H-2° (die Histokompatibilitéitsantigene vom Typ H-2°
enthilt) wird mit dem Virus X infiziert. In dem Tier entwickeln
sich gegen Virus-X-infizierte Zellen gerichtete cytotoxische
Lymphocyten, deren lytische Aktivitit in einem Cytotoxizitéts-
test nachgewiesen werden kann; dabei verfolgt man den 3'Cr-
Austritt aus 3! Cr-markierten Zielzellen. Im vorliegenden Expe-
riment werden nur solche 3!Cr-markierte Zielzellen erkannt
und abgetotet, die 1. mit dem gleichen Virus X infiziert sind
und 2. die gleichen Histokompatibilitdtsantigene vom Typ
H-2" wie die Virus-X-infizierten Zellen der Inzuchtmaus besit-
zen'®®!. Das beschriebene Modellexperiment wurde an einer
Vielzahl von Miusestimmen und Mauszellinien verschiedener
H-2-Typen mit einer Reihe von Viren getestet (Ektromelie-4°],
Lymphocytiire Choriomeningitis-!4!], Sendai-1*?!, SV-40-1431]
Tollwut-1*?!, Maussarkom-*#), Friends Méuseleukimie-4%],
Vacciniavirus!*®!). In den meisten Fillen wurde eine deutliche
Abhingigkeit vom Typ der H-2-Antigene gefunden (,,H-2-re-
striction”). Gleichartige Befunde konnten durch chemische
Modifizierung von Zelloberflichen mit Trinitrobenzolsulfon-
sdure (TNB)*"! erhoben werden. Die universale Bedeutung
dieser Beobachtungen wurde weiterhin durch gleichartige Be-
funde an Tumorzellen unterstrichen, auf denen zusitzlich
Tumorvirus-codierte Proteine wirksam sind!*8 =39,

341



Diese Beobachtungen lassen sich wie folgt zusammenfassen:
1. Wenn die cytotoxische Zelle und die Zielzelle syngen sind,

d.h. die gleichen H-2-Antigene auf der Oberfliche tragen,
wird zur Erkennung und Zerstorung der Zielzelle ein zusitz-
liches Antigen (Neoantigen) benétigt, z. B. ein Virusantigen,
ein chemisch modifiziertes Protein oder ein Tumorantigen,
eines der schwachen H-Antigene!*'-3?! oder das Produkt
des Y-Gens!®%L

2. Sind die Histokompatibilitdtsantigene des cytotoxischen
Lymphocyten und der Zielzelle verschieden (allogene Situa-
tion), so wird zur Erkennung und Zerstorung der Zielzelle
kein zusitzliches Antigen bendtigt. Diese Situation ent-
spricht einer Gewebetransplantation.

3. Cytotoxische Lymphocyten miissen wihrend des Immuni-
sierungsvorganges mit mindestens einem H-2-Genprodukt
(K oder D) der Zielzelle konfrontiert worden sein.

4. Gegen die H-2-Antigene der Zielzelle gerichtete anti-H-2-
Seren, die auf die Zielzelle vor dem Kontakt mit den cytoto-
xischen Lymphocyten aufgebracht werden, blockieren die
Aktivitdt der cytotoxischen Lymphocyten: Die Zielzelle
wird nicht zerstort!37,

5. Mutationen in einem H-2-Antigen, das den cytotoxischen
Lymphocyten bekannt und fiir deren Wirksamkeit notwen-
dig ist, verhindern jegliche cytotoxische Aktivitdt: Die Ziel-
zelle wird nicht zerstort.

Eine stark vereinfachende Hypothese zur Erkldrung dieser
Beobachtungen wire, da8 alle direkten, von den cytotoxischen
Lymphocyten abhidngigen Vorgidnge der Zellzerstorung nur
mit Hilfe von H-2-Antigenen ablaufen. Die Reaktions-
mechanismen in der syngenen wie in der allogenen Situation
scheinen gleich zu sein. Im allogenen Fall wird nur das fremde
H-2-Antigen und kein (zusitzliches) Neoantigen zur Erken-
nung gebraucht. Man konnte daraus ableiten, daB bei cytotoxi-
schen Reaktionen im syngenen Fall ein durch das Neoantigen
veriindertes H-2-Antigen (,.altered self)!*°! und im allogenen
Fall ein von vornherein verschiedenes H-2-Antigen zur Erken-
nung fremder Zellen gebraucht wird.

