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Das Immunsystem der Vertebraten kann zwischen korpereigenen und fremden Strukturen
unterscheiden und reagiert auf die Anwesenheit infektiGser Organismen durch eine
Immunantwort, die durch zwel verschiedene Abwehrmechanismen zustande kommt: die
angeborene und die adaptive Immunitét. Die Zellen des angeborenen Immunsystems erkennen
Infektionserreger vergleichsweise unspezifisch. Diese Immunantwort setzt wenige Stunden
nach dem Beginn der Infektion ein und ist in den ersten Tagen der einzige Schutz. Bei
andauernder Infektion wird der Abwehrmechanismus der adaptiven Immunitét ausgelot,
wobei die daran betelligten Zelen an bestimmte Molekilkonformationen (Epitope) der
Pathogene binden. Dieses kann nur durch einen flexiblen Anpassungmechanismus gewahrle stet
werden.

Die adaptive Immunitdt wird dabei durch zwel Lymphozytenfamilien vermittelt: die B- und die
T-Zellen. Die B-Lymphozyten sind fir das Zustandekommen der humoralen Immunantwort
zustandig: sie spuren im interzelluldren Medium lebende Pathogene und zirkulierende antigene
Makromolekile auf. Die B-Lymphozyten exprimieren auf ihrer Oberflache oder sezernieren in
die Korperflissigkeiten Antigenrezeptoren, die als Antikorper bezeichnet werden. Diese
koénnen dreidimensionale konformationsabhangige Strukturen in der Lésung und auf einer
Zéelloberflache erkennen.

Viele Pathogene, z.B. Viren, vermehren sich intrazelluld und sind deshalb fur Antikorper nicht
erreichbar. Fir die hier notwendige zellvermittelte Immunreaktion sind T-Zellen zustandig,
welche Rezeptoren (T-Zellrezeptoren, TCR) exprimieren, deren Genorganisation und
Proteinstruktur denen der Immunglobuline dhneln. T-Zellen lassen sich in zwel Gruppen
einteilen: CD8'-Korezeptor exprimierende, zytotoxische T-Zellen und CD4+-Korezeptor
exprimierende Helferzellen. Zytotoxische Lymphozyten erkennen infizierte Zellen und lysieren
sie. Die Bindung einer Helferzelle dient der Regulation und Koordination der Wechsalwirkung
zwischen den Komponenten des Immunsystems. Im Gegensatz zu Antikdrpern binden die TCR
nicht nur an das Antigen alein, sondern erkennen einen molekularen Komplex. Dieser
Komplex besteht aus einem Antigenfragment, in aler Regel einem Peptid, sowie einem
Histokompatibilitdtsantigen. Letzteres wird von einem Genkomplexes kodiert, der als Haupt-
Histokompatibilitétskomplex (MHC) bezeichnet wird. Beim Menschen liegen die MHC Gene
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auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 und werden als HLA (human leukocyte antigen)-
Komplex bezeichnet.

Die HLA-Klasse I-Molekille binden kurze, Uberwiegend intrazelluldr entstehende Peptide, die
normalerweise aus eigenen Proteinen stammen. Diese Proteinfragmente wereden auf der
Zéelloberflache prasentiert. Stammen die Peptide von einem in der Zelle normalerweise nicht
vorhandenen Pathogen, werden die entstehenden HLA/Peptid-Komplexe von zytotoxischen
Lymphozyten erkannt und die infizierten Zellen eliminiert. Die HLA-Klasse [1-Molekiile binden
Peptide, die meist aus extrazelluldren Proteinen stammen (Bjorkman und Parham, 1990;
Y ewdwell und Bennink, 1992).

1.1 Antikdr per und rekombinante Antikor per-Fragmente

1.1.1 Aufbau eines Antiképer molekils

Ein Antikorper hat zwei Funktionen im Rahmen der Immunabwehr: erstens die spezifische
Erkennung fremder Molekile (Antigene) und zweitens die Auddsung einer Kette von
Immunreaktionen, die sogenannte effektorische Funktion. Die Funktion eines Antikorpers
spiegelt sich in seiner Struktur wider. Bel Verdauung eines AntikOrpermolekdl mit der
Protease Papain entstehen drel Fragmente: die zwei identischen antigenbindenden Fragmente
Fab und das fur die effektorische Funktion verantwortliche Fragment Fc (Abb. 1-1). Die
Anayse der Aminosduresequenz und der Raumstruktur vieler Antikorper hat gezeigt, dal3 ein

Abbildung 1-1. Schematische Darstellung eines Antikorper-Molekils am Beispiel von Immunglobulin G.
typisches Molekill aus je zwel gleichen schweren und leichten Polypeptidketten besteht. Alle

vier sind Uber Disulfidbriicken und nichtkovalente Bindungen zu einem Y -formigen Molekil
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verbunden. Jede Polypeptidkette gliedert sich in einzelne Doméanen von etwa 110 Aminosauren
Lange. So besteht eine leichte Kette aus einer variablen (V) und einer konstanten (C.)
Domaéne. Eine schwere Kette setzt sich aus einer variablen (V) und, abhangig von dem Isotyp
des Antikorpers (siehe unten), aus drei (Cyl, Cy2 und Cy3) oder vier konstanten Doméanen
zusammen. Die Flexibilitét eines Antikorpermolekils ist durch zwei Bereiche bedingt: die
Scharnier-(hinge) Region und durch die Region zwischen V (V,)- und Cy (C.)-Doménen, die
relativ beweglich ist.

Alle Antikorperdoméanen bilden kompakte Einheiten mit einer charakteristischen Faltung. Jede
Domaéne besteht aus zwel Schichten antiparalleler, durch Wasserstoffbriicken stabilisierter b-
Faltblattstrukturen. Diese Sekundérstrukturelemente zeichnen sich durch eine besondere hohe
Stabilitét aus (Jaenicke et al., 1996). In einer variablen Doméne bestehen diese beiden
Schichten aus jeweils finf und vier und in einer konstanten Doméne aus vier und drel b-
Fatblattern. Die Schichten sind durch eine Disulfidbricke kovaent verbunden. Die
entsprechenden Cysteinreste, L23 und L88 fur V, und H22 und H92 fur V,, (Numerierung
nach Kabat et al., 1991), sind hochkonserviert und in den meisten Immunglobulinen
vorhanden. Nur in 0,5 % der analysierten V- und in 0,6 % der V -Sequenzen wurden in diesen
Positionen andere Aminosduren nachgewiesen (Probaet al., 1997). Die b-Faltblatter werden
durch Schleifen verschiedener Grole verbunden. Die aminoterminalen V-Doméanen
individueller Antikoérper weisen eine hohe Variabilitét auf. Die Sequenzanalyse der variablen
Domaénen verschiedener Antikorper hat gezeigt, dal3 jede variable Region der leichten und der
schweren Kette drei relativ kurze hochvariable Segmente enthdlt, die unmittelbar an der
Bindung des Antigens beteiligt sind. Sie werden as complementarity determining regions
(CDR) bezeichnet und bestimmen die Antigenspezifitdt des Antikérpers. Die
dazwischenliegenden Bereiche bilden den Rahmen (framework). In der dreidimensionaen
Struktur eines Antikorpers zeigen die CDR in Schleifen nach auf}en. Jeweils drei CDR der
leichten und der schweren Ketten bilden die antigenbindende Region. Ein typisches Ig-Mol ekl
enthalt zwel solcher Regionen, die mulden- oder auch taschenférmig ausgebildet sein kdnnen.
Bel Antikorpern gleicher Spezifitét konnen verschiedene Fc-Regionen auftreten. Finf Klassen
von konstanten Regionen schwerer Ketten (m g, a, d, und €) wurden in Folge serologischer
Untersuchungen definiert, die in der Anzahl der konstanten Doménen variieren: drei fir g, a
und d und vier fir mund e. Die Klassen bestimmen den Isotyp eines Antikorpers: 1gG, 1gA,

IgD, IgM und IgE. Die Isotypen fuhren verschiedene Effektorfunktionen aus. Beispielsweise
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besitzen die membrangebundenen Antikorper IgM und IgD m+ und d-Ketten. Die in der
Blutbahn zirkulierenden Antikorper enthalten fast immer g, a- oder mKetten.

