
Antik�rperbibliotheken
DOI: 10.1002/ange.200603381

Immunit�t im Reagenzglas: Die Zauberkugel wird
Wirklichkeit
Richard A. Lerner*

Angewandte
Chemie

Stichw�rter:
Antik�rperbibliotheken · Immunsystem ·
Kombinatorische Chemie ·
Medizinische Chemie ·
Therapeutische
Antik�rper

Manfred Eigen gewidmet

R. A. LernerAufs�tze

8284 www.angewandte.de � 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2006, 118, 8284 – 8305

http://www.angewandte.de


1. Einleitung

So wie die Chemie selbst, hat sich auch die Immunchemie
zu einer exaktenWissenschaft entwickelt. Anders aber als die
„klassische“ Chemie, deren Konzepte und Anwendungen
stets nahtlos weiterentwickelt wurden, kamen Fortschritte in
der Immunchemie meist in Sch"ben.[1, 2] So hat es "ber ein-
hundert Jahre gedauert, bis das Konzept der „Zauberkugel“
realisiert wurde. Wir fassen hier den gegenw*rtigen Stand der
Immunchemie zusammen, mit Schwerpunkt auf der Erzeu-
gung therapeutischer Antik,rper. Ziel dieses Aufsatzes ist es,
die wichtigsten Konzepte der modernen Immunforschung
vorzustellen. Eine chronologische Aufz*hlung der vielen
therapeutischen Antik,rper, die heute in der klinischen
Praxis eingesetzt werden, ist dagegen nicht beabsichtigt. Im
Grunde bestand die zentrale Herausforderung der Immun-
chemie immer darin, eine L,sung f"r das Diversit*tsproblem
zu finden. Vom chemischen Standpunkt betrachtet, besteht
diese L,sung in der In-vitro-Synthese eines Antik,rper-
repertoires, dessen Diversit*t derjenigen nat"rlicher Orga-
nismen gleichkommt oder diese "bertrifft. Wir beschreiben in
diesem Aufsatz, wie der Aufbau von kombinatorischen An-

tik,rperbibliotheken zu einer „chemischen“ L,sung des Di-
versit*tsproblems f"hrte. Dies war die Grundlage f"r die
Entwicklung synthetischer vollst*ndig humaner therapeuti-
scher Antik,rper f"r die klinische Praxis.
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Nach �ber einhundert Jahren immunologischer For-
schung ist Paul Ehrlichs Konzept der Zauberkugel heute
Realit$t. Gegenw$rtig sind therapeutische Antik&rper die
wohl wichtigste Klasse von neuen Wirkstoffen zur Be-
handlung vieler Erkrankungen, darunter der Alzheimer-
Krankheit und Krebs. Die Entwicklung von therapeuti-
schen Antik&rpern war auf Fortschritte in der Immunche-
mie angewiesen, die erst die Erzeugung von Antik&rpern in
vitro erm&glichten. Das Herzst�ck dieser neuen Technik ist
die kombinatorische Antik&rperbibliothek, die die Syn-
these eines k�nstlichen Immunsystems erm&glicht, das die
Diversit$t des Antik&rperrepertoires der Natur �bertrifft.
Der Aufbau einer solchen Bibliothek ausgehend vom na-
t�rlichen Immunsystem als Startpunkt musste als schwierig
gelten, da Verfahren erforderlich sind, die den zu kon-
ventionellen Klonierungsverfahren umgekehrten Weg be-
schreiten. Bei der Genklonierung beginnt man mit einem
komplexen System und vereinfacht dieses zu einem sin-
gul$ren System. Bei der Erzeugung von Diversit$t durch
Aufbau einer kombinatorischen Antik&rperbibliothek be-
ginnt man dagegen mit einer Ansammlung von Klonen,
erh&ht in regelloser Weise deren Komplexit$t und bringt sie
dann wieder zur Singularit$t zur�ck. Mit den Methoden,
die f�r diese anspruchsvolle Aufgabe entwickelt worden
sind, k&nnen Antik&rper f�r jedes Antigen im Reagenzglas
erzeugt werden. Diese synthetischen Antik&rper k&nnen
den nat�rlichen Antik&rpern qualitativ und quantitativ
�berlegen sein.
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2. Damals und heute

