Strukturuntersuchungen an Immunglobulinen (N obel-Vortrag)["™]

Von R. R. Porter("]

Als ich 1946 unter Anleitung von Dr. F. Sanger mit For-
schungsarbeiten begann, kam gerade die zweite Auflage
von Karl Landsteiners Buch ,,The Specificity of Serological
Reactions“t!! nach England. In diesem Werk war das be-
trachtliche Informationsmaterial iiber das Gebiet der
AntikSrperspezifitit, soweit man es damals kannte, zusam-
mengefaBt. Vieles davon entstammte Landsteiners eigenen
oder den Arbeiten anderer, die seine grundlegende Technik
angewendet hatten, um Antikdrper gegen Haptene herzu-
stellen und ihre Fahigkeit zu testen, die Prézipitation von
Antiseren und konjugierten Proteinen zu inhibieren. In
diesem Buch wurden auch die Beobachtungen von Tiselius
und Pederson aus Uppsala beschrieben, die in Zusammen-
arbeit mit Heidelberger und Kabat fanden, daB alle Kanin-
chen-Antikdrper sich in der y-Globulinfraktion der Serum-
proteine befinden und ein Molekulargewicht von 150000
haben. Diese K ombination einer offensichtlich unbegrenz-
ten Zahl von antikSrper-bindenden Spezifitdten einerseits
mit einer anscheinend nahezu homogenen Gruppe von
Proteinen andererseits erstaunte mich und tut es sogar
heute noch.

Aktive Bruchstiicke von Antikiorpern

Die Herstellung von Antikorpern durch Dissoziation von
spezifischen Prizipitaten mit starken SalzlGsungen oder
mit sauren Losungen war schon beschrieben worden, eben-
so die Herstellung von y-Globulinfraktionen in brauchba-
ren Ausbeuten aus dem gesamten Serum durch Aussalzen;
daher war es moglich, die strukturellen Grundlagen der
antikOrper-bindenden Spezifitit experimentell anzugehen.
Fin Anfang war bereits gemacht worden, da man zeigen
konnte, daB nicht das gesamte Molekiil fiir die Bindungs-
spezifitit bendtigt wird. Parventjev!” hatte die Pepsin-
behandlung von Serum als Methode zur Reinigung kauf-
licher Pferde-Antitoxine eingefiihrt; Petermann und Pap-
penheimer'®! untersuchten diese Reaktion, benutzten aber
gereinigtes Pferde-Antidiphtherietoxin statt des gesamten
Serums fiir die peptische Hydrolyse. Sie zeigten, daB sich
ein Produkt erhalten lieB, das mit Toxoid ausflocken oder
Toxin neutralisieren konnte und ein Molekulargewicht

von 113000 besaB, d. h. wesentlich kleiner als das urspriing- .

liche Molekiil war. Petermann'® zeigte spiter, daB sich
menschliches y-Globulin von Papain aufspalten lieB und
ein Produkt ergab, welches sie aufgrund von Ultrazentrifu-
gen-Analysen als Viertelmolekiil ansah. Bei diesen Arbeiten
wurden allerdings keine Antikorper-Aktivitdten unter-
sucht.
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Ungefihr gleichzeitig filhrte Landsteiner's! weitere Unter-
suchungen iiber die Antigenspezifitit von Proteinantigenen
durch und fand, daB ungereinigte, aber offensichtlich nie-
dermolekulare Peptide eines Sdurehydrolysats von Seiden-
fibroin die Fillung von léslichem Fibroin durch dessen
Kaninchen-Antiserum verhindern konnten. Im Zusam-
menhang mit Studien an Haptenen und anderen Untersu-
chungen lieB dieser Befund vermuten, daB die antigenen
Zentren und vermutlich daher auch die antik6rper-binden-
den Zentren klein sind, sicherlich sehr viel kleiner als
das AntikSrpermolekiil; es schien sich daher zu lohnen,
nach Bruchstiicken von AntikSrpermolekiilen zu suchen,
welche die Fahigkeit zur Kombination mit dem Antigen
bewahrt hatten.

