
Die somatische Entstehung der Antikorperdiversitat - 
(Nobel-Vortrag)* * 

Von Susumu Tonegawa* 

An einern Herbsttag des Jahres 1970 erhielt ich einen 
Luftpostbrief von Renato Dulbecco, der gerade in Europa 
weilte. Zu jener Zeit arbeitete ich als ,,postdoctoral fellow" 
in seinern Labor am Salk Institute. Der Brief, der auf Brief- 
papier des Hotels Hassler in Rorn geschrieben war, laute- 
te: 

,,Dear Susumu, 
1 don't know what arrangements you have made for 

after your departure from La Jolla at the end of the 
year but I would like to mention to  you another possi- 
bility. The Institute of Immunology in Basel, Switzer- 
land, will start operating in a month. They already 
have an excellent collection of immunologists, but 
have not yet built an adequate background in molecu- 
lar biology. I talked about you to Niels Jerne, the Di- 
rector, and they are interested in having you there . . . 
There are many immunologically interesting phenom- 
ena obtained with crude RNA preparations but they 
are unreliable because RNA is not characterized. In 
general, it seems the best system for understanding de- 
velopment at a molecular level and you may like to 
get into such a field. If you are interested, write to 
Niels K. Jerne, Basel Institute for Immunology, 487 
Grenzacherstrasse . . ." 

Ich habe es diesern prophetischen Brief und den Ein- 
wanderungsgesetzen der USA - nach denen ich nicht Ian- 
ger in den USA bleiben konnte - zu verdanken, daR ich im 
Februar 1971 in dieser gemutlichen Schweizer Stadt eintraf 
und mich fast nur von Immunologen umgeben fand. Fur 
jemanden, der keinerlei Erfahrungen in lmmunologie he- 
saB und noch nie in der Schweiz war, bedeutete das eine 
drastische Umstellung. Tatsachlich waren die ersten zwolf 
Monate am Baseler Institut nicht leicht. 

Nach meiner Ankunft in Basel versuchte ich zunachst, 
mein Projekt aus Dulbeccos Labor fortzufuhren, d. h. die 
Transkriptionskontrolle der Gene des Simian Virus 40 zu 
untersuchen. Ich begriff jedoch bald, daB dieses Projekt 
kein besonders groBes Interesse in diesem Institut, in dem 
fast nur Immunologen arbeiteten, erregte und daB ich da- 
mit auch die Gelegenheit verpaate, mit meinen zahlreichen 
und talentierten Kollegen zusammenzuarbeiten. Ich be- 
schloB also, lmmunologie zu lernen, indem ich mit ihnen 
redete, Publikationen las und Fragen stellte. Ein Immuno- 
loge, Ira Askonas, und ein Genetiker, Charlie Steinberg, 
wurden meine Tutoren und halfen mir dabei. mich in ein 
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vollig neues Gebiet einzuarbeiten. Wahrend dieser Zeit be- 
gann ich mich fur die Frage nach dem Ursprung der Diver- 
sitat von Antikorpern zu interessieren. 

Das Problem 

Immunologen stimmen darin uberein, daB ein Wirbeltier 
viele Millionen strukturell verschiedener Antikorper syn- 
thetisieren kann, und das sogar noch bevor es mit einem 
Antigen in Kontakt getreten ist. Gerhard Edelman und 
Rodney Porter hatten gezeigt, daR ein typisches Antikor- 
permolekul aus zwei gleichen leichten Ketten und zwei 
gleichen schweren Ketten besteht"s21. Jeder dieser beiden 
Kettentypen wies von einem Antikorper zum anderen eine 
groBe Sequenzvariabilitit in der aminoterminalen, aber 
nicht in der carboxyterminalen Region a d 3 ] .  Diese zwei 
Regionen werden als die variable oder V-Region und als 
die konstante oder C-Region bezeichnet. Eine Frage je- 
doch spaltete Irnmunologen und Genetiker in zwei Schu- 
len: 1st die genetische Diversitat, die zur Synthese dieser 
Proteine notig ist, im Lauf der Evolution entstanden und 
wird sie in der Keimbahn weitergegeben oder entsteht die 
Diversitat wahrend der Entwicklung eines Individuums 
und ist demnach in somatischen Zellen, aber nicht in 
Keimbahnzellen vorhanden? Eine Schule glaubte, daB die 
Keimbahn ein Gen fur jedes Polypeptid, das letztlich als 
Antikorper in Erscheinung tritt, enthaltf4]. Nach dieser 
Keimbahntheorie werden Antikorper- oder Immunglobu- 
lin-Gene genauso exprimiert wie die Gene aller anderen 
Proteine, ohne daB ein spezielles ,,Gen-Processing" n6tig 
ware. Allerdings setzt dieses Modell eine enorme Zahl von 
vererblichen Immunglobulin-Genen voraus. Auch wenn 
durch die vierkettige Struktur eines Immunglobulin-Mole- 
kuls eine gewisse Diversitat durch Kettenpaarung erreicht 
werden kann, so ist doch die Anzahl der Gene fur leichte 
und schwere Ketten sehr groB. Ein Hauptproblem fur die 
Keimbahntheorie war die Beobachtung, daB alle Polypep- 
tidketten eines Antikorpertypus einen gemeinsamen gene- 
tischen Marker (Allotyp) tragen, der sich wie ein einzelnes 
Mendelsches Gen verhilt. Wenn es viele tausend Gene fur 
leichte und schwere Ketten gibe, wie ware der gleiche ge- 
netische Marker fur alle diese Gene zu erkllren? 

Die zweite Theorie nahm an, daB die Keimbahn nur 
eine begrenzte Anzahl von Antikorper-Genen enthalt, und 
daO diese Gene irgendwie im Laufe der Differenzierung 
der antikorperbildenden Lymphocyten aus ihren Stamm- 
zellen diversifizieren. In anderen Worten, die Diversifizie- 
rung von Gensequenzen fur Antikorper findet in speziali- 
sierten somatischen oder Korperzellen statt und wird nicht 
von Generation zu Generation durch die Keimzellen ver- 
erbt'S-71. Attraktiv an dieser Theorie ist, daB fur den Wirt 
keine Notwendigkeit besteht, eine unverhaltnismaBig 
groBe Zahl vererbbarer Gene zur Codierung von Antikor- 
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pern zu reservieren ; diese Theorie postulierte allerdings ei- 
nen unbekannten Mechanismus fur die somatische Diver- 
sifizierung von ererbten Genen. 

Uber viele Jahre wurden mundlich und schriftlich Argu- 
mente fur und gegen diese beiden gegensatzlichen Theo- 
rien vorgebracht. Alle Argumente basierten jedoch auf der 
Interpretation der Aminosauresequenzen von Immunglo- 
bulin-Polypeptidketten oder auf den allgemein akzeptier- 
ten Prinzipien der Evolution und der Genetik. Ein direkter 
Beweis fur eine der beiden Theorien konnte nicht erbracht 
werden, da keine Technik zur Verfugung stand, rnit der 
eine Analyse der Feinstruktur von spezifischen Genen ho- 
herer Organismen durchgefuhrt werden konnte. 

Genzahlung 

Erst in den friihen siebziger Jahren wurden Techniken 
zur Reinigung einer spezifischen eukaryotischen mRNA 
verfugbar. AuBerdem war eine Methode eingefiihrt wor- 
den, mit der die Kopienzahl eines bestimmten Genes 
durch kinetische Analyse der Nucleinsaurehybridisierung 
bestimmt werden k ~ n n t e ' ~ . ~ ] .  Einige Wissenschaftler - dar- 
unter auch ich - hofften, mit Hilfe dieser neuen Techniken 
die Anzahl der Immunglobulin-Gene im Keimbahngenom 
experimentell bestimmen zu konnen und damit Beweise 
fur eine der beiden Theorien zu liefern. DaB diese Me- 
thode zum Ziel fuhren konnte, basierte zum Teil auf der 
Tatsache, daB die V-Region eines gegebenen Kettentyps, 
obwohl von Antikorper zu Antikorper verschieden, doch 
einen hohen Homologiegrad in der Aminosauresequenz 
aufweist. Man nahm daher an, daB eine mRNA fur eine 
spezielle Immunglobulin-Polypeptidkette nicht nur rnit ih- 
rem eigenen Gen hybridisieren wurde, sondern auch mit 
vielen anderen Immunglobulin-Genen, falls diese im Keim- 
bahn-Genom existierten. 

Ich nahm daher Maus-Myeloma-Zellen und versuchte, 
Immunglobulin-mRNA zu reinigen und Hybridisierungs- 
versuche durchzufuhren. Die ersten Experimente rnit den 
Genen fur die K-leichten Ketten und schwere Ketten erga- 
ben jedoch widerspriichliche Ergebnisse. Es bestand Un- 
gewiBheit uber den Reinheitsgrad der mRNA, das AusmaB 
der Hybridisierung einer Probe rnit verwandten, aber nicht 
gleichen Genen und den genauen EinfluB von Sequenzdif- 
ferenzen auf Hybridisierungskinetiken. Es stellte sich her- 
aus, daB es nahezu unmoglich war, die Befunde dieser frii- 
hen Studien im Hinblick auf die oben geschilderte Kontro- 
verse uberzeugend zu interpretieren. 

Eine Reihe von Experimenten, die ich dann rnit Genen 
fur die h-leichten Ketten aus der Maus durchfuhrte, waren 
jedoch vielversprechend[lol. Mit einem mRNA-Prsparat, 
das uber 95% rein war, konnte ich zeigen, daB das Gen fur 
die h-leichte Kette aus der Maus nicht haufiger vorkam 
als das Gen fur p-Globin, von dem bekannt war, daB es im 
wesentlichen einmalig ist. Glucklicherweise hatten Wei- 
gert, Cohn et al. mindestens acht verschiedene Sequenzen 
fur VA-Regionen bei Myelomas, die von BALB/c ab- 
stammten, identifiziert[' '1. Da diese V-Regionen sehr ho- 
molog waren und sich nur in ein, zwei oder drei Amino- 
saureresten unterschieden, war die Wahrscheinlichkeit 
sehr hoch, daB die entsprechenden Gene weitgehend 
kreuzhybridisieren wurden, falls sie getrennt im Keim- 

bahn-Genom existierten. AuBerdem lieB die statistische 
Analyse der h-leichte Ketten sekretierenden Myelomas 
vermuten, daB eine BALB/c-Maus vie1 mehr als die acht 
identifizierten V,-Regionen synthetisieren kann. Damit 
war die Anzahl der experimentell nachgewiesenen h-Gene 
(nur ein paar) in der Maus wesentlich kleiner als die An- 
zahl der verschiedenen V,-Regionen (mindestens acht, 
wahrscheinlich vie1 mehr), die in Proteinen gefunden wur- 
den. Aufgrund dieser Ergebnisse war ich iiberzeugt davon, 
daB in diesem Gensystem somatische Diversifikation statt- 
findet. 

