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Antikorperstruktur und molekulare Immunologie (Nobel-Vortrag)[**]

Von Gerald M. Edelman(’]

Einige Wissenschaften sind wegen ihrer Allgemeingiiltig-
keit interessant, andere wegen ihrer Fahigkeit, Voraus-
sagen zu treffen. Die Immunologie dagegen ist besonders
fesselnd, weil sie ungewohnliche Ideen hervorbringt,
von denen einige in anderen Wissensgebieten kaum ge-
funden worden wiren. In der Tat glauben viele Immunolo-
gen, daB die Immunologie deswegen auf andere Zweige
von Biologie und Medizin einen groBen EinfluB haben wird.
Bei einer so ehrenvollen Gelegenheit wie dieser fijhle ich
mich auch dadurch bevorzugt, daB ich iiber einige grund-
legende Ideen der Immunologie und besonders iiber ihre Be-
ziehung zur Struktur der Antikorper sprechen darf.

[*] Prof. Dr. G. M. Edelman
The Rockefeller University
New York, N. Y. 10021 (USA)

[**] Copyright © The Nobel Foundation 1973. - Wir danken der Nobel-
Stiftung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Druck dieser Ubersetzung.
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Die Arbeit iiber die Struktur der Antikérper hat die Immu-
nologie in Zhnlicher Weise mit der Molekularbiologie ver-
biindet wie die fritheren Untersuchungen an Hapten-Anti-
genen die Immunologie mit der Chemie verkniipften. Diese
Strukturuntersuchungen kann man als wesentliches Pro-
jekt der molekularen Immunologie ansehen, deren Aufgabe
es ist, die Eigenschaften des Immunsystems anhand seiner
molekularen Struktur zu erkldren. In diesem Vortrag
maochte ich einige der Folgerungen aus der Strukturanalyse
von Antikorpern diskutieren. Statt das Thema erschopfend
zu behandeln, was schon weitgehend getan worden ist!? =4,
werde ich einige Gedanken hervorheben, die sich aus den
Ergebnissen der Strukturanalyse entwickelt haben. Im Zu-
sammenhang damit mdchte ich dann das verwandte, aber
weniger gut erforschte Thema der Oberflichen-Antik 6rper
von Lymphoidzellen erdrtern und einige neuere Experi-
mente beschreiben, die meine Kollegen und ich zum Ver-
stdndnis der molekularen Mechanismen, durch welche die
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Bindung von Antigenen die Klon-Proliferation dieser Zel-
len induziert, entwickelt hatten.

In der Wissenschaft der Immunologie nehmen die Antikor-
per eine zentrale Stellung ein, und zwar ganz offensichtlich
aus folgendem Grund: Sie sind diejenigen Proteinmolekiile,
die fiir das Erkennen fremder Molekiile oder Antigene
verantwortlich sind. Es ist daher vielleicht keine sehr tief-
schiirfende Erkenntnis, wenn man vermutet, daf3 eine Un-
tersuchung ihrer Struktur fiir das Verstindnis der Immuni-
tdt von Wert sein wiirde. Was sich jedoch aus diesen
Untersuchungen ergeben hat, waren Uberraschungen und
Neuformulierungen von Begriffen.

Diese Neuformulierungen boten eine molekulare Grundla-
ge fiir die Sclektionstheorien der Immunitiit, zuerst von
Nils Jerne™ und MacFarlane Burnet'® vorgebracht, und
halfen daher mit, einen einschneidenden Umbruch im im-
munologischen Denken herbeizufithren. Die grundlegende
Idee dieser Theorien ist heute das zentrale Dogma der
modernen Immunologie: Das Erkennen von Antigenen
auf molekularer Ebene findet durch Selektion unter Zell-
klonen statt, die bereits kompetent sind, die entsprechenden
Antikorper — von jeweils verschiedener Spezifitdit — zu
produzieren (Abb. 1).

O befruchtete Eizelle teilt
und differenziert sich unter
Bildung einer grofien Anzahl
immunologisch kompetenter Zellen

XXX

Antigene
Stimulation

Klon von Zellen, die das gleiche
Immunglobulin produzieren

Abb. 1. Die Zeichnung gibt die Grundziige der Klonselektions-Theorie
wieder. Die Schattierungen bedeuten, daB verschiedenartige Zellen
Antikorper-Rezeptoren verschiedener Spezifitit besitzen, obwohl alle Re-
zeptoren einer gegebenen Zelle die gleiche Spezifitit aufweisen. Die Sti-
mulation durch ein Antigen bewirkt eine Klonexpansion (Reifung, Mitose
und Antikérperproduktion) derjenigen Zellen, die dem Antigen kom-
plementire Rezeptoren haben.

Die Ergebnisse vieler Untersuchungen von Zellimmunolo-
gen (s.''2)) lassen mit groBer Wahrscheinlichkeit anneh-
men, daB3 jede Zelle nur Antikorper einer einzigen Art her-
stellt, daB3 Zellteilung und Antikérpersynthese durch die
Wechselwirkung zwischen Antigen und Rezeptor-Antik6r-
pern der Zelloberfliche stimuliert werden, und daB diese
Antikorper dieselbe Sperzifitit aufweisen wie die von der
Tochterzelle produzierten Antikdrper. Aus diesen Schluf3-
folgerungen und aus der Theorie der Klon-Selektion er-
geben sich mehrere grundsitzliche Fragen : Wie kann eine
hinreichende Mannigfaltigkeit von Antikérpern durch das
Lymphoidsystem hervorgebracht werden? Durch welchen
Mechanismus wird der Lymphocyt nach der Wechsel-
wirkung mit einem Antigen stimuliert?
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Ende der fiinfziger Jahre, als man gerade begonnen hatte,
die Antikorperstruktur intensiv zu untersuchen, konnten
diese Fragen noch nicht so genau gestellt werden. Die
klassischen Arbeiten von Landsteiner iber Hapten-Antige-
nel™ hatten deutliche Hinweise dafiir geliefert, da die
immunologische Spezifitdt die Folge einer molekularen
Komplementaritidt zwischen den determinanten Gruppen
der Antigenmolekiile und des antigen-bindenden Zentrums
des Antikorpermolekiils ist. Auflerdem gab es sowohl
Griinde fur die Annahme, daB die meisten Antikorper
zweiwertig sind™®), als auch dafiir, daB es Antikdrper ver-
schiedener Klassen gibt!®!. Die physikalisch-chemischen
Untersuchungen von Tiselius''® hatten bestitigt, dal3
Antikorper Proteine mit auBerordentlicher Ladungshete-
rogenitét sind. Weiterhin hatte eine Anzahl von Forschern
gezeigt, daB die Bindungskonstanten von Antikdrpern, die
ein einziges Hapten-Antigen binden konnen, heterogen
sind* '\, Trotz des Wertes aller dieser Informationen war
jedoch nur wenig iiber die genaue chemische Struktur
von AntikSrpern oder von dem, was man heute Immunglo-
buline nennt, bekannt.

Die Vielkettenstruktur der Antikorper: Probleme
der Grofie und der Heterogenitit

So notwendig wie die Strukturanalyse der Antikorper war,
so groB waren die experimentellen Schwierigkeiten:
Antikorper sind sehr grofle Proteine (Molekulargewichte
150000 oder mehr) und auBergewohnlich hetcrogen. In
den Jahren um 1958 wurden zwei Methoden angewendet,
um die erste Schwierigkeit zu umgehen. Auf den Arbeiten
von Petermann!!? und anderen fullcnd, verwandte Rodney
Porter!13! proteolytische Enzyme, besonders Papain, um
eine begrenzte Spaltung der y-Globulinfraktion des Serums
in Fragmente zu erreichen. Er fraktionierte dann mit Erfolg
das Hydrolysat und erhielt antigen-bindende (Fab) und
kristallisierbare (Fc) Fragmente. Spéter wurden andere En-
zyme wie etwa Pepsin in dhnlicher Weise von Nisonoff
und seinen Kollegen!!¥ herangezogen. Ich versuchte, die
Molekiile von Immunglobulin G und Immunglobulin M
mit einer anderen Methode in Polypeptidketten zu spalten,
und zwar durch Reduktion ihrer Disulfidbindungen und
durch Einwirkung dissoziierender Losungsmittel wie z. B.
6M Harnstoff!! 5], Dieses Verfahren brathte eine bedeuten-
de Verringerung des Molekulargewichts und zeigte, daf3
das Immunglobulin-G-Molekiil eine Viclkettenstruktur
besitzt und nicht aus einer Kette besteht, wie man vorher
geglaubt hatte. Weiterhin wiesen die Ketten aus beiden
Immunglobulinen etwa dieselbe Grofle auf. Es ergaben
sich zwei Arten von Polypeptidketten!®! (jetzt leichte und
schwere Ketten genannt); sic entsprachen aber offensicht-
lich nicht den Fragmenten, die man durch proteolytische
Spaltung erhielt, und daher erginzten sich die Ergebnisse
beider Spaltungsverfahren. Ultrazentrifugen-Analysen
zeigten, daB eine der Polypeptidketten ein Molckularge-
wicht in der Gegend von 20000 besitzt — eine verniinftige
GroBe fir die Bestimmung der Aminosiure-Sequenz mit
den Methoden, die Anfang der sechziger Jahre zur Ver-
figung standen.

Trotzdem war das Haupthindernis fiir eine direkte Analyse
der Antikorperstruktur die chemische Heterogenitit der

Angew. Chem. [ 85. Jahrg. 1973 | Nr. 24



Antikdrper und ihrer antigen-bindenden Fragmente. Digje-
nigen, die damals die chemische Analyse des AntikoOrper-
molekiils versuchten, sahen sich zwei brennenden Fragen
gegeniiber. Erstens: Lag die beobachtete Heterogenitiit
der Antik6rper nur in der Konformation ihrer Polypeptid-
ketten, wie man weithin annahm, oder gab diese Heteroge-
nitit Verschiedenheiten in der Primérstruktur dieser Ket-
ten wieder, wie es implizit von der Klonselektions-Theorie
gefordert wurde? Zweitens: Wenn die Heterogenitiit auf
einer grofien Population von Molekiilen mit verschiedener
Primirstruktur beruhte, wie konnte man homogenes Mate-
rial fur eine genaue Strukturanalyse bekommen?