IgM ist wéhrend der Priméantwort die zuerst und am zahlreichsten ausgeschiittete
Immunglobulinart. IgM-Monomere sind als Rezeptoren in der Membran “naiver” B-Zellen
vorhanden. Im Serum tritt IgM als Pentamer auf, wobei fiinf Monomere durch Disulfidbriicken
zwischen benachbarten Cy4-Doménen und benachbarten C,3-Doménen zu einem
sternformigen Molekll verbunden sind. Zwei dieser Monomere werden an den C;4-Doménen
durch das J-Polypeptid (MW 15000 Da) verbunden. Das Pentamer hat zehn Bindungsstellen
und kann durch seine hohe Vaenz mit mehreren gleichartigen Determinanten eines Antigens

interagieren.

1.1.2 Organisation der fur einen Antikorper kodierenden Gene

Immunglobuline werden durch drei separate Genfamilien kodiert: eine fur die leichte k-Kette,
eine fur die leichte | -Kette und eine fur die schweren Ketten. Jede dieser Genfamilien teilt sich
in variable und konstante Regionen, die entsprechend fir variable (V) und konstante (C) Telle
einer Immunglobulinkette kodieren. Die Genorganisation entspricht der Auftellung des
Proteins in verschiedene Doméanen, wobel jede Doméane in der Regel von einem Exon kodiert
wird.

Die fur die schwere Kette kodierenden Gene liegen auf dem Chromosom 12 bei der Maus und
auf dem Chromosom 14 beim Menschen. Die konstante Region (C,) einer Maus besteht aus
acht Genen: m d, gl, g3, g2b, g?a, e und a. Die menschliche konstante Region (Cy) enthdlt
neun funktionelle Gene: m d, g3, g1, al, @2, ¢4, eund a2.

Genfamilien, die die beiden Typen der leichten Kette kodieren, liegen auf den Chromosomen 6
und 16 bel der Maus und auf den Chromosomen 2 und 22 beim Menschen. Zur konstanten
Region einer Maus gehoren ein Cy- und vier C; -Gene, wobel jedes C, -Gen mit einem eigenen
JSegment (siehe unten) verbunden ist. Die humane konstante Region einer leichten Kette wird

entweder durch ein Cy- oder eines der 6 bis 9 C, -Gene kodiert (Tonegawa, 1983).

1.1.3 Erzeugung der Antikor pervielfalt
Theoretisch kénnen beim Menschen bis zu 10 verschiedene Antikorper gebildet werden

(Winter and Milstein, 1991), dabei gibt es aber nur eine begrenzte Zahl von Antikdrpergenenin
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der Keimbahn. Die enorme Viefat von Antikorpermolekilen entsteht, wadhrend sich B-
Lympozyten aus ihren Stammzellen entwickeln, und beruht auf folgenden Grundlagen: der
Vidfat von somatischen Rekombinationen verschiedener Gensegmente, dem Assoziieren
verschiedener schwerer und leichter Ketten auf zufallsbedingte Weise und der Variabilitét der
Verbindungsregionen sowie somatischen Mutationen. Diese vier Erscheinungen werden im
folgenden kurz beschrieben:

Die somatische Rekombination

Die grof3e Anzahl von Antikorperspezifitéten wird in erster Linie durch die freie Kombination
verschiedener Gensegmente erzeugt. So wird die variable Domane einer schweren Kette von
drel Gensegmenten kodiert: das variable (V,), das D-(diversity) und das J.-(joining) Segment.
Das V-Segment kodiert fur die ersten 94 - 95 Aminosduren, einschliefdich CDR1 und CDR2.
Die D- und J.-Segmente kodieren 1 - 13 und 15 - 17 Aminosauren und bilden CDRS.

Waéhrend der Entwicklung einer Stammzelle in eine Pr&-B-Zelle werden die Gensegmente
rearrangiert, wodurch ein Gen fir eine funktionsféhige Immunglobulin-Kette entsteht
(Abb. 1-2). Die reife Boten-RNA (mMRNA) kommt durch zwel Prozesse zustande: durch die
somatische Rekombination der Gensegmente und durch das Spleifen von priméren
Transkriptionsprodukten (Tonegawa, 1983; Janeway und Travers, 1994). Als erstes werden
auf der DNA die D- und JSegmente sowie anschlieffend die V-Segmente miteinader
verbunden. Dann wird die daraus resultierende DNA zunédchst vollstandig in eine primére RNA

umgeschrieben, welche den VDJ-Komplex, das C-Gen sowie das Intron dazwischen umfalt.
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Schwere Kette des IgM-Molekiils

Abbildung 1-2. Schematischa Darstellung von Genrearrangements und Erzeugung einer schweren Kette eines
IgM-Molekiils wahrend der Differenzierung einer B-Zelle.
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Wahrend des RNA-Spleif3ens werden Intron und Uberfliissige JSegmente herausgeschnitten,
wodurch eine reife Sequenz der mMRNA entsteht.

Die variable Doméne der leichten Kette wird durch ein variables (V) und ein J-Segment
kodiert. Wie bei der schweren Kette wird das J - zuerst mit dem V -Segment kombiniert,
transkribiert und beim RNA-Spleif3en mit der konstanten Region verbunden.

Vor jedem Vu- und V -Exon befindet sich das fir ein N-terminales Signalpeptid kodierende
leader-Exon. Signalpeptide steuern die Translokation der synthetisierten Ketten in das
endoplasmatische Retikulum, wo diese gefatet und assembliert werden. Diese Signalpeptide

sind extrem variabdl in ihrer Lénge und Sequenz.

Die Kombination schwerer und leichter Ketten

In einem Antikorpermolekil bilden die variablen Domanen der schweren (V) und der leichten
(VL) Kette ein Antigenbindungszentrum, das fur die Antigenspezifitét des Antikorpers
verantwortlich ist. Die Vidfat wird sowohl durch die frele Umlagerung verschiedener
Gensegmente auf einem chromosomalen Abschnitt als auch durch die zuféllige Kombination
verschiedener schwerer und leichter Ketten erzeugt. Die potentielle Komplexitét eines
priméren Repertoires bel der Maus 8% sich, wie folgt, errechnen: Die Anzahl moglicher
Kombinationen fir die schwere Kette ist 200 (V1) x 15 (D) x 4 (&) = 1,2x10° fiir die leichte
k-Kette 250 (Vi) x 4 (&) = 10% Durch die zuféllige Kombination beider Ketten erhéht sich die
Zahl mdglicher Kombinationen auf etwa 10°.

Die Variahilitat der Verbindungsregionen

Die bel der Rekombination der Gensegmente erzeugte Antikorpervielfalt wird alerdings durch
die Variabilitét der Verknipfungstellen weiter vergrofiert.

Alle V-, D- und JGensegmente enthalten Erkennungssequenzen fir die somatische
Rekombination. Die Erkennungssequenzen bestehen aus einer Heptamer- und ener
Nonamersequenz, die durch eine Spacersequenz von 12 oder 23 bp Lange getrennt sind
(Tonegawa, 1983). Die Asymmetrie der Spacer steuert den Ablauf der Rekombination
einzelner Gensegmente. Nur die Enden, die unterschiedliche Spacersequenzen haben (12 und
23 bp), kdnnen miteinander verkntipft werden. So befinden sich die Erkennungssequenzen mit

23-bp-langem Spacer am 3-Ende eines Vy- und am 5-Ende eines J-Segments. Das D-
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Segment hat an beiden Enden einen 12-bp-langen Spacer. In der Regel werden zuerst D- und
J. verbunden und dann V,,.

Der genaue Mechanismus der Rekombination ist noch nicht klar. Es wurde aber bewiesen, dal3
der Prozess von den Produkten der Gene RAGL (recombination activator gene) und RAG2
gesteuert wird. Diese Proteine katalysieren auch die genaue Verbindung zweier verschiedener
DNA-Molekiile (McBlane et al., 1995; Wu et al., 1993). Die Verknipfung der V-Segmente ist
dagegen nicht genau und durchléuft eine Prozessierung, wobei an den Verknlpfungsstellen
zusétzliche Nukleotide eingefiinrt werden konnen. Dies verdndert den Leserahmen sowie die
Lange der CDR3-Region und fuhrt, in einem Drittel der Félle, zur Entstehung neuer
Spezifitaten.

Die somatischen M utationen.