3.2. ,Killer“-Zellen benotigen einen oder zwei Rezeptoren zur
Zerstorung von Zielzellen

Lawrence hat bereits 1959 eine Hypothese aufgestellt, nach
der abnormale Zellen innerhalb eines Individuums in einer
cytotoxischen Reaktion nur dann zerstort werden konnen,
wenn ein Antigen X zusitzlich zu einem bekannten Antigen
erkannt wird®#}, Dieses ,,Selbst“-X-Antigen sollte einen Mole-
kiilkomplex bilden und entspricht im Prinzip dem, was viel
spiter als Grundlage der T-B-Zell-Kollaboration beschrieben
wurdel*3: 36,

Als X-Antigen konnen nach den jetzigen experimentellen
Erfahrungen viruscodierte Antigene sowie Tumortransplanta-
tionsantigene (siche Abb. 6 und 7) wirken und getrennt von
oder gemeinsam mit H-Antigenen in Form von ,Antigen-
hybriden® als Erkennungsmerkmale dienen.

Zur Erkldrung dieser Vorginge werden gegenwartig zwei
Hypothesen diskutiert. Wie konnen cytotoxische Lymphocy-
ten in einer allogenen Situation nur ein Antigen (das Alloanti-
gen) und in einer syngenen Situation das syngene H-2-Antigen-
+ Neoantigen erkennen? In der syngenen Situation miiBte
man annehmen, daB der cytotoxische Lymphocyt zwei ge-
trennte Rezeptoren besitzt (Zwei-Rezeptoren-Modell): Einen
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Rezeptor, um das syngene H-2-Antigen zu erkennen und einen
anderen Rezeptor, um mit dem Neoantigen in Verbindung
zu treten. Es wire aber auch moglich, dal die cytotoxische
Zelle nur einen Rezeptor besitzt, der einen Molekiilkomplex
aus dem H-2-Antigen und dem Neoantigen (Antigenhybrid)
oder ein verindertes H-Antigen (,,altered-self*) (Ein-Rezeptor-
Modell) erkennt. Da in der allogenen Situation nur ein Rezep-
tor benotigt wird, muB man versuchen, eine Theorie aufzustel-
len, die auch in der syngenen Situation mit einem Rezeptor
auskommt,

3.3. ,Killer*“-Zellen mit einem Rezeptor zur Zerstorung von
Zielzellen

Im folgenden sollen kurz einige Experimente beschrieben
werden, die ein Ein-Rezeptor-Modell stiitzen. Aus raumlichen
Griinden, d. h. wegen der maximal moglichen Spannweite eines
Proteinrezeptors, mu3 man fordern, daB ein aus dem H-2-Anti-
gen und dem Neoantigen bestehender Molekiilkomplex er-
kannt wird. Die antigene Determinante ist entweder ein Pro-
dukt der Zelle, ndmlich das H-2-Antigen, welches durch die
physikalische oder chemische Wechselwirkung mit dem
Neoantigen verdndert wurde, oder es handelt sich um eine
aus H-2-Antigen und Neoantigen gebildete Determinante (H-
2-Antigen-Virusantigen-Hybridkomplex). Da die H-2-Antige-
ne in diesem Fall noch mit den entsprechenden monospezifi-
schen H-2-Antiseren reagieren und die cytotoxische Reaktion
dadurch blockiert werden kann, muB3 man annehmen, da
die serologischen Eigenschaften der H-2-Antigene unverédndert
geblieben sind. Es kann sich also nicht um tiefgreifende chemi-
sche Verdnderungen handeln, sondern um geringfiigige Verédn-
derungen, die die antigenen Determinanten nicht beeinflussen.
Chemische Verdnderungen sind unwahrscheinlich, weil bereits
einfache Mutationen im H-2-Antigen die cytotoxische Reak-
tion vollstindig verhindern!®*”). In jiingster Zeit mitgeteilte
Versuche, bei denen das Neoantigen von auflen in Form eines
inaktivierten Sendaivirus aufgebracht wurde!*®], schlieBen eine
direkte chemische Veridnderung des H-2-Antigens durch das
Neoantigen ebenfalls weitgehend aus.

