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Antigene.

Der nachstehende Bericht soll nicht eine vollstindige
Aufstellung der Literatur iiber die Ergebnisse der Immun-
chemie geben, vielmehr wird versucht, die wesentlichen
Gesichtspunkte herauszustellen, welche sich durch die immun-
chemischen Untersuchungen in den letzten Jahren ergeben
haben. Zusammenfassende Darstellungen s. 1-5).

Immunitdt im physiologischen Sinne ist verbunden mit
zwei stofflichen Begriffen: den Antigenen und den Anti-
korpern. Antigene verursachen im tierischen Organis-
mus nach parenteralem Eindringen — sei es im natiirlichen
Geschehen oder kiinstlich durch Injektion -— die Bildung be-
sonderer Stoffe, welche im Blut und in den Korperzellen auf-
treten und die man Antikor per nennt®. Antigene wirken
immunitidts-aus10send, wihrend die Antikorper Immu-
nitit verleihen und damit die eigentlichen Triger des
Immunzustandes sind. Zu den Antigenen rechnet man nicht
nur gewisse Bestandteile oder Ausscheidungen pathogener Er-
reger, sondern die Ausldsung der Antikorperbildung kann ganz
allgemein durch zahlreiche, auch an sich ungiftige, zell-
gebundene oder geloste Stoffe erfolgen, und fiithrt zur Immu-
nitit gegen diese. Zum Wesen der Immunitit gehort es, daB
die Antikorper spezifische Reaktionsfihigkeit gegeniiber dem
Antigen besitzen. Die wichtigste Phase dieser Antigen-
Antikdorper-Reaktion ist die spezifische
Bindung beider Reaktionspartner aneinander. Dieser Vor-
gang leitet i. allg. die Entfernung des Antigens aus dem Sifte-
strom ein. In diesem Sinne besitzen die Antikdrper ihre grofle
Bedeutung im Rahmen der Abwehrmechanismen des Tier-
korpers gegen parenteral eindringende Fremdstoffe.

Antigene und Antikoérper sind somit Relativbegriffe. Die anti-
gene Eigenschaft einer Substanz ist durch ihre antikoérper-aus-
I6sende Fihigkeit definiert, und andererseits wird die Existenz eines
Antikérpers durch dessen spezifische Reaktion mit dem Antigen
erwiesen. Der Nachweis antigener Stoffe kann nur durch das Tier-
experiment erfolgen, Dagegen kénnen Antikérper sowohl in vivo
(Schutzteste, Neutralisation von Toxinen usw.) als auchinvitro
erkannt werden. Einige typische Antigen-Antikérper-Reaktionen
lassen sich in einfacher Weise im Reagensglas sichtbar machen.

Zum Nachweis von Antikérpern verwendet man fiir gewohn-
lich das Serum des immunisjerten Tiers (Antiserum). Gibt man
hierzu verdiinnte L6sungen des Antigens, so beobachtet man
zumeist hach kurzer Zeit das Auftreten einer feinflockigen Fillung
(Pracipitation). Das Reaktionsprodukt ist das Pracipitat,
eine schwerlosliche Verbindung von Antigen und Antikérper. Liegt
das Antigen zellgebunden vor (bakterielle Antigene u.a.),
so tritt auf Zugabe des Antiserums Pricipitation an der Zellober-
fliche ein, die Zellen werden verklumpt (Agglutination).
Andererseits kann die Reaktion des Antikérpers mit zellgebundenem
Antigen auch die Auflosung der Zelle zur Folge haben (Lyse;
Bakteriolyse, Hamolyse, Cytolyse).

Zu den oft angewendeten Immunitiatsreaktionen am lebenden
Objekt gehért die Auslésung des anaphylaktischen
Schocks beim Meerschweinchen. Durch die Erstinjektion eines
Antigens wird der Organismus ,,sensibilisiert“. Die Zweitinjektion
des gleichen Antigens nach bestimmter Zeit fithrt zu den charakte-
ristischen Symptomen des anaphylaktischen Schocks. Es handelt
sich um die Reaktion des Antigens mit zellgebundenem Antik&rper,
die man auch an der Kontraktion isolierter Organe, wie Darm und
Uterus, demonstrieren kann (Schultz, Dale).

Charakteristisch fiir alle Immunititsreaktionen ist die
Spezifitdt, mit der Antigene und die durch sie hervor-

%) H. Rudy, diese Z{schr. 50, 137 [1937].

%) M. Heidelberger, Annu. Rev. Biochem. 1, 655 {1932]; 2, 503 [1933]; 4, 569 [1935];
K. Landsteiner u. M. W. Chase, ebenda 8, 621 [1937]; 8, 579 [1939]; J. R. Marrack,
ebenda 11, 629 [1942].

%} F. Haurowttz Med. Klin. 28, 873 [1938].

4) J. R. Marrack: The chem1stry of antigens and antibodies, London 1938 (gro8e Uber-
sicht).

5) O. Westphal, in Weidenhagen-Nord: Handb. 4. Enzymologie, Leipzig 1940, Bd. II,
1138 ff.

$) H. G. Wells: Die chemischen Anschauungen iiber Immunitdtsvorginge, II. Aufl.,
Jena 19 .2; 4. Klopstock, Immunitit, aus Med. Kolloidlehre von Lichtwitz, Liesegang
u. Spiro, Dresden 1933, 139 ff.
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gerufenen Antikérper aufeinander eingestellt sind. Diese hohe
Spezifitit ist fiir den Immunchemiker Ausgangspunkt seiner
Untersuchungen gewesen. Alfe derartigen Spezifititsbetrach-
tungen gingen zunichst von den Antigenen aus. Denn
sie sind es, die im Experiment beliebig gewahlt und abgewandelt
werden konnen, wihrend man die durch ihre Injektion aus-
gelosten Antikdrper so hinnehmen muB, wie der Organismus
sie bildet.

1. Die Struktur der Antigene.

Antigene sind hochmolekulare Stoffe. Seit
langem weil man, da nahezu alle EiweiBkorper des
Tier- und Pflanzenreiches antigene Eigenschaften besitzen,
insbes. da sie bei den serologischen Reaktionen als die Triger
der chemischen Artverwandtschaft bzw. Artfremdheit er-
schienen. Es entstand daher friihzeitig die Frage, ob die anti-
gene Spezifitit von der grofBen Antigenmolekel als Ganzem
ausgeht oder ob hierfiir besondere Bezirke verantwortlich ge-
macht werden konnten. Es hat sich gezeigt, dall die Spezifitdt
von ganz bestimmten, niedermolekularen Wirkgruppen
in der groBen Molekel ausgeht. Dies konnte mit Hilfe kiinst-
licher Antigene bewiesen werden. Wenn man in natiirliche
EiweiBantigene mit chemischen Mitteln bestimmte Gruppen
einfiihrt, so kann hierdurch das antigene Verhalten des Proteins
vollstindig verdndert werden. Mit dem chemisch abgewandelten
Antigen erhidlt man neue und andere Antikorper, die nun
spezifisch auf die eingefiihrten Gruppen abgestimmt sind; zu
den Antigeneigenschaften des urspriinglichen Antigens treten
neue hinzu, die jene u. U. vollstindig iiberdecken konnen,
obwohl die chemische Verinderung nur einen sehr kleinen
Teil der Molekel ausmacht.

Von K. Landsteiner’,8) stammt die klassische Methode,
derartige kiinstliche Antigene aufzubauen. Sie beruht auf der
Fihigkeit diazotierter aromatischer Amino-Verbindungen, in
schwach alkalischer Losung mit Proteinen zu kuppeln, wobei
sog. Azoproteine, R—<7\-——N =N-Protein, entstehen.

Die . Methode erméglicht es, praktisch beliebige Radikale R
iber die Phenylazo-Gruppe an Proteine zu binden. Voraus-
setzung ist lediglich, daB in dem verwendeten Eiweill kupplungs-
fahige Stellen vorhanden sind (Tyrosin, Histidin usw.?)). Ex-
perimentell hat man es in der Hand, die Zahl der eingefiihrten
Radikale R je EiweiBmolekel beliebig zu variieren'4).

Im Anschlul an Landsteiner ist noch eine Reihe weiterer Ver-
fahren entwickelt worden, welche die Einfithrung chemisch wohl-
definierter Radikale in Proteine ermoglichen. So beruht die Me-
thode von S. J. Hopkinsu. A. Wormalll®) auf der Reaktionsfahigkeit
von Isocyanaten mit freien Amino- oder Hydroxyl-Gruppen der
Proteine. Haringion u. Mitarb.11) haben die Curtiussche Azid-
Methode erfolgreich zur Darstellung kiinstlicher Antigene ausgenutzt.
Leitvé!?) verwendete hierfiir geeignet substituierte Oxazolone, welche
unter Ringéffnung mit NH,- (OH-, SH-) Gruppen der Proteine
reagieren. Diese und die Isocyanat-Methode erwiesen sich zur
Einfithrung vielkerniger aromatischer Ringsysteme in Proteine
geeignet!®). Die Verwendung von Siurechloriden, Ketenen u. a.
hat gegeniiber den genannten Verfahren nur wenig Bedeutung
erlangt.

Die serologische Priifung solcher substituierten Proteine
ergab, dafl die Gruppe R fiir den antigenen Charakter eines

7y K. Landsteinér u. H. Lampl, Biochem. Z. 88, 343 [1918]; 93, 106 [1919].
8) K. Landsteiner: Die Spezifitit der serologischen Reaktionen. I.Aufl. Springer-
Verlag, Berlin 1933; II. Aufl. (amerikanisch), Springfield, Ill., 1936.
%) H. Pauli, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 42, 512 [19047]; 44, 159 [1905]; H. Eagle
u. P. Vickers, J. biol. Chemistry 114, 193 [1936].
19) Biochemic. J. 27, 740, 1704 [1933].
i) R. F. Cluiton, C. R. Harington u. T. H. Mead, ebenda 81, 764 [1937]; R. F. Clutton,
C. R. Harington u. M. E. Yuill, ebenda 32, 1111 [1938].
12) H. Lettré u. R. Haas, Hoppe-Seyler‘s Z. physiol. Chem. 288, 31 [1940]; H. Leftré u.
M. E. Fernholz, ebenda 288, 37 [1940].
18) H. Lettré, K. Buchholz u. M. E. Fernholz, ebenda 287, 108 [1940]; H. J. Creeck u.
R. N. Jones, J. Amer. chem. Soc. 83, 1661, 1670 [1941].
1) F, Haurowitz u. F. Breinl, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 205, 259 [1932], haben
festgestellt, wie viele Reste R mindestens in eine EiweiBmolekel eingefiihrt werden
miissen, um eine beziiglich R spezifische antigene Wirkung zu erzielen.
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Proteins von entscheidendem EinfluB sein kann??), dem
gegeniiber das Protein von untergeordneter Bedeutung wird.
Der Beweis dieses spezifitdtsbestimmenden Einflusses wurde von
Landstetner durch die folgende Beobachtung erbracht: In dem
Azoantigen Protein—N:N—<M>—R kann das Protein

durch beliebige andere EiweiBibrper ersetzt werden; die
mit den verschiedenen Antigenen gewonnenen Antiseren
reagieren mit allen EiweiBantigenen, welche die Gruppe

——N:N——<_>—R enthalten. Immunisiert man also mit

Protein I-N=N—___ >—R, so reagiert das homologe Anti-
serum nicht nur mit Protein 'I—N:N—<:>——R, sondern

auch mit Protein II—N:N—~<_>~—R und umgekehrt.
Auf diese Weise kann der alleinige Ein-
fluB der Gruppe—N:N—/:>——Rdemonstriert
werden™), d.h. praktisch die serologische Spezifitit des

Restes —R. Man bezeichnet diese Erscheinung als sero-
logische Kreuzreaktion.

