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2. Mechanismen der Zellschidigung — Mécanismes de lésions cellulaires

1. ket 3THBIT

w Institut de Biochimies der Universitit Lawsanne

Das Komplement-System
Von H. Isltiker und R. von Fellenberg

Schon 1792 beobachtete Hunter [1], dafl frisches Blut der Faulnis
weniger anheimfillt als andere Substanzen tierischer Herkunft. 1889
wies Buchner [2] darauf hin, daB} frisches, leukoeytenfreies Serum Keime
wie Tvphusbazillen abtétet. Das fiir diese Wirkung verantwortlich ge-
machte Alexin ist gegen gramnegative Keime gerichtet und wurde von
seinem Entdecker chemisch nicht niher untersucht. Die Tatsache, daf}
Alexin die Wirkung der Antikorper erganzt, indem es antikorperbeladene
Zellen auflist, trug diesem spiter den Namen Komplement ein. Es han-
delt sich um eine Substanz, die kirperfremde Zellen (z. B. Bakterien)
abtétet oder auflist. Damit diese vom Organismus als kirperfremd er-
kannt werden, miissen sie vorerst durch Antikérper markiert werden.
Erst die so gekennzeichneten Zellen konnen als solche durch das Kom-
plementsystem aufgelést werden. Bei der Phagocytose spielt das Kom-
plement ecine bedeutende Rolle in der Chemotaxis polymorphkerniger
Leukocvten und in der Opsonisierung korperfremder Zellen.

Im Falle von Autoimmunkrankheiten, wo korpereigene Zellen durch
Autoantikérper gekennzeichnet sind, kann das Komplement eine cyto-
toxische fiir den Organismus schiidliche Wirkung ausiiben. Komplement
wird z. B, in der Niere bei Glomerulonephritiden fixiert und ist am
Gewebsschaden direkt beteiligt, Es wirkt auch als Vermittlersubstanz
bei immunologischer Vasculitis (Arthus-Phinomen) und bei andern
allergischen Reaktionen,

A. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Komplementes

Die Schliisselrolle des Komplementsystems bei der Infektabwehr und
beim Ablauf zcllschiddigender Mechanismen hat schon frith das Inter-
esse bedeutender Immunologen erweckt (Ehrlich [3], Heidelberger [4]).

Das Komplement wurde zuerst als einheitliche Substanz angesehen.
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Erst Ferrate [5] und Pillemer [6] gelang es, durch Dialyse gegen destil-
liertes Wasser und durch spezifische Inaktivierung mit Chemikalien und
Fermenten, 4 Komponenten {C’1, €°2, C’3 und €’4) voneinander abzu-
grenzen. Mit Hilfe modernster Verfahren konnen heute zehn Kompo-
nenten des Komplementes unterschieden werden, die zum Teil in reiner
Form isoliert wurden {Miiller-Eberhard u. Mitarb. [7-9]). Die Nomen-
klatur ist aus Tabelle 1 ersichtlich und stiitzt sich vorwiegend auf
historische Gesichtspunkte. Eine von Miiller- Eberhard [10] vorgeschla-

Tahelle 1
Nomenklatur der Komplementkomponenten, nach der Reihenfolge ihrer Fixierung
geordnet
Nach Miiller- Unter- Andere
Eherhard [11] komponenten Bezeichnungs-
welse
C' 1 C'lq 11 S-
C'lr
C'ls
B ! iR
c'2
c'3 (C'3a) fe
c's ((’3h) B
¢ o (C'3¢)
{77 (blockiert durch EDTAY)
¢ 8 {hblockiert durch BSA2)

L EDTA: Athylendiamintetraacetat.
2 BSA: Bovines Serumalbumin 259,

gene Nomenklatur trigt wesentlich zur Vereinfachung der Terminologie
bei. Die Eigenschaften der vier bisher in reiner Form isolierten Kompo-
nenten sind in Tabelle 2 wiedergegeben [10, 11]: drei dieser Komponen-
ten finden sich in der fi-Fraktion und wurden entsprechend threm Ver-
halten in der Immunoelektrophorese bezeichnet (f,c-, fiu- und f -
Globulin). Die Sedimentationskonstanten der bisher isolierten Kompo-
nenten sind von derselben Grofienordnung (9-10 S). Trotz der schein-
baren Ahnlichkeiten der 4 Komponenten beziiglich Ladung und Masse
konnten mit Hilfe spezifischer Immunseren keine Antigengemeinschaf-
ten festgestellt werden.