Der Test auf solche aktiven Fragmente beruhte darauf,
daB sie die Kombination zwischen Antigen und gesamtem
Antik8rper hemmen kénnen. Obwohl jedoch die Hydroly-
se durch Sdure oder Enzyme unter vielen Bedingungen
gepriift wurde'®), ergab nur Papain ein aktives Produkt,
und dieses schien laut Bestimmung der N-terminalen Ami-
nosdure das Viertelmolekiil zu sein, das Petermann! vor-
her beschrieben hatte. Zweifellos befand sich das Bindungs-
zentrum in diesen kleineren Bruchstiicken; man hatte also
erreicht, daB sich das Strukturproblem betrichtlich
verkleinert hatte, aber selbst die Strukturaufkldrung von
Proteinen mit einem Molekulargewicht von 40000 war
noch eine kaum zu bewiltigende Aufgabe.

Diese Arbeiten wurden in Sangers Laboratorium in Cam-
bridge ausgefiihrt, und unter seiner Anleitung wurde ver-
sucht, die N-terminale Aminosdure und die terminalen
Sequenzen zu bestimmen. Die Arbeiten erwiesen sich je-
doch als vergeblich, weil sie annehmen lieBen, dall die
v-Globuline und Antikorper von Kaninchen aus einer ein-
zigen, offenen Polypeptidkette bestanden, und daB die bio-
logisch aktiven Viertelmolekiile ebenfalls dieselbe N-termi-
nale Aminosiure, nimlich Alanin, aufwiesen. Die M 6glich-
keit, daB es blockierte N-terminale Aminoséurereste geben
konnte, wurde nicht in Betracht gezogen.

Sieben Jahre spiter kehrten wir zur Papainhydrolyse von
Kaninchen-y-Globulin zuriick, aber statt des rohen En-
zympréparats, das wir frither benutzt hatten, nahmen wir
jetzt ein kristallines Enzym!”! in wesentlich kleineren Kon-
zentrationen, d.h. einem Hundertstel des Substratge-
wichts'®). Unter diesen Bedingungen zeigte sich eine Anzahl
vorher iibersehener Gesichtspunkte. Erstens lie sich fast
alles Protein nach der Dialyse des Hydrolysats zuriickge-
winnen; trotz der breiten Spezifitdt des Enzyms wurde
nur sehr wenig an kleinen Peptiden gebildet. Die Produkte,
alle von sehr dhnlicher GroBe (Sedimentationskonstante
3.58), waren eher ein Drittel als ein Viertel so grofl wie
das Ausgangsmaterial, und zur groBen Uberraschung kri-
stallisierte eins der Hydrolyseprodukte sehr leicht in rhom-
bischen Plittchen wihrend der Dialysc der neutralen L6-
sung im Kilteraum (Abb. 1). Dic letztere Beobachtung,
die den SchluB nahelegte, dal ein selbst niemals kristallisie-

1097



rendes Protein ein offenbar homogeneres und daher kristal-
lisierendes Bruchstiick liefert, war vollig unerwartet und
wirklich nicht zu akzeptieren. Wir nahmen an, dal} die
Kristalle aus den weniger 16slichen Aminosduren bestan-
den, beachteten sie nicht weiter und verwarfen sie einige
Monate lang.

[AQEB 1 I

Abb. 1. Kristalle aus einem Papain-Hydrolysat von Kaninchen-1gG (Fc-
Fragment).