In umfassenden Untersuchungen (Landsteiner, Avery,
Goebel, Hauwrowitz u.a.) wurde der spezifititsbestimmende
Einflufl verschiedenster Radikale —R ermittelt. Danach ver-
ursachen alle Radikale mit lyophilen Gruppen, wie —OH,
—NH, usw., besonders mit stark polaren Gruppen, wie —COQOH,
—SO,H, —PO H,, markante Spezifitit. Lyophobe Gruppen
scheinen von weit geringerem EinfluB. (Einzelheiten s.1.4.8))
Die Spezifitit natiirlicher Antigene diirfte danach vor allem
durch Carboxyl- und Hydroxyl-tragende Gruppen bestimmt
sein.

Man kann bei (kiinstlichen) Antigenen zeigen, daB R die
eigentliche mit dem Antikorper reagierende Gruppe ist. Kuppelt

. +
man ndmlich das Diazoniumsalz R-—<_\~-—NENX" nicht an
EiweiB3, sondern an einen niedermolekularen EiweiBbaustein,
z. B. Tyrosin, so erhidlt man die Tyrosylazo-Verbindung
HOJ\j>—CH2—CH~ COOH
R—< >—N:N/ NH,

Eine derartige niedermolekulare Verbindung ist nicht mehr
antigen im Sinne der Stimulierung von Antikérpern. Wohl
aber reagiert diese Azo-Verbindung noch mit dem durch das

Antigen Protein—N :N—<_>——R erzeugten Antiserum. Denn
das Serum verliert nach Zusatz der Tyrosyl-Verbindung seine
serologische Reaktionsfahigkeit gegeniiber alle n Antigenen
Protein X—N=N—_ >R, weil die entsprechenden Anti-
korper bereits mit der Tyrosyl-Verbindung reagiert haben.
Daher findet mit dem urspriinglichen Antigen keine Pri-
cipitation mehr statt. Diese Pricipitationshemmung ist eine
spezifische Immunreaktion, typisch fiir Abbauprodukte der
groBen Antigenmolekeln. Von Interesse ist, daB die Tyrosyl-
Verbindung das Eintreten des anaphylaktischen Schocks durch

das entsprechende Azoprotein ebenfalls spezifisch hemmen
kann.

DaB hierbei spezifische Bindung an den Antikdrper stattfindet,
konnten J. R’ Marrack u. F. C. Smith dadurch nachweisenls), dafB
die einfache Azo-Verbindung aus dem entsprechenden Antiserum
nicht hinausdialysiert. Befindet sich einintensiv gefirbter R-Phenyl-
azo-Korper auflerhalb der Dialysiermembran, so kann man zeigen,
daB der Farbstoff, dem Konzentrationsgefille scheinbar entgegen,
vollstindig in das Antiserum einwandert.

Der Rest R ist, obwohl spezifititsbestimmend, fiir sich
allein serologisch nicht mehr reaktionsfihig.

Baut man natiirliche Antigene stufenweise ab, so schwindet
ebenfalls bald die antikdrper-auslésende Fahigkeit. Mit relativ
groflen Bruchstiicken beobachtet man jedoch noch Pracipitation,
mit relativ kleinen Abbauprodukten noch Pracipitationshemmung.
Abbauprodukte von bakteriellen Antigenen ergeben entsprechend
spezifische Hemmung der bakteriellen Agglutination. Derartige
Hemmungsteste haben fiir die chemische Strukturaufklarung von
Bakterien-Antigenen besondere Bedeutung.

Man kommt so zu einer Einteilung antigener Wirkstoffe,
die auf K. Landsteiner'®), H. Sachs'”) und J. R. Marrack'8) zu-
riickgeht.

%) Brit. J. exp. Pathol. 13, 394 [1932]; F. Hawrowitz u. F. Breinl, Hoppe-Seyler’s Z,
physiol. Chem. 214, 111 [1933].

%) Biochem. Z. 119, 294 [1921]; J. exp. Medicine 33, 127 [1923].

Y) H.Sachs u.G. Bock, Arb. Staatsinst. exp.Therap. Georg Speyer-Haus Frankfurta. M.
1928, H. 21, 159.

®) I.c. Note 4.

b8

Einteilung antigener Wirkstoffe.

1. Vollantigen Die Injektion 16st die Bildung von Anti-
korpern aus (Antiserum) und verleiht
dadurch Immunitét.

Reagiert spezifisch mit Antiserum: Pra-
cipitation usw. Injektion fithrt jedoch
nicht zur Antikérperbildung.

Wird vom Antikérper gebunden ohne
sichtbare Reaktion. Nachweis durch
Hemmungsteste.

Fiir sich allein serologisch un-
wirksam, erteilt Proteinen anti-
gene Spezifitat.

Demnach sind die Antigene grundséidtz-
lich aus zwei Teilen mit verschiedener
Funktion aufgebaut: der fir die Immuni-
sierung notwendigen, an sich unspezifi-
schen, hochmolehularen (Protein-) Komponente!®) und
der speczifitdtsbestimmenden  determinanien
Gruppe. Wenn auch der Ubergang vom Hapten zum Halb-
hapten und von diesem zur determinanten Gruppe kein scharfer
ist, so haben sich diese Begriffe doch bei immun-chemischen
Arbeiten bewihrt.

In &dhnlicher Weise miissen wir uns auch die natiirlichen
Antigene aufgebaut denken: wir haben eine oder mehrere,
gleiche oder verschiedene determinante Gruppen in Verbindung
mit einer groflen Trigermolekel. Fiir den Immunchemiker
gilt es, diese Gruppen herauszuarbeiten, aufzukldren und mit
Hilfe chemischer Mittel ihre Kupplung an Proteine durch-
zufiihren, um gegebenenfalls kiinstliche Antigene zu erhalten,
welche dem natiirlichen Vorbild immunologisch gleichwertig
sind.

v
2. Halb-Antigen
oder Hapten!

3. Halb-Hapten!?

4. Determinante
Grupp el

Auf die an anderer Stelle®) betonte formale Analogie mit der
Struktur der Fermente sei hier nur hingewiesen. Es scheint, daB
spezifische biologische Wirkungen hochmolekularer Stoffe (von Fer-
menten, Toxinen, Antigenen, Genen u. a.) letzten Endes immer auf
das Prinzip des Trigers und der prosthetischen Gruppe — nur mit
wechselnder Schiarfe — zuriickgefithrt werden kémnnen?).

In Toxinen liegen oft die fiir die spezifisch toxische Wir-
kung verantwortlichen Strukturen von den determinanten Gruppen
getrennt. Es gelingt daher vielfach, durch chemische Abwandlung
(Finwirkung von Formaldehyd, Keten u. a.) Toxine in die ungiftigen
To xoide tberzufithren, jedoch unter Erhaltung der spezifisch
antigenen Wirksamkeit. Die gegen das Toxoid gerichteten Anti-
korper reagieren auch mit dem Toxin. In der Praxis wird von dieser
Moglichkeit umfangreich Gebrauch gemacht.

Fir die Strukturaufkldrung natiirlicher Antigene ist es
von Bedeutung, daB man iiber die Wirkungsspezifitit der
determinanten Gruppe (R) einerseits, ihre rdum -
lichen AusmaBe andererseits, durch Versuche mit
kiinstlichen Antigenen weitgehend Klarheit besitzt. Bekannt-
lich gelingt es, stereoisomere Verbindungen serologisch
scharf zu unterscheiden. Dies wurde erstmals an d-, 1- und
meso-Weinsdure-Antigenen in Form der an Protein gekuppelten
Aminotartranilsiuren gezeigt??). Der Nachweis der serolo-
gischen Spezifitit optischer Isomerer fiihrte zu der Unter-
suchung von Kohlenhydraten, besonders da Poly-
saccharid-Antigene als Trdger der spezifischen serologischen
Reaktionen vieler Mikroorganismen erkannt worden waren?)

Es wurden die p-Amino-phenolglykoside wvon einfachen
Hexostn®), von &- und B-Glucose®), von N-Acetyl-glucosamin?$)
verschiedenen Disacchariden®”) und schlieBlich die p-Amino-benzyl-
glykoside von d-Glucuron- und d-Galakturonsiure?®) hergestellt.
Nach der Diazotierung wurde mit Eiweil gekuppelt und die Immun-
sera vom Kaninchen gewonnen.

Die serologische Priifung ergab, daB3 einzelne Aldohexosen,
z. B. Glucose und Galaktose, scharf unterscheidbare Antiseren
liefern. Die Aminophenolglykoside wirken als Halbhaptene
spezifisch pricipitationshemmend nur bei dem homologen
Antiserum. Mit den Zucker-Azoproteinen kann man beim
Meerschweinchen spezifischen anaphylaktischen Schock aus-

19} Uber Versuche zum Ersatz des Proteins durch andere kolloide Tréger s. ).

) J. R. Marrack, Ergebn. Enzymforsch. 7, 281 [1937]; H. Rudy, S.-B. phys.-med.
Soc. Erlangen 87, 395 [1936]; O. Westphal, 1.c. Note 5.

%) Vgl. J. H. Northrop, J. gen. Physiol. 13, 739, 767 [1930]; 14y 713 [1931]; 16, 267,
615 [1932]; 17, 165 [1933); K. Myrbick, Svensk farmac. Tidskr. 41, 241, 253, 309,
369 [1937]; H. Albers, diese Ztschr. 49, 448 [1936].

) K. Landsteiner u. J. v. d. Scheer, J. exp. Medicine 48, 315 [1928]; 50, 407 [1929].

23) Zusammenfassung bis 1935: R. Mtkulaszek, Weichards Erg. Hyg. Bakt. Immunf.

exp. Therap. 17, 415 [1935].

2y W. F. Goebel u. 0. T. Avery, J. exp. Medicine 50, 521, 533 [1929].

285) W. F. Goebel, O. T. Avery u. H. Babers, ebenda 55, 761, 769 [1932].

2%6) 0. Westphal u. E. Warnebold, a.a. Q. im Druck.

) W. F. Goebel, O. T. Avery u. H. Babers, J. exp. Medicine 60, 599 [1934].

28} W. F. Goebel, ebenda 84, 29 [1936]; W. F. Goebel u. R. D, Hotchkiss, ebenda 88, 191

[1937].
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1osen, welcher {nur) durch das homologe Halbhapten gehemmt
wird®). a- und g-Glucose sind unterscheidbar®*?). TFir den
Spezifitdtscharakter von Disacchariden ist die cndstindige
Hexose-Molekel ausschlaggebend, doch wirkt die gesamte
Molekel determinant. Inwieweit dritte oder vierte Hexose-
Einheiten von EinfluB sind, wurde bisher nicht untersucht.
Die Oxydation am C-Atom 6 einer Hexose zum Carboxyl
(Uronsidure) fithrt zu einer markanten Spezifitdtsdnderung.
So ist d-Glucuronsiure gegeniiber d-Glucose serologisch voll-
kommen verschieden.

Im Hinblick auf die Antigenitdt von Eiweil3-
kérpern wurden Peptid- Azoproteine untersucht. Die
Kupplung erfolgte 1i.allg. iiber die p-Amino-benzoyl-Ver-
bindungen der Aminosduren HzN—< >—~CO—NH —CH(R)—
—COOH bzw. der Peptide. Bei der Untersuchung der 4 mog-
lichen Dipeptid- Kombinationen aus Glycin und Leucin??)
zeigte sich, daB die Spezifitdt hauptsichlich durch die end-
stindige Aminosiure bestimmt ist. Hochspezifisch sind die
serologischen Hemmungsreaktionen mit den p-Nitro-benzoyl-
Verbindungen der Peptide als Halbhaptene, mit deren Hilfe
samtliche 4 Dipeptide scharf unterschieden werden konnen.
Die Priiffungen wurden dann auf zahlreiche Tri-und Tetra -
peptide mit analogen Ergebnissen ausgedehnt®!). SchlieB3-
lich wurde der determinierende Einfluf3 lingerer Peptid-Ketten
an den folgenden Pentapeptiden untersucht: Tetra-
glycyl-glycin, Tetraglycyl-leucin, Diglycyl-leucyl-glycyl-glycin
und Trileucyl-glycyl-glycin®?). Die Kupplung an Proteine er-
folgte in iiblicher Weise. Die Antisera enthielten verschiedene
Fraktionen von Antikérpern, darunter solche, die spezifisch
auf das Pentapeptid als Ganzes eingestellt waren®34),
Demnach lassen sich feine Strukturunterschiede in lingeren
Peptid-Ketten serologisch nachweisen, doch schwindet der
determinierende Einfluf mit der Entfernung vom freien
Carboxyl.

