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Weitere Untersuchungen an e inem kristallisierten humanen 
Immunglobulin von monoklonalem Ursprung* 

V o n  

W. H. Palm 
Aus dem Ins t i tu t  ffir medizinische Biochemie der Universit/~t Graz, 

0sterreich 

Mit 2 Abbildungen 

(Eingegangen am 31. Juli 1972). 

~Further Studies o] a Crystalline Human Immunoglobulin 
of Monoclonal Origin 

An immunoglobulin ("Gee"), previously believed to be 
homogeneous, was resolved into five bands by  disc electro- 
phoresis. Preparat ive  isolation of the five fractions is described, 
and possible causes of heterogeneity discussed. I t  is shown 
tha t  a maj or fraction could be crystallized; the crystals were not  
suitable for a single-crystal X-ray  structural  study.  

Ein bislang fiir einheitlich gehaltenes Immunglobulin 
(,,Gee") wurde mittels der Disk-Elektrophorese in fiinf Banden 
aufgetrennt. Die praparat ive  Isolierung der fiinf Frakt ionen 
durch die Methode der Elektrofokussierung wird beschrieben 
und die mSglichen Ursachen der I-Ieterogenit~t werden diskutiert.  
Es wird gezeigt, dal3 eine I-Iauptfraktion kristallisiert werden 
konnte;  die Kristalle waren ffir eine l~Sntgenfeinstruktur- 
untersuchung am Einzelkristall  nicht geeignet. 

E i i ~ l e i t u l l g  

MoaoldonMe I m m u n g l o b u l i n e ,  die bekannt l i eh  ye l l  einer einzigen 
Zellpopula~ioi1 syn the t i s i e r t  werdell,  besi tzel l  eine eillhei~liche Amino-  
s~turesequenz ill dell  je zwei ident ischel l  , , leichtell" ul ld , sehwerel l"  
Polypep t idke t t e l l ,  aus dellell  sie au fgebau t  s ind 1. Diese Prote i l le  b ie ten  
Ms Model lsubs tanz  die M6gliehkeit  fiir verschiedene Studiel l ,  wellll  es 
gelillgt, sie aus dem Gemisch Mler vorhal ldel le l l  Immunglobul i l l e  abzu- 
trel l l len.  I m  vorl iegel ldel l  Fa l l  koll l l te  das  Prote i l l  aus dem Serum des 
Pa t i en t en  kr is tMlin isol ier t  werderl  ~. 

Das mehrfaeh  gereinigte  Prote i l l  wurde  verschiedenell  KristMli-  
sa t ionsbedingungen  unterworfen ;  die dabe i  k o n s t a n t  auf t re tende  

* I-Ierrn Univ.-Prof. Dr. teehn. Dipl.-Ing. Otto Kratky zum 70. Geburts- 
tag gewidmet. 
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sph/~rolithisehe Kr i s t a l l fo rm lieg jedoch vermnten ,  dab  das  Pro te in  n ieh t  
einhei t l ieh war,  obwohl  es phys ikoehemiseh  alle Kr i t e r i en  von I Iomo-  
geni tg t  aufwies 2. 

Devon  ausgehend,  konn te  in wei terer  Folge  des  P ro te in  un te r  
be s t immten  Versuehsbedingungen in der  B loek-Po lyaery lamide lek t ro -  
phorese in drei  Banden  aufge t rennt  werden ~. 

Mit  Hilfe der  Disk-Elek t rophorese  lieB sieh sehlieglieh des  Mater ia l  
in fiinf Banden  t rennen.  Darauf  wurele versueht ,  kr is ta l l i s ierbare  Mengen 
der  einzelnen F r a k t i o a e n  durch isoelektrisehe Fokuss ie rung  zu isolieren, 
u m  Einzelkr is ta l le  zu pr&parieren, die Sieh fiir eine g6n tgen fe in s t ruk tu r -  
analyse  eignen wiirden. 