Gliicklicherweise war mein Nachbar im angrenzenden
Laboratorium am National Institute of Medical Research
in London die Réntgen-Kristallographin Dr. Olga Ken-
nard, und als ich sic schlieBlich einmal nach ihrer Ansicht
fragtc, meinte sic sogleich, dal} es sich um Proteinkristalle
handeln konnte. Diese Kristalle entsprachen, wie sich her-
ausstellte, dem dritten Maximum, das bei der Fraktionie-
rung des Hydrolyseprodukts auf Carboxymethylcellulose
erhalten wurde (Abb. 2). Sie wurden Fraktion III genannt
und sind jetzt unter dem Namen Fc-Fragment bekannt.
Die Fraktionen I und II waren diejenigen hydrolytisch
gewonnenen Komponenten, die die Bindungsspezifitit des
urspriinglichen Antikorpers enthielten. Fraktion III besal3
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Abb. 2. Fraktionierung ¢ines Papain-Hydrolysats von Kaninchen-1gG
auf Carboxymethylcellulose in Natriumacetatpuffer (pH =5.5) mit einem
Gradienten von 0.01 bis 0.9 mol/l. Die Fraktionen 1 und II (Fab) tragen
die antikorper-bindenden Stellen, Fraktion III (Fc) kristallisiert im all-
gemeinen leicht.
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keine solche Aktivitdt, trug aber bei Tests mit Antiseren
von Ziegen, Ratten und Meerschweinchen den Grofiteil
der antigenen Spezifitdt der Kaninchen-y-Globuline. Ge-
nauere Untersuchungen!®! zeigten, daB sich die Fraktionen
1 und II sowohl chemisch als auch antigen sehr dhnlich
waren; spiter zeigten Nisonoff et al.l’®! daB kein echter
Unterschied zwischen diesen beiden Fraktionen besteht.
Wenn eine basische Fraktion von y-Globulinen mit Papain
behandelt wurde, bekam man zwei Molekiile 1I und ein
Molekiil I11; eine saure Fraktion von y-Globulinen ergab
zwei Molekiile I und ein Molekiil III. Die geringen La-
dungsunterschiede zwischen den Fraktionen I und II gaben
die Heterogenitit der Ladung im Ausgangsmaterial wieder.
Nisonoffet al.l'l waren ebenfalls zur peptischen Hydrolyse
von v-Globulinen zuriickgekehrt, benutzten aber Kanin-
chenprotein statt Pferde-Antitoxin; sic zcigten, dal3 das
Produkt vom Molekulargewicht 100000, das dem friiher
untersuchten vergleichbar war, bei Reduktion Halbmole-
kiile ergibt, die den Fraktionen 1 und Il sehr &hnlich
sind. Die letzteren heillen jetzt Fab, das Produkt aus dem
peptischen Hydrolysat wird (Fab’), genannt.

Die Untersuchung der Produkte der Papainhydrolyse zeig-
te, daB} y-Globulin, heute Immunglobulin Gamma oder
IgG genannt, aus drei globuldren Abschnitten besteht, die
wahrscheinlich sehr dicht gefaltet sind, da sie gegeniiber
weiterem Abbau durch Papain auBergewohnlich wi-
derstandsfahig sind. Das Fc-Fragment ist offenbar allen
Molekiilen gemeinsam, wihrend die beiden gleichen Fab-
Fragmente jeweils eine Bindungsstelle tragen und zugleich
dic Variabilitit, die dem gesamten AntikOrper eigen ist.
Es wurde versucht!”) diese dreiteilige Struktur mit der
vorgeschlagenen Struktur ciner einzelnen, offenen Polypep-
tidkette, wie sie aus der Endgruppenanalyse von Kanin-
chen-1gG abgeleitet worden war, in Beziehung zu setzen.
Natiirlich ergab das keinen Sinn, und der weitere Fort-
schritt beruhte darauf, da} Edelman''? zeigen konnte, daf}
in Wirklichkeit menschliches IgG und daher vermutlich
auch IgG aller Spezies vielkettige Proteine sind. Es folgte
daraus, daf} es N-terminale, blockierte Aminosduren geben
miisse, und dafB} die Bestimmung der freien N-terminalen
Aminosduren von nur begrenzter Bedeutung ist.

Die Vierpeptidketten-Struktur

Die Aufkldrung der groben Struktur der Immunglobuline
hing davon ab, ob ein Zusammenhang zwischen den von
Edelman identifizierten Peptidketten und den Produkten
der Papainhydrolyse erkannt werden konnte. Dieses gelang
gut, nachdem dic Reinigungsbedingungen fiir die Ketten
verdndert worden waren; es wurde nun in Abwesenheit
denaturierender Agentien reduziert - Bedingungen, unter
denen vor allem die Disulfidbriicken zwischen den Protein-
ketten aufgebrochen werden. Eine derartige Reduktion war
nicht von einer Verringerung des Molekulargewichtes be-
gleitet, die Ketten wurden jedoch dissoziiert und konnten
bei der Chromatographie auf Sephadex-Sdulen mit Essig-
sdure oder Propionsdure in schwere und leichte Ketten
mit dem ungefihren Molekulargewicht 50000 bzw. 20000
getrennt werden. Diese Ketten blieben nun beim Neutral-
punkt I6slich und behielten ihre antigenen Spezifitdten.
Aus einem Doppeldiffusionsversuch unter Verwendung
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von Antiseren, die spezifisch gegen Fab oder Fc waren,
ging hervor, daBl Fab antigene Zentren enthilt, die sowohl
schweren als auch leichten Ketten gemeinsam sind, daB
aber Fc nur diejenigen enthilt, die den schweren Ketten
gemeinsam sind (Abb. 3). Dies fithrte dazu, eine Vierketten-
Struktur zu postulieren*® (Abb. 4). Genauere Untersu-
chungen bestiitigten diese Struktur!!'4~16) und stellten si-
cher, daB die Papain-Hydrolyse ungefihr in der Mitte
der schweren Kette stattfindet.

