HIGHLIGHTS

Spezifische Bindung von Antikorpern an DNA mit kombinatorischen
Antikorper-Bibliotheken

Michael Famulok * und Dirk Faulhammer

Das Immunsystem eines héherentwickelten Organismus ist
wohl das wirkungsvollste natirliche System zur hochspezfi-
schen Erkennung der unterschiedlichsten Molekiile. Das Anti-
korperrepertoire des Menschen oder der Maus liegt in der
GroBenordnung von 107 bis 10°. Die enorme Zahl von Anti-
korper-Sperzifititen wird durch die Verkniipfung vergleichswei-
se weniger unvollstindiger Gene erreicht (vgl. z.B. Immunglo-
bulin G1, Schema 1). Fiir die variable Region V;; der schweren
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Schema 1. Immunglobulin G1. Die in grau gezeigten Regionen stellen die Fab-
Fragmente dar. Sie setzen sich zusammen aus der variablen Region (Vy) und der
konstanten Region (Cy 1) der schweren Kette sowie der variablen (V;) und konstan-
ten Region (C;) der leichten Kette. Das Antigen wird iiberwiegend an die kom-
plementarititsbestimmenden Regionen (complementarity-determining regions,
CDRs) innerhalb der Vi;- und V;-Bereiche gebunden.

Kette koénnen etwa 100 Vy-Gene mit 30 Diversity-Genen
(D-Genen) und 6 Joining-Genen (J-Genen) zu etwa 18000
unterschiedlichen kompletten Vy-Ketten verkniipft werden.
Durch Ungenauigkeiten bei der Genverknilipfung und enzy-
matische Nachbehandlung erhdht sich diese Zahl um drei
Zehnerpotenzen. Die variable Region V; der leichten Kette
kommt durch die Verkniipfung von 100 V,-Genen mit 5 J-Ge-
nen zustande. Eine Antigen-Bindungsstelle setzt sich aus einer
V.- und einer V-Kette zusammen, deren zufillige Zusammenla-
gerung die Zahl der méglichen Kombinationen auf ca. 10*!
erhoht. Somatische Mutationen in diesen Genbereichen kénnen
die Zahl der Antikdrper-Spezifitdten noch einmal um mehrere
GrodBenordnungen steigern. Diese Vielfalt wird vom Organis-
mus aber bei weitem nicht ausgeschopft. Das tatsdchlich vor-
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handene Repertoire reicht aus, um gegen eine immense Zahl
moglicher Antigene spezifische Antikdrper bilden zu konnen
und dadurch einen Organismus wirkungsvoll gegen fiir ihn
schidliche Substanzen oder Krankheitserreger zu schiitzen.

Dieser naturliche ProzeB hat allerdings Grenzen; sie zu iiber-
winden wire in vielerlei Hinsicht von groBer Bedeutung fiir eine
noch umfassendere technische, therapeutische oder diagnosti-
sche Anwendung der Antikdrpertechnik. So ist die Herstellung
von Antikorpern gegen Nucleinsduren, wie Doppelstrang-DNA
(dsDNA) oder RNA, durch klassische Immunisierung von Tie-
ren meistens erfolglos, da Nucleinsduren in der Regel nur eine
schwache Immunantwort hervorrufen. Auch die Bildung kata-
lytischer Antikérper durch Immunisierung mit Ubergangszu-
standanaloga (transition state analogues, TSAs) hat nicht im-
mer zu Ergebnissen gefiihrt, die man sich fiir einen wirkungs-
vollen Katalysator gewlinscht hiitte. Hinzu kommt, daB nur
einige der Antikdrper, die man aus TSA-immunisierten Tieren
isolieren kann, das Antigen auch tatsichlich binden. Von den
erhaltenen Bindern sind wiederum nur wenige katalytisch aktiv.
Daher wird seit einiger Zeit versucht, Antikérper zu synthetisie-
ren und dabei den natirlichen ProzeB nicht nur zu kopieren,
sondern sogar zu verbessern!!!. Das Ziel dabei ist, eine Antikor-
per-Bibliothek mit einer enormen Zahl an Bindungsspezifitdten
einzusetzen, ohne dabei auf die Immunisierung von Tieren oder
den Binsatz eukaryotischer Zellen angewiesen zu sein. Daf} diese
Bemiihungen sehr vielversprechend sind, zeigt eine aktuelle Pu-
blikation von Barbas et al., in der iiber die spezifische Erken-
nung von Doppelstrang-DNA durch halbsynthetische Antikor-
per berichtet wird[?1.