Ein abweichendes Verhalten zeigt die «11 S-Komponente» (C'lq). Die
hohe Asymmetrie und das stark basische Verhalten machen die «11 S-
Komponente» besonders geeignet, als erste an den Antigen-Antikérper-
Komplex angelagert zu werden.
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Tabelle 2
Eigenschaften der isolierten Komplementkomponenten'

11 S-Kompo- [ g-Globulin  §,¢-Globulin f#-Globulin

nente
Bl souse snsans 1,1 S 10,0 S 958 8,5 8
Flektrophoretische
Beweglichkeit.... 4, Yifly ) -
Serumkonzentra-
tion (pg/ml) ..... 20-30 30-50 300--400 30--50
Aktivitat ....... 'l C'4 '3 C's
Rezeptor ........ KA EAC 1a EAC'1a,4,2a KAG 10,4,2a,3
Inaktiviert durch Hitze N.H, NH, Hitze

' Nach Miiller-Eberhard [10].

Die Bestimmung der Komplementaktivitit erfolgt mit Hilfe cines In-
dikatorsystems, bestehend aus Schafsblutzellen, die mit spezifischem
Antikérper beladen sind. Diese «sensibilisierten» Erythroeyten werden
beim Zusetzen von Komplement lysiert, und das freigesetzte Himoglo-
bin wird nach Abzentrifugieren photoelektrisch bestimmt. Zur Bestim-
mung der Einzelkomponenten werden sogenannte R-Seren verwendet,
d. h. Seren, die auller der zu bestimmenden Komponente alle andern
Komponenten in hinreichender Menge enthalten [12].

B. Die Sequenz der Fixierung der Einzelkomponenten

Vorbedingung zur Fixierung der ersten Komponente ist die Bildung
eines Antigen-Antikirper-Komplexes. In Abb.1 sind das Antigen
(Schafserythrocyten) mit S und dessen Antikérper mit A bezeichnet.

C'3
C'4, C:2c ------ +C'5,6,7,8—=5*
. C'la g - C'3
M‘\\g"i
S+ A —=SA -===a= \\\"\
C'lq,r,s C'2

Abb. 1. Sequenz der Fixierung der Komponenten des Komplementes auf der Ober-

fliche eines sensibilisierten Ervthroevten. Nach Miiller-Eberhard [11]. S: Antigen-

gruppe, A: spezifischer Antikirper gegen diese Gruppe, 5*: geschiidigte Stelle der Zell-
membran.
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Die erste Komponente (C'1) ist kiirzlich von Lepow u. Mitarb. [13] als
makromolekularer Komplex mit einer Sedimentationskonstante von 18 S
erkannt worden. Sie zerfillt beim Zusetzen von Athvlendiamintetra-
acetat in 3 Unterkomponenten C'lq, C'lr und C’ls mit Sedimentations-
konstanten von 11S, 75 und 4S. Diese 3 Komponenten bilden im
Serum eine strukturelle Einheit, die durch Calciumionen zusammen-

gehalten wird (Abb. 2).

| Gl (1)
C'ls (Esterase)

Membra_n

Abb. 2. Schematische Darstellung der Fixierung der Komplement-Komponenten 1,
¢4 und C'2 auf der Zellwand eines mit 19 S-Antikirpern sensibilisierten Ervthroeyten,
vgl. Text {nach Lepew w. Mitarb. [13] und Miifler-Eberhard [11]).

Die Anlagerung an den Antikdrper-Zell-Komplex erfolgt wahrschein-
lich durch den C'lg-Anteil. Diese Komponente hat an sich schon die
Fihigkeit, mit modifizierten 1-Globulinen zu reagieren. Der C'1s-Anteil,
der von Lepow [14] und Becker [13] als Proesterase erkannt wurde, wird
durch die Anlagerung in einc Esterase umgewandelt. Dieser erste Akti-
vierungsprozell ist in Abb. 2 schematisch veranschaulicht, Er leitet die
Phase der Anlagerung der vierten und zweiten Komponente ein.

Die vierte Komponente (C'4, g, S,, = 10 S) wird durch die C'1-
Esterase unter Ablésung eines Peptides in eine 9.4 S Komponente iiber-
gefithrt. Diese Modifikation fiihrt zu einer Fixierung von G4 direkt an
di¢ Zellmembran (vgl. Abb. 2). Tatsiachlich gelingt es, den Antikérper
von der Zelloberfliche abzuldsen, ohne dafl C'4 abdissoziiert wird [17].
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Die ziceite Komponente (C'2) wird teilweise durch die C’'l-Esterase
zerstort, teilweise diber die aktivierte C'4-Komponente an die Zell-
membran angelagert ( Maver [18]). Der so entstandene C'4-C"2-Komplex
ist fiir die Konversion und Anlagerung der dritten Komponente ver-
antwortlich.,

Die dritte Komponente (C’'3 oder 5,¢), dic mengenmiBig am meisten
ins Gewicht fillt (300-400 pg/ml Serum), wird nur zum kleinsten Teil
durch den verankerten C'4-C'2-Komplex an die Zellmembran fixiert
(Abb. 3). Der grifite Teil wird in modifizierter, inaktiver Form (als
fha-Globulin) wieder in das umgebende Milieu abgegeben. Aus der Stachio-
metrie und Kinetik muf} auf eine enzymatische Reaktion geschlossen
werden [11].