Man versuchte, diese Fragen gleichzeitig zu 16sen, indem
man sich einen Unfall der Natur zunutze machte, statt
einen direkten physikalisch-chemischen Angriff zu begin-
nen. Es war schon einige Zeit bekannt, daB Tumoren
von Lymphoidzellen, die Myelome heiBen, homogene Se-
rumproteine produzieren, die den normalen heterogencn
Immunglobulinen dhneln. 1961 zeigten M. D. Poulik und
ich, da} dic Homogenitit dieser Proteine sich in den Mu-
stcrn der Stirkegelelektrophorese der dissoziierten Ketten
widerspiegelt!*#.. Einige Patienten mit multiplem Myelom
scheiden im Urin Proteine aus, die in ihrer Antigenitit
mit den Immunglobulinen verwandt sind, deren wirkliche
Natur aber seit ihrer ersten Beschreibung durch Henry
Bence Jones im Jahre 1847 unbekannt geblieben war. Diese
Bence-Jones-Proteine waren duflerst interessant, denn sie
lassen sich aus dem Urin leicht in grolen Mengen gewin-
nen, sind homogen und besitzen niedrige Molekularge-
wichte. Es schien naheliegend anzunehmen!!®), da3 Bence-
‘Jones-Proteine eine der Ketten des Immunglobulins waren,
die zwar vom Myeclom-Tumor synthetisiert, aber nicht
in das homogene Myelomprotein inkorporiert und daher
mit dem Urin ausgeschieden werden.

Diese Hypothese wurde an einem aufregenden Nachmittag
bekriiftigt, als mein Mitarbeiter Joseph Gally und ich!'”!
Losungen von leichten Ketten, die wir aus unseren eigenen
Serum-Immunglobulinen isoliert hatten, im klassischen
Test fiir Bence-Jones-Proteinurie erhitzten. Sie verhielten
sich wie Bence-Jones-Proteine : Die Losungen wurden zu-
erst triib, klirten sich aber bei weiterem Erhitzen wieder. Ein
Vergleich der leichten Ketten der Myelomproteine mit
den Bence-Jones-Proteinen durch Stirkegelelektrophorese
in Harnstoff!*7! und durch Peptidkartierung!!®) bestitigte
die Hypothese (Abb. 2). In der Tat fanden Berggard und
ich spiterl!®] daB es in normalem Urin Gegenstiicke zu
den Bence-Jones-Proteinen gibt, die dieselben Eigenschaf-
ten aufweisen, aber chemisch heterogen sind.

Damals waren keine physikalischen Methoden bekannt,
mit denen man AntikSrper zu homogenen Proteinen frak-
tionieren konnte. Es war aber moglich, spezifisch reagieren-
de Antikorper herzustellen, indem man mit Hilfe des Anti-
gens Antigen-Antik 6rper-Aggregate herstellte und diesen
Komplex dann mit dem freien Hapten dissoziierte. Obwohl
wir wuflten, daB diese spezifisch hergestellten Antikdrper
in ihrem elektrophoretischen Verhalten immer noch hete-
rogen warcn, schien es moglich zu scin, dal Antikdrper
gegen verschiedene Haptene Unterschiede in ihren Poly-
peptidketten aufweisen konnten. Baruj Benacerraf hatte
eine Sammlung dieser Antikorper hergestellt, und zusam-
men mit unseren Kollegen!??! entschieden wir uns, mit
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Abb. 2. Vergleich von leichten Ketten, die aus Scrum-IgG-Myelom-
proteinen isoliert wurden, mit den Bence-Jones-Proteinen aus dem Urin
desselben Patienten. a) Stirkegelelektrophorese in Harnstoff, 1 Serum-
Myelomglobulin, 2 Bence-Jones-Protein aus Urin, 3 reduziertes und
alkyliertes Bence-Jones-Protein, 4 reduziertes und alkyliertes Myelompro-
tein. L=Ileichte Kettc, H=schwere Kectte. b) Zweidimensionale
Hochspannungsclektrophorese von tryptischen Hydrolysaten. Das Mu-
ster auf der linken Scite stammt von Bence-Jones-Protein aus Urin,
das auf der rechten Seite von der leichten Kette, die aus dem Serum-Mye-
lomprotein dessclben Patienten isoliert wurde.

denselben Methoden, die wir fiir die Bence-Jones-Proteine
benutzt hatten, die Ketten dieser Antikdrper zu vergleichen.
Die Ergebnissc waren eindrucksvoll: Die gereinigten
AntikSrper zeigten drei bis fiinf scharfe Banden im Bereich
der Bence-Jones-Proteine oder leichten Ketten; Antikorper
verschiedener Spezifitit wiesen verschiedene Muster auf.
In scharfern Gegensatz dazu zeigten normale Immunglobu-
line eine diffuse Zone, dic sich iiber den ganzen Bereich
dieser Banden erstreckte. Diese Versuche bewiesen nicht
nur, daf} sich Antikorper verschiedener Spezifitit struktu-
rell voneinander unterscheiden, sondern auch, daf ihre
Heterogenitit begrenzt ist.

Aus diesen Experimenten an Bence-Jones-Proteinen und
gereinigten AntikOrpern ergeben sich einige wichtige
SchluBfolgerungen. Da verschiedenc Bence-Jones-Proteine
verschiedene Aminosidure-Zusammensetzungen aufwiesen,
war es klar, daB Immunglobuline in ihrer Primérstruktur
voneinander abweichen muBten. Diese Schlufifolgerung,
die spiter von Koshland'?!! fiir spezifisch gereinigte
Antikorper bestdtigt wurde, lieferte cine starke Stiitze fiir
die Selektionstheorie der Antikorperbildung. Dariiber hin-
aus eréffnete sie die Moglichkeit einer direkten Analyse
der Primirstruktur eines Immunglobulinmolekiils, denn
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Bence-Jones-Proteine sind nicht nur aus homogenen leich-
ten Ketten zusammengesetzt, sondern das Molekularge-
wicht ihrer Untereinheiten betrégt auBerdem nur 23000.
Der erste Bericht von Hilschmann und Craigt?? iiber Teilse-
quenzen einiger Bence-Jones-Proteine deutete darauf hin,
daB sich die strukturelle Heterogenitit der Icichten Ketten
auf den aminoterminalen (variablen) Bereich beschrinkt,
withrend der carboxyterminale Teil der Kette (die konstan-
te Region)in allen Ketten desselben Typs gleich ist. Dieser
Befund wurde bald durch Untersuchungen an anderen Ben-
ce-Jones-Proteinen verallgemeinert!?3!.

Obwohl auch die schweren Ketten der Immunglobuline
untersucht worden waren, wubBte man doch wesentlich

Tabelle 1. Human-Immunglobulinklassen,

schiedliche Klassencharakter(?4! von strukturellen Unter-
schieden in den schweren Ketten, besonders in ihren
konstanten Regionen, herriihrt, wie ich weiter unten aus-
fithren werde.

Mit der Aufkldrung der Natur der Heterogenitiit von Im-
munglobulinketten und -klassen konnte sich die Aufmerk-
samkeit nun dem Problem zuwenden, Struktur und Evolu-
tion der Antikorper innerhalb einer gegebenen Klasse ihren
antigen-bindenden Funktionen und Effektorfunktionen zu-
zuordnen. Wir beschlossen, uns auf das Immunglobulin
G, die in Sdugetieren vorherrschende Klasse, zu konzentrie-
ren;die Arbeit {iber die Struktur der Ketten lieB annehmen,
daB es hinreichend reprisentativ sein wiirde.

Klasse physiologische
Eigenschaften

schwere leichte
Kettc [a] Kette

Molekiil-  Molekulargewicht Kohlen-
formel [b] (x 107 %) und Sedi- hydrat-
mentationsk onstante Gehalt

1gG Komplementfixierung;

placentaler Transfer

IgA lokalisierter Schutz
in externen Sekreten

IgM Komplementfixierung:

frithe Immunantwort

IgD unbekannt

igE Reaginaktivitit;
Mastzellenfixierung

koder A (y1K2) 143-149; 6.7S 25%
oder
(7212)
k oder A (22K2)
oder
(23 2,)
Kk oder b (M2K3)s
oder
(Lar2)s
k oder A (8:k3)
oder
(32A2)
x oder A (£2K2)
oder
(£242)

158-162; 6.8-11.4S 5-10%

800-950: 19.08 5-10%

175-180: 6.6S 10%

185-190; 8.0S 12%

[a] Die klassenbestimmenden Unterschiede dieser Ketten befinden sich in den konstanten Regionen.
[b] igA kann zusitzliche, nicht verwandte Ketten (SC und J) aufweisen: J-Ketten finden sich auch in IgM.

weniger iiber deren Struktur. So vermutete man z. B., wufite
es aber nicht, daB auch sie variable Regionen besitzen,
die denen der leichten Ketten éhneln. Vergleiche zwischen
schweren und leichten Ketten stellten aber sogar in diesem
frithen Stadium einc weitere Ursache der Antik 6rper-Hete-
rogenitiit klar: das Vorkommen von Immunglobulinklas-
sen!24],