Derar t ige  lVfessungen sind yon  groBer Bedeu tung  fl i t  die S t ruk tu r -  
aufkls  des Immunglobul inmolek i i l s  4 un4  dessen Unte re inhe i t en  5-v 
sowie wetters  f l i t  des  Verst/~ndnis des molekularen  Meehanismus der 
A n t i g e n - - A n t i k 6 r p e r r e a k t i o n .  

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

1. I s o l i e r u n g  u n d  R e i n i g u n g  

Die Isolierung und I~einigung des Proteins ,,Gee" ist bereits eingehend 
beschrieben vr 2; es sollen hier nur die ffir die vorliegende Arbeit  wesent- 
lichen Punkte  hervorgehoben werden. ])as aus dem Serum des Pat ienten 
isolierte Protein wurde fiber Digthylamino/i thyl (DEA E)-Cellulose ehromato- 
graphisch nachgereinigb. Die S/~ule yon 40 em L/~nge und 2,5 cm Durehmesser 
war mit  Wha tman  De 32-Cellulose geffillt. Das System war mit  dem Lauf- 
mittel ,  0,01m-Tris und 0,1m-NaC1, /~quilibriert. Insgesamt wurden auf diese 
Weise 2500 mg Protein ehromatographiert  und als jeweils symmetrischer, 
einzelner peak ohne Nebenfraktionen eluiert, in Viskingmembranen gegen 
eine 0,15m-NaC1-LSsung konzontriert  und giefgefroren. 

Die ehemisehe 2 und serologisehe 3 Typisierung des Proteins als Immun-  
globulin IgG (u 1 ; Gm f+ a-)  is~ bereits besehrieben worden. 

2. K o n z  e n t r a t i o n s b e s t i m m u n g  

Die Bestimmung der Konzentrat ion der Proteinl6sungen basierte auf 
UV-Messungen bet 280 nm under Verwendung der bet normalem gepooltem 
humanem Immunglobul in  gefundenen UV-Absorption (E mg -1 ml-1). 

3. Bestimmung des Molekulargewichtes 

Die Bereehnung des Molekulargewichtes (178 000) erfolgte mittels der 
Gleichung yon Svedberg s auf Grund der in einer analytisehen Ultrazentrifuge 
(Typ Phywe U 50 L) gefundenen Werte ffir die Sedimenta~ionskonstante 
$20 = 7,1 �9 10 -13 see und die in einer Diffusionszelle (Mel~zelle an die Optik 
der obigen analytisehen Ultrazentrifuge angeschlossen) gemessene Diffusions- 
konstani~e yon D20 = 3,8. i0 -7 em~/sec. Alle Messungen waren auf die 
Konzentra~ion null extrapoliert. 
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4. D i s k - E l e k t r o p h o r e s e  

Fi ir  die Disk-Elektrophorese wurden OlAsr6hrehen yon 6 em Lgnge und 
6 r a m  Durehmesser verwendet;  das Trggermaterial  war 7,5proz. (g/v) 
Polyaerylamidgel  (Fa. Serva, Heidelberg) in einem 0,02m-Tris--Glyein- 
Puffer yon pI-I 8,3. Die Stroms~arke wurde w/~hrend der Laufzeit  (2 Stdn.) 
auf 14 mA konstant  gehalten, naeh beendetem Versueh wurden die Protein- 

+ 

Abb. 1. Dise-Elektrophorese des Immunglobulins ,,Gee" (ganz links) und der 
dutch Elektrofokussierung erhalgenen Frakt ionen 1 bis 5. Exper.  Details 
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Abb. 2. Elut ionsdiagramm des Immunglobulins ,,Gee" nach beendeter 
prgparat iver  Elektrofokussierung 

banden mit  Amidosehwarz 10 B siehtbar gemaeht. Abb. 1 ,,Gee" zeigt die 
Auftrennnng des Proteins in f/inf Banden. 