Mempran

C'q,20-Aic

B

Abb. 3. Schematische Darstellung der Aktivierung der dritten Komplement-Koemponente

(7,c) durch den C'4-C’'2-Komplex. Sekundiire Reaktionen begrenzen die Dauer des

aktivierten Zustandes und fithren zur Bildung inaktiver /i;;-Globuline, vgl. Text
(nach Miiller- Fherhard [11]).

Die fiinfte Kemponente (C'5, S,p) bildet mit der sechsten Komponente
einen in der Ultrazentrifuge nachweisbaren Komplex [16]. Eine Fixie-
rung an die Zelloberfliche konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Die
Wirkung des Komplexes ist stark temperaturabhingig und enzymati-
scher Natur.
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Die siebente (C'7), durch EDTA blockierbare sowie die achte (C'8),
durch bovines Serumalbumin hemmbare Komponente konnten bisher
nicht im Reinzustand isoliert werden [18].

Erst nach Ablauf der obgeannten Reaktionen kommt es zur eigent-
lichen Zell-Lyse. Borsos u. Mitarb. [19] konnten mit Hilfe des Elektronen-
mikroskops die Entstehung von Léchern von 80-100 A Durchmesser in
den Zellmembranen nachweisen, Gewisse Autoren sind der Ansicht, daf3
die Bildung ciner lysolecithin-dhnlichen Substanz fiir dic Zellschiidigung
verantwortlich ist. Herr H. Fischer wird im niichstfolgenden Referat
tiber solche Versuche berichten.

Die Ausarbeitung des Mechanismus der Komplementfixierung gehort
zu den wichtigsten Beitrigen der modernen Immunologie. Erstaunlicher-
weise sind unsere Kenntnisse iiber einen der wesentlichsten Punkte noch
sehr mangelhaft. Welches ist der eigentliche ausléosende Faktor der Kom-
plementaktivierung ? Unser Institut hat sich seit einiger Zeit mit dieser
Frage auseinandergesetzt.

Die Aktivierung von Komplement ist an die Gegenwart von Antigen-
Antikérper-Komplexen gebunden. Der auslésende Faktor kann entweder
auf dem Antigen, dem Antikérper oder auf einem Bereich lokalisiert
sein, der beiden Komponenten gemeinsam ist. Die Natur der durch die
Bindung mit Antigen herbeigefithrten Strukturverinderungen ist nicht
abgeklirt. Im folgenden werden die bisher bekannten inter- und intra-
molekularen Voraussetzungen, die fiir dic Komplementbhindung not-
wendig sind, auscinandergesetzt,

C. Intermolekulare Voraussetzungen, welche sur Fixierung von
Komplement fiihren

Ishizaka u. Mitarb. [20, 21] haben gezeigt, dal3 losliche Antigen-
Antikiérper- Komplexe nur unter bestimmten Bedingungen Komplement
aktivieren. In quantitativen Priizipitationsreaktionen mit dem System
bovines Serumalbumin-Antiserumalbumin vom Kaninchen wurde in den
Uberstinden die Komplementfixation der laslichen Komplexe gepriift.
Dabei ergab sich, dall nur Komplexe in leichtem Antigeniiberschull
Komplement fixieren, welche mindestens zwei Antikdrpermolekiile ent-
halten. Komplexe in hohem Antigeniiberschull, welehe nur ein Anti-
kérpermolekiil enthalten, fixieren kein Komplement. Dieser Befund gilt
fiir verschiedene Immunsysteme mit menschlichen und Kaninchenanti-
kiorpern [22]. Im Gegensatz dazu fixieren Rinder-, Hiithner- und Pferde-
antikérper kein Komplement.
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Abb. 4. Ultrazentrifugation von -Globulin (frei von hochmolekularen 30-150 S-Aggre-

gaten) im Saccharosegradienten (10-40%; Saccharose) wihrend 12 Std. bei 100 000 g,

s Eiweillkonzentration (mg/ ml; - = Antikomplementire Aktivitit pro mg
Eiweil} {liegt vornehmlich in der 9 S-Fraktion vor).