Antikdrper innerhalb einer bestimmten Klasse besitzen
dhnliche Molekulargewichte, einen dhnlichen Kohlenhy-
drat-Gehalt, eine dhnliche Aminosidure-Zusammensetzung
und &hnliche physiologische Funktionen (Tabelle 1), sind
aber trotzdem noch heterogen in ihrer Ladung und ihren
Antigenbindungsaffinititen. Untersuchungen der Klassen
in verschiedenen Tierspezies wiesen darauf hin, daB3 sowohl
die Mehrkettenstruktur als auch die Heterogenitit ubiqui-
tare Eigenschaften von Immunglobulinen sind. Die Klassen
haben sich offensichtlich wihrend der Evolution!?5! zur
Ausfiihrung verschiedener physiologisch wichtiger Funk-
tionen herausgebildet, die man, um sie von den Antigenbin-
dungs- oder -erkennungsfunktionen zu unterscheiden, Ef-
fektorfunktionen genannt hat. Die verschiedenen AuBerun-
gen der humoralen Immunantworten sowie ihre prophy-
laktischen, therapeutischen und pathologischen Konse-
quenzen konnen heute allgemein mit den Eigenschaften
der jeweils ansprechenden Antikorperklasse erklirt wer-
den. Beim Vergleich der Struktur ihrer Ketten wurde es
klar, daB3, obwohl Immunglobuline aller Klassen dhnliche
Arten von leichten Ketten enthalten (Tabelle 1), der unter-
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Die vollstindige kovalente Struktur und die
Domiinen-Hypothese

Die Kenntnis der Kettenstruktur und ihre Zuordnung zu
den proteolytischen Fragmenten!?®: 27! machten einen Ver-
such ausfithrbar, die vollstandige Struktur eines Immunglo-
bulin-G-Molekiils zu bestimmen. Mecine Kollegen und ich
begannen dieses Projekt 1965, und bevor cs 1969 abge-
schlossen werden konnte!?8), hatten sieben von uns einen
Grofteil ihrer wachen Stunden den technischen Einzelhei-
ten gewidmet. Eins unserer Hauptziele war es, eine vollstin-
dige und endgiiltige Referenzstruktur zu bekommen, mit
der wir Teilstrukturen anderer Immunglobuline verglei-
chen konnten. Im besonderen wollten wir die genaue Struk-
tur einer schweren Kette und einer leichten Kette von
demselben Molekiil miteinander vergleichen.

Ein weiteres Ziel bestand darin, die regionale Differenzie-
rung der Struktur, die sich zur Ausfiilhrung verschiedener
physiologischer Funktionen in der Immunantwort entwik-
kelt hatte, im Detail zu priifen. Die Arbeiten von Porter!!3!
hatten gezeigt, dall das sogenannte Fab-Fragment von
Immunglobulin G einwertig ist und Antigene bindet, wih-
rend das Fc-Fragment das nicht tut. Dies gab einen ersten
Hinweis darauf, daB Immunglobulinmolekiile in mehrere
Regionen eingeteilt sind, von denen jede andere Funktio-
nen erfiillt. In Ubereinstimmung mit den Selektionstheori-
en der Immunitdt war es folgerichtig anzunehmen, daB
V-Regionen von sowohl leichten als auch schweren Ketten
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antigen-bindende Funktionen ausiiben. Erste Hinweise
darauf, daB einige der C-Regionen mit den physiologisch
signifikanten Effektorfunktionen zu tun haben, ergaben
sich daraus, daB gezeigt wurde, daB Fc-Fragmente Kompo-
nenten des Komplementsystems binden konnen, einer
komplexen Gruppe von Proteinen, die fiir die immunolo-
gisch induzierte Zell-Lyse verantwortlich sind!?°), Eine ge-
nauere Zuordnung von Struktur und Funktion erforderte
jedoch die Kenntnis der gesamten Struktur.

Die Aminosduresequenz-Analyse der Fc-Region von nor-
malen Kaninchen-y-Ketten durch Hill und seine Kolle-
gent*® ergab, daB der carboxyterminale Abschnitt der
schweren Ketten homogen ist. Aufgrund interner Homolo-
gien in dieser Region schlugen Hill'*®! sowie Singer und
Doolittle!®'} als Hypothese vor, daB die Gene fiir die Im-
munglobulin-Ketten sich durch Verdoppelung eines Gens
von einer GroBe, die fiir die Codierung eines Vorldufer-
proteins von ungefdhr 100 Aminosédureresten Lidnge aus-
reichte, entwickelt hatten. Obwohl eine direkte Bestiti-
gung dieser Hypothese offensichtlich unmoglich ist, wurde
sie durch die Ergebnisse unserer Analyse!?8! der voll-
standigen Aminosdure-Sequenz und der Anordnung der
Disulfidbriicken eines gesamten IgG-Myelomproteins stark
gestiitzt.

Durch Vergleich der Aminosidure-Sequenzen der schweren
Ketten dieses Proteins mit anderen, die in Porters Labora-
torium'®? und die von Bruce Cunningham und seinen Kol-
legen in unserem Laboratorium untersucht wurden!33,
ergab sich, daB schwere Ketten variable (Vy) Regionen
aufweisen, d. h. Regionen, die sich voneinander in der Se-
quenz von 110-120 Resten, gerechnet vom aminotermina-
len Ende, unterscheiden (Abb. 3).

Die Priifung der Aminosidure-Sequenzen (Abb. 4 und 5)
gestattete uns, die folgenden zusitzlichen SchluBfolgerun-
gen zu zichen :

1. Die variablen (V) Regionen der leichten und der schweren
Ketten sind einander homolog. Sie sind aber offensichtlich
den konstanten Regionen dieser Ketten nicht homolog.

V-Regionen desselben Molekiils scheinen miteinander
nicht ndher verwandt zu sein als mit V-Regionen anderer
Molekiile.

2. Die konstante (C) Region der y-Ketten besteht aus drei
Homologie-Regionen, namlich Cxl, Cy2 und Cy3, die
untereinander und den konstanten Regionen der leichten
Ketten eng homolog sind.

3. Jede variable Region und jede konstante Homologie-Re-
gion enthilt eine Disulfidbriicke; daraus ergibt sich, da
die sich innerhalb einer Kette befindenden Disulfidbriicken
linear und periodisch in der Struktur verteilt sind.

4. Die Region, die alle zwischen den Ketten befindlichen
Disulfidbriicken enthilt, befindet sich im Zentrum der li-
nearen Sequenz der schweren Kette und besitzt kein homo-
loges Gegenstiick in anderen Abschnitten der schweren
oder leichten Ketten.

Diese SchluBfolgerungen fithrten uns zur Annahme, daB
das Molekiil zu einem Haufen kompakter Doménen gefal-
tet ist!28-33] von denen jede durch getrennte variable oder
konstante Homologie-Regionen (Abb. 6) gebildet wird. Bei
einer solchen Anordnung ist jede Domiine durch eine einzi-
ge innerhalb der Kette befindliche Disulfidbriicke stabili-
siert und an benachbarte Dominen durch weniger dicht
gefaltete Abschnitte der Polypeptidkette gebunden. Eine
zweizihlige Pseudosymmetrieachse verkniipft die vV C;-
mit den VyCyl-Domiinen, und eine wirklich zweizédhlige
Achse durch die Disulfidbriicken, die die schweren Ketten
miteinander verbinden, verkniipft die Cy2—Cy3-Domé-
nen. Die Tertidrstruktur innerhalb jeder homologen Do-
mine ist vermutlich sehr &hnlich. Weiterhin steuert jede
Domine wahrscheinlich wenigstens ein aktives Zentrum
bei, das eine Funktion des Immunglobulinmolekiils erfiillt.

Diesc letztere Annahme 148t sich sehr sauber an der Wech-
selwirkung von V-Region-Doménen nachweisen. Die Re-
konstitution von aktiven Antikorpermolekiilen durch Re-
kombination der vorher isolierten schweren und leichten

Fab {t} Fab {t}
schwere .
PCA ] [ NS S
e S e i e S i
S
I, 1o Og o Tyl | m | |57 sT I g!
teichte i I i i i S S P ] ] {
Kette NH, 7N, 7 G, | t7 [ | L N N M
H
oot | ||
- 4 K -
I
g™ g
A
l ¢ o
pil
i L]
COOH COOH
1953 Feit)

Abb. 3. Gesamtanordnung der Ketten und Disulfidbriicken von menschlichem vG -Immunglobulin Eu. 1-X1 sind
Halbcystinreste, I-V bezeichnen korrespondierende Halbcystinreste in leichten und schweren Ketten. PCA = Oxo-
pyrrolidincarbonyl; CHO = Kohlenhydratrest. Fab(t) und Fc(t) beziehen sich auf Fragmente, die durch Trypsin-
spaltung entstehen, wobei die schweren Ketten, wie durch gestrichelte Linien angedeutet, oberhalb der Halbcystin-
reste VI gespalten werden. Die variablen Regionen Vy und Vi sind homolog. Die konstante Region der schweren
Kette (Cyy) unterteilt sich in drei Regionen, Cy1, C;2 und C,3, die einander und der C-Region der leichten Kette
homolog sind. Die variablen Regionen erfiillen antigen-bindende Funktionen, die konstanten Regionen die Effektor-

funktionen des Molekiils.
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Sequenzhomologien in den variablen Regionen von Eu

Eu V| (Reste 1-108)
Eu Vy (Reste 1-114)
20
Val | Gly| Asp Arg Thr
Pro [Gly| Ser Ser Lys
40
GIn GIn Lys {Pro Gly| Lys
Arg GIn Ala {Pro Gly{ Gln
60
Ser Arg |[Phe| lle |Gly| Ser
Gin Lys |Phe| Gin |Gly| —
80
Ser Leu| GIn Pro Asp | Asp
Ser Leul Arg Ser Giu | Asp|
100
GIn |Gly| Thr Lys |Val| Glu
Asn {Gly| Gly Leu |Vall Thr
A 955.4

Abb. 4, Vergleich der Aminosiure-Sequenzen der Vy- und V,-Regionen des Proteins Eu. Ubereinstimmende Reste sind eingerahmt

lle
Val

Ala
Gly

Gly
Arg

Phe
Thr

Val

Thr
Ser

Ser
Val

Ala
Ala

Lys

Cys
Cys

Pro Lys
Leu Glu

Gly Thr
Thr

Thr
Phe

1
Asp
PCA

Ile
Val

Ala
Ala

Arg
Lys

Ser
Ser

Leu
Met

Leu
Trp

70
Glu

lle Thr

Tyr
Tyr

Tyr
Phe

Gly

Met
Gly

Phe
Ala

Cys
Cys

angedeuteten Deletionen sind eingefiigt, um die Homologie zu verbessern.

