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Untersuchungen Uber die Natur der Antikdrper
Von Prof. Dr. F. HAUROWITZ¥*)

Department of Chemistry, Indiana University, Bloomington, Indiana, USA

Antigene, seien es pathogene Erreger oder kiinstliche chemische Verbindungen, veranlassen im Kér-

per die Bildung von Antikérpern groBer Spezifitdt, welche die Ursache der spéteren Immunitdt sind.

Die Spezifitdt ist u.a. in den rdumlichen Formen der beteiligten Molekiile begriindet. Antigen und Anti-

korper passen zueinander wie Matrize und AbguB (Faltung der Peptidietten). Uber Einzelheiten der

Antikdérperbildung wird sich erst Entscheidendes sagen lassen, wenn wir mehr iiber die Biosynthese der

Proteine und besonders der Serumglobuline wissen. Die wesentlichen Anschauungen und Theorien
neuerer Zeit leiten sich noch von Ehrlichs |dee der Komplementaritdt ab.

Unter dem Ausdruck ,,Immunitat* verstehen wir im all-
gemeinen die Widerstandsfahigkeit gegen die eine oder an-
dere Art von pathogenen Erregern. Der Organismus bildet
nach dem Eindringen dieser Erreger Antikdrper, welche
die Bakterien immobilisieren oder in dnderer Weise scha-
digen. Man hat die eindringenden Erreger als Antigene
bezeichnet und hat dann spéter ganz allgemein den Aus-
druck Antigen auch auf andere Materialien ausgedehnt, die
eine Antikgrperbildung hervorrufen.

Die Immunologie hatte anfanglich nichts mit Chemie zu
tun. Die ersten Antigene waren nicht chemische Substan-
zen, sondern komplizierte Organismen. Um die Jahrhundert-
wende wurde es jedoch klar, daB nicht nur Bakterien son-
dern hiufig auch deren Extrakte antigene Wirkung haben
und Antikérperbildung hervorrufen konnen. In vielen Fal-
len wirken auch Kochextrakte antigen. Solche Antigene
waren demnach hitzebestiandig. SchlieBlich erwiesen sich
auch kristallisierte Proteine, etwa kristallisiertes Ovalbu-
min, als antigen. Injiziert man einem Kaninchen ein solches
antigenes Protein, so findet man nach wenigen Tagen, daB
das Blutserum des Kaninchens mit dem injizierten Protein
in vitro gemischt einen Niederschlag gibt. Es enthdlt dem-
nach Antikérper, welche Ovalbumin oder ein anderes inji-
ziertes Protein prazipitieren. Die Reaktion ist auerordent-
lich spezifisch. Wir nennen die die Prazipitation verursa-
chenden Antikorper Prazipitine. Die Prazipitin-Reak-
tion dhnelt in ihrer Einfachheit chemischen Fallungs-
reaktionen. Sie bildet die Grundlage der modernen Immuno-
chemie. Es muB jedoch betont werden, daB im lebenden
Organismus andere Immunitatsreaktionen oft eine gréBere
Bedeutung haben.

Die wichtigsten dieser Reaktionen sind die Aggluti-
nation oder die Lyse von Bakterien oder anderen Zellen,
deren Phagozytose, und die Neutralisation von Toxinen
durch Antitoxine. Der diesen Reaktionen zugrunde liegende
Vorgang ist jedoch in allen Fillen der gleiche, namlich die
:)?l:\-\‘l;i_t:rte Fassung eines am 14. Mirz 1960 im Georg-Speyer-

Haus in Frankfurt/M. anldBlich der Verleihung des Ludwig-

Darmstiatter- und Paul-Ehrlich-Preises gehaltenen Vortrages. —

Die in diesem Vortrag erwdhnten Experimentalarbeiten wurden

wihrend der letzten Jahre durch Forschungsstipendien der

National Science Foundation und des U.S. Public Health Service

und durch Mittel, die der Indiana University von der Atomic

Energy Commission und dem Office of Naval Research zur Ver-
fiigung gestellt wurden, groBziigig unterstiitzt.

Angew. Chem. | 73. Jahrg. 1961 | Nr. &

Bildung einer Bindung zwischen Antigen und Antikorper.
Da dies auch der Vorgang ist, der die Prazipitation von 15s-
lichen Antigenen durch Prazipitine verursacht, kann man
die an der Préazipitinreaktion gewonnenen Erfahrungen
auch auf die anderen Immunitatsreaktionen iibertragen.

Die erste Injektion eines loslichen Antigens hat, wenn
dieses nicht etwa toxisch ist, keine nachteiligen Wirkungen
auf den Organismus. Die nach wenigen Tagen im Blut-
serum auftretenden Prazipitine verschwinden im Laufe von
I bis 2 Wochen und das Tier verhdlt sich in jeder Bezie-
hung normal. Injiziert man jedoch einem solchen Tier das
gleiche Antigen ein zweites Mal, dann kommt es hiufig zu
schweren Stérungen, Das Tier wird unruhig, seine Atmung
erschwert, und der Tod kann durch Krampfe der Bron-
chialmuskulatur eintreten. Es geht aus dieser Beschrei-
bung hervor, daf die Bildung von Antikorpern fiir ihren
Trager nicht immer giinstig ist. Sie kénnen im Gegenteil
schwere Schadigung hervorrufen. Der Ausdruck Immuni-
tat ist fiir solche Erscheinungen nicht angemessen. Man
spricht haufig von Uberempfindlichkeit, von Sensibilisie-
rung, oder von Allergie. Es besteht jedoch kein wesentlicher
Unterschied zwischen diesen Phinomenen und der Immu-
nitat im engeren Sinne, der Schutzwirkung der Antikor-
per. Beide Prozesse gehen letzten Endes auf den gleichen
Vorgang zuriick, auf die gegenseitige Bindung von Antigen
und Antikdrper.

Eine der auffallendsten Folgen der zweiten Injektion ist,
daB das sensibilisierte Tier, wenn es die Reinjektion tiber-
lebt, einen sehr schnellen Anstieg der Antikérper im Blut
aufweist und daB der Antikérpergehalt des Blutes viel
hoher ist als nach der ersten Injektion. Diese erhfhte Reak-
tivitat ist ganz spezifisch und tritt nur ein, wenn das
zweite injizierte Antigen mit dem zuerst injizierten Antigen
identisch ist. Es macht fast den Eindruck, daB sich der
Organismus an das zuerst injizierte Antigen geradezu er-
innern wiirde. Man spricht deshalb auch von einer ,,anam-
nestischen® Reaktion.

Die erste Erklarung dafiir wurde von Ehrlich gegeben,
der annahm, daB im Korper fiir jede Art der injizierten oder
eindringenden Antigene spezifische ,,Rezeptoren’ vor-
handen seien. Die Rezeptoren sind nach Ehrlich dem ein-
dringenden Antigen raumlich angepaBt und kdnnen sich
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daher mit ihm spezifisch vereinigen. Die Rezeptorentheorie
wurde zu einer Zeit vorgeschlagen, als man unter der Be-
zeichnung ,, Antigen” vorwiegend Bakterien oder Zellen
anderer Organismen verstand, z.B. artfremde rote Blut-
korperchen. Ehrlich nahm an, daB gewisse Zellen Rezep-
toren fiir ein Antigen A tragen, andere Zellen Rezeptoren
fiir ein anderes Antigen B, wieder andere fiir ein Antigen C,
und so fort. Wenn nun eines dieser Antigene injiziert wird,
wird es vom homologen Rezeptor abgefangen und dieser
wird nun {iberstiirzt neugebildet, regeneriert. Ehrlichs ge-
niale Rezeptorentheorie war der erste erfolgreiche Versuch
zu einer umfassenden Erklirung aller Immunitatserschei-
nungen.

Die Spezifitiit der Antigene

Die moderne Immunchemie wurde durch die grundle-
genden Arbeiten Kar! Landsteiners!) ins Leben gerufen.
Landsteiner modifizierte Proteinmolekiile durch Kupplung
mit einer groBen Zahl von aromatischen Aminosiduren. Er
zeigte, daB der tierische Organismus imstande ist, gegen
jedes dieser kiinstlich erzeugten Azoproteine Antikdrper zu
bilden, die sich ganz spezifisch an die in vitro erzeugte che-
mische Gruppe binden und das diese Gruppe tragende Pro-
tein prazipitieren. Man kann z. B. Sulfanilsdure diazotieren
und die gebildete Diazobenzolsulfonsdure an die Tyrosin-
oder Histidin-Reste der Proteine kuppein. So gebildete
Azoproteine sind rotbraun und im allgemeinen in Wasser
leicht I6slich. Injiziert man einem Kaninchen ein solches
Azoprotein, das p-Azophenyl-sulfonsdure-Gruppen ent-
hélt, so bildet das Tier Antikérper, die sich ganz spezifisch
mit dem injizierten Azoprotein verbinden, aber auch mit
Azoproteinen, in denen die p-Azophenyl-sulfonat-Gruppe
an andere Proteine gebunden ist. Die Prazipitation dieser
Proteine 148t sich durch Zusatz gréBerer Mengen von p-
Azophenyl-sulfonsaure-Derivaten des Tyrosins oder auch
von entspr. Derivaten anderer Phenole hemmen, nicht je-
doch durch die analogen m- oder o-Azophenylsulfonate.
Azoproteine, welche die m- oder o-Azophenylsulfonat-
Gruppe tragen, werden durch Antikorper gegen die p-

Azophenylsulfonat-Proteine nicht prazipitiert, wohl aber .

durch Antikérper gegen Azoproteine, welche die m- oder o-
Azophenylsulfonat-Gruppe enthalten.