Landsteiner®) hat gezeigt, daBl die serologische Spezifi-
tit bei EiweiBkdrpern vom Typ der Faser-Proteine auf Peptid-
Bausteine von 6—12 Aminosiuren zuriickgefithrt werden kann.
Durch besondere Vorbehandlung stellte er kolloidale, waBrige
Losungen des Seidenfibroins her. Die Injektion solcher
Losungen ergab bei Kaninchen spezifisch pricipitierende Anti-
sera. Das verhiltnismiBig einfach aufgebaute Seidenfibroin3®)
ist demnach ein Antigen. Es wurde dann untersucht, welche
Abbauprodukte des Seidenfibroins seine Pricipitation mit dem
Antiserum hemmen. Zu diesem Zwecke fraktionierte Land-
steiner Hydrolysenansitze grofer Mengen Seidenfibroins und
isolierte ein (jeweils nahezu einheitliches) kristallines Hexa-,
Okta- und Dodekapeptid. Es zeigte sich, dafl Hexa- und
Oktapeptid Dbereits deutliche, spezifische Pricipitations-
hemmung verursachten. Diese war am stdrksten mit dem
Dodekapeptid, welches genau analysiert wurde. Es war auf-
gebaut aus 6 Glycin-, 3 Alanin-, 2 Serin-Einheiten und 1 Ty-
rosin-Einheit. Da diese Zusammensetzung derjenigen des
Seidenfibroins®®) sehr nahe kommt, diirfte die serologische
Spezifitat dieses Proteins durch derartige periodisch wieder-
kehrende Dodeka peptide. oder noch kleinere Peptid-Bausteine
vollstindig gegeben sein.

Bei den Sphiroproteinen mit stark geknduelten Peptid-
Ketten sind die Spezifitdtsverhiltnisse indessen sicher wesent-
lich komplizierter (vgl. ®?).

Es mufl angenommen werden, daB3 in der Mehrzahl der
(natiirlichen) Antigene nicht nur eine und dieselbe, sondern
mehrere, strukturell verschieden€ determinante Gruppen wirk-
sam sind. Es war daher von Interesse, kiinstliche Antigene
mit 2 determinanten Gruppen serologisch zu
priifen. Hierzu wurden Azoproteine der folgenden Struktur
aufgebaut?®?’):

o

Protein —~N=N— <4>
\R,

*®y W. S. Tilleit, W. F. Goebel u, 0. T. Avery, ebenda 50, 551 [1929].

3%) K. Landstetner u. J. v. d. Scheer, ebenda 55, 781 [19321; vgl. auch E. Berger, Bio-
chem. Z, 143, 267 [1933].

31 K. Landsteiner u. J. v. d. Scheer, J. cxp. Medicine 59, 769 [1934].

3%) Dijeselben, ebenda 69, 705 [1939).

33} ...,,the antibodies appeared to be specific for an entire penta-peptide even though
the sera contained qualitatively different fractions‘‘, 1. c. Note 31.

3t) Eine vollkommene Verinderung der Spezifitit wird erzielt, wenn man die freie Carb-
oxyl-Gruppe durch die Siureamid-Gruppe ersetzt, 1. c. Note 32.

38) J. exp. Medicine 75, 269 [1942].

3%) M. Bergmann u. Mitarb., J. biol. Chemistry 122, 577 [1938]; 139, 481 [1941].

37} K. Landsteiner u. J. v. d. Scheer, J. exp. Medicine 67, 709 [193871; vgl. a. K. Land-
steiner u. M. W. Chase, ebenda 86, 339 [1937].
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Zur Gewinoung ecines solchen Antigens dicute z. B. das svnu
Amino-isophthalyl-glycin-leucin (1)
NH,
4 ‘\\
HOOC—CH, —NH—C0/ ‘\/l\\CO‘——NH—CH—COOH
L CH, — CH[CH,],
Das hiermit gewonnene Antiserum wurde mit den L, Teil-
antigenen aus II und IIT gepriift
NH, NH,
| |

A\ o

FAERN VN
L] L]

HOOC ~CH,—NH—C0/ \/ /" \CO—NH~CH —~COOH

1I. 1I1.  CH,—CH[CH,],

Es zeigte sich, daB das Anti-I-Serum zwei verschiedene Anti-
korperiraktionen enthielt, die durch Absorption mit den Teil-
antigenen aus II und IIT quantitativ voneinander getrennt
werden konnten. Ein Teil der Antiktrper war spezifisch auf 11,
ein anderer auf III eingestellt. Anti-I-Serum, welches er-
schépfend mit II und III absorbiert wurde, enthielt keine
Antikorper gegen I mehr. Jede determinante
Gruppe wirktdemnachfiirsichalleinanti-
kérper-auslodosend.

Die Tatsache, daB man nach dieser Absorptionsmethode Anti-
sera fraktionieren kann, indem man mit Teilantigenen oder -haptenen
gewisse Antikérperfraktionen wegbindet, ist von groBem theo-
retischen und praktischen Interesse. Fiir solche Absorptionen ver-
wendet man am besten Teilantigene, welche an grébere, zentrifugier-
bare Partikeln gebunden sind?®®).

Bei den genannten Versuchen war in manchen Fillen eine
der beiden Gruppen,,dominant, z. B. die Bernsteinsdure-Gruppe
(R,) gegeniiber —COOH oder —NH—_>—COOH (R,),
indem Antikorper nur gegen diese eine (R,) gefunden wurden.
Biszueinem gewissen Grade kanndemnach
eine (vermutlich rdumlich bedingte) Beeinflussung
determinanter Gruppen durch andere
stattfinden.

Bei der Einfithrung niedermolekularer Gruppen in anti-
gene Proteine ist die Spezifititsinderung nicht immer durch
die eingefithrten Reste allein gegeben. Heidelberger u. s.
Mitarb.%) kuppelten R-Salz-azo-biphenyl-diazoniumchlorid an
kristallisiertes Eialbumin. Das Farbstoff-Protein wurde derart
aufgearbeitet, daB eine bestimmte Fraktion nicht mehr mit
Eialbumin-Antiseren reagierte. Das mit diesem Farbstoff-
Protein-Antigen erzeugte Antiserum zeigte gegeniiber steigenden
Mengen des Farbstoff-Proteins das typische Bild homologer
Antigen-Antikorper-Reaktionen. Es konnte jedoch gezeigt
werden, daB einfache R-Salz-azo-biphenyl-azo-Verbindungen
keine spezifische Hemmungswirkung auf diese Reaktion aus-
iiben, dafl demnach die R-Salz-azo-biphenyl-Gruppe zwar
eine markante Spezifititsinderung hervorruft, aber nicht
allein die neue Spezifitit bestimmt. Das gleiche Diazonium-
Salz wurde dann an Pferdeserumalbumin gekuppelt'?). Hier
war die Spezifititsinderung, im Gegensatz zu Eialbumin,
nur unbedeutend gering. Es war nicht moglich, das Farbstofi-
albumin so zu fraktionieren, dafl eine Fraktion nicht mehr
mit Pferdeserumalbumin-Antikdrpern reagierte, Serumalbuimnin-
Antikorper reagierten in identischer Weise mit dem Farbstoff-
Protein wie mit dem homologen Serumalbumin; im einen Fall
erhielt man rote, im anderen farblose Pricipitate.

Wihrend also die Einfiihrung einer gewissen Zahl von
Azo-Gruppen in ein Protein eine tiefgreifende Spezifitdts-
ianderung hervorrufen kann, ergibt die Einfithrung der gleichen
Gruppenin ein ander es Protein so geringfiigige Spezifitits-
inderungen, dafBl sie selbst mit empfindlichen, quantitativen
serologischen Methoden nicht nachweisbar sind. Vermutlich
sind die Tyrosin- und anderen aromatischen Gruppen im
Hiihnereialbumin und Pferdeserumalbumin, welche mit den
Diazonium-Salzen kuppeln, in verschiedener Weise am Zu-
standekommen der immunologischen Spezifitit beteiligt. Ste-
rische Anordnung und die Art der Wieder-
kehr dieser Gruppen scheinen daher von
wesentlich gréoBerer Bedeutung fir die
spezifitdtsbestimmende Funktion dieser
Gruppen im Protein zu sein, als ihre blofle
Anwesenheitinder Molekelll).

) Z.B. Azostromata-Methode, K. Landsteiner, 1.c. Note 8; Collodium-Adsorbate:
P. R. Cannon u. C. F. Marshall, J. Immunology 38, 365 [1940].

3%y M. Heidelberger u. F. E. Kendall, J. exp. Medicine 59,519 [19341; 62,467,697 [1935].
40y E. A. Kabat u. M. Heidelberger, ebenda 66, 229 [1937].
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Ferner wurde gefunden, daB3 das Farbstoffeialbumin und
das Farbstoffserumalbumin, entgegen den Erwartungen, mit
den jeweils heterologen Antiseren keine Kreuzaktion zeigten,
obwohl in beiden Antigenen die gleiche Farbstoffkomponente
vorlag. ,,Wenn es moglich ist, die Erscheinungen der sero-
logischen Spezifitit auf der Basis reaktionsfihiger determi-
nanter Gruppen zu erklidren®), so will es hier scheinen, daB
die charakteristischen oder dominanten Spezifititen nicht
nur von den eingefiihrten Gruppen sowie von
den Tyrosin- und anderen cyclischen Gruppen ausgehen, an
welche diese gebunden sind, sondern auch vondenche -
misch charakteristischen Teilen eines
jeden Proteins, welche an diese Gruppen
angrenzen “ (M. Heidelbevger'V)). i

Die Abgrenzung von determinanter Gruppe und un-
spezifischem Tragereiweill ist demnach keineswegs scharf zu
ziehen. Die rdumlichen und strukturellen Verhédltnisse spielen
von Protein zu Protein eine mehr oder minder entscheidende
Rolle. Auf diesen Umstand hat neuerdings F. Haurowriiz*?)
mit Nachdruck hingewiesen. Proteine, welche durch Ein-
fithrung von nur einer Art determinanter Gruppe in kiinst-
liche Antigene umgewandelt wurden, ergaben Immunseren
mit verschiedenen Antikorper-Fraktionen, die sich durch den
Grad der Anpassung an diese determinante Gruppe
und ihre Umgebung unterschieden. Haurowstz hat daher den
Begriff der ,,determinanten Faktoren “ innerhalb
der determinanten Gruppe eingefithrt, denen im Immunserum
,multiple Antikdrper‘ gegeniiberstehen. Jedes
Antiserum enthilt multiple Antikdrper, auch wenn zu seiner
Gewinnung ein vollkommen einheitliches Antigen verwendet
wurde. ,,The multiplicity of antibodies after immunization
with one uniform antigen, can best be explained by the as-
sumption that the specific groups of antibodies are adjusted
more or less completely to particular portions of the determinant
group. Consequently we must consider the determinant group
of the antigen-molecule as a complex, formed by the
combination of several determinant fac-
tors (i. e. sub-groups or spatial arrangements)‘* (F. Haurowiiz).