Gin

Met
Leu

Thr
Val

Gln
Gly

lle
Thr

Ser
Giy

50

Lys Ala

Val

Tyr

Gly lle

Thr

Asp Glu Ser

90
Gin

Gly

Gin

Ala Gly

Gln
GlIn

Ser
Ser

30
Asn

Phe

Ser

Pro

Thr
Ser

Ser
Met

Asn

Asn
Gly

Pro
Gly

Arg

Phe

Thr

Ser
He

Ser

Ser

Leu
Gly

Ala

Asp
Tyr

10
Thr

Ala

Ser
Val

Leu
Glu

Ala
lle

Trp Leu

Ala lle

Glu
Pro

Ser

Pro

Gly
Asn

Thr
Giu

Leu
Met

Met
Glu

Lys

Pro

Ala
Lys

Trp
Trp

Val
Tyr

lle

Leu

Phe
Glu

Ser
Lys

Tyr
Val

Pro
Ala

Ser
Ser

Gly
Tyr

. Die durch Striche

Eu C_ (Reste 109--214) Thr :/1:«1? Ala Ala [Pro | Ser | Val | Phe} lle | Phe | Pro llrzc? Ser | Asp| Glu | GIn -
Eu Cy1 (Reste 119—220} Ser Thr Lys |Gly | Pro | Ser | Val | Phe i Ala | Pro| Ser | Ser |dlys.]Ser -
Eu CH2 (Reste 234--341) Leu Leu Gly |Gly |Pro | Ser | Val | Phe| Leu 'Phe Pro | Pro| Lys Pro Lvs Asp Thr
Eu CH3 (Reste 342—-446) GIn Pro Arg Glu |[Pro | GIn | Val | Tyr Thr L&t Pro | Pro| Ser ] Arg | Glu | Glu —
130 140
- Leu Lys |Ser { Gly | Thr | Ala | Ser | Val |Val [ Cys | Leu | Leu Asn Asn Phe| Tyr |Pro | Arg Glu Ala Lys{Val| —
— Thr Ser Giy| Gly |Thr| Ala | Ala | Leu | Gly | Cys V!,.éu Val | Lys |Asp| Tyr Phe |Pro | Glu| Pro Val Thr |Val| —
Leu [Met | e lSer Arg [Thr |Pro Glu |Val |Thr { Cys | Val | Val | Val |Asp [ Val Ser His |Giu|Asp|Pro GIn |Val | Lys
- Met | Thr Lys Asn GIn Val | Ser [Leu |[Thr | Cys Leu Val | Lys |Gly | Phe I Tyr ‘Pro Ser [ Asp | lle Ala |Val | —
150 160
— Gln | Trp | Lys {Val [Asp | Asn| Ala | Leu | GIn | Ser | Gly | Asn ]Ser Gin Glu Ser Val Thr |Giu l Gin | Asp jSer | Lys
- Ser [Trp | Asn [Ber:-| — Gly | Ala | Leu | Thr | Ser | Gly | — Val His | Thr [ Phe | Pro | Ala [¥al “Leu. Gin'|Ser | —
Phe Asn {Trp | Tyr 4Va| Asp | Gly | — Val |Gin [ Val His [Asn |Ala |Lys | Thr [ Lys | Pro | Arg | Glu l Glin .Gln Tyr —
— Glu | Trp | Glu ‘,Sefr', Asn Asp — Gly Glu Pro Glu {Asn |Tyr |Lys| Thr | Thr { Pro | Pro { V&l Leu|Asp |Ser | —
170 180 190
[Asp Sef Thr | Tyr| Ser | Leu | Ser | Ser [ Thr | Leu | Thr | Leu Ser @s_ Ala Asp Tyr Glu Lys His @ Jlal Tyr | Ala
Ser "Gly‘ Leu | Tyr| Ser | Leu | Ser | Ser {Val |Val |Thr | Val | Pro Ser ﬂ Ser Leu Gly Thr GIn - Thr | Tyr | ile
Asp [Ser | Thr | Tyr| Arg Val Val | Ser |Val | Leu [Thr [ Val [Leu His GIn Asn |Trp| Leu Asp |Gly| Lys |Glu | Tyr | Lys
Asp {'Gly:| Ser Phe Phe | Leﬂ Tyr | Ser | Lys | Leu | Thr | Val Asp{ Lysl Seq Arg | Trp| GIn Glu |Gly ] Asn | Val | Phe Ser
200 210

Cys | Glu [ Val | Thr [ His | GIn  Gly Ser Ser [Pro [ Val [Thr] — [Lys[Ser [Phe — —  Asn Arg [Gly |Glu[Cys
Cys | Asn | Val | Asn | His | Lys [Pro Ser Asn Thr Lys| Val | — Asp | Lys | Arg Val — - Glu IPro Lys Ser | Cys
Cys | Lys|Val  Ser Asn|Lys|Ala|Leu|Pro Ala [Pro|lle — Glu|Lys Thr lle [Ser | Lys Ala Lys |Gly

Cys | Ser | Val | Met [His Glu |Ala | Leu [ His Asn His Tyr | Thr| Gin | Lys | Ser ] Leu| Ser | Leu Ser IPro Gly

[A 955.5

Abb. 5. Vergleich der Aminosidure-Sequenzen der C, -, Cyy1-, C,2- und C3-Regionen des Proteins Eu. Die Deletionen, durch Striche angedeutet, sind zur
Verbesserung der Homologie eingefiigt worden. Ubereinstimmende Reste sind eingerahmt ; sowoh! eingerahmte als auch schattierte Felder sollen paarweise
iibereinstimmende Reste kennzeichnen.
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Cy3 Cy3

Abb. 6. Die Dominen-Hypothese. Schematische Anordnung der Domi-
nen im freien Immunglobulin-G-Molckiil. Der Pleil deutet die zweizihlige
Symmetrieachse an. Die Homologie-Regionen (s. Abb. 3, 4 und 5), aus
denen jede Domine besteht, sind folgendermafBen bezeichnet: V.,
Vy=Domiinen, die aus variablen Homologie-Regionen gebildet werden;
Cyi, Cul, Cu2, Cu3 =Domiincn, die aus konstanten Homologie-Regionen
gebildet werden. Man nimmt an, daB innerhalb jeder dieser Gruppen
dic Domiinen eine dhnliche dreidimensionale Struktur aufweisen, und
dab jede sich an einem aktiven Zentrum beteiligt. Die Zentren aus V-Do-
miinen tragen zur Antigen-Erkennungsfunktion bei, die Zentren aus C-
Dominen zu den Effektorfunktionen.

Ketten!34~ 3% wie auch Affinitéitsmarkierungs-Experimen-
te®!) bestiitigten unsere frither geiuBerte Hypothese, daB
die V-Regionen von sowohl schweren als auch leichten
Ketten zu den antigen-bindenden Zentren beitragen. Wei-
terhin ergaben die Versuche von Haber'" den ersten Hin-
weis darauf, dal Fab-Fragmente von spezifischen Antikor-
pern nach Reduktion ihrer Disulfidbriicken aufgefaltet und
wieder zuriickgefaltet werden konnen, wenn das Antigen
abwesend ist, und dabei den gréBten Teil ihrer antigen-bin-
denden Aktivitit wiedererlangen. Dies zeigte deutlich, da8}
die Information fiir die Bindungsstelle vollstindig in der
Aminosdure-Sequenz der Ketten enthalten ist. DaB sich
die gesamte Information in den variablen Regionen befin-
det, wird eindeutig durch die kiirzlich gegliickte Isolierung
von antigen-bindenden Fragmenten, die nur aus V, und
V,, bestehen, bewiesen!*8), Die Experimente zur Ketten-Re-
kombination legten eine Hypothese nahe, die einen Teil
der Antikorper-Mannigfaltigkeit erkldrt. Die zahlreichen
Kombinationen unterschiedlicher schwerer und leichter
Ketten, die in der Verschiedenheit der Lymphocyten zum
Ausdruck kommen, erlauben die Bildung sehr vieler ver-
schiedenartiger antigen-bindender Zentren aus relativ we-
nigen V-Regionen.

Eine der noch verbleibenden Aufgaben der molekularen
Immunologie ist es, ein direktes Bild der antigen-bindenden
Zentren durch Rontgen-Strukturanalyse der V-Doménen
bei atomarer Auflésung zu bekommen. Obwohl man Kri-
stalle eines geeigneten Molekiils oder Fragments, das Dif-
fraktionsmuster mit einer hoheren Auflsung als 3 A ergibt,
noch nicht erhalten hat, ist es wahrscheinlich, da fortge-
setzte Bemiihungen sie schlieBlich erbringen werden. Die
Details einer speziellen Antigen-Antikrper-Wechselwir-
kung, die eine derartige Untersuchung aufdecken sollte,
werden ein enormes Interesse finden. So sind z. B. gewisse
Sequenzstellen der V-Regionen hypervariabel'**! und sehr
gute Anwirter fiir eine direkte Beteiligung an der Bindungs-
stelle. Es wird auch besonders wichtig sein zu verstehen,
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wie die grundlegende dreidimensionale Struktur mit so
vielen Aminosdure-Substitutionen in Einklang zu bringen
ist. Rontgen-kristallographische Untersuchungen kénnten
auch im Detail zeigen, wie die Disulfidbriicken in jeder
der V-Dominen fiir die notwendige Stabilitiit der Bin-
dungszentren sorgen!?8-33.40],

Die vorgeschlagenen Ahnlichkeiten in der Tertidirstruktur
der C-Domdnen sind nicht sichergestellt, ebensowenig sind
die Funktionen der C-Doménen véllig bestimmt worden.
Man vermutet, dafl C;;2 eine Rolle bei der Komplementbin-
dung spielen kénntet*!). Ein guter Kandidat fiir die Bin-
dungsstelle der Lymphocyten-Zellmembran ist Cy3, dessen
Funktion mit dem Mechanismus der Lymphocytenaus-
16sung, die sich an die Bindung des Antigens durch V-Do-
miénen anschlieBt, zusammenhidngen mag. Man hat schon
gezeigt, daB sich die Cy3-Domine an Makrophagen-
Membranen bindet!#?, und es gibt jetzt auch schon Hin-
weise, dal Lymphocyten isolierte Dominen, die den Cy3-
Doménen #hneln, als einzelne Molekiile synthetisieren
konnent 43~ 431,

Zwar sind noch viele Einzelheiten offen, doch wird die
ungefihre Struktur, wie sie die Doménen-Hypothese vor-
schléigt, durch rontgen-kristallographische Untersuchun-
gen von Fab-Fragmenten!#®! und vollstindigen Molekii-
len'*7L, bei denen sich getrennte Dominen klar unterschei-
den lassen, direkt gestiitzt. Eine indirekte Bestitigung der
Hypothese bietet der experimentelle Befund{38-4#1 daB die
Regionen zwischen den Dominen proteolytisch gespalten
werden.

