Transmembrane Signaliibertragung bei T-Lymphocyten durch
ligandinduzierte Rezeptorkomplexbildung

Von Klaus Eichmann*

T-Lymphocyten (T-Zellen) leiten als der zentrale Zelltyp jede Art von Immunantwort ein. Sie
konnen im Organismus Zellen erkennen, in die belebte oder unbelebte fremde Materie einge-
drungen ist. In solchen Zellen werden fremde Peptide, die durch intrazelluliren Abbau ent-
standen sind, mit Molekiilen des Haupthistokompatibilititskomplexes (MHC-Molekiilen)
komplexiert, die speziell fitr die Bindung von Peptiden konzipiert sind. Peptidbeladene MHC-
Molekiile werden dann auf der Zelloberfldche prisentiert und stimulieren damit das Immun-
system. Der molekulare Komplex, den T-Zellen fiir die Erkennung von peptidbeladenen
MHC-Molekiilen nutzen, gehort zu den hdchstentwickelten und vielseitigsten Rezeptorsyste-
men, die man in der Biologie kennt. Er besteht aus spezifischen und unspezifischen transmem-
branen Komponenten, die sich durch die Ligandbindung zu einer funktionellen Signal-
itbertragungseinheit zusammenlagern. Die korrekte Zusammenlagerung fithrt zur Aktivierung
und Umverteilung von Enzymen, einschlieBlich membranassoziierter Tyrosin-spezifischer
Protein-Kinasen und -Phosphatasen. Die transmembrane Signaliibermittlung in T-Zellen
hingt von der korrekten Komplexbildung und dem Zusammenwirken vieler molekularer
Komponenten ab. Entsprechend kdnnen von diesem T-Zell-Rezeptorkomplex cine Vielzahl
zelluldrer Reaktionen von T-Zellen in unterschiedlichen Differenzierungsstadien ausgehen.

1. Einleitung

Eine der Hauptaufgaben des Immunsystems besteht dar-
in, den Makroorganismus von Wirbeltieren vor unzihligen
Mikroorganismen zu schiitzen. Zu diesem Zweck ist das Im-
munsystem in der Lage, eine Reihe von Effektorzellen und
-molekiilen zu erzeugen, die zur Eliminierung der meisten
Eindringlinge geeignet sind. Bei den Effektorsystemen han-
delt es sich um Antikérper zur Neutralisation extrazelluldrer
infektioser Agentien, um Zellen und Molekiile mit cyto-
lytischen Eigenschaften, mit denen insbesondere Tumorzel-
len oder Zellen, die infektidse Agentien tragen, vernichtet
werden, um molekulare Systeme zur Stimulation von Phago-
cyten, die mit antimikrobiellen Prinzipien arbeiten, z.B. der
Erzeugung reaktiver Stickstoff- oder Sauerstoff-Intermedia-
te, usw. Die Mannigfaltigkeit der Effektorsysteme ist dabei
als direkte Folge der Heterogenitit infektidser Agentien zu
sehen. Trotzdem wird jede Immunantwort durch die gleichen
grundlegenden Ereignisse, die in Schema 1 stark vereinfacht
zusammengefaBt sind, eingeleitet: Ein Antigen begegnet,
nachdem es in den Korper eingedrungen ist, zunichst
Makrophagen, Zellen mit einer fiir das Antigen ,,klebrigen*
Oberfliache, die im Blutstrom und allen Gewebearten zu fin-
den sind. Neben einigen anderen Zelltypen sind Makropha-
gen der Phagocylose und anschlieBender Zerstérung des in-
ternalisierten Materials auf phagolysosomalem Weg fihig.
Fiir die meisten Mikroorganismen bedeutet dies bereits das
Ende; sie werden in unspezifischer Weise eliminiert, ohne
daB das Eingreifen der Komponenten des spezifischen Im-
munsystems notig wire. Allerdings sind eine Reihe infek-
tidser Agentien einschlieBlich Viren, Bakterien und Parasi-
ten mehr oder weniger resistent gegeniiber diesem Zerstd-
rungsmechanismus. Trotzdem werden einige ihrer Antigene
von Makrophagen prozessiert, d. h. Proteine werden zu Pep-
tiden abgebaut, die dann mit den Genprodukten des Haupt-
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histokompatibilititskomplexes (MHC) komplexiert und auf
der Zelloberfliche prisentiert werden!™. Zwei Typen von
MHC-Molekiilen sind fiir zwei Prozessierungswege verant-
wortlich: Proteine, die von phagocytierten extrazelluldren
Antigenen stammen, werden so prozessiert, dall die ent-
stehenden Peptide zusammen mit Klasse-II-MHC-Molekii-
len prisentiert werden. Im Gegensatz dazu werden Peptide,
die aus intrazelluldr, z.B. von Viren, synthetisierten Pro-
teinen entstanden sind, mit Klasse-I-MHC-Molekiilen pri-
sentiert!!!, Die zusammen mit MHC-Molekiilen prisentier-
ten Peptide werden von T-Lymphocyten erkannt, die infolge
der beiden Prozessierungsstrategien und MHC-Molekiil-
typen in zwei Untergruppen einzuordnen sind: CD4-T-Zel-
len und CD8-T-Zellen!?. CD4-Zellen haben ein Erken-
nungssystem fiir Klasse-II-MHC-gebundene Peptide und
werden deshalb hauptsichlich von externen infektidsen
Agentien aktiviert. Aktivierte CD4-Zellen produzieren Cy-
tokine, die an der Verstirkung einer Entziindungsreaktion
und der Aktivierung (,,Helferzellen*) von B-Lymphocyten
beteiligt sind, die ihrerseits Antikdrper produzieren. CDg-
Zellen erkennen dagegen Peptide, die von Klasse-I-MHC-
Molekiilen préisentiert werden; demzufolge werden sie
hauptsichlich von intrazellularen infektiésen Agentien akti-
viert?®!. Aufgrund ihrer cytotoxischen Eigenschaft (,,Killer-
zellen*) sind aktivierte CD8-Zellen in der Lage, infizierte
Zellen zu zerstoren.

Wie in Schema 1 gezeigt, ist die Antigen-induzierte Akti-
vierung der Lymphocyten ein in sich geschlossener Prozel3
zelluliren Zusammenspiels, der von direkten Zell-Zell-
Wechselwirkungen sowie von Zell-Zell-Kommunikationen
durch 16sliche Mediatoren (Lymphokine) bestimmt wird.
Zusatzlich zu CD8- und CD4-T-Zellen werden bei diesem
Vorgang Makrophagen und B-Lymphocyten aktiviert. Die
Hauptaufgabe aktivierter Makrophagen besteht darin, in-
trazellulire Pathogene zu eliminieren, wihrend aktivierte B-
Zellen Antikorper sekretieren. Der Versuch, die Gesamtheit
aller bekannten zelluldren und molekularen Phinomene, die
eine Immunantwort charakterisieren, zu erldutern, kann
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Schema 1. Stark vereinfachte, schematische Darstellung der Zelltypen, Rezep-
tormolekiile, 16stichen Mediatoren und Reaktionspfade bei einer spezifischen
Immunantwort. Abkidrzungen: M® = Makrophage, APC = antigenprisen-
tierende Zelle, I/Il = Molekiil der Klasse I bzw. II des Haupthistokompatibili-
titskomplexes, CD8/CD4 = zur CD&- bew. CD4-Untergruppe gehdrende T-
Zellen, Rec. = MHC/Antigen-spezifischer T-Zell-Rezeptor, IFN-y = Inter-
feron y, IL = Interleukin, IL-2R = Interleukin-2-Rezeptor, CSF = Kolonie-
stimulierender Faktor, B = B-Lymphocyt, Hp = Himatopoese. Dieser Auf-
satz konzentriert sich auf die Ereignisse bei der molekularen Erkennung zwi-
schen CD4- und CD8-T-Zcllen einerseits und Makrophagen andererseits.

nicht Gegenstand dieses Aufsatzes sein'*!. Vielmehr mdchte
ich mich darauf beschrinken, den multimolekularen Mem-
brankomplex, der die Erkennung und Aktivierung von CD4-
und CDB8-T-Zellen vermittelt, zu beschreiben.