In anderen Versuchen hat Landsteiner gezeigt, daB man
nicht nur o-, m- und p-Verbindungen serologisch voneinan-
der unterscheiden kann, sondern auch cis- und trans-Ver-
bindungen oder p- und L-Verbindungen. Aus all diesen Be-
obachtungen geht hervor, da8 sich die Spezifitdt der Anti-
korper nicht gegen das grofie Azoproteinmolekiil als Ganzes
richtet, sondern nur gegen eine bestimmte Gruppe des-
selben. Wir bezeichnen diese Gruppe als diedeterminante
Gruppe des Antigens. Aus Landsteiners Versuchen geht
klar hervor, daB die Spezifitdt der immunologischen Reak-
tionen eine Chemospezifitat ist.

Mit Hilfe der Diazoreaktion kann man viele Substanzen unter
milden Bedingungen an Proteine kuppeln. Man arbeitet im all-
gemeinen in der Kilte bei pr 8 bis 9. Die Azoproteine lassen sich
durch Umfillen oder dureh Dialyse reinigen. Verbindungen, die
sich nicht diazotieren lassen, kénnen in Anilin-Derivate umgewan-
delt und dann diazotiert werden. So lassen sich die Nitrobenzyl-
ester der einfachen Zucker durch Reduktion in Aminobenzylester
umwandeln, dann diazotieren und an Eiweil kuppeln. Man kann
auch andere Kupplungsreaktionen anwenden wie etwa die Bin-
dung von Isocyanaten an die freien Amino-Gruppen der Lysin-
Reste der Proteine.

Landsteiner fand, daB Azoverbindungen mit sauren Sub-
stituenten besonders wirksame Antigene sind, und das sich
die Spezifitit der Antikorper vor allem gegen die sauren
Gruppen richtet. Er sah daher diese Gruppen als wesentlich

1) K. Landsteiner: The Specificity of Serological Reactions, Har-
vard Unlvers. Press 1946. '
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fiir die determinante Wirkung der Antigene an. In unserem
Laboratorium haben wir stark basische Anilin-Derivate wie
p-Aminobenzylamin oder m-Aminophenyl-trimethyl-am-
moniumchlorid diazotiert und an Eiweifl gekuppelt. Der-
art ethaltene Azoproteine erwiesen sich als hochwirksame
Antigene und ihre basische Gruppe als determinant?). In
Ubereinstimmung mit Landsteiner finden wir nur einen ge-
ringen determinanten Effekt in apolaren oder ungeladenen
Gruppen. Fiir die antigene Wirkung der determinanten
Gruppen ist offenbar eine gewisse Polaritdt und eine starre
Struktur wesentlich. Paraffin-Ketten, wie sie etwa in den
aliphatischen Fettsduren vorkommen, kénnen nicht deter-
minant sein, da sie keine starre Struktur besitzen; infolge
der Flexibilitat der Paraffin-Kette haben sie zu verschie-
denen Zeiten verschiedene Konformationen. Das Postulat,
daB Polaritdt und starre Struktur notwendige Voraus-
setzungen fiir die antigene Determinanz sind, macht es
verstdndlich, daB gerade die aromatischen Verbindungen
mit ihren starren Benzolringen so wirksame determinante
Gruppen bilden. Die Spezifitit der Kohlehydrat-Antigene
wird offenbar durch die Pyran- oder Furan-Ringe und
deren zahlreiche polare Substituenten bestimmt. Die Blut-
gruppen-Antigene und zahlreiche Bakterienantigene ge-
horen in diese Gruppe der Polysaccharid-Antigene.

Das wichtigste Ergebnis der Arbeiten Landsteiners ist die
Erkenntnis, daB chemisch einheitliche Molekiile als Anti-
gene wirksam sind und daB die Immunspezifitat dieser An-
tigene ganz bestimmten determinanten Gruppen des
Antigenmolekiils zugeschrieben werden muB. Daraus geht
hervor, daf} die klassischen ,,Antigene®, vor allem Bakterien
und Zellen, eine Vielzahl verschiedener Antigene enthalten.
So findet man in roten Blutkorperchen nicht nur die kohle-
hydrat-haltigen Blutgruppenantigene, sondern das eben-
falls als Antigen wirksame Hamoglobin und andere.
Wihrend die determinanten Gruppen der kiinstlich er-
zeugten Azoproteine wohlbekannt sind, wissen wir sehr
wenig iiber die determinanten Gruppen der natiirlichen
Proteinantigene. Da die serologische Spezifitit der Pro-
teine durch Kupplung mit Diazoverbindungen und durch
Jodierung vernichtet wird, ist es sehr wahrscheinlich, daB
die dabei beteiligten Tyrosin-Reste fiir die Spezifitit
besonders wichtig sind. Diese Vermutung wird durch die
kiirzlich von Sela und Mitarbeitern?®) nachgewiesene anti-
gene Wirkung von Polytyrosin-Gelatine wesentlich ge-
stiitzt. Manche der determinanten Gruppen der natiirlichen
Proteine scheinen im Inneren ihrer globulidren Molekiile
verborgen zu sein; sie werden durch vorsichtige Verdauung
des Protein-Antigens mit proteolytischen Enzymen frei-
gesetzt und reagieren dann mit dem homologen Immun-
serum (Lapresle und Mitarbeiter$)).

Da die natiirlichen Protein-Antigene nur aus Amino-
sduren bestehen, ist es klar, daB ihre determinanten Grup-
pen ebenfalls nur Aminosiauren enthalten kénnen. Vermut-
lich bilden Gruppen von drei oder vier Aminosiure-Resten
einen antigenen Bezirk an der Oberfliche der globu-
laren Antigenmolekiile. Man kann leicht berechnen, daB es
nicht mehr als etwa 50000 derartiger Kombinationen der
etwa 20 natiirlichen L-Aminosduren geben kann. Die Zahl
der determinanten Kombinationen wiirde viel kleiner sein,
wenn nur die aromatischen Aminosiuren determinante
Kombinationen bilden k&nnten. Andererseits wiirde die
Zahl der moglichen determinanten Kombinationen wesent-
lich ansteigen, wenn nicht nur deren Zusammensetzung,

?) F. Haurowitz, M. Vardar u. P. Schwerin, J. Immunology 43, 3217
{1942).

3) M. Sela u. R. Arnon, Biochem, J. 75, 91, 103 [1960].

4) C. Lapresle, M. Kaminski u, C. E. Tanner, J. Immunology &2,
95 [1959].
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sondern auch ihre gegenseitige Lagerung im Raum, ihre
Konformation, fiir die Spezifitat wesentlich wire.

Es hat nicht an Versuchen gefehlt, eiweiBfreie Anti-
gene zu erzeugen. Tatsédchlich findet man Antikorperbil-
dung nach parenteraler Einverleibung gewisser Halogen-
Derivate von aromatischen Nitro-Verbindungen. Man hat
allen Grund anzunehmen, da8 in solchen Fillen Kupplung
der Verbindungen mit den Kdrperproteinen in vivo statt-
findet, und daB dann das Kupplungsprodukt als Antigen
wirkt. Harington®) hat derartige Substanzen, die in vivo
in Antigene iiberfiihrt werden, als Proantigene bezeich-
net. Die meisten eiweiB-freien Azoverbindungen wirken
weder als Antigene, noch als Proantigene. Sie sind aber, wie
Landsteiner fand, imstande, die Prazipitation der analogen
Antigene durch Antikorper zu verhindern, da sie an die
spezifische Gruppe des Antikorpers gebunden werden. Man
kann diese Bindung direkt durch Gleichgewichtsdialyse
(Kompensations-Dialyse) nachweisen®). Landsteiner hat
diese kleinen Molekiile, die so wie das Antigen an den Anti-
kdrper gebunden werden, als Haptene bezeichnet. Manche
Haptene, vor allem jene mit zwei oder mehr bindenden
Gruppen, sind imstande, mit dem Antik6rper unldsliche
Prézipitate zu bilden. Im Gegensatz zu Antigenen konnen
jedoch Haptene keine Antikdrperbildung hervorrufen.
Erst durch Bindung an ein Protein werden Haptene in
Antigene umgewandelt. Die Rolle des Proteins in dieser
Reaktion ist noch nicht ganz klar. Es transportiert ver-
mutlich das Antigen an den Ort seiner Wirkung und ver-
hindert durch sein hohes Molekulargewicht den Verlust des
kleinen determinanten Anteils des Antigens durch renale Ex-
kretion. Wir werden bei der Erorterung des Mechanismus der
Antikorperentstehung auf dieses Problem zuriickkommen.