Molekiilassoziationen auf der Zelloberfliche konnen mit
dereinfachen Versuchsanordnung des ,,Cocapping” untersucht
werden (siche [3°1 sowie Abb. 4 und 5). Zu diesem Zweck
werden Zelloberflichenantigene mit einem spezifischen, gegen
diese Antigene gerichteten und an einen Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelten Antikorper markiert. Nach einigen Minuten bil-
den sich durch passive Diffusion kleine Mikroaggregate auf
der Zelloberfldche (,,Patching®). Inkubiert man die Zellen fiir
weitere 15-30min bei 37°C, so werden die kleinen Fluores-
zenz-markierten Aggregate langsam auf einem Pol der Zelle
in einem Kdppchen zusammengezogen (,,Capping“). Will man
nun priifen, ob ein anderes Molekiil bei diesem Vorgang mitbe-
wegt wurde, so muB3 man einen zweiten, gegen dieses Molekiil
gerichteten Fluoreszenz-markierten Antikorper aufbringen.
Entweder ist nach dem ,Capping® des ersten Antigens das
zweite Antigen noch diffus auf der Zelloberfliche verteilt,
oder es liegt am gleichen Pol der Zelle wie das erste Antigen
vor. Derartige simultane Beobachtungen werden dadurch er-
moglicht, daB beide Antikorper mit verschiedenen Fluores-
zenziarbstoffen gekoppelt sind, die durch geeignete Wahl von
Sperrfiltern und Anregungsfrequenzen im ultravioletten Licht
unterschieden werden kdnnen (Abb. 4).
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Abb. 4. Versuchsschema zur Induktion des ,,Cocapping™ von H-2-Antigenen
und Leukdmievirusantigenen auf Miiuseleukimiezellen. a) Leukdmievirusinfi-
zierte Mauslymphomazelle (H-2®); b) H-2-Antigene an einem Pol der Zelle
nach ,,Capping”; ¢) Virusantigene in gleicher Lokalisation wie H-2-Antigene
nach ,.Cocapping".

1 2 3

Abb. 5. ,,Cocapping” von H-2-Antigenen und Leukidmievirusantigenen (siche
dazu Abb. 4). 1. Phasenkontrastaufnahme einer Miuseleukimiezelle (EL 4);
2. ,,Capping” von H-2-Antigenen (durch Immunfluoreszenz sichtbar gemacht
(Fluorescein)); 3.,,Cocapping" von Leukimievirusantigenen (durch Rhodamin
sichtbar gemacht).

Mit dieser Versuchsanordnung wurde nun folgende Frage
untersucht: Sammeln sich Virusantigene, z. B. das Miuseleu-
kdmievirusglykoprotein gp 69/71, nach ,,Capping” von H-2-
Antigenen auf Mauslymphomzellen vom Typ H-2° (z. B. EL4-
Zellen) in dem aus H-2-Antigenen gebildeten Képpchen, oder
werden sie diffus iiber die Zelloberfliche verteilt? In nahezu

ﬁ] T-Zell-Rezeptor
al /ii\ o] verdndertes H-2-Antigen

& Virusantigen

bi t = T-Zell-Rezeptor
/ﬁ\ q}ja H-2- Antigen-Virusantigen-Hybridkomplex

Abb. 6. Ein-Rezeptor-Modelle zur Immuniiberwachung von virusinfizier-
ten Zellen oder Tumorzellen durch cytotoxische Lymphocyten. Darstellung
der Beteiligung von Histokompatibilitdtsantigenen. a) Cytotoxische Lympho-
cyten (T-Lymphocyten, T-Zellen, ,Killer“-Zellen) besitzen einen Rezeptor,
der ein durch das Neoantigen veriindertes (,altered-self) H-2-Antigen er-
kennt. b) Ein T-Zell-Rezeptor erkennt ein durch Proteinwechselwirkungen ge-
bildetes Hybrid aus H-2-Antigen und Virusantigen. ¢) Wie b), jedoch sind
zusitzlich iiber oder unter der Zelloberflidche liegende Proteine erforderlich.
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jedem Falle konnte man beobachten, daB die Virusantigene
im gleichen Kippchen wie die H-2-Antigene konzentriert wer-
den!*®), Das bedeutet: ,,Capping“ von H-2-Antigenen verur-
sacht ,,Cocapping* eines Virusantigens. Ein Beispiel ist in
Abbildung 5 dargestellt. Ahnliche Aussagen wurden mit einer
anderen, ebenfalls serologischen Methode, der ,Lysostrip*-
Technik!%%-6!1 gewonnen!52]. Obwohl diese Ergebnisse keines-
falls als direkter Bewetis fiir die Bildung eines Antigen-Virusan-
tigen-Hybridkomplexes angesehen werden diirfen, so kann
man doch als Arbeitshypothese davon ausgehen (Abb. 6).

