Chemie und Immunbiologie der Haptene
(Halb-Antigene).
Von Hermann Rudy, Heidelberg.

(Vortrag vor der Physikalisch-Medizinischen Sozietit und dem Bezirksverein
Deutscher Chemiker in Erlangen am 18. Juni 1936.)

Es besteht kaum ein Zweifel dariiber, daf die Immun-
chemie zu den wichtigsten Zweigen der Biochemie gehort, aber
es ist ebenso sicher, daB ihre theoretische ErschlieBung noch
sehr in den Anfingen steckt. Wihrend die chemische Natur
anderer physiologisch aktiver Naturstoffe, z. B. die der Hormone
und Vitamine, weitgehend aufgeklirt und vielfach schon durch
die Synthese bewiesen ist, bieten die in ihrer Wirkung zum
Teil schon linger bekannten Immunstoffe (z. B. die Toxine
und Antitoxine) unvergleichlich grofiere experimentelle Schwie-
rigkeiten. Es kann nicht meine Aufgabe sein, Ihnen einen
Uberblick iiber die gesamte Immunchemie zu geben, ich will
auch nicht ganz spezielle Fragen, die ich selbst experimentell
bearbeitet habe, behandeln, ich moéchte Thnen vielmehr an Hand
eines groBeren Ausschnittes zeigen, inwiefern man heute
immunologische Feinstrukturen ganz bestimm-
ten chemischen Individuen zuordnen darf DaB
sich die Haptene am besten dazu eignen, liegt daran, dal sie
chemisch die verhiltnismifig einfachsten Vertreter der Immun-
stoffe sind.

Begriffsbestimmung.

Unsere Betrachtungen fithren uns in das Gebiet der Ab -
wehrkrifte der Zellen, jener sinnvollen Einrichtung,
die fir alle Lebewesen von ausschlaggebender Bedeutung ist.
Sie alle kennen die praktische Anwendung in der Heilkunde
in Gestalt der Schutzimpfungen (z. B. gegen die Pocken) und
der Schutz- und Heilsera (gegen Wundstarrkrampf, Diphtherie,
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Scharlach u. a. m.), die sich an den Namen E. v. Behring
kniipfen. Diese biologische Bekdampfung vonKrank-
heitserregern steht der chemischen wiirdig zur Seite, aber
der Vorgang ist ein ganz anderer; denn die Chemotherapie nimmt
korperfremde Bakterien-Gifte zu Hilfe, die Serumtherapie hin-
gegen bedient sich der durch lebende Zellen erzeugten Abwehr-
stoffe.

Wie gewinnt man nun ein derartiges Schutz- oder Heil-
serum, was stellt es dar und wieso schwicht oder totet es den
Krankheitserreger? Ganz kurz und schematisch ausgedriicks
gilt folgendes: wenn man einem Tier Bakterien in geeigneter
Weisc parenteral einverleibt, dann zeigt das Blutserum nach
einiger Zeit die Fahigkeit diesen (und im allgemeinen nur diesen)
Erreger in vitro und in vivo abzutoten, oder wenigstens so ab-
zuschwichen, dal keine Infektion mehr moglich ist. Das so
erbaltene ,Antiserum enthdlt, wie man heute mit Sicher-
heit sagen kann, Stoffe, die spezifisch auf den zur
Injektion verwendeten Krankheitserreger eingestellt
sind. Wihrend man anfangs annahm, daB die genannte Spe-
zifitat auf das Bakterium als Ganzes, also mehr auf die mor-
phologische Struktur, bezogen werden miifite, wissen wir heute
auf Grund zahlreicher von P.Ehrlich durchgefiihrten und
angeregten Untersuchungen, daf die in den Zellen entstehenden
Antikorper sich gegen bestimmte Inhaltsstoffe der
Erregerrichten, von denen besonders die Bakterien-Toxine
Bedeutung haben. Man erhidlt also ,,Antitoxine nicht nur
durch Injektion der Bakterien, sondern in gleicher Weise auch
durch Einverleibung der zellfreien Toxine. Die Antitoxine und
Toxine haben die Ausgestaltung der Lehre von den Anti-
korpern und den sie verursachenden , Antigenen‘ sehr er-
leichtert, weil sie durch ihre Wirkung und Gegenwirkung
leicht zu erkennen sind. Z. B. ist das Tetanustoxin bei Mausen
in sehr sinnfilliger Weise an der krampferregenden, zum Tode
filhrenden Wirkung nachzuweisen. Das Antitoxin neutralisiert
das Gift derart, daB mehrfach todliche Dosen leicht vertragen
werden.

Nun sind aber die Toxine nur besondere Anti-
gene. Nicht alle Antigene sind Toxine und nicht alle toxischen
Substanzen sind Antigene. Die Alkaloide oder die anorgani-
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schen Gifte sind z. B. keine Antigene und die Proteine, die
ausgesprochene antigene Fahigkeiten haben, gehoren nicht zu
den Toxinen. Man bezeichnet vielmehr als Antigene ganz
allgemein solche (organische) Stoffe, die bei paren-
teraler Verabreichung Veranlassung zur Bil-
dung spezifischer Abwehrstoffe oder Antikor-
perigebent).

Ein Beispiel dafiir! Wenn man Kaninchen in bestimmten
Zeitabstanden Schweineserum intravends injiziert, dann bilden
sich Antikérper gegen Schweineserum, nicht aber gegen Pferde-,
Rinder- oder ein anderes Serum. Ebenso spezifisch ist ein
Pferdeeiweil-Antiserum gegeniiber Schweine- oder Rinder-
eiweil 2). Die Wirkung ist in diesem Falle also auf die be-
treffende Tierart beschriankt und man spricht von artspezi-
fischen Antigenen bzw. Antikorpern. Es gibt, wie wir noch
sehen werden, eine ganze Reihe von ,,Spezifititen‘.

Die Antigene haben noch eine zweite wich-
tige Eigenschaft, die bereits bei den Toxinen erwihnt
wurde: sie reagieren mit den Antikérpern auchin
vitro spezifisch. Diese Tatsache ist zum Nachweis auBer-
ordentlich wichtig. Zwar kann man auch diejenigen Antigene,
die nicht zu den Toxinen gehoren, im Tierversuch nachweisen
(anaphylaktischer Schock), aber die Nachweismethoden
im Reagenzglas3) sind weitaus bequemer. Fir zell-
gebundene Antigene bzw. darauf abgestimmte Anti-
korper gibt es zwei wichtige Reaktionen: 1. die Agglutination
(d. 1. die Zusammenballung und Verklumpung) der Zellen bei
Zugabe des Antiserums, und 2. die Auflésung oder Lyse (z. B.
die Auflosung der roten Blutkérperchen = Héamolyse). Beide
Vorginge sind makroskopisch und mikroskopisch zu erkennen.
Die zellfreien (gelosten) Antigene werden nachgewiesen

1) Ausfihrliche Definitionen geben G. H. Wells, ,Die chemischen
Anschauungen iiber Immunititsvorginge“ (Jena 1932); Pick und Sil-
berstein, Hdb. d. pathog. Mikroorg. Bd. 2/1, S.317 (1929); H.Sachs,
Hdb. d. norm. u. pathol. Physiol. XIII, 405 (1929).

2) Uhlenhuth und Seiffert, Hdb. d. pathog. Mikroorg. 3,
368 (1928).

3) Vgl. die Lehrbiicher der Serologie. — A. Klopstock und
Kowarski, Untersuchungsmethoden, Berlin u. Wien 1935.
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durch Prizipitation oder Flockung (Uhlenhuth; Sachs),
eine Reaktion, die der Agglutination entspricht und ganz grob
mit der Flockung von Kolloiden verglichen werden kann, 2. durch
die Komplementbindungs-Reaktion (Bordet-Wassermann)
und 3. durch die sogenannte spezifische Hemmungsreaktion
(Landsteiner und Halban). Auf die beiden letzteren
kann ich hier nicht eingehen. Hingegen miochte ich noch die
neuerdings von E. Abderhalden?) ausgearbeitete Methode-
erwihnen, die auf der Bildung spezifischer Abwehrfermente
beruht und auf sehr feine chemische Unterschiede der Anti-
gene reagiert. (Spezifische Abwehrfermente bilden sich bei
der parenteralen Injektion von fremdem EiweiB, also bei Um-
gehung des Magen-Darm-Kanals, dem bekanntlich die Aufgabe
zufillt, die zellfremden Proteine so weitgehend zu zerlegen,
daB ein Aufbau zu korpereigenen moglich ist.)