Die oben beschriebenen Prozesse finden in einer “naiven” B-Zelle statt, die keinen Kontakt zu
einem Antigen hatte. Wenn ein Antigen von einem Ig gebunden wird, entwickelt sich die Zelle
weliter: sie vermehrt sich und bildet einen Klon reifer B-Zellen, die grof3e Mengen von IgM
synthetiseren und in das Medium ausscheiden (primére Immunantwort). Wahrend sich die
Zélle differenziert, kbnnen Punktmutationen auftreten (Tonegawa, 1983; Berek und Milstein,
1988; Neuberger und Milstein, 1995). Dieser Prozess, algemein als Reifung der
Immunantwort bezeichnet, ist mit einer mutationsbedingten Anderung der Antikorperstruktur
verbunden. Die Mutationsfrequenz wahrend der Immunantwort betréagt etwa 10° pro
Basenpaar und Zédllteilung, wobel die normale Frequenz einer zufélligen Mutation auf 10
geschétzt wird. Mutationen kénnen im gesamten V-Gen auftreten, jedoch betrifft der grofite
Teil die CDR. Nur die B-Zdllen, deren Antikorper eine hohe Affinitdt zum Antigen aufweisen,
Uberleben und entwickeln sich zu Plasmazellen, was mit der Zeit zu einer Erhdhung der

Affinitét der Antikorperpopulation fihrt.

1.1.4 Rekombinante einkettige Antikor per fragmente und ihre Eigenschaften

Mit Hilfe der in 1.1.3 dargestellten Mechanismen kann das Immunsystem der Vertebraten und
des Menschen spezifische hochaffine Antikorper (10°-10" M™) gegen praktisch dle Antigene
ausbilden. Bei der Einwirkung eines Antigens entsteht jedoch ein polyklonale Immunantwort.
Fur die Forschung sowie fur viele Anwendungen ist es hingegen winschenswert, Uber eine

homogene Antikorperpopulation zu verfiigen. Die Zichtung einer Antikorper-sezernierenden
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B-Zelle in Kultur ist Uber einen langeren Zeitraum hinweg jedoch nicht méglich. Die
Technologie der Produktion monokonaler Antikorper, die auf einer Entdeckung von Koéhler
und Milstein (1975) beruht, bot ein Losung dieses Problems. Man fusioniert eine Myelomzelle
mit einem aktivierten B-Lymphozyten. Das entstehende Myeomhybrid vereinigt die
Eigenschaften der an der Zellfuson beteiligten Elternzellen in sich, d.h., sowohl das
unbegrenzte Wachstum as auch die Synthese eines monospezifischen Antikorpers. Diese
Technologie 10ste eine stirmische Entwicklung des Wissens Uber Antikorper und deren
Anwendung aus. Gleichzeitig aber traten auch die Unzulanglichkeiten zutage: es gelang nicht,
gegen jedes beliebige Antigen Antikorper herzustellen, und Manipulationsmoglichkeiten, wie
die Fusion der Antikorper mit Enzymen und Toxinen sind streng limitiert. Mit der breiteren
Applikation von monoklonalen Antikdrpern bestand auch das Bedirfnis nach vereinfachten
Methoden ihrer Gewinnung.

Der erste Versuch, ein intaktes Ig-Molekdl in E.coli zu exprimieren, wurde von Boss und
Wood (1984) unternommen. Die vollstandige schwere und leichte Kette wurden jedoch in
unléslicher Form produziert, ein verbreitetes Phanomen bei heterologer Expression. Aul3erdem
kann eine schwere Kette im Bakteriensystem wegen des Fehlens des entsprechenden
Mechanismus nicht glykosyliert werden, was fur die effektorischen Funktionen und die
Stabilitét eines Antikérpermolekils von Bedeutung sein kann. Mit der Expression kleinerer
antigenbindender Antikorperfragmente in E.coli konnte dieses Problem schliefdlich umgangen
werden. Mittlerweile ist die Expression von funktionellen Antikorperfragmenten in Escherichia
coli zu einer attraktiven Alternative zur klassischen Produktion von Antikérpern mit Hilfe von
Myelomhybrid-Zellen geworden (Plickthun et al., 1996).

Das variable Fragment (Fv) enes Ig-Molekils besteht aus den variablen Doménen der
schweren (V) und der leichten Kette (V) und ist die kleinste Einheit eines Antikorpers, die
eine intakte antigenbindende Tasche enthdt (Abb 1-3). Das erste Fv wurde von Skerra und
Pluckthun (1988) hergestellt, wobei die in den gleichen Vektor getrennt klonierten V- und
V-Ketten in das Periplasma sezerniert wurden, wo sie miteinander ein Fv-Fragment bildeten.
Sowohl das Fv-Fragment als auch auf dhnliche Weise produzierte Fab-Fragmente (Better et
al., 1988) waren funktionell aktiv und wiesen ene é&hnliche Affinitds wie der
Ursprungsantikorper auf. Jedoch hatten die Vy- und Vi -Ketten eine niedrige Affinitét
zueinander (K, von etwa 10° M™), was zu ihrer Dissoziation bei hoher Verdiinnung und zu

einer niedrigeren Thermostabilitét im Vergleich zum Fab-Fragment fuhrte. Ein Fv-Fragment ist
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deshab nicht fur die klinische Verwendung geeignet. Da an der Interaktion der variablen
Domane auch die CDR beteiligt sind, ist die Stabilitét eines Fv-Fragments von Antikorper zu
Antikorper verschieden (Glockshuber et al., 1990).

é’ 4 @7
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Abbildung 1-3. Schematische Darstellung eines Antikorpermolekiils und seiner rekombinanten Fragmente. Fv
- die variable Doménen, Fv' - ein mittels Glutaraldehyd stabilisiertes Fv-Fragment, dsFv - ein durch eine
Disulfidbriicke stabilisiertes Fv-Fragment, scFv - ein durch einen Peptidlinker stabilisiertes Fv-Fragment.

Die Stabilitét eines Fv-Fragments kann durch eine kovalente Verbindung der V- mit der V-
Domaéne erhoht werden. Dies kann durch eine Glutaraldehydbehandlung, durch die Verbindung
mit Hilfe von Disulfidbriicken oder mittels eines Peptids erreicht werden. Die erste Methode
kann in Anwesenheit des Antigens angewendet werden, um eine Anderung der
antigenbindenden Tasche zu vermeiden, was offensichtlich ein grof3er Nachtell ist. Die zweite
Methode beinhaltet die Konstruktion einer Disulfidbriicke (dsFv), die zwischen den FR-
Regionen beider Doménen eingefihrt wird. dsFv weisen gleiche Vorteile wie einkettige Fv
(siehe unten) auf und sind meistens stabiler. Es ist jedoch notwendig, die dreidimensionae
Proteinstuktur zu kennen, um die Briicke an einer passenden Stelle einzufiihren (Reiter et al.,
19943).

Die Verbindung beider Doménen durch einen Peptid-Linker hat bisher die welteste
Verbreitung gefunden (Huston et al., 1988; Bird et al., 1988). Dabel werden V- und V -Gene
so in einen Vektor kloniert, dal3 zwischen ihnen eine fir das Verbindungsstiick kodierende
Sequenz liegt. Das resultierende Protein wird as einkettiges Fv-Fragment (scFv) exprimiert,
wobel der Carboxyterminus der Vy-Domédne mit dem Aminoterminus der V. -Doméane
verbunden ist (Abb.1-3). Ein kritischer Parameter ist dabei die Lange des Verbindungsstiicks

(Pluckthun, 1992). Um eine sterische Hinderung der Fragmentfaltung zu vermeiden und die
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korrekte Struktur der antigenbindenden Tasche zu gewahrleisten, muf ein Linker mindestens
15 Aminosauren lang sein (Huston et al., 1991), was etwa 3,5 nm entspricht (Kortt et al.,
1994). Langere Verbindungsstiicke scheinen keine modifizierende Wirkung auf die Spezifitét
des scFv-Fragments zu haben. Auf3erdem muf3 der Linker hinreichend flexibel und hydrophil
sein. Deshalb enthalten die zur Zeit am meisten verwendeten Vektoren (Gly, Ser)s-Linker.
Breitling et al. (1991) haben einen Linker entwickelt, der das Tubulin-Epitop EEGEFSEAR
enthalt, um das exprimierte Produkt mit einem anti-Tubulin-AntikOrper nachweisen zu kdnnen.
Das mit diesem Linker konstruierte anti-Lysozym-scFv-Fragment (Breitling, 1991) war
spezifisch. Das fur den CD19-Rezeptor spezifische scFv-Fragment erkannte das Antigen auch
auf der Zelloberflache (Kipriyanov et al., 1996).