Es ist nicht vollig klar, warum die Doménenstruktur wih-
rend der Evolution so genau bewahrt worden ist. Eine
verniinftige Hypothese ist folgende: Obgleich es von der
Funktion her notwendig ist, daB V- und C-Dominen im
selben Molekiil sich assoziieren, ist es aber auch unumging-
lich, allosterische Wechselwirkungen zwischen den Domi-
nen zu verhindern. Was auch immer die Vorteile dieser
Anordnung bei der Selektion gewesen sein mogen, so ist
es doch klar, daB} die Evolution der Immunglobuline durch
Genverdopplung die M &glichkeit erdffnete, die immunolo-
gische Funktion durch Addition oder Deletion von Doma-
nen zu modulieren.

Translocone: Vorschlag einer Einheit der
Evolution und der genetischen Funktion

Die Evolution von Doménenstrukturen und Immunglobu-
linklassen durch Genverdopplung a3t mehrere Fragen
{iber Zahl und Anordnung der Strukturgene, die fiir Im-
munglobuline codieren, aufkommen. Obwohl die Zeit mir
nicht erlaubt, dieses komplizierte Thema in allen Einzelhei-
ten zu erortern, mochte ich doch darlegen, wie Arbeiten
iiber die Struktur diese Fragen prizisiert haben.

Nach der Theorie der Klonselektion ist es erforderlich,
daB in jedem Individuum ecine grofe Zahl verschiedenarti-
ger Antikorper mit der Fihigkeit, verschiedenartige Anti-
gene zu binden, bereits von vornherein existieren. Eine
der am meisten befriedigenden SchluBfolgerungen aus den
Strukturanalysen ist die,daB} die Verschiedenhcit der V-Re-
gioncn der Antikrperketten ausreicht, um dicsem Bediirf-
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nis Rechnung zu tragen. Die Verschiedenheit entsteht auf
drei Niveaus der strukturellen oder der genetischen Organi-
sation, von denen man zwei einigermalen versteht:

1. V-Regionen schwerer und leichter Ketten beteiligen sich
an der antigen-bindenden Stelle; daher kann die Zahl der
moglichen Antikorper so groB sein wie das Produkt aus
der Anzahl verschiedenartiger V;- und Vy-Regionen.

2. Die Aminosiuresequenz-Analysen der V-Regionen von
leichten Ketten durch Hood™% und Milstein'*®! und spiter
die von schweren Kctten aus Myelomproteinen!32- 33 zeig-
ten,daB sich die V-Rcgionen in Untergruppen von Sequen-
zen cinteilen lassen, fiir die von unterschiedlichen Genen
oder Gengruppen codiert werden muB. Innerhalb einer
Untergruppe werden die Aminosduren einer bestimmten
Position nach konservativem Typ substituiert, der sich
mit dem Austausch einzelncr Basen in den Codons der
Strukturgene in Einklang bringen 14Bt. Variable Regionen
von verschiedenen Untergruppen unterscheiden sich sehr
viel mehr voneinander als variable Regionen innerhalb
der gleichen Untergruppe.

Obwohl unterschiedliche V-Region-Untergruppen durch
eine Anzahl nicht-alleler Gene spezifiziert werden!>°l, I3t
die Analyse der genetischen oder allotypen Marken vermu-
ten, daB} C-Regionen einer gcgebenen Immunglobulinklas-
se von nicht mehr als einem oder zwei Genen spezifiziert
werden. Dicse allotypen Marken, die zuerst Grubb!*11 sowie
Oudint3?! beschrieben, geben zusitzlich zur Sequenzanalyse
ein Mittel an die Hand, um die genetische Basis der Im-
munglobulinsynthese zu verstehen!*. V-Regionen, die
durch cine Anzahl verschiedener Gene bestimmt werden,
konnen in Ketten vorkommen, dic alle dieselbc C-Region
besitzen konnen, die durch ein cinzelnes Gen spezifiziert
wird. Offensichtlich wird also jede Immunglobulinkette
durch zwei Gene, ein V- und ein C-Gen, spezifiziert* %+ 501,

Die Arbeiten in einer Reihe von Laboratorien (zusammen-
gefaBt in™)) haben gezeigt, daB die genetischen Marken
auf den beiden Typen von leichten Ketten weder mit denen
aufden schweren Ketten verbunden sind noch miteinander.
Diese Befunde und die SchluBfolgerung, dal} es getrennte
V- und C-Gene gibt, fiihrten Gally und mich zu der
Vermutung!*, daB Immunglobuline durch drei unverbun-
dene Gencluster spezifiziert werden (Abb. 7). Diese Cluster
haben wir Translocone genannt!*, um die Tatsache zu
betonen, dal} irgendein Mechanismus vorgesehen sein muB,
der die genetische Information von den V-Region-Loci
mit der von den C-Region-Loci kombiniert, um vollstédndi-
ge V—C-Strukturgene zu bilden. Nach dieser Hypothese
ist das Translocon die grundlegende Einheit der Immunglo-
bulin-Evolution; die unterschiedlichen Gruppen von Im-
munglobulinketten haben sich durch Verdopplung und
chromosomale Umlagerungen eines Vorldufer-Genclu-
sters entwickelt. Wahrschcinlich haben Genverdopplungen
wihrend der Evolution auch zum Auftreten von V-Region-
Untergruppen innerhalb jedes Translocons gefiihrt.

Das Schliisselproblem bei der Entstehung der Mannigfal-
tigkeit von Immunglobulinen hat sich durch die Arbeiten
iiber Ketten und Untergruppen zum Problem des Ur-
sprungs der Sequenzvariation innerhalb jeder V-Region-
Untergruppe gewandelt. Es ist immer noch unbekannt,
ob es ein Keimbahn-Gen fiir jede V-Region innerhalb
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einer Untergruppe gibt, oder ob jede Untergruppe nur
einige Gene (s. Abb. 7) enthalt und die Variation innerhalb
der Untergruppe durch somatische genetische Umlagerun-
gen von Transloconen innerhalb der Vorldufer der
antikorper-bildenden Zelle erfolgt. Gegenwirtig konnen
wir daher nur schlieBen, daf} lediglich die Basis, aber nicht
der Ursprung der Mannigfaltigkeit durch die Arbeit iiber

Vxl Vxll Vﬂl C:
—_ by L)

YooV Van Vam Y Gy G, Gy
JR— . 14 F| 14 | | 11 1l L

VNI Van VHIII
I R T S |

Abb. 7. Schematische Darstellung der vorgeschlagenen Anordnung von
Antikdrpergencen in Sidugetier-Keimzellen in drei unverbundenen Clu-
stern, genannt Translocone. Die k- und A-Ketten werden jeweils durch
verschiedene Transloconc spezifiziert, die schweren Ketten durch cin
drittes Translocon. Die genaue Zahl und Anordnung der V- und C-Gene
inncerhalb eines Translocons ist unbekannt. Jede Untergruppe einer varia-
blen Region (bezeichnet mit einer ticfgestellten Zahl, die der Gruppe
und Untergruppe der Kette entspricht) muB von wenigstens einem ge-
trennten Keimbahn-V-Gen codiert werden. Die Zahl der V-Gene inner-
halb jeder Untergruppe ist jedoch unbekannt, ebenso wic der Ursprung
der Mannigfaitigkeit der V-Regionen innerhalb der Untergruppe. Man
bendtigt einen besonderen Vorgang, um die Information von einem be-
stimmten V-Gen mit der von cinem gegebenen C-Gen zu verbinden.
Die Eigenschaften der Klassen und Unterklassen (s. Tabelle 1) werden -
auf die konstanten Rcgionen durch C-Gene iibertragen.

Cur Cuy Lyy €7, Cpy Gy, Cay Cay C C
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die Struktur hinreichend erklart wird. Obwohl Struk-
turanalysen von verschiedenen Immunglobulinklassen wei-
terhin wichtig sein werden, ist es doch unwahrscheinlich,
dal} sich aus solchen Befunden dcr Ursprung der Antikor-
per-Mannigfaltigkeit erkldren 1afit. Was man wahrschein-
lich brauchen wird, sind phantasievolle Versuche iiber
DNA, RNA und die damit assoziicrten Enzyme, die man
aus Lymphoidzellen im geeigneten Entwicklungsstand ge-
winnen muf.