In kiinstlichen Antigenen lieBen sich die determinanten
Faktoren herausarbeiten. Das kiinstliche Antigen Sulfanil-
azo-Schafserumglobulin ergab z. B. die folgenden determinanten
Faktoren (in der unteren Reihe symbolisiert):

para Sulfanilsidure Phenylazo Schaf Serumglobulin
P S Az Sch Gl

Die Unterscheidung einzelner Antikdrper des Antiserums
ist nach Haurowiiz gegeben durch die determinanten Fak-
toren des Antigens, welche zu ihrer spezifischen Pricipitation
erforderlich sind. Z.B. bezeichnet man die Antikorper in
einem Immunserum gegen Sulfanil-azo-Schafserumglobulin
(Faktoren: p-S-Az-Sch-Gl), welche nur durch das homologe
Antigen prizipitiert werden, als Anti-p-S-Az-Sch-Gl; jene
Antikorper, die durch Sulfanil-azo-Eialbumin geféllt werden, als

Tabelle 1. Antikérper eines Kaninchen-Imunserums gegen
Sulfanil-azo~Schafserumglobulin.

‘mg Antikorper in
Test-Antigen Antikoérper ‘ 10 com
! Immunserum
Schafserumglobulin. ... .. Anti-Sch-Gl 1 2
Metanil-azo-Katzenserum- |
globulin .............. Anti-S-Az-Gl : 2
Arsanil-azo-Katzenserum- |
globnlin .............. Anti-p-Az-Gl 2,4
Sulfanil-azo-Katzenserum-
globulin .............. Anti-p-S-Az-Gl 7,7— (2,4 + 2,0} 3,3
Sulfanil-azo-Schafserum-
globulin .............. Anti-p-S-Az-Sch-Gl 25— (7,7 4 2,0) 15,3
Total..... | 25

Tabelle 2. Antikdrper eines Kaninchen-Immunserums gegen
Arsanil-azo-Schafserumglebulin.

mg Antikérperin
Test-Antigen Antikdrper 10 cm?
Immunserum
l
Schafserumglobulin . ..... Anti-Sch-Gl ! 26
Arsanil-azo-Ejalbumin ... | Anti-p-As-Az | 12
Sulfanil-azo-Katzenserum- ‘
globulin............... Anti-p-Az-Gl
Arsanil-azo-Katzenserum- ) |
globuling .. .evronennnn Anti-p-As-Az-Gl 14,6 — (12 + 1) ’ 1,6
Arsanil-azo-Schafserum-
globulin/.............. Anti-p-As-Az-Sch-Gl 17—18
Total..... | 57—39

¢y M. Heidelberger, Cold Spring Harbour Sympos. quantitat. Biol. 6, 369 [1938].
42) J. Immunology 48, 331 [1942].
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Anti-p-S-Az. Die vorstehenden Tab. 1 und 2 geben zwei quan-
titative Versuche wieder, aus denen die Bildung multipler
Antikérper unter dem wechselnden Einflufl determinanter
Faktoren ersichtlich ist%?).

Die Zuriickfithrung der antigenen Spezifitit auf den Begriff
der determinanten Gruppe hat sich bei der Aufklirung der
Antigene pathogener Mikroorganismen glinzend bewihrt.
Am besten untersucht sind die spezifischen Kapselanti-
gene der Pneumococcent).

Die Pneumococcen gehoéren zu den kapselbildenden Balkterien.
Die Kapsel, eine schleimige Hiille, welche den Bakterienleib umgibt,
stellt eine SchutzmaBnahme des Mikroorganismus gegen die Abwehr-
krafte des Tierkorpers (bei der Infektion) oder gegen ungiinstige
Bedingungen der Kultur dar. Virulente Stimme verfiigen iiber die
Kapsel, ungekapselte Coccen sind avirulent. Es hat sich gezeigt,
da man unter den Pneumococcen mehrere Typen nach
ihrem serologischen Verhalten unterscheiden kann (bis heute kennt
man bis zu 50 Typen#4)). Jeder Typ wird nur von dem homologen
Antiserum agglutiniert; Tiere, welche mit einem bestimmten Typ
immunisiert sind, werden nur gegen die Infektion dieses einen Typs
geschiitzt (Neufeld, Cole; s. Note 45).

Durch die Arbeiten von Avery, Heidelbevger und Goebel wurde
nachgewiesen, daB die serologischen Unterschiede der Pneumococcen-
typen auf eine Substanz der Kapsel zuriickzufithren sind. Aus der
Kapsel und bei lebhaft wachsenden Kulturen auch aus der Kultur-
16sung, konnte ein fiir jeden Typ spezifisches Kohlen-
hydrat isoliert werden, welches dem Pneumococcus seine sero-
logische Typenspezifitat verleib1#$). Es sind hochmolekulare, in
Wasser (z. T. kolloidal) 16sliché, stickstoff-haltige oder -freie, deut-
lich von Typ zu Typ chemisch unterscheidbare Korper¥). Die
Molekulargewichte liegen, je nach der Methode der Aufarbeitung
schwankend, in der GréBenordnung 5000--10 000%7) (vgl. aber auch
Noten 48, 58).

Diese Polysaccharide sind Haptene, sie geben spezifische Pra-
cipitation mit homologem Antiserum noch in Verdiinnungen von
1:5—8-10% Durch Kupplung an Eiweil zum Vollantigen auf-
gebaut®?), verleihen sie Tieren nach der Injektion aktive Immunitat
gegen todliche Dosen des homologen Typs.

Ist es hier nun moéglich, determinante Gruppen
herauszuarbeiten ? Besonders eingehend analysiert wurde das
spezifische Kohlenhydrat des Pneumococcus Typ III. Es
besteht aus Glucose und Glucuronsdure im Verhdltnis 1 : 1.
Mit fortschreitendem, hydrolytischem Abbau der grolen Mo-
lekel zu kleineren Bruchstiicken schwindet die Pracipitations-
fahigkeit. Bruchstiicke vom Molekulargewicht 550 (Tri-
saccharid-Stufe) wirken noch pracipitationshemmend, solche
vom Molekulargewicht 350 (Disaccharid-Stufe) sind serolo-
gisch unwirksam?®®). Die determinante Gruppe muflite also in
diesen GroBenordnungen gesucht werden. Kiinstliche Anti-
gene mit Glucose und mit Glucuronsdure ergaben, daB das
Glucuronsdure-Antigen Reaktionsfihigkeit gegeniiber Typ III-
Antiserum besaB. Glucuronsiure-Antikérper wirkten aber
nicht immunisierend gegen Pneumococcen®). Bei der vor-
sichtigen Hydrolyse des Typ III-Polysaccharids konnten
Goebel u. Mitarb.5?) eine Aldoboinsdure isolieren und ihre
Struktur als die der Cellobiose entsprechende Cellobiuron-
sdure (Glucose-4-p-glucuronid) aufkliren und durch Syn-
these sichern.

HC—OH i HC—OH i
wb—omn ! Hb— 0%
Ho—cIH ‘ - HO—CH i
HC—0O .—— - -CH “ H([)—OH “
HC—O | mor | H6—0 7J -
C[HZOH HO—CH 1 (lJH.AO . ¢H \
wo—on | Hb—om |
HC— 7[ HO—-éH ‘
J}OOH H([J—OH ‘
Cellobiuronsiure bh(l}reor:lt;;)l-lre H(Jlfo 0
COOH
43) ({ cz."l\‘l‘loz;;i”:l')’. Naturwiss.'21, 777 [1933]; H. Rudy, 1. c. Noten 1 u. 20; O. Westphal,

) F. Kaufmann, E. Morch u. K. Sckmith, J. Immunology 40, 279 [1941]. Nur wenige
Typensind allerdings fiir die menschliche Pathologie von Interesse. Die Typen werden
mit den Indices I, IT, III usw. bezeichnet.

43) M. Gundel: Die Typenlehre in der Mikrobiologie, Jena 1934.

4y R. Brown, J. Immunology 37, 445 [1939]; l.c. Note 438.

) M. Heidelberger u. F. E. Kendall, J. biol. Chemistry 96, 541 [1932].

) F. H. Babers u. W. F. Goebel, ebenda 89, 387 [1930].

9y W. F. Goebel u. 0. T. Avery, J. exp. Medicine 54, 431 {1931].

30y M. Hetdelberger u. F. E. Kendall, ebenda 57, 733 [1933].

31y W. F. Goebel, ebenda 64, 29 [1936]; vgl. a. 86, 191 [1937].

52) W. F. Goebel u. M. Heidelberger, J. biol. Chemistry 74, 613 [1927]; W. F. Goebel u.
R. D. Hotckkiss, ebenda 121, 195 [1937); 110, 391 [1935].
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Es lag nahe, auch dieses Spaltstiick zum kiinstlichen
Vollantigen aufzubauen. Der Aufbau erfolgte tiber das p-Amino-
benzylglykosid und dessen Kupplung an Eiweil nach der
Azo-Methode®®). Die gewonnenen Antiseren besaBen hohe
Agglutinationskraft gegeniiber Typ III-Pneumococcen®.®).
Tiere wurden durch die Vorbehandlung
mit diese m,sozusagen synthetischen,Antigen immun
gegen hundertfach tédliche Dosen von
Typ IIT-Pneumococcen! Das kiinstliche Antigen
leistet immunisatorisch praktisch das gleiche wie die intakten
Coccen. Wenn auch dieser Befund vielleicht keine erhohte
praktische Bedeutung beansprucht, da wir gute Chemo-
therapeutika gegen Pneumonien besitzen, so ist damit doch
der Immuntherapie ein grundsitzlich neuer Weg aufgezeigt.

Es ist Goebel u. Mitarb.5) gelungen, die Struktur des Typ III-
Polysaccharids vollkommen aufzuklaren. Die sich periodisch wieder-
holenden Cellobiuronsiure-Einheiten sind derart aneinander ge-
bunden, daB3 das C-Atom 3 der Glucuronsiure an das C-Atom 1 der
folgenden Glucose-Einheit f-glykosidisch ankniipft.

AuBer bei Typ III bestehen die spezifischen Kohlen-
hydrate der Pneumococcen Typ IT und VIII ebenfalls aus
Glucose und Glucuronsdure, bei Typ VIII im Verhiltnis 7 : 2.
Aus Typ VIII-Polysaccharid konnte die gleiche Cellobiuron-
siure als Baustein isoliert werden5?), welche auch hier de-
terminanten Charakter besitzt, so daB die Typen III und VIII
Kreuzreaktion zeigen®). Doch enthilt das Typ VIII-
Antiserum dartiber hinaus noch weitere, nicht mit Typ III
kreuzreagierende Antikérper, denn Typ III-Pneumococcen
binden nur etwa ein Drittel aller spezifischen Typ VIII-Anti-
korper. Bei der vollen Typ VIII-Spezifitit sind demnach
weitere Glucose-Einheiten mit im Spiel. Heidelbergers",%%) hat
diese Kreuzreaktion und die einzelnen Antikérperfraktionen
sehr eingehend analysiert. Bei Typ II scheint Glucuronsiure
allein oder vielleicht die der Gentiobiose entsprechende Gen -
tiobiuronséiure determinante Funktionen zu besitzen3?).
TypIl zeigt entsprechend keine Kreuzreaktion mit ITT oder VIII.

Die bis heute bekannten zahlreichen Kreuzreaktionen
bei natiirlichen Antigenen oder Haptenen ver-
schiedenster biologischer Herkunft kénnen vielfach auf i ber -
einstimmende determinante Kohlen-
hydrat-Anteile zuriickgefiihrt werden. Das nimmt an
sich nicht wunder. Wenn, wie bei den Pneumococcen, Di-
saccharid-Radikale bereits die immunologische Spezifitit be-
stimmen konnen, so darf man annehmen, dafl in der Natur
derartige Kohlenhydrat-Kombinationen gelegentlich mehr-
mals gefunden werden und sich in serologischen Kreuzreak-
tionen manifestieren. Es kann sich dabei um ausgesprochene
Zufallsspiele der Natur handeln. In diesem Sinne lassen immu-
nologische Kreuzreaktionen nicht ohne weiteres auf biologische
Verwandtschaft schlieflen.