Die chemischen und physikalischen Grundlagen fiir derarti-
ge Molekiilassoziationen sind nicht einfach zu erkldren. Miis-
sen stochiometrische Verhiltnisse angenommen werden, d. h.
Komplexe aus je einem H-2-Antigen und einem Virusantigen,
oder sind griBere, nicht-stochiometrische Molekiilassoziatio-
nen beider Antigene zu vermuten? Wenn nur 1:1-Komplexe
auftriten, miiBte eine spezifische, monovalente Bindungsstelle
auf beiden Molekiilen erwartet werden, die keine weitere Ver-
kniipfung zuliBt. Wenn H-2-Antigene eine starke Tendenz
zur Assoziation mit anderen Proteinen besdBen, miiiten H-2-
Antigene stindig mit den verschiedensten Zelloberflidchen-
proteinen solche Molekiilkomplexe bilden (z. B. mit den schwa-
chen Histokompatibilititsantigenen!®!-32! und dem Produkt
des Y-Gens!*3)). Bei einer multispezifischen Bindungskraft wi-
re das AusmaB der Assoziation von H-2-Antigenen mit Vi-
rusantigenen, wie sie in den ,,Cocapping”- und ,,Lysostrip“-
Versuchen beobachtet werden konnten, unwahrscheinlich
hoch.

Die Ergebnisse der ,,Cocapping*- und , Lysostrip“-Experi-
mente lassen sich aber auch mit speziellen Bindungseigenschaf-
ten der Virusproteine erkldren. Virusproteine besitzen schon
von ihrer Funktion her eine hohe Adsorptionskapazitit an
Zelloberflichenproteine und kénnen so moglicherweise auch
innerhalb der Zellmembran Molekiilkomplexe mit H-2-Anti-
genen bilden. In diesem Falle wire das nachgewiesene Ausmal
der Bildung von H-2-Antigen-Virusantigen-Hybridkomplexen
fiir die cytotoxische Reaktion nicht notwendig. Im Hinblick
auf den Mechanismus der cytotoxischen Reaktion wire die
Interpretation dieser Befunde jedoch richtig, da man weil3,
daB H-2-Antigene mit anderen untersuchten Zelloberfld-
chenantigenen keine derart ausgeprigten Molekiilkomplexe
bilden. H-2-Antigene bilden weder untereinander Molekiil-
komplexe noch sind sie mit Immunglobulinen oder I a-Antige-
nen assoziiert, wie ,,Cocapping“- und ,,Lysostrip“-Versuche
ergaben!!7-48-61 631,

Keines der derzeit bekannten Experimente erlaubt eine end-
giiltige Entscheidung fiir ein Ein-Rezeptor-Modell zur Erkla-
rung der Erkennung und Eliminierung abnormaler Zellen
durch cytotoxische Lymphocyten.

3.4. ,Killer-Zellen mit zwei Rezeptoren zur Zerstorung von
Zielzellen

In diesem Modell (Abb. 7a) besitzt der cytotoxische Lym-
phocyt einen Rezeptor, der spezifisch H-2-Antigene erkennt
(H-2-Rezeptor), und einen Neoantigenrezeptor. Der H-2-Re-
zeptor kann nach dhnlichen Grundlagen wie die Produkte
des H-2K- und des H-2D-Locus determiniert sein. Weiterhin
miissen in jeder Maus stindig Zellen mit Rezeptoren fiir alle
H-2-Antigen-Typen vorritig sein. Diejenigen H-2-Rezeptoren,
die syngene H-2-Antigene erkennen, miissen durch besondere
Toleranzmechanismen selektioniert werden, um feine Abwei-
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chungen von der Norm erkennen zu kdnnen. Der Neoantigen-
rezeptor muB einen hohen Polymorphismus aufweisen, damit
er eine Vielzahl verschiedener Antigene erkennen kann.