2. Die Ontogenese von T-Lymphocyten

Die Stammzellen aller himatopoetischen {(blutbildenden)
Zellen von Wirbeltieren finden sich wihrend der Embryo-
nalentwicklung vorwiegend im Dottersack, im Fotalstadium
hauptsiachlich in der Leber und beim ausgewachsenen Tier
im Knochenmark!¥!. Diese Stammzellen entwickeln sich zu
determinierten himatopoetischen Vorlduferzellen, die die T-
Zellen, B-Zellen, Zellen der Makrophagen-Granulocyten-
Klasse usw. erzeugen. Auf den T-Zelltyp festgelegte Vorldu-
ferzellen verlassen ihr Ursprungsgewebe und wandern in den
Thymus, ein epitheliales Organ, das sich aus dem 5. Kiemen-
bogen (Schlundtasche) entwickelt hat und der primire Ort
fiir die Bildung reifer T-Lymphocyten und die Selektion
von T-Zell-Rezeptoren (TCRs) ist, die ,,Eigenes™ von
..Fremdem** unterscheiden!® ¢!, Reife T-Lymphocyten ver-
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Aktivierung fithren.
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lassen den Thymus und verteilen sich in den peripheren lym-
phoiden Organen als ,.naive”, ruhende periphere T-Zellen.
Die Reifung der T-Lymphocyten beginnt beim Foten, ver-
starkt sich in der Adoleszenz und setzt sich im Leben des
Erwachsenen fort, geht allerdings im Alter zuriick. Reife
naive T-Lymphocyten sterben normalerweise in der Periphe-
rie innerhalb von Tagen bis Wochen ab, es sei denn, sie tref-
fen auf antigenprisentierende Zellen (APCs), die ein geeig-
netes Peptid mit ihren MHC-Molekiilen prisentieren und sie
aktivieren. Die Peptid-MHC-Einheit wird dabei vom spezifi-
schen T-Zell-Erkennungssystem registriert. Eine aktivierte
T-Zelle teilt sich mehrere Male und bildet einen Klon von
Effektorzellen, die nach der Beseitigung des Antigens in den
ruhenden Zustand zurlickkehren und zu langlebigen Ge-
dédchtnis-T-Zellen werden, die alle dasselbe Erkennungssy-
stem aufweisen. Gedichtnis-T-Zellen kénnen von derselben
MHC-Peptid-Kombination zu jedem beliebigen spéteren
Zeitpunkt wieder aktiviert werden, wobei eine neue Effek-
tor- und Gedichtniszellen-Population mit der gleichen Spe-
zifitét entsteht!”.

Ein T-Lymphocyten-Klon besteht also wihrend seiner Le-
benszeit aus T-Zellen mit demselben Erkennungssystem in
ganz verschiedenen Differenzierungsstadien. Die Erkennung
von MHC-Peptid-Komplexen fiihrt auf jeder Differenzie-
rungsstufe zu vollig verschiedenen zelluliren Antworten. Im
Thymus resultiert aus der MHC-Peptid-Erkennung (beides
,,selbst®) eine von zwei moglichen Antworten: Thymus-T-
Zelten mit effizienter Erkennung (hohe Affinitat?) werden
aktiv eliminiert, um die Selbst-Toleranz sicherzustellen — ein
Phianomen, das als negative Selektion bezeichnet wird. Im
Gegensatz dazu werden bei der positiven Selektion andere
T-Zellen im Thymus zur Reifung angeregt. Positive Selek-
tion erfolgt auf einem bis heute wenig verstandenen Wege
(geringe Affinitdt?) der Erkennung von MHC-Peptid-Mole-
kiilen!®). Positiv selektionierte T-Zellen erscheinen in der Pe-
ripherie und ihre Rezeptoren erkennen Selbst-MHC-Mole-
kiile mit Fremd-Peptiden, die wiahrend der T-Zell-Selektion
im Thymus nicht prdsent waren. Zellen, die weder positiv
noch negativ selektioniert wurden, d.h. solche, die Selbst-
MHC-Molekiile nicht erkennen, sterben im Thymus ab. Die
MHC-Peptid-Erkennung ist sodann Ursache fiir die Akti-
vierung naiver peripherer T-Zellen, um Klone funktionell
kompetenter Effektorzellen zu bilden. Erneut bendtigen ak-
tivierte Effektorzellen ihr Erkennungssystem, um Effektor-
molekiile zu synthetisieren und auszuschiitten. Gedachtnis-
zellen werden von ihrem Erkennungssysem reaktiviert und
differenzieren zu sekundiren Effektor- und Gedéchtniszel-
len. Zusammenfassend induziert das spezifische T-Zell-Er-
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kennungssystem eine Vielzahl verschiedener zellulirer Reak-
tionen — ein Phinomen, das einzigartig fiir T-Lymphocyten
ist und eine detaillierte molekulare Analyse lohnend erschei-
nen 1aBt.

3. Molekiile, die an der T-Zell-Erkennung
beteiligt sind

In diesem Aufsatz sollen Natur und Eigenschaften des
Erkennungskomplexes auf T-Lymphocyten diskutiert wer-
den, wobei besonderer Wert darauf gelegt wird, wie die betei-
ligten Komponenten miteinander wechselwirken und die
Funktion des jeweiligen ,,Partners® regulieren. Dies erfor-
dert einige Kenntnisse {iber ihre Struktur, die hier nur kurz
beschrieben wird; der interessierte Leser sei auf viele ausge-
zeichnete Ubersichtsartikel zu diesem Themenkomplex ver-
wiesen!® 131 Weiterhin ist es nicht moglich, die T-Zell-Er-
kennung zu verstehen, ohne kurz auf die physiologischen
Liganden, die MHC-Peptid-Komplexe auf APCs, cinzuge-
hen. Auch zu diesem Thema gibt es ausfiihrlichere Uber-
sichtsartikel - 81,

3.1. MHC-Molekiile und Peptidprasentation

Der MHC ist in allen untersuchten Wirbeltierspezies ein
hochkonservierter Genkomplex'**1. Er besteht aus mehreren
Typen von Genen, die mehr oder weniger mit Immunfunk-
tionen korreliert sind. Fir die folgende Diskussion ist es
ausreichend, zwei Typen der MHC-Gene zu diskutieren, die
Klasse-I- und die Klasse-II-Gene; beide kommen in mehre-
ren dhnlichen funktionellen Kopien pro haploidem Genom
vor (Haplotyp)!'3). Sie zeichnen sich durch einen ungewdhn-
lich hohen Polymorphismus aus. Folglich représentiert jeder
individuelle Haplotyp eine einzigartige Allelkombination, so
dal3 keine zwei Phianotypen identisch sind. Diese Tatsache
erklirt die meisten Probleme, die im Zusammenhang mit
Gewebetransplantationen auftreten(*# 51,

Proteine, die von Klasse-I- und -II-MHC-Genen codiert
werden, gehdren zur Superfamilie der Immunglobuline (Ig),
denen als Strukturelement eine Ig-dhnliche Doméne aus un-
gefihr 110 Aminosiuren gemeinsam ist. Diese sind in zwei
parallel angeordneten Schichten gefaltet, bestehend aus je
einem antiparallelen drei- und vierstrangigen f-Faltblatt, die
meist iiber eine Disulfidbriicke verkniipft sind%!. Klasse-I-
MHC-Proteine sind aus drei Tandemdominen aufgebaut;
die beiden Amino-terminalen (o,- und a,-) Doméinen bilden
atypischerweise a-helicale Regionen, die auf einem einzelnen
B-Faltblatt aufliegen (Abb. 1). Die a-helicalen Bereiche der
a,- und o,-Dominen sind parallel angeordnet, wobei sich
zwischen ihnen eine Furche ausbildet, deren Boden die f-
Faltblattstringe beider Doménen bilden. Die a;-Doméne ist
typisch Ig-dhnlich und mit der Zelloberfliche tber eine
transmembrane Region verbunden, an die sich ¢in cytoplas-
matischer Teil anschlieBt. Das Nicht-MHC-codierte f3,-
Mikrogiobulin (B,M), das die Struktur einer einzelnen lg-
Domaine aufweist, ist nichtkovalent an die a;-Doméne asso-
ziiert!®, Klasse-II-MHC-Proteine sind Heterodimere; jede
Kette besteht aus einer N-terminalen atypischen Domdne
(o, und B,), gefolgt von einer typischen Ig-Domine (&, und
B,) und transmembranen sowie cytoplasmatischen Berei-
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chen. Die a,- und B,-Domiinen bilden zusammen eine Struk-
tur, die der oben beschriebenen Struktur der ;- und a,-Do-
miénen des Klasse-I-MHC dhnelt (Abb. 1).

MHC

Klasse II Klasse I

Q Q2

oy B axy

og B2 o . B2
: ! :

3
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Klasse-II- und Klasse-I-MHC-Molekiile
und die dreidimensionale Struktur eines menschlichen Klasse-I-MHC-Mole-
kiils im Kristall. Die typischen Ig-Doménen sind als Quadrate dargestellt. Die
a-helicalen Bereiche der atypischen Doménen sind als leere Kreise gekennzeich-
net. Die Position des Peptids in der Spalte zwischen den a-helicalen Regionen
ist als Schleife angegeben; im Strukturbild rechts ist die Spalte zwischen den
a-helicalen Bereichen leer. Die Struktur im Kristall zeigt keine transmembranen
Bereiche, da das zur Kristallisation verwendete Protein durch enzymatische
Spaltung des Klasse-I-MHC-Molekiils auf der Zelloberfliche mit Papain ge-
wonnen wurde (vgl. [1, 8]).