Es dauerte noch einige Jahre, che die ziemlich komplexe
Anordnung der Disulfidbindungen der schweren Ketten
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Abb. 3. Doppeldiffusion der schweren und leichten Ketten von Kaninchen-
1gG gegen Zicgen-Anti-Kaninchen-Fab und Ziegen-Anti-Kaninchen-Fe.
Man beachte, daB die leichte Kette nur mit Anti-Fab rcagiert, wiahrend
die schwere Kette sowohl mit Anti-Fab als auch mit Anti-Fc reagiert,
d.h. Fab enthilt Teile der schweren und der leichten Kette, withrend
Fc nur Teile der schweren Kette enthiilt.
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Abb. 4. Vierketten-Struktur von Kaninchen-1gG, wie sie aufgrund des
Doppeldiffusions-Experiments von Abb. 3 und weiterer chemischer Hin-
weise postuliert wurde.
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Abb. 5. Struktur von Kaninchen-IgG, die die ziemlich komplizierte Anord-
nung der Disulfidbriicken in der schweren Kette zeigt.

von Kaninchenserum aufgeklirt wurde!!” (Abb. 5). Die
Disulfidbriicken konnen innerhalb einer Peptidkette liegen
oder zwei Ketten verbinden. Die Blockierung der a-Amino-
gruppe der N-terminalen Aminosduren lieB sich auch
schwieriger aufkléren als erwartet, denn es wurde gefunden,
daB es sich bei diesem Rest um die ringférmige Oxopyrroli-
dincarbonsédure (PCA) handelt''#- 19, die man als Artefakt
aus N-terminalen Glutaminresten gut kannte. Alle Versu-
che, N-terminales Glutamin in IgG zu finden, waren erfolg-
los, selbst wenn die Reinigung unter Bedingungen stattfand,
die eine Umwandlung in PCA wihrend der Aufarbeitung
auszuschlieBen schienen. Inzwischen gibt es Hinweise dar-
auf, daB Glutamin der Rest ist, der in die Peptidkette
wihrend der Synthese eingebaut wird!?%, daB aber PCA
der N-terminale Rest ist, der in Immunglobulinen im Blut
vorliegt; es ist vermutet worden, daB intrazellulir eine
enzymatisch katalysierte Cyclisierung abliuft. Man hat
angenommen, dal PCA die cinzige blockicrtc N-terminale
Aminosdure in Immunglobulinen aller Spezies ist, aber
es scheint erst wenige sorgfiltige Untersuchungen dariiber
Zu geben.

Antikorper-bindende Zentren

Wihrend das Vierpeptidketten-Modell viele Aspekte der
AntikOrperstruktur erklirte, half es nicht zu verstehen,
welche Eigenschaften es ermoglichen, daBB Antikorper von
unzihlig vielen unterschiedlichen Spezifitdten gebildet wer-
den. Damals schienen sich die Schwierigkeiten zu vergré-
Bern, als sich die Zahl der Variationsmoglichkeiten verrin-
gerte. Ich versuchte mehrere Male, Hydrolyseprodukte von
Fab zu bekommen, die immer noch das Antigen banden,
hatte aber keinen Erfolg!?!). Ein Fortschritt ist jedoch
gerade jetzt mit der Isolierung eines peptischen Hydrolysats
aus einem Miusemyelom-Protein MOPC 315 erzielt wor-
den. Dieses Fv genannte Fragment scheint aus dcm N-ter-
minalen Teil des Fab-Molekiils gebildet zu werden, d.h.
aus den leichten und den Fd-Ketten; es bewahrt seine
volle Affinitit fiir ein Dinitrophenyl-Hapten(?2,