AusdergroBenZahlbekannterKreuzreaktionen
seien hier nur einige wenige Beispizle mit Pneumococcen-Kohlen-
hydraten genannt, die chemis¢h naher untersucht sind. Seit langem
kennt man die Kreuzreaktion von Pneumococcen Typ II und Fried-
laender Typ B-Bacillen®®). Neuerdings haben E.J . Hekveu. Y. J. Sugg®)
Kreuzreaktionen zwischen einem spezifischen Polysaccharid, welches
von Leuconostoc mesenteroides gebildet wird (das iibrigens durch
ein isoliertes Enzymsystem in vitro aus Rohrzucker synthetisiert
werden kann) und den Antiseren von Pneumococcen Typ IT und XX
beschrieben. Von groBem Interesse ist die immunologische DBe-
ziehung des Fneumococcus Typ XIV zu den Blutkdrperchen des
Menschen®l). Typ XIV-Pferdeimmunseren wirken beim Menschen
spezifisch hdmolytisch und kdénnen daher therapeulisch nicht ver-
wendet werden. Das Typ XIV-Kapselpolysaccharid besteht aus
Galaktose und N-Acetyl-glucosamin®). Es lag daher nahe, die
menschlichen Blutgruppen-Kohlenhydrate fiir diese Reaktion ver-
antwortlich zu machen, welche zum grofBten Teil aus den nimlichen
Zuckern aufgebaut sind®). In der Tat lieB sich diese Annahme be-
stitigen®?). Fir die Aufklirung der Blutgruppensubstanzen kann
diese Kreuzreaktion von Bedeutung sein. Das spezifische Poly-
saccharid des Typs XIV zeigt tiberdies auch immunologische Ver-
wandtschaft zu einem Polysaccharid von Anthraxf4).

53y W. F. Goebel, J. exp. Mzdicine 88, 409 [1938]; Nature [London] 143, 77 [1939].

54) Datrselbe, J. exp. Medicine 72, 33 [1940].

%) R. E. Reeves u. W. F. Goebel, J. biol. Chemistry 189, 511 [1941]; M. H. Adaums,
R. E. Reeves u. W. F. Goebel, ebenda 140, 653 [1941].

%) J. Y. Sugg, E. L. Caspari, W. L. Fleming u. J. M. Neill, J. cxp. Medicine 47, 917
11928]; W. F. Goebel, 1. c. Note 52.

57y M. Heidelberger, E. A. Kabat u. D. Shrivastava, ebenda 65,487 [1937].

$8) M. Heidelberger, E. A. Kabat u. M. Mayer, ebenda 75, 35 [1942].

2y W. Ir. Goebsl, M. Heidelberger u. Q. T. Avery, cbenda 42, 708 [1925].

%0y Ebenda 75, 339 [1942]; J. Immunology 43, 119 [1942].

81y M, Finland u. E. C. Curnen, Science [New York] 87,417 [1938]; A. J. Weilu. E. Sher-
man, J. Immunology 36, 139 [1939].

62y P, B. Beeson u. W. F. Goebel, J. exp. Medicine 70, 239 [19407.

8) K, Freudenberg u. 0. Westphal, Heidclberger Akad. 1938, 1; K. Landsieiner u.
R. A. Harte, J. exp. Medicine, 71, 551 [1940]; J. biol. Chemistry 140, 673 [1941].

8¢) G. Ivanovicz, Z. Immunititsforsch. exp. Therap. 98, 373, 420 [1940].
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Gewisse pflanzliche Gummiarten, wie Akazien- und Kirsch
gummi, sind Polyuronsiuren mit einem hohen Gehalt an Glucuron-
saure und Glucose. Mit Pneumococcen Typ II- und III-Antiseren
geben die nativen Gummi keine spezifischen Reaktionen®), wohl
aber, wie Marrack®®) gezeigt hat, durch schonende Saureeinwirkung
gewonnene Abbauprodukte. Kiinstliche Antigene mit Akazien und
Kirschgummi ergeben bei der Immunisierung keine pneumococcen-
wirksamen Antikdrper®®), trotz der zweifellos in der Molekel vor-
handenen Aldobionsidure-Einheiten. Diese liegen im nativen Gummi
offenbar maskiert vor und werden erst nach vorsichtiger Hydrolyse
determinant. Nach C. L. Butler u. L. H. Cretches®") werden bei
milder Hydrolyse von Akaziefgummi zuerst Arabinose und Rham-
nose abgespalten. Die besondere Anordnung dieser beiden Zucker
wird daber nach Partridge u. Morgan®) fir die serologische Spezifitit
nativen Akazienguminis von Bedeutung sein. Die Uronsiure scheint
hierfiir keine Rolle zu spielen, da Uronsiure-Haptene die Pracipitation
von Akaziengummi durch Akaziengummi-Antiserum nicht hemmen.
Man kann dies als ein Beispiel fiir ,,serologische Konstitutions-
erforschung‘ bezeichnen.

2. Aufbau der natiirlichen Vollantigene.

Die Methoden der Immunisierung gegen Infektions-
krankheiten sind zwar schon lange bekannt; Versuche zur
Reindarstellung der hierbei wirksamen V o11antigene wurden
jedoch erst in den vergangenen 10 Jahren mit Erfolg unter-
nommen. Diese Untersuchungen befaBten sich vor allem mit
der TIsolierung somatischer Antigene von gram-
negativenBakterien®). 4. Bojvinu. L. Mesrobeanu®)
zeigten als erste, dall aus gramnegativen Bakterien durch
Behandlung mit 0,2 n Trichloressigsdure bei 0® wilrige Extrakte
mit stark antigenen Eigenschaften gewonnen werden konnen.
Die Analyse des alkohol-fillbaren, hochmolekularen Materials
ergab einen hohen Gehalt an Kohlenhydrat und Lipoiden,
dagegen wurde Eiweil in gréSerer Menge nicht gefunden
(,,glycolipoide Antigene‘’). Zur gleichen Zeit fanden H. Rai-
strick u. W. W.C. Topley™), daBl durch die Einwirkung von
Trypsin in schwach alkalischem Medium der antigene Komplex
gewisser Bakterien in Losung gebracht werden kann. Die
Analysen ergaben ahnliche Resultate wie die der Trichlor-
essigsdure-Extrakte. Besonders einfach vollzieht sich der
Trypsin-AufschluB mancher Bakterien in schwach alkalischer
15—25 %iger Harnstoff-Losung™). [J. Walker™) gibt an, daB
2,5molare Harnstoff-Losung aus Bakterien der Salmonella-
gruppe Substanzen extrahiert, welche kohlenhydrat-reich und
eiweiBarm sind und bei Mausen stark antigen wirken. J. W.
Palmer u. T. D. Gerlough™) zeigten, dafl man bei Typhus-
bacillen mit go%igem Phenol wasserlosliches, antigenes Ma-
terial extrahieren kann. Neuerdings haben Westphal u.
Bister™) ein einfaches, allgemeiner anwendbares Verfahren
zur Extraktion antigener Glykoproteide aus (gramnegativen)
Bakterien aufgefunden. Es besteht in der Behandlung der
Bakterien mit Phenol-Wasser-Emulsionen, wobei sich Glyko-
proteide als alkohol-fallbare Substanz in der wiBrigen Phase
anreichern. Es konnten so u. a. Vollantigene aus Bact. proteus
X 19, proteus vulgaris, Ruhr-, Typhus- und Colibacillen iso-
liert weren. In ihren eingehenden Untersuchungen tiber das
somatische O-Antigen von Bact. dysenteriae (Shiga) und Bact.
thyphosum fanden Morgan u. Partridge *.7%), daB organische
Losungsmittel, insbes. Glykole wie Didthylenglykol (HO—
CHy,—CH;—0—CH,;-CH,—OH) zur schonenden Extraktion
des Vollantigens hervorragend geeignet sind.

Das somatische Vollantigen von B. dysenteriae ist ein
Komplex, der in 3 charakteristische Kompo-
nenten zerlegt werden kann: ein Polysaccharid,
welches fiir die Shiga-Spezifitdt verantwortlich ist, ein (genau
analysiertes’)) Phospholipoid und einen Protein-
Trager (sog. ,conjugated protein‘). Durch Erhitzen mit
verd. Essigsdure lassen sich die 3 Komponenten voneinander
trennen. Von groBem Interesse ist der Befund™ %), daBF or m -
amid den antigenen Komplex 16st und daBl in Losung Dis -
soziation des Komplexes eintritt, insbes. nach

65) S. M. Partridge u. W. T. J. Morgan, Brit. J. exp. Pathol. 23, 84 [1942].

%) J. R. Marrack u. Carpenter, ebenda 19, 52 [1938]; L. ¢c. Note 4. Vgl. B. Woolf, Proc.
Roy. Soc. [London], Ser. B 130, 60, 70 [1941].

57y J. Amer. chem. Soc. 51, 1519 [1929].

98) Vgl. Th. Wagner-Jauregg, diese Ztschr. 53, 319 [19401.

82} C. R. Slances Soc. Biol. Filiales Associfes 112, 76, 611, 1009; 114, 302, 305 [1933];

115,, 304 [1934]; Rev. Immunologie 2, 113 [1936]. A. Boivin, Paris Médical Nr. 6

[1939]; Rev. Immunologie 8, 16 [1942].

Brit. J. cxp. Pathol. 15, 113 {1934]; vgl. Lancet 1, 252 [1937].

O. Wesiphal u. F. Bistsr, unvertffentiicht.

Biochemic. J. 34, 323 [1940].

Science [New York] 92, 155 [1940]; s.a. W. T. J. Morgan u. S. M. Partridge, 1. c.

Note 74.

Y W. T. J. Morgan u. S. M. Partridge, Biochemic. J. 31, 2003 [1937]; 34, 169 [1940];
35, 1140 [1941].

") Diesclben, Brit. J. exp. Pathol. 23, 151 [1942].

=)
)
)
/3)

61



Zusatz von wenig Ameisensiute. Zunichst wird das Phospho-
lipoid abgespalten. Der verbleibende bindre Symplex, ein
Glykoproteid, besitzt noch die volle antigene Wirkung. Da-
mit ist erwiesen, daB das Phospholipoid fiir die Antigenitit
keine Rolle spielt’®). Bei lingerer Einwirkung von Formamid
findet weiter schrittweise Dissoziation statt; Zwischenprodukte
lassen sich fassen. Schlieflich liegt das reine Polysaccharid
neben dem Protein vor. Die 3 Komponenten wurden isoliert
und analysiert. Das eiweilBfreie Polysaccharid ist nicht antigen,
wihrend das ,,conjugated protein‘ noch schwache (aber nicht
Shiga-spezifische) antigene Eigénschaften besitzt??). Von
grundsédtzlicher Bedeutung ist es, daB es gelang, die
Polysaccharid- und die Protein-Kompo-
nente zum vollantigenen Symplex zu re-
kombinieren. Dies gelingt z. B. durch Lésen in Forma-
mid, welches anschlieBend gegen Wasser ausdialysiert wird, oder
durch Vereinigen der Komponenten in alkalischer Lisung
und vorsichtiges Ansduern. Das Protein allein fillt beim An-
sduern aus, in Kombination mit dem Kohlenhydrat entsteht
dagegen eine kolloidale Losung, aus der das Vollantigen isoliert
werden kann.

Aus Bact. typhosum konnte ein analog aufgebautes Voll-
antigen gewonnen werden). Der dissoziierende Abbau fiihrte
ebenfalls zu einem Phospholipoid?), dem typhus-spezifischen
Kohlenhydrat und einem ,,conjugated protein‘. Morgan u.
Partridge konnten zeigen, da B diese Proteine von
Bact. typhosum und von Shigabacillen in
jeder Hinsicht (chemisch, physikalisch-chemisch und
immunologisch) identisch sind. Infolgedessen gelingt es
leicht, das Typhus-Kohlenhydrat mit dem Shiga-Protein, oder
umgekehrt, zum Vollantigen aufzubauen.