Lodliche scFv-Fragmente haben die Neigung zu dimerisieren und zu aggregieren. Dies ist von
der Stabilitdt der V- und V -Domanen und ihrer Assoziationskonstante, also von Parametern,
die fir jedes Reagenz unterschiedlich sind, abhangig (Pluckthun, 1992). Bei gleichen
Bedingungen unterscheidet sich deshalb der Anteill an Monomeren, Dimeren und Multimeren
fur jedes scFv-Fragment. Hohere Konzentrationen verschieben das Gleichgewicht in Richtung
von Dimeren, was z.B. bel der Kristalisation, bei der hohe Proteinkonzentrationen bendtigt
werden, problematisch ist. Auch das Einfrieren des Fragments kann diesen Prozef3 ausl6sen.
Dimere haben die gleiche Spezifitét wie die Monomeren und eine etwa zweima hohere
Bindungkonstante. Letzteres beruht auf einem Aviditétseffekt (Kortt et al., 1994; Griffiths et
al.,, 1993). Keine eindeutigen Daten existieren tber den Einflu® der Linkerlénge auf die
Dimerbildung. Pluckthun et al. (1996) haben z.B. festgestellt, dal? ein 20-mer optimal fur die

Existenz eines Monomers zu sein scheint.

1.1.5 Expression von scFv-Fragmenten in Bakterien

Im Unterschied zum glykosylierten intakten Antikorper kann ein funktionelles scFv-Fragment
in E.coli exprimiert werden. Es gibt zwei Strategien fur die Produktion. Die erste beinhaltet die
Produktion des Proteins im Zytoplasma als inclusion bodies und seine Faltung in vitro. Das
grofde Problem stellt hierbei die Bildung korrekter Disulfidbricken dar. Die meisten
Expressionssyteme basieren alerdings auf der Sekretion des Proteins ins Periplasma
(Plickthun, 1991). Die scFv-Fragmente werden so kloniert, da3 sich am N-Terminus en
bakterielles Signalpeptid befindet, das die Sekretion der exprimierten Fragmente steuert und

wahrend der Membrantransokation abgespalten wird. Die im Periplasma herrschenden
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oxidierenden Bedingungen l6sen die Bildung der Disulfidbricken, und as Folge die
Entstehung eines funktionellen Fragments aus (Hockney, 1994). Auf dieser Weise wurden eine
ganze Reihe von funktionellen spezifischen scFv-Fragmenten hergestellt (Plickthun et al.,
1996). Sie sind in der Regel 16dlich und korrekt gefaltet. Am C-Terminusi kdnnen sie eine aus
5 oder 6 Histidinen bestehende Sequenz aufweisen, die eine schnelle Aufreinigung des
Fragmentes mit Hilfe der immobiliserten IMAC (Metallion-Affinitétschromatographie)
gewdhrleistet.

scFv-Fragmente sind stabiler als Fv-Fragmente und weisen in der Regel eine ahnliche Spezifitét
wie der intakte Antikorper auf (Malby et al., 1993; Marasco et al., 1993; Shodin und Kranz,
1993; Kortt et al., 1994; Debrock et al., 1997; Nicholson et al., 1997). Sie sind fir
therapeutische Zwecke besser nutzbar as das intakte Ig-Molekil oder ein Fab-Fragment, da
ein scFv-Fragment dank seiner geringen Grof3e besser in Tumorgewebe eindringen kann. Auf
diese Weise konnen scFv-Molekile Toxine und Radionuklide zum Tumorgewebe
transportieren. Ein mit dem Pseudomonas-Exotoxin (PE38) fusioniertes scFv-Fragment war in
der Lage, das Wachstum von, in eine Maus eingepflanzten, humanen Karzinomzellen zu
inhibieren und sie zu toten (Reiter et al., 1994b). Allerdings weisen scFv-Fragmente eine
kirzere Halbwert-Zeit auf und werden schneller aus dem Organismus ausgeschieden (Y okota
et al., 1992). Auch bei Strukturuntersuchungen sind scFv-Fragmente von Vorteil, weil kleinere
Moleklle haufig besser geordnete Kristalle bilden. scFv-Fragmente kdnnen auch miteinander
fusioniert werden, um multivalente oder bispezifische Reagenzien zu erhalten (Mallender und
Voss, 1994). Aulerdem ist es moglich, ein scFv-Repertoire auf Phagen zu exprimieren.
Dadurch ergibt sich die Mdglichkeit, Antikdrper génzlich in vitro zu produzieren (siehe

Abschnitt 1.3), ohne ein Tier oder einen Menschen immunisieren zu miissen.

1.2 HLA-Klasse |-Moleklle

Bel der Vermittiung und Kontrolle der zellul&ren Immunantwort spielen die Interaktionen
zwischen Molekilen des Haupt-Histokompatibilitétskomplexes (MHC) und Antigenrezeptoren
der T-Lymphozyten eine Schltsselrolle (Yewdwell und Bennink, 1992). Der MHC-Komplex
stellt ein System von nahverbundenen Loci dar, die auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6
liegen (Campbell und Trowsdale, 1993). Die physiologische Funktion der MHC-Molekiile des
Menschen (HLA-Molekile) besteht in der Bindung von kurzen Peptiden innerhab der Zelle
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und ihrer Présentation auf der Zeloberflache, wo die HLA/Peptid-Komplexe von T-
Lymphozyten erkannt werden konnen (Bjorkman und Parham, 1990; Yedwell und Bennick,
1995). Beteiligt sind daran zwei verschiedene Typen von MHC-Molekilen: MHC-Klasse |-
Molekile prasentieren Peptide, welche Bruchstlicke intrazelluldr synthetisierter Proteine sind,
wahrend MHC-Klasse I1-Molekile phagozytierte und anschlief3end prozessierte extrazellulére
Molekile présentieren. Im folgenden Abschnitt werden nur HLA-Klasse I-Molekile, die in

Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit von besonderem Interesse sind, beschrieben.

1.2.1 Struktur der HLA-Klasse |-Molekiile
HLA-Klasse I-Molekile sind Heterotrimere, die aus einer schweren Kette, dem nichtkovalent

gebundenen b,-Mikroglobulin (b,m, 12 kDa) und einem Peptid variabler Lange bestehen
(Abb. 1-4A). Der extrazellulére Tell der schweren Kette (44 kDa) ist in drei Domanen

gegliedert: al, a2 und a3, die jeweils ca 90 Aminoséuren lang sind. Die Membranregion

besteht aus etwa 25, und der zytoplasmatische Teil aus ca. 30 Aminoséauren. Die a3-Doméne

A B
Peptidbindungsstelle

Zellmembran
LOLL L AL (AL

Zytosol COOH

Abbildung 1-4. Struktur der HLA-Klasse I-Molekile. A: Schematische Darstellung der Seitenansicht eines
HLA-Klasse I-Molekils (nach Davey, 1991). B: Die nach den Rontgen-Strukturdaten gezeichnete Draufsicht
des HLA-B27-Molekils (nur al- und a2-Doméne) mit einem gebundenem Peptid. Die Abbildung wurde
anhand der Kooordinaten von Madden et al. (1992) mit Hilfe des Programms Mol skript angefertigt.

und b,m &hneln sowohl in der Primér- als auch in der Tertiérstruktur stark den konstanten
Domaénen von Antikorpern. Strukturuntersuchungen der HLA-Antigene haben gezeigt, dald die

peptidbindende Spalte von den Doméanen al- und a2 ausgebildet wird (Abb. 1-4A). Die Spalte
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entsteht durch eine Schicht aus insgesamt acht b-Faltbléttern, Gber die zwei a-Helices gelagert
sind (Abb. 1-4B) (Bjorkman und Parham, 1990). Sie dient der spezifischen Bindung von
Molekilen, die gegenuiber T-Zellen préasentiert werden, in aller Regel kurze Peptide.