Da die natiirlichen Protein-Antigene aus zahlreichen
Aminosauren bestehen, erhebt sich die Frage, ob ein solches
Antigen zur Bildung von mehr als einem einzigen Anti-
korper fithren kann. Wir haben diese Frage in Modellver-
suchen gepriift, in denen ein Teil der Tyrosin-Reste des
Ovalbumin-Molekiils mit Diazobenzol-arsonsiure gekup-
pelt, ein anderer Teil jodiert wurde. Wenn ein derartig sub-

stituiertes Ovalbumin einem Kaninchen injiziert wird, bil-

det das Tier mindestens drei verschiedene Antikérper-
Typen: 1. Antikorper, die an die Azophenylarsonat-Grup-
pen gebunden werden, 2. Antikdrper, die sich spezifisch nur
mit jodierten Tyrosingruppen verbinden, und 3. Antikor-
per, deren Spezifitat.sich gegen die unbekannten artspezi-
fischen Gruppen des Ovalbumins richtet?). Man kann die
drei Typen leicht voneinander trennen; durch artfremde
Azophenylarsonat-Serumproteine werden nur die Anti-
korper des ersten Typus ausgefdllt, durch jodierte art-
fremde Serumproteine nur jene des zweiten Typus; aus
der iiberstehenden Losung konnen die Antikdrper der drit-
ten Art durch Ovalbumin ausgefallt werden?).

Der Antigen-Antikdrperkompiex

Da die Azoproteine rotbraun sind, sind sie besonders ge-
eignet, um den Antigengehalt von unlislichen Antigen-
Antikdrperkomplexen zu bestimmen. Die ersten Analysen
dieser Art unternahm der chinesische Biochemiker Hsien
Wu?), der den Gehalt spezifischer Prazipitate an Hamo-
globin oder an JodeiweiB bestimmte. Seine Versuche eben-
so wie Versuche von Heidelberger®) und unsere eigenen Ver-
5) G. H. Gell, C. R. Harington u. R, Michel, Brit. J. exp. Pathol. 29,

578 [1948].

%) J. Marrack u. F. C. Smith, Brit. J. exp. Pathol. 73, 394 [1932]);
F. Haurowitz u. F. Breinl, Hoppe-Seylers Z, physiol, Chem, 274,
111 [1933].

7) F. Haurowitz u. P. Schwerin, J. Immunology 47, 111 [1943].

%) H.Wu, L. Cheng u. C. Li,Proc. Soc. exp. Blol. Med. 25, 853 [1927].
" %) M. Heidelberger, J. Amer. chem. Soc. 60, 242 [1938].
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suche %) zeigten, daB die 1dslichen Proteinantigene im all-
gemeinen nur etwa 5 bis 109, des Prazipitates bilden und
daB die Hauptmenge des Prazipitates aus Proteinen be-
steht. Die chemische Natur der Antikorper war um jene
Zeit noch ganz ungeklart. So schrieb Sachs!) noch 1929:
»Da Antigene und Antikérper an und fiir sich nicht chemisch
oder physikalisch definierbar sind, ist das Hauptmerkmal fiir
ihre Analyse die biologische Funktion*. Es war zwar schon
lange bekannt, daB sich die Antikérper in der Globulin-
fraktion der Immunseren befinden, man hielt jedoch die
Globuline im allgemeinen fiir eine Verunreinigung der Anti-
korper. In gleicher Weise sahen Willstdtter und andere
Enzymchemiker zu jener Zeit den EiweiBgehalt der En-
zyme als Verunreinigung an. Die Darstellung reiner Urease
durch Sumner und reinen Pepsins durch Northrop zeigte
jedoch einwandfrei, daB diese Enzyme nur aus Eiwei be-
stehen. Das gleiche schien nach unseren Versuchen!?) fiir
die Antikorper zuzutreffen. Wenn wir die unloslichen Anti-
gen-Antikdrperkomplexe analysierten und den Antigen-
gehalt abzogen, fanden wir eine fiir Proteine typische Zu-
sammensetzung. Der Gehalt an Tyrosin und anderen Amino-
sduren war jenem der Serumglobuline sehr dhnlich. Wir
schlossen daraus, daB die Antikérper tatsachlich Proteine,

»und zwar Serumglobuline, sind, und daB man ihren EiweiB-
gehalt nicht als Verunreinigung ansehen kann. Die Spezi-

fitdt der Antikdrper schrieben wir ihrer rdumlichen An-
passung an die determinante Gruppe des Antigens zu!?).
Ahnliche Anschauungen wurden kurze Zeit spiter, unab-
héangig von uns, von J. Alexander3) und von §. Mudd)
verdffentlicht.

Die Struktur der Antikérper

In unserer gemeinsam mit F. Breinl publizierten Ar-
beit1?) definierten wir Antigene als Substanzen, die die
Biosynthese der Serumglobuline derart modifizieren, da8
anstatt und neben normalen Globulinen auch solche Glo-
buline entstehen, die der determinanten Gruppe des Anti-
gens rdumlich entsprechen. Wir nahmen an, daB die Anti-
gene mit ihren starren polaren Gruppen die zum Globulin-
molekiil zusammentretenden Aminosiuren derart orien-
tieren, daB das gebildete Antikdrper-Globulin der de-
terminanten Gruppe des Antigens komplementir ange-
paBt ist und einen negativen Abdruck des Antigenmole-
kiils bildet. Das fiir die Enzyme hiufig herangezogene Bild
des Schliissels und des Schlosses paBt hier nicht, da weder
der Schliissel das SchloB bildet noch das SchloB den Schiliis-
sel. Der Vergleich mit einer Schablone oder einer GuBform
liegt naher, da in diesen Beispielen die Schablone bzw. die
GuBform tatsdchlich zur Bildung eines negativen Abdruk-
kes fiihrt.

Unsere Theorie der Antikérperbildung wurde nicht gleich an-
genommen. Einige Jahre nach unserer Verdfientlichung stellte
Pascual Jordan'®) eine neue Hypothese zur Diskussion. Danach
wiirde das Antigen oder eine ihm &hnliche Substanz in das Anti-
korpermolekill eingebaut werden; die gegenseitige Bindung zwi-
schen Antigen und Antikdrper wurde von Jordan der Resonanz
gleichartiger oder &hnlicher Gruppen zugeschrieben. Durch Ver-
suche mit kiinstlichen determinanten Gruppen konnten wir je-
doch zeigen, dal diese, selbst wenn sie in grofer Menge vorhanden
sind, nicht in die Antikérpermolekiile eingebaut werden. So sind
die gegen Jodeiweil gebildeten Antikérper, auch wenn man dem
immunisierten Tier reichlich Jod zur Verfiigung stellt, jod-frei.

Ebenso sind Antikdrper gegen Phosphoproteine frei von Phos-
phat-Gruppen?).

19y F. Haurowitz,
[1936].

) H. Sachs, Hdb. d. norm, u. pathol. Physiol. 73, 413 [1929].

13) F. Breinl u. F. Haurowitz, Hoppe-Seylers Z, physiol. Chem. 792,
45 [1930].

13) J. Alexander, Protoplasma 74, 296 [1931].

14) §. Mudd, J. Immunology 23, 423 [1932].

%) P. Jordan, Z. Immunitidtsforsch, exp. Therap. 97, 330 [1939].

Hoppe - Seylers Z. physiol. Chem. 245, 23
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Etwa zehn Jahre nach Aufstellung unserer Theorie der
Antikorperbildung wurde diese Theorie von Pauling®)
itbernommen und modifiziert. Wahrend wir vermutet
hatten, daB die determinante Gruppe des Antigens die zum
Globulinmolekiil zusammentretenden Aminosduren orien-
tiere und dadurch vielleicht die Aminosdure-Sequenz 4n-
dere, nahm Pauling an, daB die Anpassung des Antikdr-
pers an das Antigen lediglich durch andersartige Faltung
der Peptidkette, durch eine Anderung der tertidren Struk-
tur (Konformation) ohne Anderung der primiren Struktur
(Reihenfolge und Zahl der Aminosauren) zustandekormme.
Diese Anschauung hat viel fiir sich. Wir haben, um diese
Frage zu klaren, Antikdrper gegen stark saure und gegen
basische determinante Gruppen in Azoproteinen erzeugt
und ihre Aminosdure-Zusammensetzung bestimmt. Inner-
halb der Fehlergrenzen der analytischen Methode fanden
wir keinen Unterschied zwischen den beiden Antikorpern.
Papierelektrophorese der gereinigten Antikdérper zeigte
keinen wesentlichen Unterschied in der Wanderungsge-
schwindigkeit. All dies stiitzt die Annahme Paulings, da
die gegenseitige Anpassung von Antigen und Antikérper
durch eine entsprechende Faltung der Peptidketten zu-
standekomme. Der endgiiltige Beweis fiir oder gegen diese
Hypothese kann erst dann erbracht werden, wenn wir die
vollkommene Reihenfolge der Aminosduren in der Peptid-
kette der Antikdrper kennen.