In Abbildung 1 ist dargestellt, wie sich unserWissensstand
zur Beschaffenheit von Antik,rpern im Laufe von mehr als

einhundert Jahren entwickelt hat, beginnend bei Ehrlichs
Seitenkettentheorie bis hin zur Kristallstruktur eines Anti-
k,rpermolek"ls.[3, 4] Das vielleicht bemerkenswerteste an
diesem Vergleich ist, dass man keinen großen Unterschied
feststellt! Es ist erstaunlich, wie nahe Ehrlichs Konzept der
Antik,rperstruktur der tats*chlichen Struktur kommt, die
mit Methoden bestimmt wurde, an die 100 Jahre zuvor nicht
einmal zu denken war. Silverstein wies darauf hin,[1] dass
Ehrlich bereits ein Diversit*tssystem im Sinn hatte, bei dem
jeder Antik,rper eine eigene Spezifit*t aufweist (wie an den
unterschiedlichen Formen der Seitenketten in Abbildung 1 zu
sehen ist). Die Studien zur Struktur und Chemie von Anti-
k,rpern bilden mittlerweile ein sehr umfangreiches Gebiet
und "bersteigen den Rahmen dieses Aufsatzes. Daher soll der
Hinweis gen"gen, dass sich in einem gegebenen Repertoire
jeder Antik,rper vom n*chsten unterscheidet.

Ein einzelner Antik,rper hat sechs Proteinschleifen oder
Antik,rperbindungsstellen (complementarity determining

regions; CDRs), die komplement*r zum Antigen sind. Ein
Antik,rpermolek"l ist die h,chstentwickelte kombinatori-
sche Vorrichtung, die die Natur kennt, insofern jeder Anti-
k,rper sechs unterschiedliche Antik,rperbindungsstellen auf
zwei Proteinketten (die schwere und die leichte Kette) ver-
teilt, sodass eine dreidimensionale Matrix entsteht, die, bei
einer unbegrenzten Zahl von Formen, ungef*hr 700 E2 an
Bindungsoberfl*che und 3000 E3 an Volumen einnimmt. Im
Wesentlichen kann man ein Antik,rpermolek"l als ein
kombinatorisches Display-System f"r Peptidschleifen be-
trachten.

Ehrlichs bemerkenswerte Intuition zeigte sich nicht nur
bei der Struktur der Antik,rper, sondern gleichermaßen bei
seiner Ank"ndigung der Zauberkugel. In Hal B. WallisF 1940
produziertem Spielfilm „Dr. EhrlichFs Magic Bullet“ erkl*rt
Ehrlich (Edward G. Robinson) dem Finanzminister, dass „es
eines Tages m&glich sein wird, kleine Zauberkugeln im Rea-
genzglas herzustellen, in den Blutstrom zu schießen und ein-
dringende Mikroben zu zerst&ren“ (Abbildung 2). Der Fi-

nanzminister antwortet mit der Bemerkung, damit k,nne er
nicht vor den Haushaltsausschuss treten! Eine vollst*ndige
und faszinierende Betrachtung der geschichtlichen Ereignisse
findet sich in einem exzellenten Artikel von Bernard
Witkop.[5]

Die moderne Verk,rperung von Ehrlichs Reagenzglas
voller Zauberkugeln ist die kombinatorische Antik,rperbib-
liothek, die in wenigen hundert Mikrolitern L,sung 1011 un-
terschiedliche Antik,rper enthalten kann. Antik,rper aus
solchen Bibliotheken fanden breite Anwendung im Labor
und in der medizinischen Praxis. Trotz der erheblichen Zeit-
spanne, die zwischen der Entwicklung des Konzepts und
seiner Nutzbarmachung verging, werden therapeutische An-
tik,rper in der klinischen Praxis heute weithin eingesetzt, und
vermutlich sind es die tragf*higsten Komponenten in der
modernen pharmazeutischen Forschung. Zurzeit gibt es 18
Antik,rper, die zur klinischen Behandlung von Krankheiten
– von Krebs bis rheumatischer Arthritis – eingesetzt werden.
Mit diesen Antik,rpern werden j*hrlich Milliarden Dollar
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Abbildung 1. Ehrlichs Seitenkettentheorie (links) und kristallographisch
gel�ste Struktur eines Antik�rpermolek@ls (rechts). Im Antik�rpermole-
k@l sind die schwere und leichte Seitenkette sowie eine Disulfidbr@cke
zu erkennen, außerdem ist die Art der Packungswechselwirkung der
leichten und schweren Kette dargestellt. Die Antigen-Erkennung findet
an den Enden des Molek@ls statt, wo die schwere und leichte Kette
wechselwirken.