In diesem kurzen und notwendigerweise unvollstindigen
Bericht habe ich zu zeigen versucht, wie Arbeiten {iber
die Struktur von Immunglobulinen einc molekulare Basis
fiir eine Reihe von zentralen Gesichtspunkten fiir die Theo-
rie der Klonselektion ergeben haben. Die Arbeiten {iber
humorale Antikorper sind jedoch nur ein Anfang, denn
zwei wichtige Probleme der molekularen und der Zellim-
munologie miisscn noch gekldrt werden. Das erstc Pro-
blem, der Ursprung der Mannigfaltigkeit innerhalb der
Untergruppen, wird unzweifelhaft in den niéichsten Jahren
groBe Aufmerksamkeit auf sich ziehen. Das zweite Problem
betrifft die Ausldsung der Kloncxpansion von Lymphocy-
ten nach der Kombination ihrer Rezeptor-Antik 6rper mit
Antigenen und die quantitative Beschreibung der Popula-
tionsdynamik der darauf ansprechenden Zellen. Eine be-
friedigende Losung dieses Problems muB auch das Phéno-
men der spezifischen Immuntoleranz erkliren, wie es in
der richtungweisenden Arbeit von Medawar und seinen
Kollegen!®3! beschrieben ist.

Fiir den Rest dieses Vortrags mochte ich mich auf einige
neuere Versuche konzentrieren, die mcine Kollegen und
ich ausgefiihrt haben, um zu sehen, ob diese Probleme
mit molekularen Verfahren erfolgreich untersucht werden
konnen.

Angew. Chem. / 85. Jahrg. 1973 / Nr. 24



Lymphocytenstimulation durch Lektine

Die Mechanismen der zelluldren Vorginge, die der Im-
munantwort und der Immuntoleranz zugrundeliegen, blci-
ben weiterhin ein bedeutender Anreiz fiir die theorctische
und die praktische Immunologie!®3-%%1, Wie induziert ein
gegebenes Antigen die Proliferation der Klone oder die
Immuntoleranz in gewissen Unterpopulationen von Zel-
len?

Zellen, die gegen ein gegebenes Antigen reaktiv sind, ma-
chen nur einen sehr kleinen Bruchteil der Lymphocytenpo-
pulation aus und sind daher nicht leicht direkt zu vntersu-
chen. Zur Umgehung dieser Schwierigkeit hat man zwei
Methoden benutzt: die Anwendung von Molekiilen, die,
unabhingig von ihrer antigen-bindenden Spezifitdt, Lym-
phocyten stimulicrcn kénnen, und die Fraktionierung von
spezifische Antigene bindenden Lymphocyten zur Unter-
suchung der Stimulation durch Antigene bekanntcr Struk-
tur. Obwohl das Problem der Lymphocytenstimulation
noch weit von seiner Losung entfernt ist, sind diese beiden
Mecthoden wertvoll, besonders, wenn man sie kombiniert.

Antigene sind nicht die einzigen Mittel, mit denen sich
Lymphocyten stimulieren lassen. Man hat gefunden, daB
gewisse Pflanzenproteine, die man Lektine nennt, sich an
Glykoprotein-Rezeptoren auf der Lymphocytenoberflidche
binden konnen und Blastentransformation, Mitose und Im-
munglobulinproduktion induzieren kdnnen (Zusammen-
fassung in'**)). Die Lektine haben unterschiedliche Spezi-
fitdten fiir Zelloberflichen-Glykoproteine und unterschied-
liche Molekiilstrukturen, obwohl ihre mitogenen Eigen-
schaften recht dhnlich sein konnen. AuBerdem iiben sie
cine Vielzahl von Wirkungen auf Zellstoffwechsel und
Transport aus. Diese Effekte sind von der antigen-binden-
den Spezifitit der Zelle unabhingig und konnen daher
vor einer spezifischen Zellfraktionierung untersucht wer-
den.

Die Tatsache, daB3 Antigene und Lektine von verschiedener
Spezifitit und Struktur Lymphocyten stimulieren konnen,
148t vermuten, dal3 die Induktion der Mitose eine Eigen-
schaft von membranassoziierten Strukturen ist, die auf
eine Vielzahl von Rezeptoren ansprechen konnen. Die
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Abb. 8. Dreidimensionale Struktur von Concanavalin A (Con A), einem
Lektin, das fiir Lymphocyten mitogen ist. a) Schematische Darstellung
der tetrameren Struktur von Con A, entlang der z-Achse gesehen. Die
vorgeschlagencn Bindungsstellen fiir Ubergangsmetalle, Ca’~ und Sac-
charide sind mit Mn, Ca bzw. C bezeichnet. Die oben befindlichen
Monomeren (durchgezogene Linicn) stchen miteinander durch eine zwei-
zihlige Symmetricachsc in Relation, ebenso die unteren. Dic beiden Dime-
ren sind durch eine D ,-Symmetrieachse miteinander gepaart und bilden so
das Tetramer. b) Drahtmodell des Polypeptidgeriists des Con-A-Monome-
ren. Das Modell ist ungefihr so orienticrt, daf3 es dem Monomeren
oben rechts in a) entspricht. Dic beiden Kugeln im oberen Teil geben
die Ca- und Mn-lonen wieder, die Kugel im Zentrum dic Position eines
Jodatoms im Zucker-Derivat B-Jodphenylglucosid, das an das aktive
Zentrum gebunden ist. Vier solcher Monomeren sind miteinander zum
Tetramer verbunden, das in a) gezeigt wird. c) Kendrew-Modell des Con-A-
Monomeren, so gedreht, daf man die tiefe Tasche, die von der Kohlenhy-
drat-Bindungsstelle gebildet wird, sieht. Dic weie Kugel im unteren
Teil des Bildes gibt die Stellung des Jodatoms von B-Jodphenylglucosid
wieder. Die beiden weiflen Kugeln im oberen Teil stellen dic Metall-lonen
dar.
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Auslosung scheint von der Spezifitit dieser Rezeptoren
fir ihre verschiedenartigen Liganden unabhingig zu sein.
Um die Mitogenese zu verstehen, miissen daher zwei Pro-
bleme gelost werden. Das erste ist, in molekularem Detail
zu bestimmen, wie das Lektin sich an die Zelloberfliche
bindet, und diese Bindung dann mit der des Antigens
zu vergleichen. Das zweite ist zu bestimmen, wie die Bin-
dung die Stoffwechselinderungen induziert, die fiir die
Initiation der Zellteilung nétig sind. Wahrscheinlich befin-
det sich unter diesen Anderungen als iibereinstimmender
letzter Schritt bei der Stimulation der Zelle durch ein
spezielles Lektin oder Antigen die Produktion oder die
Freisetzung ciner Botensubstanz (messenger).

Ein wichtiges Erfordernis zur Lésung dieser Probleme ist
es, die vollstandige Struktur einiger mitogener Lektine
zu kennen. Diese Kenntnis der Struktur ist besonders niitz-
lich, wenn man zu verstehen versucht, wie die molekulare
Transformation auf der Lymphocytenoberfliche, die fiir
die Stimulation bendtigt wird, vor sich geht. Bei Kenntnis
der dreidimensionalen Struktur eines Lektins kénnte man
Aminosdure-Seitenketten an der Oberfliche des Molekiils
durch Gruppenreagentien modifizieren, die man auch ver-
wenden konnte, um die Wertigkeit des Molekiils zu verin-
dern. Die Aktivitdt dieser modifizierten Lektin-Derivate
lieBe sich dann durch Bestimmung ihrer Wirkung auf Zell-
oberfliche und Zellfunktion beobachten.

Meine Kollegen und ich!®%! haben kiirzlich sowohl Amino-
sdure-Sequenz als auch dreidimensionale Struktur eines
Lektins, ndmlich des Concanavalins A (Con A) bestimmt
(Abb. 8). Dieses Lektin weist eine Spezifitdt fiir Gluco-
pyranoside, Mannopyranoside und Fructofuranoside auf
und bindet sich an Glykoproteine und vielleicht auch an
Glykolipide an ciner Vielzahl von Zelloberflichen. Der
Zweck unserer Untersuchungen war es, die exakte Grof3e
und Gestalt des Molekiils, seine Wertigkeit und die Struk-
tur und Verteilung seiner Bindungsstellen kennenzulernen.

Mit Hilfe dieser Kcnntnis haben wir versucht, die Struktur
zu modifizieren und die Wirkung dieser Modifikationen
auf mehrere biologische Aktivititen des Lymphocyten zu
bestimmen. Bis jetzt gibt es einige Befunde, die annehmen
lassen, daB solchc Strukturdnderungen ganz bestimmte
Wirkungen nach sich zichen. Con A in freier Losung stimu-
liert aus Thymuszellen stammende Lymphocyten (T-Zel-
len), aber keine aus dem Knochenmark stammenden Lym-
phocyten (B-Zellen) und fiihrt zu einer erhéhten Aufnahme
von Thymidin und zur Blastentransformation. Der Ver-
lauf der Stimulation von T-Zellen durch natives Con A
zeigt einen ansteigenden Ast, der der Stimulation ent-
spricht, und einen fallenden Ast, der wahrscheinlich
auf das Absterben der Zellen zuriickgeht (Abb. 9). Die
Tatsache, daBl der mitogene Effekt und der Totungsef-
fekt dosisabhingig sind, 1dBt an eine Analogie zur Stimula-
tion und zur Toleranzinduktion durch Antigene denken.
Wenn Con A succinyliert wird, dissoziiert es von der tetra-
meren in eine dimerc Form, ohne seine kohlenhydrat-bin-
dende Spezifitiit zu veriindern. Obwohl succinyliertes Con
A genauvso mitogen wie natives ist, erhdlt man den abfallen-
den Ast der Kurve erst bei sehr viel héheren Dosen.

