Von der Antikorperstruktur zur Diversitit der Immunantwort
(Nobel-Vortrag)**

Von Cesar Milstein*

Cuando se acerca el fin, escribio Cartaphilus, ya no quedan
imagenes del recuerdo; sélo quedan palabras. Palabras, pa-
labras desplazadas y mutiladas, palabras de otros, fue la

pobre limosna que le dejaron las horas y los siglos.I™"!

Nach der natiirlichen oder experimentellen Infektion ei-
nes Tieres durch ein Bakterium, ein Virus oder einen ande-
ren Fremdkdrper wird dieser als Eindringling erkannt und
maglichst entfernt oder zerstért. Obwohl das Tier mit vie-
len Millionen verschiedener chemischer Strukturen noch
nie in Berithrung gekommen ist, kann es trotzdem spezi-
fisch auf sie reagieren. Wie ist das méglich? Diese Frage
bewegte viele Wissenschaftler in unserem Jahrhundert,
und das Phinomen wird in seiner Komplexitit und Viel-
schichtigkeit sicherlich auch weiterhin faszinieren. Wenn
man zuriickblickt, erkennt man, welch enormer Fortschritt
in der Vergangenheit schon gemacht wurde. Es geniigt, un-
sere jlngeren Kollegen daran zu erinnern, daB wir vor
zwanzig Jahren noch nicht einmal wuBten, daBl jeder Anti-
kérper eine andere Primdrstruktur hat.

Was mich zur Immunologie hinzog war, daB mir schien,
alle Probleme lieBen sich durch ein einziges Experiment
kliren: Durch den Vergleich der Aminosiduresequenz
zweier Antikorpermolekiile, glaubte ich, konnte das Ge-
heimnis der Antikdrper-Diversitit geliiftet werden. Gliick-
licherweise waren meine Immunologiekenntnisse damals
so gering, daB ich meine Naivitit nicht bemerkte.

Im Jahre 1962, als ich durch Zufall der Betreuer von Ro-
berto Celis in Argentinien wurde, kam mir der Gedanke,
dall die Antikdrper-Diversitit durch Verkniipfung vieler
kleiner Polypeptide via Disulfidbriicken, wobei unzihlig
viele Muster entstiinden, verursacht werden konnte. Ich
weil nicht, ob zu jener Zeit noch jemand diese Idee hatte,
denn von allen gingigen Theorien iber die Antikérper-Di-
versitit war meine wohl die ausgefallenste. Ich halte es mir
zugute, daB ich sie nie veréffentlicht habe. Trotzdem war
dieser Gedanke fiir mich fruchtbar, da ich nun die intellek-
tuelle Rechtfertigung hatte, um an Disulfidbriicken zu ar-
beiten. Als ich 1963 die Arbeit in Cambridge aufnahm,
hatte sich das noch heute giiltige Antikdrpermodell durch-
gesetzt: zwei schwere und zwei leichte Ketten, die durch
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (Abb. 1)'L
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Abb. 1. Antikdrper bestehen aus zwei oder mehr Paaren von schweren und
leichten Ketten, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind,
Jede Kette hat zwei Regionen, eine variable und cine konstante. Die variable
Region hat bei jedem Antikdrper eine andere Struktur und enthilt die Anti-
genbindungsstelle, die an der Spitze ciner Y-artigen dreidimensionalen
Struktur liegt. Die konstante Region ist invariabel innerhalb einer Klasse
oder Unterklasse und hat Effektor-Funktion (Bindung des Komplements,
Bindung an oder Transport durch Membranen etc.). Anzahl und Position der
Disulfidbriicken sind charakteristisch filr die verschiedenen Klassen und Un-
terklassen. Die Abbildung zeigt das Maus-Myelomprotein MOPC 21, mit
dem wir in unserem Laboratorium arbeiteten.

Die Natur der Antikdrper-Diversitit

Zuerst analysierte ich die Fingerprint-Muster verschie-
dener iodierter Antikérper nach Verdauung. Selbst gerei-
nigte Antikdrper schienen jedoch zu komplex und unter-
schieden sich kaum vom unfraktionierten Immunglobulin.
Ich publizierte meine Ergebnisse nicht, die mich lediglich
iiberzeugt hatten, daB die Proteinchemie von Antikérpern
auf diese Weise nicht in den Griff zu bekommen war und
daB ein anderer Zugang gefunden werden mubBte.

So begann ich, die Aminosiduresequenzen von Immun-
globulinen im Bereich der Disulfidbriicken zu analysieren.
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Ich erkannte bald, daB je eine positionsvariable und -kon-
stante Disulfidbriicke existieren miisse®™*; die volle Be-
deutung dieser Beobachtung wurde erst evident, als
Hilschmann und Craig die variablen und konstanten Teile
der leichten Kette von Antikérpern beschrieben®. Der va-
riable Teil enthilt die eine, der konstante die andere Disul-
fidbriicke. In spiteren Untersuchungen mit Pink, Frangio-
ne, Svasti und anderen fand ich sich wiederholende S-S-
Schleifen als gemeinsame strukturelle Eigenschaft ver-
schiedener Klassen und Unterklassen von IgG-Ketten.
Was sie voneinander unterscheidet, ist die Stellung der S-
S-Briicken zwischen den Ketten'®.