Haben wir bei den Antigenen als wesentliche Merkmale
einerseits die Fahigkeit zur Bildung von spezifischen Anti-
korpern, andererseits die spezifische Reaktionsweise im Reagenz-
glas hervorgehoben, so gilt fir die Haptene oder unvoll-
stindigen bzw. Halb-Antigene folgendes: es fehlt
ihnen die Eigenschaft zur Bildung von Antikor-
pern im Korper so gut wie vollstindig, aber sie reagieren
mit den einmal gebildeten Antikérpern in spezifischer sinn-
falliger Weise. Sie sind also mit Hilfe der Reagenzglas-Reak-
tionen leicht nachzuweisen. Wie erhdlt man aber die spezi-
fischen Antikérper? Ich mochte Ihnen dies an dem klassischen
Beispiel, an dem Landsteiner und Simms5) im Jahre
1923 den Begriff des Haptens entwickelt haben, kurz klar
machen. Injiziert man Kaninchen eine wisserige Suspension
von Meerschweinchen- oder Pferdeniere, so bilden sich — wie
Forssman ) nachgewiesen hat — himolysierende Antikérper
(,,Hdmolysine*), die imstande sind, Hammel-Erythrocyten auf-
zulosen. (Auf die komplizierte immunbiologische Seite des Vor-
gangs will ich nicht eingehen.) Die spezifische Wirkung dieses
Antiserums kann (neben der Hémolyse) auch mit Hilfe der an-

4) E. Abderhalden u. ¥. Buadze, Ferm. £f. 12, 129 (1930);
E. Wertheimer, Hdb. d. Bioch., Erg.-Bd. II, 98 (1933).

5) Journ. exp. Med. 38, 127 (1923).

6) Vgl. Hdb. d. pathog. Mikroorg. 3, 475 (1928).
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deren Methoden gezeigt werden, d.h. das Antiserum reagiert mit
dem ,homologen Antigen“ stets in spezifischer Weise. Es
gibt indessen auch mit einem alkoholischen Extrakt
aus Meerschweinchen- oder Pferdeniere die spezifische Antigen-
Antikorper-Reaktion. Die Bestandteile des alkoholischen Ex-
traktes eignen sich aber als solche nicht zur Erzeugung des
Antiserums. Es liegt somit ein alkohollésliches Hap-
ten vor, und das im wisserigen Extrakt enthaltene ,,Voll-
antigen wird demnach durch Alkohol gespalten. Die An-
nahme, daf das Vollantigen eine lockere Verbindung des alko-
holloslichen Haptens mit Eiweil darstellt, konnte von Land-
steiner und Simms sehr schén durch Resynthese bewiesen
werden. Vermischt man nidmlich nach dem Abdampfen des Al-
kohols das Hapten der Pferdeniere (das,,F orssmansche hetero-
genetische Hapten) mit einer EiweiBlosung und injiziert dieses
Gemisch intravends, so erhidlt man die gleichen Hémolysine
wie mit dem wisserigen Nierenextrakt. Zur , Vervollstindigung*
der Haptene eignen sich praktisch alle Proteine, sie miissen
nur fir das zu immunisierende Tier artfremd sein (Sachs;
Doerr). Neben den Hiamolysinen bilden sich in dem vor-
liegenden Fall noch Antikorper gegen das Eiweil aus. Diese
konnen aber fiir unsere Betrachtungen vernachlidssigt werden.

Ein anderes Beispiel! Ein wésseriges Cholesterinsol er-
zeugt — einem Kaninchen intravends injiziert — keinerlei
Antikorper. Mischt man aber das Sol vor der Injektion jeweils
mit Schweineserum, dann entstehen neben den Eiweil-Anti-
korpern auch Cholesterin-Antikorper. Dieses von Sachs und
Klopstock?) aufgefundene Beispiel zeigt eindeutig, daBl die
Verbindung Eiweifl und Hapten nicht durch Hauptvalenzkrifte
gebildet werden muB, sondern daf schwache Nebenvalenzbin-
dungen (z. B. Adsorptionskrifte) gentigen kénnen.

Ahnlicher Bau von Antigenen und Fermenten.

Diese genannten Tatsachen zwingen unwillkiirlich zu einem
Vergleich mit den Fermenten. Die Auffassung von

7) H.Sachs, A.Klopstock u. A. Weil, Dtsch. med. Wochschr.
1925, 589, 1017; H. Sachs u. A. Klopstock, Bioch. Z. 159, 491
(1925); R. Doerr u. C. Hallauer, Z. Immunforsch. 47, 291 (1926).
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Willstdtter, daB ein Ferment aus einer niedrigmolekularen
Wirkungsgruppe und einem hochmolekularen Triger
(aus EiweiB) besteht, mit anderen Worten einen ,,Symplex*8)
darstellt, scheint auf den ersten Blick auch fir die Vollanti-
gene zutreffend: das niedrig-molekulare Hapten
wird durch Symplexbildung mit dem EiweiBl zam
Vollantigen. Das Hapten wire demnach gleichzusetzen der
Wirkungsgruppe (im Sinne von Willstdtter) oder dem
Co-Ferment (von Euler) oder dem Agon (Kraut), wih-
rend das Protein also dem Triger oder dem Apoferment oder
dem Pheron und das Vollantigen dem Ferment schlechthin
oder dem Holoferment entspriche?®). So wie in den letzten
Jahren eifrig dariiber diskutiert wurde, ob ,reine’ Proteine als
solche iiberhaupt eine spezifische Fermentwirkung besitzen oder
ob sie nur als Triager wirken (Northrop; Waldschmidt-
Leitz?), ebenso erhebt sich auch hier die Frage, ob die grofie
Zahl der immunologischen Differenzierungen im Tierreich auf
,Teine EiweilBkorper oder auf Symplexe zuriickzufithren ist.
Und so wie durch die Aufklirung des gelben Atmungsfermentes
(0. Warburg und W. Christian; H. Theorell) und
seine Synthese (R. Kuhn und H. Rudy)10) die Will-
stattersche Auffassung vom Bau der Fermente stark ge-
stiitzt wurde, ebenso kénnen wir auch heute schon sagen, dafl
die Vormachtstellung der reinen Proteine als Ursache der im-
munologischen Spezifitit nicht mehr besteht; denn viele der-
artige Feinstrukturen werden, wie wir spdter noch sehen,
durch chemische Individuen von Nicht-Protein-Natur verur-
sacht, wenngleich die Bildung von Antikoérpern auf natiirlichem
Weg nur durch proteinhaltige Vollantigene méglich ist. Die
endgiiltige Entscheidung hidngt von den Fortschritten der Ei-
weilchemie in praparativer und analytischer Hinsicht ab; denn
es besteht die Moglichkeit, daB die heute als rein bezeichneten

8) R. Willstidtter, J. Graser u. R. Kuhn, Z. physiol. Ch.
123, 1 (1922); R. Willstdtter u. M. Rhodewald, Z. physiol.
Chemie 225, 103 (1934).

9) Vgl. die Zusammenfassung von H. Albers, Z. Angew. Chemie
49, 448 (1936).

10) Lit. bei R. Kuhn u. H. Rudy, Ber. d. Chem. Ges. 69, 1974
(1936).
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kristallisierten Proteine eine Wirkungsgruppe enthalten, die
analytisch nmoch nicht erfafit werden kann.

Beziiglich des Tréagers herrscht bei den Fermentwirkungs-
gruppen oder Co-Fermenten eine verhiltnismdfig strenge Aus-
wahl. Ein gewisser Spielraum ist allerdings vorhanden, aber
solche Fermente mit gleicher Wirkungsgruppe, aber verschie-
denem Triger, zeigen bei unversehrter Wirkungsspezifitit doch
eine veridnderte Substratspezifitit (R. Willstatter, R.Kuhn
wH.Sobotkall); R.Willstidtter und A. Pollinger12);
Kraut und v.Pantschenko-Jurewicz)13). Die Hap-
tene wihlen beziiglich des Proteins weniger streng aus. Man
kann z. B. das genannte Hapten der Pferdeniere mit den ver-
schiedensten Tiersera ,komplettieren und erhdlt — neben je-
weils verschiedenen EiweiB-Antikorpern — stets die gleichen
Himolysine. Umgekehrt gelingt der Aufbau zum Antigen bei
allen Haptenen mit ein und demselben Eiweil, z. B. mit Schweine-
serum. Die Auswahl der Haptene AduBert sich also nur darin,
daB das Serum artfremd sein muB. Trotzdem scheinen mir
diese Unterschiede nicht grundsatzlicher Art zu sein.

Hingegen scheint folgendes gegen die Analogie der
Antigene mit den Fermenten zu sprechen. Gonzalez und
Armanguélt) fanden, daf man statt Eiweil auch anorga-
nische Stoffe (Adsorbentien) zum Aufbau von Haptenen ver-
wenden kann. Sie beobachteten, daf das heterogenetische Hap-
ten der Pferdeniere durch Adsorption an Kaolin die Fahigkeit
erlangt, beim Kaninchen Hammelblut-Himolysine zu erzeugen,
genau so wie der wisserige Nierenextrakt!¥s). Auch andere
Haptene konnten auf diese Weise zu Antigenen aufgebaut werden
(K. Landsteiner und Jacobs; J. Zozaya; F. Plaut
und H. Rudy15); W. Mutsaars16). Hier fehlt bis jetzt

11) Z. physiol. Ch. 129, 33 (1923).