Die Succinylierung von Con A veridndert auch eine andere
Eigenschaft des Lcktins. Es ist gezeigt worden, daB3 bei
gewissen Konzentrationen die Bindung von Con A an
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Abb. 9. Stimulation der Aufnahme von radioaktivem Thymidin durch
Miusemilz-Zellen nach Zugabe von Con A {-e-e-) und succinyliertem
Con A (-o—o-) in steigenden Dosen [pg/ml]. Imp/min=1mpulse pro
Minute.

die Zelloberflidche die Bewegung der Immunglobulin-Re-
zeptoren einschriankt!®®-37), Dies liBt annehmen, daB das
Lektin auf irgendeine Weise die Fluiditit der Zellmembran
verdndert, wodurch die relative Beweglichkeit dieser Re-
zeptoren herabgesetzt wird. Im Gegensatz dazu hat succiny-
liertes Con A keine solche Wirkung, obwohl es sich im
selben AusmafB wie das native Molekiil an Lymphocyten
bindet. Sowohl die Aufhebung des Tétungseffekts bei der
Bestimmung der Mitogenitit als auch das Ausbleiben einer
Beweglichkeitsinderung der Immunglobulinrezeptoren in
B-Zellen nach Succinylierung von Con A kann auf einer
Anderung der Wertigkeit oder der Oberflichenladung des
Molekiils beruhen. Die Priifung anderer Derivate und die
Lokalisation der substituierten Seitenketten in der dreidi-
mensionalen Struktur werden entscheiden helfen, welcher
der wichtigere Faktor ist. Neuere Versuche lassen anneh-
men, daB es wahrscheinlich die Wertigkeit ist, denn die
Zugabe von zweiwertigen Antikorpern gegen Con A zu
Zellen, die succinyliertes Con A gebunden hatten, setzte
wiederum die Beweglichkeit der Immunglobulin-Rezepto-
ren herab.

Man kann Con A auch durch Quervernetzung mehrerer
Molekiile modifizieren. Ein sehr deutlicher Effekt 148t sich
erkennen, wenn die Oberflichendichte der Con-A-Molekii-
le, die dem Lymphocyten dargeboten werden, durch
Quervernctzung an festen Oberflichen erhoht worden
ist!>8). Con A in freier L&sung stimuliert Miuse-T-Zellen
zu gesteigerter Inkorporation von radioaktivem Thymidin,
hat aber keine Wirkung auf B-Zellen. Wenn es dagegen
an einer festen Oberfldche quervernetzt worden ist, stimu-
liert es vor allem M#use-B-Zellen, obwohl T- und B-Zellen
ungefdhr gleich viele Con-A-Rezeptoren aufweisen!®®.
Ahnliche Ergebnisse hat man mit anderen Lektinen erhal-
ten!*1, Eine verniinftige Erkldrung dieser Phinomene (ob-
wohl nicht die einzige) ist die, daB das Lektin eher an
der Zelloberfliche als innerhalb der Zelle wirkt, daB die
Oberflachendichte des Mitogens eine wichtige Variable
fiir das Uberschrciten der Schwelle der Lymphocytenstimu-
lation ist, und daB die Schwellc in beiden Arten von Lym-
phocyten voncinander abweicht.

Dic Anderung von Struktur und Funktion verschiedencr
Lektine scheint ein viclversprechendes Mittel zu sein, um
den Mechanismus der Lymphocytenstimulation zu analy-
sieren. Gut durchdacht ist die Hypothese, daf3 die Querver-
netzungder richtigen Untereinheiten der Glykoprotein-Re-
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zeptoren durch Lektine eine dquivalente Induktion der
Zelltransformation bewirkt wie die Quervernetzung der
Immunglobulin-Rezeptoren in der Lymphocytenmembran
durch mehrwertige Antigene. Es konnte sich herausstellen,
daB die zentrale Effektorfunktion der Rezeptor-Antikorper,
die die Klonproliferation auslsen, mit der Art der Veranke-
rung der Antikorpermolekiile in der Zellmembran spezi-
fisch zusammenhéngt. Die Art der Anheftung von Antikor-
per- und Lektin-Rezeptoren an die membranassoziierten
Strukturen und ihre Storung durch Quervernetzung an
der Zelloberfliche konnte dhnliche Wirkungen hervorru-
fen, obwohl ihre Spezifititen und ihre Molekiilstrukturen
voneinander abweichen.

Antikorper auf der Oberfliiche von
antigen-bindenden Zellen

Der direkteste Angriff auf das Problem der Lymphocyten-
stimulation ist der, die Wirkungen von Antigen mit bekann-
ter Geometrie auf spezifisch gereinigte Populationen von
Lymphocyten zu erforschen. Daher und auch aus anderen
Griinden ist es notig, Methoden zur spezifischen Fraktio-
nierung von antigen-bindenden Zellen zu entwickeln.

Wenn man diese Aufgabe ausfilhren will, ist es wichtig
— sowohl theoretisch als auch vom Experimentellen her
— zwischen antigen-bindenden und antigen-reaktiven Zel-
len zu unterscheiden. Bei der Klonselektion wird der phi-
notypische Ausdruck der Immunglobulin-Gene im Tier
durch somatische Teilung von Zellen, die von vornherein
immunkompetent sind, vermittelt (Abb. 10). Die bahnbre-
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auf eine enorme Zahl von Antigenen anzusprechen, denen
es normalerweise niemals ausgesetzt wird ; es mu3 demnach
die genetische Information zur Synthese einer viel gréBeren
Zahl von verschiedenen Immunglobulinmolekiilen auf Zel-
len enthalten, als wirklich in nachweisbaren Mengen im
Blutkreislauf auftreten. Mit anderen Worten, die Immun-
globulinmolekiile, deren Figenschaften wir priifen knnen,
diirften nur einen geringen Bruchteil derjenigen aus-
machen, fiir die genetische Information vorliegt.

Man kann zwei Ausdrucksniveaus bei der Synthese der
Immunglobuline unterscheiden, die ich der Einfachheit
halber den Primotyp und den Klonotyp genannt habel®,
Der Primotyp besteht aus der Summe der strukturell ver-
schiedenen Immunglobulinmolekiile oder Rezeptor-
Antikdrper, die ein Organismus wihrend seiner Lebens-
dauer herstellt. Die Zahl von verschiedenartigen Molekii-
len im Primotyp ist wahrscheinlich um GréBenordnungen
groBer als die Zahl der verschiedenartigen wirksamen Anti-
gendeterminanten, denen das Tier jemals ausgesetzt wird
(Abb. 10). Der Klonotyp besteht aus jenen Immunglobulin-
molekiilen, die als Ergebnis-der antigenen Stimulation und
der Klonexpansion synthetisiert werden. Diese Molekiile
konnen aufgrund ihrer antigen-bindenden Spezifitiit, ihrer
Klasse, ihrer antigenen Determinanten, ihrer Primérstruk-
tur, ihres Allotyps oder einer Vielzahl von anderen experi-
mentell erfaBbaren molekularen Eigenschaften nachgewie-
sen und klassifiziert werden. Als Klasse ist der Klonotyp
kleiner als der Primotyp und véllig in ihm enthalten {(Abb.
10).

Wiihrend das Konzept von der Existenz des Klonotyps
aus der Analyse der humoralen AntikSrper stammt, wissen
wir sehr wenig iiber den Primotyp. Es ist daher wichtig,

verschiedene [g- Gene
{Genotyp)

verschiedene erzeugte lgs:
eine Spezifitat pro Zelle
{Primotyp)

verschiedene im Plasma
oder im angewachsenen
Klon nachweishare Igs
{Klonotyp}

Abb. 10. Modell der somatischen Differenzierung der antikdrper-produzierenden Zellen entsprechend der
Klonselektions-Theorie. Die Zahl der Immunglobulin-Gene kann wiihrend des somatischen Wachstums zuneh-
men, so da} im immunologisch reifen Tier verschiedenartige Lymphoidzellen gebildet werden, von denen jede
fiir die Synthese eines strukturell anderen Rezeptor-Antikérpers kompetent ist (durch die Zahlen wiedergegeben).
Ein kleiner Bruchteil dieser Zellen proliferiert bei antigener Stimulation und bildet verschiedene Zellklone,
wobei jeder Klon einen anderen Antikdrper produziert. Das abgebildete Modell gibt aus Knochenmark stam-

mende Zellen (B-Zellen) wieder, gilt aber mit geringen Modifikationen auch fiir Thymuszellen (T-Zellen).

chenden Arbeiten von Nossal und Mdkeld und spiter von
Ada und Nossal (s.1°%) zeigten klar, daB jede Zelle Anti-
korper von einer einzigen Spezifitit produziert, und
daB es verschiedene Populationen von spezifischen antigen-
bindenden Zellen gibt. Ein Tier ist imstande, spezifisch
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den Versuch zu unternehmen, die Zellen des Immunsystems
entsprechend der Spezifitit ihrer antigen-bindenden Rezep-
toren zu fraktionieren!®!l, Wir haben versucht, dieses Pro-
blem der spezifischen Fraktionierung von Lymphocyten
anzugehen, indem wir Nylonfasern benutzten, an die Anti-
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gene kovalent gekoppelt waren!62:631, Die derivatisierten
Fasern werden in einem GewebekulturgefdB straff ge-
spannt, so daB die in Suspension befindlichen Zellen so
geschiittelt werden konnen, daf sie mit den Fasern kollidie-
ren. Einige der Zellen, die mit den Fasern kollidieren,
werden mit Hilfe ihrer Oberflachenrezeptoren spezifisch
andie kovalent gekoppelten Antigene gebunden. Gebunde-
ne Zellen kdnnen in situ mikroskopisch gezihlt werden,
indem man auf die Kante der Faser fokussiert (Abb 11).
Nach dem Wegwaschen von ungebundenen Zellen kénnen
die spezifisch gebundenen Zellen entfernt werden, indem
man die Fasern abnimmt und die Zellen quantitativ von
ihren Bindungsstellen abstreift. Die so entfernten Zellen
behalten ihre Lebensfahigkeit, vorausgesetzt, daBl das Ge-
webekulturmedium Serum enthilt.

e SR T R s L T A

Abb. 11. Lymphoidzellen aus Miusemilz, die durch ihre antigen-spezifi-
schen Rezeptoren an eine Nylonfaser gebunden sind, an die Dinitrophe-
nyl-{DNP)-Rindcrscrumatbumin gekoppelt worden war. Die Behandlung
der gebundenen Zellen {a) mit Antiscrum gegen das T-Zellen-Oberflid-
chenantigen ® und mit Serumkomplement zerstort die T-Zellen und
hinterliBt (b) B-Zellen, dic immer noch lebensfihig sind und angeheftet
bleiben (s. Tabelle 2).