In beiden MHC-Molekiiltypen fungieren die Furchen als
Bindungstaschen fiir Peptide mit acht bis zehn Aminosduren
bei Klasse-I-MHC und etwas lingeren Sequenzen bei Klas-
se-II-MHCI' 7 181 Verschiedene Algorithmen wurden ent-
wickelt, um die Peptidsequenz, die zu einer MHC-Furche
komplementdr ist, vorherzusagen; allerdings ist bis heute
keines dieser Modelle besonders zuverlissig!'l. Viele Daten
weisen darauf hin, daB3 die MHC-Komplementaritiat von
nicht mehr als einer oder zwel Aminosdurepositionen an ei-
nem oder beiden Peptidenden bestimmt wird, wiahrend der
Rest der Sequenz stark variieren kann!'” ~2°1%l Demnach
kann ein MHC-Molekiil viele verschiedene Peptide binden
und prisentieren. Es deutet nichts darauf hin, daf} auf dieser
Stufe irgendwelche Unterschiede zwischen korpereigenen
und -fremden Peptiden gemacht werden. Aufgrund der Se-
lektion tm Thymus mobilisieren jedoch nur solche Peptide
das T-Zellsystem, die aufgrund der Anwesenheit fremder
Eindringlinge in einer antigenprisentierenden Zelle gebildet
werden.

3.2. Der T-Zell-Rezeptor

Der T-Zell-Rezeptor (TCR), auch af-CD3-Komplex ge-
nannt, setzt sich aus sieben transmembranen Polypeptidket-
ten zusammen (Abb. 2). Zwei davon, die o~ und B-Ketten
bilden ein Heterodimer, das eine dhnliche molekulare Diver-
sitit aufweist wie die Antikdrpermolekiile; dies verleiht dem
TCR sowie den diesen exprimierenden T-Zellen spezifische
Erkennungseigenschaften[?!- 22, Wie die antikérperprodu-
zierenden B-Zellen lagern die T-Zellen die Gene fiir - und
B-Ketten, die in V- (variable), D- (diversifizierende), I- (ver-
kniipfende) und C-Gensegmenten (konstante) organisiert
sind, so um, daB eine sehr groBe Zahl verschiedener - und
B-Ketten entsteht. Eine T-Zelle exprimiert jedoch immer nur

[*] Anmerkung der Redaktion: Uber neue Erkenntnisse aus Kristallstruktar-
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1992, 257, 919; M. Matsumura, D. H. Fremont, P. A. Peterson. I. A. Wil-
son, ibid. 1992, 257, 927; siche auch M. Barinaga, ibid. 1992, 257, 880.
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ein einziges Paar (o, ) mit einer definierten Strukturkombi-
nation. Dieses Paar, resultierend aus den neugeordneten Re-
zeptorgenen, wird auf alle Nachkommen einer T-Zelle iiber-
tragen, wodurch fiir alle Mitglieder eines T-Zell-Klons
dieselbe Erkennungsspezifitit determiniert wird. Die Gen-
struktur des T-Zell-Rezeptors und deren Reorganisation
sind detailliert beschrieben!® '3, Die o- und B-Ketten haben
je zwei extrazellulire Ig-Doménen, wobei die distalen Do-
manen die variablen Bereiche enthalten und die Kontaktre-
gion fiir MHC-Peptid-Komplexe bilden, wihrend die proxi-
malen Doménen invariant sind. Die a- und B-Ketten sind
tiber eine Disufidbriicke verkniipft und in der Zellmembran
iiber transmembrane Regionen mit sehr kurzen cytoplasma-
tischen Sequenzbereichen verankert. Bis heute gibt es keine
Informationen itber die dreidimensionale Struktur von
TCR-ap-Heterodimeren.

vV

Abb. 2. Schematische Darstellung der Bestandteile des af-CD3-T-Zell-Rezep-
tors. Die a- und p-Ketten bilden Disulfid-verbriickte Heterodimere. Die dista-
len Domiinen beider Ketten enthalten die Bindungsregion fir MHC-Peptid-
Komplexe. Diese beiden Ketten sowie die y-, 8- und e-Ketten gehéren zur
Superfamilie der Immunglobuline (Ig). n- und {-Ketten bestehen hauptsichlich
aus cytoplasmatischen Bereichen. Ig-Dominen sind als schraffierte Quadrate,
Doménen, die intrazellulire Signalsequenzen enthalten, als Rechtecke gezeigt.
Die [-Kette kommt als Homodimer oder als ein Heterodimer mit 1 vor. Die
genaue Zusammensetzung des CD3-Komplexes ist nicht bekannt, ebenso exi-
sticren keine dreidimensionalen Strukturinformationen iiber irgendeine seiner
Komponenten.

Die fiinf zusétzlichen Polypeptide des CD3-Komplexes (v,
d, &, m, {) sind mit af} nichtkovalent verkniipft. Sie haben
groBere cytoplasmatische Bereiche, wobei man annimmt,
daBl sie eine Rolle bei der transmembranen Signalitber-
tragung spiclen. Wihrend der extrazelluldre Bereich der n-
und {-Untereinheiten aus nur neun Aminosduren besteht,
sind die groflen intrazelluliren Sequenzabschnitte aus cha-
rakteristischen Sequenzmotiven aufgebaut, die vermutlich
fiir die Verkniipfung des CD3-Komplexes mit intrazelluldren
Protein-Tyrosin-Kinasen verantwortlich sind!?37251  Sie
kommen als {-{-Homo- und {-n-Heterodimere vor. Die n-
und C-Untereinheiten sind untereinander und zur y-Kette
des hochaffinen IgE-Rezeptors (FceRI) homolog?®1; zu-
sammen bilden sie eine neue Proteinfamilie von Si-
gnalvermittlern mit offensichtlich dhnlicher Funktion. Die
v-, - und e-Untereinheiten besitzen extrazelluldre Ig-Doma-
nen und werden als nichtkovalent assoziierte d¢- und ye-Paa-
re exprimiert'?” ~2%1. Aufgrund ihrer Verwandtschaft mit der
Ig-Superfamilie®! wird vermutet, daB diese Ketten an der
Bindung des CD3-Komplexes an andere Oberflidchenrezep-
toren beteiligt sind (siche unten). Ihre cytoplasmatischen Be-
reiche enthalten Sequenzmotive, die den fiir - und {-Unter-
einheiten charakteristischen Motiven dhnlich sind, jedoch
weniger Wiederholungen aufweisent !,
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3.3. Die Corezeptoren CD4 und CD8

Diese Molekiile sind zunéchst als Marker bekannt gewor-
den, anhand derer die beiden Hauptklassen der T-Zellen,
Helfer- und Killer-T-Zellen, unter Verwendung passender
monoklonaler Antikorper unterschieden werden kon-
nen'?32:331 Die Molekiile gewannen mit der Entdeckung,
daB ausnahmslos af-TCR auf CD4-T-Zellen Klasse-1I-
MHC erkennen und CD8-T-Zellen af-TCR mit Klasse-I-
MHC-Erkennungsspezifitit exprimieren!?], an Interesse. Da
es prinzipiell zwischen den af-TCR der beiden Zelltypen
keine Unterschiede gab, wurde sehr bald klar, dal CD4 und
CD§ selbst als Rezeptoren bei der MHC-Erkennung eine
Rolle spielen miissen.