Die Versuche mit 18slichen Immunkomplexen sagen wohl aus, daf}
mindestens zwei Antikdrpermolekiile im Komplex vorhanden sein miis-
sen, damit Komplement fixiert wird. Ob jedoch der Komplex als solcher
oder nur die Antikérpermolekiile fiir die Komplementfixation verant-
wortlich sind, bleibt ungewifl. Der Befund, dal3 unspezifische y-Globulin-
Aggregate, die kein Antigen enthalten, Komplement fixieren, ist von be-
sonderer Bedeutung [23, 24]. Die Art der Aggregierung spielt cine geringe
Rolle [25]. Behandlung der y-Globuline durch Hitze, Diazotierung oder
durch Harnstoff und Mercaptoithanol fiihrt zu Aggregaten (30-150 S),
welche Komplement fixieren. Fiir die Aktivierung von Meerschweinchen-
komplement durch y-Globulin-Aggregate bhesteht die gleiche Species-
spezifitit wie fiir die Antikérper in Immunkomplexen [25]. Ferner he-
steht fiir y-Globulin-Aggregate die gleiche Sequenz der Aktivierung der
einzelnen Faktoren des Komplements wie fiir 16sliche Immunkomplexe.,

Aus den hesprochenen Arbeiten geht hervor, dall mehrere y-(zlobulin-
molekiile in engen Kontakt gebracht werden miissen, damit Komple-
ment aktiviert wird. Dies kann entweder durch spezifische Komplex-
bildung mit einem polyvalenten Antigen oder durch unspezifische Aggre-
gierung des y-Globulins erfolgen.
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Abb. 5. Geliiltration von p-Globulin (irei von hochmolekularen 30-150 S-Aggregaten)
anf Sephadex G-200. Dimension der Siale: 130 cmy aufgegebene Menge: 67 mg
Fiweild; Fraktionsvolunen: 2,0 ml. - = Eiweillkonzentration {mg/ml}; - Anti-
komplementiire Aktivitiit pro mg Eiweil {liegt vornehmlich in der ¢ S-Fraktion vor).

Aufl Grund dieser Befunde haben wir uns die Frage gestellt, ob auch
v-Globulin-Dimere in der Lage sind, Komplement zu fixieren. Alkohol-
fraktioniertes p-Globulin besteht zu 80-90Y, aus Monomeren (6,8 S),
10-20°,, Dimeren (9 5) und Spuren von héhermolekularen Aggregaten
(30-150 S). Barandun u. Mitarh. [26] konnten die unspezifische Kom-
plementfixation und die daraus resultierende Unvertriiglichkeit von
alkoholfraktioniertem v-Globulin nach intraveniser Verabreichung auf
dessen Gehalt an hihermolekularen Aggregaten zuriickfithren. Nach
Entfernung der letzteren durch 7stiindiges Ultrazentrifugieren bei
40 000 g bleiben aber immer noch 10-20°, der urspriinglichen anti-
komplementiren Aktivitit vorhanden. Durch 12stiindige Ultrazentri-
fugation im Saccharosegradienten bei 100 000 g konnte nachgewiesen
werden, dal} die 9 S-Dimeren unspezifisch Komplement fixieren (Abb. 4).
Gelfiltration auf Sephadex (G-200 fiihrte zum gleichen Ergebnis (Abb. 5).
Der Befund von Edsall u. Mitarb. [27], daB die 9 S-Dimeren bei Ernied-
rigung der Eiweilkonzentration dissoziieren, konnte bestitigt werden.
Die resultierenden Monomeren sind nicht mehr in der Lage, Komple-
ment zu fixieren,
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Abb. 6. — a} Antikomplementiire Aktivitit von p-Globulin als Funktion des pH. Jeder
MeBp. nkt entspricht einem gesonderten Ansatz, dessen pll nach 17stiindiger Inkuba-
tion bei 37" € auf 6,7 cingestellt wurde. — b) Die spezifische optische Drehung - [«} 589
von y-Globulin als Funktion des pH nach 17stiindiger Inkubation bei 377 C (obere
gestrichelte Kurve), — Werden die Losungen nach Inkubation anf pH 6,7 eingestellt,
s0 ergibt sich die mittlere gestrichelte Kurve: die Verinderung der optischen Drehung
ist nur zum Teil reversibel, Werden die Losungen bei 07 (0 inkubiert, so sind die ober-
halb pH 3.2 cingetretenen Veriinderungen der optischen Drehung villig reversibel
(ausgezogene Kurve).