T-Zell-Rezeptor fiir H-2-Antigen

al

|
[N T-Iell-Rezeptor tir Virusantigen
ﬁ} H-2-Antigen

a

Virusantigen

c konstanter Anteil des T-Zell-Rezeptors

o)V V2 vi; variable Anteile des T-Zel{-Rezeptors

fur H-Z- Antigene und Virusantigene

T
?r‘%”gi

sz submembrangse kontraktile Elemente
{Mikrofilamente, Mikrotubulil

{}J’A H-2-Antigen - Virusantigen -Hybridkomplex

Abb. 7. Zwei-Rezeptoren-Modelle zur Immuniiberwachung von virusin-
fizierten Zellen oder Tumorzellen durch cytotoxische Lymphocyten, Dar-
stellung der Beteiligung von Histokompatibilitdtsantigenen. a) Cyto-
toxische Lymphocyten (T-Lymphocyten, T-Zellen, ,Killer“-Zellen) be-
sitzen zwei penetisch getrennt codierte Rezeptoren fiir H-2-Antigene und
fiir Neoantigene. b) Cytotoxische Lymphocyten besitzen einen bivalenten,
immunglobulindhnlichen Rezeptor mit zwei verschiedenen variablen Regio-
nen und zwei moglicherweise gleichen konstanten Regionen, die durch Disul-
fidbriicken verkniipft sind. c} Zwei Rezeptoren wie in a); durch einen Hybrid-
komplex kdnnen beide Rezeptoren zusammengezogen werden und so Signale
zur Zellteilung und Differenzierung von T-Lymphozyten auslosen.

Mit der Einfiilhrung eines zweiten Rezeptorsystems tritt ein
Problem auf, das zuniichst gegen ein Zwei-Rezeptoren-Modell
zu sprechen scheint. Nach allen serologischen und zellimmuno-
logischen Beobachtungen miissen beide Rezeptoren gemein-
sam auf der cytotoxischen Zelle vorkommen. Das wurde durch
simultane Anwendung von cytotoxischen T-Zellen bewiesen,
die gegen das H-2-Antigen oder gegen das Neoantigen gerich-
tet sind. Durch Mischung dieser beiden Arten von T-Zellen
konnte keine Cytotoxitdt gegen die gewiinschte Zielzelle (mit
einem bestimmten H-2-Antigen-Typ und einem bestimmten
Neoantigen) erreicht werden. Bei einer clonalen Verteilung
beider Rezeptoren muf} gefordert werden, daB die statistisch
zu erwartende Hiufigkeit des gemeinsamen Vorkommens
zweier polymorpher Rezeptoren auf einer Zelle so hoch ist,
daB geniigend Zellen zur Auslosung einer zelluldiren Im-
munantwort vorhanden sind. Da die Wahrscheinlichkeit des
gleichzeitigen Vorkommens zweier stark heterogener Rezepto-
ren auf einer Zelle aus statistischen Griinden niedrig sein
mub, ist ein Zwei-Rezeptoren-Modell dieser Form noch sehr
problematisch.

Aus der Vielzahl dieser Argumente kann man leicht ableiten,
wie verworren die Situation im Moment noch ist. Obwohl
die serologischen und zellimmunologischen Experimente in
letzter Zeit auBerordentlich verfeinert worden sind und alle
nur denkbaren Kombinationen der Experimente in Situatio-
nen iiberpriift wurden, die es erlauben sollten, eindeutige Ent-
scheidungen fuir ein Ein- oder Zwei-Rezeptoren-Modell herbei-
zuflihren, tritt die Diskussion momentan weitgehend auf der
Stelle (Ubersichten siehe!®*)). Entscheidende Fortschritte kén-
nen nur dann erwartet werden, wenn es gelingt, direkte Beweise
entweder fiir die Bildung eines H-2-Antigen-Virusantigen-Hy-
bridkomplexes und die damit am H-2-Antigen eintretenden
Verdnderungen zu erbringen, oder zwei Typen von T-Zell-Re-
zeptoren, von denen der eine wie gefordert H-2-Antigene und
der andere Neoantigene erkennt, auf einer Zelle nachzuweisen.
Von zwei Laboratorien werden zur Zeit sehr elegante und
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erfolgversprechende Versuche durchgefiihrt, die zumindest ei-
nen T-Zell-Rezeptor auf molekularer Basis zu beschreiben
scheinen(6®-6!, Es scheint sich um ein immunglobulinihn-
liches Molekiil zu handeln, das aus zwei disulfidverkniipften
Polypeptidketten (M, =72000) besteht. Sie besitzen eine varia-
ble Region (Vy), wie sie in normalen Immunglobulinen vor-
kommt (siche Abb. 7b und 7c).