Die HLA-Klasse I-Antigene zeichnen sich durch einen extremen Polymorphismus aus. So
kennt man schon jetzt jewells 72, 157 und 35 Allele fur die HLA-A, B und C-Gene (Parham,
1996). Die meisten Differenzen in der Peptidsequenz sind in den al- und a2-Domanen
konzentriert. Die a3-Domane hingegen ist kaum polymorph. Das b,m-Gen jedoch ist nicht
polymorph und liegt auf dem Chromosom 15. Fur zahlreiche HLA-KlasseI-Allele sind
Subtypen definiert worden; so sind fur HLA-B35 zur Zeit 21 Subtypen bekannt, wobei
B*3501 in der mitteleuropé schen Bevolkerung am meisten vorkommt.

Untersuchungen der Struktur verschiedener MHC/Peptid-Komplexe lieferten detaillierte
Kenntnisse Uber die Wechsalwirkungen zwischen MHC-Klasse [-Molekilen und Peptiden
(Ubersicht in Madden, 1995). Die Peptide werden in einer gestreckten Konformation gebunden
und liegen in der Spalte parallel zur al-Heix. Die Aminosaure-Seitenketten, die an der
Ausbildung der Spalte beteiligt sind, bilden eine irregulére Oberfléche, so dald entlang der
Spalte insgesamt sechs Taschen A, B, C, D, E und F entstehen, in denen einige Seitenketten
des Peptids verankert werden kénnen (Abb. 1-5). (Matsumuraet al., 1992). Die Aminosauren

Abbildung 1-5. Lage enes Peptids in der
Peptidspalte. A-F - die Positionen der Taschen. Die
schwarzen und weillen Kreise  bezeichnen
entsprechend Ca-Atome bzw. die Seitenketten eines
Nonapeptids. Die Tasche A bindet den N-Terminus
des Peptids, wobei die Seitenkette P1 immer in
Richtung der Oberfléche des HLA Molekils zeigt,
und die F-Tasche verbirgt den C-Terminus und die
P9-Seitenkette. Abbildung entnommen aus
Matsumura et al. (1992).

des HLA Proteins an beiden Enden der Spalte interagieren mit dem N- und C-Terminus des
Peptids durch ein konserviertes Netz von Wasserstoffbriicken und Van-der-Waal s-K ontakten
und bestimmen dadurch die Orientierung des Peptids. Diese Reste sind bei den meisten HLA-
Klasse I-Molekillen konserviert, und das beschriebene Bindungsmuster entsteht unabhangig
von der Sequenz des gebundenen Peptids.

Eine von der Peptidsequenz abhangige Bindung entsteht zwischen den Seitenketten des Peptids
und polymorphen HLA-Resten, die die tiefen Taschen B, C und F bilden. Die Seitenketten des
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Peptids, die nach unten gerichtet sind, kénnen in diesen Taschen vollstdndig aufgenommen
werden, was zur Verankerung des Peptids am HLA-Molekil fuhrt. Diese Peptidreste werden
deshalb Anker-Aminosauren genannt. Jedes HLA-Antigen hat mindestens eine solche Tasche.
Durch den extremen Polymorphismus der HLA-Antigene unterscheidet sich die Struktur der
Taschen bel verschiedenen HLA-Typen, was zur Bindung von Peptiden nur mit bestimmten
Aminosauren in den Ankerpositionen fuhrt (Jardetzky et al., 1991; Elliott et al., 1993;.
Rotzschke et al., 1992; Cano et al., 1998). Die anderen Reste des Peptids kdnnen variieren.
Sie unterscheiden sich auch durch die Orientierung der Seitenketten.

In der Regel weisen die an das HLA-B*3501-Molekil bindenden Peptide als Anker-
Aminosauren an Position 2 ein Prolin und am C-Terminus (an Position 8 oder 9) ein Tyrosin
auf. Es wurden jedoch Peptide isoliert, die am C-Terminus ein Leucin, Isoleucin oder
Methionin haben (Falk et al., 1993).

Die Bindung von Peptiden stabilisiert die Wechselwirkung zwischen der schweren Kette und
b,m in einem MHC-Klasse I-Molekil (Fahnestock et al., 1992). Fir eine effiziente Bindung
mussen die Peptide meist relativ kurz sein, mit einer Lange von acht bis zehn Aminoséuren. Es
ist jedoch bekannt, dald einzelne HLA-Klasse|-Molekile, wie B27, auch bis etwa 35
Aminosauren lange Peptide binden konnen (Urban et al., 1994). HLA-B*3501-Proteine
koénnen auch zehn oder elf Aminosduren lange Peptide binden, falls sich ein Tyrosin am C-
Terminus befindet (Falk et al., 1993; Takamyjaet al., 1993).

1.2.2 Funktion der HLA-Klasse |-Molekiile

HLA-Klasse I-Molekile werden auf fast alen kernhaltigen Zellen exprimiert. Sie binden
Peptide, die ganz Uberwiegend aus dem Pool intrazelluldrer Proteine stammen. Die Peptide
snd in der Regel Bruchstiicke normaler Zellbestandteile, konnen aber auch Proteinen
entstammen, die von intrazellulér lebenden Parasiten, etwa Viren, in die Zelle eingefuhrt
wurden. Zytoplasmatische Proteine werden zuerst mit Hilfe des Proteasoms zu kurzen
Peptiden degradiert (Hilt und Wolf, 1996). Dann werden die Peptide mit Peptidtransporter-
Molekilen (TAPL, TAP2) in das endoplasmatische Retikulum tberfihrt. Dort binden sie an die
schweren Ketten der HLA-Klasse I-Molekile und b,-Mikroglobulin, damit ein stabiler ternarer
Komplex entsteht, der weiter durch den Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert werden
kann (Monaco, 1992; Heemels and Ploegh, 1995; Pamer and Cresswell, 1998). Falls die HLA-
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Molekile Fremdantigene prasentieren, konnen die Komplexe von den T-Zell-Rezeptoren
(TCR) zytotoxischer T-Lymphozyten erkannt und die Zellen lysiert werden.

TCR erkennen antigene Peptide nur, wenn sie im Komplex mit korpereigenen MHC-
Molekilen gebunden sind, eine Eigenschaft, die als MHC-Restriktion bezeichnet wird. Diese
Eigenschaft wird wahrend der Reifungsphase im Thymus ausgebildet, wobel unreife T-Zellen
in Kontakt mit Epithelzellen kommen, welche MHC-Molekile présentieren. Einerseits werden
nur solche Thymozyten weiter entwickelt, die korpereigene MHC-Molekile zu erkennen
vermogen (positive Selektion; von Boehmer, 1994). Anderseits wird eine Selbsttoleranz
entwickelt, wobel die Thymozyten, die stark mit den normalen korpereigenen MHC-Molekilen
und Peptiden reagieren, deletiert werden (negative Selektion; Nossal, 1994). Lediglich T-
Zellen, die beide Selektionsprozesse Uberstehen, gelangen in die Peripherie. Trotz der
Eliminierung eines Grof3teils der unreifen T-Zellen gewahrleisten beide Selektionsprozesse eine
solche Vielfalt des TCR-Repertoires, dal3 T-Lymphozyten eine Immunantwort auf beliebige
potentielle Pathogene entwickelt kdnnen. Als Ergebnis tragt eine gegebene T-Zelle ein TCR-
Molekil, das gleichzeitig ein antigenes Peptid und ein bestimmtes MHC-Molekul erkennt.

Die molekularen Mechanismen dieser Wechsalwirkung sind noch nicht vollstandig gekléart.
TCR haben eine den Immunglobulinen dhnliche Genorganisation und gehtren ebenfalls der 1g-
Superfamilie an (Bentley et al., 1995). Die den MHC/Peptid-Komplex bindende Tasche wird
von den N-terminaen variablen Doménen der a- und b-Kette gebildet. Die Strukturanalyse
eines Komplexes aus HLA-A2, einem Peptid und einem TCR (Garboczi und Wiley, 1996)
zeigte, dal} die CDR1- und CDR3-Regionen der beiden TCR-Ketten mit dem Peptid
interagieren. CDR2-Regionen wechselwirken mit den al1- und a2-Helices des MHC-Molekiils.
Allgemein 183 sich sagen, dald ein TCR direkt mit den exponierten Aminosdureresten sowohl
des Peptids as auch des HLA-Molekils reagiert. Aul3erdem exprimiert jede zytotoxische T-
Zelle as Co-Rezeptor CD8. Dieses Molekul gehort auch zur 1g-Superfamilie und besteht aus
zwel Ketten. Das CD8-Molekil stabilisiert die Bindung zwischen dem MHC/Peptid-Komplex
und dem TCR, wobei es zusétzlich mit den al- und a2-Doménen der schweren Kette sowie

mit bom interagiert (Gao et al., 1997).