Werden y-Globulin-Lésungen auf pH 4,0 eingestellt, 24 Std. bei 37° C
inkubiert und das pH wieder auf 6,7 eingestellt, so verlieren sie die Fahig-
keit, Komplement zu fixieren [26]. Der gleiche Endeffekt kann erzielt
werden, wenn das p-Globulin bei pH 3 und 0° C inkubiert wird und das
pH auf 7,0 zuriickgestellt wird [26]. In cinem System, welches nur aus
Monomeren und aus Dimeren besteht, konnte festgestellt werden, dafl
durch die Behandlung bei tiefem pH die 9 S-Dimeren meodifiziert wer-
den. Die Sedimentationskonstanten steigen je nach dem cingestellten
pH auf 9,4-10,8 S. Werden die hochmolekularen Bestandteile (30-150 3)
von den Dimeren abgetrennt und in einem getrennten Ansatz bei pH 4
und 37° C behandelt, so kommt es gleichfalls zu einer Erhéhung der
Sedimentationskonstanten. In allen Fillen verschwindet die antikom-
plementiare Aktivitiit,

2 Bull. schweiz. Akad, med. Wiss, 19063 463



Phelps u. Mitarh, [28] konnten zeigen, dall durch Erniedrigung des
pH die p-Globulin-Molekiile anschwellen und ¢ine mehr svmmetrische
Form annehmen. Die Autoren nehmen an, dal} die Formveridnderungen
mit der Spaltung von Wasserstoffbriicken verbunden sind. Unsere Ar-
beitsgruppe konnte durch Bestimmung der spezifischen optischen Dre-
hung diese Annahme bekriftigen. Nach Wiederemstellen des pH auf
7.0 bilden sich die Wasserstoffbriicken zum Teil auch intermolekular,
unter Bildung von Aggregaten, wieder zuriick.

Abb. 0 a} und b) veranschaulichen die Bezichungen zwischen der Ab-
nahme der antikomplementiiren Aktivitit und der durch Verfolgung der
spezifischen optischen Drehung feststellbaren Strukturverinderung des
y-Globulins. Nach 17-stiindiger Inkubation steigt die optische Drehung
bei pH-Werten unter 4 an (gestrichelte obere Kurve in Abb, 6 b). Wird
nach erfolgter Inkubaticn das pH auf 6,7 zuriickgestellt, so ergeben sich
irreversible Verinderungen (gestrichelte mittlere Kurve). Werden die
Losungen bei 0° C inkubiert, so sind die oberhalb pH 3.2 eingetretenen
Verdnderungen der optischen Drehung weitgehend reversibel (ausge-
zogene Kurve).

Das Anschwellen der Molekiile nach Erniedrigung des pH und die
dadurch bedingte Zunahme der Symmetrie der 4-Globulin-Dimeren steht
wahrscheinlich mit der Abnahme der antikomplementiren Aktivitiit in
Zusammenhang. Die Distanz zweier Fe-Fragmente, die eine optimale
Fixierung von Komplement zulassen, erscheint nach diesen Befunden
sehr kritisch. Die Tatsache, daff gewisse Antigen-Antikérper-Komplexe
kein Komplement fixieren, kann unter anderm auch darauf zuriickzu-
fithren sein, daB3 dic Dichte der Antigendeterminanten auf einer Zell-
membran zu klein ist, um eine geniigende Anniiherung der Antikorper-
molekiile einzuleiten.

D. Intramolekulare Voraussetzungen fiir die Komplementfixierung

Fragmente. Dic bis jetzt beschrichenen Versuche haben gezeigt, dall
zwei y-Globulin-Molekiile in engen Kontakt gehracht werden miissen,
damit Koemplement fixiert wird, Um den fiir die Komplementfixierung
verantwortlichen Bereich nidher zu charakterisieren, wurde y-Globulin
von Taranta u. Mitarb. [29] mit Papain und Pepsin in Fragmente zerlegt.
Dic nach Zusatz von Antigen gebildeten Antigen-Antikérperfragment-
Komplexe waren nicht mehr befihigt, Komplement zu inaktivieren.

Ishizaka u. Mitarh. [30] fragmentierten y-Globulin mit Papain nach
den Angaben von Porter [31, 32]. Sowohl das Fab- (I und II) als auch das
Fe-Fragment (I11) wurden durch Diazotierung aggregiert. Die aggre-
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gierten Fab-Fragmente fixierten kein Komplement, wohl aber die aggre-
gierten Fe-Fragmente. Diese Arbeiten zeigen, daB die fiir die Komple-
mentfixierung verantwortlichen Anteile auf dem Fe-Fragment des
v-Globulin-Molekiils lokalisiert sind.