Die Zeit zwischen 1965 und 1970 war, sowohl was die
theoretische als auch was die experimentelle Seite angeht,
sehr aufregend. Wie konnte man diese variablen und kon-
stanten Regionen erkldren? Es gab auf der einen Seite Mil-
lionen von Antikorperstrukturen, die sich auf der anderen
Seite von einem Protein mit unverdnderlicher Primérse-
quenz ableiteten, das durch nur ein oder wenige Gene co-
diert sein sollte. Wie konnte man dieses Ritsel losen?
Dreyer und Bennetr'¥ schlugen die Existenz von Tausen-
den von Genen in der Keimbahn vor und nahmen an, da3
das Paradoxon einfach zu 18sen sei, wenn man ein vollig
neues Modell zur Erkldrung heranziehe. Es wurde bekannt
als die ,,zwei-Gene-ein-Polypeptid-Hypothese*. Uns gefiel
das nicht, und wir schlugen einen Mechanismus vor, der
eine ,,Hypermutation* bei gewissen Gensegmenten an-
nahm!”), Es existierten aber noch weitere Modelle zur Er-
klirung der Antikorper-Diversitdt; eins, das 1967 auf ei-
nem Cold-Spring-Harbor-Symposium ausgiebig diskutiert
wurde, basiert auf einem somatischen ,cross-over* zwi-
schen Genpaaren'®. Ich war hocherfreut, als ich bald nach
diesem Symposium zeigen konnte, daB mindestens drei
Gene an der Bildung der menschlichen K-Kette beteiligt
sein miissen!. Die vielen Tausend vermuteten V-Regionen
konnten zu wenigen Familien oder Untergruppen zusam-
mengefaBt werden. Die Tatsache, daB diese Familien von
nicht-allelischen V-Genen codiert werden - und die Gene-
tik der C-Region, nach der ein einziges mendelndes C-Gen
existiert -, iiberzeugten mich und viele andere, da3 die
»~zwei-Gene-ein-Polypeptid-Hypothese* zutrifft.

Danach folgte eine Zeit, in der die bisherigen Ergebnisse
bestitigt und die Untersuchungen ausgeweitet wurden. So-
wohl die Existenz von Familien oder Untergruppen von V-
Genen, als auch die von hypervariablen Resten innerhalb
der variablen Segmente wurde bewiesen®''\. Kristallogra-
phische Befunde ergaben, daB solche hypervariablen Reste
benachbart liegen und bestitigten somit die Vermutung,
daB sie ein Teil der Antikoérperbindungsstelle (Paratop)
sind. Dies konnte an Kristallen des Myelomprotein-Anti-
gen-Komplexes direkt gezeigt werden!'?, Diese Ergebnisse
waren liberzeugend und wurden allgemein anerkannt. Das
Konzept, dal} getrennte ,,Pools** von V- und C-Genen exi-
stieren, die sich stindig vergréBern und verkleinern, run-
dete schlieBlich das Bild ab. 1970 waren wir iiberzeugt,
daB} “the section of the genome involved in the coding of
immunoglobulin chains undergoes an expansion-contrac-
tion evolution: that the number of individual genes coding
for basic sequences is not large, and that it varies in differ-
ent species and even within species at different stages of its
own history. The task of providing for the endless variety
of individual chains is left to somatic processes™!'3).
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Die mRNA fiir leichte Ketten
und das Sekretionssignal

Ich wurde dann etwas unruhig. Die Proteinchemie allein
schien uns nicht viel weiterzuhelfen. In jener Zeit sorgte in
unserem Laboratorium die neue Sequenzierungsmethode
von Sanger und seiner Gruppe fiir groBe Aufregung.
George Brownlee, einer meiner besten Freunde dort, hielt
die Zeit fiir reif, daB man kompliziertere RNAs als 5S-
oder 6S-RNA untersucht. Zusammen versuchten wir also,
die mRNA von Immunglobulinen zu isolieren - ein
schwieriges Unterfangen. Als Tim Harrison, ein neuer Mit-
arbeiter von George, zu uns stieB, beschlossen wir, nicht
mehr mit soliden Tumoren''¥, sondern mit Zellkulturen zu
arbeiten, die wir freundlicherweise von Kollegen am Salk-
Institut erhielten!'®l. Den ersten wichtigen Durchbruch auf
diesem Gebiet beschrieb eine Veroffentlichung iiber die in-
vitro-Synthese von leichten Immunglobulinketten!'®. Wir
verfolgten diesen Weg sofort weiter und entdeckten zu un-
serer groBen Freude ein Vorldufermolekiil der leichten
Ketten. Weitere Experimente iiberzeugten uns davon, daf
die N-terminale Verlingerung ein Erkennungssignal fiir
den vektoriellen Transport durch Membranen wihrend der
Proteinsynthese ist. Dies war der erste Beweis dafiir, daB
ein N-terminales Segment, das wihrend der Proteinsyn-
these schnell abgespalten wird, als Sekretionssignal fungie-
ren kann!'™ '8,

Unser Hauptinteresse galt jedoch weiterhin der Sequenz
der mRNA fiir leichte Ketten. Damals gab es noch keine
Methoden zur DNA-Sequenzierung, und mRNA konnte
nur durch komplizierte ,,Fingerprints* radioaktiver mnRNA
sequenziert werden. Fiir jede radioaktive mRNA-Pripara-
tion, die wir sequenzieren wollten, mufiten wir Zellen mit
etwa 100 mCi anorganischem *?P-Phosphat markieren. Wir
zogen also unsere schweren Bleischiirzen an, markierten
hinter dicken Plastikwinden unsere Zellen und reinigten
hektisch unsere mRNA, machten ,,Finterprints*, immer im
Wettlauf mit dem unausweichlichen radioaktiven Zerfall.
Obwohl wir nicht sehr weit sequenzierten, konnten wir
doch Oligonucleotide isolieren, die der Proteinsequenz
entsprachen!"”). Unter diesen Oligonucleotiden befanden
sich auch welche, die in die V- und C-Region hineinreich-
ten; damit wurde deutlich, daB die Proteinketie aus einer
einzigen mRNA stammte. Wir beendeten dann unsere ,,ra-
dioaktive Phase* und erprobten andere Methoden zur
mRNA-Sequenzierung; wir arbeiteten mit synthetischen
Primern und cDNA-Synthese. Dies Projekt lief jedoch nur
nebenbei, unsere Hauptanstrengungen galten anderen Zie-
len. Es machte sich trotzdem bezahlt?", und ich werte spi-
ter darauf zuriickkommen, weil es Teil meiner Geschichte
ist.