Sowohl CD4 als auch CD8 gehdren zur Superfamilie der
Immunglobuline (Ig)!'!-12- 34351 CD4 besteht als monome-
res transmembranes Polypeptid aus vier extrazelluldren Ig-
dhnlichen Doménen (Abb. 3). Ein Fragment, bestehend aus
den beiden distalen Domaéanen, wurde kristallisiert; beide
Doménen sind starr {iber einen durchgehenden Strang eines
B-Faltblattes verkniipft!3¢: 371, CD8 besteht aus einem Disul-
fid-verbriickten Heterodimer von a- und f-Ketten, wovon
jede eine einzelne Ig-dhnliche Doméne bildet, die iiber eine
Gelenkregion (hinge-Region) mit ihrem transmembranen
Bereich verbunden ist. Wiahrend noch keine Informationen
iiber die dreidimensionale Struktur von CD8 existieren™*!,
weisen Uberlegungen zur Funktion darauf hin, daf sich die
Ig-Doménen o und B von CD8 in der gleichen Entfernung
von der Zelloberflidche befinden wie die dullerste, sogenann-
te distale Doméne von CD4. Die Gelenkregionen beider Do-
minen missen deshalb eine sehr gestreckte, lineare Struktur
haben. Die cytoplasmatischen Sequenzabschnitte von CD4
und der a-Kette von CD8 sind mit der cytoplasmatischen
Protein-Tyrosin-Kinase p56'°* (Ick) assoziiert!38 ~401,

Werden CD4 oder die a-Kette von CD8 in COS-Zellen**!
liberexprimiert, so vermittelt CD4 die Adhédsion an Klasse-

AN
\V/

Abb. 3. Schematische Darstellung der Corezeptoren CD4 und CDS8. Schraffier-
te Quadrate symbolisieren Ig-dhnliche Doménen. Links: Struktur eines Frag-
ments im Kristall, das aus den beiden distalen Ig-Dominen von CD4 besteht
(vgl. [36,37]). Man erkennt einen zentralen B-Strang als starre Verbindung
zwischen den beiden Doménen, was vermuten ldBt, daB sie eine funktionelle
Einheit bilden. Die beiden Ig-Doménen von CD8 (x und f) kénnen alternativ
zu der gezeigten Konstellation eine dhnliche Struktur wie die beiden distalen
Dominen von CD4 einnehmen. Die cytoplasmatischen Teile von CD4 und der
CD8-a-Kette enthalten eine Sequenz, die als Kontaktregion fiir p56'°* dient.

[*] Jingst wurden die Ergebnisse einer Kristallstrukturanalyse eines CD8a-
Homodimers beschrieben: D. J. Kahy, R. Axel, W. A. Hendrickson, Cell
1992, 68, 1145.

[**] COS-Zellen: Bezeichnung fiir eine von der etablierten Affennieren-Zellinie
CV1 abgeleitete Zellinie, die durch Behandlung der Zellen mit einer Mu-
tante des Affenvirus SV40 entstanden ist.
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II-MHC-tragende Zellen™!, die CD8-u-Kette die Adhdsion
an Klasse-I-MHC- exprimierende Zellen*? **1. Durch Mu-
tationsexperimente konnte die Bindungsregion von CD4 fiir
Klasse-II-MHC weitgehend definiert werden; sie erstreckt
sich iiber eine Seite der beiden distalen Ig-Doméinen und
iberlappt mit der kleineren, begrenzten Region, die in die
HIV-gp120-Bindung involviert ist™***%). Die Bindungsre-
gion im Klasse-II-MHC fiir CD4 ist hingegen noch nicht
identifiziert; man vermutet sie aber in nicht-polymorphen
Bereichen, d.h. den a,- und/oder B,-Domaénen.

Mutationsexperimente belegen, daff in CD8 die Bindungs-
region fiir Klasse-I-MHC in der Ig-Domine der a-Kette
liegt!*®!. Die Bindungsregion fiir CD8 auf dem Klasse-I-
MHC wurde durch Mutationsexperimente und Untersu-
chungen an natiirlichen Varianten auf einen definierten Be-
reich in der a;-Domiine festgelegt, d. h. ebenfalls auf einen
konservierten Teil des Molekiilst43-47 =491,

3.4. Molekiile fiir die Tyrosin-Phosphorylierung
3.4.1, Tyrosin-Kinasen

Der T-Zell-Rezeptor scheint zwei Signaliibertragungsme-
chanismen zu aktivieren!®®. Der eine Reaktionspfad invol-
viert die Phospholipase Cy1 (PLCy1), die Phosphatidylinosi-
tol in Inositolphosphat und Diacylglycerin spaltet, was ei-
nerseits einen Anstieg des intrazelluldren Ca®*-Spiegels, an-
dererseits die Aktivierung der Protein-Kinase C zur Folge
hat. Dies fiihrt bei vielen Komponenten, einschlieBlich der
CD3-y-Kette!*!!, zur Phosphorylierung von Serin und einer
schnellen Aktivierung sekundirer Botenstoffe, wie p21-ras
und der c-raf-Kinase!? 33!, Es ist bisher ungeklirt, auf wel-
che Art der CD3-Komplex an PLCy1 gekoppelt ist und mit
welchen weiteren Botensystemen, die den Zellkern erreichen,
er interagiert!>?l, Der zweite, vielleicht wichtigere Signal-
ibertragungsweg scheint iiber die Phosphorylierung von
Tyrosin in verschiedenen Substraten, einschlieBlich CD3 und
PLCy1, zu verlaufen®* %1, Zwar zeigt keine der CD3-Un-
tereinheiten intrinsische Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)-Ak-
tivitdt, doch konnen cytoplasmatische PTKs mit Kompo-
nenten von CD3 sowie mit CD4 und CD8 assoziieren:
fyn'®%1 und 1ck 38 4% — beides Mitglieder der src-Familie.
Uber fyn ist kaum mehr bekannt, als daB es mit dem CD3-
Komplex coprazipitiert werden kann; Ick ist mit CD4 und
CD8 als Coimmunprizipitat nachweisbar®® =41 Nach De-
letions- und Mutationsanalysen bindet Ick an einen einzel-
nen cysteinreichen Sequenzabschnitt im cytoplasmatischen
Teill®7 %9, Ick wurde erstmals als eine Tyrosin-Kinase be-
schrieben, die in einer Lymphocyten-Leukdmiezellinie iiber-
exprimiert ist'*®!. Wihrend der carboxyterminale Teil des
Molekiils hohe Homologie zu Mitgliedern der src-Familie
aufweist, zeigen einzigartige Strukturmerkmale des Amino-
terminus Bindungsmotive fiir CD4/CD8 sowie die Myristy-
lierungsstelle, die die Assoziation an die Innenseite der T-
Zellmembran vermittelt (Abb. 4). Die beiden Tyrosinreste
394 und 505 scheinen die Ick-Aktivitdt zu regulieren: die
Phosphorylierung von Tyr 394 verstirkt die lck-Aktivitit,
wihrend die Phosphorylierung von Tyr 505 den Verlust der
Kinase-Aktivitidt zur Folge hat. Tatsdchlich iiberfithrt die
Mutation von Tyrosin 505 in Phenylalanin Ick in eine konsti-
tutiv aktive Form{®°).
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-a— Myristylierungsstelle

ek -«— CD4/8-Bindungsregion
p56 .
94— homologe Region, SH3, SH2

-a— Kinase-Domadne
Lys ATP-Bindungsstelle

TyrS\DS Tyr394
regulatorische Autophosphorylierungsstelten

Abb. 4. Die schematische Darstellung von p56'* verdeutlicht die typischen
strukturellen Eigenheiten aller Mitglieder der src-Tyrosin-Kinase-Familie
(iibernommen aus [60]). Die CD4/CD8-Bindungsregion ist fiir p56'** einzigar-
tig. Die homologen Bereiche SH3 und SH2 kdnnen mit Komponenten des
Cytoskeletts wechselwirken. Man vermutet, daB die Autophosphorylierung des
regulatorischen Tyrosins den Bindungswinkel zwischen der Kinase-Domine
und dem Rest des Molekiils verdndert und damit die Kinase-Aktivitdt reguliert.

3.4.2. CD45, eine Tyrosin-Phosphatase

CD45 wurde urspriinglich als ,,leukocytengemeinsames
Antigen** (leucocyte common antigen) bezeichnet und wird
auf allen Zellen himatopoetischen Ursprungs exprimiert®!1,
Es besteht aus eciner extrazelluliren Doméne, einer trans-
membranen Region und einem cytoplasmatischen
Bereich mit zwei Tyrosin-Phosphatase-Tandemdominen
(ADbb. 5)162:631 Tsoliertes CD4S weist Tyrosin-spezifische
Phosphatase-Aktivitit auff3!,

Abb. 5. Schematische Darstellung des vollstindigen CD45-Molekiils (links)
und der durch SpleiBen entstandenen Familie von Isoformen. Man unterschei-
det mit Hilfe monoklonaler Antikdrper Isoformen, die Exon A (CD45RA) und
B (CD45RB) enthalten, vom vollstindigen CD45 und von CD45R0. Es konnte
noch nicht klar bewiesen werden, daB T-Zellen alle moglichen Isoformen expri-
micren. CD45 gehort nicht zur Superfamilie der Immunglobuline (Ig). Mit
Untersuchungen zu Struktur und Funktion konnte gezeigt werden, daB es sich
beim intrazelluliren Teil um eine Protein-Tyrosin-Phosphatase handelt (vgl.

[61)).