Disulfidbriicken spiclen eine grole Rolle fiir die Aufrechterhaltung der
Struktur der y-Globuline. Barandun u. Mitarb. [26] konnten durch Re-
duktion mit 0,1-m Cysteamin und Blockicrung der Sulfhydrylgruppen
mit Jodacetamid die antikomplementire Aktivitit von y-Globulin zum
Verschwinden bringen. Dieser Befund wurde von Wiedermann u. Mit-
arb. [33] bestitigt. Die mit Jodacetamid behandelten p-Globuline wur-
den bei 637 C aggregiert und fixierten nicht mehr Komplement. Ishizaka
u. Mitarb. [30] reduzierten y-Globulin mit 0,1-m Mercaptoiithanol in
(Gegenwart von Harnstoff (2-m oder 6-m) und blockierten die Sulf-
hydrylgruppen mit Jodacetat. Nach dieser Behandlung aggregierten sie
die y-Globuline durch Diazotierung und bestimmten die antikomple-
mentire Aktivitdt. Die in Gegenwart von 2-m Harnstoff reduzierten und
alkylierten p-Globuline waren nach Aggregation durch Diazotierung
noch in der Lage, Komplement zu fixieren. In 6-m Harnstoff reduzierte
und alkylierte y-Globuline waren nach Aggregation durch DDiazotierung
nicht mehr in der Lage, Komplement zu fixieren,

Shur und Christian [34] reduzierten Kaninchen-Antikérper gegen
humanes Serumalbumin mit 0,1-m Mercaptoithanol und bhlockierten die
resultierenden Sulfhydrylgruppen mit Jodacetamid. Mit den so redu-
zierten Antikorpern machten sie Immunprizipitate in der Aquivalenz-
zone und priiften deren Fihigkeit, Komplement zu fixieren. Bei Reduk-
tion von 7,4 Disulfidbriicken blieben 98 % der Fihigkeit zu prizipitieren
crhalten. 90°, der Fihigkeit, Komplement zu fixieren, gingen
verloren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl die Komplementfixierung
im wesentlichen durch zwei benachbarte Fe-Fragmente bestimmt wird.
Schwellung durch Siurezusatz oder Reduktion einer kritischen Anzahl
Disulfidbriicken fithrt zu einem Verlust der Fihigkeit, Komplement zu
fixieren.

Die unspezifische Fixierung von y-Globulinen auf Zellen und Geweben
wird wie die Komplementfixierung auf das Fragment Fe zuriickgefiihrt.
Es war naheliegend, festzustellen, ob diese zwei Eigenschaften durch die
gleichen molekularen Strukturen vermittelt werden. Tabelle 3 zeigt, dal}
die Behandlung von humanem y-Globulin mit Siure und Reduktions-
mitteln das Zellfixierungsvermigen und die antikomplementiiren Eigen-
schaften eines Antikérpermolekiils verschieden und zum Teil in ent-
gegengesetztem Sinne beecinflussen (Isliker u. Mitarb. [32]).
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Tabelle 3
Fixiernng von humanem »-Globulin auf menschlichem Lebergewehe; Vergleich mit der
antikomplementiren Aktivitit

y-Glabulin-Priparat Fixierung auf Anti-
Iebergewebe 9%, komplementire
(Mittelwerte!) Aktivitdt®
Cohn-Fraktion II (Lot 68) ................. 23,9 16
inkubjert bei pH 4 ... .. ... ... ... ... .. 355 Pl
inkubiert bei pH 4 mit Pepsin {L: 10 (430) . 18,2 <22
aggregiert bei 637 C. ... .. ... ... ... ... RN 1024
aggregiert bei 637 C und inkubiert ber pH 4 a0 e
Cohn-Traktion IT (Lot 66) ................. 21,5 96
inkubiert mit 0,1 m Mercaptoiithylamin und
alkyliert ... ... 2249 <72

1130 peg I'-markierte j-Globuline wurden mit 100 mg menschlichemn lyophilisiertem
Lebergewebe withrend 5 min bei 37° € inkubiert und 3mal gewaschen (nach Isliker
u. Mitarb. [32]).

! Nach Kabar nnd Mayer [12].

E. Biologische Aktivititen des Komplements am Beispiel
der allergischen Sefortreaktion

InjiZif‘.Tt IMn4aI ME:CIS(‘.h\ﬂ‘.in[:llt:n illtral’!utﬂn r’\,lltikﬁl‘pnr un(l 30 min
spiter intravends das entsprechende Antigen gemischt mit Evans-
Blau, so bildet sich in der Hautstelle eine Reaktion mit erhihter Gefidf3-
permeabilitdt. Diese «passive cutane Anaphylaxie» kann gehemmt wer-
den, wenn zusammen mit dem Antikérper normale -Globuline oder
Papainfragment Fc injiziert wird [35].