Abbildung 2. Szene aus Hal Wallis’ Spielfilm „Dr. Ehrlich’s Magic
Bullet“. Edward G. Robinson (links) spielt Paul Ehrlich.
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umgesetzt, und "ber 370 neue Antik,rper gegen mehr als 70
verschiedene Antigene befinden sich derzeit in der klinischen
Testphase.[6] Allerdings gibt die bloße Zahl der in klinischen
Tests befindlichen Antik,rper nicht deren volle Bedeutung
wieder, da einige Antik,rper mehrere Indikationen haben.
Zum Beispiel ist Humira, ein Antik,rper gegen den Tumor-
nekrosefaktor (TNF), zur Behandlung von rheumatischer
Arthritis und Psoriasis zugelassen und zeigt vielversprechen-
de Ergebnisse bei Morbus Crohn. Fast jedes große Pharma-
unternehmen betreibt Forschungsprogramme zu therapeuti-
schen Antik,rpern, und etwa 55% aller Neuzulassungen von
Arzneimitteln betreffen Antik,rper.

Vor diesem geschichtlichen Hintergrund dr*ngt sich die
Frage auf, welche Faktoren letztendlich die Entwicklung von
Antik,rpertherapeutika erm,glicht haben. Die erste Antwort
w*re, dass Fortschritte in der Immunchemie eine L,sung des
Diversit*tsproblems durch chemische Methoden erm,glicht
haben. Dass eine „chemische“ L,sung gefunden wurde, war
aus mehreren Gr"nden wichtig:
1) Das volle Potenzial des Antik,rperrepertoires konnte

ausgesch,pft werden.
2) Das Problem der Immuntoleranz wurde umgangen.
3) Antik,rper konnten so formatiert werden, dass sie f"r

eine therapeutische Anwendung geeignet waren.

Das Diversit*tsproblem kann leichter verstanden werden,
wenn man es nicht als Problem, sondern als Chance auffasst.
Jedes Individuum hat ungef*hr 108 unterschiedliche Anti-
k,rper. Vor Einf"hrung der unten beschriebenen chemischen
Techniken konnte man nur einen Bruchteil dieser Antik,rper
durch das biologische Verfahren der Hybridoma-Bildung
gewinnen.[7] So spektakul*r das Hybridoma-Verfahren auch
ist, kann es nur einige wenige der ungef*hr 108 Antik,rper
einer Maus liefern. Außerdem bleibt das Problem der Im-
muntoleranz ungel,st, und chemische Ver*nderungen am
Antik,rpermolek"l sind ebenfalls nicht m,glich.

Die Forschungen zur L,sung des Diversit*tsproblems
mithilfe chemischer Methoden wurden mit dem ambitio-
nierten Ziel aufgenommen, das gesamte Antik,rperreper-
toire eines Individuums in funktionaler Form zu gewinnen.
Obwohl Ehrlich nicht wissen konnte, wie groß die Diversit*t
des Immunsystems ist, glich sein prophetischer Traum von
den Zauberkugeln in einem Reagenzglas exakt den Vorstel-
lungen moderner Immunchemiker – mit dem einzigen Un-
terschied, dass es nicht mehr um Tausende, sondern um Mil-
liarden Antik,rper ging.