12) Ebenda 130, 281 (1923).

13) Bio.Z. 275, 114 (1934/35).

14) C. rend. Soc. Biol. 106, 1007; 110, 216 (1931/32).

14a) Die ganz dhnliche Aktivierung von Toxinen durch Adsorption
war schon bekannt (G. Ramon; S. Schmidt).

15) Vgl. H. Rudy, Kolloid-Z. 65, 356 (1933).

16) C. rend. Soc. Biol. 120, 263 (1935).

Sitzungsberichte der phys.-med. Soz. 67 (1935/36). 26



— 402 —

ein Analogon in der Fermentchemie; denn die an ein anorga-
nisches Adsorbens gebundene Wirkungsgruppe ist kein Enzym,
wenngleich bei Enzymmodellen (Langenbeck)1?) gewisse
Analogiemoglichkeiten mit den Haptenadsorbaten bestehen
mogen.

Durch diese jingsten Ergebnisse, nach denen also der
natiirliche Triager oder ,,Schlepper der Haptene (Sachs),
nidmlich das Eiwei, durch anorganische Adsorbentien ersetzt
werden kann, -ist das Bild vom Wesen der Antigene und von
den zur Antikérperbildung notwendigen Voraussetzungen nicht
klarer geworden. Es ist aber nicht moglich, auf diese sehr ins
einzelne gehenden Fragen hier nidher einzugehen. Was ich
mit dem Vergleich der Haptene mit den Wirkungsgruppen der
Fermente wollte, ist lediglich das, Ihnen ein moglichst
einfaches (wenn vielleicht auch etwas schematisches) Bild
von dem Wesen der Haptene zu vermitteln. Bei der
nun folgenden Einzelbesprechung wird manches noch schérfer
hervortreten.

A. Natiirliche Haptene.
Bakterien-Kohlehydrate.

- Wenn man ein Tier mit abgetoteten oder abgesechwichten
Bakterien immunisiert, erhilt man — je nach den Bedingungen
— nicht nur die obengenannten Antitoxine, sondern noch andere
Antikorper. Mit Bakterien-Autolysaten entstehen meist Eiweil-
Antikorper, die von Bakterium zu Bakterium verschieden sind,
die also z. B. eine Unterscheidung zwischen Tetanus- und
Diphtheriebazillen ermoglichen und zu denen auch die Anti-
toxine geh6ren. Beim Immunisieren mit den unversehrten Bak-
terien bilden sich meist Antikorper von feinerer Differenzie-
rung, die eine weitere Unterteilung gestatten. Diese Anti-
korper sind nicht gegen ein Eiweil, sondern gegen andere Zell-
bestandteile gerichtet und konnen leicht dadurch nachgewiesen
werden, dal man enteiweifite Bakterienautolysate mit dem Anti-
serum prift. Wihrend also die grébere immunologische Unter-
teilung in Arten (species) durch Proteine (oder zum mindesten
sehr bestdndige Proteinverbindungen) bewirkt wird, ist die

17) Die organ. Katalysatoren, J.Springer, Berlin (1935).
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feinere  Struktur mehr auf Stoffe von Nichtproteinnatur zu-
riickzufihren - (Unterteilung in Gruppen und Typen). Das gilt
nicht nur fiir Mikroorganismen, sondern auch fir Siugetiere.

Beobachtungen an Pneumokokken sind in dieser Richtung
wegweisend geworden. Man unterscheidet bakteriologisch und
serologisch eine ganze Anzahl von Pneumokokken-Typen (vgl.
die folgende Tabelle). Den amerikanischen Forschern Avery,
Dochez, Goebel, Heidelberger, Tillet18) gelang es
nun als ersten nachzuweisen, daf diese Unterscheidung in
Typen auf hochmolekulare Kohlehydrate zurick-
geht. Sie konnten eine Reihe solcher Polysaccharide isolieren
und teilweise aufkliren und haben damit die Immunchemie der
Bakterien sehr wesentlich gefordert.

Tabelle 1.
Typen-spezifische Kohlehydrate von Pneumokokken.'?)
Aquiv. C H NNHNP Ace »Glu-  Art der Spalt-

[(_z]D ew. tyl kose“ produkte
in% (NaOH) % (Mineralséiuren)

297 535 433 58 51 25 0 0 27.6 Galakturonsiure
Typ 1 4297 35 8 N-haltiges Kohle-
+277 576 426 6.7 49 22 0 60 32.0 hydrat, Essigsiure
= Glukose, Glukuron-,
Typ2 474 1250 458 64 O O O O 70 Aldobionsiure
~x Glukose, Glukuron-
Typ 3 — 33 340 426 56 0 O O O 75 Aldobionsiiure
N-haltiges Kohle-
Typ4 430 1550 — — 55 01 0 58 71 hydrat
Glukose, Glukuron-,
Typ8 +125 750 — — — — — — 76 Aldobionséiure
Glukose, Glukuron-,
Typ A —100 430 435 60 O O O O 65 Aldohionsiure
Typ B 4100 680 446 61 O O O O 70 Glukose, Uronsiure
TypC 4100 680 — — — — — — 76 Glukose, Uronsiure

Die Darstellung der Polysaccharide gelingt sowohl aus den
von der Kulturflissigkeit abgetrennten Bakterien, als auch aus

18) Zusammenfassung bei K. Landsteiner, ,Die Spezifitit der
serologischen Reaktionen, J. Springer, Berlin 1934; M. Heidelberger,
Ann. Rev. Biochem. II, 503 (1933), u. IV, 569 (1935).

19) M. Heidelberger u. W. Goebel, Journ. Biol. Chem. 74,
613, 619 (1927); O.T.Avery u. W.Goebel, Jl. exp. Med. 58, 731
(1933); W.Goebel, Jl biol. Chem. 110, 391 (1935), dort weitere Literatur.

26 *
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der autolysierten Kultur selbst. Im letzteren Fall ist die Aus-
beute wesentlich besser (2,1 g gegen 0,5 g aus je 50 1 Nihr-
losung. Die Einzelheiten der Darstellung will ich nicht weiter
erértern. Es handelt sich im wesentlichen um Umfillungen
aus wisserigem Medium durch Alkohol und Aceton. Tabelle 1
zeigt eine Zusammenstellung der chemischen Eigenschaften.

Man erkennt zunichst, daB die chemischen Unterschiede
zwischen den typenspezifischen Substanzen recht betrachtlich
sind. Dadurch wird das serologische Verhalten, nimlich die
Tatsache, dafl die typenspezifischen Antisera jeweils
nur mit dem homologen Kohlehydrat reagieren, leicht ver-
stdndlich. Wir wissen aus der Pharmakologie und Physiologie,
daB die Zelle auf weit geringere chemische Unterschiede zu
reagieren vermag, so daf uns die Differenzierung der Bak-
terientypen auf Grund dieser Kohlehydrate fast selbstverstind-
lich erscheint. Es sei hinzugefiigt, daf neben den typenspezi-
fischen Kohlehydraten vereinzelt auch artspezifische (phosphor-
haltige) Polysaccharide auftreten.

Alle typenspezifischen Kohlehydrate sind in Wasser leicht,
in organischen Mitteln dagegen unloslich. Sie sind organische
Sduren, die sich mit Natronlauge titrieren lassen (vgl. die
Aquiv.-Gew.). Die Bruttozusammensetzung ist in allen Fillen
sehr #hnlich, hingegen fillt auf, daB Stickstoff, Aminostick-
stoff und Essigsdure nur vereinzelt gefunden wurden. Bemer-
kenswert ist weiterhin der niedrige Reduktionswert (der in
allen Fillen als Glukose berechnet wurde) bei den Pneumo-
kokken vom Typus 1.

Bei den letzteren wurde eine sehr wichtige Beobachtung
von allgemeiner Bedeutung gemacht. Nachdem Heidelber-
ger und Avery das Kohlehydrat als erste isoliert und be-
schrieben hatten, stellten sich bei der Nachbearbeitung gewisse
Unstimmigkeiten beziiglich des immunologischen Verhaltens ein.
Das erste Priparat, bei dessen Darstellung Alkali verwendet
worden war, zeigte bei der Maus keinerlei Schutzwirkung
gegeniiber Pneumokokken-Infektion, konnte also keinerlei Anti-
korper verursachen und war als Hapten zu bezeichnen. Nach-
dem andere Forscher indessen stets mehr oder minder starken
Schutz an Méausen beobachtet hatten 20), konnte von Avery

20) Vgl. M. Heidelberger, Ann. Rev. Biochem. IV, 569 (1935).
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und G oebel nachgewiesen werden, dal der Verlust der Schutz-
wirkung durch die Behandlung mit Alkali verursacht war und
mit der Abspaltung von Essigsdure zusammenhing. (Aus der
leichten Abspaltbarkeit ist zu schliefen, daB es sich nicht um
N-Acetyl handelt.) Wihrend bei der iblichen Auswertung im
Reagenzglas die beiden Antigene sich gleich verhielten, zeigte
also der Tierversuch deutliche immunbiologische Unterschiede.
Das genuine Acetylpolysaccharid, das einen gewissen Schutz
bietet, bildet also eine Art Ubergang von den echten Haptenen
zu den Antigenen.