In der erwdhnten Arbeit®) nahm Pauling an, daB das
Antigen vor allem mit den beiden Enden der Peptidkette
des Antikdrpers reagiere, so daB jedes Antikdrpermolekiil
zwei Gruppen hatte, die dem Antigen komplementar ange-
paBt wiren. Nach Pauling sollte dann die Injektion zweier
Antigene A und B zur Bildung von etwa 259, Antikdrper
mit zwei anti-A-Gruppen, ebensoviel Antikdrper mit zwei
Anti-B-Gruppen und daneben zur Bildung von etwa 509,
wheterobindender (heferoligating) Antikorper mit zwei
verschiedenen Gruppen, einer Anti-A- und einer Anti-B-
Gruppe, fiihrens). Wir haben nach Injektion zweier ver-
schiedener Antigene im Immunserum niemals Antikérper
mit doppelter Spezifitit finden kénnen?). In Paulings La-
boratorium haben Campbell, Lanni und andere Immun-
chemiker vergeblich nach heteroligating-Antikérpern ge-
fahndet. Es scheint, daB die Antikdrper, selbst wenn sie
zweiwertig sind, in beiden Gruppen an die gleiche deter-
minante Gruppe des Antigens angepaBt sind. :

Die komplizierte Frage der Wertigkeit der Anti-
korper scheint auch heute noch nicht ganz geklart zu sein.
Es mag ein- und zweiwertige Antikdrper geben, d.h. Anti-
korper mit einer oder mit zwei spezifisch bindenden Grup-
pen. Viele Immunologen sind geneigt, einwertige Antikor-
per als unvollkommene oder nicht-prazipitierende Anti-
korper anzusehen und die zweiwertigen Antikdrper den
Prézipitinen gleichzusetzen. Dies ist vermutlich auf die
bekannte Tatsache zuriickzufiihren, daB mehrwertige Ver-
bindungen leichter zur Bildung unléslicher Komplexe und
zu Aggregation neigen. Die Identifizierung von nicht-prazi-
pitierenden Antikorpern mit einwertigen Antikérpern ist
jedoch nicht zuldssig, da man prazipitierende Antikorper
durch Anderungen im py und im Salzgehalt der Lésungen
in nichtprazipitierende Antikérper umwandeln kann'?),
Auch der umgekehrte Vorgang ist moglich. Molekularge-
wichtsbestimmungen des Antigen-Antikdérperkomple-
xes konnen naturgemaB nur in Ldsungen vorgenommen
werden, z. B. bei einem groBen UberschuB an Antigen. Ur-
spriinglich wurden auf diese Weise bis zu 4 oder 5 Antigen-
molekiile pro Antikérpermolekiil gefunden. Diese Analysen

%) L. Pauling, J. Amer, chem. Soc. 62, 2643 [1940].
17) C. G. Pope, Discuss, Faraday Soc. 78, 323 {1954]; R. S. Farr, J.
infect. Diseases 703, 239 [1958].
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haben sich jedoch als irrig erwiesen. Die besten Analysen
ergeben Werte zwischen einem und zwei Antigenmolekii-
len fiir jedes Antikdrpermolekiil®). Demnach wiren ein-
und zweiwertige Antikdrpermolekiile vorhanden. Es ist
jedoch fraglich ob die héheren Teilchengewichte nicht durch
Adsorption von anderen Proteinen der angewandten Im-
munseren zustandekommen oder durch unspezifische Bin-
dung des einen der beiden Antikdrpermolekiile.

Analysen der unldslichen Prazipitate ergeben meist
mehrere Antikdrpermolekiile fiir jedes Antigenmolekiil.
Das molare Verhéltnis Antikdrper/Antigen steigt mit dem
Molekulargewicht des Antigens stark an und erreicht beim
Thyroglobulin (Mol.-Gew. rd. 700000) Werte von etwa
50 ). Diese Beobachtungen sind besser mit Einwertigkeit
der Antikorper vereinbar als mit Zweiwertigkeit. Selbst
wenn die 50 an ein Thyroglobulin-Molekiil gebundenen
Antikorper zweiwertig wéren, ist es klar, daB die meisten
dieser Molekiile nur durch eine einzige Bindung an das
Thyroglobulin-Molekiil gebunden sein kdnnen.

Das Problem der Wertigkeit der Antikdrper ist kiirzlich
in ein neues Stadium eingetreten, da Porter'?) in England
durch vorsichtige Behandlung von Antikdrpern mit Papain
das Antikdrpermolekiil in drei groBe Fragmente zerle-
gen konnte. Eines dieser Proteine kristallisierte, war aber
nicht imstande Antigen zu binden. Die beiden anderen
Bruchstiicke kristallisierten nicht und waren einander dhn-
lich; jedes band ein Antigenmolekiil. Es scheint danach,
daB jedes Antikdrpermolekiil aus zwei einwertigen kleineren
Proteinfragmenten besteht, die durch ein unspezifisches
Protein als Kitt zusammengehalten werden. Alle drei Pro-
teinteilchen verhalten sich wie Globuline. Es wird wichtig
sein festzustellen, ob die einwertigen Antikorperfragmente
Vorstufen des zweiwertigen Antikorpers sind oder ob dieser
direkt aus Aminosduren gebildet wird.

Antikdrperbildung wurde bisher nur im lebenden Or-
ganismus oder in {iberlebenden Zellen in der Gewebskultur
beobachtet, niemals in leblosen Systemen. 1942 glaubten
Pauling und Campbell?°), daB ihnen die Synthese von Anti-
korper in vitro gelungen sei. Sie mischten ein Azoprotein

- mit normalem Serumglobulin und setzten das Gemisch

leicht denaturierenden Bedingungen aus. Sie hofften, daB
sich unter diesen Bedingungen das Serumglobulin entfalten
und nach Beseitigung der denaturierenden Agentien in Ge-
genwart des Azoproteins derart riickfalten wiirde, daB sich
ein dem Azoprotein komplementiar angepaBites Globulin,
ein Antikdrper, bilden wiirde. Tatsdchlich beobachteten sie
Niederschlagsbildung, wenn sie das von ihnen angewandte
Azoprotein mit dem renaturierten Globulin mischten. Es
war auffallend, daB Prazipitatbildung nur bei saurer Reak-
tion eintrat, wéhrend die tibliche Prazipitinreaktion auch
bei neutraler Reaktion eintritt. Bei der Nachpriifung fanden
wir?1), daB es sich um die unspezifische Fallung durch Salz-
bildung zwischen dem sauren Azoprotein und dem rena-
turierten vy-Globulin handelte. Die gleiche Féillung trat
auch mit anderen Azoproteinen ein, nicht nur mit dem als
Antigen verwandten Azoprotein. Unsere negativen Ergeb-
nisse wurden inzwischen in Paulings Institut bestatigt22).
Der negative Ausfall all dieser Versuche ist heute noch viel
verstandlicher als friither, denn Askonas und Humphrey %)
haben inzwischen festgestellt, daB Antikdérperbildung nur

18) S. J. Singer u. D. H. Campbell, J. Amer. chem. Soc. 77, 3499
3504, 4851 [1955]; S. J. Singer, F. A. Pepe u. D, Ilter, ebenda &7,
3887 [1959].

19) R. R. Porter, Biochem. J. 73, 119 [1959].

20) L. Pauling u. D. H. Campbell, J. exp. Medicine 76, 211 [1942].

21y F. Haurowitz, P. Schwerin u. S. Tunc, Arch, Biochem. //, 515
{1946].

22y J. L. Morrison, Canad. J. Chem. 37, 216 [1953].

23) B. A. Askonas u. J. H, Humphrey, Biochem. J. 68, 252 {1958];
70, 212 [1958].
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in unversehrten Zellen sensibilisierter Tiere stattfindet,
nicht in Zellhomogenaten oder Zellextrakten. Die Antikor-
perbildung unterscheidet sich in dieser Hinsicht von an-
deren Reaktionen, bei denen freie Aminosauren in EiweiB
eingebaut werden.