Das Verstandnis fiir den Ursprung der vielfiltigen Bin-
dungszentren kam natiirlich mit der Entdeckung des Pha-
nomens der variablen und der konstanten Teile in den
Bence-Jones-Proteinen(23- 24!, Es war frither gezeigt wor-
den, daB die im Urin auftretenden Bence-Jones-Proteine
den leichten Ketten der Myelomproteine im Blut derselben
Patienten entsprechen!23l, Die Beobachtung, daf die Ami-
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nosiure-Sequenz in den 107 N-terminalen Resten des
menschlichen Kappa-Bence-Jones-Proteins variiert, wih-
rend das iibrige Molekiil konstant bleibt, machte es unmit-
telbar moglich zu verstehen, wie Millionen von unter-
schiedlichen Bindungsstellen innerhalb desselben struktu-
rellen Rahmens gebildet werden kénnen. Es wurde gezeigt,
daB3 das Phinomen auch fiir die ungefahr 110 N-terminalen
Reste der schweren Ketten zutrifft!2¢: 2”1, und es war klar,
daB die Bindungsstelle wohl aus den variablen Abschnitten
beider dieser Ketten gebildet wird.

Viele Hinweise haben dazu beigetragen, in chemischem
Sinne genau festzulegen, welche Reste der variablen Region
in den schweren und leichten Ketten vermutlich direkt
an der Determination der Spezifitét des Bindungszentrums
beteiligt sind. Diese Punkte sind kiirzlich zusammenfassend
dargestellt worden!?®! daher geniigt es vielleicht, hier kurz
die wesentlichen SchluBifolgerungen anzufiihren.

1. Das antigene Zentrum scheint von der GroBe eines
Hexapeptids oder eincs Hexasaccharids zu sein.

2. Dies ist der GroBe des Substrats eines hydrolytischen
Enzyms wie etwa Lysozym vergleichbar. In diesem Enzym
hat man 15-20 Aminoséurereste als wahrscheinliche ,,Kon-
taktaminosduren® identifiziert, d. h. als Reste, die mit dem
Substrat eine Bindung eingehen. Daher scheint dies die
wahrscheinlichste Anzahl von Resten zu sein, von denen
man erwarten kann, daBl sie die Bindungsstellen des
Antikdrpers einhiillen und eine direkte Rolle bei der Deter-
mination der Spezifitit spielen. Wenn jeder Rest jede dieser
15-20 Positionen einnehmen konnte, wire die mogliche
Zahl von Varianten tatsichlich sehr hoch.

3. Es gibt mindestens drei hypervariable Abschnitte in
jeder der variablen Regionen der schweren und leichten
Ketten, Sie wurden durch die Diagramme von Kabat!29+ 30
iiber die Haufigkeit des Auftretens verschiedener Reste
in den ungefdhr 110 Positionen der variablen Regionen
von Myelomproteinen recht deutlich gezeigt. Diese Hyper-
variabilitdt geht auch aus Sequenzuntersuchungen der
schweren Ketten von Kaninchen-IgG hervor, und beide
Untersuchungen stimmen in der Annahme iiberein, dal
sich die Hypervariabilitiit in den meisten Fillen auf eine
bis zwei Positionen beschrinkt, daBl aber in der Region
96-110 der schweren Ketten vier oder fiinf Positionen
besonders variabel sein konnen. In der y-Kette von Kanin-
chen gibt es in dieser Position einen Abschnitt, von dem
man keine zufriedenstellende Sequenz ermitteln konnte,
vermutlich wegen der Komplexitit der Sequenzen!3!,

4. Mehrere Hinweise lassen vermuten, dall diese sechs
hypervariablen Abschnitte in den beiden variablen Regio-
nen im intakten Molekiil zusammengebracht werden kon-
nen, um zur Struktur der bindenden Zentren beizutragen.
Der deutlichste Hinweis stammt aus Affinititsmarkie-
rungs-Versuchen, bei denen man an einen Antikorper ein
Hapten bindet, das eine reaktive Gruppe trigt. Es erfolgen
dann kovalente Reaktionen, und nach anschlieBender Hy-
drolyse konnen die markierten Peptide identifiziert und
durch Vergleich in die bekannte Aminosiure-Sequenz ein-
gepaBit werden. Es ist eine Vielzahl von Techniken fiir
die Affinitdtsmarkierung eingefiihrt und sowohl bei natiir-
lichen Antik&rpern als auch bei einem Médusemyelom-Pro-
tein, das eine hohe Affinitét fiir die Dinitrophenylgruppe
aufweist, angewendet worden. Obwohl die Arbeiten in
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manchen Fillen unvollstéindig sind, stimmen sie alle darin
iiberein, daB man die markierten Reagenticn an Resten
innerhalb oder in der Nihe des einen oder anderen der
sechs hypervariablen Abschnitte findet.