Folgender Mechanismus kann der Reaktion zugrunde gelegt werden:
1. Der intracutan injizierte Antikérper wird unspezifisch durch Frag-
ment Fe an das Gewebe fixiert. Dies erscheint wahrscheinlich, da die
passive cutane Anaphvlaxie durch Fragment Fe¢ gehemmt werden kann.
2. Das intravends injizierte Antigen bildet mit dem auf dem Gewebe
fixierten Antikorper einen spezifischen Komplex. 3. Der spezifische Kom-
plex aktiviert Kemplement, welches aber zahlreiche enzymatische
Zwischenreaktionen zur Freisetzung von Histamin fithrt. Dall Komple-
ment an der passiven cutanen Anaphylaxie teilnimmt, konnte direkt
durch Tmmunofluoreszenz nachgewiesen werden [36].

Ishizaka u. Mitarb. bildeten losliche Antigen-Antikérper-Komplexe
in vitro und injizierten sie Meerschweinchen intradermal. Intravends
wurde Evans-Blau verabreicht. Ihe in vitro gebildeten Immunkomplexe
bewirkten eine gleiche Hautreaktion wie die klassische passive cutane
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Anaphylaxie. Diesclbe Reaktion konnte auch hervorgerufen werden,
wenn den Meerschweinchen unspezifische v-Globulin-Aggregate injiziert
wurden, Zwischen der Hautreaktion in vivo und der Komplementfixa-
tion in vitro besteht eine strenge Korrelation. Nur Immunkomplexe,
welche mindestens zwei Antikérpermolekiile enthalten, bewirken eine
Hautreaktion [20, 21, 24].

Ratnoff und Lepow [37] haben die Wirkung gercinigter G'l-Esterase
bei intradermaler Verabreichung untersucht. Sie injizierten Meerschwein-
chen intracutan gereinigte C’'l-Esterase. 15 min spiéiter erhielten die
Tiere Pontaminblau intravenos. An der Injektionsstelle wurde eine Reak-
tion mit erhéhter GefiaBlpermeabilitit sichtbar. Ilie Reaktion konnte
durch den natiirlichen C'1-Esterase-Inhibitor und durch Diisopropyl-
Huorophosphat gechemmt werden. Die positive Reaktion konnte auch
durch intravenése Gaben von Triprolidin — ein Antihistaminicum - un-
terdriickt werden. In vitro ist Triprolidin kein C'l-Esterase-Hemmer.
Dies deutet darauf hin, dal} die G'1-Esterase erst iiber Zwischenstufen
zur Freisetzung von Histamin fithrt. Ben-Ffraim u. Mitarh. [38] zeigten,
daf} die passive cutane Anaphylaxie in mindestens zwei Phasen abliuft.
Mit C'3-deftekten Miusen konnten die Autoren nachweisen, dal} in der
ersten Phase (0’3 nicht notwendig ist. In der zweiten Phase werden alle
Komplementfaktoren gebraucht. Die Dauer der crsten Phase ist ab-
hingig von der Menge des intradermal injizierten Antikorpers.

Den direkten Nachweis der Teilnahme von Komplementfaktoren an
der passiven cutanen Anaphylaxie erbrachten Ward und Cochrane [36].
Mit fluoresceinmarkierten Antikérpern gegen CG'3 konnten sie 3 Std.
nach der intravenésen Verabreichung des Antigens C'3 direkt in den
BlutgefaBBwinden und im Interstitium nachweisen. C'3 war gleich lokali-
siert wie das Antigen (bovines Serumalbumin) und die Antikérper. In
dekomplementierten Kontrolltieren konnte kein C'3 mit der beschrie-
benen Lokalisierung nachgewiesen werden.

Abschlieflend soll die Frage erirtert werden, weshalb so zahlreiche
Faktoren fiir die Sicherstellung der Komplementfunktion notwendig
sind. Die Tatsache, daBl verschiedenste Tierspezien im Verlaufe ihrer
Evolution identische Mechanismen entwickelt haben, zeugt fiir deren
Zweckmalligkeit.

Es mufl vorweggenommen werden, dall die Anspriiche des Organismus
an das Komplementsystem sehr hoch sind: der tierische Organismus ver-
langt, dal} ausschliefflich Fremdzellen oder dann alternde, entartete
kérpereigene Zellen zerstirt werden. Dies ist nur moglich, wenn die als
Antigen wirkende Zelle durch Antikirper markiert wird und damit selbst
die Aktivierung des Komplementsystems in Gang setzt, Lytische Sub-
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stanzen diirfen nur in geringsten Mengen freigesetzt werden, um ecine
Diffusion in gesunde Zellverbiinde zu vermeiden,

Wie im Falle der Blutgerinnung ist die priizise Regelung und Lokali-
sierung eines lebenswichtigen Vorgangs nur méglich, wenn eine Vielzahl
von Faktoren eingreifen, die im richtigen Augenblick eine Teilreaktion
im fordernden oder hemmenden Sinn zu becinflussen vermaogen.