Spontane somatische Mutationen bei Myelomen

Mit der Einfithrung von Gewebekulturmethoden in un-
serem Laboratorium dnderte sich auch unsere Forschungs-
richtung. Gemeinsam mit meinem neuen Studenten D. S.
Secher und dem spiter zu uns gestoBenen R. G. H. Cotton
analysierte ich Hiufigkeit und Art somatischer Mutatio-
nen von Myelomzellen in Kultur. Wir hofften, eine hohe
Mutationsrate der hypervariablen Segmente zu entdecken
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{(die Versuchsanordnung ist in Abb. 2 beschrieben). Eine
Kultur wurde mindestens drei Monate geziichtet, so daB
sich Mutanten anreichern konnten; einzelne Zellen wur-
den dann kloniert. Die Kolonien wurden mit markierten
Aminosduren inkubiert und das radioaktive Immunglobu-
lin danach auf Mutanten mit verdnderten elektrophoreti-
schen Eigenschaften untersucht. Nach einigen tausend
Klonen stieBen wir auf unsere erste Strukturmutante!??;
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Abb. 2. Versuchsanordnung fiir das Screening der Muster von isoelektrischen
Fokussierungen des Immunglobulins, das von 7000 Klonen von P3-Myelom-
zellen sekretiert wurde. Mutanten und deren primarer Defekt wurden durch
Aminosiure- und RNA-Sequenzierung analysiert. Die Ergebnisse sind in Ta-
belle | zusammengefaBt [25].

die Analyse von 7000 Klonen bescherte uns einen Mutan-
tenpool, der in Tabelle 1 beschrieben ist. Dieses aufwen-
dige Experiment bewies zum erstenmal die Existenz soma-
tischer Mutanten aus Sidugerzellen auf dem Protein- und

Nucleinsdureniveau'?*.

Zudem schien die Mutationsrate

Tabelle 1. Spontan entstandene Strukturmutanten der schweren Kette von

MOPC 21,
Mutante  Proteindefekt Genetischer Defekt
1F1 die letzten 82 Reste von CH3 Ser (387)— Ter
fehlen: Unterschiede im Koh- kleine Deletion?
lenhydratteil
1F2 Delction von CHI Deletion von 5.5 kB ein-
schlieBlich dem CHI-Exon
Fehlerhafte Regulation?
IF3 Veranderte Sequenz der Reste  Leserasterverschiebung (—2)
367-380 Vorzeitige ,,ochre*-Termina-
Deletion des iibrigen CH3 tion
1F4 Austausch von Asparagin 452 A—G-Umwandlung (,,mis-
gegen Aspartat sense™)
NSII/t Deletion der letzten 67 Reste Trp(406)— Ter

G—+A-Umwandlung (,,non-

sense*)
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von grofer Bedeutung fiir die Diversitdt zu sein. Da die
Mutationen nicht in der variablen Region vorkamen,
schlossen wir, daB3 in den untersuchten Zellen keine hyper-
mutierenden Gensegmente existierten. Wir waren also
nicht viel weiter gekommen.

Myelomhybride

Wihrend diese Arbeit weiterlief, bereitete Cotton ein an-
deres Experiment vor, das wichtiger werden sollte, als wir

. zuerst dachten!®®; die Fusion zweier Myelomzellen in Kul-

tur (Abb. 3). Es zeigte sich, daB das Phinomen der ,alleli-
schen Exklusion‘ nicht dominant ist. Bei der Fusion ent-
stand vielmehr ein Hybrid, das die Antikorperketten bei-
der Eltern exprimierte. Zusétzlich bewiesen wir, daB eine
cis-Expression der V- und C-Regionen vorlag, wahrschein-
lich weil die V- und C-Segmente schon auf DNA-Ebene
durch Translokation in den Vorldufern der Plasmazellen
integriert wurden. Dies widersprach der Theorie, dal} die
leichten und schweren Ketten von Hybridmolekiilen stiick-
weise zusammengesetzt werden.
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Abb. 3. Codominante cis-Expression von Antikdrpergenen in Myelomhybri-
den [25].

Mit diesen Ergebnissen reiste ich nach Basel, um einen
Vortrag zu halten - mit dem Erfolg, daB Georges Kdihler
nach Cambridge kam. Er arbeitete auch an unserem
Hauptprojekt, den somatischen Mutanten in immunglobu-
lin-produzierenden Zellen, und an einem Nebenprojekt,
der phinotypischen Expression von somatischen Zellhy-
briden, die aus Myelomen und Myelommutanten herge-
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stellt wurden. Es wurde immer klarer, da3 wir auf der Su-
che nach Mutanten neue Wege einschlagen muBten; wir
beschlossen, mit solchen Myelomzellinien zu arbeiten, die
Antikorper exprimieren konnten, und von diesen Mutan-
ten herzustellen. Zu jener Zeit waren zwar entsprechende
Myelomzellinien bekannt, aber keine war fiir unsere
Zwecke brauchbar. Die Myelomzellinie P3 (MOPC 21)
wire vom chemischen Standpunkt aus ideal gewesen, da
Proteinsequenzierungen nach wie vor ein Problem waren
und wir mit dem MOPC-21-Protein umzugehen wufBiten.
Aber wir konnten fiir dieses Myelomprotein kein passen-
des Antigen finden. Wir waren also erfolglos, aber andere
Arbeitsgruppen, die sich auch mit dem Problem beschif-
tigten, schafften es; als erste konnten Scharff et al. auf
diese Weise somatische Mutanten (mit Mutationen in der
variablen Region) isolieren®,

Trotzdem verhalf uns dieser MiBlerfolg zum Durch-
bruch. Da wir keine Zellinie hatten, die unseren Anforde-
rungen entsprach, mufiten wir eine konstruieren. Das Pro-
jekt im Hintergrund - die Hybridisierung von Myelomzel-
len - fithrte zur Methode, mit der Hybridome produziert
werden konnen. Wie in Abbildung 4 gezeigt, hybridisierten
wir eine Myelomzelle und eine antikdrperproduzierende
Zelle und nicht mehr zwei Myelomzellen. Das entstandene
Hybrid war eine unsterbliche Zelle, die die gleichen Anti-
korper wie die Elternzelle exprimierte, und die unsterblich
war wie die Myelomzelle.