Umordnung 

In der Zwischenzeit entdeckte ich, daB einige Immuno- 
logen spekuliert hatten, daB die Polypeptidketten von Im- 
munglobulinen durch zwei getrennte DNA-Segmente co- 
diert werden konnten, je eines fur die V- und C-Regionen. 
In Analogie zum eleganten Modell von uber 
die Integration und Exzision des Genoms des Phagen h 
hatten Dreyer und Bennett vorgeschlagen, daB eines von 
vielen ,,V-Genen" aus seiner urspriinglichen chromosoma- 
len Position herausgeschnitten und an ein einziges ,,C- 
Gen" in einer Immunglobulin produzierenden B-Zelle an- 
gefugt wird[13]. Dieses Modell erklarte die Beibehaltung 
des gemeinsamen genetischen Markers in allen Immunglo- 
bulin-Polypeptidketten eines gegebenen Typs, indem ein 
einziges C-Gen fur diesen Kettentyp postuliert wurde. Ob- 
wohl eine somatische Rekombination zwischen den ,,V-" 
und ,,C-Genen" ein wichtiger Aspekt dieses Modells ist, so 
ist es doch eine Version der Keimbahntheorie uber die An- 
tikorperdiversitlt, da in dem Modell angenommen wird, 
daB das Keimbahngenom viele ,,V-Gene" enthalt, eines fur 
jede V-Region, die ein Organismus synthetisieren kann. 

Nachdem das Modell von Dreyer und Bennett im Jahre 
1965 publiziert worden war, wurde es nicht allgemein von 
Biologen akzeptiert. Das ist verstandlich, da  das Modell 
auf zwei Hypothesen basierte, von denen beide die gelten- 
den Dogmen der Biologie verletzten. Dabei handelt es sich 
um das Prinzip, daB ein Gen eine Polypeptidkette codiert 
und daB das Genom wahrend der Ontogenese und Zelldif- 
ferenzierung konstant bleibt. Auch ich reagierte skeptisch, 
als ich das Modell in den friihen siebziger Jahren kennen- 
lernte. Gleichzeitig dachte ich jedoch, daB das Modell rnit 
Hilfe von Restriktionsenzymen getestet werden konnte. 
Noch in Dulbeccos Labor hatte ich von Daniel Nathans 
Durchbruch bei der Analyse des SV40-Genoms unter An- 
wendung der gerade entdeckten Restriktionsenzyme ge- 
hort[I4'. Da ich zu denjenigen gehorte, die versucht hatten, 
die Transkriptionseinheiten dieses DNA-Virus zu definie- 
ren, war mir die Bedeutung dieser Enzyme fur die Analyse 
von DNA-Strukturen sehr bewuBt. Verglichen rnit der 
Analyse eines viralen Genoms rnit nur 5 x lo3 Basenpaaren 
benotigte man fur das Genom eines so komplexen eukary- 
otischen Organismus wie der Maus rnit 2 x lo9 Basenpaa- 
ren noch ein paar zusatzliche Tricks, um spezifische DNA- 
Fragmente unter den vielen irrelevanten Bruchstucken zu 
erkennen. Die beste Losung fur dieses Problem schien in 
der kombinierten Anwendung der elektrophoretischen 
Trennung von enzymverdauter DNA und der empfindli- 
chen Technik der Nucleinsaurehybridisierung zu liegen. 
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Ich diskutierte rnit Charlie Steinberg die Notwendigkeit, 
eine Methode zu entwickeln, rnit der in situ eine spezifi- 
sche DNA-Sequenz unter den elektrophoretisch fraktio- 
nierten DNA-Fragmenten detektiert werden kann, aber wir 
fanden einfach keinen guten Ansatz. Wie wir alle wissen, 
wurde eine sehr einfache und elegante Methode spater von 
Edward Southern entwickelt[lsl. 

Es vergingen einige Wochen, bevor ich in einem der 
Kuhlraume des Instituts zufallig einen groBen Behalter aus 
Plexiglas sah, in dem jemand Serumproteine durch Stlrke- 
Gelelektrophorese trennte. Ich dachte, daB es moglich sein 
muBte, hinreichende Mengen von verdauter DNA in ei- 
nem Gel von diesen AusmaBen zu fraktionieren, so daB 
die aus den Gelstucken eluierte DNA fur Flussigphasenhy- 
bridisierung benutzt werden konnte. Eine schnelle Uber- 
schlagsrechnung zeigte, daB dieses Experiment moglich 
war. Nobumichi Hozumi, ein ,,postdoc" in meinem Labor, 
und ich versuchten es also, obwohl uns bewuBt war, wie- 
vie1 Arbeit dieses Experiment machen wurde. Als Hybridi- 
sierungsproben verwendeten wir die gereinigte mRNA von 
K- oder h-leichten Ketten (V-+C-Probe) und das entspre- 
chende 3'-Halbfragment (C-Probe), das vorher rnit radio- 
aktivem Iod zu einer hohen spezifischen Aktivitat markiert 
worden war. Dem Experiment lag folgender Gedanke zu- 
grunde: Wenn eine Immunglobulin-Polypeptidkette durch 
zwei ,,V-" und ,,C-Gene'' im Keimbahn-Genom codiert 
wird, ist es sehr wahrscheinlich, daB die Behandlung mit 
einem Restriktionsenzym diese DNA-Sequenzen in Frag- 
mente bestimmter GroBe spalten wird und so deren elek- 
trophoretische Trennung ermoglicht. Falls die ,,V-" und 
,,C-Gene" durch somatische Rekombination zusammenge- 
fugt werden, so besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, daB 
die Myeloma-DNA, die rnit demselben Restriktionsenzym 
verdaut wurde, ein DNA-Fragment enthalten wird, das 
beide ,,V-" und ,,C-Gene" tragt. 

Unsere Ergebnisse waren eindeutig. Zu unserer ange- 
nehmen Uberraschung waren die Hybridisierungsmuster 
von embryonaler DNA (als Ersatz fur die Keimbahn- 
DNA) und die von einer K-Myeloma-DNA nicht nur sehr 
unterschiedlich, sondern bestatigten auch das Vorhanden- 
sein von getrennten ,,V-" und ,,C-Genen" im ersten Fall 
sowie von einem zusammengefiigten V- plus C-Gen im 
zweiten1l6I. Wir wuBten naturlich, daO die Ergebnisse auch 
anders interpretiert werden konnten, etwa als zufallige 
Modifizierung der Schnittstellen in einer der zwei DNA- 
Typen. Wir hielten diese anderen Erklarungen aber fur un- 
wahrscheinlich, weil sie alle mehrere zufallige Ereignisse 
voraussetzten. Unser Vertrauen wurde weiter gestarkt, 
nachdem wir rnit Hilfe der bald danach entwickelten 
Southern-Blot-Technik weitergehende Analysen rnit einer 
Vielzahl von Restriktionsenzymen und Myelomzellen 
durchfuhren konnten. 

Das Zusammenfugen von Gensegmenten 

Obwohl die Experimente mit Restriktionsenzymen recht 
informativ waren, so konnten jedoch detaillierte Informa- 
tionen uber Umordnungen mit diesem Ansatz nicht ge- 
wonnen werden. Glucklicherweise wurden die DNA-Re- 
kombinationstechniken gerade entwickelt, fur unsere 
Zwecke die ideale Methode. Diskussionen um die mogli- 
chen Gefahren dieser Techniken flammten zuerst in den 

Vereinigten Staaten und etwas spater in Europa auf. Um 
sicher zu gehen, daB unsere Forschung nicht auch Gegen- 
stand dieser Kontroverse werden wurde, beschlossen Char- 
lie und ich, uns mit Werner Arber von der Universitat Basel 
zu beraten, der die DNA-Rekombinations-Forschung in 
der Schweiz koordinierte. Eine kleine informelle Gruppe 
von Forschern, die an diesen Techniken interessiert waren, 
wurde zusammengestellt. Man war sich in dieser Gruppe, 
die von der Mehrheit der Schweizer Forscher unterstutzt 
wurde, einig, alle in den Vereinigten Staaten eingefuhrte 
Praktiken und Richtlinien zu adaptieren. Wir trafen uns 
einmal monatlich und tauschten lnformationen uber ethi- 
sche und praktische Aspekte der Gentechnik aus. 

Aufgrund unserer fruheren Versuche, Immunglobulin- 
Gene zu zahlen, hielt ich es fur wichtig, rnit dem System 
der h-leichten Ketten aus der Maus zu beginnen, da  dies 
der einfachste aller untersuchten Kettentypen war. Unser 
Ziel war, Vk- und Ck-,,Gene" aus der Keimbahn von Em- 
bryozellen zu klonieren, sowie die umgeordneten V- plus 
C-,,Gene" aus einem h-Myelom und diese genomischen 
DNA-Klone durch Elektronenmikroskopie und DNA-Se- 
quenzierung zu vergleichen. Bis zu diesem Zeitpunkt wa- 
ren noch keine ,,bestimmten" eukaryotischen Gene klo- 
niert worden. Wir muBten uns also ein paar Tricks ausden- 
ken, um die ersten Immunglobulin-Gene zu klonieren. 
Zum Beispiel war die uns damals zur Verfugung stehende 
Probe eine zu etwa 95% reine mRNA und kein cDNA- 
Klon. Diese Situation machte das Screening einer groOen 
Zahl von DNA-Klonen wegen des ,,hohen Hintergrundes" 
recht schwierig. Um dieses Problem zu umgehen, reinigten 
wir das 1-Gen enthaltende genomische DNA-Fragment so- 
weit wie moglich durch praparative R-Schleifenbildung 
v o r i ~ 7 .  181 , so daB die spatere DNA-Bibliothek den interes- 
santen Klon in hoher Zahl enthalten wurde. 