SchlieBlich muf} beriicksichtigt werden, dall das Komplementsystem
nicht nur zur Bildung von Lichern in Membranen fithrt, sondern auch
chemotaktische und opsonisicrende Funktionen ausiibt. Es ist in der
Arthus-Reaktion, Immunadhésion und Immunkonglutination beteiligt.
Um all diesen Funktionen gerecht zu werden, ist es verstiandlich, dal}
das Komplementsystem eine relativ komplexe Struktur aufweisen mul3.
Die neuesten Befunde weisen darauf hin, dal} je nach der zu erfiillenden
Aufgabe alle oder nur ein Teil der Komplementkomponenten in die
Sequenz der Reaktionen cingreifen.

Zusammenfassung

Fs wird eine Ubersicht gegeben diber die physikalisch-chemischen
Eigenschaften des Komplementes und die Sequenz der Fixierung der
bisher bekannten 10 Einzelkomponenten. Anschliellend werden eigene
Resultate {iber die inter- und intramolekularen Voraussetzungen gege-
ben, die zur Fixierung von Komplement an y-Globulin fiihren. Einige
biclogische Eigenschaften des Komplementes werden am Beispiel der
passiven cutanen Anaphylaxie erldutert.

Résumé

Un aper¢u est donné sur les propriétés physico-chimiques du complé-
ment, ainsi que sur la séquence de fixation des 10 composés connus de
ce dernier. Des résultats de notre laboratoire sont donnés sur les réac-
tions inter- et intramoléculaires de la y-globuline qui conduisent a une
fixation du complément. Les propriétés hiologiques du systéme du com-
plément sont illustrées dans le cas de I'anaphylaxie cutanée passive.

Riassunto

Vengono passate in rivista le proprieta fisico-chimiche del comple-
mento, come pure l'ordine di fissazione dei dieci elementi conosciuti
dello stesso. In seguito sono csposti i risultati del nostro laboratorio
concernenti le reazioni inter- e intramolecolari della y-globulina,

468



conducenti ad una fissazione del complemento. Le proprieta biologiche
del sistema del complemento sono illustrate prendendo come esempio il
caso dell’anafilassi cutanea passiva.

Summary

A brief review is given on the physico-chemical properties of com-
plement and the sequence of fixation of its known 10 components. Own
results are exposed on the inter- and intramolecular reactions of y-globu-
lin which initiate complement fixation. Some of the biolegical properties
of the complement system are illustrated in the case of passive cutaneous
anaphylaxis.
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Diskussion:

A. Hissig (Bern): Sind Immunglobuline (Antigen-Antikirper-Komplexe bzw. aggre-
gierte -Globuline) zur Aktivierung von Komplement unerlililich?

H. Fischer (Freiburg i. Br.): Wir haben vor Jahren die Vermutung geduBert, dall
der Komplementschwund bei der Verbrennungskrankheit miiglicherweise nicht nor
durch die Aggregation von $-Globulinen, sondern anch durch Verinderungen anderer
Proteine und der Zelloberfliichen werursacht sein kinne (Zit.: siehe Abschnitt:
« Nicht-immunologisehe C'-Tixierung « im YVortrag am 15, Mosbuacher Kollogquinm 1964,
Springer-Verlag 9, in Yorbereitung), Bewiesen ist diese Vermutung bisher nicht, Miiller-
Eberhard hat jedoch kiirzlich berichtet, daB gereinigtes ('4 nuch Reaktion mit alkti-
vierter C'1-Esterase nuch in Abwesenheit von Immunglobulinen an Erythrocyten an-
gelagert werden kunn, Ob dieser Mechanismus in vive vorkommt, mul} noch untersncht
werden,

H. Isliker an A. Hissig: Unseres Wissens sind nur Immunglobuline befidhigt, Kom-
plement zu aktivieren. Thrombinpriparate, die eben erwiihnt wurden, enthalten éfters
»M-Globuline als Verunreinigung. Miiller-Eberhard hat kiirzlich gezeigt, dali Poly-
iithvlenglykol in Abwesenheit spezifischer Antikérper Komplement aktivieren kann.
Diese Wirkung ist aber wahrscheinlich auf eine Aggregierung unspezifischer y-Globu-
line in unmittelbarer Nihe der Zellmembran zuriickzufiihren.
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