Die dlteren Arbeiten iiber Antikorper litten unter dem
Umstand, daB es nicht moglich war, reine Antikérper zu iso-
lieren. In den Globulin-Fallungen der Immunseren waren
die Antikorper durch andere Globuline verunreinigt. Bes-
sere Reinigung wurde durch Elektrophorese erzielt, Der-
art erhaltene Antikorper enthalten nur noch andere +-
Globuline, sind jedoch frei von «- und 38-Globulinen. Weit-
aus reinere Praparate erhalt man, wenn man die Antikorper
durch Fallung mit dem homologen Antigen von allen an-
deren Proteinen des Immunserums trennt. Aus dem Prézi-
pitat lassen sich die Antikdrper unter Umstanden abspalten
und rein isolieren. Dies ist zuerst Felfon®!) gelungen, der
Antikérper gegen die Polysaccharidantigene der Pneumo-
kokken prizipitierte und aus dem Préazipitat durch Calcium-
oder Bariumhydroxyd extrahierte. Die Bariumsalze der
Polysaccharidsauren blieben ungelost zuriick. Heidel-
berger?s) erzielte die gleiche Trennung durch Anwendung
konzentrierter Kochsalzlgsungen. Antikorper gegen Azo-
proteine Jassen sich, wie wir gefunden haben, aus dem
Immunprézipitat durch eiskalte verdiinnte Salzsdure in
Gegenwart von 59, NaCl extrahieren?). Es ist erstaun-
lich, daB die Antikorper trotz der dabei angewandten
hohen Aziditat ihre Spezifitat nicht verlieren. In den letzten
Jahren sind Antikdrper auch durch spezifische Adsorption
an mit Antigen beladenen Adsorptionskolonnen gerei-
nigt worden. Kuppelt man z. B. Serumalbumin durch Diazo-
tierung oder durch andere Verfahren an Cellulose-Pulver
oder an andere unldsliche Adsorbentien und 148t man ein
gegen Serumalbumin gerichtetes Immunserum durch die
mit diesem Adsorbens beschickte Siule laufen, so werden
nur die gegen Serumalbumin gerichteten Antikorper ad-
sorbiert, wahrend alle anderen Proteine des Immunserums
ausgewaschen werden. Man kann dann durch geeignete
Anderung des py und des Salzgehaltes den adsorbierten
Antikérper von der Siule abspalten und rein gewinnen
(Isliker®"), Gurvich?®)).

Schicksal und Rolle des injizierten Antigens

Als wir unsere ersten Versuche iiber I'mmunitatsreak-
tionen begannen, war fiber das Schicksal des Antigens we-
nig bekannt. Es war zwar schon friiher gefunden worden,
daB injizierte Partikel, Bakterien und Zellen im Retikulo-
endothel abgefangen und unter Umstanden phagozytiert
werden. Aber es blieb fraglich, ob dies auch fiir die 10s-
lichen Antigene und fiir die’in den komplexen partikuldren
Antigenen vorhandenen Antigenmolekiile gelte. Um iiber
das Schicksal der injizierten Antigene Auskunft zu erhal-
ten, untersuchten wir den Arsen-Gehalt der Organe nach
Injektion von einem mit diazotierter Arsanilsdure gekup-
pelten Protein?®). Dies erlaubte uns, die quantitative Ver-
teilung des Antigens wihrend einer Periode von 8 bis 12 Ta-
gen zu bestimmen. Wir fanden wiederum Anreicherung
des eiweiBgebundenen Arsens in den Organen des reti-
kuloendothelialen Systems, vor allem in Leber, Milz
und Knochenmark, weniger in anderen Organen. Diese
1) L. D. Felton, ]. Immunology 22, 453 [1932].

) M. Heidelberger, F. C. Kendall u. T. Theorell, J. exp. Medicine 63,
819 [1936].
%) F. Haurowitz, S. Tekman, M. Bilen u, P, Schwerin, Biochem. J.

41, 304 [1947].

37) H, C. Isliker, Ann, New York Acad. Sci, 57, 225 [1953].
) A, E. Gurvitsch, R. B. Kapner u. R. S. Nezlin, Biochimia (russ.)

24, 144 [1959]. :

2) F. Haurowitz u. F. Breinl, Hoppe-Seylers Z. physiol, Chem. 205,
259 [1932].
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Versuche konnten jedoch nicht iiber langere Zeitraume aus-
gedehnt werden, da die Empfindlichkeit der analytischen
Methoden dann versagte. Als jedoch radioaktive Isotope
verfiigbar wurden, konnten diese in die Antigenmolekiile
eingebaut und derart die Empfindiichkeit des Antigennach-
weises erhoht werden?3?),

Bei einer Methode markieren wir die als Antigene ange-
wandten Proteine duBerlich durch Jodierung mit 131 J oder
durch Kupplung mit radioaktiven aromatischen Aminen,
z.B. mit diazotierter ¥C-Anthranilsaure, 3S-Sulfanilsaure
oder 3H-Sulfanilsiure. Wir bezeichnen solche Antigene als
duBerlich markiert. Im Gegensatz dazu werden die
innerlich markierten Antigene biosynthetisch erhalten;
wir injizieren, um solche Antigene zu erzeugen, den Ver-
suchstieren radioaktive 1C- oder 3S-Aminosiuren, iso-
lieren aus ihrem Blutserum das radioaktive Serumalbumin
und injizieren dieses als Antigen einem Tier einer anderen
Tierart. Obwohl die innerlich markierten Antigene den
natiirlichen Proteinantigenen niherstehen, sind sie in
Versuchen iiber das Schicksal des Antigens weniger brauch-
bar als die duBerlich mit Jod oder anderen Isotopen mar-
kierten Antigene. Denn beim Zerfall der innerlich markier-
ten Antigene werden radioaktive Aminosduren frei, die
wieder verwertet und in andere Proteine eingebaut wer-
den, Dies ist bei den duBerlich markierten Antigenen nicht
moglich. Wenn diese abgebaut werden, wird ihr Isotop
schnell ausgeschieden, ohne wieder verwertet zu werden.

Was ist nun das Schicksal der duBerlich markierten Pro-
teinantigene im injizierten Organismus? Wir finden, daf
die stark substituierten Jodproteine und Azoproteine nach
intravendser Injektion schnell aus der Blutbahn verschwin-
den und in Milz, Leber und Knochenmark abgelagert wer-
den. Dies ist im Einklang mit unseren fritheren Versuchen
an arsen-haltigen Azoproteinen. Wenn wir die Leber- oder
Milzzellen der Organe der injizierten Kaninchen homogeni-
sieren und durch differentielle Zentrifugierung fraktionie-
ren, finden wir, daB die Hauptmenge des Antigens gleich
nach Injektion in der Mikrosomenfraktion, d.h. in den
kleinsten Granula des Zytoplasmas, konzentriert ist. Spa-
ter, nach etwa einer halben Stunde, findet sich das Antigen
vor allem in der Mitochondrienfraktion angereichert, d.h.
in den groBeren Kornchen des Zytoplasmas?®'). Die Kon-
zentration des Antigens in den Zellkernen ist viel geringer
als im Zytoplasma.

Um weiteren Einblick in die intrazellulare Verteilung des
Antigens zu gewinnen, haben wir uns der Autoradiogra-
phie bedient. Die Autoradiographie bestatigt, daB sich die
Hauptmenge des Antigens im Zytoplasma vorfindet und
daB die Zellkerne nur kleine Mengen des Antigens enthal-
ten30).

Die erwihnten Versuche wurden mit stark substituier-
ten Jod- oder Azoproteinen ausgefiihrt. Wenn wir Pro-
teine injizieren, die nur Spuren von Jod oder von radio-
aktiven Azogruppen enthalten, zirkuliert das Protein viele
Tage im Blut und wird erst nach Antikdrperbildung, etwa
5 bis 7 Tage nach Injektion, aus dem Blute entfernt, offen-
bar als unldslicher Antigen-Antikérperkomplex. Wir fin-
den es dann wieder vorwiegend in der Mitochondrienfrak-
tion. Dort 148t sich das radioaktive Isotop stets viele Mo-
nate lang nachweisen. Es ist natiirlich wichtig zu wissen,
ob die Gegenwart des radicaktiven Jods oder der radio-
aktiven Atome der aromatischen Azoverbindung tatsachlich
unverindertes Antigen anzeigt. Die von uns injizierten An-
tigene sind l6sliche Proteine und sollten sich, wenn unver-
dndert, lediglich im wasserlgslichen Extrakt der Zellen vor-

- e
30y F, Haurowitz: Erg..d. Mikrobiologie, Bd. 34 (im Druck).
31y F, Haurowitz u, C. F. Crampton, J. Immunology 68, 73 [1951].
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finden. Wir finden sie jedoch vorwiegend in den zytoplas-
mischen Granula. Sie sind dort vermutlich an andere Ma-
kromolekiile adsorbiert, vor allem an Nucleinsduren, Poly-
saccharide, Lipoide oder an die unldslichen Proteine der
Zellstruktur. Dies trifft fiir die ersten Minuten und Stunden
nach Injektion zu. Spater mag das Antigen zum Teil ab-
gebaut werden und die determinante Gruppe an Ribonu-
cleinsdure (Garvey und Campbell??)) oder an andere Zell-
bestandteile gebunden werden. Es ist ein Vorteil der dufier-
lich markierten Antigene, daB die radiochemischen Metho-
den die serologisch wirksame determinante Gruppe an-
zeigen. Dies trifft nicht fiir die innerlich markierten Pro-
teinantigene zu. Deren radioaktive Aminosduren werden in
zahlreiche andere Proteine eingebaut, die mit dem ur-
spriinglichen Antigen nichts zu tun haben.