5. P r / ~ p a r a t i v e  E l e k t r o f o k u s s i e r u n g  

FCir die Durehfiihrung der prgparat iven Elektrofokussierung wurde die 
Appara tu r  der Fa.  LKB,  Sehweden, Typ 8102 verwendet. Das Tr/iger- 
mater ial  fiir die Auftrermung war Ampholine vom pl-I-Bereieh 7--10 (Fa. 
LKB,  Sehweden); die L6sung war lproz. (g/v) an Glyein, Die ebenfalls 1% 
(g/v) Glyein enthaltende Proteinl6sung wnrde mit  der Ampholine-LSsung 
geringerer Diehte vermiseht ; die Menge Protein pro Auftrennung win" 45 rag. 

Naeh Aufbau des Saeeharose-Diehtegradienten in der Appara tu r  wurde 
die Auftrennung gestartet .  Die Startbedingungen waren 300 V bei 11 mA, 
die K~hlung erfolgte dureh flieBendes Leitungswasser. Das Ende der Wande- 
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rung der aufzutrermenden Komponenten wurde durch Erreichen eines 
konstanten Mi]liamperewertes angezeigt: im vor]iegenden ~'a]l waren dies 
2 mA nach 65--70 Stdn. Laufzeit. 

Danach wurde die LSsung durch eine Durchflu~zelle mit  angesch]ossenem 
Schreiber geleitet (System Uvicord I, Fa.  LKB, Sehweden) und in Frak-  
t ionen zu je 2 ml eluiert. Das yore Schreiber aufgezeichnete Elutionsdia- 
gramm ist in Abb. 2 wiedergegeben. 

6. B e s t i m m u n g  d e r  i s o e l e k t r i s c h e n  P u n k t e  d e r  e i n z e l n e n  
K0mponenten 

Die Messung der isoel~ktrischen Punkte erfolgte aul einem pH-Meter 
(Fa. Metrohm, IIbrisau, SehwelZ, TypE 300 B) mit gedehnter Skala. Zur 
Messung selbst wurde das Eluat mit der hSchsten Extinktion in jeder der 
fiinf Fraktionen verwendet. 

7. A u f a r b e i t u n g  d e r  i s o ] i e r t e n  F r a k t i o n e n  

Die laut  Elut ionsdiagramm (Abb. 2) gefundenen ffinf Frakt ionen wurden, 
wie aus der Abbildung ersichtlich, gesammelt und mittels Druckdialyse in 
Viskingsehlauchen so lange gegen 0,2m-Acetatpuffer, pI-I 4,7, dialysiert,  bis 
keine Saceh~rose mehr im Dialysat  naehweisbar war. AnsehlieBend wurden 
die einzelnen Dialysate tiefgefroren. 

Die I{onzentrationsbestimmung der einzelnen Frakt ionen erfo]gte wie 
unter  2. besehrieben. 

Die Reinheitsprfifung mittels Disk-Elektrophorese wurde wie unter  4. 
beschrieben durchgef~hrt und ist zum Vergleieh zusammen mi t  dem Aus- 
gangsmaterial  in Abb. 1, Fr.  1--5, wiedergegeben. 

8. V e r s u c h e  z u r  K r i s t a l l i s a t i o n  d e r  a u f g e t r e n n t e n  
K o m p o n e n t e n  

l~aeh d e r  Methode der Gleichgewichtsdia]yse wurden die Protein- 
fraktionen auf ihre Krista]]isierbarkeit getestet. Wie bereits beschrieben a, 
kamen hiefflr LSsungen yon Ammoniumsulfat ,  i~atriumsulfat,  Magnesium- 
sulfat, Dinatr iumhydrogenphosphat ,  Natr ium-dihydrogenphosphat  und 
l~atriurnehlorid unterschiedlicher Ionenstgrke zur Verwendung. 

D i s k u s s i o n  

Die Kr i s ta l l i sa t ion  eines gesamten  einhei t l ichen Immung lobu l ins  
bzw. die Kr i s ta l l i sa t ion  yon dessen def inier ten Unte re inhe i t en  wiirde es 
ges ta t ten ,  die a tomare  S t r u k t u r  dieses Molekfils aufzukl/iren, wenn dus 
Kr i s t a l lma te r i a l  den Unte rsuchungsbed ingungen  entspr icht .  D a m i t  w/ire 
ein en tsche idender  Sehr i t t  zur  Au~kl~rung .des lV[eehanismus einer 
Ant igen  An t ikSrpe r reak t ion  getan.  