Mit zunehmender technischer Entwicklung wurden neue
Verfahren zur Gewinnung von Antik,rperrepertoires aus
Tieren und Menschen zug*nglich, und heutzutage k,nnen oft
eine oder mehrere der sechs CDRs eines Antik,rpers syn-
thetisch erzeugt werden, sodass eine fast unbegrenzte Diver-
sit*t m,glich ist. Die kombinatorischen Antik,rperbiblio-
theken enthalten mehr diskrete chemische Einheiten (1011)
als synthetische chemische Bibliotheken organischer Ver-
bindungen (106) oder Naturstoffbibliotheken (104–105).
Kombinatorische Antik,rperbibliotheken beginnen bei einer
Diversit*t, die dreimal h,her sein kann als das nat"rliche
Repertoire eines Menschen. Die Komponenten dieser Anti-
k,rperbibliotheken haben Bindungskonstanten f"r die Bin-

dung ihres Zielmolek"ls (des Antigens) im Bereich von 109

bis 1014m�1, was die Bindungsst*rke von gew,hnlichen Mo-
lek"l-Substrat-Komplexen um Gr,ßenordnungen "bertrifft.
Oft enthalten kombinatorische Antik,rperbibliotheken
zahlreiche unterschiedliche Antik,rper mit sehr *hnlicher
Bindungsaffinit*t f"r die Zielstruktur – oder anders ausge-
dr"ckt: Es stehen mehrere L,sungsm,glichkeiten f"r das
Problem der Bindung an ein Antigen zur Verf"gung. Die
Tatsache, dass man mehrere L,sungen f"r das Problem der
selektiven Bindung erh*lt, unterstreicht die außergew,hnli-
che Leistungsf*higkeit kombinatorischer Antik,rperbiblio-
theken zur Behandlung des Diversit*tsproblems.

Mit der mittlerweile dreißig Jahre alten Hybridoma-
Technik[7] w*re man zwar im Prinzip in der Lage gewesen,
therapeutisch interessante Antigene zu erkennen. Da die
Antik,rper aber aus M*usen stammten, waren sie f"r thera-
peutische Anwendungen weitgehend ungeeignet, weil sie
vom menschlichen Immunsystem selbst als Fremdk,rper
entfernt werden. Eine erste L,sung f"r dieses Problem be-
schrieben Winter und Mitarbeiter, die Antik,rper der Maus
„humanisierten“, indem sie alle variablen Bereiche außer den
CDRs durch entsprechende humane Antik,rpersequenzen
ersetzten.[8, 9] Die Grundidee war folgende: Da sich die va-
riablen Bereiche von Antik,rpern alle unterscheiden, sollten
die CDRs nicht artspezifisch sein – im Unterschied zu den
konstanten Bereichen des Molek"ls, die artspezifisch sind.

Dieses Konzept ebnete den Weg zur Konstruktion thera-
peutischer Antik,rper.[8,9] W*hrend es also gelang, einen
bestimmten Antik,rper so zu modifizieren, dass er f"r einen
therapeutischen Einsatz infrage kam, blieb das Diversit*ts-
problem weiter ungel,st. Selbst wenn wir annehmen, dass
man eines Tages auf Tierexperimente g*nzlich verzichten und
man Hybridomazellen stattdessen aus Menschen gewinnen
k,nnte, bleibt das Diversit*tsproblem bestehen, weil man
unmittelbar auf das Problem der Immuntoleranz trifft, das
wohl das gr,ßte Hindernis f"r die Herstellung vollst*ndig
humaner therapeutischer Antik,rper war. Das Ph*nomen der
Immuntoleranz ist ein zentraler Aspekt der immunologischen
Theorie, eine detaillierte Diskussion w"rde aber den Rahmen
dieses Aufsatzes "bersteigen. Immuntoleranz bedeutet ein-
fach, dass die Produktion von Antik,rpern gegen k,rper-
eigene Antigene nicht erlaubt ist. Dies ist ein großes Problem
f"r therapeutische humane Antik,rper, weil die Zielspezies
solcher Antik,rper innerhalb einer Gruppe von Individuen
konserviert und damit k,rpereigen ist.