Man konnte die Frage aufwerfen, ob nicht etwa der
radioaktive Schwefel der diazotierten Sulfanilsdure oder
der radioaktive Kohlenstoff der diazotierten Anthranil-
sdure zum Aufbau von Aminosduren verwendet werden.
Wir haben daher die 35S enthaltenden Leberproteine hy-
drolysiert und aut die Gegenwart von **8-Cystin und Me-
thionin untersucht?3®); die Hauptmenge des radioaktiven
Schwefels fand sich in einer Fraktion, die sich wie die aro-
matischen Sulfonsduren verhielt. In den Versuchen mit
HC-Anthranilazo-eiweiB fanden wir, daB sich durch Kochen
des Hydrolysates mit Ninhydrin nur unbetrachtliche Men-
gen von 1CO, bildeten; die Hauptmenge des 14C fand sich
nach Vakuumdestillation im wasserlgslichen Riickstand
des Hydrolysates34). All dies spricht dafiir, daB die sero-
logisch determinanten Teile des Antigens lange Zeit im
Gewebe erhalten bleiben.

Die Frage nach der Dauer des Vorhandenseins des
Antigens oder seiner determinanten Fragmente ist von
grundsidtzlicher Bedeutung fiir unsere Anschauungen iiber
die Bildung der Antikdrper. Wir finden 9 Monate nach In-
jektion eines radioaktiven Azoproteins in der Milz des inji-
zierten Kaninchens noch eine Radioaktivitit, die etwa
0,3 ug des Antigens entspricht3s). Das wiren etwa 100
Antigenmolekiile pro Zelle. Da nur gewisse Zellen das Anti-
gen enthalten, wahrend andere davon frei sind, ist die Zahl
der Antigenmolekiile in den das Antigen abfangenden Zel-
len hgher als der Durchschnittswert. Andererseits mag ein
Teil der nachgewiesenen Radioaktivitat in serologisch un-
wirksamer Form vorliegen. Wiirden 100 oder auch nur 10
Antigenmolekiile pro Zelle geniigen, um die lange Dauer
der Antikorperbildung zu erklaren? Man kann die Frage
derzeit noch nicht entscheiden.

Gegen die Persistenz des Antigens ist hiufig eingewendet
worden, daB die injizierten Proteine durch die proteolyti-
schen Enzyme der Zellen schnell abgebaut werden miiBten.
Felton®®) hat schon vor Jahren nachgewiesen, daB sich
Pneumokokken-Polysaccharide im Organismus der Maus
noch viele Monate nach Injektion .nachweisen lassen. Dies
wird im allgemeinen dem Fehlen von Enzymen, die die
Polysaccharidsduren spalten kénnten, zugeschrieben. Bei
Beurteilung des Schicksals der Protein-Antigene wird je-
doch oft iibersehen, daB native Proteine, vor allem natives
Serumalbumin und Ovalbumin, von proteolytischen Enzy-
men kaum angegriffen werden??). Denaturierung der Pro-
teine scheint eine unerldBliche Vorbedingung fiir die enzy-

8%) J. 8. Garvey u. D, H. Campbell, J. exp. Medicine 705, 361 [1957].

83) F. Haurowitz u. H. Waller, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 88, 67
[1955].

34) E. L. Gresham u. F. Haurowitz, unveréffentl. Versuche.

8%) F. Haurowitz, C. F. Crampton u. R. Sowinski, Federation Proc.
70, 560 [1951].

8) L. D. Felton, J. Immunology 67, 107 [1949].

87) F. Haurowitz, M. Tunca, P, Schwerin u. V. Géksu, J. biol. Chem-
istry 757, 621 [1945].
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matische Proteolyse zu sein. Auch durch Bindung an Ri-
bonucleinsaure oder an andere Makromolekiile kann die
Proteolyse des in der Zelle abgefangenen Antigens ver-
hindert werden. Es ist daher sehr wohl méglich, daB auch
Protein-Antigene bzw. ihre serologisch wirksamen Frag-
mente in der Zelle lange Zeit liegen bleiben ohne abgebaut
zu werden. Dies bringt uns zum Problem der Antikdrper-
bildung.

Die Bildung der Antikorper

Wihrend die von uns!?) zuerst entwickelte Anschauung
von der komplementédren Anpassung der Antikgrper an die
homologen Antigene ganz allgemein angenommen wurde,
ist der Mechanismus der Antikdrperbildung noch umstrit-
ten. Nach unserer Ansicht greift das Antigen direkt in den
Vorgang der Globulin-Bildung ein und ist daher fiir die Bil-
dung der Antikorper unentbehrlich. In USA wird diese
Theorie als ,,direct template theory* bezeichnet, da das Anti-
genmolekiil direkt als Schablone oder als Matrix wirkt.

Da sich die Aminosdure-Zusammensetzung verschiede-
ner Kaninchenantikgrper nicht von einander unterscheidet,
nehmen wir in Ubereinstimmung mit Pauling®) an, daB
das Antigen nicht in die erste Phase der Protein-Biosyn-
these, in die Bildung der Peptidkette aus freien oder akti-
vierten Aminosduren eingreift, sondern da es nur die
zweite Phase, die Faltung der Peptidkette, beeinfluBt ),
Dies ist auch gut vereinbar mit der Erfahrung, daB erwor-
bene Immunitdt nicht vererbbar ist. Nur die Reihenfolge
der Aminosduren in der Peptidkette scheint genetisch de-
terminiert zu sein, wahrend die Faltung von anderen Fak-
toren modifiziert werden kann. Es mu8 jedoch betont wer-
den, daB wir es hier mit somatischen Zellen und nicht mit
Keimzellen zu tun haben, so daB nicht mit Sicherheit ent-
schieden werden kann, ob die Fahigkeit zur Bildung eines
bestimmten Antikorpers auf die Tochtergeneration nach
den Gesetzen der Erblehre iibertragen wird. Man kann zwar
Antikorper bildende Zellen eines sensibilisierten Tieres in
Gewebskulturen ziichten und wahrend einiger Tage Anti-
korperbildung beobachten; die dem sensibilisierten Orga-
nismus entnommenen Zellen enthalten jedoch noch kleine
Mengen des injizierten Antigens. Um die Frage zu ent-
scheiden, ob Gegenwart des Antigens fiir die Antikdrper-
bildung noétig ist, miiBte man die Antikdrper bildenden
Zellen durch einige Generationen ziichten, bis schlieBlich
infolge Anwachsens der Zellzahl weniger als ein Antigen-
molekiil pro Zelle vorhanden wire. Bisher haben alle Ver-
suche zur Ziichtung mehrerer Generationen von Antikor-
per bildenden Zellen versagt. Die Zellen verlieren in vitro
nach kurzer Zeit die Fahigkeit, Antikbrper zu bilden.

Viele Immunologen lehnen die direkte ,,template theory*
als unannehmbar ab, da sie sich nicht vorstellen konnen,
daB die Antigene im Organismus des sensibilisierten Tieres
Monate oder gar Jahre lang liegen bleiben sollten. Zum Teil
mag die Vorstellung des Antigens als eines organisierten
Partikels (Bakterium, Zelle, Virus) eine Rolle spielen. Es
muB deshalb betont werden, daB niemand an die Persistenz
solcher Partikel glaubt, daB in der femplate theory lediglich
die Persistenz von antigen wirkenden Proteinen oder Poly-
sachariden, die in den Antigenteilchen vorkommen, ge-
fordert wird. Wenn man jedoch Persistenz der Antigen-
molekiile als unwahrscheinlich ablehnt, so muB man zu
komplizierten Hilfshypothesen greifen. Der australische
Virologe Burnef hat zuerst 1941, spater mit Fenner3?), eine
Anschauung iiber Antikdrperbildung zur Diskussion ge-
stellt, die sich an den Vorgang der sogenannten adaptiven
38) F. Haurowitz, Quart. Rev. Biol. 24, 93 [1949].