Wie 146t sich dieser von der Natur vorgegebene kombinatori-
sche ProzeB der Antikérperbildung im Labor kopieren und er-
folgreich zur Selektion von Antikérpern mit neuen Funktionali-
titen einsetzen? Wie werden vor allem die selektierten
funktionellen Molekiile genetisch zuriickverfolgt und amplifi-
ziert?

Entscheidend fiir eine hohe Antikdrperdiversitit in vitro ist
zum einen die Mdglichkeit, Antigen-bindende Fragmente im
Bakterium Escherichia coli zu exprimieren®l. Antigen-bindende
Fragmente (Fab) sind Heterodimere, die sich aus einer leichten
Kette und einem Fragment einer schweren Kette zusammenset-
zen. Zum anderen ist die Amplifikation von V- und V;-Genen
durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)¥! wichtig. Da-
durch konnten Bibliotheken aus der genomischen cDNA Anti-
korper-produzierender Zellen (Knochenmark, Milz, Blutzellen)
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einfach zusammengestellt und halbsynthetisch hergestellte Anti-
korper-Gene verwendet werden, bei denen ein Teil einer kom-
plementaritdtsbestimmenden Region (complementarity-deter-
mining region, CDR) durch ein randomisiertes Oligonucleotid
ersetzt war. SchlieBlich muBte noch ein Gen-Vehikel — ein Vek-
tor — gefunden werden, das geeignet war, eine moglichst grofe
Zahl von Antikérper-Genen zu klonieren und die entsprechen-
den Proteine in den fremden Zellen zu vermehren. Dazu wurde
ein Bakterienvirus (Phage) verwendet, der die Gene fiir Frag-
mente der schweren und leichten Kette enthélt sowie spezifisch
und mit hoher Effizienz Bakterien infizieren kann!!. Phagen
haben dariber hinaus den Vorteil, da3 auf ihrer Oberfliche
beliebige Peptide exprimiert werden kénnen, wic Smith bereits
1985 feststellte!®). Dazu wird die das Peptid codierende DNA so
in den Phagenvektor kloniert, daf3 das resultierende Peptid mit
der N- oder der C-terminalen Region des Gen-III-Proteins des
Phagen fusioniert ist. Dieses Gen-I1I-Protein (cpIII) ist fiir dic
Bindung des Phagen an das Bakterium erforderlich und wird an
seiner Oberfliche zu etwa vier Kopien pro Virion exprimiert.
Das gleiche Fusionsprizip lie} sich auf die Antikérper-Gene
anwenden!”!. Fiir die Konstruktion der Antikérper-Bibliothek
wurde ein Klonierungsvektor (fdCAT1) verwendet, durch den
die schwere Kette durch die cpIlI-Fusion mit der inneren Mem-
bran des Bakteriums verankert und die leichte Kette in den
Periplasmaraum, den Raum zwischen der inneren und dufleren
Membran des Bakteriums, ausgeschleust wurde. Die beiden
Ketten konnten sich dann auf der Membran zum kompletten
Antikérper zusammensetzen. So konnte die genetische mit der
Strukturinformation verbunden werden: Die Phagen enthielten
im Inneren die Gene fir die Antikdrper und exprimierten diese
auf ihrer AuBenseite, so daf} sie mit ithrem Antigen in Losung
wechselwirken konnten. Damit wurde es auch mdglich, die Pha-
gen durch Bindung an immobilisierte Antigene z.B. affinitits-
chromatographisch zu selektieren. Mit den selektierten Phagen
konnten dann erneut Bakterien infiziert werden und der Selek-
tionsprozel} so lange wiederholt werden, bis die funktionellen
Fab-Fragmente maximal angereichert waren.

Diese Methode hatte allerdings zwei Nachteile: Fiir einen
Eintritt in das Bakterium bendtigt der Phage das Protein cpIIl
auf seiner Oberfliche. Nach der direkten Klonierung der Anti-
korper-Gene in den Phagen enthielten aber alle vier auf der
,.Spitze* des Virions exprimierten cplIl-Molekiile jeweils ein
Fab-Fragment, wodurch die Infektiositit des Phagen drastisch
verringert wurde. AuBerdem verstdrkten die vier Fab-Fragmen-
te auf dem Phagenende die Bindungskapazitit; schwache Bin-
der konnten so durch Chelatisierung niedrige Dissoziationskon-
stanten vortduschen.