4. Ausblick

Der Versuch, die Ergebnisse der chemischen Strukturanaly-
sen und der Beobachtungen der biologischen Funktion von
H-2-Antigenen zu einem Bild zu verschmelzen, muB leider
noch scheitern. Beide Teilaspekte dieses hochkomplizierten
Erkennungssystems sind immer noch nicht ausreichend be-
kannt. Bei isolierter Betrachtung von Struktur und Funktion
kann man leicht die wesentlichen Neuerkenntnisse zusammen-
fassen.

Fiir die Struktur kann beim gegenwirtigen Wissensstand
ein Molekiilmodell als Arbeitshypothese vorgeschlagen wer-
den, das die Anzahl der Untereinheiten, die Wechselwirkungen
zwischen den Untereinheiten und die Orientierung der Histo-
kompatibilitdtsantigene auf der Zelloberfliche beschreibt.
Weiterhin sind durch die Sequenzanalysen genetische Zusam-
menhinge zwischen den K- und D-Produkten sowie mit Histo-
kompatibilitdtsantigenen anderer Spezies (Mensch) erkennbar.
Die strukturelle Verwandtschaft der Histokompatibilitdtsanti-
gene des Menschen mit Immunglobulinen verschiedener Spe-
zies scheint nachgewiesen zu sein. Zur Verbindung von struktu-
rellen und funktionellen Erkenntnissen sind wir auf die gesamte
Primérstruktur der schweren Kette von Histokompatibili-
tdtsantigenen und die ihr zugrunde liegenden Strukturregeln
angewiesen. Nur dadurch werden die Lokalisation der antige-
nen Determinanten und die molekularen Prinzipien des Poly-
morphismus aufgekldrt werden konnen.

Bei der leichten Kette, dem f,-Mikroglobulin, 148t die Pri-
mirstruktur zwar evolutionire Zusammenhénge erkennen,
doch in der Frage der Funktion der Histokompatibilitidtsanti-
gene ist man damit noch keinen Schritt weitergekommen.
Es ist zu diskutieren, ob B,-Mikroglobulin nicht eine allgemei-
ne Acceptorfunktion fiir einen T-Zell-Rezeptor haben kinnte.
Es wire denkbar, daB der T-Zell-Rezeptor eine konstante
Bindungsstelle (C-Region) fiir B,-Mikroglobulin hat und mit
einer variablen Bindungsstelle (V-Region) die antigene Stelle
auf der schweren Kette von H-Antigenen oder die Hybridanti-
gendeterminante bindet. Andererseits kénnte ,-Mikroglobu-
lin auch eine Bindungsfunktion flir Komplement haben, um
die Aufldsung der Zielzelle einzuleiten!®”),

Thomas schrieb 19591681 sehr weitschauend, daB die Natur
die H-Antigene wohl nicht erfunden habe, um den Transplan-
tationschirurgen das Leben schwer zu machen. Alle neueren
Erkenntnisse zeigen, daB der AbstoBung kdrperfremder Zellen
und der Eliminierung korpereigener, aber abnormaler Zellen
dhnliche Regeln zugrunde liegen. Die genannten Beispiele ab-
normaler Zellen (virusinfizierte Zellen, Tumorzellen) treten
im langen Leben eines Vertebratenorganismus so hdufig auf
und sind so einschneidend, daB ein evolutionérer Selektions-
druck zur Entstehung und Aufrechterhaltung eines solchen
Abwehrsystems gerechtfertigt scheint. Dieses System scheint
sich aus den AbstoBungssystemen einfacher Organismen ent-
wickelt zu haben. Beispielsweise ist bei Schwimmen eine hohe
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Spezifitit des Zell-Zell-Kontaktes nachgewiesen. Bei derart
einfachen multizelluldren Organismen, die in kleinen Lebens-
rdaumen sehr dicht zusammenleben, ist dieses Prinzip auBeror-
dentlich wichtig, um die Individualitét aufrechtzuerhalten. Bei
Korallen konnte Transplantationsimmunitit mit ,,Gedécht-
nis“ gezeigt werden!38!. Bei Vertebratenorganismen ist es weni-
ger die Gefahr der Vermischung von Zellen verschiedener
Individuen als von Verdnderungen der Zelle innerhalb eines
Organismus durch Virusinfektionen, Tumorentstehung und
somatische Mutationen. Eine teleologische Grundlage fiir das
Vorhandensein und Funktionieren eines solchen Systems ist
leicht vorstellbar.