¥y F, M. Burnet u. F, Fenner: The Production of Antibodies, Mel-
bourne 1949,
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Enzymbildung anlehnte. Burnet und Fenner nahmen ur-
spriinglich an, daB das Antigen ahnlich einem Substrat
wirke, die Bildung eines Antikérper erzeugenden Enzyms
ausldse, und daf in dem sensibilisierten Organismus dieses
Enzym auch nach Eliminierung aller Antigenmolekiile wei-
ter wirke und fortlaufend Antikdrper erzeuge. Inzwischen
hat es sich jedoch herausgestellt, daB es keine richtige adap-
tive Enzymbildung gibt, daB vielmehr das Substrat oder
ihm dhnlich gebaute Substanzen lediglich die Bildung eines
ohnedies in kleinen Mengen erzeugten Enzymes anregen.
Manche der die Enzymbildung anregenden ,,Induktoren*
sind Substrate des Enzymes, wiahrend andere vom Enzym
weder umgesetzt werden noch an das Enzym kompetitiv ge-
bunden werden. Wir sprechen daher nicht mehr von adap-
tiver Enzymbildung, sondern von Induktion,

Im Einklang mit diesem Wechsel in unseren Anschauun-
gen hat Burnet die urspriinglich vertretene Anschauung
durch eine neue Anschauung iiber Antikdrperbildung er-
setzt, die sich auf eine Hypothese von Jernet) stiitzt.
Jerne hat in einer theoretischen Abhandlung die alte Re-
zeptorentheorie von Ehrlich iibernommen und modifiziert.
Er nimmt an, daB im Organismus stets kleine Mengen aller
nur mbglichen Typen von Antikdrpern gebildet werden,
daB das eindringende Antigen sich mit der kleinen Menge
des zirkulierenden homologen Antikdrpers verbinde und
dann an die diesen Antikdrper bildenden Zellen transpor-
tiert werde. Durch diesen Vorgang werde eine iiberstiirzte
Bildung des entsprechenden Antikdrpers ausgelost. Von
der alten Ehrlichschen Anschauung unterscheidet sich die
Hypothese jernes durch die Annahme, daB im Organismus
alle nur méglichen Typen von Antikérpern bereits vor Ein-
bringung des Antigens zirkulieren.

Burnet hat Jernes Anschauung iibernommen und erwei-
tert. Er nimmt an4), daB der Organismus iiber eine groBe
Anzahl von Antikérper bildenden Zellen verfiige, und daf
jeder dieser Zelltypen nur eine einzige Art von Antikdrper
bilden kénne. Wenn ein Antigen X injiziert wird, so wird
es an jene Zellen gebunden, die Anti-X erzeugen kénnen
und es kommt danach zu einer starken Vermehrung dieser
Zellen, so daB sich in Milz, Knochenmark und anderen Or-
ganen des retikuloendothelialen Systems zahlreiche Stamme
(Klone) dieser Zellen vorfinden. Die Vermehrung der Anti-X
bildenden Zellen geht nach Burnet auch noch nach Zersto-
rung oder Ausscheidung des Antigens fort. Burnet nennt
seine neue Theorie ,clonal selection theory of antibody
formation“. Was spricht fiir oder gegen diese Theorie?

Die Frage, ob Gegenwart des Antigens wéhrend der Bil-
dung von Antikorper notig ist, bleibt weiterhin unklar. Sie
kann derzeit nicht gelgst werden, denn keine der gegen-
wiartig verfiigbaren Methoden ist geniigend empfindlich,
um die Gegenwart von einigen wenigen Antigenmolekiilen
oder determinanten Fragmenten des Antigens in den die
Antikorper bildenden Zellen nachzuweisen oder auszuschlie-
Ben. Wir sind daher lediglich auf mehr oder weniger be-
griindete Vermutungen und Argumente angewiesen.

Eine der stdrksten Stiitzen der ,,clonal selection theory“
ist ihre F4higkeit, das Phdnomen der immunologischen To-
leranz zu erkliren. Man versteht darunter die Erscheinung,
daB Tiere, die als Féten oder kurz nach der Geburt eine
Antigeninjektion bekommen, wihrend einer Periode von
mehreren Monaten nicht imstande sind, Antikérper gegen
das injizierte Antigen zu bilden. Es kann sich nicht um eine
Schiadigung des Antikorper bildenden Apparates handeln,
da andere Antigene so wie bei normalen Tieren zur Bildung
40) N. K. Jerne, Proc. Natl, Acad. Sci. (USA) 47, 849 [1955].

41) M. Burnef: The Clonal Selection Theory of Acquired Immunity,
Vanderbilt Univers. Press 1959.
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von Antikdrpern fithren. Nur das Vermégen, Antikdrper
gegen das zur Zeit der Geburt injizierte Antigen zu erzeu-
gen, ist aufgehoben. Burnet fithrt dies auf eine Schadigung
jener Zellen zuriick, die die Fahigkeit haben, Antikérper
gegen das im Fétalleben injizierte Antigen zu erzeugen.
Es handelt sich jedoch nicht um eine permanente Ausschal-
tung der Antikdrperbildung. Wenige Wochen oder, wenn
groBe Antigenmengen injiziert wurden, Monate nach der
ersten Antigeninjektion gewinnt der Organismus wieder
das Vermogen, Antikérper gegen dieses Antigen zu erzeu-
gen (Smith?)). Es scheint daher, daB auch hier Persistenz
des Antigens eine Rolle spielt. Da der fotale Organismus
nicht imstande ist y-Globuline zu erzeugen, mag das inji-
zierte Antigen in anderer Weise verankert sein als im er-
wachsenen Organismus und mag dadurch Toleranz herbei-
fithren. Weitere Versuche sind nétig, um festzustellen, wie
das Antigen im embryonalen Gewebe gebunden ist.

Eine der groBten Schwierigkeiten der ,,clonal selection
theory* ist ihr Unvermdgen, die Bildung von Antikérpern
gegen Landsteiners kiinstliche Azoproteine und gegen all
ihre unnatiirlichen aromatischen Substituenten befriedi-
gend zu erklédren. Es ist kaum glaublich, daB der tierische
Organismus Zellen haben solite, die von vornherein pri-
destiniert sind, Antikdrper gegen Tausende von syntheti-
schen Produkten des chemischen Laboratoriums zu bilden.
Burnet gibt diese Schwierigkeit zu. In seiner ersten Theorie
nahm er an, daB diese Art von Antikérpern durch einen
anderen Mechanismus gebildet werden. Man hitte dem-
nach zwei Arten von Antikdrperbildung anzunehmen. Dies
ist eine unbefriedigende und sehr unwahrscheinliche An-
nahme, da wir keinen grundsitzlichen Unterschied zwi-
schen den gegen natiirliche und kiinstliche Antigene ge-
richteten Antikorpern finden. Eine weitere Schwierigkeit
fiir die ,,clonal selection theory'* wiirde sich ergeben, wenn es
mehr als etwa 10® verschiedene Antikdrper-Typen gébe.
Man miiBte dann ebensoviele Klone von Antikérper bil-
denden Zellen fordern. Dies ist aus histologischen Griinden
nicht annehmbar. Wir wissen derzeit nicht, wieviel ver-
schiedene Antikdrper-Typen der Organismus erzeugen
kann. Deshalb kdnnen wir gegenwirtig dieses Kriterium
nicht anwenden.

Burnet sieht als eine Hauptstiitze fiir seine Anschauung
die hohe Intensitdt der anamnestischen Reaktion an. Bei
der zweiten Injektion seien nicht wie bei der ersten In-
jektion nur einige wenige Zellen vorhanden, die den ent-
sprechenden Antikdorper erzeugen kdnnen, sondern ganze
Klone dieser Zellen. Tatsachlich kann man bei der anam-
nestischen Reaktion in der Milz und in Lymphknoten mit
Hilfe der Fluoreszenzmethode von Coons4®) eine viel gro-
Bere Zahl von Antikdrper bildenden Zellen feststellen.
Wenn diese durch ,,clonal selection* und durch Vermehrung
nur eines einzigen Typus von Antikdrper bildenden Zellen
zustande kamen, sollte man nach einer dritten und vierten
Injektion eine weitere Zunahme der Zellen dieses Klons
finden. Dies trifft nicht zu; die Zahl der Antikdrper bilden-
den Zellen bleibt nach der zweiten Injektion unverdndert
und nimmt nicht mehr zu (Coons#)).

Um einen niheren Einblick in den Mechanismus der
anamnestischen Reaktion zu gewinnen, wurden mit B. Pa-
iras*s) den Tieren kurz vor und nach der zweiten Antigen-
injektion zwei verschieden markierte Aminosiuren inji-
ziert, eine derselben kurz vor der zweiten die anamnesti-
sche Reaktion auslésenden Injektion oder gleichzeitig mit

47) R. T. Smith u. R. A, Bridges, J. exp. Medicine 708, 227 [1958].

49) A. H. Coons u. Mitarb., J. exp, Medicine 93, 173 [1951]; 702, 49, 61
[1955].

44) A. H. Coons u. A. Fecsik, Science [Washington] 730, 1427 [1959].