1.2.3 Der monokonale Antikorper TU165
Die Herstellung und Charakterisierung peptidspezifischer Antikorper gegen HLA-Molekile ist
fur die Forschung, Diagnostik und Therapie von grof3er Bedeutung. Dank ihrer 16dlichen
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Natur, hohen Affinitdt und Stabilitét konnten sie in verschiedenen biochemischen Verfahren
wie der Immunprazipitation oder der Immunhistochemie eingesetzt werden, um T-Zell-Epitope
auf Antigen-présentierenden Zellen zu detektieren und zu charakterisieren. Dies ertffnete die
MOoglichkeit, die Grundlagen der Wechselwirkung zwischen T- und HLA-prasentierenden
Zellen ohne Einsatz reativ instabiler rekombinanter T-Zell-Rezeptoren quditativ und
quantitativ zu erkunden. In der Therapie konnte mit Hilfe derartiger Antikorper die
unerwinschte T-Zell-Immunantwort, die bei Autoimmunitét auftritt, blockiert werden
(Aharoni et al., 1991). Auflerdem konnten solche Antikdrper Toxine zum Zielort
transportieren und dadurch die Vernichtung z.B. von Tumorzellen hervorrufen (Reiter et al.,
1997).

Mit Hilfe der Produktion von Myelomhybriden konnte eine ganze Reihe von monoklonalen
Antikorpern hergestellt werden, deren Spezifitét gegen MHC-Klasse I-Antigene gerichtet ist.
Es ist jedoch nur in einigen wenigen Félen gelungen, Reagenzien herzustellen, die mit einem
bestimmten MHC-Molekil auf peptidspezifische Weise, d.h. wie T-Zell-Rezeptoren, reagieren
(Murphy et al., 1989; Aharoni et al., 1991; Wang et al., 1994). Die Schwierigkeiten sind u.a
darauf zurtickzufihren, dal3 die Erkennungsbereiche von Immunglobulinen und T-Zell-
Rezeptoren eine unterschiedliche Topologie aufweisen. Immunglobuline erkennen in der Regel
nach auf¥en gewolbte Molekiloberflachen (McCallum et al., 1996). Da die Peptide tief in der
Spalte eines HLA-Proteins liegen, tragen sie wenig zur Antigenitét des gesamten HLA/Peptid-
Komplexes bel. Deshab erkennen AntikOrper in erster Linie den HLA-Antell eines
HLA/Peptid-Komplexes. T-Zell-Rezeptoren werden jedoch im Thymus so selektioniert, dal3
siein der Lage sind, sowohl das HLA-Molekil as auch das gebundene Peptid zu erkennen. Es
ist auch zweckmdldig, dal3 B-Lymphozyten bzw. Antikorper nicht darauf ausgerichtet sind,
HLA/Peptid-K omplexe zu erkennen, um T-Zell-Epitope nicht zu blockieren.

Der monoklonale Antikorper TU165, ein IgMKk, ist einer der wenigen bisher gewonnenen
Antikorper, der einem T-Zell-Rezeptor dhnliche Eigenschaften aufweist, wobel er die
Komplexe eines HLA-B35-Molekils mit bestimmten Peptiden aus Epstein-Barr-Virus (EBV)
erkennt (Uchanska-Ziegler et al., 1993). Der Antikorper reagiert nur mit HLA-B35-
exprimierenden lymphoblastoiden Zellen, wenn sie mit EBV infiziert sind. Bindungsstudien an
verschiedenen B35/Peptid-Komplexen haben gezeigt, da3 TU165 die EBV-Peptide
LPPHDITPY und VPATQPQY aus den Virusproteinen EBNA 3C und EBNA 3A sowie
strukturell dhnliche synthetische Peptide wie LPPLDITPY, LPPHEITPY, LPPNDITPY und
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LPPHAAAPY erkennt (personl. Mitteilung von Dr. B. Uchanska-Ziegler) und keine Reaktion
mit unbeladenen HLA-B35-Molekllen zeigt. Das exakte Epitop des Antikorpers ist bisher
noch nicht charakterisiert. Neben den Anker-Aminosauren (Prolin P2 und Tyrosin P9) scheint
eine verzweigte aliphatische Aminosaure (Val oder Leu) als P1 wichtig zu sein. An P4 wird
eine Saure oder starke Base nicht akzeptiert, obwohl die entsprechenden Peptide sehr wohl an
B35-Molekiile binden kénnen.

1.3 Phagenbibliotheken der Antikorper-Fragmente und ihre Eigenschaften
Die Einfihrung der Hybridomatechnik ermoglichte es, monoklonale Antikorper herzustellen,
welche dank ihrer einzigartigen Spezifitdt und Affinitdt as immunodiagnostische und
ansatzweise auch als therapeutische Reagenzien eine breite Verwendung gefunden haben
(Wadmann, 1991). Die Anwendung monoklonaler Antikorper tierischen Ursprungs (meistens
von Nagern) in der Humantherapie ist jedoch problematisch, weil sie beim Menschen eine
Immunantwort provoziert. Die Herstellung sogenannter chimérer Immunglobuline, die sich aus
variablen murinen Regionen und konstanten humanen Regionen zusammensetzen, verringerte
die Immunogenitét derartiger Antikorper stark, eliminierte sie jedoch nicht vollstéandig
(Neuberger et al., 1985; Briggemann et al., 1989). Die Herstellung von menschlichen
monoklonalen Antikdrpern mittels Hybridoma-Technologie ist mit verschiedenen technischen
Problemen verbunden. Es gibt sehr wenige geeignete Fusionspartner fir eine humane B-Zélle,
um eine stabile Myelomzelle zu bilden. Aulerdem weist ein MausMensch-Myelomhybrid
typischerweise eine niedrige oder instabile Antikorperproduktion auf. Hinzu kommt noch das
ungeloste ethische Problem der Immunisierung eines Menschen mit bestimmten Antigenen
(Glassy und Dilman, 1988; Parren, 1992). Dartiber hinaus schlief3t der Toleranzmechanismus
die Ausbildung monoklonaler Antikorper gegen korpereigene Proteine aus. Mit der
Verwendung von Phagenbibliotheken sollte es prinzipiell gelingen, diese Nachteile zu umgehen
und menschliche Antikorper bzw. antikorperahnliche Proteine in vitro herzustellen (Winter und
Milstein, 1991).

1.3.1 Aufbauprinzipien und Verwendung einer Phagenbibliothek
Das Prinzip einer Phagenbibliothek berunt auf der Nachahmung des in-vivo-

Selektionsprozesses im Immunsystem. Ein Repertoire von Antikorper-Fragmenten (scFv oder
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Fab, sehe 1.1.4.) wird auf der Oberflache filamenttser Phagen exprimiert, wobel jeder
Phagenpartikel ein Antikorperfragment nur einer Spezifitét tragt. Die Bibliothek wird durch die
Bindung der Phagenpartikel an ein Antigen selektioniert. Mit den auf diese Weise
angereicherten Phagen werden anschlief3end Bakterien infiziert, die nach dem Eindringen der
Phagen entsprechende l6sliche Fragmente sezernieren (Ubersicht in Winter et al., 1994). Die
Affinitétsreifung der gewonnenen Fragmente, die bel Immunglobulinen durch somatische
Mutationen verursacht wird, kann durch Punktmutationen oder den Austausch der Ketten
erhoht werden. Bel der Herstellung und Verwendung von Phagenbibliotheken werden zwel
technologische Errungenschaften genutzt: die Amplifizierung eines Repertoires von V- und
V_ -Genen aus antikorperproduzierenden Zellen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(Orlandi et al., 1989) und die Mdglichkeit, kurze Peptide auf der Oberflache eines filamenttsen
Phagen zu exprimieren (Smith 1985; Marks et al., 1992a).