Bei der Hydrolyse durch Mineralsiuren werden eine Reihe
von Spaltprodukten erhalten, die, je nach dem Molekular-
gewicht, mit dem Antiserum noch mehr oder minder stark
reagieren, Die Spaltprodukte reagieren bis zu einem Molekular-
gewicht von 500 bis 600 noch erkennbar mit dem Antiserum,
woraus zu schliefen ist, daB sich die Spezifitdt bereits
in bestimmten Gruppierungen (Oligosaccha-
riden) 4ubert, die sich im Molekiil wahrschein-
lich regelmidafig wiederholen. Am Zustandekommen
der Spezifitit sind die Uronsduren ausschlaggebend beteiligt,
wie spiter gezeigt werden wird.

Tabelle 2.
Vergleich der Spaltprodukte.

N Heptacetyl-Aldobionsgure-
Spaltprodukte Aldobionséure Methylther
[elp Aquiv. Gw. [elp Schmelzpunkt

Typ IIT | 2 Glukose ~+4-7.30 354 | 4-41.70] 2500 sioh.

: 1 (Gluk)uron- Misch

sdure schmelzp.

249—2500

Typ VIII| 1 Glukose +7.30 354 |4-40° | 249—250°

: 1 (Gluk)uron-

sdure
Typ A 7 Glukose — 540 354

: 2 (Gluk)uron-

sdure

Die energische Spaltung mit Mineralsiuren liefert Mo-
nosen, Uronsduren und Aldobionsduren, wie Tabelle 1 zeigt.
Charakteristisch ist fiir die einzelnen Polysaccharide das gegen-
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seitige Verhdltnis, in dem diese Spaltprodukte auftreten. Wie
aus Tabelle 2 ersichtlich ist, bestehen hier groBe Unterschiede.
Im jallgemeinen scheinen die Monosen gegeniiber den Uronsduren
mengenmifig zu liberwiegen. Neben dem zahlenmiBigen Ver-
héltnis der beiden Hauptspaltprodukte ist zur Aufklirung der
Konstitution der Polysaccharide die Struktur der Aldobion-
sduren von Wichtigkeit, welche in Form ihrer Calcium- oder
Cinchonidinsalze kristallisiert erhalten werden. Zu ihrer Cha-
rakterisierung eignen sich noch besonders die Heptacetyl-aldo-
bionsdure-methylester, bei denen die spezifische Drehung und
der Schmelzpunkt kennzeichnend sind. Die Aldobionsdure des
Typs 1 ist wahrscheinlich eine Galakturonoglukose. Besser
untersucht sind diejenigen der Pneumokokken-Typen A, 3 und 8.
In allen drei Fillen liegt eine Glukuronoglukose vor. Diejenige
des Typus 3 und 8 sind identisch 21). Zwei der wahrscheinlich-
sten Formeln sind:

Aldobionsaure (Typus IlI und VIil).
Glukurono — 6 — bzw. — 3 — glukose.

0 H H OH H H H OH H H
~0—C—C—C—C—CH—0—C—C—C—C—C—C
HO 7 |OHE(I)0H| HIOHI(:')[OHI\OH
(6) G @ 6 @O ® 6) @ 6 @ O

[o) H H OH H
S0—-C—C—C—-C—CH
on/ | OH H OH | —|
0
H H H I H /H
HO C—C—C—0—0—0{
Ho| o# "% |

® 6 @ 6 @M

Das bei der Hydrolyse einiger Polysaccharide auftretende
stickstoffhaltige Kohlehydrat ist noch nicht aufgeklart. Die
endgiiltige Festlegung der Konstitution der Pneumokokken-
Polysaccharide dirfte auf die gleichen Schwierigkeiten stofen
wie bei der Zellulose und Starke.

21) W.Goebel, J. Biol. Chem.110, 391 (1935).
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Die Isolierung der Pneumokokken-Kohlehydrate hat erheb-
liche praktische Bedeutung. Es wurde schon erwéhnt,
daf mit dem genuinen Polysaccharid des Typus 1 bei Méiusen
ein gewisser Schutz gegen Pneumokokken 1 erreicht werden
kann. Auch beim Menschen findet eine gewisse Bildung von
Antikorpern statt 22).

Avery und Dubos?2) haben das Problem der Bekdmp-
fung der Pneumonie von einer anderen Seite angepackt. Es
gelang ihnen, aus Torf ein Bakterium zu ziichten, das spezi-
fische Fermente erzeugt, besonders wenn man der Nahrfliissig-
keit eines der typenspezifischen Kohlehydrate zufiigt. Sie er-
hielten auf diese Weise z B. je ein Enzym, das die
Polysaccharide von Typ 3 und Typ 8 spezifisch
spaltet, so wie es fiir Stirke und Zellulose spezifische Fer-
mente gibt. Nun bilden die Pneumokokken-Kohlehydrate einen
integrierenden Bestandteil der Pneumokokkenkapseln. Wenn man
daher die Fermente auf die lebenden Bakterien einwirken lafit,
dann werden die Kapselkohlehydrate hydrolysiert. Gliicklicher-
weise entfaltet das Ferment seine Wirkung nicht nur im Rea-
genzglas, sondern auch im Tierkorper. Man konnte so Méause
und Kaninchen durch Injektion des Fermentes gegen Infektion
schiitzen bzw. eingetretene Erkrankung zum Ausheilen bringen:
die ihrer Kapseln beraubten Pneumokokken sind den Phago-
cyten des infizierten Tieres vollkommen ausgeliefert! Es be-
steht kein Zweifel dariiber, daB dieser Versuch einer
Krankheitsbekdmpfung einen ganz neuartigen
Weg der Heilkunde darstellt?24),

Die schonen Untersuchungen an den Pneumokokken haben
zu einer grofen Anzahl weiterer Versuche Anlaf gegeben. Es
wurden auf diese Weise von anderen Autoren eine Reihe von
spezifischen Bakterien-Kohlehydraten isoliert und chemisch ge-
kennzeichnet. Beziiglich der Konstitution dieser ebenfalls typen-

22) T. Francis, Proceed. Soc. Exp. Biol. Med. 31, 493 (1934).

23) JI. exp. Med. 54, 450, 471 (1931); Jl. Biol. Chem. 62, 259,
271 (1935). A

24) Vgl. die Zusammenfassung von O.T.Avery, Naturw. 21, 777
(1933).



— 408 —

spezifischen Substanzen ist indessen noch weniger bekannt als
bei den oben genannten. Zum Vergleich seien diejenigen der
Staphylokokken 25) und der Meningokokken 26) erwahnt (Tab. 3).

Tabelle 3.
Aquiv. Vergiir-
[e]p C H N P Gewicht »Olukose® "y oo
% (NaOH) %  Zucker %
Staphylokokken
Typ A 4 70 347 64 41 63 776 25 16
Typ B + 670 361 66 38 64 806 37 340
Meningokokken
Typ 1 +56.80 — — 436 89 — 452 —

Man erkennt daran, wie grof die Variationsmoglichkeit
im Aufbau ist, indem auch noch anorganische Siuregruppen
(Phosphorsidure) eingefiigt werden.

Blutgruppensubstanzen,

Es ist eigentiimlich, daB wir bei den Siugetieren und
beim Menschen ganz &hnliche Verhéltnisse antreffen wie bel
den Bakterien: neben artspezifischen Proteinen gibt es weitere
Immunstoffe, die eine Unterteilung in Gruppen ermoglichen und
polymere Kohlehydrate sind. Ich mochte zunichst mit wenigen
Worten auf die menschlichen Blutgruppen im allgemeinen zu
sprechen kommen und dann auf die Chemie dieser Immunstoffe
im besonderen.

Nach Landsteiner, v. Dungern?’) und anderen
kann man im wesentlichen zwei gruppenspezifische Substanzen
annehmen, nimlich A und B. Die vier Hauptblutgruppen —
von den Untergruppen, deren es etwa 40 gibt, sei hier abge-
sehen — des Menschen lassen sich nun so ableiten, dafi die
eine Gruppe (A) durch die Gruppensubstanz A, eine weitere
Gruppe (B) durch die Substanz B, die dritte (AB) durch das
Vorhandensein von beiden Gruppensubstanzen A und B und
die vierte (O) durch das Fehlen von A und B ausgezeichnet ist.