5. Es ist wahrscheinlich, daB3 es im Anschluf} an die Bin-
dungsstelle eine hydrophobe Region gibt, die zwar nicht
zur Spezifitdt, wohl aber zur Steigerung der Bindungsaffini-
tdt an ein geeignetes antigenes Zentrum beitragen konnte.

Die genaueren Einzelheiten des Bindungszentrums kdnnen
erst erwartet werden, wenn die kristallographischen Unter-
suchungen an Immunglobulinen und ihren Fragmenten,
wie sie jetzt in mehreren Laboratorien unternommen wer-
den, abgeschlossen sind. Es wird sehr interessant sein zu
sehen, inwieweit die dargelegten Voraussagen aus chemi-
schen Untersuchungen sich als richtig erweisen, wenn die
gesamten Strukturen vorliegen.

Der genetische Ursprung der multiplen
Formen von Antikorpern

Wihrend die Entdeckung der variablen Regionen und be-
sonders der hypervariablen Abschnitte darin die grundle-
gende Frage nach dem strukturellen Ursprung der vielfalti-
gen Bindungsspezifititen zu beantworten schien, warf sie
ganz offensichtlich neue, sehr schwierige Probleme auf,
die den genetischen Ursprung dieser vielen verschiedenarti-
gen Aminosidure-Sequenzen betreffen. Dieses Thema hat
die Grundlage vieler Diskussionen und Zusammenfassun-
gen abgegeben; entscheidende Beweise fiir irgendeine der
vielen Theorien fehlen noch. Ich mochte hier nur kurz
die Arbeit iiber die Sequenz der variablen Abschnitte der
schweren Ketten von Kaninchen-IgG erwihnen, die sich
als Teil der anderen, oben diskutierten Strukturuntersu-
chungen entwickelten.

Es gibt vielleicht zwei Hauptfragen, die zur Zeit diskutiert
werden. Erstens: sind sowohl schwere als auch leichte
Ketten das Produkt von jeweils zwei Genen, von denen
eins fiir die variable, das andere flir die konstante Region
codiert? Zweitens: sind die multiplen Gene, die fiir die
variablen Abschnitte codieren, K eimbahn-Gene, oder sind
sie das Produkt somatischer Mutationen einer viel kleine-
ren Anzahl von Keimbahn-Genen?

In jedem Fall wire es offensichtlich von Wert, wenn allele
Varianten, die als genetische Marken dienen kénnten, so-
wohl in den variablen als auch in den konstanten Regionen
nachgewiesen werden konnten. Marken in konstanten Re-
gionen sind tatsichlich in vielen Klassen und Unterklassen
von Immunglobulinen verschiedenartiger Spezies gefunden
worden. Die sich daraus ergebende phéanotypische Eigen-
schaft ist die antigene Spezifitdt des Immunglobulins.
Diese Spezifitat wurde mit Aminosiure-Anderungen korre-
liert,doch hat sich keine direkte Identifizierung der Spezifi-
tdt und der Sequenzidnderung durch den Nachweis etwa
ciner Inhibitionswirkung durch ein kleines Peptid als mog-
lich erwiesen. Wahrscheinlich ist ein weit groferer Ab-
schnitt des Molekiils fiir die Integritiit des antigenen Zen-
trums notwendig. In vielen Fillen jedoch sind die geneti-
schen Marken der konstanten Region ohne Zweifel gefun-
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den worden, da man zeigen kann, daB sie sich im Fc-Frag-
ment befinden. Die Zuordnung von genetischen Marken
zur variablen Region ist weniger klar, obwohl es wahr-
scheinlich ist, daB die ,,a“-Locus-Allotypen von Kaninchen
daher stammen.