Anti-SRBC-Hybride

Klon P3-X63Ag8 Milzzellen

IgGt (x) SRBC-immunisiert
{wachst in Kultur, Balb/C
stirbt in HAT- (stirbt in Kultur)
Medium }

N/

Sp-Hybride
{Wachsen in HAT)
alle sekretieren P3-Ketten

die meisten sekretieren
neue Ketten

einige weisen anti-SRBC-
Aktivitat auf

isolierte Klone

Sp 1/7 Sp2/3 Sp 3/15
Anti-SRBC Anti-SRBC Anti-SRBC
Makroglobulin IgG2b IgG 1

Abb. 4. Das erste erfolgreiche Hybridom wurde aus Zellen einer Maus herge-
stellt, die mit roten Blutzellen aus Schaferythrozyten (sheep red blood cells,
SRBC) immunisiert worden waren (56. Diese wurden mit einer Myelomzelli-
nie fusioniert, die das 1gG-Protein MOPC 21 (siche Abb. 1) produzierte, in
Zellkultur wuchs und resistent gegen Azaguanin war. Hybride wurden durch
Wachstum in HAT(Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin)-Medium selek-
tiert [57).
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Endlich hatten wir eine stindig wachsende Zellinie mit
spezifischer Antikorperproduktion, mit der wir nach Mu-
tanten der hypervariablen Region suchen konnten. Dieses
Projekt filhrte meine Studentin Deborah Wilde durch.
Wihrend sie immer mehr durch ihre MiBerfolge ,,bei der
Suche nach einer Nadel im Heuhaufen* entmutigt wurde,
dimmerte mir, daB unserer neuen Methode zur Produk-
tion von monoklonalen Antikérpern ,,a la carte** viel mehr
Bedeutung zukam als urspriinglich gedacht. Aber wir hat-
ten nach den ersten Erfolgen technische Schwierigkeiten
mit unseren Fusionsexperimenten. Dann rettete uns Gio-
vanni Galfré, der neu zu uns gekommen war, indem er ent-
deckte, daBl eine unserer Vorratslsungen mit einer toxi-
schen Substanz kontaminiert war. Danach entwickelten
wir eine verbesserte Arbeitsvorschrift (Abb. 5) und wand-
ten die neue Technologie erstmals praktisch an.

Immunisierte Tiere Kultur in Suspension

v”’\\i 1.
) g‘) e
=S AN o=
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produzierenden Zellen
H D\ *q

spezifischer Antikorper

) Serum/Ascites
5-20mg/L spezifischer Antikorper

ca. 10 ug/mL

Abb. 5. Allgemein verwendeter Versuchsaufbau zur Herstellung von Hybri-
domen [S8].

Ich stellte dann das Problem der Antikdrper-Diversitit
fiir einige Jahre zuriick, um die praktische Bedeutung der
monoklonalen Antikdrper fiir Grundlagenforschung und
medizinische Diagnostik zu demonstrieren (Tabelle 2). Wir
konnten zeigen, daB die Myelomhybride zur Produktion
von Standardreagentien wie den anti-Histokompatibilitits-
antigenen®” und den anti-Ig-Allotypen®™ geeignet sind.
Mit ihnen konnten Zelloberflichen- und Tumorantigene
untersucht werden, und Reagentien zur Zellfraktionierung
wurden so gewonnen?”-*!, Monoklonale Antikorper konn-
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Tabelle 2. Ausgewihlte monoklonale Antikdrper aus unserem Laboratori-

um.
Hybridom  Antigen Verwendung Mitarbeiter,
Jahr, Literatur
R3/13 Ratten MHC Reagentien zur Ge-  Galfré et al.
RrR2/10P webetypisierung (1977) [27)
R2/108 Synergistische Ef- Howard et al.
fekte (1979) [60]
W3/13 Marker fiir T-Zel- Analyse von Zell- Williams et al.
W3/25 len aus der Ratte oberfldchenanti- (1977) [29)
genen
H6/31 Maus-I1gD-Allotyp Standard-Alloty- Pearson et al.
penreagens (1977) [61]
W6/32 HLA-A,B.C Verwendung fiir Barnstable et
Wé/1 Blutgruppe A vom genetische Analy- al. (1978) [62]
W6/34 Chromosom 11 ge-  sen und biochemi-
und andere steuert sche Studien
M1/69, Mac-1 und andere Neues Differen- Springer et al,
MI/70 Mausleukozyten- zierungsantigen (1978, 1979)
Oberflichenanti- von Mausleuko- [63, 64]
gene zyten
M1/22 Forssman Embryoentwick- Stern et al.
lung (1978) [30]
H9/25 Alloantigen auf Takei et al.
killer- und plaque- (1980) [65]
bildenden Zellen
NA1/34 Subpopulation von  zur Charakterisie- McMichael et
menschlichen Thy- rung von Subpo- al. (1979) [66)
mozyten (CDI) pulationen von
lymphoiden Zellen
des Menschen
NC1/34 Substanz P Radioimmunoassay  Cuello et al.
Immunocytoche- (1979) [32, 67]
mische Lokalisie-
rung von Neuro-
transmittern
Intern markierte
Antikarper
YCS/45 Serotonin Doppellokalisation
auf dem EM-Ni-
veau
6D4 Blutgruppe A Standardreagentien Voak et al.
NB1/19 Blutgruppe B zur Blutgruppen- (1980) [33, 68]
bestimmung
NK2 anti-Interferon aus Proteinreinigung Secher und
Menschen im groBen MaB- Burke (1980)
stab 134]

ten in Radioimmunoassays und in der Neuropharmakolo-

gie eingesetzt werden

{32]

, sie eigneten sich zur Blutgrup-

penuntersuchung®®! und fiir die Reinigung von Naturpro-
dukten im groBen MaBstab®¥, Des weiteren gingen wir auf
eine zweite Spezies - die Ratte - iiber® und produzierten
bispezifische Immunglobuline (Hybridhybridome)P*®..