4) B. Patras, Ph, D. Thesis, Indiana University [1958].
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dieser, die andere drei Tage spater. Wir haben am fiinften
Tag, zur Zeit maximaler Antikorperbildung, die Antikor-
per des Immunserums durch Antigen prézipitiert und ihren
Gehalt an den beiden markierten Aminosduren bestimmt.
Wie erwartet, finden wir, daB die Konzentration der am
dritten Tag injizierten radioaktiven Aminosdure im Anti-
korper hoher ist als in den nicht prézipitierenden y-Globu-
linen des Immunserums. Dies ist dem Umstand zuzuschrei-
ben, daB ein groBer Teil der Globuline bereits vor Injektion
der radioaktiven Aminosduren gebildet worden war. Es war
jedoch unerwartet, daf sich die gleichzeitig mit der zwei-
ten Antigeninjektion injizierte Aminosaure in Antikdrpern
und den anderen y-Globulinen in etwa gleicher Menge vor-
fand. Wir schlieBen daraus, daB ein kleiner Teil der
Antikdérper bereits vor der zweiten Antigeninjek-
tion im Organismus vorhanden war und vermutlich aus
den Organen ausgeschwemmt wurde. Derartige Heraus-
losung von gewebsgebundenen Antikorpermolekiilen durch
die sekundire Antigeninjektion wurde auch von Garvey und
Campbell*8) direkt nachgewiesen.

M. Richtert?) hat dann in unserem Laboratorium fest-
gestellt, daB sich im Blutserum der Tiere, die einige Wo-
chen nach der ersten Antigeninjektion eine negative Pra-
zipitinreaktion geben, tatsichlich kleine Mengen von Anti-
korpern mit dem viel empfindlicheren Hamagglutinin-Test
nachweisen lassen. Man iiberzieht bei dieser Methode rote
Blutksrperchen mit einer Schicht des betreffenden Anti-
gens und priift dann durch Zusatz von Antiserum auf
Agglutination. Wir wandten in unseren Versuchen Rinder-
serumalbumin oder Ovalbumin als Antigene an. Sie wur-
den durch bisdiazotiertes Benzidin an die roten Blutkor-
perchen gebunden. Setzt man zu diesen Blutkdrperchen das
Serum der Tiere, die 4 bis 6 Wochen vorher eine einzige
Antigeninjektion erhalten hatten und die keine Prézipi-
tinreaktion mehr gaben, so findet man deutliche Aggluti-
nation. Wir haben inzwischen diese Versuche auf viel
langere Zeiten ausgedehnt und finden auch noch ein Jahr
nach Antigeninjektion einen positiven und ganz spezifischen
Agglutinin-Test. Dies bedeutet, daB der Organismus auch
nach einer einzigen Antigeninjektion fortdauernd Anti-
kérper erzeugt und in kleinen Mengen in das Blutserum
sendet.

Unsere Versuche zeigen, daB die zweite Injektion des
Antigens in einen Organismus erfolgt, in dem bereits kleine
Mengen von Antikérper standig zirkulieren. Wir konnten
auch nachweisen, daB sich bei der zweiten Injektion intra-
vaskulir sofort ein Antigen-Antikdrperkomplex bildet,
denn der Antikorpertiter sinkt sofort nach der Injektion
des Antigens auf Null ab. Wir schreiben die Intensitat der
anamnestischen Reaktion dieser schnellen Bildung eines
groBen Antigen-Antikérperkomplexes zu. Es ist bekannt,
daB derartige kolloidale Komplexe einen starken Reiz auf
die Antikorperbildung ausiiben. Sie wirken &hnlich wie
kiinstlich zugesetzte ,,Adjuvantien*, indem sie zu entziind-
lichen Erscheinungen und zu Phagozytose fiihren. Das in-
jizierte Antigen kann auf diese Weise schneller und tiefer
in die die Antikorper bildenden Zellen eindringen als etwa
bei der ersten Injektion, bei der das lésliche Antigen in
einem antikorperfreien Serum zirkuliert und ausgeschieden
oder zerstort wird, bevor es in jene Zellen eindringen kann,
die die Fahigkeit haben Antikorper zu erzeugen. Die eben

) J. S. Garvey u. D. H. Campbell, j. exp. Medicine 770, 355 [1959].
47y M. Richter u. F. Haurowitz, j. Immunology 84, 420 [1960].
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entwickelte Anschauung erklirt die hohe Intensitat der
anamnestischen Reaktion befriedigend und macht es un-
notig, andere komplizierte Erklarungen zu suchen.

Burnets Mitarbeiter Nossal hat mit Lederbergt®) die Burneische
Anschauung nachgepriift und Kaninchen mitzwei verschiedenen
Typen von Salmonella injiziert. Aus den Organen der sensibili-
gierten Tiere wurden dann einzelne lymphoide Zellen isoliert und
auf die Gegenwart von Agglutininen untersucht. Unter 228 unter-
suchten Zellen wurden 33 gefunden, die nur einen Typus von
Salmonella agglutinierten, und 29, die nur den anderen Typus
agglutinierten. Zellen, die beide Typen agglutinieren, waren nicht
nachweisbar. Dies wiirde andeuten, dafl eine Antikdrper bildende
Zelle tatsichlich nur einen Antikdrpertypus erzeugen kann. In
einem 4hnlichen Versuch, in dem ein Kaninchen mit zwei Typen
eines Bakteriophagen injiziert wurde, kamen Lennoz und Cohn?®)
zu dem entgegengesetzten Ergebnis. Sie fanden unter 215 Zellen
15 Zellen, die Antikdrper gegen beide Antigene erzeugten. Eine
Bestitigung dieses Befundes wiirde bedeuten, daB das Antikorper-
bildungsvermdgen einer Zelle nicht auf einen einzigen Typ von
Antikdrpern beschrinkt ist und wiirde die von der Burneischen
Theorie geforderte Existenz von zahlreichen Zelltypen, deren jeder
nur eine Art von Antikérper erzeugen kann, unnétig machen.

Es geht aus all dem hervor, daB das Problem der Anti-
korperbildung noch nicht endgiiltig gelést ist. Es sind we-
der die Biologen untereinander einig, noch die Chemiker
mit den Biologen. In seinem letzten Buch4!) schreibt
Burnet, daB} seine ,,clonal selection theory* ein Versuch sei,
die Annahme biochemischer Prozesse zu vermeiden, fiir
die es noch keinen unabh&ngigen Beweis gdbe. An einer
anderen Stelle desselben Buches sagt er: ,,Es ist eine Sache
meines wissenschaftlichen Glaubens, dafi Einfachheit ein
wesentlicher Vorzug ist, wenn sie hilft, zu verstehen, ohne den
Beobachtungen Gewalt anzutun.* Damit wird jeder von uns
iibereinstimmen. Dem Biologen mag die ,,clonal selection
theory“ und die kontinuierliche Antikérperbildung in Ab-
wesenheit von Antigen einfach scheinen. Fiir den Chemiker
ist es schwer, sich Antikorperbildung in Abwesenheit von
Antigen vorzustellen. Es ist viel einfacher, langdauernde
Ablagerung des Antigens oder seiner serologisch bestim-
menden Fragmente anzunehmen und die Antikdrperbildung
als einen Kopiervorgang anzusehen. Als Chemiker ziehen
wir im allgemeinen jene Theorien vor, die es uns erlauben,
die biologischen Vorginge als Reaktionen zwischen Mole-
kiilen auszudriicken. DaB der Organismus Zellen enthalten
sollte, die pradestiniert sind, Antikdrper gegen Kunstpro-
dukte des chemischen Laboratoriums zu bilden, ist fiir den
Chemiker und wohl auch fiir den Biologen schwer vor-
stellbar. :

Trotz all der Gegensitze zwischen der , direct template
theory“ und der ,.clonal selection theory*“ sind beide doch
Weiterentwicklungen der von Ehrlich vertretenen An-
schauungen. Burnet hat von Ehrlich die Idee tibernom-
men, daB praformierte Antikorper fiir alle nur moglichen
Typen von Antigenen vorhanden sind. Er hat diese Theorie
erweitert, indem er fiir jeden Antikdrpertypus einen be-
sonderen Zellklon annimmt. Wir selbst haben mit Brein/
Ehrlichs 1dee der Komplementaritdt des Antik§rpers iiber-
nommen und in die Sprache der Chemie iibertragen. Beide
Theorien bedienen sich vereinfachender Annahmen. Der
wahre Vorgang der Antikérperbildung ist vermutlich kom-
plizierter als wir heute vermuten. Eine endgiiltige Losung
des Problems der Antikdrperbildung wird wohl erst mog-
lich sein, wenn wir iiber die Bionsynthese anderer Proteine
und vor allem der normalen Serumglobuline mehr wissen.

Eingegangen am 7. Juni 1960 [A 97)

48) G. J. V. Nossal u. J. Lederberg, Nature [London] 780, 1419
[1958].
4#) E. S. Lennox u. M. Cohn, Science [Washington] 730, 1427 [1959].
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