Die Diskussion, ob beim T-Lymphocyten ein Ein- oder
Zwei-Rezeptoren-Modell wirksam ist, wird moglicherweise
mit einem KompromiB enden. Erstens kann es zwei Typen
von variablen Genprodukten geben, die auf T-Zellen clonal
verteilt sind. Das erste variable Genprodukt, der H-2-Antigen-
rezeptor, ist innerhalb eines Organismus im Laufe der Entwick-
lung durch das Durchlaufen von Toleranzfiltern sehr stark
fiir die Erkennung syngener H-2-Produkte selektioniert. Damit
wurde die Anzahl der Clone, die fiir die H-2-Erkennung not-
wendig sind, bereits sehr stark herabgesetzt. Das zweite varia-
ble Genprodukt, der Neoantigenrezeptor, benotigt allerdings
eine breite clonale Verteilung. Das statistische Problem des
Vorkommens zweier variabler Rezeptoren auf einer Zelle wire
damit leichter zu 16sen.

Zweitens kann man diskutieren, daB zwei variable Rezeptor-
proteine, etwa in Form von zwei Untereinheiten, in einem
bivalent wirksamen Rezeptor verkniipft existieren (Abb. 7b).
Ein solcher bivalenter T-Zell-Rezeptor wiirde zugleich das
ungeloste Problem der Molekiilassoziation zwischen H-Anti-
genen und Neoantigenen iiberfliissig erscheinen lassen, weil
der T-Zell-Rezeptor diese Assoziation selbst herbeifiihrt. In
diesem Modell wire die Funktion des B;-Mikroglobulins als
Kontaktprotein fiir einen T-Zell-Rezeptor sehr gut vorstellbar.

Drittens konnen zwei variable, aber physikalisch getrennte
T-Zell-Rezeptoren durch Bindung an einen H-2-Antigen-
Neoantigen-Hybridkomplex auf der Oberfliche der T-Zelle
durch submembrandse kontraktile Elemente zusammengezo-
gen werden (Abb. 7¢). Durch diesen Vorgang konnte ein Signal
ausgelost werden, das die Proliferation der kompetenten T-Zel-
le auslost. Signalauslosungen zur Zellteilung und Differenzie-
rung von Lymphocyten durch Bindung extrazellulirer Sub-
stanzen an Zelloberflichenproteine sind in mehreren Systemen
bekannt!®%],

Die meisten derzeit bekannten serologischen und zellimmu-
nologischen Befunde sowie die geschilderten ,,Cocapping“-
und ,,Lysostrip“-Experimente deuten eher auf ein Ein-Rezep-
tor-Modell hin.

Es scheint, als ob das Immunabwehrsystem in diesem Be-
reich einen kaum zu steigernden Grad an Kompliziertheit
erreicht hat. Bei derart komplexen Systemen nimmt die Feh-
leranfilligkeit rapide zu. Die Fehler- und Qualitétskontrolle
ist nur dann geniigend wirkungsvoll, wenn alle Elemente intakt
sind. Das Immunsystem &hnelt in dieser Beziehung dem Zen-
tralnervensystem, das den bei Alterungsvorgingen normaler-
weise auftretenden Verlust an aktiven Elementen durch Erfah-
rungselemente (Memory-Zellen) ausgleicht. Dieses Prinzip ist
bei den sehr hdufigen Bakterien- und Virusinfektionen sehr
wirksam. Mdglicherweise werden Tumorzell-Umwandlungen
im fortgeschrittenen Alter wegen der wesentlich selteneren
Entstehung von Tumorzellen durch den altersbedingten
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Schwund an aktiven Elementen (d.h. von kompetenten T-
Lymphocyten) sowie durch die Abwesenheit von kompetenten
Memory-Zellen nicht mehr sicher erkannt. Von der Evolution
her ist in dieser Richtung kein Fortschritt mehr zu erwarten,
weil die Reproduktionsphase im hoheren Alter abgeschlossen
ist und die heute eingetretene Lebensverldngerung keinen wei-
teren Selektionsdruck mehr ausiiben kann.