Die genetische Ursache der Antikérper-Diversitiit

Zwischen 1970 und 1975 wurden groBe Anstrengungen

unternommen, um die Zahl der Keimbahngene, die die va-
riablen Regionen der Immunglobulinketten codieren, zu
bestimmen. Wir begannen damit, als Terry Rabbitts zu uns
stieB. Nach viel Arbeit und viel Radioaktivitiit fanden wir,
daB die Zahl der Keimbahngene nicht viel groBer ist, als
nach unserer Kenntnis der Untergruppen zu erwarten war.
Ahnliche, diese Ansicht stiitzende Befunde wurden auch
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von anderen Arbeitsgruppen erhalten®®”3®; 1976 war die
Theorie allgemein anerkannt®. Danach spiirte man
schnell zunehmend den EinfluB der Gentechnologie. In-
nerhalb weniger Jahre und hauptsichlich durch die Bei-
trige von Tonegawa, Leder, Rabbitts, Hood, Baltimore und
anderen rundete sich das Bild iiber die Anordnung der Im-
munglobulingene, und man begann ihre Rolle fiir die Ent-
stehung der Antikdrper-Diversitit zu verstehen!*. Die
Vorl4ufer der antikdrperproduzierenden Zellen exprimie-
ren keine Immunglobuline; wihrend ihrer Differenzierung
zu pri-B- und B-Zellen bilden sie zuerst die schweren und
dann die leichten Ketten (Abb. 6). Der erste Antikorper ist

Antigen +
Helferzellen K 7
O-®-0~< B
— — — Plasmazellen
5 N o A
Stammzelle pra-B-Zelle B-~Zelle <>+O
(] 7

Gedéachtniszellen
Abb. 6. Differenzierung von B-Zellen.

membrangebunden und fungiert als Rezeptormolekiil fiir
antigene Signale. Stimulierte Zellen teilen sich und diffe-
renzieren zu antikorperproduzierenden Zellen und Ge-
déichtniszellen.

Die Vorgidnge auf zelluldrere Ebene korrelieren mit Ver-
dnderungen der DNA-Struktur (Abb. 7). Die DNA der
Keimbahn enthilt die V- und C-Gene - wie vorhergesagt -
auf verschiedenen DNA-Fragmenten. Zusitzlich treten
weitere Fragmentierungen auf, von denen nur einige in
Abbildung 7 gezeigt sind. Leichte und schwere Ketten kon-
nen nur dann transkribiert und translatiert werden, wenn
bestimmte Genfragmente (jedes V und J fiir die leichten
und V, D und J fiir die schweren Ketten) durch einen De-
letionsmechanismus integriert werden. Bei dieser Integra-
tion entsteht die enorme Diversitit.

Viele Jahre diskutierten Molekularimmunologen iiber die
genetische Ursache der Antikorpervielfalt (Diversitat).
Sind die Theorien mit den bis heute erarbeiteten experi-
mentellen Befunden in Einklang? Durch die methodi-
schen Fortschritte der Molekularbiologie konnte gezeigt
werden, daB keine Theorie ganz richtig ist, daB aber die
meisten doch ein Kornchen Wahrheit enthalten. Es exi-
stierten damals im Prinzip zwei Richtungen. Die Vertreter
der ,,Keimbahn-Theorie* meinten, alle Vielfalt werde
durch Gene der Keimbahn vererbt; die anderen schlossen
somatische Prozesse ein, die fiir die Entstehung der Viel-
falt verantwortlich sein und von einer kleinen Anzahl von
Keimbahngenen ausgehen sollten. Es stellte sich heraus,
daB beide Richtungen ein biBchen Recht haben (Tabelle 3).

Tabelle 3. Mechanismen, die zur Antikorper-Diversitat fiihren.

1. ,Keimbahn-Mechanismus": viele V-Gen-Segmente

2. ,Kombinationsmechanismus*: a) Verschiedene Kombinationen von V-
(D)-1, b) Verschiedene Kombinationen von V,, und V

3. ,.Verkniipfungsmechanismus*: Variation an den V-J-, V-D- und D-J-Ver-
kniipfungsstellen

4, , Punktmutatic 1s**: Verdnderung einzelner Nucleotide in-
nerhalb der gesamten V-Region

h
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Die leichten und die schweren Ketten der Antikorper
sind auf 50-300 Genorten der Keimbahn codiert. Diese
Zahl variiert von Art zu Art. Die Keimbahn trigt also ihren
Teil zur Bildung der Diversitit bei. Rekombination und
Genkonversion sind wahrscheinlich wichtige Ereignisse
fiir Erhaitung und Evolution dieses ,,Genpools* der Keim-
bahn; wir wissen jedoch noch nicht, inwieweit diese Ereig-
nisse fiir die somatische Entstehung der Diversitét bedeu-
tungsvoll sind"“*'\. Abbildung 7 zeigt, daB die schwere Kette
der V-Region von V-, D- und J-Segmenten und die leichte
Kette von V- und J-Segmenten codiert wird. Die Kombina-
tion der Fragmente zu einem einzigen Gen ist - obwohl
eine wichtige Komponente bei der Entstehung der Anti-
kérper-Diversitit - nicht der von der Mini-Gen-Hypothe-
se!*? vorhergesagte kritische Mechanismus. Wichtig ist
auch die Diversitit, die bei der Verkniipfung der Genfrag-
mente entsteht, denn dieser Vorgang verlauft fehlerhaft;
Ahnliches wird auch von anderen Theorien vorherge-
sagt'*’l. Ferner gibt es somatische Punktmutationen, deren
Mechanismus noch geklart werden mufB. Verursacht wer-
den konnten sie durch nicht fehlerfrei arbeitende Repara-
tur-Enzyme!”’, durch genetische ,hot spots*!**l, durch Se-
lektion, durch das Antigen**! oder andere Netzwerkele-
mente*” oder durch eine Kombination aller dieser Fakto-
ren. Die Priigungstheorien waren schnell vergessen, als die
chemische Diversitit von Antikérpern bekannt wurde™®,
Aber auch sie kénnten ein Kornchen Wahrheit enthalten.
Vor kurzem wurde bekannt, dal bewegliche Segmente ei-
nes Peptidantigens bessere Immunogene sind als unbeweg-
liche, wahrscheinlich weil sie ihre Struktur der Bindungs-
stelle eines vorgeprigten Antikdrpers besser anpassen kon-
nen!*”*8. Eg besteht ferner die Méglichkeit, daB auch die
Antigenbindungsstelle etwas flexibel ist und sich bis zu ei-
nem gewissen Grad der Antigenstruktur anpassen kann.
Natiirlich muB als Preis fiir die dynamische Adaptation
eine Affinititsminderung in Kauf genommen werden.
Adaptationsfahigkeit darf nicht mit Spezifitdtsbildung ver-
wechselt werden. Spiter werde ich diskutieren, wie eine
verbesserte Palform fir den Liganden durch somatische
Mutationen und Antigenselektion zustandekommt.
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Molekulare Analyse einer Inmunantwort durch
monoklonale Antikérper und mRNA-Sequenzierung