1963 machte Todd!3¥ die iiberraschende Beobachtung, daB
die allelen ,a“-Locus-Spezifititen von Kaninchen-Im-
munglobulinen sowohl IgM als auch IgG gemeinsam sind.
In dem MabBe, in dem die Strukturuntersuchungen fort-
schritten, wurde es klar, daB diese antigenen Spezifititen
auf den p- bzw. y-Ketten lokalisiert sind, obwohl diese
Ketten offensichtlich in ihrer chemischen Struktur und
infolgedessen auch in ijhren Strukturgenen voneinander
abweichen. Es erschien dann méglich, daB die ,,a“-Locus-
Spezifitdten von den variablen Regionen determiniert wer-
den konnten, die beide Ketten gemeinsam besitzen. Diese
Beobachtung von Todd war die erste, die die Moglichkeit
aufbrachte, da3 zwei Gene fiir die Struktur der schweren
Ketten verantwortlich sein konnten ; inzwischen sind unter
ungefihr 400 Nachkommen zwei Beispiele von Uberkreu-
zungen (crossovers) zwischen allelen Spezifititen bekannt
geworden, die zweifelsfrei durch die Struktur der konstan-
ten Teile der y-Ketten und die ,,a“-Locus-Spezifitdten deter-
miniert werden. Wenn diese Untersuchungen fortgesetzt
werden, sollten sie die Hinweise stiitzen, da3 zwei Gene
fiir die y-Ketten codieren. Die Aufkldrung der strukturellen
Basis der ,a“-Locus-Spezifititen hidngt jedoch zur Zeit
von der Korrelation der Aminosidure-Sequenzen in der
variablen Region mit der Spezifitdt und dem Fehlen jeg-
licher #hnlicher Korrelationen in den Sequenzen der
konstanten Regionen ab. Das ist zwar ziemlich indirekt,
doch sofern man es akzeptieren will, haben wir cine
solche Korrelation gefunden, die sich iiber ungefihr
16 Positionen der y-Kette erstreckt, als wir mit dem gesam-
melten IgG von mehreren Kaninchen gearbeitet*haben!®3!,
Arbeiten mit homogenen Antipolysaccharid-Antikérpern
von Kaninchen haben diese Korrelation fiir einige, aber
nicht fiir alle diese Positionen bestiitigt{34-3%],

Diese ,,a“-Locus-Marken konnten ganz sicher bei geneti-
schen Untersuchungen von entscheidender Bedeutung
sein; in der Tat wiirde ihr Vorkommen in der variablen
Region von einigen Forschern als starker Hinweis gegen
die Wahrscheinlichkeit von Millionen Kopien der varia-
blen Regionen in der Keimbahn angesehen werden. Es
lohnt sich daher zu versuchen, widerspruchsfreie Hinweise
zu gewinnen, daf} diese wahrscheinlichen genetischen Mar-
ken tatséchlich welche sind. Als Alternative sollte es aber
auch méglich sein, die vorhandenen chemischen Hinweise
zu benutzen, um direkt die Vererbung eines gegebenen
allelen Peptids statt einer antigenen Spezifitit zu verfolgen.
Eins dieser Peptide, das in zwei oder drei Formen in ver-
schiedenen Kaninchen vorkommt, kann relativ leicht nach
Reaktion der Halbeystinreste an Position 92 mit {4C-Jodes-
sigsdure durch Autoradiographie identifiziert werden(3®!,
Es gibt vorldufige Hinweise, daB sich das Peptid tatsichlich
wie eine erbliche Eigenschaft verhélt; wenn dies sich besti-
tigt, wird man einen dirckten Hinweis besitzen, dal} es
sich um eine Strukturgen-Marke in der variablen Region
handelt. Weitere Versuche sind im Gange und sollten zur
Kenntnis des genetischen Ursprungs der variablen Regio-
nen beitragen.
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Einige Aspekte der Strukturuntersuchungen von Immun-
globulinen sind insoweit abgeschlossen, als man jetzt die
chemischen Strukturen mehrerer menschlicher Myelom-
proteine und die fast vollstindigen Strukturen von Kanin-
chen-Immunglobulifien kennt. Die Losung der strukturel-
len Basis der Bindungsspezifitit von Antik6rpern, die mir
das zentrale Problem schien, nidhert sich offenbar ebenfalls
dem AbschluB. Strukturuntersuchungen werden allerdings
immer noch eine Rolle bei der Losung des genetischen
Ursprungs der Antikdrper spielen, und selbstverstindlich
gibt es auch noch viele weitere Anwendungsmoglichkeiten,
die hier nicht diskutiert wurden. Die Wechselwirkung von
Immunglobulinen mit Komplement-Komponenten und
mit Zelloberflichen sind zwei davon, an denen das Interesse
schon heute sehr schnell zunimmt.

Eingegangen am 16. Februar 1973 [A 966]
Ubersetzt von Dr. Harold Riidiger, Koln
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