Dieses Problem wurde mit einem speziellen Klonierungsvek-
tor fiir die Antikorper-Bibliothek, einem Phagemid mit der Be-
zeichnung pComb3, in Kombination mit einem Helferphagen
umgangen (Schema 2). Ein Phagemid ist ein Hybrid aus einem
Phagen und einem Plasmid, der sich aus Teilen der Einzelstrang-
DNA von Phagen und Doppelstrang-DINA-Plasmid-Anteilen
zusammensetzt. Phagemide werden in einer Wirtzelle wie Dop-
pelstrang-Plasmide vermehrt. Wenn die Zellen gleichzeitig mit
dem Helferphagen (M13) infiziert werden, bewirkt dieser die
Exprimierung der fiir die Verpackung von Phagenpartikeln, also
auch fiir die des Phagemids, benétigten Proteine; in diesem Fall
konnen die Phagemide wie Einzelstrang-DNA-Phagen ver-
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mehrt werden. Neben den Hiillproteinen entstehen cplIls und
Fab-cpIll-Fusionsproteine, deren Gene in der DNA des Helfer-
phagen bzw. im Phagemid enthalten sind. Wurde die DNA des
Helferphagen gezielt mutiert, kommt es zur bevorzugten Ver-
packung der Phagemid-DNA. Wenn der zusammengesetzte
Phage aus der Zelle ausgeschleust wird, wird seine Oberfliche
mit drei cpllls und einem Fab-cpllI-Fusionsprotein versehen.
Der ausschleusende Phage enthilt somit die genetische Infor-
mation fiir die Antikdrper-Gene in Form der Einzelstrang-
Kopie der Phagemid-DNA sowie ein Fab- und die zur Infektion
nétigen cplll-Molekiile an seiner Oberfliache. Von jedem Pha-
gen — und damit auch von jedem Satz von Antikdrper-Genen
mit den entsprechenden Fab-Fragmenten — entstehen so etwa
10° Kopien.

E.-coli-Zelle

~

Phagemid

Hc-Gen__cpIll-Gen
ESS
Transformation
Phagemid Lc-Gen

Phagemid-
. Einzelstrang-
Ausschleusen DNA e
Phagen-
DNA
000
— = Fab-cplll O— =cplll

Schema 2. Phagemid-rescue (Phagemid-Regenerierung) der Phagemid-DNA durch
Helferphagen. Das Phugemid enthiilt die Gene fiir die leichte Kette (Ec) und fir das
Fusionsprotein aus cplll und der schweren Kette (Hc) des Fab-Fragmentes. Nach
Transformation in die E.-coli-Zelle wird das Fab-cplII-Fusionsprotein (Fab-cpIIl)
im Periplasmaraum exprimiert (vgl. Text). Der Helferphage exprimiert alle Protei-
ne, die fir den Aufbau von Viruspartikeln bendtigt werden, einschlieBlich cpIIl. Da
das Phagemid Phagen-Verpackungssignale tragt, wird auch diescs DNA als Einzel-
strang in Phagen-Partikel verpackt.

Der Selektionsschritt, auch ,,Panning* genannt, ist in Sche-
ma 3 skizziert. Der gesamte Pool an etwa 10!2 (105 Kopien x 107
unterschiedliche Phagen der Bibliothek) Fab enthaltenden Pha-
gen wird mit dem an einer Kunststoffoberfldche immobilisierten
Antigen inkubiert. Die nicht bindenden Phagen werden wegge-
waschen und die so etwa 100fach angereicherten spezifisch bin-
denden Phagen eluiert, z.B. durch Affinititselution mit dem
Antigen oder durch Erniedrigung des pH-Wertes. Mit den aus
dem Eluat isolierten Phagen werden dann erneut Bakterienzel-
len infiziert, so dafl die Phagemid-DNA wihrend des Zellwach-
stums amplifiziert werden kann. Diese wird dann durch In-
fektion mit den Helferphagen verpackt und das Fab, wie
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beschrieben, an der Oberfliache des neuen ausgeschleusten Pha-
gen exprimiert. Diese Schritte werden wiederholt, bis der grofBte
Teil der Phagen des so angereicherten Fab-Phagen-Pools an das
Antigen bindet. Die DNA dieser spezifisch bindenden Fab-Pha-
gen wird anschlieBend isoliert, das cpIIl-Gen durch Restrik-
tionsenzyme entfernt und das Phagemid durch Ligation wieder-
hergestellt. Mit diesem Phagemid werden wieder Bakterien-
zellen infiziert, die aber nun, da das ¢pIIl-Gen fehlt, das unfu-
sionierte Fab-Fragment in 16slicher Form in den Zellen expri-
mieren. Der Bakterien-Zellextrakt enthilt also die freien Fab-
Fragmente, deren jeweilige Bindung an das Antigen nun gepriift
werden kann.