Von besonderem Interesse ist die extrazellulire Doméne
von CD45, da sie aufgrund unterschiedlichen SpleiBiens der
RNA zu multiplen Molekiilvarianten fiihrt!®!} Dieser Teil
des Molekiils wird von sieben Exons codiert, von denen drei
mit A, B und C bezeichnet werden. Je nach Art des Spleillens
konnen so insgesamt acht mogliche Isoformen resultieren
(Abb. 5)14. Das vollstindige Molekiil, das die Exons A, B
und C enthilt, wird auf allen weiBen Blutzellen expri-
miert!®!], Im Gegensatz dazu werden unvollstindige Varian-
ten in restriktiver Weise (CD45R) exprimiert. Sie markieren
T-Zellen in bestimmten Differenzierungsstadien: naive peri-
phere T-Zellen exprimieren unvollstindige Isoformen, die
eines oder zwei der drei variablen Exons, meist A (CD45RA)
oder B (CD45RB) enthalten, wihrend Gedéchtnis-T-Zellen
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eine kurze Variante exprimieren, der alle drei Exons fehlen
(CD45R0)19#~ 781 Letztere Form kann auch von unreifen
Thymocyten exprimiert werden(®8: 9],

Die Expression verschiedener Varianten der extrazelluld-
ren Domane von CD45 wihrend definierter T-Zell-Entwick-
lungstadien 1483t vermuten, dal3 CD45 bei der auf Erkennung
basierenden Signaliibertragung eine regulatorische Rolle
spielt. Wahrscheinlich wechselwirken verschiedene Isofor-
men mit anderen Zelloberflichenmolekiilen entweder auf
derselben oder einer anderen Zelle. Zum Beispiel kdnnen
Isoformen mit niedriger Molekillmasse auf Gedichtnis-T-
Zellen mit Komponenten des CD3-Komplexes oder mit CD4
assoziieren!’" 78, Dagegen scheinen Isoformen mit hoher
Molekiilmasse vom TCR in der Membran naiver T-Zellen
unabhiingig zu sein!”7).

In Quervernetzungsexperimenten und in transformierten
Zellinien, die Ick mit CD4 oder CD8 in Gegenwart oder in
Abwesenheit von CD45 exprimieren, konnte gezeigt werden,
daB die PTK Ick als Substrat fiir CD45 fungiert!”®- 8%, Das
Ausmal der Ick-Autophosphorylierung bei oberfldchenver-
netztem CD4/CD8 war in Gegenwart von CD45 reduziert.
Dariiber hinaus fiihrte dic Quervernetzung von CD45 mit
CD4/CDS8 zur Dephosphorylierung von Ick. In diesen Expe-
rimenten war die Dephosphorylierung von Ick von einem
Anstieg der Kinase-Aktivitit begleitet ; dies weist darauf hin,
daB CD45 die Ick-Aktivitdt iiber die Dephosphorylierung
von Tyr 394 reguliert. Antikorper gegen CD45 iibten inhibi-
torische oder stimulierende Effekte auf verschiedene zelluld-
re Funktionen aus'®! 84,

4. Experimentelle Ansiitze zum Studium
T-Zell-aktivierender Molekiile

Zwei genetische Methoden dienten dazu, die funktionelle
Bedeutung T-Zell-aktivierender Molekiile zu studieren. Die
erste Methode basiert auf der Auswahl von Deletionsvarian-
ten von T-Zellinien oder -Klonen, die in vitro wachsen, und/
oder auf der Transfektion mit den passenden normalen oder
mutierten Genen, um die zu untersuchenden Molekiile zu
reexprimieren. Dieses Verfahren ist auf in vitro wachsende
T-Zellen beschrinkt, bei denen es sich per Definition um
aktivierte, d.h. in einem spiten Differenzierungsstadium
sich befindende T-Zellen handelt. Die zweite Methode ba-
siert auf der Untersuchung genetisch manipulierter Miuse,
in denen relevante Gene als Transgene eingefithrt oder durch
homologe Rekombination in embryonalen Zellen inaktiviert
werden. Transgene Expression oder Deletion (,,knockout*)
von Molekillen, die in diesem Aufsatz behandelt werden,
fiihrt meist zur Stérung der Zellreifung im Thymus. Deshalb
beschrianken sich die Ergebnisse dieser Studien auf die frii-
hen T-Zell-Entwicklungsstadien. Naive periphere T-Zellen,
per Definition ruhende T-Zellen, kénnen nicht kontinuier-
lich in vitro kultiviert werden. Trotzdem gilt diesem Zelltyp
das primire Interesse bei Untersuchungen der T-Zell-Akti-
vierung. In diesen Untersuchungen werden deshalb oft pri-
mére T-Zellen verwendet, die ex vivo aus Blut oder lympho-
iden Organen gewonnen werden, und dic man dann in
Kurzzeitkulturen analysiert. Da diese Art der Versuchs-
durchfithrung keine genetischen Manipulationen klonaler
Zellen zuldBt, sind die Ergebnisse nicht immer eindeutig.
Resultate von genetischen Manipulationen wiederum sind
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nur eingeschrinkt interpretierbar, da sie sich auf sehr frithe
oder sehr spéte Stadien in der T-Zell-Entwicklung beziehen.

4.1. Transmembrane Signaliibertragung bei ruhenden
peripheren T-Lymphocyten

In diesem Abschnitt sollen die molekularen Vorginge an
der Membran naiver peripherer T-Zellen wihrend der T-
Zell-Aktivierung beschrieben werden. Es handelt sich dabei
nur um den Anfang einer komlizierten Kaskade molekularer
Prozesse, die sich durch das Cytoplasma in den Kern fortset-
zen und damit die Gentranskription ausldsen. Da ich mich
auf die einleitenden Schritte beschrianke, mdchte ich den Le-
ser auf einen vor kurzem erschienenen Ubersichtsartikel1*®!
verweisen, der sich mit den auf die Aktivierung folgenden
intrazelluldren Ereignissen befaBt.

Wihrend der physiologischen T-Zell-Aktivierung wech-
selwirkt eine T-Zelle mit einer antigenprisentierenden Zelle
(APC); dies schlieBt die spezifische Erkennung des peptid-
prasentierenden MHC-Molekiils auf der APC durch das af-
Heterodimer auf der T-Zellmembran ein. Zell-Zell-Wechsel-
wirkungen kénnen auf molekularer Ebene nur sehr schwer
untersucht werden. Man versucht deshalb, mit 16slichen Re-
zeptorfragmenten die Komplexitit des Problems zu verrin-
gern, ein Ansatz, der bis heute noch nicht endgiiltig zum
Erfolg fiihrte. Alternativ dazu wurden Liganden auf der
APC-Oberfliache durch 16sliche Reagentien, z.B. mitogene
Lectine oder Antikorper ersetzt. Lectine haben sich in gewis-
sem Umfang als niitzlich erwiesen, jedoch besitzen sie hiufig
eine breite und ungenau definierte Ligandspezifitdt. Mono-
klonale Antikdrper (mAbs) mit definierter Spezifitit gegen-
iber individuellen T-Zell-Oberflichenmolekiilen konnten
dagegen erfolgreich in diesen Studien eingesetzt werden; ei-
nige Schliisselexperimente sollen hier diskutiert werden.

4.1.1. Die Bedeutung von Quervernetzung

Gibt man einen monoklonalen Antikdrper (mAb) gegen
eine beliebige Komponente des ap-CD3-Komplexes zu einer
Kultur peripherer Lymphocyten aus dem Blut oder der Milz,
so fithrt dies zur Aktivierung der T-Zellen in der Kultur; als
MeBgroBen dienen dabei verschiedene Parameter wie die
ZellgroBe, die Mobilisierung von Ca®*, die Aktivierung
verschiedener Enzyme, die Transkription von Genen fiir
Lymphokine und Lymphokin-Rezeptoren, die Zellteilung
usw.[8° 7881 Eine Aktivierung erzielt man auch mit mAbs
gegen einige andere T-Zell-Oberflichenkomponenten, doch
wird die Bedeutung dieser Beobachtungen noch nicht vollig
verstanden!®®!. Ich méchte diese Diskussion auf Ereignisse
wihrend der Signalitbertragung beschrinken, die den of-
CD3-Komplex betreffen; dies entspricht der T-Zell-Aktivie-
rung durch eine spezifische antigene Herausforderung.

Eine Aktivierung von T-Zellen durch anti-TCR-mAbs in-
volviert auch Nicht-T-Zellen mit Fc-Rezeptoren, z.B. Ma-
krophagen. Entfernt man Fc-Rezeptor-positive Zellen aus
der Zellkultur, ist ein anti-TCR-mADb nicht mehr in der Lage,
T-Zellen zu aktivieren. Trotzdem konnen T-Zellen auch
ohne Fc-Rezeptor-positive Zellen effizient aktiviert werden,
wenn nidmlich der anti-TCR-mAb an einen Festphasentri-
ger gebunden istt®8-°0- 911 Dies zeigt, daB die Belegung eines
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einzelnen TCRs mit etnem Liganden (oder sogar seine Dime-
risierung) nicht ausreicht, um eine T-Zelle zu aktivieren.
Vielmehr ist eine Aggregation des TCRs auf der Zelloberfla-
che Voraussetzung fir eine erfolgreiche Signallibertragung
durch die Membran.