3. L�sung des Diversit�tsproblems mithilfe kombina-
torischer Antik�rperbibliotheken

Die L,sung des Diversit*ts- und Immuntoleranzproblems
kam mit der Entwicklung der kombinatorischen Antik,r-
perbibliotheken.[10–28] Bevor wir genau festlegen, was eine
kombinatorische Antik,rperbibliothek ist, wollen wir der
Einfachkeit halber annehmen, es handele sich um eine Vor-
richtung zur Synthese von Antik,rpern mit unbegrenzter
Diversit*t. Betrachten wir zun*chst, was der entscheidende
Beweggrund f"r die Erzeugung von Antik,rperbibliotheken
gewesen ist: Solche Bibliotheken entstanden zu einer Zeit, in
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der die Wirkstoff-Forschung den Strukturraum der Antigene
immer weiter aufdeckte. Dies f"hrte umgekehrt zu einem
steigenden Bedarf an der Entwicklung von Antik,rpern, mit
dem Ziel, f"r ein gegebenes Antigen aus einer Vielzahl von
Antik,rpern mit passenden Erkennungs- und Bindungs-
eigenschaften ausw*hlen zu k,nnen. Mit zunehmender Zahl
an Antigenen stellte man auch zunehmend striktere Kriterien
f"r die Bindungseigenschaften auf, um so den gr,ßtm,glichen
Nutzen aus den neu gewonnenen Erkenntnissen "ber anti-
gene Zielstrukturen zu ziehen. In der nicht allzu fernen Ver-
gangenheit hatte sich die Immunchemie noch lediglich zur
Aufgabe gestellt, Antik,rper zu erzeugen, die in irgendeiner
Form an ein Protein binden.

Mit dem Aufkommen neuer Techniken und den damit
gewonnenen Erkenntnissen ging die Zielsetzung einher, die
Bindungsregion eines Proteins und die dazu passenden Bin-
dungsaffinit*ten zu definieren oder sogar Spezifit*t f"r sel-
tene Proteinkonformationen zu erzeugen, die z.B. aktive von
inaktiven Zust*nden des Rezeptors unterscheiden k,nnen.
Von besonderem Interesse war das Gebiet der katalytischen
Antik,rper, bei denen der Bindungsmechanismus entschei-
dend f"r die Funktion eines Katalysators ist. Zum Beispiel
ben,tigt ein katalytischer Aldolase-Antik,rper in passendem
Abstand angeordnete Aminos*uren einschließlich eines
Lysins mit einem stark verschobenen pKS-Wert, was ein selten
eintreffendes Ereignis darstellt. Die Wahrscheinlichkeit, dass
ein solches Ereignis eintritt, wird dadurch noch verringert,
dass sich das naszierende Enamin-Nucleophil unter passen-
den stereoelektronischen Randbedingungen an die als Ac-
ceptor wirkende Carbonylfunktion ann*hern muss.[29–34] Eine
zweite Zielsetzung w*re es, den Vorgang zu wiederholen, um
einen zweiten Antik,rper zu gewinnen, indem man die glei-
che Anordnung von Aminos*uren verwendet, aber diese
anders platziert, sodass die antipodische Reaktion abl*uft.
Bindungen an seltene Proteinkonformationen sind unwahr-
scheinliche Ereignisse, sodass eine große Zahl von Antik,r-
pern durchmustert werden muss, um solche mit passenden,
f"r die Katalyse geeigneten Aminos*ureseitenketten zu
finden. Kombinatorische Antik,rperbibliotheken bieten
hierf"r ideale Voraussetzungen.