25) C.W.Wieghard u. L.A.Julianelle, Journ. exp. Med. 62,
23 (1935).

26) H. W. Schorp u. G. Rake, Jl exp. Med. 61, 753 (1935).

27) Vgl. die Monographie von K.Landsteiner.
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Die Gruppensubstanzen finden sich vornehmlich in den
Blutzellen und sind Antigene. Neben diesen Antigenen treten
normalerweise auch Antikérper von gruppenspezifischem Ge-
prige auf, und zwar enthilt das Serum der Gruppe A Anti-
korper gegen die Substanz B, das der Gruppe B solche gegen A,
wéhrend die Gruppe AB keinerlei Antikorper und die Gruppe O
Antikorper gegen A und B aufweist. Der Gehalt eines Serums
an Antikorpern dubert sich meist in der Agglutination (Ver-
klumpung) der Erythrocyten, weniger in der H&émolyse. Das
Serum eines Menschen der Gruppe A kann also Blutkérperchen
der Gruppe B agglutinieren und umgekehrt, wihrend durch
Serum AB keinerlei Agglutination hervorgerufen werden kann
(vgl. Tab. 4). Der Wert dieser Erkenntnis fiir die Bluttrans-
fusion liegt klar zutage.

Blutgruppen.
Erythrocyten enthalten | Serum enthilt Agglutinine
Substanz (Antigen) (Antikorper)
A A B (gegen B)
B B o (gegen A)
AB A B | keine
0o — I o, 8 (gegen A u. B)

Die diesen menschlichen Blutgruppen zugrunde liegenden
Immunstoffe finden sich groBenteils auch im Tierreich, so daf
auf diese Weise ziemlich verwickelte immunologische Verhilt-
nisse zustandekommen.

Die Blutkérperchen enthalten die Vollantigene; denn man
kann durch Immunisieren blutgruppenspezifische Tierantisera
erhalten. Wie die Antikérper beim Menschen unter physio-
logischen Bedingungen entstehen, dariiber ist man sich indessen
nicht klar. Durch Extraktion der Blutkérperchen mit Alkohol
erhdlt man gruppenspezifische Substanzen von Haptencharakter
(Brahn und Schiff)28). Uber ihre chemische Natur weil
man so gut wie nichts.

Im Harn werden nach Yosida und Brahn und
F.Schiff28) ebenfalls Gruppensubstanzen von Haptencharakter

28) Vgl. F. Schiff, Uber die gruppenspezifischen Substanzen des
menschlichen Korpers. Jena 1931.
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gefunden. Daneben wird aber auch eine proteinhaltige Gruppen-
substanz ausgeschieden (E. Jorpes). Es ist moglich, daB das
proteinfreie Blutgruppenhapten aus Harn nur einen Teil
des Gesamtgruppenmerkmales ausmacht (K. Freu-
denberg und H. Eichel)29).

An dem Gruppenhapten A des Harnes zeigte zuerst Schiff,
dal es sich weder um ein Protein noch um ein Lipoid handelt,
und daB es bei der Hydrolyse mit Mineralsiuren redu-
zierende Substanzen gibt. Freudenberg, Eichel undDir-
scherl3) haben dann grundlegende Untersuchungen ange-
stellt. Sie isolierten die in Wasser, Glyzerin und Ameisen-
sdure leicht, in Alkohol, Aceton, Pyridin und Eisessig schwer
losliche Verbindung in Mengen von 6—12 g pro 1000 1 Harn.
Die Elementaranalyse ergab:

C H S, P I<0* N-Acetyl NHy/N ,Glukose“ 30)
43.0 6.0—6.5 Spuren  5.0—5.5 9—10 0.3—0.7 40—45 %

Das optische Drehungsvermogen der Substanz ist nicht grofi
(—5 bis 4 5). Die Probe auf Arginin, Histidin und Tyrosin
ergab nur Spuren.

Gelinde alkalische Hydrolyse (60°) zerstort die serolo-
gische Wirksamkeit innerhalb einiger Stunden. Dabei steigt
der Aminostickstoff auf 2,2—2,60/. Da hierbei Acetylgruppen
abgespalten werden, scheint also auch hier die Veresterung
mit Essigsdure fir das immunologische Ver-
halten ausschlaggebend zu sein. Gegen Oxydations-
mittel (Jod, Wasserstoffperoxyd) ist die A-Substanz sehr be-
stindig, ebenso gegen Diastase und Amylase. Sie laBit sich je-
doch durch Schneckenferment spalten. Bei der Hydrolyse mit
Schwefelsdure verschwindet die serologische Wirksamkeit dann,
wenn ungefahr die Hilfte des moglichen ,,Glukose“wertes ent-
standen ist. Der groBite Teil des auftretenden Zuckers wurde
als Galaktose identifiziert (Methylphenylhydrazon).

29) Naturw. 20, 657 (1932); Ann. 510, 240(1934); 518, 97 (1935),
dort auch weitere Literatur.

30) Anm. b. d. Korr. Siehe die neuerdings auch von K. Land-
steiner u. M. W. Chase (J. exp. Med. 63, 185, 813) verdffentlichten
Werte, die mit denen von K. Freudenberg, O. Westphal und
F. Groene (Naturw. 24, 522) ermittelten nicht iibereinstimmen.
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Aus dem Harn der Blutgruppen B und O Lkonnten
von Freudenberg und Eichel Polysaccharide von ganz
dhnlicher chemischer Zusammensetzung, aber anderer spezifi-
scher Drehung isoliert werden, die nur eine ganz verschwin-
dende A-Wirksamkeit zeigten.

Lipoidhaptene.

Die bis jetzt ausfiihrlicher behandelten Antigene (im wei-
testen Sinne des Wortes) waren Trager einer Gruppen- oder
Typenspezifitit innerhalb der gleichen Art. Die Lipoidhaptene,
so genannt, weil sie in den Lipoidlosungsmitteln loslich sind,
sind fiir Spezifititen verantwortlich, die iber die Grenzen der
Arten (Species) hinausgehen.

a) Das heterogenetische oder Forssmansche
Hapten der Pferde- und Meerschweinchen-
nieresl),

Sein immunologisches Verhalten ist so verwickelt, da
ich verzichten muB, ndher darauf einzugehen, und mich auf
das frither Gesagte beschrinke. Es handelt sich um eine grup -
penspezifische Wirkung, die sich iber verschiedene
Tierarten erstreckt. Chemische Untersuchungen wurden von
P. Levene und K. Landsteiner32) angestellt. Die beiden
Autoren konnten zeigen, daB das Hapten frei von Schwefel
und Phosphor ist. Es enthilt (bei dem vorliegenden Reinheits-
grad) noch Stickstoff und reduzierende Zucker und dreht
schwach rechts. Durch Sauren wird es in der Wirme zerstort.
Es scheint in einer alkoholloslichen und in einer wasserlds-
lichen Form zu existieren.

b) Die Hirn- oder Neurohaptene.

Die Hirnsubstanz praktisch aller Tierarten (vom Men-
schen bis zum Amphibium) enthdlt immunologisch aktive Stoffe
von ausgesprochener Organspezifitdt. Wenn man Kanin-
chen mit einer wisserigen Suspension von Rinderhirn immuni-

31) Forssman, Hdb. d. pathog. Mikroorg. 3, 475 (1928).
32) Proceed. Soc. Exp. Biol. Med. 23, 343; 24, 693 (1926/27);
J. immunol. 23, 75 (1932).
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siert, dann erhdlt man Antisera, die iiber die Grenzen der
Spezies hinaus mit Hirnextrakten vom Menschen, vom Schwein,
Schaf, von Fischen und von Amphibien spezifisch reagieren.
Wisserige Extrakte aus Niere oder Leber sind indessen unwirk-
sam. Wie Gehirn reagieren auch die Nervenstringe (Brandt,
"Guth und Miller; Sachs, Witebsky, Heimann;
Georgi und Fischer; Plaut und Kassowitz;
Plaut)33).

Es scheint mehrere Hirn- bzw. Neurohaptene zu geben.
AuBer dem im folgenden naher beschriebenen in kaltem Al-
kohol 16slichen, thermostabilen wurde von Plaut
und Kassowitz ein alkohollosliches thermolabi-
les und von Schwab ein nur in heiBem Alkohol 16s-
liches, in der Protagonfraktion angereichertes thermo-
stabiles Hapten beschrieben 34).

Antikorper gegen die spezifischen Substanzen des Gehirnes
hat man bis jetzt weder in physiologischen noch in pathologi-
schen Korperflissigkeiten finden koénnen. Man hat ihnen be-
sonders bei der progressiven Paralyse eine Rolle zugeschrieben,
aber sicher bewiesen ist noch nichts33). Ich will daher nicht
weiter darauf eingehen, sondern nur kurz die chemischen Tat-
sachen anfiihren.