Phagen-Bibliothek

I

Kunststoffoberfliche mit

immobilisiertem Antigen
h
Elution
Ausschleusen spezifischer
der Fab-Phagen bindender
Fab-Phagen
unspezifische
Fab-Phagen
Infektion ﬂﬂ\ﬂ
Helferphagen
E.-coli-Zelle
Fab-Expression
in Lésung
3— = Fab-cplll n (\(\ 5
— = cplll o N

Schema 3. Panning-ProzeB zur Selektion Antigen-spezifischer Fab-Fragmente
(Erliuterungen siehe Text).

Barbas et al. gingen bei der Isolierung spezifisch DNA-bin-
dender Antikorper von drei Antikorper-Bibliotheken aus, die
durch Randomisierung bestimmter Bereiche der Vy-Kette her-
gestellt worden waren und jeweils aus etwa 10® individuellen
Molekiilen bestanden!?!. Dabei wurden bei der ersten Biblio-
thek 10, bei den anderen beiden 16 Aminosiduren der CDR3 der
schweren Kette randomisiert. Diese Region des Antikorper-
Molekiils trigt generell am stirksten zur Antigen-Erkennung
bei, da sie die variabelste der drei CDRs ist. Fiir die ersten
beiden Bibliotheken wurde die V, -Region konstant gehalten, fiir
die dritte auch hier ein kurzer Teil randomisiert. Zum Panning
wurde dsDNA aus humaner Plazenta auf einer Kunststoffober-
fliche immobilisiert. Nach vier Panning-Cyclen wurden indivi-
duelle Fab-Fragmente mit dem Enzym-gekoppelten Immunoas-
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say (ELISA) auf thr Bindungsverhalten an DNA gepruft. Zwei
Fab-Fragmente (SD1 und SD2) gaben ein deutlich positives
Signal. Beide an immobilisierte DNA gebundene Fab-Fragmen-
te konnten mit einer nur 10~ ° M Lésung von dsDNA eluiert
werden, was auf eine hohe Affinitit mit einer Dissoziationskon-
stante zwischen 10 und 100 nM deutet. Der Antikérper SD1
bevorzugte zur Bindung eindeutig G-C-reiche Regionen: Bei
steigenden Konzentrationen inhibierten poly(dG) - poly(dC)
und poly(dG-dC) - poly(dG-dC) seine Bindung an die DNA,
nicht aber poly(dA) - poly(dT) oder poly(dA-dT) - poly-
(dA-dT).

Die von Barbas et al. selektierten Antikdrper erfiillen noch
nicht die Anspriiche fiir eine technische oder medizinische An-
wendung. Dazu mii3ten sie mit deutlich héherer Sequenzspezifi-
tdt binden. Die Fab-Fragmente sind aber mit ihrer Préferenz fiir
G-C-reiche Regionen die Basis fiir eine neue Klasse sequenzspe-
zifisch DNA-bindender Molekule. Dies wird deutlich, wenn
man die 16mer V-Region von SD1 mit der 10mer V,-Region
von SD2 vergleicht. Die Aminosduresequenzen der beiden ur-
spriinglich randomisierten Regionen dhneln sich betrichtlich.

SD1: Gly-Arg-Ala-Tyr-Gly-Gly-Asn-Gly-Leu-Lys-Met-Met-Ser-Leu- Asp-Asn

SD2: Gly-Arg-Gly-Trp-Ser-Gly Ser-Leu-Asp-Tle

SD1 enthilt allerdings sechs weitere Aminosduren. Da dies der
wesentlichste Unterschied zwischen den beiden Fab-Fragmen-
ten ist, nimmt man an, daf} dieser Aminosiure-Einschub fiir die
G-C-Priiferenz von SD1 ausschlaggebend ist. Es wird unter-
sucht, ob Verdnderungen in dieser Region einen Einfluf} auf die
Sequenzspezifitdt der Antikérper haben.