4.1.2. Die Bedeutung von CD4 und CD8
auf ruhenden T-Zellen

Losliche mAbs gegen CD4 und CDS8 verhindern die Akti-
vierung der entsprechenden T-Zelle, und zwar unabhingig
davon, ob die Anregung durch APC, Lectine oder festpha-
sengebundene anti-TCR-mAbs induziert wird!% 227291 Dy
bei den beiden letzten Aktivierungsmethoden keine MHC-
Molekiile als Liganden von CD4 und CDS involviert sind,
kann die Inhibierung mit anti-CD8/4-mAbs nicht auf eine
Blockierung der MHC-Bindung zuriickgefiihrt werden. Dies
fithrte zu einer langen Diskussion iiber die Mdéglichkeit, ob
die Corezeptoren als Empféinger fiir negative oder inaktivie-
rende Signale an T-Zellen fungieren. Obwoh! diese These
immer noch von einigen Forschern vertreten wird!'%, kann
meiner Meinung nach eine negative Signaliibertragung auf-
grund folgender Ergebnisse ausgeschlossen werden:

Die Effizienz der T-Zell-Aktivierung durch Vernetzung
des TCRs mit anti-TCR-mAbs wird um mindestens zwei
GroBenordnungen gesteigert, wenn Antikorper gegen CD8/
CD4 mit einbezogen werden, d.h. wenn der TCR mit CD8§/
CD4 coaggregiert wird!?%:92:93.101 21051 Verwendet man
heterozygote T-Zellen, die zwei verschiedene CD8-Allele ex-
primieren, erfolgt die Aktivierung auch aufgrund der Coag-
gregation nur eines CD8-Allels mit dem TCR. Diese Aktivie-
rung kann mit AntikOrpern gegen das coaggregierte
CD8-Allel, nicht aber mit Antikdrpern gegen das {reie CD8-
Aliel inhibiert werden!®?l. Das Experiment belegt demnach,
daB die Inhibierung der T-Zell-Aktivierung mit anti-CD8/4-
mAbs iiber eine Blockierung der Anlagerung des Corezep-
tors an den TCR verlduft. Die Aggregation des TCRs allein
- mittels eines beliebigen Liganden -- induziert eine ausrei-
chend hohe Anlagerung von CD4/CDS, so dal} eine geringe
Aktivierung resultiert, die mit CD4/CD8-mAbs blockiert
werden kann. Die spontane Assoziation (TCR-CD4/CD8)
nach einer TCR-Quervernetzung kann extrem verstarkt wer-
den, wenn der Corezeptor zwangsweise mit dem TCR coag-
gregiert wird. Dies erreicht man entweder -- experimentell -
mit Festphasen-Antikdrpern oder — unter physiologischen
Bedingungen - mit MHC-Molekiilen auf APCs, an die
gleichzeitig sowohl der TCR, als auch der Corezeptor bindet.
Die Corezeptoren miissen nach diesem Modell zwei Bin-
dungsregionen aufweisen, eine fir das MHC-Molekiil auf
der APC und eine andere fiir den TCR auf derselben T-Zelle
(siehe niichsten Abschnitt).

Es ist allgemein akzeptiert, dafl die Notwendigkeit fiir die
rdumliche Ndhe zwischen TCR und CD4/CD8 wiahrend der
Aktivierung ruhender T-Zellen mit der Wanderung der Pro-
tein-Tyrosin-Kinase (PTK) Ick zum CD3-Komplex kombi-
niert sein muf. Ick ist, wie in Abschnitt 3.4.1 erwidhnt, auf
der Innenseite der T-Zellmembran mit CD8/CD4 verknupft.
Weiterhin wird CD3-Phosphorylierung und TCR-CD4-Ver-
netzung von denselben Antikorpern in vergleichbarer Weise
induziert!'°°!, Damit kénnte der einzige Zweck der TCR-
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CD4/CD8-Komplexbildung darin zu suchen sein, eine Tyro-
sin-Phosphorylierung der CD3-{-Kette zu gewihrleisten.

4.1.3. Die Beziehung zwischen CD4]CD8 und dem
T-Zell-Rezeptor in ruhendem Zustand

Die im vorigen Abschnitt beschriebenen Experimente zur
transmembranen Signaliibertragung bei ruhenden periphe-
ren T-Zellen deuten auf die Bildung eines Komplexes zwi-
schen dem TCR und CD4/CD8 hin. Dies wirft die Frage
nach der Konformation beider molekularer Komponenten
im ruhenden Zustand auf. Die einfachste Annahme wire
eine vollstindige Unabhingigkeit beider Komponenten auf
der T-Zellmembran, wobei die rdumliche Néhe zwischen bei-
den erst aufgrund der Bindung eines passenden Liganden
zustande kime (Abb. 6 oben). Uber einige experimentelle
Belege zugunsten dieses Modells wurde berichtet!!96~ 1091,
Ergebnisse einiger fritherer indirekter Experimente weisen
jedoch darauf hin, daB eine Art Assoziation stindig be-
steht!''9~ 1131 Dies wurde kiirzlich durch direkte Immun-
prazipitationsexperimente bestitigt, die klar zeigten, daB
CD4/CDS mit der CD3-5-Kette auf ruhenden T-Zellen asso-
zitert sind! ', Fast jedes CD3-8 ist mit einem Corezeptor
verbunden. Im Gegensatz dazu kann diese Assoziation nach
der Aktivierung nicht mehr nachgewiesen werden. Dies 148t
vermuten, daf} sich der TCR-CD4/CD8-Komplex hoch-
dynamisch verhdlt und zwischen verschiedenen Konforma-
tionszustdnden oszilliert, die jeweils mit einem funktionellen
Status der T-Zelle korrelieren.

4.1.4. Modelle zur Bildung des Aktivierungskomplexes

Ein Flip-Flop-Modell

Im ruhenden Zustand (Flip-Zustand) ist CD4/CD8 mit
der CD3-5-Kette assoziiert!''*). Fiir die Aktivierung muf}
Ick in die Nihe der CD3-{-Kette wandern. Es ist deshalb
moglich, dall CD4/CD8 von CD3-6 auf CD3-{ iiberspringt
(Flop-Zustand) und Ick mit iibertrdgt (Abb. 6 Mitte). In die-
sem Modell wiirde ick im ruhenden Zustand in einiger Ent-
fernung von CD3 gehalten, so daB3 eine zufillige Begegnung,
die eine Aktivierung auslosen wiirde, verhindert wird; erst
der passende MHC-Ligand induziert den Ubergang in den
Flop-Zustand. Das Modell setzt Konformationsdnderungen
zumindest innerhalb einer Komponente des Komplexes vor-
aus.

Das Vernetzungsmodell

Dieser Mechanismus kann durchaus mit einem Flip-Flop-
Mechanismus kombiniert sein. Das Modell schligt ganz ein-
fach vor, daB die Aggregation des Komplexes, wie er im
ruhenden Zustand existiert, zu zufilliger Anniherung von
CD3- und CD4/CD&-Ick fiihrt, was den Beginn der Aktivie-
rung einleitet (Abb. 6 unten). Im Gegensatz zum Flip-Flop-
Modell gibt es hier keinen Mechanismus, der eine zuféllige
Aktivierung verhindert. Aufferdem sind auch keine Konfor-
mationsdnderungen nétig.
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Modell der induzierten Nahe

Ruhezustand aktivierter Zustand
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Abb. 6. Drei Modelle fiir die Komplexbildung zwischen ap-CD3, den Corezep-
toren CD4/CD8 und dem MHC-Peptid-Komplex wihrend der T-Zell-Aktivie-
rung. Oben: ,,Modell der induzierten Ndhe* (Induction-of-Proximity Model).
Es basiert auf der Annahme, da die Corezeptoren und aB-CD3 auf der T-Zell-
membran ohne den MHC-Liganden voneinander unabhingig sind. Die wech-
selseitige Bindung beider Komponenten an den MHC-Peptid-Komplex indu-
ziert eine riumliche Nihe zwischen CD4/CD8 und af-CD3 auf der
ZellauBenseite, was wiederum die Annédherung von Ick an den cytoplasmati-
schen Teil der CD3-Komponenten auf der Innenseite der T-Zellmembran zur
Folge hat. Mitte: ,.Flip-Flop-Modell**. Es berlicksichtigt die Assoziation zwi-
schen den Corezeptoren CD4/CD8 und der CD3-8-Kette auf ruhenden T-Zel-
len und impliziert zwei Komplexkonfigurationen; in der einen stabilisiert die
Verbindung zwischen CD4/CD8 und CD3-8 den ruhenden Zustand, und in der
anderen induziert die MHC-Bindung die Wanderung von CD4/CD8 zu CD3-,
was zur Phosphorylicrung der {-Kette und zur T-Zell-Aktivierung fithrt. Un-
ten: ,,Quervernetzungsmodeil (crosslinking model). Es erfordert wihrend der
Aktivierung keine Verdnderungen innerhalb des Komplexes. Es kann die T-
Zell-Aktivierung durch den MHC auf APCs sowie die durch anti-CD3-Anti-
kdrper-vermittelte Quervernetzung erkldren. Es ist aber méglich, daB die Anti-
korper-induzierte T-Zell-Aktivierung nach dem Quervernetzungsmodell
verlduft, wihrend die T-Zell-Aktivierung durch MHC-Peptid-Bindung dem
Flip-Flop-Mechanismus gehorcht.