Das in kaltem Alkohol l6sliche thermostabile
Hapten des Gehirns ist in fast allen organischen Lésungs-
mitteln gut loslich. Es konnte gezeigt werden, dal es weder
der Sterinfraktion, noch den Phophatiden, den Cerebrosiden,
den Fetten oder der Kreatin(in)fraktion angehort; denn die auf-
einanderfolgende Entfernung dieser Stoffe brachte keine Ver-
luste an Hapten. Das Hapten enthidlt weder Phosphor noch
Schwefel. Die reinsten Pridparate enthielten bis jetzt nock
immer Stickstoff, Fettsduren und reduzierende Zucker in ge-
bundener Form. Es ist aber noch nicht sicher, ob alle diese
Kennzeichen dem Hapten selbst zukommen. Gegen Siuren ist
die Substanz nur in der Kilte bestindig, hingegen vertrigt sie
Alkalien auch in der Wirme recht gut: mit Baryt auf dem
Wasserbad behandeltes Hirnhapten reagiert mit Antiserum un-

33) vgl. F. Plaut, Z. ges. Neur. u. Psych.123, 365 (1930); Z.
Immun. f. 81, 46 (1933).
34) Z. Immun. f. 87, 426 (1936).
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geschwicht und kann mit Schweineserum zum Vollantigen auf-
gebaut werden; die immunisierende Wirkung scheint dadurch
eher noch verstirkt zu werden 3°).

Mit zunehmendem Reinheitsgrad konnte eine griéBere Was-
serloslichkeit beobachtet werden 3%), eine Erscheinung, die auch
beim heterogenetischen Hapten beschrieben wurde. Mdoglicher-
weise liegt in der alkohollgslichen Form eine Verbindung mit
einem Lipoid vor, die nun nach und nach gespalten wird (vgl.
auch die alkohol- und die wasserlésliche Form des Blutgruppen-
haptens A).

¢) Das Syphilishapten.

Die Wassermannsche Reaktion und die zahlreichen Flok-
kungs- oder Triibungsreaktionen 36), die mit dem Serum des
Syphilitikers positiv ausfallen, faBt man allgemein als Antigen-
(bzw. Hapten-)Antikorperreaktion auf. Das syphilitische Blut
enthilt bestimmte Antikorper, die man spezifisch nachweisen
kann. Der Nachweis geschieht merkwiirdigerweise mit alko-
holischen Organextrakten gesunder Tiere oder Menschen, am
besten mit alkoholischem Rinderherzextrakt.

Wie kommt es nun zu Antikérpern gegeniiber solchen phy-
siologischen Stoffen? Ganz schematisch dargestellt, nimmt man
an (Sachs, loc. cit.), daB die Spirochiten, die ja ein korper-
fremdes Eiweis enthalten, bestimmte korpereigne Stoffe von
Haptencharakter zu Vollantigenen ergidnzen, so dal sich also
im menschlichen mit Lues infizierten Ko¢rper Antikorper gegen
korpereigene menschliche Stoffe, die sich allerdings auch beim
Tier finden, ausbilden. Es ergibt sich daraus die sehr merk-
wirdige Tatsache, daB die fir Lues doch sehr
spezifischen Nachweismethoden mit einem un-
spezifischen (,ubiquitdr verbreiteten)Substrat
durchgefiihrt werden37).

35) H. Rudy, Bioch. Z. 248, 426; 253, 204; 267, 77 (1932/33);
Klin. Wochschr. 12, 1521 (1933); 13, 4 (1934).

36) Siehe bei Antigen-Antikorper-Reaktionen.

37) Vgl. H. Sachs, loc. cit. und H. Sachs und A.Klopstock,
Methoden der Himolyseforschung, Abderhalden: Hdb. d. biol. Arbeits-
meth, XTII, Teil 2.
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Uber die chemische Natur dieses Wassermannhaptens
ist wenig bekannt. Es wird infolge seiner Loslichkeitseigen:-
schaften als Lipoid bezeichnet. Vielfach nahm man an, daB
es ein Phosphatid sei. Aber unabhingige Versuche von Fi-
scher, Weil, Wadsworth und Mitarbeitern und auch von
mir haben ergeben, daB davon nicht die Rede sein kann 38).
Auch Cholesterin, Cerebroside, Kreatin(in) und &hnliche Stoffe
scheiden aus. Der Beweis dafiir wurde auch hier wie beim
Hirnhapten so erbracht, dafl die genannten Substanzen entfernt
werden konnten, ohne daB die Reaktionsfihigkeit verschwand.
Die reinsten von mir dargestellten Praparate enthielten noch
Stickstoff, Fettsduren und wenig Phosphor. Reduzierende
Zucker konnten nach der Hydrolyse mit Siuren — im Gegen-
satz zum Hirnhapten — nur in Spuren machgewiesen werden.
Von dem Hirnhapten unterscheidet es sich wei-
terhin in seiner Empfindlichkeit gegen Alkali
und im Verhalten gegen Adsorbentien. Diese er-
lauben eine quantitative Trennung der beiden Haptene. Siuren
zerstoren das Syphilishapten ziemlich leicht (vgl. 15)38).

Die Lipoidhaptene zeigen somit eine gewisse chemische
Ahnlichkeit und es ist denkbar, daB sie als eigene chemische
Stoffgruppe den hochmolekularen Kohlehydraten gegeniiberzu-
stellen sind; sie scheinen jedenfalls niedrig molekular zu sein,
denn sie diffundieren (in alkoholischer Losung) durch Gummi,
Pergamentpapier und &dhnliche Membrane 39).

B. Die kiinstlichen Haptene und die Komplex-Antigene.*%)

Die Frage nach den chemischen Ursachen der immunologi-
schen Spezifitit der EiweiBkorper ist sehr alt, aber auch heute
noch nicht geklart. Man hat friihzeitig nach einem Zusammen-
hang zwischen der chemischen Zusammensetzung (in qualita-

38) 0.Fischer, Z.Immunf.79, 391 (1933); Klin. Wchschr. 13,
337, (1934); A. J. Weil, c.s. Z. Immun. f. 78, 316 (1933) und friiher;
A Wadsworth, c.s.Jl. of Immunol. 26, 25 (1934); H. Rudy, loc.
cit. u. Klin. Wehsehr. 12, 1100 (1933); E. Balbi, Z.Immun.f. 78,524
(1933).

39) 0. Fischer u. J. Steinert, Klin. Wehschr. 13, 337 (1934);
H. Rudy, loc. cit.

40) K. Landsteiner, Die Spezifitit der serologischen Reaktionen.
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tiver und quantitativer Hinsicht) und "der Spezifitit gesucht
(Osborne; Wells) und geglaubt, daf zwischen dem Gehalt
an bestimmten Aminosduren und den antigenen Eigenheiten ein-
fache Beziehungen bestiinden. Aber die Verhiltnisse sind viel
verwickelter und diese ,,analytische’ Methode konnte bei den
Schwierigkeiten der EiweiBichemie nur zu bestimmten grund -
sitzlichen Ergebnissen kommen, sie konnte indessen nie-
mals eine einfache Zuordnung von chemischen Gruppierungen
im EiweiBfmolekiil und den immunologischen Besonderheiten fest-
stellen. So weifl man zwar, daB die serologisch verschiedenen
Albumine und Globuline sich auch chemisch und physikalisch
unterscheiden und daf die (Art-)Spezifitit der Hamoglobine
von Rind, Pferd, Schwein, Mensch u. a. auf chemische Unter-
schiede des Globinanteils zuriickgeht4l), aber damit ist die
Frage danach, welche strukturellen oder kon-
figurativen Eigenheiten den Ausschlag geben,
nicht entschieden. Es lag nach der Entdeckung der Haptene
nahe, die strenge Spezifitit auf ,prosthetische’ Gruppen zu-
riickzufithren und den Proteinen mehr die allgemeinen anti-
genen Eigenschaften zuzuschreiben. Wie schon erwéhnt, ist
diese Frage infolge methodischer Schwierigkeiten in der Eiweil-
chemie bis heute noch ungeklirt.

Einfacher ist die Beantwortung der Frage, welcher Art der
EinfluBl eingefihrter Substituenten auf die im-
munologische Spezifitdt ist, eine Frage, die in der
Pharmakologie und in der Vitamin- und Hormonlehre seit
langem bearbeitet wird. Damit ist allerdings keine endgiiltige
Loésung erreicht.