Da  des  beschriebene Immung lobu l in  bis lang t ro tz  verschiedenster  
Versuchsbedingungem nicht  in einer F o r m  kr is ta l l i s ier t  werden konnte ,  
wie sie fiir eine RSntgenfe ins t ruk tu run te r suchung  an einem Einzel-  
kr is ta l l  erforderl ich ist, wurde  mi t te l s  der  oben beschr iebenen Methode  
der  prs Elekt rofokuss ie rung versucht ,  mSglichst  reine Einzel-  
f rak t ionen  des Pro te ins  in einer Menge darzustel ten,  die es er laubt ,  die 
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Versuchsbedingungen zum Wachstum v0n EinzelkristMlen zu ermitteln. 
Wie aus Abb. 1 ersehen werden kann, war eine vSllige Auftrennung in die 
einzelnen fiinf Fraktionen nieh~ mSglich; aUe Fraktioaen enthalten 
Anteile der beaachbarten Komponenten. Dennoeh war eine deut]iehe 
Anreicherung in einzelne I-Iauptfraktionen mSglich; dies gilt besonders 
iiir die Fraktion 1. 

Die Untersuehungen der einzelnen Komponenten in der analytischen 
Ultrazentrifnge ergaben iibereinstimmende Daten; es konnte kein 
voneinander abweichendes Verhalten beobachtet werden. 

Da der monoklonale Ursprnng des Proteins eindeutig festgestellt 
werdeu konnte 3 kann die Mikroheterogeniti~t auch nieht dutch ver- 
sehiedene Aminos~ureaustausche in den Po]ypeptidkettea erkls wer- 
den; der Kohlehydratanteil  am Molekfi] war eben~alls nicht merklich 
versehieden gegeniiber normalem, gepooltem Human-%'-Gl0bulin 3. 
Allerdings kSnnte die Anzahl und Reihenfolge der Monosaccharide, die 
aueinandergekntipft den Gesamtkohlehydratanteil ausmachen, in den 
einzelnen Proteinkomponen~en verschiedell sein. 

Die Frage, ob Andernngen der Terti~rstruktur die verschiedene 
Ladung der einzelneu fiinf Komponeten bedingt, kann bier nicht ent- 
schieden werden. Erst die Kenntnis der detaillierten atomaren Struktur 
ggbe uns die M6gliehkeit zu entscheiden, ob das Immunglobulinmolekiil 
die Fi~higkeit besitzt, strukture]l festgelegte Untereinheiten defiaiert, 
abet gleichbleibend zu ver~ndern. 

Versuche zur Xristallisation der einzelnen Fraktionen ergaben, dag 
unter den gew~iMten Bedingnngen nnr die Fraktion 1 kristallisiert werden 
konnte. Diese Fraktion kristallisierte unter denselbe11 Bediugungen wie 
das unaufgetrennte Gesamtprotein, d. h. bei einer Proteinkonzentration 
you 0,2 - -  1,5% (g/v) in Gegenwart yon 90/0 (g/v) Ammoninmsulfat und 
bei einer Temperatur von 8--10 ~ 

Leider ergab die Kristallisatiou dieser hochgereinigteu Fraktioa 1 
dieselben, aus kleinen PIi~ttchen aufgebauten Sph~rolithe, wie sie bei 
weniger diffiziler Reiniguug schon erhalten wurden 3 und die eiae 
l~Sntgenstrukturanalyse am Eiakristall bislang nicht gestatteten. 
Experimente, die darauf hinzielen, die Kristallform zu ver~indern, sind 
Gegenstand nun laufender Untersuchuugen. 

Ich danke I-Ierrn Prof. Dr. A.  Holasek ffir sein Interesse und die 
Unterstiitzung dieser Arbeit sowie I terrn G. Radspieler fiir seine tech- 
nische Assistenz. 
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