Mit der embryonischen DNA beginnend, konnten wir 
einen Klon isolieren, der spezifisch rnit der h-mRNA hy- 
bridisierte"". Als die Elektronenmikroskopikerin Christine 
Brack, die vom Biozentrum der Universitat Basel zu uns 
gekommen war, die Mischung aus diesem Klon und der 
h-mRNA untersuchte, fand sie eine wunderschone R- 
Schleife, von der etwa die Halfte des mRNA-Strangs ab- 
stand. Diese und weitere Analysen uberzeugten uns, daB 
wir ein V,-,,Gen" geklont hatten, an das kein C-,,Gen" an- 
gefugt war. Auf der Ebene der DNA-Klone konnten wir 
somit zeigen, daB die V- und C-,,Gene" tatsachlich ge- 
trennt im Keimbahn-Genom vorkommen. Eine nachfol- 
gende Untersuchung der DNA-Sequenz, die in Zusam- 
menarbeit mit AIlan Maxam und Walter Gilbert von der 
Harvard Universitat durchgefuhrt wurde, ergab, daB dieser 
DNA-Won vom V-,,Gen" fur den h2-Subtyp herriihrte[lgl. 

In der Zwischenzeit gelang es Minom Hirama, einem 
anderen postdoc, 1- und Ic-cDNA-Klone herzustellen. 
Diese Proben erleichterten die Isolierung von genomi- 
schen Klonen enorm. Meine Assistentin Rita Schuller und 
ich isolierten einige genomische DNA-Klone von h- und 
Ic-Ketten synthetisierenden Myelomata und von Embry- 
o ~ ( ~ ~ . ~ ~ ~ .  Die Analyse dieser cDNA-Klone durch Elektro- 
nenmikroskopie, Restriktionsenzymkartierung und DNA- 
Sequenzierung bestatigte nicht nur die somatische Umord- 
nung von Immunglobulin-Genen, sondern zeigte auch be- 
sondere Charakteristiken ihrer An- und Umordnung auf 
(Abb. 1). Diese konnen so zusammengefaOt werden: 
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Abb. I. Das Prinzip der Umordnung und Expression eines Genes fiir die 
leichte Kette von Immunglobulinen. Der oberste Teil zeigt die Anordnung 
der Gensegmente in einem Keimbahn-Genom. Durch somatische Umord- 
nung werden V- und J-Gensegmente verkniipft und ein komplettes Gen fiir 
die leichte Kette gebildet (zweite ,.Zeile"). Das ganze Gen mit ,,leader"-Exon 
(L). V-Region-Exon (V und J), C-Region-Exon (C) und den dazwischen lie- 
genden Introns werden zu prA-mRNA im Kern der B-Zelle transkribiert. Die 
pra-mRNA wird wihrend des Transports vom Kern ins Cytoplasma ge- 
splei0t. Die resultierende mRNA ~ jetzt ohne Introns - wird im endoplasma- 
tischen Reticulum in eine nascente Polypeptidkette translatien. aus der nach 
Entfernung des Signalpeptides eine reife h-lrichte Kette entsteht. 

1) Obwohl die V- und C-,,Gene" umgeordnet werden und 
in Myelomazellen viel naher beieinander liegen als in Em- 
bryozellen, so gehen sie doch nicht ineinander uber, son- 
dern sind durch eine DNA-Sequenz von einigen Kilobasen 
getrennt, die keinen Anteil an der Codierung der Polypep- 
tidkette hat. Diese nicht translatierte DNA-Sequenz, die 
innerhalb des umgeordneten, kompletten Immunglobulin- 
Genes liegt, war unerwartet und zudem eine der ersten De- 
monstrationen eines Introns in eukaryotischen GenenlZz1. 
2) Das im Keimbahn-Genom gefundene V-,,Gen" ist etwa 
23 Codons kiirzer als die gewohnliche V-Region. Die feh- 
lenden Codons wurden in einem kurzen DNA-Stuck ge- 
funden, das als J- (oder joining-)Gensegment bezeichnet 
wird, viele Kilobasen vom unvollstandigen V-,,Gens' (be- 
zeichnet als ein V-Gensegment) entfernt liegt und einige 
Kilobasen ,,upstream" vom C-,,Gen" (auch bezeichnet als 
ein C-Gensegment). In Myelomazellen wird durch Umord- 
nung das J-Gensegment mit dem V-Gensegment ver- 
knupft, wodurch ein komplettes V-Region-Gen ent- 
stehtl". 231. 

3) Das Signalpeptid wird durch ein anderes DNA-Seg- 
ment - als L- (oder leader-)Exon bezeichnet - codiert und 
ist vom V-Gensegment durch ein kurzes lntron ge- 
trenntl''. 231. 

Der Befund, daR das Vx-,,Gen" in die zwei Gensegmente 
Vi und Ji im Keimbahn-Genom unterteilt ist, war v8llig 

unerwartet. Aber sobald diese Entdeckung gemacht war, 
lagen die Irnplikationen fur die somatische Entstehung der 
Antikorperdiversitat klar auf der Hand. Wenn das Keim- 
bahn-Genom multiple Kopien von verschiedenen V- und 
J-Gensegmenten tragt, dann wurde die Zahl der komplet- 
ten V-,,Gene", die durch Zufall aus diesen zwei Typen von 
Gensegmenten entstehen konnen, viel groBer als die ge- 
samte Anzahl der ererbten Gensegmente sein. Anders als 
beim urspriinglichen Konzept von Dreyer und Bennett 
kann die Umordnung von DNA daher eine der Hauptur- 
sachen fur die somatische Diversifizierung von Antikor- 
per-Molekulen sein. Die gefundenen Aminosauresequen- 
Zen der K-leichten und schweren Ketten stimmten rnit die- 
sem Konzept uberein'24,251. Tatsachlich bestatigte die Ana- 
lyse der Nucleotidsequenzen des Genkomplexes der K- 
Ketten aus der Maus, die in meinem und in Phillip Leders 
Labor an den United States National Institutes of Health 
durchgefiihrt wurden, da13 ein Keimbahn-Genom multiple 
V- und J-Gensegmente enthalt und daB diese Genseg- 
mente in jeder Myelomazelle zu unterschiedlichen Kombi- 
nationen zusammengefugt werden120.'61. Vier verschiedene 
J,-Gensegmente wurden einige Kilobasen ,,upstream" 
vom C,-Gensegment gefunden. Die genaue Zahl der V,- 
Gensegmente ist auch heute noch unbekannt, wird aber 
auf zwei- bis dreihundert ges~hatzt[~' ' .  

Gene fur schwere Ketten 

Da eine schwere Kette von lmmunglobulinen auch aus 
V- und C-Region zusammengesetzt ist, nahmen wir an, daB 
die entsprechenden Gene auch jene Art von DNA-Umord- 
nung durchlaufen, die fur die Gene der leichten Ketten be- 
schrieben wurde. Diese Annahme wurde von Leroy Hood 
et al. am California Institute of Technology und von uns 
bestatigt (Abb. 2)''s.291. Wie bei K-Genen, so wurden auch 
vier J-Gensegmente mehrere Kilobasen ,,upstream" von 
den C-Gensegmenten gefunden, die die C-Region der 
Klasse p von schweren Ketten codieren. 

Obwohl Gene fur schwere Ketten grundsatzlich ahnlich 
organisiert sind wie Gene fur leichte Ketten, so wurde 
doch eine Beobachtung wahrend dieser Untersuchung ge- 
macht, die vermuten lie13, da13 die somatische Umordnung 
von Gensegmenten eine noch wichtigere Rolle fur die Di- 
versifizierung von schweren Ketten spielt als fur die von 
leichten. Es wurde gefunden, daB ein oder zwei bis zu ei- 
nem Dutzend Aminosaurecodons, die in der V-J-Verbin- 
dungsregion des zusammengefugten Gens vorhanden sind, 
nicht in den entsprechenden V- oder J-Gensegmenten im 
Keimbahn-Genom v ~ r k o m m e n l ~ ~ . ~ " .  Das lie13 vermuten, 
daR ein dritter Typ von Gensegment - D- oder Diversitlts- 
Gensegment - am somatischen Zusammenbau von Genen 
fur schwere Ketten beteiligt ist. Tatsachlich entdeckten Hi- 
toshi Sakuno und Yoshi Kurosawa, zwei postdocs in mei- 
nem Labor, bald etwa ein Dutzend D - G e n ~ e g m e n t e ~ ~ ~ . ' ~ ~ ,  
die in der Region ,,upstream" vom J-Cluster im Keim- 
bahn-Genom kartiert ~ u r d e n ' ~ ~ , ~ ' ' .  Fur die Konstruktion 
eines vollstandigen V-,,Gens" fur eine schwere Kette sind 
also zwei DNA-Rekombinationsereignisse notwendig, ei- 
nes zur Verknupfung eines V- mit einem D-Gensegment 
und das andere zur Verbindung desselben D- mit einem 
J-Gensegment. 
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Ds Js E S Cp der NLhe der spateren Verbindungsstellen aufweisen, die 
von einer hypothetischen ortsspezifischen Rekombinase --el+&- . . . ~~ .. ~.\ 

-. . -. 

Abb. 2. Die Organisation der Cenfamilie. die die schweren Ketten der Im- 
munglobuline codien. Oberer, mittlerer und unterer Teil zeigen die Organisa- 
tion im Keimbahn-Genom, im Genom einer B-Zelle. die die eine schwere 
Kette der F-Klasse synthetisiert, bzw. ein Genom einer Plasmazelle, die eine 
schwere Kette der y-Klasse herstellt. Ein haploides Maus-Genom enthalt 
mehrere hundert unterschiedliche V-Gensegmente. etwa ein Dutzend D-Gen- 
segmente und ein C-Gensegment fiir jede der acht Klassen oder Unterklas- 
sen von schweren Immunglobulinketten. In einer ungepragten B-Zelle wird 
je eine Kopie der V-. D- und J-Gensegmente zu einer VDJ-DNA-Sequenz 
zusammengesetzt und mit dem C,-Gensegment in eine prP-mRNA transkri- 
biert. In verschiedenen B-Zellen desselben Organismus werden verschiedene 
V-. D- und J-Gensegmente zusammengefiigt und exprimien. Sobald die un- 
gepragte B-Zelle zu einer Plasmazelle oder einer Gedachtnis-B-Zelle dine- 
renziert (siehe Abb. 5). findet oft ein zweiter Typ von somatischer Rekombi- 
nation zwischen der Region (S,) .,upstream" vom C,-Gensegment und einer 
anderen Region (S,) ,,upstream" vom C,-Gensegment statt. Wie in der Abbil- 
dung unten gezeigt ist, wird durch die ,,switch"-Rekombination das C,-Gen- 
segment durch das C,-Gensegrnent ersetzt. ohne das VDJ-Exon zu veran- 
dern. GefUllte Kreise stehen fiir Transkriptionspromotoren, die in Richtung 
,,upstream" eines jeden V-Gensegments liegen. Offene Kreise bedeuten 
Transkriptionsversffirker [102, 1031, die zusammen mit den Promotem die 
umgeordneten Gene fur die schweren Ketten zu erhBhter Expression aktivie- 
ren. 