Wenden wir uns nun wieder der Immunisierung eines
Tieres mit einer bestimmten Substanz zu. Das Immunsy-
stem erkennt die Substanz als fremd, so dal B-Zellen zur
Antikorperproduktion stimuliert werden (Abb. 8). Die An-
tikérper werden sekretiert und im Serum mit anderen ver-
mischt. Die einzelnen Antikérpermolekiile sind einander
extrem dhnlich und kénnen nach einer Vermischung nicht
mehr getrennt werden. Aus diesem Grund war es vor Ein-
filhrung der Hybridom-Technologie unmdoglich, die Anti-
korper-Diversitit als Antwort auf ein Immunogen zu un-
tersuchen. Durch unsterbliche Zellhybride kénnen nun
einzelne Antikdrper getrennt produziert werden, entweder
in Zellkultur oder in Maus-Myelomen. Verschiedene Kom-
ponenten des Antigens konnen jetzt getrennt analysiert
werden. Mit monoklonalen Antikérpern gegen bisher un-
definierte zelluldre Strukturen lassen sich die chemische
Natur und die Funktion dieser Strukturen aufkldren.
SchlieBlich konnen sie als Reagentien fiir diagnostische
und therapeutische Zwecke dienen. Dies sind nur die
wichtigsten Anwendungen, die bis vor wenigen Jahren
noch zu iiberblicken waren*. Heute sind monoklonale
Antikorper in Grundlagenforschung, klinischer Biochemie,
Therapie und Industrie schon so weit verbreitet, daB ich
gar nicht erst versuchen will, dies zu diskutieren.

Verschiedene Antikdrper erkennen unterschiedliche an-
tigene Determinanten des Immunogens, und jeder Erken-
nungsprozeB ist fiir sich duBerst kompliziert (Abb. 8). Man
weiB seit langem, daB selbst die einfachsten antigenen De-
terminanten von einer Vielzahl von Antikérpermolekiilen
erkannt werden. Monoklonale Antikérper kénnen rein
hergestellt werden und zur Beantwortung der alten Frage
beitragen, wie viele Antikérper ein Tier als Reaktion auf
ein bestimmtes Antigen produziert und inwieweit diese
einzelnen Molekiile sich voneinander unterscheiden. Dies

fiihrt mich zur Sequenzierung von mRNA zuriick.

Wihrend der Enthusiasmus {iber monoklonale Antikor-
per und DNA-Rekombinationstechniken in den spiten
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Abb. 8. Schritte der Immunantwort und ihre Analyse mit Hilfe der Hybri-
dom-Technologie. Wird einem Tier ¢in Immunogen injiziert, so produziert
das Tier sehr viele verschiedene Antikdrper (Ab,-Ab,): gegen verschiedene
Antigene, gegen verschiedene Determinanten desselben Antigens und sogar
verschiedene Antikérper gegen dic gieiche Determinante. Sie alle gelangen
ins Serum, und eine Trennung der einzelnen Komponenten ist unméglich.
Dabei wird jeder Antikorper von einer bestimmten Zelle produziert. Werden
die antikorperproduzierenden Zellen durch somatische Zellfusion unsterb-
lich gemacht und geeignete Hybridzellen kloniert, so kann jeder einzelne An-
tikorper in einem anderen GefaB hergestellt werden. Die Hybridzellen wer-
den dann Tieren injiziert, wo sie myelomartige Tumoren entwickein. Das Se-
rum tumortragender Tiere enthalt groBe Mengen monoklonaler Antikdrper.

siebziger Jahren allerorts anhielt, wendete Pamela Hamlyn
Sangers Methode zur schnellen DNA-Sequenzierung auf
die mRNA der leichten Ketten an. Thr Erfolg?"! half uns,
Zellinien zu entwickeln, die monoklonale Antikérper ge-
gen ganz bestimmte Antigene produzieren. Wir waren nun
imstande, die mRNA der jeweiligen Antikrper schnell zu
sequenzieren, und anstatt zu fragen ,,Was ist die Natur der
Antikorper-Diversitdt? konnten wir uns nun mit dem Pro-
blem beschiftigen ,,Wie diversifizieren Antik6rper bei ei-
ner Immunantwort?‘ Mit anderen Worten, wie finden alle
die Ereignisse auf Genebene, die die Antikorper-Diversitat
verursachen, tatsichlich als Antwort auf einen Antigensti-
mulus im Tier statt?

In Zusammenarbeit mit Matti Kaartinen, Gillian Griffiths
und Claudia Berek untersuchten wir die Wirkung des Hap-
tens Phenyloxazolon®®5", Abbildung 9 zeigt das Prinzip
dieses Versuches. Das an Serumalbumin aus Huhn gekop-
pelte Hapten wird Méusen injiziert, die nach 7 oder 14 Ta-
gen getotet werden; dann werden Hybridome hergestellt
und willkiirlich einige Klone isoliert. Andere Tiere werden
erst nach sechs Wochen getotet, so dal Sekundérhybri-
dome hergestellt werden kénnen.
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Abb. 9. Herstellung monoklonaler Antikorper zu Beginn und wihrend der
Reifung der Immunantwort auf ein Oxazolonderivat.

In Abbildung 10 sind Hybridome, die sieben oder vier-
zehn Tage nach der ersten Immunisierung erhalten wur-
den, verglicheh. Jeder Punkt in der Abbildung reprisen-
tiert die Aviditit eines jeden der 32 monoklonalen Anti-
kérper. Die Antikérpervielfalt entspricht in beiden Stadien
anndhernd der Komplexitit eines typischen Antiserums.
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Abb. 10. Die Aviditdt monoklonaler Antikérper nach sieben und vierzehn
Tagen nach der Immunisierung. ,,Haptenated phage inhibition* (HP]) pro
ug anti-phOx-Immunglobulin aus Uberstanden von 1gG-sekretierenden Hy-
bridomen. Links: Fusion nach sieben Tagen, rechis: Fusion nach vierzehn
Tagen. @: Oxazolon-ldiotyp-positive IgG; O: Idiotyp-negative 1gG [50].
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Die durchschnittlichen Antikorpertiter in beiden Stadien
unterscheiden sich kaum, derjenige nach vierzehn Tagen
liegt wie erwartet lediglich etwas héher. Der Antikorperti-
ter und auch die durchschnittliche Aviditit steigen im Ver-
lauf der Immunisierung. Man spricht von einer Reifung
der Immunantwort. Die Streuung der Ergebnisse ist nach
sieben Tagen viel geringer als nach 14 Tagen.