Die beschriebenen Experimente und ihre Diskussion ver-
deutlichen, daB weder die Chemie noch die Biologie die wesent-
lichen Fragen dieses hochaktuellen Forschungsgebietes beant-
worten konnten. Die medizinische Bedeutung der Histokom-
patibilitdtsantigene beschriankt sich bislang vorwiegend auf
die Probleme der Organiibertragung. Langzeiterfolge sind nur
in besonderen Fillen, z. B. bei der Nierentransplantation, er-
rungen worden. Die Funktionen der Histokompatibilitdtsanti-
gene in der Immuniiberwachung abnormaler Zellen sind noch
nicht geniigend verstanden, um eine Therapie aufzubauen,
die sich das Immuniiberwachungssystem aktiv zunutze macht.
Mit genauen molekularbiologischen Kenntnissen wird es mog-
lich sein, bislang unbeeinfluBbare Krankheiten, die auf gestor-
ten Regulationsmechanismen der Zelle beruhen, mit biologi-
schen Methoden erfolgreich zu behandeln. Darunter fallen
chronisch persistierende Viruserkrankungen und damit ver-
bundene unvollstindige Abwehrreaktionen, z. B. moglicher-
weise die multiple Sklerose sowie die Krebserkrankungen.
Ein vollig neuer Typ der Immuntherapie etwa durch Anwen-
dung von in vitro erzeugten, spezifisch gegen individuelle
Krebszellen gerichteten AbstoBungszellen wird vielleicht
schon bald méoglich sein. Damit konnte nach den groBen
Erfolgen der chemisch und bakteriologisch produzierten Medi-
kamente eine neue Ara einer wissenschaftlich fundierten Zell-
therapie ausgelost werden.

Eine Vielzahl der beschriebenen Experimente wurde im Ar-
beitskreis von Dr. G. M. Edelman an der Rockefeller University,
New York, vorgenommen. Der Autor dankt Dr. G. M. Edelman
sowie den Kollegen seiner Arbeitsgruppe, Drs. B. A. Cunningham,
R. J. Milner, J. W. Schrader, K. Reske und J. A. Ziffer, fiir
die grofiziigige Unterstiitzung und die anregenden Diskussionen,
ohne die der vorliegende Bericht nicht zustande gekommen wire.
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Mechanistische und priparative Aspekte der Chemie der Vinylkationen

Von Michael Hanack[*]

In den letzten Jahren ist umfangreiches experimentelles Material erschlossen worden, das
zwingend auf Vinylkationen als Zwischenstufen deutet. Vinylkationen kdnnen durch elektrophile
Additionen an Alkine und Allene sowie unter Beteiligung dieser Gruppierungen bei Solvolyse-
reaktionen erzeugt werden. Die heterolytische Bindungsspaltung von Vinylverbindungen fiihrt
ebenfalls zu Vinylkationen. Beispiele fiir praparative Anwendungen sind Synthesen von substi-

tuierten Indenen, Cyclobutanonen und Cyclopropylketonen.

1. Einleitung

Es gibt wohl kaum ein Teilgebiet der organischen Chemie,
das iiber 75 Jahre hinweg so intensiv bearbeitet worden ist
wie die Chemie der Carbeniumionen. Dabei verstand man
unter Carbeniumionen lange Zeit nur solche Zwischenstufen,
bei denen der positiv geladene Kohlenstoff mit drei Substituen-
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346

ten verbunden ist (trisubstituierte oder gesittigte Carbenium-
ionen) (1).
(1) —¢@ Sc=c® (2
Erst in den letzten Jahren hat man disubstituierte Carbe-
niumionen, von denen die Vinylkationen (2) eine wichtige
Spezies sind, genauer untersucht, so daB W. M. Jones 1969
schreiben konnte: ,,Vinyl cations have finally become accepta-
ble members of the reactive intermediate community“t!},
AuBer den Vinylkationen gehoren z.B. die Acylium- (3)
und die Nitriliumionen (4) zu den disubstituierten Carbe-
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