Die Rekombinationsregelo 

Das Zusammenfiigen von V-J oder V-a-J  setzt eine orts- 
spezifische Rekombination voraus. Man kann demnach er- 
warten, daB diese Gensegrnente bestimmte Sequenzen in 

? mer 9 rner 9 rner ? rner 
a) FACAGTG ~ C A A A A A C C  GFTTTTTG? FACTGTF 

bl 

erkannt werden. Solche Erkennungssequenzen diirften al- 
len Gensegmenten eines gegebenen Typs gemeinsam sein 
(zum Beispiel allen VK), da sie alle an einen bestimmten 
Gensegmenttyp angefiigt werden konnen (zum Beispiel an 
alle J,). Es gibt tatslchlich ein Heptamer und ein Nona- 
met, die ,,downstream" direkt neben jedem Y,-Genseg- 
ment konserviert sind (Abb. 3)"6.'71. Sequenzen, die dem 
VK-Heptamer und -Nonamer komplementlr sind, wurden 
,,upstream" direkt neben jedern der vier JK-Gensegrnente 
gefunden. Der gleiche Segmentsatz wurde auch in den ent- 
sprechenden Regionen der VA-'Und JA-Gensegmente gefun- 
den1361. Als spater die V- und J-Gensegmente fur die 
schweren Ketten analysiert wurden, konnten auch dort die 
allen gemeinsamen konservierten Sequenzen festgestellt 
~ e r d e n ~ ~ ~ . " ] .  Des weiteren tragen D-Gensegmente die 
Heptamer- und Nonamersequenzen sowohl ,,upstream" 
als auch , , d o w n ~ t r e a m " ~ ' ~ ~ ' ~ ~ .  Eine weitere interessante Ei- 
genschaft dieser Erkennungssequenzen ist die Lange des 
,,Spacers" zwischen Heptamer und Nonamer, der immer 
aus 12 oder 23 Basenpaaren b e ~ t e h t ~ ' ~ ~ ' ' ~ .  Ein Gensegment, 
das eine Erkennungssequenz mit einem der beiden Spacer- 
Typen enthalt, kann nur an ein Gensegment, das den ande- 
ren Spacer-Typ trlgt, angefiigt werden. Diese 12/23-Ba- 
senpaarregel fur Spacer scheint strikt befolgt zu werden. 
Bisher weiB man wenig iiber die Rekombinase, aber in den 
Extrakten von pra-B-Zellinien, die durch den Abelson-Vi- 
rus transformiert worden waren, wurden Proteine gefun- 
den, die eine Affinitat zum Heptamer oder Nonamer ha- 
ben; in diesem Zelltyp kommt eine Umordnung in vitro 
relativ hlufig V O ~ ' ' . ~ ~ ~ .  

Diversitat, die an den Verbindungsstellen entsteht 
' \  /. ' /. Beim Vergleich der deduzierten Aminosauresequenz ei- 

nes J,-Gensegmentes aus der Keimbahn mit der experi- 2 3 * ! 1 2 1 &  

mentell bestimmten Aminosauresequenz jener K-Ketten, 
die teilweise von diesem 1,-Gensegment codiert werden, 
wurde festgestellt, daB das 5'-Ende des JK-Gensegmentes 
nicht festgelegt ist, sondern im Verlauf jeder Umordnung 
einige Basenpaare weiter ,,upstream" oder ,,downstream" 
liegen kann1'6.'71. Diese Flexibilitiit bei der Wahl der Ver- 
bindungsstelle ist, wie spater gefunden wurde, charakteri- 
stisch fur die Verbindungsenden auch anderer Genseg- 
mentel"]. Dies trifft auch dann zu, wenn das gleiche Gen- 
segmentpaar in verschiedenen B-Zellvorlaufern zusam- 

P - 2 3 - m b - 1 2  -= mengefiigt wird, so daB die vollstlndigen V-,,Gene" 
h6chstwahrscheinlich leicht unterschiedliche Codons in 
der Verbindungsstelle tragen. 

- - 2 3 & 1  -12- Die V-D- und die D-J-Verbindungsstellen weisen noch 
eine andere Art von Diversitat auf. Wir fanden, daB bis zu 
einem Dutzend Basenpaare mit zufiilliger Sequenz wih- 
rend des Bruchs und der Neuverkntipfung von rekombi- 
nierenden Gensegmenten ohne Matrize in diese Verbin- 
dungsstellen inseriert ~ e r d e n ~ ' ~ . " ] .  Der genaue Mechanis- 

- 1 2 - - 1 + 0 2 3 <  

23- 

---__ -_ -_ -_ -_ - 2 3 4 3 9  -_ * -  -- 

&12-* D *12-& 

<- 
**- _-- 

- - - _ _  -. -_ ---_ -- * *  
* -  

*-  
* -  
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mus ist noch unbekannt, es wird aber angenommen, daB 
Abb. 3. Hypothetische Erkennungssequenzen far die Umordnung von Im- 
mundobulin- und T-Zellrezeotor-Genen. Die konservierten Hentamer- und die terminale Desoxynucleotid-Transferase - die in .. 
Nonamersequenzen und die Unge des zwischen diesen Sequenzen liegenden Kernen friiher B-Lymphocyten vorkommt - oder ein ande- 

res Enzym mit ahnlichen Charakteristiken eine Rolle dabei 
s p i e P ] .  

Spacers sind fGr die Immunglobulin- (a) und die T-Zellrezeptor-Genfamilien 
(b) wiedergegeben. Ganz oben sind explizit Konsens-Sequenzen angegeben. 
lndividuelle Sequenzen kannen von diesen abweichen. 
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Nur ein Teil der V-Region ist von den beiden erwahnten 
Mechanismen betroffen. Das heiDt aber nicht, daD sie 
keine wichtige Rolle fur die Bestimmung der Antikorper- 
spezifitat spielen. Im Gegenteil, die Verbindungsstellen co- 
dieren die variabelsten zwei der sechs Polypeptidschleifen, 
die die Antigenbindungsregion des Antikorper-Molekuls 
bilden (Abb. 4). Des weiteren sind einige FBlle bekannt, in 
denen die Affinitat eines Antikorpers fur ein definiertes 
Antigen recht drastisch durch leichte Anderungen der Ver- 
bindungsstellensequenz beeinflu& wurdel4'I. Die Variation 
der Verbindungsstellen tragt also auch zur somatischen 
Entstehung der Antikorperdiversitat bei. 

Aminosaureresten. Sie schlugen vor, daD BALB/c-Mluse 
nur ein V,,-,,Gen" in der Keimbahn besitzen, das die Haupt- 
sequenz codiert, und daD alle anderen beobachteten 
V,,-Regionen durch somatische Mutation dieses einen VAl- 
,,Gens" wihrend der B-Zellentwicklung entstehen. Wie im 
Abschnitt uber Genzahlung erwahnt, lieljen die Ergebnisse 
unseres Versuchs der ZLhlung von Genen durch Hybridi- 
sierungskinetiken vermuten, daB das Keimbahn-Genom 
von BALB/c nur einige wenige Vxl-,,Gene" enthalt. Nach 
der verlaDlichen Southern-Blot-Methode mul3ten wir diese 
Zahl schlieBlich auf eins reduzierenl2'I. Der letzte Beweis 
fur die somatische Mutation von V,, wurde erbracht, als 

Abb. 4. Stereobild einer Anligenbindungsstelle eines Antikbrpen. Das Model1 stellt das lmmunglobulin 
MOPC 603 [I041 der Maus dar. Die variable Dom2ne der schweren Kette ist dunkelgrau, die der leich- 
ten Kette hellgrau dargestellt. Die hypervariablen Regionen (auOer der VH dritten hypervariablen Re- 
gion) sind blau. das Segment der schweren Kette, das vom D-Gen codiert wird, ist rot und die Segmente 
der schweren und leichten Kette, die von den 1-Genen codien werden. sind orange. Das D-Segment 
entspricht fast genau der dritten hypervariablen Region dcr schweren Kette; hypervariable Regionen 
wurden nach Nouofney et al. [I051 definiert: eine Ausnahme isf die zweite hypervariable Region der 
schweren Kette, die nach der Definition von Kobof el al. 1.251 bezeichnet wurde. Das Antigen dieses 
speziellen Immunglobulins, Phosphorylcholin. bindet in der Kaverne in der Mitte des Bildes zwischen 
VH- und VL-Domhe und trift in Wechselwirkung mit Aminosaureresten der VH- und J-Segmente der 
schweren Ketten sowie des VL-Segments der leichten Kette. Die Bedeutung des D-Segments wird in 
den zwei kristallographisch bestimmten Strukturen der Anfikbrper, die an das Proteinantigen Lysozym 
binden, gut illustriert 1106, 1071. Dort betrBgt der Kontaktbereich. der von D-Segmenfen zugesfeuert 
wird, bis zu 50% (bzw. 24%) des gesamten Kontaktbereichs der schweren Kette. Dieses Computerbild 
wurde von J i n  Novofnv mit dem Programm SPHERE von Roberr Bruccolen eneugt. 