Zellen, der Rest T-Zellen. Durch Verwendung der ent-
sprechenden Antiseren gegen die Zelloberflichenrezepto-
ren (Tabelle 2) konnen die Zellen jedes Typs auf der Faser
gezdhlt werden ; die meisten Zellen vom einen oder anderen
Typ konnen durch anschlieBende Zugabe von Serum-
Komplement zerstort werden. Auf diese Weise kann man
Populationen entweder von T- oder B-Zellen erhalten,
die in ihrer Kapazitit, ein gegebenes Antigen zu binden,
hoch angereichert sind (Abb. 11).

Zellen von jeder der beiden Arten konnen entsprechend
der relativen Affinitdt ihrer Rezeptoren weiter fraktioniert
werden. Man kann dies durch vorherige Zugabe einer
vorgewihlten Konzentration des freien Antigens erreichen,
die dazu dient, die spezifische Anheftung von Unterpopula-
tionen von Zellen an die antigen-derivatisierten Fasern
zu verhindern, indem sie sich an ihre Rezeptoren binden.
Wie sich aus dieser Technik ergibt, machen Zellen, die
sich spezifisch an ein besonderes Antigen binden konnen,
bis zu 1% einer Mausemilz-Zellpopulation aus. Jedoch
nur sehr wenige von diesen urspriinglich antigen-binden-
den Zellen scheinen nach der Immunisierung zahlenmiBig
zuzunchmen; die Zellen, die ansprechen, sind diejenigen,
die Rezeptoren von héheren relativen Affinitdten besit-
zen!®2],

Ob diese Populationen dem Primotyp oder dem Klonotyp
entsprechen, bleibt noch zu bestimmen. Es ist jedoch signifi-
kant, daB plaque-bildende Zellen!®® sich nicht an die Fa-
sern binden, und es ist daher moglich, antigen-bindende
Zellen von Zellen, die schon aktiv Antik&rper ausscheiden,
zu trennen. Neuere Versuche zcigen, daB die antigen-bin-
denden Zellen, die nach dieser Methode isoliert worden
sind, auf bestrahlte Tiere iibertragen werden konnen und
ein Ansprechen auf das Antigen, mit dessen Hilfe sie isoliert
worden waren, wiederherstellen. Dies 146t vermuten, dafl
die antigen-spezifischen Populationen von Zellen, die man

Tabelle 2. Charakterisierung von Mause-Lymphoidzellen, die entsprechend ihrer antigen-bindenden Spezifititen
fraktioniert worden sind. Nylonfasern wurden mit Konjugaten aus Haptenen und Rinderserumalbumin derivatisiert,
Miuse wurden mit jedem dieser vorgesehenen Haptene, die vorher an Hiamocyanin gekuppelt waren, immunisiert.
Die Inhibition der Bindung wurde durch Zugabe von Hapten-Protein-Konjugaten (250 pg/ml) oder Kaninchen-
Antiméuse-lmmunglobulin (anti-Ig) (250 ug/ml) zur Zellsuspension erreicht. Als Zellen mit hoher Bindungsaviditit
werden diejenigen bezeichnet, die durch DNP-Rinderserumalbumin-Konzentrationen von weniger als 4 pg/ml
in den Zellsuspensionen vor der Bindung bewahrt bleiben. Die Zellen, die sich erst bei hoheren Konzentrationen
inhibieren lassen, werden als Zellen niedriger Aviditdt bezeichnet. Praktisch vollstindige Inhibition erfolgt bei

Konzentrationen homologer Haptene von mekr als 100 pg/ml.

Antigen auf der Faser DNP DNP
Immunisierung keine DNP
Zahl dcr an dic Faser 1200 4000

gebundenen Zellen (pro cm)
% Inhibition der Bindung durch

DNP 90 95
Tosyl 1 2
Anti-Ig 85 93
Zcllen hoher Aviditit (pro cm) < 100 2800
Zellen niedriger Aviditit (pro cm) 1200 1200
% T-Zellen 41 39
% B-Zcllen 59 56

Tosyl Tosyl

keine Tosyl
800 2000
5 10
75 87
73 90
43 —
54 —

Derivatisierte Nylonfasern haben die Fzhigkeit, sowohl
vom Thymus stammende Lymphocyten (T-Zellen) als auch
aus Knochenmark stammende Zellen (B-Zellen)!®* ent-
sprechend der Spezifitit ihrer Rezeptoren fiir ein gegebenes
Antigen zu binden!®! (Abb. 11, Tabelle 2). Nach ihrer spe-
zifischen Isolierung sind ungefidhr 609, der Milz-Zellen B-
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von den Fasern entfernt hat, Vorldufer der plaque-bilden-
den Zellen enthalten.

Wir sind durch diese Befunde recht ermutigt worden, denn
die Methoden zur Zellfraktionierung scheinen nicht nur
bei der Bestimmung der Spezifitdt und des Bereichs der
B- und T-Zell-Rezeptoren fiir Antigene, sondern auch bei
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der Analyse der Populationsdynamik von T- und B-Zellen
sowohl in erwachsenen als auch in sich entwickelnden
Tieren vielversprechend zu sein. Da nunmehr fraktionierte
Populationen von Lymphocyten, die spezifisch fiir ein be-
stimmtes Antigen sind, zur Verfiigung stehen, sollte es
moglich sein, den Zusammenhang zwischen lektin-indu-
zierten und antigen-induzierten Anderungen durch Ver-
gleich der Antworten derselben Zelle auf beide Agentien
zu bestimmen.

Obwohl noch viele Experimente auf diesem Gebiet der
molekularen Immunologie der Zelloberfliche auszufiihren
bleiben, sollten sich die Probleme der Immuninduktion
und der Immuntoleranz zweifellos durch weitere Analyse
des mitogenen Mechanismus aufkliren lassen. Die Ergeb-
nisse, die man unter Verwendung von Lymphocyten erhilt,
konnten jedoch auch allgemeinere Bedeutung haben und
von Wichtigkeit fiir die Natur der Zellteilung in normalen
und in Tumorzellen sowie fiir die Wachstumskontrolle
und die Zell-Zell-Wechselwirkungen in der Entwicklungs-
biologie sein. Man darf erwarten daB die Immunologie
eine doppelte Rolle in diesen Untersuchungsgebieten spie-
len wird, denn sie wird sowohl Methoden als auch Modell-
systeme von zentraler Bedeutung bereitstellen.

Schlu

Die Immunologie war und ist eine merkwlirdig reflexive
Wissenschaft, die ihre eigenen Methoden zum Verstindnis
schafft, wie Antikdrper zu Antikdrpermolekiilen selbst. Ob-
wohl sich dieses Gedankengebdude als sehr tragfihig erwie-
sen hat, wird fiir ein fundamentales Verstindnis der immu-
nologischen Probleme die chemische Analyse bendtigt. Die
Bestimmung der Molekiilstruktur von Antikdrpern ist ein
iiberzeugendes Beispiel, und ihr so gut wie vollzogener
AbschluB hat die Inmunologie in einer sehr befriedigenden
Weise mit der Molekularbiologie verbunden:

1. Die Heterogenitit von Antikorpern und die Komplexitt
der Immunglobulinklassen wurde in Ubereinstimmung mit
der Selektionstheorie der Immunitét erklirt.

2. Die strukturelle Basis fiir die Differenzierung der biologi-
schen Aktivitdt der Antikdrper in antigen-bindende Funk-
tion und Effektorfunktion wurde klargestellt.

3. Die genaue Analyse der Primérstruktur von Antik Srpern
hat eine Grundlage fiir das Studium der molekularen Gene-
tik der Immunantwort, besonders des Ursprungs der Man-
nigfaltigkeit und des Kompetentwerdens jeder Zelle zur
Synthese von einer Art von Antikorpern geschaffen.

4. Es wurde ein allgemeiner Rahmen fir das Studium
von Antikorpern der Zelloberfliche geliefert, der mehrere
molekulare Angriffspunkte fiir die Analyse der Stimula-
tion und der Auslosung von Zellen erméglichte.

5. Schlieilich ist es vielleicht nicht zu weit hergeholt zu
vermuten, daB die Ubertragung von Ideen und Methoden
der molekularen Immunologie auf Gebiete wie Entwick-
lungsbiologie erleichtert worden ist. In diesem Sinne bictet
die Immunologie wesentliche Methoden und Modelle mit
besonderen Vorteilen: dissoziierbare Zellen mit einzigarti-
gen Genprodukten von bekannter Struktur; die Kapazitit,
spezifische Klon-Zellinien fiir in-vitro-Analysen zu induzie-
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ren; die Methoden, Zellen entsprechend ihrer Differen-
zierung und Bindungsspezifitdt zu fraktionieren, wobei
quantitative Untersuchungen ihrer Selektion, ihrer Wech-
selwirkung und ihrer Populationsdynamik méglich wer-
den.

Unabhingig davon, ob sich die Immunantwort als einzigar-
tig niitzliches Modell erweist, konnen wir erwarten, dal3
die Fortsetzung der Arbeit durch Molekular- und Zellim-
munologen die Hauptprobleme des Ursprungs der Man-
nigfaltigkeit und der Induktion von Antikdrpersynthese
und -toleranz 16sen wird. Im Hinblick auf die enge Verflech-
tung dieser Probleme mit denen der Genexpression und
der Zellregulation sollte ihre Losung wertvolle Einsichten
in andere Gebiete der Eukaryonten-Biologie geben und
wiederum die Immunologie sowohl als Disziplin als auch
als immer wichtiger werdenden Zweig der Medizin umge-
stalten.
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Stelle birgt das Risiko, andere unbeabsichtigt wegzulassen;
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