Abbildung 7 zeigt ein gegenwirtig akzeptables schema-
tisches Bild von einer moglichen Konfiguration des Akti-
vierungskomplexes wihrend der transmembranen Signal-
tbertragung. Es ist offensichtlich, daf3 es sich hierbei nur um
ein Minimalmodell handelt. Uber CD45 gibt es z.B. zu wenig
Information, um verniinftige Vorhersagen beziiglich seiner
Beteiligung am Aktivierungskomplex treffen zu kénnen. Um
solche multimolekularen funktionalen Komplexe in der Zell-
membran aufklidren zu konnen, miissen verfeinerte Techni-
ken entwickelt werden.
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Abb. 7. Mégliche Anordnung der Komponenten des T-Zell-Erkennungskom-
plexes wihrend der Aktivierung. Der genaue molekulare Aufbau von Assozia-
ten zwischen p60™" und Komponenten des CD3-Komplexes ist noch nicht ge-
kldrt. Ebenso sind die mit CD45 oder CD45R wechselwirkenden Molekiile
unbekannt. Ein dhnliches Bild 148t sich fiir Klasse-II-MHC und CD4 vorstel-
len.

4.2. Transmembrane Signaliibertragung
in aktivierten T-Zellen

Eine T-Zelle antwortet auf das Zusammentreffen mit anti-
genprdsentierenden Zellen (APCs) mit verschiedenen Reak-
tionen mit oder ohne Auslésung einer Transkriptionsaktivi-
tit. Die Ausschiittung cytolytischer Molekile durch
aktivierte CD8*-T-Zellen (CTL) erfordert z.B. keine Trans-
kription. Im Gegensatz dazu bedarf es bei der Produktion
von Cytokinen durch CD47- oder CD8-T-Zellen in den
meisten Fillen der Transkription korrespondierender Gene.
T-Zellinien oder Hybridome, die die Mehrzahl aktivierter
T-Zelltypen représentieren, konnten erfolgreich fiir geneti-
sche Analysen eingesetzt werden. Zundchst fiithrte die Trans-
fektion der Gene fiir die o- und B-Ketten einzelner TCRs in
Hybridome zu der Erkenntnis, daB das af-Heterodimer des
CD3-Komplexes allein fiir die MHC-Peptid-Spezifitit einer
T-Zelle verantwortlich ist!2!- 221 Trotzdem zeigten diese Ex-
perimente, daf3 der Erkennungsproze3 ohne den richtigen
Corezeptor nicht ausreichend war: TCRs, die Klasse-I-
MHC-Molekiile erkennen, bendtigen CD8115~ 1181 wih.
rend TCRs, die Klasse-II-MHC-Molekiile erkennen, zur op-
timalen Erkennung CD4 bendtigen!!!%1; allerdings iibten
auch die jeweils heterologen Corezeptoren einen, allerdings
geringeren verstirkenden Effekt aus!*® ~'231 Diese Unter-
suchungen bildeten die Grundlagen fiir die Hypothese einer
affinititssteigernden Funktion der Corezeptoren: Die Bin-
dung des TCRs und Corezeptors an dasselbe MHC-Molekiil
erhoht die per se niederaffine TCR-MHC-Interaktion sehr
effizient; ein weitaus geringerer Steigerungseffekt tritt ein,
wenn der Corezeptor an ein anderes MHC-Molekiil auf der
APC bindet.

Untersuchungen zur signaliibertragenden Funktion der
Corezeptoren in aktivierten T-Zellen lieferten nicht so ein-
deutige Ergebnisse. Ein Typ von Experimenten benutzte die
Transfektion von Genen, denen die cytoplasmatische Teilse-
quenz fehlt, d.h. deren Produkte nicht mit Ick assoziieren
konnen. Man fand, da8 diese Corezeptorfragmente trotz-
dem die Aktivierung durch APC férderten, wenn auch weni-
ger wirkungsvoll als vollstindige Molekiile™ 24~ 1271, Bej ei-
ner anderen Art von Versuchen verwendete man Deletions-
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varianten von CTL und ihre CD8-transfizierten Revertan-
ten. Wihrend die Aktivierung dieser Zellen durch APCs ent-
scheidend von CD8 abhingt, blieb ihre Aktivierung durch
anti-TCR-mAbs in den CD8-Verlustvarianten vollstindig
erhalten und zwar beziiglich transkriptions- und nicht-
transkriptions-assoziierter Reaktionen*7-11® 1281 Zysam-
menfassend zeigen diese Ergebnisse, dafd aktivierte T-Zellen
bis zu einem gewissen Grad unabhingig von der transmem-
branen Signaliibertragungsfunktion der Corezeptoren sind.
Dies wird in Situationen deutlich, in denen der TCR einen
hochaffinen Liganden, z.B. einen anti-TCR-mAb, bindet.
Diese Deutungen stimmen auch mit frither gemachten Beob-
achtungen {iberein, daB einzelne aktivierte CD8*- und
CD4*-T-Zellinien und -Klone mit anti-CD8/4-mAbs nicht
inhibiert werden kénnen!!2°~ 131, Ays T-Zell-Klonen selek-
tierte Varianten, die nur wenig CD4 exprimieren, haben sich
sogar sensitiver gegenitber der Aktivierung durch APCs er-
wiesen als Zellen, die CD4 normal exprimiertent'*2L. Unter-
suchungen an mit CD3-yde transfizierten Zellen, denen eine
funktionelle CD3-C-Kette fehlt, zeigten, daB in diesen Hybri-
domzellen effizient eine Transkriptionsantwort induziert
werden kann. Dadurch verdeutlichen diese Experimente eine
teilweise Unabhidngigkeit aktivierter T-Zellen vom CD4/
CD8-Ick-CD3-(-Signaliibertragungsweg. Es wurde vorge-
schlagen, daB3 die CD3-~yée-Komponenten zu einem alterna-
tiven Signaliibertragungsmechanismus beitragen®'). Mog-
licherweise ist dieser Mechanismus in naiven T-Zellen von
verhdltnismé4Big untergeordneter Bedeutung, wihrend er
erst in aktivierten T-Zellen zum Tragen kommt.

4.3. Die bifunktionale Natur der Corezeptoren

Die Aktivierung ruhender naiver T-Zellen hdngt in erster
Linie von der transmembranen Signaliibertragung durch die
TCR-CD4/CD8-Assoziation ab. Im Gegensatz dazu ist die
transmembrane Signaliibertragung in aktivierten T-Zellen
teilweise von CD4/CD8 unabhingig. Trotzdem bendétigen
die meisten aktivierten T-Zellen CD4/CD8 zur Erkennung
des MHC-Peptid-Komplexes, zweifelsohne wegen deren
MHC-Bindungsfunktion. Diese Umstdnde wurden in einer
neueren Untersuchung ausgenutzt, um mit Hilfe monoklo-
naler anti-CD8-mAb-Epitope, die mit der Bindung von
MHC an CDS8 korrespondieren, von denen zu unterschei-
den, die fiir die TCR-Assoziation verantwortlich sind* 33!,
Das Experiment zeigte, daf3 verschiedene Regionen auf dem
CD8-Molekiil in jeder dieser Funktionen involviert sind.
Beide Funktionen erfordern jedoch Epitope auf der a- und
der B-Kette von CD8. Wihrend die MHC-Bindungsregion
zweifelsfrei in der V-Domiéne der «- und vielleicht auch in
der B-Kette lokalisiert ist, gibt es bis jetzt keine Struktur-
informationen Uber die Lage der TCR-Bindungsregion.
Logischerweise wiirde man diesen Bereich irgendwo zwi-
schen der V-Doméne und der Zelloberfliche vermuten, d. h.
innerhalb der Gelenkregion von CD8 (Abb. 7).