Somatische Mutation 

Als F. Mcfarlane Burnet die klonale Selektionstheorie 
vorschlug, erkannte er die Notwendigkeit von zualligen 
genetischen Vorgangen fur die Bildung von Antikerpern 
gegen eine Vielzahl von A n t i g e n e ~ ~ l ~ ~ ] .  Er hielt somatische 
Mutationen fur eine plausible Erklarung. Seine Idee wurde 
spater von vielen ubernommen, auch von Joshua Leder- 
berg, Niels Kaj Jerne und Melvin C~hn['-'~.  

Die von Martin Weigert in Melvin Cohns Labor am Salk 
Institute zusammengetragenen Aminosluresequenzen eroff- 
neten die Moglichkeit, die Bedeutung von somatischen 
Mutationen fur die Antikorperdiversitat direkt zu untersu- 
 hen[^."^. Sie hatten die h,-leichten Ketten aus 18 Myelo- 
mas analysiert. Die Mause stammten aus einem Inzucht- 
BALB/c-Stamm und hatten genetisch alle gleich sein miis- 
sen. Sie fanden, daO zwolf V,,-Regionen gleich waren, 
aber sechs unterschieden sich von der Hauptsequenz und 
auch untereinander variierten diese in ein, zwei oder drei 

wir das einzige Keimbahn- Y,,-Gensegment und die umge- 
ordneten h,-Gene eines Myeloms klonierten und sequen- 
~ ie r ten '~ '~ .  Wie schon Weigert und Cohn angenommen hat- 
ten, entsprach die Nucleotidsequenz des Keimbahn- V,,- 
Gensegmentes der Hauptaminosauresequenz, wohingegen 
das hl-Gen des Myeloms durch einen einzigen Basenaus- 
tausch verandert war. 

Seit dieser Zeit sind einige Untergruppen von K-leichten 
und schweren Ketten und deren V-Gensegmente in der 
Keimbahn durch Klonierung und Sequenzierung analy- 
siert ~ o r d e n l ~ ~ ~ !  Alle Ergebnisse bestatigten, daD die im 
Keimbahn-Genom codierte Diversitat durch somatische 
Mutationen weiter amplifiziert wird. Besonders aufschlul3- 
reich war die Analyse der Bindung von Phosphorylcholin 
(PC) an VH-Regionen durch Patricia J .  Gearhart, Leroy 
Hood et al. Sie zeigten, daD ein einziger Basenaustausch, 
der ausschliealich in den VDJ-Verbindungssequenzen und 
in den direkt benachbarten Regionen stattfinden kann, er- 
hebliche Auswirkungen hat[47.481. 
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Kontrolle der Umordnung und Hypermutation 
wahrend der Enhvicklung 

Warum haben sich im Immunsystem zwei ungewdhnli- 
che somatisch-genetische Mechanismen, die Rekombina- 
tion und die Hypermutation, entwickelt, urn eine einzige 
Aufgabe zu erfullen, namlich die Diversifizierung von An- 
tikorpern? 

Ich glaube, die Antwort liegt in den unterschiedlichen 
Aufgaben dieser zwei genetischen Mechanismen. Dank 
den Anstrengungen einiger Gruppen von Zell- und Mole- 
kularimmunologen formt sich langsam ein Gesamtbild, 
das die Beziehung zwischen den einzelnen Stadien der B- 
Zellentwicklung und dem Vorkommen von somatischer 
Rekombination oder Mutation beschreibt (Abb. 5)149-551. 
Die somatischen Rekombinationen, die zur Diversitat bei- 
tragen, beginnen zuerst bei der schweren Kette, dann folgt 
- wahrend der Differenzierung von Vorlaufenellen - die 
leichte Kette. Die somatische Rekombination ist mit dem 
Auftreten von ungepragten B-Zellen a b g e s c h l o ~ s e n ~ ~ ~ - ~ ~ ' .  
Diese B-Zellen bilden Klone, von denen jeder aus Zellen 
besteht, die homogene Immunglobulin-Molekule als Ober- 
flachenrezeptoren tragen. Die somatische Rekombination 
ist also uor jeder Wechselwirkung einer B-Zelle mit Antige- 
nen beendet. 

Dringt ein Antigen zum ersten Ma1 in das lymphatische 
System ein, wird es von diesen ungepragten B-Zellen abge- 
tastet. Ein paar von diesen B-Zellen, die genugend Affini- 
tat fur die antigene Determinante aufweisen, werden rea- 
gieren und einen der zwei folgenden Wege einschlagen: sie 
werden die primare Antikorperantwort liefern oder zur 
Bildung von Gedachtnis-B-Zellen beitragen. Beim ersten 
Weg werden die B-Zellen proliferieren und zu antikorper- 
sekretierenden Plasmazellen differenzieren. Wahrend die- 
ses Prozesses kann die C-Region der schweren Kette von p 
zu einer anderen Klasse wechseln, Mutationen in der V- 
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Abb. 5 .  Die Dil'l'srsnrisrung \on  B-Zellcn. Man beachte. dab die Rezeptoren 
der Gedachtniszellen und die Antik6rper-Molekule, die von den Plasmazel- 
len wahrend der Sekundarantwon sekretien werden. besser zum Antigen 
passen als die Rezeptoren der ungepragten Vorlaufer-I-Zellen oder die Anti- 
korper, die wahrend der Primlrantworf van den Plasmazellen sekretiert wer- 
den. Siehe auch Text. 

Region sind aber sowohl in der schweren als auch in der 
leichten Kette selten. Demzufolge haben die durch Plas- 
mazellen als Primarantwort sekretierten Antikorper meist 
die gleichen V-Regionen wie die Immunglobulin-Rezepto- 
ren auf den ungepragten B-Zellen, von denen sie stam- 
men. 

Im Gegensatz dazu bleiben - wenn der alternative Weg 
von den antigenaktivierten, ungepragten B-Zellen einge- 
schlagen wird - die Immunglobuline in der Zelloberfla- 
chen-Rezeptorform und Gediichtnis-B-Zellen werden ge- 
bildet. Wahrend dieses Vorgangs scheint der Hypermuta- 
tionsapparat ausgesprochen aktiv zu sein, und die Muta- 
tionsrate erreicht lo3 Basensubstitutionen pro Zelle und 
Generation. Das Antigen selektiert schrittweise besser und 
besser passende Mutanten, so da8 die Immunglobuline auf 
der Oberfllche der Gedlchtnis-B-Zellen eine wesentlich 
hohere Affinitat haben als die lmmunglobuline auf den 
urspriinglichen ungepragten B-Zellen. ,,Switch"-Rekombi- 
nation kommt wahrend dieses Vorgangs ebenfalls hlufig 
vor. Wenn das gleiche Antigen, das die Primarantwort her- 
vorgerufen hat, nochmals in den Korper eindringt, so wer- 
den die Gedachtnis-B-Zellen selektiv vermehrt und diffe- 
renzieren zu Plasmazellen. Dieses ist die sogenannte Se- 
kundarantwort, welche demnach aus Hochaffinitatsanti- 
korpern des ,,reifen" lsotyps besteht ; diese Antikorper 
weisen erhebliche somatische Mutationen in ihren V-Re- 
gionen auf. Keine somatischen Mutationen treten mehr 
auf, sobald Gedachtnis-B-Zellen gebildet worden sind und 
nur wenig oder keine weiteren Mutationen finden wahrend 
der Sekundarantwort statt. 

Dieses Schema der B-Zell-Differenzierung kann wie 
folgt zusammengefafit werden. Ein Organismus ist auf eine 
lnfektion mit Pathogenen, die so gut wie jedes Antigen tra- 
gen konnen, durch eine Vielzahl ruhender B-Zellen vorbe- 
reitet. Diese B-Zellen tragen in ihrer Art einmalige Immun- 
globulin-Rezeptoren, die durch je eine Kopie von vollstan- 
digen Genen fur die leichten und schweren Ketten codiert 
werden, die zufallig oder fast zufallig aus den ererbten 
Gensegmenten zusammengebaut worden sind. Da diese 
Zuordnung unabhangig von Antigenen vor sich geht, und 
da die ererbten Gensegrnente gewohnlich nicht auf eine 
perfekte PaBforrn fur ein spezielles Antigen hin wahrend 
der Evolution selektiert worden sind, so stammen die von 
Plasmazellen sekretierten Antikorper wihrend der Primar- 
antwort direkt von ausgewahlten ruhenden ungepragten B- 
Zellen und haben eine relativ geringe Affinitat. Im Gegen- 
satz dazu beliefern die dann gebildeten Gedachtnis-B-Zel- 
len durch haufig vorkommenden Austausch nur einer Base 
den Organismus mit einer Vielzahl von leicht geanderten 
Immunglobulin-Rezeptoren, von denen nur die mit der be- 
sten PaBform fur das Antigen selektiert werden. Da die 
wahrend der Sekundarantwort gebildeten Plasmazellen di- 
rekte Abkommlinge dieser Gedachtnis-B-Zellen sind und 
keine weiteren Veranderungen erfahren haben, so weisen 
diese AntikBrper gewohnlich eine vie1 hohere Affinitat fur 
das Antigen auf, als die primaren Antikorper. Das erklart 
das schon lange bekannte Phanomen der Antikorper- 
reifung im Verlauf wiederholter I m m u n i s i e r ~ n g e n ~ ~ ~ ~ .  

Die somatische Entstehung von Antikorper-Genen kann 
demnach als ein Zweistufen-ProzeB beschrieben werden. 
Im ersten Schritt werden unabhangig vom Antigen Gen- 
segment-Blocke zu Genen zusammengefugt, die Antikor- 
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per rnit hoher Diversitat, aber niedriger Affinitat codieren. 
Im zweiten Schritt, sobald das Antigen definiert ist, durch- 
laufen eine geringe Zahl selektierter B-Zellen, die Antikor- 
per niedriger Affinitat als Zelloberflachenrezeptoren tra- 
gen, somatische Mutationen. Nur ein kleiner Teil entwik- 
kelt eine hohere Affinitat fur das Antigen und wird fur die 
Weitervermehrung selektiert. Dieser Vorgang ermoglicht 
dem Immunsystem, auch auf geringe Konzentrationen ei- 
nes Antigens zu reagieren. Was passiert mit jenen Zellen, 
deren Mutation zu keiner erhohten Affinitat fuhrte? In ei- 
ner jungeren Untersuchung wird vorgeschlagen, daB einige 
dieser Zellen fur die Selektion durch andere Antigene be- 
reitgehalten ~ e r d e n ” ~ ] .  Die somatische Mutation kann also 
auch zum Repertoire von Rezeptoren fur solche Antigene, 
mit denen das Immunsystem noch nicht in Kontakt war, 
beitragen. 