Da jeder monoklonale Antikérper von einer unsterbli-
chen Hybridomzelle stammt, konnten wir noch weiter ge-
hen und die Aminosiuresequenz jedes monoklonalen An-
tikorpers bestimmen. In der Praxis sequenzierten wir die
mRNA, denn das war technisch einfacher und noch infor-
mativer. Die RNA der Hybridome wurde isoliert und die

leichte Kette K

ungereinigten mRNAs direkt sequenziert (Abb. 11). So
konnten die Sequenzen von Antikdrpern in verschiedenen
Stadien der Immunantwort verglichen werden.

Der Grofiteil der anti-Oxazolon-Antikdrper wurde nach
sieben Tagen durch einen einzigen Satz von V-Genen der
Keimbahn exprimiert, obwohl ein Pool von iiber 100 fur
jede der beiden Ketten existiert (Abb. 12). Dieses Genpaar
der Keimbahn (wir nennen es V,;-Oxl und V,-Oxl) wird zu
diesem Zeitpunkt in seiner nicht-mutierten Form expri-
miert. Die kleinen Unterschiede zwischen den Antikérpern
entstehen bei der Verkniipfung der DNA-Fragmente V, D
und J, die der variablen Region des Antikdrpers entspre-
chen. Nach vierzehn Tagen scheinen noch immer die Gene
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Vy-Oxl und V,-Oxl exprimiert zu werden; es sind jedoch
nun einige Punktmutationen exprimiert, die fiir die signifi-
kante Zunahme der Affinitit zum Hapten verantwortlich
sind. Bei Reifung der Immunantwort treten also viele so-
matische Mutanten auf.

Bei der Sekundirantwort werden auch noch die Gen-
fragmente der Keimbahn exprimiert, die fiir die Primirant-
wort charakteristisch sind, sie weisen aber eine etwas ho-
here Zahl von Punktmutationen auf (Abb. 12). Hauptsich-
lich werden bei der Sekundirantwort jedoch andere Gene
der Keimbahn exprimiert (Tabelle 4).

Tabelle 4. Expression von V-Genen der Keimbahn wahrend der Reifung der
Immunantwort auf Oxazolone.

Zeitpunkt der V{Ox1-V,Oxl- Andere VxOxI-V,Oxl-
Immunantwort Kombination Kombinationen Anteil [%]
Tag 7 n 4 73

Tag 14 6 5 54

nach sechs Wochen 4 18 18

Die Immunantwort auf unser Oxazolon scheint also drei
Stadien zu durchlaufen: 1m ersten Stadium entstehen die
meisten Antikérper durch Kombination einer sehr be-
grenzten Anzahl von Genfragmenten der Keimbahn; es
findet eine ,Selbstselektion*“ anhand der Fihigkeit, das
Antigen zu binden, statt. Im zweiten Stadium vermehren
sich die Zellen, die die richtigen Genkombinationen expri-
mieren, durch Teilung, und es entstehen Mutanten, die
Antikorper mit erhdhter Affinitit fiir das Antigen produ-
zieren. Im dritten Stadium erreichen die Antikérper des er-
sten und zweiten Stadiums eine obere Grenze bei der Opti-
mierung der Dissoziationskonstanten, so daB neue Kombi-
nationen von Keimbahngenen und somatische Mutanten
selektiert werden. Die drei Stadien gehen nahtlos ineinan-
der iiber und iiberlappen sich zum Teil. In vieler Hinsicht
verhilt sich das System darwinistisch, wobei die Adapta-
tion gleichbedeutend mit verbesserter Bindung des Anti-
gens ist. In welchem AusmaB noch andere regulatorische
Mechanismen in diesen ProzeB eingreifen, bieibt zu kla-
ren.

Von monoklonalen Antikérpern zum
s,Antikérperengineering‘

Durch unsterbliche antik6rperproduzierende Zellen
koénnen nicht nur Antikérper einer bestimmten chemischen
Struktur hergestellt werden; diese Technik bietet auch
noch andere Vorteile, allen voran die Moglichkeit der Zell-
klonierung, die entscheidend zur explosionsartigen Ver-
breitung der Hybridom-Technologie beitrug. Doch kénnen
nur solche Zellinien, die bereits existieren, kloniert wer-
den. Wir selektieren die Hybride, die monoklonale Anti-
korper mit den gewiinschten Eigenschaften produzieren.
Was aber, wenn das immunisierte Tier keine entsprechen-
den Zellen liefert? Gliicklicherweise stehen uns in diesem
Fall andere Mittel zur Verfiigung.

Hybridome sind etablierte Zellinien und daher ,,in-vitro-
Manipulationen*, wie sie von der Zellgenetik und moleku-
larbiologischen Engineering-Techniken bekannt sind, zu-
ginglich. Wir stehen am Beginn einer neuen Ara in der Im-
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munchemie, in der Molekiile hergestellt werden konnen,
denen Antikdrperstrukturen zugrunde liegen. Die Herstel-
lung bispezifischer Antikérper via Hybrid-Hybridomen ist
ein Beispiel fiir die Anwendung solcher Methoden™. Ein
anderes Beispiel ist die Gewinnung von Antikdrpermutan-
ten, die einer anderen Antikérperklasse angehdren'?.