Obermaier und Pick beobachteten als erste, daB die
spezifischen antigenen Eigenschaften der Proteine nichts Un-
verdnderliches darstellen; denn sie konnten aus ein und dem-
selben Serumprotein durch Nitrierung und Jodierung Antigene
ganz verschiedener Spezifitit gewinnen. Und zwar liegen die
Verhiltnisse hier folgendermafien: Wenn man Rinderserum jo-
diert und mit diesem jodierten Eiweil beim Kaninchen Anti-
korper erzeugt, dann reagiert dieses Antiserum nicht mehr mit

41) K. Landsteiner, Die Spezifitit der serologischen Reaktionen.

Vgl. neuerdings auch C. A, Johnson u. W. B. Bradley, JL inf.
dis. 57, 70 (1935).
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dem genuinen Rindereiweif. Hingegen reagiert es — aufier
mit dem zur Immunisierung verwendeten jodierten Rindereiweill
— auch mit einem jodierten Pferdeserum, auf das Rindereiweil3-
Antiserum normalerweise nicht anspricht (Artspezifitit der
Proteine!). Durch den Eintritt des Jodes oder der Nitrogruppe
ist also eine neue sogen. ,,Chemospezifitit’ entstanden, die die
Artspezifitdt vollstindig unterdriicken kann. Jodiertes und ni-
triertes Eiweil sind indessen chemisch nicht scharf definiert.
Man nimmt zwar im allgemeinen an, daf die Substitution im
Benzolkern der aromatischen Aminosduren stattfindet, und daB
diese daher fir die Antigenitit und Spezifitdit unentbehrlich
seien, aber beides ist nicht iiberzeugend bewiesen (vgl. Land-
steiner; Wormall). Wenn es gelang, das Eiweil unter
milden Bedingungen und moglichst an dem gleichen Ort zu
substituieren, dann waren durchsichtigere Verhdltnisse zu er-
warten.

Dieser Weg wurde von K. Landsteiner mit E.Prasek
und H. Lamp]l u. a. eingeschlagen. Als allgemein anwendbare
Substitutionsmethode wurde die von Pauli aufgefundene Kup.-
pelung von Diazoniumsalzen mit Eiweifl erkannt, wobei Azo-
Proteine entstehen, z. B. aus Anilin:

<> — N =N — Protein

Hierbei war zu erwarten, daB die Substitution immer an den
gleichen Stellen erfolgt42), so daB bei verschiedenartigen Sub-
stituenten tatsichlich immer nur dessen chemischer Charakter
wechselt.

Ehe ich im einzelnen darauf eingehe, méchte ich aber noch
etwas anderes besprechen. Es gilt, kurz die Frage zu kliren,
was hier das Hapten darstellt. Die Salpetersiure oder die
organischen Siduren, die man mit Hilfe der Acylchloride ein-
fiihren kann, sind keine Haptene, ebensowenig Anilin und seine
Homologen oder Substitutionsprodukte, die man iiber das Dia-
zoniumsalz einfithren kann; denn diese einfachen chemischen
Stoffe konnen mit dem Antiserum keine sichtbare serologische

42) Und zwar kommen dafir — wie H. Eagle u. P. Vickers
zeigten, vor allem die Imidazol-, Phenyl- und Indol-haltigen Amino-
siuren, ferner NH,- und NH-Gruppen (Prolin) in Frage (JI. biol. Chem.
114, 193 (1936).
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Reaktion, wie etwa Flockung oder Komplementbindung, ein-
gehen. Sie konnen zwar — mit Ausnahme der allereinfachsten
— serologisch nachgewiesen werden, aber nur mit Hilfe dez
besonderen Hemmungsreaktion. Sinnfiallige serologische
Reaktionen treten erst dann auf, wenn das Mo-
lekiil eine bestimmte Gro8e und einen bestimm-
ten (niedrigen) Dispersitdatsgrad erreicht hat.
Landsteiner konnte dies unmittelbar nachweisen, indem er
die niedrig-molekularen ,,Halbhaptene (Sachs) zu ,,Vollhap-
tenen aufbaute. p-Amino-Succinanilsdure z. B. ist ein solches
Halbhapten. Das Diazoniumsalz

O
Ho = C— (CH,), - CO — NH - <> —NyCl

gibt mit Eiweil ein Azoprotein ganz spezifischer Art. Die
p-Aminosuccinanilsdure ist indessen nicht durch einfache Flok-
kung mit dem Antiserum nachzuweisen. Kuppelt man das
genannte Diazoniumsalz indessen mit Resorzin, so hat man in
der neuen Verbindung das ,,Vollhapten* bereits in Héinden.
Dieses Beispiel zeigt sehr klar, welcher Art der Einfluf der
MolekiilgréBe und der damit verbundenen physikalischen Figen-
schaften auf das serologische Verhalten ist43).

Bs wiirde zu weit fiithren, alle untersuchten Azoproteine
oder ,Komplexantigene“ einzeln zu besprechen. Aus diesem
Grunde sollen nur einige Tatsachen hervorgehoben
werden, aus denen die Zusammenhidnge zwischen
chemischer Struktur und serologischem Ver-
halten klar zutage treten.

Zunichst seien die vom Anilin sich ableitenden
Komplexantigene erwahnt. Wenn man aus Anilin und
seinen Homologen, ferner aus seinen Substitutionsprodukten
(wie Halogen- oder Nitroanilin, Aminophenol, Aminobenzoe-
sdure, Sulfanil- und Arsanilsiure u.a.m.) tber die Diazonium-
salze Azoproteine darstellt und die entsprechenden Antisera
mit all diesen Antigenen serologisch durchpriift, so kommt man
zu folgendem Ergebnis: Die Sduregruppen (CO,H, SO,H usw.)
sind fir die Spezifitdt von groftem Einflub und reagieren streng

43) Vgl. E. Berger und H. Erlenmeyer, Bio. Z. 264, 113
(1933); H. Sachs und F. Hahn, Z. Immun. f. 82, 287 (1934).

Sitzungsberichte der phys.-med. Soz. 67 (1935/36). 27
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spezifisch. Geringere Bedeutung haben Methyl-, Halogen-, Metho-
xyl- und Nitrogruppen. Substitution in der Aminogruppe oder
in der Carboxylgruppe steigern die Spezifitit sehr, so daB z. B.
die p-Amino-Benzoesdure und ihr Methylester leicht serologisch
zu unterscheiden sind. Von den Stellungsisomeren sind die o-
und p-Derivate am leichtesten zu unterscheiden. Dabei kann
der EinfluB der Stellung im Benzolkern stirker sein als der
durch die chemische Natur des Substituenten bedingte.

Zur Priifung des Einflusses aliphatischer Ketten auf die
Spezifitat der Antikorper wurden Dicarbonsduren leran-
gezogen. Das Azoprotein wurde durch Reduktion und Diazo-
tierung des Nitranilids gewonnen :

HO—

O
HO—

0
SC - (CHyn - €O - NH - << > —NO,
! _ |
C—(CHpn - CO-NH-< > —N=N — Protein

Wenn man in dieser Art die Oxalsiure mit Bernstein-, Adipin-
und Korksdure u. a. vergleicht, so erkennt man, daf die nie-
deren Glieder einen streng spezifischen Einflufl auf das Ki-
weiB ausiben. Von der Adipinsidure an findet aber ein Uber-
greifen der Reaktion auf die anderen (hoheren) Glieder der
Reihe statt. Die Spezifitdt nimmt also einen allge-
meineren Charakter an, der mehr fir den Ge-
samthabitus des Molekiils gilt. Hicr bietet sich dem-
nach das gleiche Bild wie beim Vergleich der che-
mischen und physikalischen Eigenschaften (Los-
lichkeit, Schmelzpunkt, Dissoziationskonstante) der genannten
Dicarbonséuren: mit zunehmender Kettenlinge werden die Unter-
schiede geringer. Ohne Zweifel bestehen zwischen dieser che-
mischen und serologischen Angleichung bestimmte Beziehungen.

DaBl Stereoisomerevoneinander verschiedene
Komplexantigene bilden, tiiberrascht nach dem, was wir
aus der Pharmakologie und der Lehre von den Enzymen wissen,
nicht sehr. Landsteiner und van der Scheer haben
z. B. d-, I- und m-Weinsdure iiber die Nitranilide zu Azo-
proteinen aufgebaut und strenge Spezifitit innerhalb der steri-
schen Reihen festgestellt. Es wurde daher vorgeschlagen, die
sterische Zugehorigkeit unbekannter Verbindungen mit Hilfe
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von Immunsera bekannter sterischer Spezilitit zu bestimmen.
Innerhalb derselben Reihe kann bei Homologen indessen wieder
ein gewisses Ubergreifen stattfinden. — Avery, Goebel und
Babers haben im Anschluf an die Pneumokokken-Kohle-
hydrate den EinfluB von «- und $-Glukosiden auf die Spezifitit
der Antisera gepriift. Aus den freien Zuckern werden die p-
Amino-phenyl-Glukoside hergestellt und nun in der bekannten
Weise diazotiert und an Eiweill gekuppelt.