T-Zellrezeptoren 

Nachdem das Geheimnis des genetischen Ursprungs der 
Antikorperdiversitat zumindest in Umrissen geluftet war, 
wollten wir unsere Forschung auf die ,,zweite Halfte“ des 
lymphatischen Systems, die T-Zellen, richten. Obwohl wir 
in den splten siebziger Jahren - ich war noch in Basel - 
haufig uber das Projekt gesprochen hatten, die Antigener- 
kennung durch T-Zellen zu untersuchen, so begann die 
richtige Arbeit erst in den frtihen achtziger Jahren in mei- 
nem Labor am MIT. Obwohl bekannt war, daB T-Zellen 
genauso prazise wie B-Zellen Antigene erkennen und un- 
terscheiden konnen, so wuBte man doch noch nichts uber 
die Biochemie der verantwortlichen Molekule, der T-Zell- 
rezeptoren (TCR). Dieser Informationsmangel bildete ei- 
nen starken Kontrast zu den reichen Kenntnissen, die man 
uber Antikorper besaB. Unter Zellimmunologen wurden 
viele Diskussionen uber die Natur dieser Molekule ge- 
fuhrt. Einige meinten, daB T-Zellrezeptoren nut eine an- 
dere Klasse von Immunglobulinen waren. Andere dachten, 
daB sich T-Zellrezeptoren sehr von Immunglobulinen un- 
terscheiden. Tatsachlich hatten Experimente in den spaten 
siebziger Jahren gezeigt, daB eine T-Zelle ein Antigen auf 
andere Weise erkennt als eine B-Zelle: Die T-Zelle reagiert 
auf Antigene auf der Zelloberflache, und der T-Zellrezep- 
tor erkennt gleichzeitig ein Antigen und die Determinante 
eines Glycoproteins, das durch ein Gen des ,,major histo- 
compatibility“-Komplexes (MHC) codiert wird1m-62! 
Diese Entdeckung loste eine weitere Diskussion aus: Er- 
kennt eine T-Zelle zwei Determinanten mit einem Rezep- 
tor oder hat sie zwei Rezeptoren, einen fur das Antigen 
und den anderen fur ein MHC-Produkt? 

Das Rezeptorprotein wurde 1983 von drei Gruppen un- 
abhlngig entdeckt, die von James P.  Allison, Ellis L. 
Reinherz sowie Phillipa Marrack und John Kappler geleitet 
~ u r d e n ‘ ~ ~ - ~ ’ ~ .  Sie stellten Antikorper her, die an ein Protein 
auf der T-Zelloberflache banden: Da diese Proteine ahn- 
lich waren, aber klonbedingte Strukturdiversitat aufwie- 
sen, wurden sie fur gute Rezeptorkandidaten gehalten. Zu- 
sltzlich waren die von ihnen hergestellten Antikorper T- 
Zellklon-spezifisch; sie konnten zeigen, daB diese Antikor- 
per die Aktivierung des T-Zellklons klonspezifisch blok- 
kierten. Der durch diese Experimente identifizierte Rezep- 
tor besteht aus zwei Untereinheiten, a und fl, die durch 
eine Disulfidbriicke verbunden sind. Diese Untersuchun- 

gen waren entscheidend, weil der Rezeptor endlich identi- 
fiziert und seine Struktur aufgeklart worden war und seine 
strukturelle Variabilitat bestatigt werden konnte. Da sich 
jedoch nur kleine Mengen des Proteins auf der T-Zellober- 
flache befanden und der Rezeptor nicht sekretiert wurde, 
war es schwierig, weitere Informationen uber die Struktur 
dieses Molekiils, besonders uber seine Aminosaurese- 
quenz, zu erhalten. 

Die a- und p-Gene 

In der Zwischenzeit hatten Molekularbiologen versucht, 
die den T-Zellrezeptor codierenden Gene zu identifizieren. 
Doch dies war vie1 schwieriger als das Klonieren von Im- 
munglobulin-Genen. Obwohl T-Zellinien durch Hybrido- 
mas, die einen homogenen Rezeptor exprimieren, erhalt- 
lich waren, so wares  doch vie1 schwieriger, diese Zellen in 
Kultur zu erhalten, als Myelomas. AuBerdem produzierten 
sie um zwei GroBenordnungen weniger Rezeptoren, als 
Myelomas Immunglobuline synthetisierten. 1984 gelang 
Mark Davis et al. an der Stanford Universitat und Tak Mak 
et al. an der Universitat von Toronto unabhangig vonein- 
ander ein Durchbruch166-6s1. Ihre Strategie basierte auf 
zwei Annahmen: Erstens, daB mRNAs, die die a- und p- 
Polypeptidketten codieren, in T-Zellhybridomas oder T- 
Zelltumoren vorhanden waren, nicht aber in B-Zelltumo- 
ren. Zweitens, daB die Gene der a- und 0-Kette in T-Zellen 
in lhnlicher Weise umgeordnet werden wie die Immunglo- 
bulin-Gene in B-Zellen. Sie stellten also eine Bibliothek 
der Fraktionen von T-Zell-cDNA, die nicht rnit B-Zell- 
mRNA hybridisierte, her und testeten jeden T-zellspezifi- 
schen cDNA-Klon auf Umordnung der korrespondieren- 
den Gene in T-Zellen. 

Als Quelle fur T-Zellen benutzten Davis et al. eine Hy- 
bridomalinie, die durch Fusion einer Maus-T-Helferzelle, 
die das Antigen plus Klasse-11-MHC-Molekule erkannte, 
mit einem T-Zelltumor erhalten worden war. Maks 
Gruppe benutzte einen T-Zelltumor des Menschen. Beide 
Gruppen erhielten cDNA-Klone, die die oben genannten 
Kriterien erfullten. Die Nucleotidsequenz zeigte, daB die 
entsprechende Polypeptidkette rnit den Immunglobulin- 
ketten signifikant homolog war (30-35%). AuBerdem ent- 
hielten die cDNA-Klone Sequenzen, die mit den V- und 
C-Regionen in der korrekten Richtung homolog waren. Es 
schien daher klar, daB das Gen, welches durch diese 
cDNA-Klone reprisentiert wurde, eine der zwei Unterein- 
heiten des T-Zellrezeptors codiert. DaB es sich dabei um 
die P-Untereinheit handelte, wurde bald durch die teil- 
weise Bestimmung der Aminosauresequenz der menschli- 
chen P-Kette b e ~ t a t i g t ‘ ~ ~ ] .  

In meinem Labor am MIT arbeiteten Haruo Sei fo  und 
ich mit David Kranz und Herman Eisen zusammen an der 
Isolierung der a- und P-cDNA-Klone aus einer anderen 
Sorte von T-Zellen, namlich einem cytotoxischen T-Zell- 
klon, der spezifisch fur die Klasse I der MHC-Molekule 
war. 1984 identifizierten wir rnit Hilfe einer modifizierten 
subtraktiven cDNA-Bibliothekmethode zwei Klassen von 
cDNA-Klonen, die auch alle Kriterien fur ein T-Zellrezep- 
tor-Gen erfullten1701. Eine Klasse reprasentierte die 8-Un- 
tereinheit. Zusammen rnit den friiheren Befunden von Da- 
vis et al. konnte so gezeigt werden, daD die beiden wichtig- 
sten T-Zellklassen, T-Helferzellen und cytotoxische T-Zel- 
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len, den gleichen Gensatz fur die 0-Untereinheiten enthal- 
ten. Wie wenig spater klar wurde, traf das gleiche auch fur 
die a-Untereinheit zu. Dieser Punkt ist wichtig, da  die bei- 
den T-Zelltypen spezifisch fur zwei Unterklassen von 
M HC-Genprodukten sind. Das bedeutet, dal3 die gleichen 
T-Zellrezeptor-Gene die Erkennung der Klasse I und I1 
des MHC vermitteln. 

Die Polypeptidketten, die von der anderen Klasse von 
T-Zell-spezifischen cDNAs codiert wurden und von mir 
und Sairo isoliert worden waren, wiesen auch 30-35% Ho- 
mologie zu Immunglobulinketten auf. Diese cDNA-Klone 
unterschieden sich jedoch deutlich von den fl-cDNA-Klo- 
nen, da die Polypeptidketten - codiert durch die zwei 
cDNA-Satze - nicht nur in den V-Regionen, sondern auch 
in den C-Regionen 30-35% homolog waren. Da nur zwei 
Untereinheiten, a und P, vom T-Zellrezeptor bekannt wa- 
ren, schlugen wir anfanglich vor, dal3 diese zweite cDNA- 
Klasse das a-Gen r e p r a ~ e n t i e r t ' ~ ~ ~ .  Noch bevor diese Arbeit 
publiziert wurde, erhob sich die Frage, ob dieses Gen wirk- 
lich die a-Kette codiert. Die in Frage kommenden a- 
cDNAs trugen keine Codons fur N-Glycosylierungsstellen. 
Die unveroffentlichten Untersuchungen in Charlie Jane- 
ways Labor an der Yale Universitat und die von Jim Alli- 
son in Berkeley zeigten jedoch, dal3 sowohl die a- als auch 
die P-Untereinheiten einiger T-Zellen N-verknupfte Koh- 
lenhydrate enthielten. Auch wenn dieser Unterschied in 
der Glycosylierung noch durch unterschiedliche T-Zellty- 
pen oder Mausstamme hatte erkiart werden kdnnen, so er- 
hielten wir doch nach mehrwochigem ,,Screening" unserer 
subtrahierten cDNA-Bibliothek eine dritte Klonklasse, de- 
ren Gene ebenfalls spezifisch in T-Zellen umgeordnet wur- 

Dieses Gen war nicht nur im gleichen AusmaO mit 
den Immunglobulin-Genen homolog wie die ersten beiden 
Klassen von T-Zell-spezifischen Genen, sondern enthielt 
auch zwei Stellen fur N-Glycosylierungen und waren da- 
her bessere Kandidaten fur das a-Gen. Dieser Vorschlag 
wurde bald durch einen Vergleich der Nucleotidsequenz 
mit der teilweise bekannten Aminosauresequenz der 
menschlichen a-Untereinheit be~tatigt[~*I. Etwa gleichzeitig 
wurde das a-Gen auch aus einem Helfer-Hybridoma klo- 
niertI7". 