Es ist wahrscheinlich, daf3 die oben beschriebenen, angeblich
praktisch protein-freien Vollantigene gramnegativer Bakterien%.70,7%)
ebenfalls mehr oder weniger eines ,,conjugated protein® enthielten,
Die Protein-Komponente in diesen Antigenen entzieht sich in vieler
Hinsicht der qualitativ analytischen Erfassung. So ist das Protein
von Morgan u. Partridge gegen proteolytische Enzyme sehr stabil
(Trypsin). Nach der Kombination mit Kohlenhydrat verschiebt
sich die Fallbarkeit durch Elektrolyte und durch Protein-Fallungs-
mittel ganz erheblich. Es wird interessant sein, zu priifen, ob das
,,conjugated protein von Dysenterie- und Typhusbacillen noch
von anderen Bakterien gebildet wird.

DieNeigung dieser Bakterien-Proteine, Symplexe zu bilden,
geht auBerordentlich weit. Partridge u. Morgan®) fanden,
dafBviele Kohlenhydrathaptene, z. B. Akazien-
und Kirschgummi, Agar-Agar u.a., mit diesen Pro-
teinen kombiniert werden kénnen und so
Vollantigene von hoher Immunisierungs-
wirkungentstehen! Diese elegante Methode scheint
allgemeinerer Anwendung fihig zu sein, sie kapn auch prak-
tische Bedeutung erlangen. Es gelang Morgan™), die Blut-
gruppensubstanz A (aus Schweinemagenschleimhaut®)) an das
konjugierte Shiga-Protein zu kuppeln und so ein stark wirk-
sames A-Vollantigen aufzubauen.

Ein anderes Verfahrenzur Uberfihrung von
Haptenen in Vollantigene ist die schon linger
bekannte, sog. Kombinations-Immunisierung®). Hierbei ge-
niigt die Injektion des Haptens (in diesem Falle besonders von
Lipoiden) in Mischung mit einem artfremden Protein,
um beziiglich des Haptens antigene Wirkung zu erzielen. Man
kann Hapten und Protein sogar getrennt verabfolgen. Das
klassische Beispiel ist das in der Natur weit verbreitete Fors-
man-Haptens!). Reine Kohlenhydrathaptene konnen so je-
doch nicht antigenc Eigenschaften erlangen.

Gelegentlich hat sich das Azo-Verfahren zur Uberfithrung von
Polysaccharid-Haptenen in Vollantigene bewahrt. Goebel u. Avery®)
stellten den p-Nitro-benzyldther des Pneumococcus Typ 11I-Kohlen-
hydrates her, welchen sie zum p-Amino-benzyliather reduzierten.
Die Diazotierung und Kupplung an Eiweif3 lieferte ein wirksames
Vollantigen. In zhnlicher Weise konnten O. Westphal, E. Reicke u.
E. Krah®) die menschliche Blutgruppensubstanz A ohne Wirk-

%) Fiir die Toxizitit des Symplexes scheint das Phospholipoid einc gewisse Rolle zu
spielen.

7) Durch weitere Dissoziation in Phenol-Losung oder in Alkali geht das ,,conjugated
protein‘ in ein ,,simple protein‘‘ iber, welches kohlenhydrat- und phosphor-frei ist
und nicht antigen, und welches nicht mehr mit dem Shiga-Kohlenhydrat Bindung

cingeht.

“#} Chem. and Ind. 60, 722 [1941].

®y W. T. J. Morgan, Biochemic. J. 37, 640 [1943].

80 H. Sachs u. A. Klopstock, Biochem. Z. 159, 491 [19257; vgl. A. J. Weil u. A. Besser,
Klin. Wschr. 10, 1914 [19311; E. Berger u. H. Scholer, Z. Immunititsforsch. exp.
Therap. 78, 16 [1932]; R. Brandt u. H. Goldhammer, Klin. Wschr. 15, 1875 [1936].

81 K. Landsteiner u. J. v. d. Scheer, J. cxp. Medicine 41, 427 [1925]; 42, 123 [1925];
F. E. Brunius: Chemical studies on the true Forsman-Hapten, the corresponding
antibody and their interaction, Stockholm 1936.

82) Naturwiss. 82, 40 [1944].
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samkeitsverlust an Proteine kuppeln und erhielten durch Injektion
der so gewonnenen Vollantigene beim Kaninchen Antiseren, welche
spezifisch nur menschliche A-Blutkérperchen, nicht aber solche
der Gruppen B oder Null agglutinierten. J. H. Humphrey®®) hat
Hyaluronsidure nach dem Azo-Verfahren an Proteine gekuppelt. Bei
der Immunisierung wurden keine Antikorper mit Hyaluronsiure-
Spezifitit erhalten. Diese Polyutonsiure scheint demnach keine
Hapten-Eigenschaften zu besitzen, vermutlich wegen ihres ubi-
quitaren Vorkommens. O. Westphal, H. Schmidt u. M. Hasenbrink8%)
fanden, daf die von K. Maurer8%) durch gerichtete Oxydation mit
Stickstoffdioxyd aus Cellulose dargestellten Polyuronsiuren nach
der Kupplung an EiweiB (Azo-Verfahren) als typische Haptene mit
markanter Spezifitit fungieren. Wegen ihrer Ahnlichkeit mit
einigen spezifischen Pneumococcen-Kohlenhydraten haben diese,
in beliebiger Menge darstellbaren®®) Stoffe als Modell-Haptene Be-
deutung. Zur Kupplung von Pektin an Eiwei8 hat sich in Hénden
von H. Micheel u. H. Dirner8®) das Azid-Verfahren bewihrt, indem
Ester des Pektins iiber das Hydrazid in das Azid iibergefithrt wurden,
die dann in schwach alkalischer Lésung mit Proteinen reagierten.

Beziiglich der Struktur der Vollantigene stehen besonders
2 Fragen zur Diskussion:

1. K6nnen reine Proteine antigen sein ?
Es sind damit Proteine gemeint, welche praktisch nur aus
Aminosiduren aufgebaut sind. Einige Forscher verneinen diese
Frage unter Hinweis auf gewisse — allerdings wenige bisher
bekannte — reine Proteine, welche in der Tat praktisch un-
antigen sind: z. B. das vollkommen kohlenhydrat-freie Cryst-
albumin von L. F. Hewit??), bei welchem nicht, wie bei der
ebenfalls unantigenen Gelatine, der Einwand erhoben werden
kann,daB3 es sich um ein Abbauprodukt handelt®®) oder um
ein Protein, dem aromatische Aminosduren fehlen8?). Die
verschiedenen mdglichen Griinde fiir die Nichtantigenitiat von
Proteinen des Crystalbumin-Typs sollen hier nicht erdrtert
werden. H. Schmidt u. Vi. untersuchen zur Zeit, ob Pferde-
oder Rinder-Crystalbumin durch chemische Abwandlung oder
Substitution antigen werden kénnen. Michee! %6-°0) nimmt
an, daB die Einfiihrung von determinantem Kohlenhydrat eine
Vorbedingung fiir die Antigenitit der Proteine sei, und tat-
sdchlich enthalten ja die meisten Proteine einige Prozent fest
gebundenes Kohlenhydrat. So sind z. B. im Gegensatz zu
Crystalbumin die Serumglobuline kohlenhydrat-haltig
und starke Antigene. Indessen haben Coghell u. Creighton®)
beweisen konnen, daB die immunologische Spezifitit des stark
antigenen Pferdeserum-Pseudoglobulins nicht durch seinen
Kohlenhydrat-Anteil (3,7%)%) gegeben ist. Denn weder mit
reinen kristallisierten proteolytischen Fermenten gewonnene
Abbauprodukte des Pferdeglobulins, in denen der Zucker an-
gereichert war, noch das schonend isolierte Kohlenhydrat
selbst, gaben irgendwelche spezifischen Hemmungsreaktionen
mit Pferdeglobulin-Antiserum. Zu &hnlichen Ergebnissen
fiihrten Untersuchungen iiber den Zuckeranteil von Eialbumin®3)
und Thyreoglobulin®).

In den Fillen, wo die Hydrolysenprodukte aus den Kohlen-
hydrat-Anteilen von Serumproteinen isoliert wurden, fand man
die gleichen drei Zucker, Mannose, Glucosamin und gelegent-
lich Galaktose?®?-%), Wenn auch die zugrunde liegenden Kohlen-
hydrate nicht identisch sein miissen, so kann dennoch in vielen
Proteinen das gleiche Kohlenhydrat vorliegen. Zur Zeit scheint
es, daB die serologische Spezifitit derartiger Kohlenhydrate in
Proteinen nicht hapten-artig ist, sondern mehr der R-salz-azo-
biphenyl-azo-Gruppe in den oben beschriebenen®*)Protein-
Derivaten dhnelt. | Wenn diese Anschauung zutrifft, so kann
die Anwesenheit des gleichen Kohlenhydrates die Spezifitit
der damit verbundenen Proteine in geringerem oder gréferem
Ausmale modifizieren, ohne die Bildung von Antikorpern aus-
zuldsen, welche mit dem isolierten Kohlenhydrat reagieren‘
(vgl. Note 41). Im Hinblick auf die gestellte Frage verdient die
Beobachtung von Pillemer, Ecker u. Mitarb.*®) Beachtung,
8%) Biochemic. J. 87, 460 [1943].

8%) K. Maurer u. G. Reiff, J. makromol. Chem. 1, 27 [1943].

6) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 280, 92 [1944].

¥) Biochemic. J. 80, 2229 [1936]; 31, 1047 1937].

%) Nach F. B. Seibert (Bacteriol. Rev. 5, 69 [1941]) kann man Tuberkulin-Priparate
vom Molekulargewicht < 17000 darstellen, welche stark antigene Wirksamkeit be-

) :};T.egierzu: W. Mutsaars, Ann. Inst. Pasteur 82, 197 [1939]; N. Guiman, Rev. Im-
guignﬁlgige]fi, 111 [1938]; F. Haurowitz, M. Tunca u. P. Schwerin, Biochemic. J. 87,

90y F, Miﬁheel; H. Emde u. H. Dérner, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 275, 2538 [1942].

1) J. Immunology 85, 477 [1938].

92} Vgl. C. Rimingion, Biochemic. J. 25, 1062 {1931].

#) R. M. Ferry u. A. H. Levy, J. biol. Chemistry 103, XXVTT [1934].

%) H. E. Stockinger u. M. Heidelberger, J. exp. Medicine 66, 251 [1937].

95) S. Frankel u. C. Jellinek, Biochem. Z. 185, 392 [1927); P. A, Levene u. T. Mori, J.
biol. Chemistry 84,49 {1929]; Bierry, C. R. hebd, Séances Acad. Sci. 191, 1381 [1930];
C. R.S3ances Soc. Biol. Filiales Associfes 116, 702 [1934]; M. Stacey u. J. M. Wolley,
J. chem. Soc. [London] 1940, 184; 1942, 350.

%) L. Pillemer, E. E. Ecker, V. C. Myers u. E. Munivyler, J. biol. Chemistry 123, 365
[1938].

8} A.a.0., im Druck.
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daB die stark antigene kristallisierte Urease durch UV-Be-
strahlung mnicht nur als Ferment inaktiviert wird, sondern
gleichzeitig auch ihren antigenen Charakter weitgehend ver-
liert. Von allgemeinem Interesse ist die Frage nach der Anti-
genitits- und Spezifitits-Anderung, welche Proteine wihrend
der Denaturierung erfahren. Leider sind die zur Klirung
dieser Frage angewendeten Methoden nur in wenigen Fillen
exakt reproduzierbar. Hier sei vor allem eine Untersuchung
von J.O. Evickson u. H. Neurath?) genannt. Sie fanden, da8
kristallisiertes und reversibel denaturiertes (8 M Harnstoff-
Ldsung) Pferdeserum-Albumin immunologisch die gleiche
Spezifitdit zeigten. Dagegen war die antigene Wirksamkeit
wahrend des Denaturierungsprozesses auf weniger als 109%
von der des nativen Albumins abgesunken. Im Anschluf3 an
diese Befunde diskutieren V{f. die Beziehungen zwischen
Protein-Denaturierung und immunologischer Aktivitit auf der
Basis der bisher bekannten physikalisch-chemischen Unter-
schiede zwischen nativen und denaturierten Proteinen.