Vor einigen Jahren diskutierte ich die Moglichkeit, gen-
technologische Methoden anzuwenden, um noch drasti-
schere Effekte zu erzielen®®. Neuere Entwicklungen be-
weisen die Realisierbarkeit dieser Ideen und das Potential
dieser Technologie. Gene von Antikdrpern werden in ge-
eignete Vektoren eingebaut, vermehrt, modifiziert und er-
neut in Myelomzellen gebracht, die dann die rekombinan-
ten Antikérper mit neuen Eigenschaften sekretieren. In
meinem Laboratorium hat Neuberger eine Zellinie entwik-
kelt, die einen Maus-Mensch-Antikérper produziert, der
aus einer variablen anti-Nitrophenacyl-Region aus der
Maus und einer konstanten menschlichen Region der
schweren Kette besteht’®. In einem anderen Fall wurde
die Fc-Region eines Maus-Antikdrpers durch Staphylococ-
cus-Nuclease ersetzt’®. Es entstand ein neuer Antikdrper,
in dem eine antigenspezifische Fab-Region an einen enzy-
matischen Effektor gekoppelt ist, der den Fc-Teil ersetzt.

Weitere Modifikationen werden durch die sich rasant
entwickelnde ortsspezifische Mutagenese maoglich; mit
diesem Verfahren konnen die Antigenbindungsstellen spe-
zifisch verindert werden. Wir werden auf diese Weise te-
sten kdnnen, inwieweit einzelne Punktmutationen zur Ent-
stehung hochaffiner Antikdrper wihrend der Reifung der
Immunantwort beitragen. Dies fiihrt mich zuriick zum Pro-
blem der Diversitit und zur Reifung der Immunantwort.

So spektakulidr diese Aussichten auch sind, so braucht
man doch zu Beginn die Gene der jeweiligen Hybridom-
zellinie. Dann kann die Aminosiuresequenz verdndert
werden; aber die Auswirkungen auf das Faltungsmuster
und die Protein-Ligand-Wechselwirkung ist nach wie vor -
auBer bei ganz einfachen Fillen - nicht vorhersagbar. Dies
wird auch fiir einige Zeit so bleiben. Erst ein besseres
Verstdndnis der Proteinfaltung wird die vollige Neukon-
struktion von Antikérpermolekiilen moglich machen.

Wihrend die Immunantwort eines Tieres auf Antikor-
per-Selektion beruht, wird man kiinftig in der Immunche-
mie ,,instruktiv** vorgehen, d.h. wir werden vom Antigen
»lernen*, welche Antikérperstruktur wir produzieren sol-
len. Das ist zwar kein Science-fiction, trotzdem werden
viele Probleme bei der Ubersetzung von eindimensionalen
in dreidimensionale Strukturen zu iiberwinden sein. Der
vor uns liegende Weg wird sicherlich mit Fallgruben und
Hiirden aufwarten, doch die Aussichten sind allemal loh-
nend - und spannend wird es auch sein. Wie iiberall gilt
auch hier, daB die Sternstunden von morgen die Unbe-
kannten von heute sind.

Die Hybridom-Technologie war ein Nebenprodukt der
Grundlagenforschung. Die erfolgreichen Anwendungen beru-
hen auf unerwarteten und nicht vorhersagbaren Miglichkei-
ten der Methode. Dies ist ein schlagkrdftiges Beispiel dafiir,
dap eine wissenschaftliche Unternehmung, die anfangs wirt-
schaftlich und medizinisch uninteressant erscheint, trotzdem
eine enorme praktische Bedeutung erlangen kann. Das Pro-
jekt begann mit esoterischen Spekulationen, die von der
Neugierde gendhrt wurden, die Natur besser zu verstehen.
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Anerkennung gebiihrt dem Medical Research Council in
Grofibritannien, der die Bedeutung der Grundlagenfor-
schung fiir die Medizin erkannte. Wir freuen uns dariiber, zu
Jener gliicklichen Minderheit zu gehdren, deren Erfolg diese
Politik rechtfertigt.

Meine Laufbahn als Wissenschaftler begann im Labora-
torium von Stoppani in Argentinien, danach arbeitete ich mit
Sanger im Department of Biochemistry in Cambridge. Be-
sonders viel verdanke ich der Atmosphdre im Laboratory of
Molecular Biology, in dem die hier beschriebenen Arbeiten
durchgefiihrt wurden, und das in dieser Zeit hauptsdchlich
von Max Perutz geleitet wurde; innerhalb des Instituts ge-
horte ich zur Abteilung Protein and Nucleic Acid Chemistry,
der Fred Sander vorsteht. Von beiden kam die unausgespro-
chene Direktive, die ich in Gedanken mit ,,mach gute Experi-
mente und sorge dich nicht um das Ubrige* iibersetzte.

Im Laufe meines Vortrages habe ich versucht, jenen mei-
ner Mitarbeiter zu danken, deren Beitrige entscheidend in
bestimmten Phasen unserer Arbeit waren. Bis jetzt nicht er-
wdhnt habe ich John Jarvis, der seit iiber zwanzig Jahren
mein personlicher Assistent ist - nur wenige Monate mehr
beschdftige ich mich mit Immunologie. Da dieser Preis fiir
die Entdeckung des Prinzips der Hybridom-Technologie ver-
geben wird, mochte ich besonders die bedeutenden Beitrdge
von Dick Cotton und David Secher nennen, deren vorberei-
tende Arbeiten zu dieser Entdeckung fiihrten, ferner die mei-
ner Assistentin fiir Gewebekultur, Shirley Howe, die nicht
nur Vorstudien durchfiihrte, sondern auch an bestimmten
Experimenten mit George Kohler zusammenarbeitete. Wei-
ter danke ich jenen Mitarbeitern, die die praktische Bedeu-
tung der Hybridom-Technologie aufzeigten, besonders G.
Galfré, A. R. Williams und A. C. Cuello sowie meinem tech-
nischen Assistenten Mr. B. W. Wright. Diese Liste miifite
viel ldnger sein, aber ich will sie nicht schliefen, ohne meinen
Sekretirinnen Margaret Dowding und Judith Firth zu dan-
ken. Ihr Umgang mit der Presse kurz nach dem Bekanntwer-
den der Zuerkennung dieses Preises gehiort zu meinen besten
Erinnerungen an diesen aufregenden Augenblick.

Eingegangen am 13. Mirz 1985 [A 547}
Ubersetzt von Dipl.-Biol. Christiane Koszka, Wien
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