Als erst einrnal die cDNAs, die a- und t3-Ketten codie- 
ren, identifiziert waren, war es ein Leichtes, die Organisa- 
tion der korrespondierenden Gene in der genomischen 
DNA zu bestimmen. Diese Untersuchungen zeigten, daB 
a- und fl-Gene im Keirnbahn-Genom und in umgeordne- 
ten T-Zellen lhnlich wie die Immunglobulin-Gene organi- 
siert sind[74-771. Der Organismus erbt also die genetische 
Information fur diese Polypeptidketten als V,- und J,- 
Gensegmente oder als V,-, D,- und J@-Gensegmente, und 
eine zufallige Zusammenstellung dieser Gensegmente fin- 
det ausschliel3lich wihrend der T-Zellentwicklung statt. 
Die Diversitit der an der Oberflache von reifen T-Zellen 
exprimierten Rezeptoren entsteht also ahnlich wie die von 
Irnmunglobulinen. Sogar die vermuteten Erkennungsse- 
quenzen fur die ortsspezifische Rekombinase, die soge- 
nannten Heptamere und Nonamere rnit den Spacern aus 
12 oder 23 Basenpaaren, schienen den Irnmunglobulinen 
und T-Zellrezeptoren gerneinsarn zu sein (siehe Abb. 3). 

Die vollstandige Primarstruktur eines T-Zellrezeptors 
kann von den Nucleotidsequenzen der a -  und p-cDNA- 
Klone abgeleitet werden. Ein Vergleich rnit der Prirnar- 

struktur eines Immunglobulin-Molekuils Ial3t vermuten, 
dal3 der aul3ere Teil des Rezeptors aus vier kompakten, im- 
munglobulinartigen globularen Domlnen besteht, die aus 
den zwei nicht-kovalent gebundenen Paaren V,-V, und C,- 
C, aufgebaut sind. Eine weitere Stabilisierung der Ketten 
wird durch eine Disulfidbriicke erreicht, die zwischen der 
C-Domane und der Transmembranregion liegt. Dieser ex- 
trazellulare Rezeptorteil ist in der Lipiddoppelschicht der 
Membran durch zwei Transmembranpeptide - je eines von 
den a -  und P-Ketten - verankert (Abb. 6)I7O1. 

a P 
I11 H,N NH, I l l  

Y 6 
I11 H,N NH, I 0  

(248) HOOk COOH "2831 I2911 H& CCOH (276) 

Abb. 6. Das Diagramm zeigt die Struktur der Untereinheiten der T-Zellrezep- 
toren (links) und y6 (rechts). die von den Nucleofidsequenzen der cDNA- 
Klone abgeleitet wurde. Der ab-Rezeptor stammt von dem alloreaktiven, cy- 
tocoxischen Maus-T-Zellklon 2C und der y6-Rezeptor von dem Maus-Thy- 
mocytenhybridom KN6, der von Osomi Konagowo von den Lilly Research 
Laboratories in La Jolla. Kalifornien, hergestellt wurde. Intra- und Interket- 
ten-Disulfidbriicken sind eingezeichnet. Man nimmt an, dal3 die Rezeptoren 
durch Transmembranpeptide in der Lipiddoppelschicht in der Membran ver- 
anken sind. Der unveriinderliche CD3-Komplex, der mit den Heterodimeren 
assoziien ist, wird nicht gezeigt. 

Nachdem Struktur und Organisation der Gene, die den 
T-Zellrezeptor codieren, erhellt war, konnte die Diskus- 
sion uber deren Verwandtschaft rnit den Immunglobulinen 
beigelegt werden; die genetische Entstehung ihrer Diversi- 
tat war geklart. Die Befunde erklarten jedoch nicht den 
Mechanismus, der diesen Rezeptoren die gleichzeitige Er- 
kennung eines Antigens und einer MHC-Determinante er- 
moglicht. Neuere Untersuchungen rnit einer Technik, bei 
der T-Zellrezeptor-Gene in klonierte, funktionierende T- 
Zellen injiziert wurden, bestatigten, dal3 allein das aP-He- 
terodimer diese zweifache Spezifitat vermitteln k a n r ~ [ ~ ~ l .  
Um zu verstehen, wie das Heterodimer zwei Determinan- 
ten zugleich erkennen kann, brauchen wir noch vie1 rnehr 
Informationen uber die Struktur des Rezeptors und seiner 
Liganden. Die Losung dieses Problems sollte die rontgen- 
kristallographische Analyse des Rezeptorproteins bringen. 

Der neue T-Zellrezeptor y6 

Die Tatsache, daB das dritte T-Zell-spezifische urnge- 
ordnete Gen die a-Untereinheit codierte, machte das 
zweite Gen zu einern Waisenkind. Dieses Gen ist aber so 
eng rnit den anderen beiden Genen venvandt, dal3 es eine 
Rolle bei der Erkennung durch T-Zellen spielen mul3. In 
friiheren immunchemischen Untersuchungen wurde je- 
doch keine Polypeptidkette gefunden, die als Genprodukt 
in Frage karn. Das y-Gen wird auch somatisch aus V-. J- 
und C-Gensegmenten zusammengestellt und teilt einige 
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Eigenschaften der a- und P-Gene und der Immunglobulin- 

Schon fruh wurde eine Reihe von Bedeutungen der y- 
Kette zugeschrieben. So dachte man beispielsweise, daB 
die y-Kette eine Untereinheit eines zweiten T-Zellrezeptors 
sein konnte, der mit dem ap-Heterodimer coexprimiert 
wurde. Diese Hypothese stimmt rnit dem Zwei-Rezepto- 
ren-Modell fur die Erkennung des Antigens und des 
MHCs durch T-Zellen uberein. Als andere Moglichkeit 
wurde postuliert, daR ein Austausch der Untereinheiten 
des T-Zellrezeptors wahrend der T-Zellentwicklung vor 
sich geht. Es wurde auch ein Modell vorgeschlagen, in 
dem T-Zellrezeptoren, die ursprtinglich aus yp-Heterodi- 
meren bestehen, gegen aP-Heterodimere ausgetauscht wer- 
den, sobald die T-Zelle im Thymus ausdifferenziert[8'.821. 
Dieses Modell, das durch das zeitlich definierte Auftreten 
von a-, p- und y-spezifischer RNA im sich entwickelnden 
Thymocyten gestutzt wurde, versuchte, die im Thymus 
stattfindende Selektion des T-Zell-Repertoires zu erklaren 
(siehe z. B. Lit. ['9. 

Spatere Untersuchungen in meinem und in einigen an- 
deren Labors erhellten einige Charakteristika des y-Gens 
und seiner Expression, die nicht zu diesen Hypothesen 
paBten: Erstens wird das y-Gen in einigen T-Zell-Klonen 
und Hybridomas nicht umgeordnet. In T-Zellen, in denen 
das Gen doch umgeordnet wird, erlaubt die Verbindung 
von V- und J-Gensegmenten keine phasengleiche Transla- 
tion der J-Region- und der V-Region-C~dons[~~-'~'.  Das y- 
Genprodukt scheint also nicht universe11 in konventionel- 
len, ap-Rezeptor-positiven cytotoxischen und T-Helferzel- 
len exprimiert zu werden. Zweitens, die y-Polypeptidkette 
wird auf der Oberflache einer kleinen (weniger als 0.5%) 
Population peripherer T-Zellen als Komponente eines He- 
terodimers, y6, e ~ p r i m i e r t [ ~ ' - ~ ~ ] .  Die Mehrzahl dieser T- 
Zellen tragen keine der CD4- oder CD8-Glycoproteine 
konventioneller ap-Rezeptor-T-Zellen auf der Oberfllche, 
sie gehoren daher zu einer ganz bestimmten Zellpopula- 
tion. Drittens ist das $-Heterodimer, ahnlich wie das ap- 
Heterodimer, relativ fest rnit dem sogenannten Glykopro- 
tein CD3 ass~ziiert[~']. Der CD3-Proteinkomplex enthilt 
eine Untereinheit, die eine zentrale Rolle bei der ubertra- 
gung des Signals vom variablen Heterodimer in die Zelle 
spielt[gOJ. Die Ahnlichkeit von y6- und ap-Rezeptor-Hete- 
rodimeren betrifft also sowohl ihre Struktur als auch ihre 
Signalubertragung durch die Membran. Viertens kommen 
y6-tragende Zellen relativ haufig in der CD4-,CD8 - -  
Fraktion von fotalen und adulten Thymocyten vo$91-941. 
Somit sind zum Beispiel Thymocyten von 16 Tage alten fa- 
talen Mgusen, die hauptsachlich doppelt negativ sind (z. B. 
CD4- und CD8-), reich an y6-tragenden Zellen. Da dop- 
pelt negative Thyrnocytenpopulationen Vorlaufer fur reife, 
funktionelle ap-tragende T-Zellen enthalten[951, stellt sich 
die Frage, o b  y6-tragende Thymocyten die Vorliufer von 
aP-tragenden T-Zellen sind. Fiinftens sind epidermale Ge- 
webe die Hauptexpressionsorte des y6-Rezeptors. Vor kur- 
zem wurde von zwei Gruppen gefunden, daB dieses Ge- 
webe Thy-l + (ein weiterer Zelloberflachenmarker, der al- 
len T-Zelltypen gemeinsam ist), CD3 + -, CD4--  und 
CD8 --Zellen enthalt, die y6-Heterodirnere tragen[96.971. Im 
Gegensatz zu konventionellen T-Zellen sehen diese Zellen 
eher wie dendritische Zellen aus und werden daher dendri- 
tische Epidermiszellen (DEC) genannt. SchlieBlich wird 

Gene[79. 801. 

auch das 6-Gen umgeordnet. Die D-, J- und C-Genseg- 
mente fur die 6-Polypeptidkette wurden vor kurzem in der 
a-Genfamilie zwischen V,- und J,-Gensegmenten kar- 
tiertl9'I. Die ,,Nest-Konfiguration" der a -  und p-Genseg- 
mente ist interessant und macht neugierig, o b  die Genorga- 
nisation mit der Regulation der Umordnung und Expres- 
sion der zwei Gentypen moglicherweise verwandt ist. Eine 
weitere interessante Frage ist, in welchem AusmaB der 
,,Pool" der V,- und V,-Gensegmente uberlappt. 