HO - H,C — CH — (CH - OH); — CFI_ 0—<_ >—NH,
|

0.
v

HO - H,C —CH— (CH OH); — gH —0—<__ > —N=N — Protein
! o
6 1)

Auf diese Weise konnten «- und §-Glukoside bzw. Galaktoside
unterschieden werden. Es traten indessen doch noch gewisse
unspezifische ;,libergreifende” Reaktionen ein. Diese konnten
aber behoben werden, als man z.B. statt der Glukose selbst die
6-Acetylglukose verwendete. In diesem Falle waren alle
serologischen Reaktionen streng spezifisch. So wie bei den
Pneumokokken-Polysacchariden ist also auch hier eine Ace-
tylgruppe von ausschlaggebender Bedeutung. —
Kuppelt man in der gleichen Weise Disaccharide an Proteine
(untersucht wurden p-Amino-Phenyl-g-Cellobiosid, -g-Malto-
sid, -p-Gentiobiosid und -@-Lactosid), so erkennt man, dafi die
Spezifitdt in erster Linie durch das Gesamt-
molekil, dann durch dieendstidndige Hexoseund
schlieBilich durch die Art der glukosidischen
Bindung zwischen den beiden Hexosen bestimmt wird.

Sehr schéne Modellversuche mit Glukuronsédure-
Azoproteinen wurden von . W. Goebel und K. Good-
ner4t) angestellt. Die Glukuronsiure wurde in das p-Amino-
-Phenylglukosid verwandelt und dann in der gleichen Weise
wie die Zucker an Eiweil gekuppelt. Das so gewonnene Azo-
protein

(6]
HO> C— CH — (CH - OH), — CH — 0 — <__>> — N = N — Protein
® ol o—Ilu

44) J1. Biol. Chem. 114, Proceed. XXX, 40 (1936).
27 *



— 420 —

reagiert mit den Pneumokokken-polysaccharid-Antigenen vom
Typ 2, 3 und 8, bei welchen wie erwahnt Glukoronsdure als
Hydrolysenprodukt gefunden wurde, bis zu hohen Verdin-
nungen. Damit ist bewiesen, dall der Glukuronséure in
den Pneumokokken-Kohlehydraten eine aus-
schlaggebende Rolle zukommt; denn Glukose-Azo-
proteine zeigen mit den Polysacchariden Xkeinerlei Verwandt-
schaft. Das Glukuronsiure-Azoprotein ist allerdings mit den
Pneumokokken-Kohlehydrat-Azoproteinen serologisch nicht voll-
kommen identisch: so ist die Reaktionsfihigkeit etwa 5H- bis
8mal geringer; des weiteren kann kein Schutz gegen Pneumo-
kokkeninfektion erzeugt werden. Das ist nicht tberraschend,
da der restliche Anteil des Polysaccharidmolekiils nicht ohne
Einfluf auf die Spezifitit sein wird, wie gerade die Versuche
an den Disaccharid-Azoproteinen zeigen.

Die Untersuchung von Peptiden (als Proteinbausteine)
lag sehr nahe. Der Weg zu den Peptid-Azoproteinen geht tiber
die p-Nitro-benzoyl-Peptide, die reduziert, diazotiert und dann
gekuppelt werden.

O _
O —C—(CHz)n — NH —CO —(CHpn—NH—CO— <> — NO,

O

H0 = C -~ (CHpln—NH—CO—(CHpa—NH—C0— <> — N=N—Protein

Beim Vergleich verschiedener Dipeptide hat sich ergeben,
daB die endstdndige, die Carboxylgruppe tra-
gende Aminogruppe fiir die Spezifitidt aus-
schlaggebend ist. Dann erst macht sich die Natur der
zweiten Aminosdure bemerkbar. So ist es zu erkliren, dal
Leucylglycin und Glycylleucin keinerlei serologische Verwandt-
schaft zeigen, wahrend Leucylglycin und Glycylglycin deat-
liche iibergreifende Reaktion aufweisen.— Auch hier gibt es in
der Fermentchemie Parallelen, ndmlich die Carboxy-
peptidasen und die Aminopeptidasen (GraBfmann, Wald-
schmitz-Leitz). Die endstindige funktionelle Gruppe (NH,
oder CO,H) entscheidet bekanntlich iiber die Angreifbarkeit
durch die Fermente. Hier wire der Vergleich mit solchen
Peptid-Azoproteinen, welche eine freie A minogruppe tragen,
von groBem Interesse.
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Zur Vervollstindigung des Bildes muB ich noch kurz auf
cinige Haptene eingehen, die nicht eigentlich zu den Komplex-
antigenen gehoren, bei welchen man aber gewisse Zusammen-
hdnge zwischen chemischer Konstitution und serologischer Spe-
zifitdt erkennen kann. Es handelt sich um die Sterine.
Neben dem schon erwédhnten Cholesterin (Sachs und A. Klop-
stock) konnen auch mit anderen Sterinen (durch Mischung
mit Schweineserum) beim Kaninchen Antisera erzeugt werden,
so z. B. mit Ergosterin (Weil und Besser; Berger und
Scholer)45). Die erhaltenen Antisera sind zwar insofern
spezifisch, als sie nur mit Sterinen reagieren, aber inner-
halb der Steringruppe ist die Spezifitdt nicht
absolut. Cholesterin-Antiserum reagiert z.B. mit Dihydro-
Cholesterin, Ergosterinantiserum mit Sitosterin. Vitamin D, und
unbestrahltes Ergosterin lassen sich indessen eindeutig unter-
scheiden. Hier sind die chemischen Unterschiede allerdings
recht betrdchtlich. — Wir erkennen auch an diesem Beispiel,
dal bei groBeren ,prosthetischen Molekeln®
Einzelheiten der Konstitution serologisch
nicht mehr zum Ausdruck kommen, sondern dabB
hier schon der sehr dhnliche Gesamthabitus
iberwiegt, der physikalisch durch das Gesamt-
kraftfeld des Molekiils dargestellt wird. DaB
man die Feldwirkung des Molekills bzw. bestimmter Atom-
gruppen fiir die Spezifitit der immunologischen Reaktionen
in Betracht ziehen darf, haben Versuche von Erlenmeyer
und Berger46) ergeben, welche z. B. zeigten, daB Phenyl-
Arsin- und Phenyl-Phosphinsdure-Azoproteine eine weitgehende
serologische Ubereinstimmung aufweisen, wihrend die Phenyl-
Stibinsiure ganz aus der Reihe fdllt. Das stimmt aber mit
einer ganzen Reihe physikalischer und chemischer Eigen-
schaften tiberein, die eine Folge der verschiedenen elektrischen
Kraftfelder des Metallatoms sind.

45) Z.Immun.f. 76, 17; ebenda 76, 76 (1932).
46) Bioch. Z. 255, 429; 262, 196; 264, 113 (1932/33).



— 422 —

Zusammentfassung. Die vorliegende kurze Schilde-
rung des Wesens und der Wirkungsweise der Haptene kann
keinen Anspruch auf Vollstindigkeit machen. Sie wurde viel-
mehr von dem Bestreben getragen, die Chemie der Immun-
stoffe im wesentlichen zu erfassen. Es ergibt sich, daB die
Vorherrschaft der Proteinealsdifferenzierende
Immunstoffe nicht mehr unbestritten gilt, dab
vielmehr eine Reihe immunologischer Spezifi-
tdten auf Nichtproteine (von Haptencharakter)
zurickgeht. Hingegen sind die Eiweilkorper bei den phy-
siologischen Immunitdtsphdnomenen unentbelrlich, weil die Hap-
tene im allgemeinen erst in Verbindung mit Proteinen zur An-
regung von Antikérpern fihig sind.

In kolloidchemischer Hinsicht ist die Frage
nachdem Aufbauvon Haptenen zu Vollantigenen
hochstinteressant. Eng verbunden damit ist das Problem
der Entstehung der Antikorper iiberhaupt. Rein chemisch
ist besonders die Frage nach der Konstitution
der Haptene brennend, ebenso wie die Zusam-
menhidnge zwischen Struktur und Spezifitiat der
EiweiBkorper.

Die Isolierung serologisch gekennzeichneter
Naturstoffe und ihre chemische Charakterisierung hat aber
noch von einem anderen Standpunkt aus Bedeutung. Bis jetzt
haben wir diese Stoffe rein vom Standpunkt der Im-
munbiologie betrachtet, weil sie anders gar nicht zu
erkennen sind. Diese Betrachtungsweise ist aber
sicher sehr einseitig und man mulf sich weiter-
hin nach der zellphysiologischen Bedeutung, die
ihnen zweifelsohne zukommt, fra gen. Die Beantwortung dieser
Fragen wird allerdings eng an die chemische Isolierung ge-
bunden sein, wie uns das Beispiel der Vitamine und Hormone
mit besonderer Eindringlichkeit lehrt.
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