5. Der Erkennungskomplex und die Selektion
im Thymus

Thymus-Selektion erfordert einen intakten Thymus ent-
weder in vivo oder in einer Organkultur. Es war deshalb
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bisher nicht méglich, die T-Zell-Selektion im Thymus auf
der Ebene einzelner Zellen zu analysieren, ganz zu schweigen
von der molekularen Ebene. Deshalb sind bis heute bioche-
mische Signaliibertragungswege, die zu positiver und negati-
ver Selektion fithren, von einigen Ausnahmen abgese-
hen!*3*, noch nicht schliissig untersucht worden. Trotzdem
haben hochentwickelte Untersuchungsmethoden, in denen
transgene Méuse oder Méuse, in denen bestimmte Gene de-
letiert wurden (Knock-out-Méuse), dazu beigetragen, die
funktionelle Bedeutung verschiedener Komponenten des T-
Zell-Erkennungskomplexes wihrend der Selektion im Thy-
mus aufzukldren.

Die Aufgaben des TCR-uf-Heterodimers wurden mit
transgenen Miusen untersucht; sie enthielten fertig umgela-
gerte o- und B-Gene mit bekannter MHC-Peptid-Erken-
nungsspezifitit, die aus individuellen CD8- oder CD4-T-
Zell-Klonen isoliert wurden!®®. Das Zusammentreffen
eines solchen TCR-af-Heterodimers mit dem homologen
MHC-Peptid-Komplex wihrend der T-Zell-Entwicklung im
Thymus fiihrt zum programmierten Zelltod (Apoptose), so
daB selbstreaktive Zellen daran gehindert werden, den Thy-
mus zu verlassen. Das Ausbleiben eines Zusammentreffens
mit dem richtigen MHC-Molekiil im Thymus verhindert den
ReifungsprozeB. Die erfolgreiche Bildung reifer T-Zellen,
die den Thymus verlassen kénnen, hingt also von der Ver-
fiigbarkeit des richtigen MHC-Molekiils wihrend der T-
Zell-Entwicklung im Thymus ab. Diese Ergebnisse beweisen,
daB das TCR-op-Heterodimer als Werkzeug fiir die Selek-
tion von T-Zellen im Thymus dient: Das Zusammentreffen
mit dem Komplex ,,Selbst-MHC/Selbst-Peptid™ veranlaBBt
eine Eliminierung der betreffenden T-Zelle, das Zusammen-
treffen mit einem Selbst-MHC-Molekiil allein induziert ihre
Reifung, und das Ausbleiben eines Zusammentreffens mit
einer passenden Struktur iiberhaupt resultiert in einem Ent-
wicklungsabbruch.

T-Zellen, die Transgene fir einen TCR mit Klasse-I-
MHC-Erkennungsspezifitit tragen, verlassen den Thymus
ausschlieBlich als CD8%*-Zellen, wihrend T-Zellen mit
Transgenen fiir einen TCR mit Klasse-ITI-MHC-Spezifitit
den Thymus nur als CD4 " -Zellen verlassen. Diese Ergebnis-
se demonstrieren, daB3 nur jene T-Zellen positiv selektioniert
werden und reifen, die einen af-TCR exprimieren, dessen
Spezifitit mit dem Corezeptor korreliert. Es konnte gezeigt
werden, daB dies das Ergebnis eines Reifungsprozesses ist,
der in dem Stadium induziert wird, in dem unreife T-Zellen
im Thymus CD4 und CDS§ exprimieren; dieser Zustand en-
det damit, daB der nicht korrespondierende Corezeptor
nicht mehr exprimiert wird!3°- 136! Vermutlich werden Thy-
mocyten dadurch positiv selektioniert, daB3 der af-TCR und
der Corezeptor an dasselbe MHC-Molekiil binden!'37),
Méiuse mit mutierten transgenen MHC-Molekiilen, die nicht
in der Lage sind, CD8 oder CD4 zu binden, konnen T-Zel-
len, die solche MHC-Molekiile erkennen, weder positiv noch
negativ selektionieren! 8!, Folglich scheint eine Art Koope-
ration zwischen dem TCR und dem Corezeptor bei der posi-
tiven und negativen Selektion notig zu sein. Die Unterschie-
de zwischen den Vorgingen bei der transmembranen
Signaliibertragung, die zu einer positiven oder negativen
Selektionsantwort fithren, sind derzeit Gegenstand intensi-
ver Forschungen. Die Experimente mit transgenen Méusen
wurden kiirzlich durch solche erginzt, bei denen Mausstim-
me eingesetzt wurden, in denen korrespondierende Gene
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fehlten. Wie erwartet gelingt es Méusen, die keine Klasse-I-
11391 gder Klasse-11-MHC-Molekiile! #°1 exprimieren kon-
nen, nicht, CD8-bzw. CD4-T-Zellen zu entwickeln. Auler-
dem gelingt es Méusen, die keine CD8§- oder CD4-Molekiile
exprimieren konnen, nicht, T-Zellen zu entwickeln, deren
TCR Klasse-I-MHC- bzw. Klasse-1I-MHC-Molekiile er-
kennen!!411,

Zusammenfassend besteht kaum ein Zweifel daran, dal3
dasselbe Erkennungssystem, das zur T-Zcll-Aktivierung in
der Peripherie fiihrt, auch an der T-Zell-Selektion im Thy-
mus beteiligt ist. Allerdings sind die in Thymocyten ausgel6-
sten Antworten ginzlich verschieden von denen in periphe-
ren T-Zellen. Die Unterschiede liegen wahrscheinlich in der
Art und Weise, in der sich der Erkennungskomplex zusam-
mensetzt, oder darin, welche Komponenten des Komplexes
an sekundire und weitere Botensysteme im Cytoplasma ge-
koppelt sind. Zweifellos ist der T-Zell-Erkennungskomplex
ciner der hochstentwickelten und vielseitigsten Strukturen
zur Signallibertragung in der Biologie.

6. Zusammenfassung

T-Lymphocyten sind in der Lage, andere Zellen, die frem-
de lebende oder nicht-lebende Materie aufgenommen haben
(antigenprisentierende Zellen, APCs) zu erkennen. Die
fremden Strukturen werden in den APCs abgebaut, und re-
sultierende Peptide werden mit neusynthetisierten MHC-
Molekiilen komplexiert und auf der Zellmembran présen-
tiert. Komplexe aus MHC-Molekiilen und fremden Peptiden
werden von einem Erkennungskomplex auf der T-Zellmem-
bran, der sich aus spezifischen und unspezifischen Kompo-
nenten zusammensetzt, erkannt und gebunden. Infolge der
Erkennung und Bindung lagern sich spezifische und unspezi-
fische Komponenten des Erkennungskomplexes in der T-
Zellmembran so zusammen, dal3 eine transmembrane Si-
gnaliibertragung stattfindet; hdéchstwahrscheinlich sind
dafiir die Wanderung und Aktivierung membrangebundener
Protein-Tyrosin-Kinasen und -Phosphatasen, sowie Tyrosin-
Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungsprozesse verant-
wortlich. Die durch diesen Komplex hervorgerufenen zellu-
laren Antworten sind mannigfaltig und unterscheiden sich je
nach Stadium der T-Zell-Entwicklung und -Differenzierung.
Die Art der Komplexierung sowie die Bindung an intrazellu-
lire Botenstoffe nehmen als determinierende Faktoren Ein-
fluf auf die Natur der T-Zell-Antwort.

Weitere Untersuchungen, die zu einem detaillierten Bild
des T-Zell-Aktivierungskomplexes fithren, sind sowohl der
reinen Erkenntnis halber, als auch wegen moglicher medizi-
nischer Anwendungen der Erkenntnisse wiinschenswert. So
konnte die Entwicklung von Methoden zum medizinischen
Eingreifen bei Storungen des Immunsystems, z.B. bei Auto-
immunkrankheiten, Allergien und Immundefizienzen, da-
durch erleichtert werden. Dies wiirde neue Techniken vor-
aussetzen, die geeignet wiren, makromolekulare Komplexe,
wie sie in der Membran vorkommen, einschlieBlich ihres
dynamischen Verhaltens zu analysieren. Die Immunologie
hat in der Vergangenheit stark von grundlegenden analy-
tischen Techniken profitiert, die in vielen anderen wissen-
schaftlichen Disziplinen einschlieBlich der Chemie entwik-
kelt wurden. Die Aufgabe, neue Analysenmethoden zum
Studium makromolekularer Komplexe und ithrer Dynamik
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zu entwickeln, ist eine neue Herausforderung fur Chemiker,
insbesondere Protein- und Membranchemiker. Sofern diese
Bemiithungen zum Erfolg fithren, wiirde ein tieferer Einblick
in funktionelle Vorginge in Zellmembranen moglich, ein-
schlieBlich der transmembranen Signaliibertragung bei T-
Lymphocyten.
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