Trotz des rapiden Fortschritts bei der Charakterisierung 
der y- und &Gene sowie deren Produkten ist das eigentli- 
che Problem der physiologischen Bedeutung der y8-Re- 
zeptor-tragenden Zellen noch nicht gelost. Im Augenblick 
kann dariiber nur spekuliert werden. Der Rezeptor hat 
wahrscheinlich mit den Immunglobulin-B-Zell- und den 
ap-T-Zellrezeptoren die gleiche genetische Basis fur eine 
somatische Diversifizierung gemein. Es ist daher wahr- 
scheinlich, daB auch der entsprechende Ligand wenigstens 
teilweise durch den MHC-Komplex codiert wird[w*lm! 
Die Effektorfunktion von y6-tragenden Rezeptoren konnte 
bis jetzt noch nicht definiert werden, doch lassen neuere 
Untersuchungen rnit menschlichen und Maus-y6-Zellklo- 
nen vermuten, daB viele dieser Zellen cytotoxisch 

nend anderen T-Zellrezeptoren in epidermalen Geweben 
gefunden, was der Phantasie freien Lauf IaOt. Es konnte 
sein, daB dieser T-Zelltyp nicht nur in auneren epithelialen 
Geweben vorkommt, sondern in allen epithelialen Schich- 
ten einschlieBlich der, die verschiedene innere Organe ein- 
kleiden (C. Junewuy, personliche Mitteilung). Falls das der 
Fall ist, dann konnten diese Zellen zum Schutz des Kor- 
perteils, der am anfhlligsten fur Infektionen ist, entwickelt 
worden sein, das heiBt zum Schutz von inneren und auDe- 
ren epithelialen Oberflachen, die in direktem Kontakt rnit 
der Umgebung sind. Die Gegenwart von y6-Zellen im Thy- 
mus IaOt fur diese Zellen zusatzlich eine Rolle innerhalb 
des Thymus vermuten. Es ist nicht auszuschlieBen, daO 
diese Zellen an der Selektion von geeigneten ap-T-Zellen 
irn Thymus beteiligt sind. 

sind189. loo.1011 . A uch wurde ein neuer T-Zelltyp rnit anschei- 

AbschlieDende Bemerkungen 

Restriktionsenzyme und Rekombinanten-DNA-Techno- 
logie brachten Licht in ein lang diskutiertes, zentrales 
Thema der Immunologie, den genetischen Ursprung der 
Antikorperdiversitat. Es stellte sich heraus, daB ein Orga- 
nismus nicht ein einziges vollstindiges Gen fur eine Anti- 
korperpolypeptidkette ererbt. Die genetische Information 
in der Keimbahn umfaBt nicht mehr als einige hundert 
Gensegmente. Durch eine Reihe von spezialisierten soma- 
tischen Rekombinationen, die wahrend der Differenzie- 
rung von B-Lymphocyten stattfinden, werden diese Gen- 
segmente zu vielen zehntausend vollstandigen Genen zu- 
sammengefugt. Die somatische Hypermutation dieser 
Gene fuhrt zu weiterer Diversifizierung der Antikdrperpo- 
lypeptidketten, so daB B-Zellen, die besser zum Antigen 
passende Immunglobulin-Rezeptoren tragen, in einer spa- 
teren Phase der B-Zelldifferenzierung selektiert werden 
konnen. Im Immunsystem wurden zwei der wichtigsten 
Wege zur DNA-Modifikation - die Rekombination und 
die Mutation - ausgenutzt, um eine somatische Diversifi- 
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zierung der begrenzten Menge ererbter genetischer Infor- 
mation zu ermoglichen und so mit einer Vielzahl von Anti- 
genen fertig zu werden. 

Warum war die somatische Diversifizierung im Laufe 
der Evolution des lmmunsystems notwendig? Mikroorga- 
nismen und von ihnen produzierte Substanzen bilden die 
Hauptquelle biologisch wichtiger Antigene, gegen die Ver- 
tebraten Antikorper produzieren mussen, um zu uberleben. 
Da der Generationswechsel von Mikroorganismen um ei- 
nige Zehnerpotenzen schneller ist als der von Vertebraten, 
konnen die erstgenannten auch vie1 schneller genetische 
Varianten erzeugen. Wenn also genetische Veranderungen 
des Keimbahn-Genoms die einzige Quelle der Antikorper- 
diversitat bilden wurden, dann konnten Vertebraten nicht 
rnit der schnell wechselnden Antigenvielfalt fertig werden. 
Die somatische Diversifizierung erm8glicht dem einzelnen 
Organismus, eine praktisch unbegrenzte Zahl von Lym- 
phocytenvarianten zu generieren. Vergleichbar mit einem 
Okosystem unterliegen diese Lymphocyten der Selektion 
durch das Antigen, und die am besten angepaBten uberle- 
ben. Schon Jerne und Burnet stellten fest, daB das indivi- 
duelle Immunsystem daher als eine Art Mikrokosmos im 
Darwinschen Sinne verstanden werden kann. 

Der molekularbiologische Ansatz spielte eine noch 
wichtigere Rolle bei der Analyse des T-Zellrezeptors, da  
vor der Klonierung der Rezeptor-Gene sehr wenig uber 
dessen Struktur bekannt war. Es konnte gezeigt werden, 
daB die Polypeptidketten des Rezeptorproteins durch 
Gene codiert werden, die von denselben ,,Urgenen" wie 
die Immunglobulin-Gene abstammen. T-Zellrezeptoren 
werden - ahnlich wie Immunglobuline - durch somatische 
Rekombination diversifiziert ; sie unterscheiden sich von 
Immunglobulinen dadurch, daB sie keine weitere Diversi- 
fizierung durch somatische Mutation durchmachen. Der 
Grund dafur ist unbekannt, aber folgende Erklarung 
scheint moglich. Erstens wirken T-Zellrezeptoren - im Ge- 
gensatz zu Immunglobulinen - ausschlieBIich als Zellober- 
flachenrezeptoren, die auf eine Wechselwirkung mit zellge- 
bundenen Antigenen spezialisiert sind. Ligand und Rezep- 
tor sind - wenn T-Zellen rnit Antigen-tragenden Zellen 
wechselwirken - zweidimensional angeordnet, und diese 
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen finden bei hoher lo- 
kaler Konzentration statt, da T-Zellen uber Mechanismen 
verfugen, sich voriibergehend an andere Zellen anzula- 
gem. Eine Affinitatserhohung uber die durch somatische 
Umordnung schon erreichte hinaus mag daher fur die T- 
Zellerkennung nicht notwendig sein. 

Zweitens besteht der Ligand zum Teil aus einer unveran- 
derlichen Komponente, dem eigenen ,,self'-MHC. Da der 
T-Zellrezeptor wahrend der Ontogenese und der Immuni- 
sierung fur ,,self '-MHC-Erkennung selektiert wurde, 
durfte eine Variabilitgt durch somatische Mutation nicht 
nur unnotig, sondern sogar nachteilig sein. SchlieBlich 
scheinen T-Zellen friih in der Entwicklung auf Selbsttole- 
ranz hin, das heiBt die Unfahigkeit, Selbstantigene zu er- 
kennen, selektiert zu werden. Somatische Mutation w2h- 
rend der Stimulation durch Antigene - wie bei B-Lympho- 
cyten - konnte zur Entwicklung von Autoreaktivitat fuh- 
ren. Wahrend autoreaktive B-Zellen von der zusatzlichen 
Gegenwart autoreaktiver T-Helferzellen abhangen, um Au- 
toimmunitat zu generieren, trifft das nicht auf autoreaktive 
T-Zellen zu, die direkt eine Erkrankung auslosen konnen. 

Das beruhmte Konzept der ,,Ehren-Autotoxine" von Ehr- 
lich, das urspriinglich fur Antikorper entwickelt wurde, 
trifft wahrscheinlich nur auf T-Zellen zu. Es ware interes- 
sant, autoreaktive T-Zellrezeptoren auf post-Thymus-so- 
matische Diversifizierung hin zu untersuchen. 

Zum SchluB mochte ich darauf hinweisen, daB sich 
wahrend der funfzehn Jahre, in denen ich das Immunsy- 
stem studierte, die Bedeutung der molekularen Genetik in 
der immunologischen Forschung radikal wandelte. Als ich 
begann, die Antikorperdiversitat zu untersuchen, wuBte 
man vie1 iiber Struktur und Funktion von Antikorpermole- 
kulen und fast nichts uber deren Gene. Im Gegensatz dazu 
war bei der neuesten Untersuchung der T-Zellerkennung 
kein Genprodukt bekannt, als das umgeordnete Gen y ent- 
deckt wurde. Allein aus der Struktur des Gens und seines 
Umordnungsmusters konnte abgeleitet werden, daB es sich 
urn ein Rezeptor-Gen handelte, und diese Entdeckung hat 
direkt zu neuen Erkenntnissen der T-Zellentwicklung und 
T-Zellbiologie gefuhrt. Diese kurze Geschichte der For- 
schung auf dem Gebiet der Lymphocytenrezeptoren ist ein 
neuerlicher Beweis fur die vielen MBglichkeiten der Gen- 
technik, durch die nicht nur bekannte biologische Phlno- 
mene erklart, sondern auch neue biologische Systeme ent- 
deckt werden konnen. 

Die in diesem Beitrag beschriebene Arbeit ist nur durch die 
Zusammenarbeit rnit vielen Kollegen, Studenten und techni- 
schen Assistenten moglich gewesen. Ich mochte jedem einzel- 
nen meinen aufrichtigen Dank aussprechen. Irk danke auch 
der Firma Hoffmann LaRoche. die meine Arbeit in Basel so 
grojjziigig unterstiitzt hat. Mein besonderer Dank gilt Char- 
les A .  Janeway Jr.. Nancy Hopkins und Yohtaroh Takagaki 
fur  viele niitzliche Kotnmentare zum Manuskript, Jiri No- 
votny f u r  die Bearbeitung der Abb. 4. und meiner Sekretarin 
Eleanor Lahey Basel fur  ihre unermiidliche Hive. 
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