Die filamentdsen Bakteriophagen M13, fd und fl gehdren zu einer Gruppe engverwandter
Viren, die gram-negative Bakterien infizieren, ohne sie zu lysieren. Das Genom eines
filamenttsen Phagen besteht aus etwa 6400 Nukleotiden und kodiert fur zehn Proteine. Die
Phagenhiille wird aus aus dem Produkt des Gens VIII (pVIlI), das in etwa 3000 Kopien
vertreten ist und aus den Produkten der Gene 111 (plll), VI, VII und IX, die jeweils etwa in
Form von funf Proteinen vertreten sind, zusammengesetzt. Das Hauptprotein pVII1 ist fir die
Umhllung der einzelstrangigen DNA verantwortlich. Das Protein plll wird auf der Spitze des
Phagenpartikels exprimiert und ist fur die Infektion von Bakterien verantwortlich. Es koppelt
an den F-Pilus der Bakterienmembran an. Ein Peptid kann an das N-terminale Ende von pll|
fusioniert werden, ohne die Morphogenese und die Infektionsfahigkeit des Phagen zu
beeintréchtigen (Parmley und Smith, 1988). Auf der Phagenoberfléache kdnnen auch scFv- und
Fab-Fragmente exprimiert werden (McCafferty et al., 1990; Hoogenboom et al., 1991).

Fur die Expression auf Phagen werden die fir Antikorperfragmente kodierenden Gene und das
plll-Gen in ein chimérisiertes Plasmid, genannt Phagemid, kloniert. Dieses Plasmid enth&lt
sowohl einen Replikationsursprung fur Plasmide as auch den Phagen-Replikationsursprung
(Hoogenboom et al., 1991; Breitling et al., 1991, Dibel et al., 1993). Phagemids vermehren
sich in einer Wirtszelle wie doppelstrangige Plasmidmolekiile. Werden die Zellen jedoch
gleichzeitig mit einem Helferphagen infiziert, so vermehren sich die Phagemids wie en
Einzelstrang-DNA-Bakteriophage. Die DNA eines Helferphagen enthdlt die genetische

Information fir alle Phagenproteine, die fur die Verpackung und Sekretion von

18



1 Einleitung

Phagenpartikeln nétig sind, jedoch einen defekten Replikationsursprung, wodurch sie mit einer
niedrigeren Effektivitét als das fur das scFv/pll1-Fusionsprotein kodierende Phagemid repliziert
wird. Am Ende entsteht ein infektitser Phagenpartikel, der sowohl plll als auch das fusionierte
Protein scFv/plll prasentiert und das fur das Fusionsprotein kodierende Phagemid tragt
(Abb. 1-6). Manche Phagemids haben ein Amber-Stopcodon zwischen den Antikoperketten-
und dem pll1-Gen (pHEN1; Hoogenboom et al., 1991). Dies erlaubt eine Umschaltung von der
Expression des Fusionproteins zur Produktion eines |0slichen Antikorperfragments in einem
nichtsuppressiven Stamm.

Ein Repertoire der V- und V -Gene kann aus der Population peripherer B-Lymphozyten
(PBL) (Ward et al., 1989) isoliert und zur Konstruktion einkettiger variabler Doménen (z. B.
scFv-Fragmenten) verwendet werden. Eine zuféllige Kombination der schweren und leichten
Ketten flhrt dabel zur Entstehung einer Bibliothek von Antikdrper-Fragmenten verschiedener
Spezifitdt (Huse et al., 1989; Marks et al., 1992). Die Expression der Bibliothek auf der
Oberflache von Phagen bietet die Mdglichkeit, mit Selektionstechniken Reagenzien zu

erzeugen, die prinzipiell jedes beliebige Antigen erkennen kénnen sollten.

Ve V., plll
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Abbildung 1-6. Schematische Darstellung eines scFv-exprimierenden Phagenpartikels.

1.3.2 Affinitat von scFv-Fragmenten aus einer Phagenbibliothek

Die potentielle Affinitét von Fragmenten ist von der Komplexitdt der Phagenbibliothek
abhangig. Mit zunehmender Komplexitét einer Phagenbibliothek wéchst auch die Chance,
Antikbrper mit hoher Affinitdt im vorgegebenen Repertoire zu finden. Nach ihrem

Aufbauprinzip lassen sich Phagenbibliotheken in unterschiedliche Typen einteilen:

Naive Bibiliotheken

Die primare Immunantwort umfaldt ein groRes Repetoire von 10°-10° Antikdrpern vom IgM-
Typ, die in der Lage sind, verschiedenste Antigene mit meist niedriger Affinitét zu erkennen.
Dieses naive Repertoire der bereits in vivo rekombinierten V-Gene der schweren und leichten

Ketten kann in Form von m, k- und | -mRNA aus peripheren B-Lymphozyten (PBL)
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nichtimmunisierter Spender gewonnen werden. Die so hergestellte Bibliothek der V- und V-
Gene wird in das Phagemid kloniert, wobei eine zufdlige Zusammenstellung der beiden Ketten
entsteht (Marks et al., 1991; Dibel et al., 1992). Die erste single pot-Phagenbibliothek
humaner scFv-Fragmente wurde aus den PBL zweier Spender etabliert und enthielt 2,9x10°
Klone (Marks et al., 1991). Aus dieser Bibliothek konnten scFv-Fragmente mit einer Spezifitét
fur 25 verschiedene Antigene isoliert werden, darunter humane Proteine wie 16diche CD4-
Rezeptoren und TNFa (tumor necrosis factor) (Griffiths et al., 1993). Die Affinitat der
isolierten Antikorper betrug 10°-10" M™ und entsprach der Affinitéat der IgM-Antikdrper in der
primaren Immunantwort, war jedoch nicht gentigend hoch fiir eine therapeutische Anwendung
dieser Antikorper.

Vor kurzem wurde eine Phagenbibliothek aus V-Genen von 43 nichtimmunisierten Spendern
hergestellt, deren Repertoire etwa 1,4x10™ Klone umfal’t und die zur Zeit die komplexeste
naive Bibliothek ist (Vaughan et al., 1996). Die PCR-Primer wurden so konstruiert, dal3 die V-
Gene dler funf bekannten Antikorperklassen isoliert werden konnten. Die gewonnenen
Antikérper wiesen eine sehr hohe Affinitétskonstante von etwa 10°-10"° M™ auf und waren
damit vergleichbar mit den mittels der Hybridomatechnol ogie hergestellten Antikorpern.
Hierausist zu ersehen, dal’3 der grofte Nachteil einer naiven Phagenbibliothek die Abhangigkeit
der Affinitdt der Antikorper von der Bibliotheksgrof3e ist. AulRerdem ist die Komplexitét der
Bibiliothek durch die Eigenschaften jedes IgM-Repertoires begrenzt: durch unterschiedliche
Expression der V-Genfamilien und verschiedene ,,immune Vorgeschichten” der Spender, die zu

somatischen Mutationen der Ketten fihrt.

Svynthetische Bibiliotheken.

Bel der Konstruktion einer synthetischen Bibliothek werden die V-Gene aus bereits klonierten

V-Gensegmenten in vitro zusammengesetzt. Wie im Abschnitt 1.1.3 beschrieben, entsteht ein
Vy-Gen durch die Rekombination der Vy, D, und J;-Segmente, wobei die CDR3 von D- und
Ji-Segmenten kodiert werden. Die CDR3-Region der schweren Kette weist die grofdte
Struktur- und Langenvariabilitét auf und spielt eine Schllisselrolle in der Bestimmung der
Antikorperspezifitét (Kabat and Wu, 1991).