2. Gibt es eiweiB-freie Antigene ? (Vgl
hierzu auch Noten 69, 70, 72). Mehrfach ist behauptet worden,
daB es gelingt, Haptene durch Adsorption an beliebige orga-
nische oder anorganische Kolloide zu eiweif3-freien Vollantigenen
aufzubauen®). Es besteht kein Zweifel, da schwache Anti-
gene durch Adsorption an Trigerkolloide wesentlich verstiarkt
werden konnen®)). Daher haben K. Landsieiner u. A. Jacobs'®?)
darauf hingewiesen, dafB bei allen derartigen Versuchen zu-
ndchst die absolute Eiwei}freiheit des Haptens bewiesen
werden miisse. M. Stacey'l) gibt zu bedenken, dafB3 poly-
saccharid-synthetisierende Fermente oftmals in geringen Mengen
am Substrat gebunden bleiben und so u. U. zur Manifestierung
geringer Antigenitdt, die dann durch unspezifische kolloide
Trager verstirkt wird, ausreichen konnen,

Die sorgfaltige Nachpriifung hat ergeben, daB eindeutig
protein-freie Hapten-Adsorbate, gewonnen aus vollkommen
stickstoff-freien Kohlenhydraten, niemals antigen sind10?).
Somit bleibt nach den bisherigen Untersuchungen ein ge -
wisser (gegebenenfalls minimaler) Protein-Anteil
notwendigeVoraussetzungderAntigenitat.

Fievz-David, [adassohn u. Mitarb.1%) haben versucht, eiweiB3-
freie, antigen-dhnliche Modelle zu synthetisieren. ModellmaBig
wird ein Antigen als Verbindung zwischen Hapten und einer,,Schiene‘
aufgefalit. Als ,,Schiene’ fungieren lingere Fettsiure-Radikale,
welche an das Hapten (Disaccharid u. 4.) gebunden sind, z. B. Di-
saccharid-Fettsaurerest. Damit solche Verbindungen geniigeud
wasserloslich sind, miissen noch polare Gruppen anwesend sein,
z.B.Disaccharid-Fettsiure-Rest-Phosphorsiure. Diesentheoretischen
Anforderungen geniigte das Oleyl-N-methyl-taurin, welches ana-
phylaktisierende Wirkung besitzen sollte. Es wurde dann aber ge-
funden,dafl die Wirkung hiufig auch am nicht-sensibilisierten Uterus
eintratl®™), demnach nicht spezifisch ist. K. Landsteiner u.
J. v. d. Scheerl%) hatten gefunden, daB nach Vorbehandlung von
Meerschweinchen mit Succinanilsiure-azoprotein (Vollantigen!) der
anaphylaktische Schock mit Bis-succinanilsiure-azoresorcin (Hapten)
ausgeldst werden kann. Neuerdings haben Fierz-David, [Jadas-
sohn u.a%%)  anaphylaxie-ihnliche’* Reaktionen beschrieben,
welche durch 2’-Oxy-8’-acylamino-naphthalin-1’-azo-benzol-2,5-di-
sulfosaures Natrium auslésbar sein sollen, wenn der Acyl-Rest linger
als Cjgist. Verbindungen mit Acyl-Resten von Cg bis C;, hemmen die
durch C,;-Cig-Verbindungen auslésbare Uteruskontraktion.

NO,S

CH,—(CHy)—CO—NH N=H._<_>
30

soath
NN

Da es sich hier immer um stark capillaraktive Mittel handelt, er-
scheint es fraglich, ob die beschriebenen Reaktionen mit der echten
Anaphylaxie zusammenhingen. Vielleicht handelt es sich um
Effekte, wie man sie bei der Einwirkung verschiedener Seifen auf
Proteinel®”) beobachtet.

97} J. exp. Medicine 78, 1 [1943].

) P. Gonzalez u. M. Armangué, C. R. Siances Soc. Biol. Filiales Associées 108, 1007
[1931]; 110, 216 [1932]; F. Zozaya, Science [New York] 74, 271 [1932]; J. exp. Me-
dicine 85, 325 [1932]; J. Zozaya u. J. Clark, ebenda 57, 21 [1933].

9) S. F. Jones, ebenda 48, 303 [1927]; L. Hektoen u. W. H. Welker, J. infect. Diseases
53, 309 [1933]; vegl. A. J. Weil u. A. Besser, Klin. Wschr. 1931, 1914.

200 Proc. Soc. exp. Biol. Med. 29, 570 [1932].

101y Chem. and Ind. 61, 110 [1942].

12y Z, B. J. G. FitzGerald, Trans. Roy. Soc. Canada, Sect. III 87,1 [1933]; S. M. Par-
tridge u. W. T. J. Morgan, 1. c. Note 65.

108y . E. Fiere-David, W. fadassohn u. A. Margot, Helv. chim. Acta 21, 298 [1938].

104y H. E. Fierz-David, W. Jadassohn u. A. Kleemann, ebenda 22, 3 [1939].

105} T, exp. Medicine 56, 399 [1932]; 57, 633 [1933]; 67, 79 [1938].

108} Helv. chim. Acta 22, 1456 [19391; 24, 5 E [1941]; 25, 1125 [1942].

107y M. L. Anson, Science [New York] 90, 256 -(1939]; J. gen. Physiol. 23, 239 [1939],
R.Kuhn u. H. J. Bielig, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 1080 [1940]; O. Westphalu. D. Jer~
chel, Kolloid-Z. 101, 213 [1942].
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Es gibt einige einfache chemische Verbindungen, welche
dadurch spezifisch antigene Wirkungen ausiiben, da sie in
vivomitkdérpereigenen Proteinenkuppeln.
Landsteiney'©8) injizierte Meerschweinchen z. B. Dinitrochlor-
benzol. Bei der Zweitinjektion mit Dinitrochlorbenzol-azo-
protein wurde typischer anaphylaktischer Schock ausgelCst.
Fiir entsprechende Haptene zeigten die Tiere starke Ha ut -
iberempfindlichkeit. Die wiederholte Beriihrung
mit solchen einfachen chemischen Verbindungen (Dinitro-
halogenbenzole, Diazomethan, Phenylhydrazin u.a.) kann
beim Menschen zu allergischen Erscheinungen
fithren (z. B. Kontaktdermatitis in der chemischen Industriel®)).
K. Landsteiner u. M. W. Chase'%) zeigten, daB3 Hautiiberemp-
findlichkeit gegen Dinitrofluorbenzol oder Picrylchlorid da-
durch hervorgerufen werden kann, daf man Stromata der
eigenen Spezies mit diesen Verbindungen konjugiert und die
Konjugate intraperitoneal injiziert. Die sensibilisierende Wir-
kung einer anderen Gruppe von einfachen Substanzen (z. B.
Pikrinsdure) scheint darauf zu beruhen, daf sie zunichst in
reaktionsfihigere Stoffe {ibergehen, die dann mit Proteinen
kuppeln konnentll),

3. Wirkstoffe als Antigene.

a) Fermente. Man kann durch Injektion von Amylasel?),
Trypsin'®), Pepsin und Pepsinogen'4) von Katalase!®), von
Tyrosinase''f) und besonders von Ureaselt?) (vgl. auch Note 96)
die Bildung e c h t e r Antikérper ausldsen. Bei Urease griindet
sich ein sehr wirksames Anreicherungsverfahren auf die Zer-
legung des spezifischen Pricipitates Urease-Antiurease!'8). In
manchen Fillen wird das Ferment durch sein Antiferment
spezifisch inaktiviert, in anderen Fillen ist die Inaktivierung
gering oder gar nicht zu beobachten. Hier darf angenommen
werden, daB3 die determinante Gruppe des Antigens mit der
prosthetischen Gruppe des Fermentes nicht zusammenféllt
(vgl. hierzu Note 116).

Hierzu haben F. Kubowitz u. P. Ott!'% einen interessanten Bei-
trag geliefert. Sie isolierten und kristallisierten aus Muskeln und
Jensen-Sarkomen der Ratte das reduzierende Gérungsferment,
welches die Reaktion: Brenztraubensiure -+ Dihydropyridin-
nucleotid = Milchsdure 4+ Pyridinnucleotid bewirkt. Das Ferment
ist fiir Kaninchen antigen, das gebildete Antiferment hemmt die
Wirkung sowohl des Fermentes aus Muskeln als auch desjenigen
aus Sarkom. Diese Hemmung hingt jedoch von der Brenztrauben-
sdure-Konzentration ab; sie nimmt ab, wenn letztere steigt. Dies
ist theoretisch von Interesse, ,,weil aus dem Antagonismus zwischen
Brenztraubensiure und Antiferment folgt, daB beide Substanzen
von der gleichen Stelle des Fermentproteins gebunden werden;
daB also das Antiferment hemmt, indem es die Brenztraubensiure
von dem Fermentprotein verdrangt‘.

b) Virus. Es ist bekannt, daB das Uberstehen gewisser
Viruskrankheiten hochgradige Immunitit gegen die Zweit-
infektion verursacht'??). Nachdem einige Virusarten in reinem
Zustande als Virusproteide dargestellt worden waren, konnte
ihr Verhalten als Antigen genauer untersucht werden'®!). Be-
sonders eingehend wurde das antigene Verhaltendes Tabak -
mosaikvirus studiert!®1®), Bemerkenswert ist, daB die
enzymatische Abspaltung der Nucleinsdure auf die Antigenitit
und Spezifitit des Tabakmosaikvirus keinen EinfluB hat!?4),
Die Nucleinsdure besitzt hier offenbar keine determinanten
Eigenschaften!®®), Die antigene Sperzifitdt der Viren ist zur
Unterscheidung und Erkennung nahe verwandter Arten ge-

108) K. Landsteiner u. J. Jacobs, J. exp. Medicine 81, 643 [1935]; 84, 625 [19361; K. Land-
stetner, New England J. Med. 215, 1199 [1936]; K. Landsteiner u. M. W. Chase, J.
exp. Medicine 66, 337 [1937].

1°%) Vgl.z. B. N. S. Wedroff u. A. P. Dalgoff, Arch. Dermatologie Syphilis 171, 647 [1935];
K. Landsieiner, Schweiz. med. Wschr. 71, 1359 [1941]. .

119 J, exp. Medicine 78, 431 [1941); K. Landsteiner, 1. c. Note 109.

Y K. Landsteiner u. A. A. Di Somma, ebenda 72, 361 [1940].

212) H. Liiers u. F. Albrecht, Fermentforsch. 8, 52 [1926].

113) F. Standenath, ebenda 9, 9 [1928); C. Ten Broeck, ]. biol. Chemistry 108, 728 [1934].
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15) E. Tria, J. biol. Chemistry 129, 377 [1939]; D. H. Campbell u. L. Fourt, ebenda 129,
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18y M. H. Adams, J. exp. Medicine 78, 175 [1942].

W) J. S. Kirk u. J. B. Sumner, J. Inmunology 28, 495 [1933]; J. B. Sumner, Ergebn.

Enzymforsch. 8, 201 [1937].

118y 7. S. Kirk, J. biol. Chemistry 100, 667 [1933].
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129) R. Doerr, Handb. d. Virusforsch., Springer, Wien 1938, 1, 90 ff.; C. Hallauer, ebenda
1. Erg.-Bd. 1944, 349 ff.; Rocha-Lima, Reis u. Silberschmidt: Methoden d. Virusforsch.,
Urban - Schwarzenberg, Berlin-Wien 1939, 3001f.; T. M. Rivers, Science [New York]
85, 107 [1942].