Fiir die Erkennung bestimmter DNA-Sequenzen malge-
schneiderte Antikorper kénunten vielfdltig genutzt werden: So
konnten sie fur Genom-Kartierungen eingesetzt werden, indem
sie bestimmte Sequenzbereiche blockieren und dadurch die ent-
sprechende Stelle auf der DNA fiir andere Enzyme unzuging-
lich machen. Synthetische DNA-bindende Fab-Fragmente
konnten in die Kontrolle der Expression bestimmter Gene ein-
greifen, was in vielerlei Hinsicht therapeutische Anwendung fin-
den sollte. In der Gendiagnostik konnten sequenzspezifische
Antikorper bestimmte DNA-Sequenzen identifizieren. Dies
sind einige der moglichen Anwendungen. Wichtig ist die im
Prinzip unlimitierte Anwendungsbreite der hier beschriebenen
Methode, sei es fiir die Herstellung synthetischer Biokatalysato-
ren oder fiir die Neutralisierung von Viren oder Toxinen. Eine
der wichtigsten Zukunftsperspektiven diirfte die Selektion und
die Verbesserung katalytischer Antikorper sein. Erste Erfolge
gibt es bereits'®- ). So konnten Chen et al. kiirzlich eine Anti-
korper-Bibliothek aus TSA-Hapten-immunisierten Méusen in
Phagen iibertragen'®’. Aus dicer Phagen-Bibliothek wurden
Klone isoliert, die an das Hapten banden und zum Teil kataly-
tisch aktiv waren. Dies war der Beweis fiir die prinzipielle An-
wendbarkeit kombinatorischer Fab-Bibliotheken fiir die Bil-
dung katalytischer Antikorper.

Esist zu erwarten, daB bald ein Arsenal von Antikdrperketten
mit unterschiedlichen Bindungsmotiven zur Verfiigung stehen
wird. Die entsprechenden Gene kénnten nach dem Baukasten-
prinzip zum gezielten Aufbau von Designer-Antikérpern ge-
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nutzt werden. Eine weitere Moglichkeit ist die Selektion von
Antikorpern, die selbst unter exotisch anmutenden Bedingun-
gen, z.B. in Gegenwart organischer Lésungsmittel oder toxi-
scher Substanzen, funktionieren kdénnten.
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Anorganische Synthesechemie von und mit Hochtemperaturspezies
am Beispiel subvalenter Aluminiumhalogenide

Jorg J. Schneider *

Durch die Pionicrarbeiten von P.L. Timms vor nunmehr
20 Jahren wurde zum ersten Mal das Synthesepotential subva-
lenter, d. h. unterhalb der maximalen Gruppenwertigkeit liegen-
der Verbindungen EX,, insbesondere der dritten und vierten
Hauptgruppe und hier speziell mit E = B und Si, erschlossen!!
(Schema 1). Zur Erzeugung und weiteren Umsetzung dieser
Teilchen mit geeigneten Reaktionspartnern wurde eine Reihe
spezieller Arbeitstechniken entwickelt, insbesondere auch, um
solche Hochtemperatur(HT)-Spezies im Labormafstab in pra-
parativen Mengen handhabbar zu machen ! 2!, Mittlerweile ist
eine Vielzahl derartiger Molekille experimentell zugénglich (Ta-
belle 1). Zur Synthese bedient man sich zumeist Dis- und Kom-
proportionierungsreaktionen (Schema 2). In allen Fillen ist da-
bei als zweiter Schritt nach der eigentlichen Synthese bei meist
hoher Temperatur das Abfangen bei tiefer Temperatur, z.B. bei

Tabelle 1. Einige ausgewihlte Beispiele praparativ zuginglicher, subvalenter HT-
Speczies von Hauptgruppenelementen [2b].

BF Cs

BCl1 CF,

BC, CBr,

B 202

AlCl Sio P,

AlF Si8 PF
SiC PN
SiF, PF,
SiCl,

2B, + BF3——»
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A BoFs _ BsFs
——— (Zersetzung obarhalb -40°C)
BgF12

1800°C -186°C(L

3BF
102 Torr (90%)

{groBtenteils stabil bei 20°C)

H3CC=CCH,

(stabil bei 20°C)
BCl; o
——2 SiCl3BCl, + SiClzSiCI,BCly

1350" -196°C |PCI
Sig + SiCly 2%, asicl, ~196CTY5,, gicipC,

102 Torr

HC= //\
——»C CH ClSi SiCl,
SN/

{instabil oberhaib -20°C)

HaCHC=CH
(8 " 20 ClbSi SiCl
(stabit auch bei T » 20°'C)

Schema 1. Ausgewihlte Cokondensationsreaktionen der subvalenten HT-Spezies
BF (A) und SiCl, (B) mit organischen und anorganischen Verbindungen bei
—196°C.

—196°C, notwendig, um die auBerordentliche Reaktivitit die-
ser Molekiile ,,zu bindigen®. So weisen die Zentralatome aller
in Tabelle 1 vorgestellten HT-Molekiile Koordinationszahlen
auf, die weit unterhalb ihrer maximalen Koordinationszahl lie-
gen, was ihre hohe Reaktivitit begriindet. Die schonende Um-
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- (BFZ)SB L (L= PF3, PC|3, PH3, ASHS, S(CH3)2)