In der ersten synthetischen Bibliothek (Hoogenboom and Winter, 1992) wurden 49 vorher
klonierte V-Segmente eines Menschen mit einer synthetischen CDR3-Region und dem J.4-
Segment mittels PCR rekombiniert (Tomlinson et al., 1992). Die CDR3-Region wies eine
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Lange von funf oder acht Resten auf, wobei die finf ersten Aminosduren durch Zufallssequenz
kodiert wurden. Das hergestellte V-Repertoire wurde mit der V, 3-Kette as scFv-Fragment
auf Phagen exprimiert. Die Bibliothek enthielt etwa 2x10” Klone und die Affinitét der isolierten
Antikérper betrug 10° M. Die Komplexitét war noch nicht hoch genug, weil es schwierig war,
Reagenzien mit Spezifitét fur Protein-Antigene zu gewinnen. Nach der Einfihrung der
synthetischen CDR3-Regionen mit einer Lénge von 4-12 Aminosauren, kodiert durch eine
vollsténdig zuféllige Sequenz, ist es dann gelungen, eine hochkomplexe Bibliothek zu
konstruieren, die etwa 10° Klone enthét (Nissim et al., 1994). Aus dieser Bibliothek wurden
Antikorper gegen mindestens 18 Antigene isoliert. Dazu gehdrten Haptene, menschliche
Proteine, z.B. das Tumorsuppressorprotein p53, sowie Zelloberflachenproteine, z.B. l16diche
T-Zell-Rezeptoren. Das anti-p53-scFv-Fragment erkannte das Protein auch auf der
Z€lloberflache (Nissm et al., 1994).

Spéter wurde eine dhnliche Bibiliothek konstruiert, bel der die CDR3 eine Lange von 6-15
Resten hatten, wobel nur die ersten sechs Reste variierten. Das Vy-Repertoire war mit sieben
leichten Ketten der Familien V1, V4, V,1 sowie V,3 verbunden (de Kruif et al., 1995).
Dadurch stieg die Komplexitét auf 3,8x10° Klone. Die Affinitét der gewonnenen Antikérper
lag in derselben GrélRenordnung wie bei den oben beschriebenen und betrug 10° - 10° M™.

Die Affinitdt der gewonnenen Antikorper kann in vitro durch weitere Veradnderung der V-Gene
verbessert werden. Allerdings beinhaltet dies die Konstruktion einer zweiten Bibliothek (der
Mutanten) und ihre Selektion. Zufélige Mutationen werden durch PCR mit error-prone-
Polymerase durchgeftihrt (Gram et al., 1992; Deng et al., 1994). Mit Hilfe von CDR-walking
ist es gelungen, die Affinitét des anti-gpl20 Fab-Fragments 420-fach zu erhthen und den
picomol-Bereich zu erreichen (Yang et al., 1996). Diese Methode beruht auf dem Mutieren
einer CDR und der anschlief3enden Selektion von Klonen am Antigen. Der beste Klon wird in
der nadchsten CDR-Region mutiert. Kettenaustausch (chain shuffling) wurde bei Marks et al.
(1992b) verwendet, um die Affinitdt der anti-Hapten-scFv von 10'M auf 10°M zu
verbessern. Schliefdich ist es Schier et al. (1996) gelungen, die Affinitdt eines scFv gegen das
Tumorantigen c-erbB-2 6-ma zu verbessern und eine fir monoklonale Antikorper

charakteristische Dissoziationskonstante von 10° M zu erreichen.
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1.3.3 Selektionsstrategien
Die meistens bisher isolierten spezifischen scFv-Fragmente wurden durch die Bindung an

gereinigte Antigene gewonnen, die an eine Festphase wie z.B. an spezielle Plastikrohrchen
durch Inkubation immobilisiert wurden (Marks et al., 1991). Als Festphase wurden auch
Latexktgelchen (Andersen et al., 1996) oder paramagnetische Streptavidinkigelchen fir
biotinylierte Antigene (Hawkins et al., 1992) verwendet. Die freien Bindungsstellen werden
mit Milchpulver abgeséttigt und die scFv-exprimierenden Phagen dazugegeben. Nach der
Inkubation werden die nichtgebundenen Phagen abgewaschen und gebundene Phagenpartikel
mittels Triethylamin eluiert. Dann werden TG1-Bakterien mit den angereicherten Phagen
infiziert und auf einer Agarplatte vermehrt. Danach folgt die Infektion der Bakterien mit einem
Helferphagen, was zur Entstehung der scFv-exprimierenden Phagenpartikel fuhrt. Sie werden
isoliert und fir eine weitere Selektionsrunde verwendet. Mit den nach 4-5 Runden
angereicherten Phagen werden HB2151-Bakterien infiziert, die l¢ésliche scFv-Fragmente
exprimieren.

Der Nachtell dieser Methode besteht in der aufwendigen Herstellung des nativen Antigens fur
die in vitro-Inkubation. Marks et al. (1993) ist es gelungen, blutgruppenantigenspezifische
scFv-Fragmente mittels Inkubation mit antigenexprimierenden Zellen zu isolieren. Generdll ist
die Selektion einer Phagenbibliothek auf den Zellen jedoch noch nicht etabliert.
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1.4 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Gegen HLA/Peptid-Komplexe gerichtete peptidabhéngige Antikorper sind von grof3em
wissenschaftlichen Interesse und potentiell in Diagnostik und Therapie von Bedeutung.
Antikorper sind entsprechend ihrer Natur gut [6dlich und stabil, sie konnen fir die Bestimmung
von T-Zell-Epitopen unter Bedingungen, die die Verwendung von T-Zellen und rekombinanten
T-Zell-Rezeptoren ausschlief3en, eingesetzt werden. Die Charakterisierung bereits vorhandener
monoklonaler Antikorper mit T-Zell-Rezeptor-dhnlichen Eigenschaften, wie sie der HLA-B35-
spezifische Peptid-abhangige mAk TU165 aufweist, kann Erkenntnisse iber molekulare
Vorgange bei der Wechselwirkung zwischen T-Lymphozyten und HL A/Peptid-prasentierenden
Zélen liefern. Zu diesem Zweck bietet sich die Konstruktion einkettiger variabler Doméanen
(scFv-Fragmente) dieses Antikorpers an, da sich hierbel genligende Mengen des
entsprechenden Immunglobulins relativ schnell gewinnen lassen.

Phagenbibliotheken ~ menschlicher  scFv-Fragmente  ermoglichen es,  spezifische
Antikorperfragmente ganzlich in vitro zu gewinnen und auf das aufwendige Verfahren der
Hybridoma-Technologie zu verzichten. Die Mdoglichkeiten dieser Methode lieffen sich
wesentlich erweitern, wenn es gelange, die Selektion einer Bibliothek an Zellen mit dem Ziel
durchzufiihren, gegen ein bestimmtes Zelloberflachen-Protein, insbesondere HLA-Klasse |-
Molekile, gerichtete scFv-Fragmente zu gewinnen.

Die Aufgabestellung wurde in folgende Problemkomplexe aufgeteilt:

. Molekularbiologische Charakterisierung des monoklonalen Antikorpers TU165.

Dies sollte die Klonierung und Sequenzierung der variablen Fragmente der schweren und
leichten Ketten von TU165 beinhalten.

- Expression und Charakterisierung des scFv-Fragments von TU165.

Die variablen Genfragmente sollten in einen Expressionsvektor kloniert werden, um en
funktionelles scFv-Fragment gewinnen zu konnen. Auch die Expressons- und
Reinigungbedingungen des rekombinanten Proteins sollten optimiert werden. Schliefdich sollte
die Reaktivitét des erhatenen scFv-Fragments mit humanen HLA-typisierten Zellinien getestet
und mit der Reaktivitét des urspriinglichen Antikorpers verglichen werden.

- Erarbeiten und Optimieren von Selektionsmethoden am Beispiel von TU165-scFv-tragenden
Phagen.
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Durch die Klonierung des TU165-scFv-Fragments in ein Phagemid sollten TU165-scFv-
tragende Phagenpartikel hergestellt, und die Bedingungen fir die Isolierung der Phagenpartikel
aus einem UberschuR unspezifischer Phagen mittels HLA-B35-prasentierenden Zellen
untersucht werden. Mit Hilfe dieser modellhaften Selektion sollten die Bedingungen fir die
Selektion einer Phagenbibliothek mit Zellen erarbeitet und optimiert werden.

- Isolierung HLA-Klasse I-Mol ekil-spezfischer scFv-Fragmente aus einer Phagenbibliothek
und ihre Charakterisierung.

Es sollte versucht werden, durch die Selektion mit der synthetischen humanen
Phagenbibliothek (Nissm et al., 1994) unter Verwendung der HLA-hemizygoten Zdllinie
BM28.7 (Volz et al., 1992) scFv-Fragmente mit einer Spezifitat fur HLA-Klasse I-Molekiile

zu gewinnen und zu charakterisieren.
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