121y Vgl. J. R. Marrack, 1. c. Note 2.

122) G.Schramm 0. H. Friedrich-Freksa, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 270, 233 [19417;
M. v. Ardenne, H. Friedvich-Freksa u.G. Schramwm, Arch. ges. Virusforsch. 2,80 [1941].
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eignet'?®). G. Schramm u. H. Friedvich-Freksal?) konnten eine
Mutante des Tabakmosaikvirus vom urspriinglichen Tabak-
mosaikvirus serologisch unterscheiden!

c) Hormone, Es ist gelungen, fiir einige Proteohormone, das
thyreotrope!) und gonadotrope!® Hormon
sowie Prola c¢tin') spezifische Antihormonenachzu-
weisen. Die Antigenitit von Insulin ist umstritten®131), Der
Nachweis der Antihormone konnte bisher nicht einwandfrei
mit immunologischen Methoden (Pricipitation usw.) erbracht
werden, sondern griindet sich auf biologische Inaktivierung
der Hormonwirkung. In geringer Menge scheinen Antihormone
auch normalerweise im Blut vorzukommen, bei langdauernden

Hormongaben treten sie jedoch in gréBerer Menge auf, so daB3*

die Versuchstiere u. U. gegen das Hormon refraktir werden!®?),
Bildungsort der Antihormone ist das Reticuloendothel!3?), wo
auch die Antikorper entstehen. Man ist geneigt, ihre Bildung
als RegulationsmaBnahme des Organismus gegen ein Uber-
angebot an tropen Hormonen anzusehen'?),

Harington u. Mitarb.133) stellten fest, dafl durch Kupplung
von Thyroxin an Eiweil chemospezifische Antigene er-
halten werden, in denen das Thyroxin die Rolle der determi-
nanten Gruppe spielt. Die Thyroxin-Antikdrper zeigen anta-
gonistisches Verhalten gegeniiber der stoffwechselsteigernden
Wirkung des Schilddriisenhormons. Thyroxyl-Proteine 16sen
also die Bildung von ,,Antithyroxinen‘’ im serologischen und
physiologischen Sinne aus. In Verfolg derartiger Unter-
suchungen zeigten die englischen Forscher!®), daBl kiinstliche

126y Vgl. z. B. 4. S. Lazarus u. K. F. Meyer, J. Bacteriol. 88, 171 [1939]; M. D. Eaton,
W. P. Martin u. M. D. Beck, J. exp. Medicine 75, 21 {1942], u. a.

127} Privatmitteilung.

128) 1. B. Collip, Lancet 1934, 784; J. Physiology 82, 11 [1934]; 4. Loeser, Naunyn-
Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 177, 745, 749 [1935]1; 184, 23 {1938];

daselbst Ubersicht mit Literatur. — Vgl. aber S. C. Werner, Endocrinology 22, 291
[1938]; W. Eickhoff u. Mitarb., Frank{. Z. Pathol. 52, 303 [1938]; Verh. dtsch. pathol.
Ges. 31, 461 [1939].

129} B.Zonmdek u.F. Sulman, Proc. Soc.exp. Biol. Med. 87,193, 198,343 [1937]; J. W. Row-
lands, Lancet 1937, 924; Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 124, 503 [1938]; 126, 76
[1938]; R. Brandt u. H. Goldhammer, Klin. Wschr. 1938, 236.

120) F. G. Young, Biochemic. J. 32, 656 [1938]; W. J. Strangeways, J. Physiology 93,
47 P [1938].

V1) P, Wassermann, R. H. Broh-Kahn u. J. A. Mirsky, J. Immunology 38, 213 [1940].

132) 4. S. Gordon, Cold Spring Harbour Sympos. quantitat. Biol. 5, 419 [1937]; 1. c. Noten
128 —130.

13) R. F. Clutton, C. R. Haringtors u. M. E. Yuill, Biochemic. J. 32, 1119 [1938].

134} G. C. Butler, C. R. Harington u. M. E. Yuill, ebenda 34, 838 [1940].

A spiryl- Proteine sich ebenfalls als chemospezifische Ant-
gene verhalten. Bei jungen Ratten mit experimentellem Fieber
blieb nach passiver Immunisierung mit Antiaspirin-Serum
vom Kaninchen die antipyretische Wirkung des Aspirins aus,
die bei nicht-immunisierten Tieren regelmiBig eintritt. Neuer-
dings haben Went, Kesztyiis u. Mitarb1%%) Adrenalin-
azo-proteine hergestellt und den determinierenden Einflu3 des
Adrenalins durch serologische Hemmungsreaktionen nach-
gewiesen. Die durch Injektion von Adrenalyl-azo-proteinen ent-
standenen Antikérper hatten keinen EinfluB8 auf die Wirkung
des Adrenalins am Blutdruck, an der Nickhaut von Katzen,
am virginellen Katzenuterus, am Trendelenburg-Frosch und
am hypodynamen Froschherzen. Lediglich gegeniiber der
primdren Abnahme des respiratorischen Stoffwechsels weiller
Ratten auf hohe Adrenalin-Dosen verhielten sich die Anti-
korper antagonistisch. Bei mit Adrenalyl-azo-eiweil immu-
nisierten Ratten kam es statt dieser Senkung zu einer be-
trichtlichen Steigerung des respiratorischen Stoffwechsels!3).

S. B. Hooker u. W. C. Boyd*®?) haben versucht, Morphin
und Strychnin an Proteine zu kuppeln. Die Versuche mit
Morphin waren nicht erfolgreich. Dagegen konnte ein Mono-
aminostrychnin dargestellt und gekuppelt werden. Die Re-
aktion der erhaltenen Antiseren mit Strychnylproteinen wurde
durch Strychnin gehemmt. Gegeniiber der lethalen Strychnin-
Vergiftung bei Miusen waren die Antiseren jedoch ohne neu-
tralisierende Wirkung.

Die Kupplung 6strogener Hormone wurde von
L. F. King u. W. R. Franks®®) beschrieben. Uber die Immu-
nologie dieser Hormon-Proteide ist dem V{. bisher nichts
bekannt geworden.

Die serologische und physiologische Priifung von chemo-
spezifischen Antigenen mit bestimmten physiologischen oder
pharmakologischen Wirkstoffen als determinanter Gruppe wird
jedenfalls auch weiterhin theoretisch und praktisch von Inter-
esse sein.

Teil IT folgt demnichst.
135) St Went, L. Kesatydis u. T. Szilagyt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar-
makol. 193, 609 [1939]; 198, 338 [19411; St. Went, Klin. Wschr. 1942, 470.
138y St.Went, L. Kesztydis u. T. Szilagy?é, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar-
makol. 202, 143 [1943].

137} J. Immunology 38, 479 [19407.
138) 1, F. King u. W. R. Franks, J. Amer. chem. Soc. 83, 2042 [1941].

Eingeg. 11. April 1944. [A. 8.]

Uber Umkehrbarkeit physiologischer Reaktionen®

Von Prof. Dr. F. KNOOP, Tibingen.

n den letzten Jahren ist in der chemischen Literatur wieder-
holt auf die Bedeutung der Reversibilitit physiologisch-
chemischer Reaktionen hingewiesen worden!), und zahlreiche

Arbeiten aus verschiedenen Gebieten haben Belege dafiir ge-
bracht. Zweifellos finden Reaktionen wie die Verseifung der
Fette, die Spaltung der Glucosid-Bindung der Kohlenhydrate
und der Peptid-Bindung der Eiweifle im lebenden Organismus
ebenso in umgekehrter Richtung statt, reversible Hydrolysen,
die mit geringer Warmetdnung einhergehen und bei dem Um-
bau der korperfremden Nahrstoffe zu kérperadidquaten von
groBter Bedeutung fiir die Erndhrung sind. Sie lassen sich in
vitro in einfachen Ansédtzen verfolgen, und man kann annehmen,
daf} sie in den Zellen dhnlich verlaufen, auch wenn hier ihre
genaue Messung nur schwer moglich ist. Nach Eggert u. Hock 2)
kann man solche Vorginge als reversibel im physikalischen
Sinne (also als Gleichgewichtsreaktionen) nur bezeichnen,
,,wenn sie ohne Veranderung ihrer Umgebung verlaufen’. Aber:
Leben ist Bewegung, -— und die Vorginge in den Zellen des
Gesamtorganismus verlaufen ganz sicher mit fortwihrender
Veranderung ihrer Umgebung.

Es seien deshalb hier einige Reaktionen zusammengestellt,
die fiir den ganzen Zellchemismus charakteristisch sind, die
aber nicht wie etwa die Umaminierung der EiweiB-Abbau-
produkte nach Braunstein u. Kritzmann oder wie die rever-
siblen Ubergange von Citronensiure = Aconitsidure = Iso-
citronensaure Gleichgewichtsreaktionen sind, sondern solche,
die mit starken Energieverschiebungen in Oxydation und
Reduktion einhergehen und bei denen auf dem gleichen oder
aber auch auf ganz anderen Wegen dieselben Substanzen zu-
riickgebildet werden, von denen sie ausgegangen waren — Reak-
tionen, bei denen wir also, lediglich am Effekt gemessen, von
einer physiologischen Umkehrbarkeit sprechen mii3ten.

*) Nach einem Vortrag im chemischen Colloquium in Tiibingen im November 1943.
1) Vgl. W. Franke, diese Ztschr. 52, 696 [1939].
2} Lehrbuch d. physikal. Chemie 1941, S.42.
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1926 haben die Kliniker Knipping u. Ponndorf3) ,die
Besonderheit der Einwirkung von Orga-
nismen auf organische Substanzen’” unter
dem Gesichtspunkt der Reversibilitat erértert. Sie verfiitterten
einerseits Aceton, andererseits Isopropylalkohol und fanden im
Harn stets beide — also Oxydation und Reduktion am gleichen
Substrat. Die Autoren zitierten besonders die Aminosiure-
Synthese des Verfassers und seine Betonung des Reversibilitats-
prinzips im Lebensbereich auf dem Stockholmer Physiologen-
kongre34), unabhingig von der die Autoren zu ihrer Auf-
fassung gekommen, waren. Wenn nun auch in dem Nachweis
der physiologischen Umkehrbarkeit des Aminosiure-Abbaus
eine Analogie zu ihren Reaktionen vorliegt, da in Anwesenheit
von Ammoniak Ketosiuren zu Aminosduren hydriert werden
konnen und dabei eine klare Umkehrung ihres Abbauweges er-
folgt, so wurde doch gleichzeitig ausgefiihrt, daf hier keine
einfache Reversibilitit vorliegt. Der Befund der reduktiven
physiologischen Aminierung, bei der sich in diesem Fall gleich-
zeitig eine Acetylierung abspielte, hatte uns schon veranla@3t,
nach dem Wasserstoff-Donator zu suchen; und wir fanden 1922,
daB dafiir vor allem die Brenztraubensédure in Frage
kam, die unter gleichzeitiger Essigsaure-Bildung den Acetyl-
Rest und den Wasserstoff liefert. Hier war also eine weitere
Substanz beteiligt. Und so etwa verlaufen solche Prozesse im
Tierkérper meistens. Uberall liegt ein buntes Gemisch ver-
schiedenster Substanzen vor, die sich fortwahrend gegenseitig
beeinflussen und so in gekoppelter Reaktion die Umkehr eines
Vorganges herbeifithren kénnen, der vorher, vielleicht andern-
orts, in entgegengesetzter Richtung verlaufen war.

Es ist in der Tat die Umkehrbarkeit physiologischer Re-
aktionen fiir das Leben besonders charakteristisch; und es ist
sehr dankenswert, daf3 hier auch einmal von klinischer Seite
auf einen so allgemein biologischen Gesichtspunkt hingewiesen

3} Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 160, 25 [1926].
4} Miinchener Med. Wschr. 18, 2151 [1926]; Naturwiss. 18, 224 {1930].
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