Wichtig ist vor allem, dass eine kombinatorische Anti-
k,rperbibliothek die Erzeugung eines k"nstlichen Immun-
systems mit unbegrenzter Diversit*t erm,glicht. Auf die
zahlreichen Folgen, die sich aus dieser Unbegrenztheit erge-
ben, werden wir gleich zur"ckkommen; einstweilen wollen
wir festhalten, dass es eines der wichtigsten Merkmale einer
solchen Bibliothek ist, dass sie die Entdeckung von „Bin-
dungs-Jackpots“ und von Konsensussequenzen erm,glicht.
Ein „Jackpot“ liegt dann vor, wenn der gleiche Antik,rper in
einem Bindungstest mehrmals aufgefunden wird; eine Kon-
sensussequenz ist eine gemeinsame Aminos*uresequenz ir-
gendwo in den Antik,rperbindungsstellen unterschiedlicher
Antik,rper. Oft findet man in unterschiedlichen Antik,rpern
der Bibliothek eine komplette Bindungsregion von vier bis
acht Aminos*uren, was eine Folge von Selektion und funk-
tioneller Konvergenz ist. Die Ereignisse, die zum Auffinden
eines „Jackpots“ oder einer Konsensussequenz f"hren, finden
in der gleichen Bibliothek, ja sogar im gleichen Testvolumen
statt. Das gleiche Ph*nomen tritt bei der Optimierung von

Komponenten chemischer Bibliotheken f"r die Bindung an
eine gemeinsame Zielstruktur auf. Nicht selten kommt es vor,
dass Forschungsgruppen, die von unterschiedlichen Leit-
strukturen ausgehen, zu gleichen und bereits anderweitig
synthetisierten Verbindungen gelangen. Zum Schluss er-
m,glicht es die kombinatorische Antik,rpertechnologie
auch, Antik,rper wie niedermolekulare Verbindungen zu
handhaben, d.h. wiederzugewinnen, zu modifizieren und in
gr,ßeren Mengen herzustellen.

4. Anforderungen an ein k�nstliches Immunsystem

Um die Antik,rperkomponente des nat"rlichen Immun-
systems nachzuahmen, muss ein k"nstliches System vier
Merkmale aufweisen:
1. Es muss klonal sein.
2. Es muss eine große Anzahl von Antik,rpern enthalten

und der Komplexit*t des nat"rlichen Antik,rperreper-
toires gleichkommen oder dieses "bertreffen.

3. Erkennung und Replikation m"ssen gekoppelt sein.
4. Es muss eine robuste Mutationsstrategie zur Affinit*ts-

optimierung geben.

Um besser zu verstehen, was diese Merkmale bedeuten
und welche Voraussetzungen f"r ihre Implementierung erf"llt
sein m"ssen, ist es n"tzlich, die entsprechenden Merkmale
des nat"rlichen Immunsystems zum Vergleich zu betrachten.
Das entscheidende Merkmal des nat"rlichen Immunsystems
ist seine klonale Natur (Abbildung 3). Dies bedeutet, dass
jede Zelle nur eine Art von Antik,rper produziert, sodass die
Produktion eines Repertoires von 108 Antik,rpern eine ent-
sprechende Zahl von unterschiedlichen Zellen erfordert.
Eine B-Zelle (B-Lymphozyt) fungiert als Packungseinheit f"r
ein spezielles Paar von schweren und leichten Ketten. Die
Antik,rperspezifit*t wird auf der Zelloberfl*che exprimiert,
und wenn ein oberfl*chengebundener Antik,rper sein Anti-
gen erkennt, wird die Teilung der betreffenden Zelle ausge-
l,st. Somit replizieren die wenigen Zellen, die das Antigen

Abbildung 3. Vereinfachtes Schema, das sechs aus einhundert Millio-
nen B-Zellen in der Milz zeigt, von denen jede einen eigenen Antik�r-
per trMgt. Jede Zelle verpackt eine charakteristische Kombination von
schweren und leichten Ketten.
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erkennen, w*hrend die anderen unbeteiligt bleiben. Wenn
das System z.B. auf eine virale Infektion reagiert, dann re-
plizieren diejenigen Zellen, die das Antigen mit einem An-
tik,rper ausreichender Affinit*t (Kd< 10�6

m) erkennen,
sodass letztendlich viele Replikate von Zellen erzeugt
werden, die nun entweder diesen bestimmten Antik,rper
oder eine durch Mutation verbesserte Variante produzieren.
Die Einzelheiten dieses Vorgangs sind komplex und sollen an
dieser Stelle nicht weiter vertieft werden. Wir m"ssen nur
wissen, dass das nat"rliche Immunsystem in Form zellul*rer
Packungen organisiert ist, wobei jede Zelle eine bestimmte
Kombination aus einer schweren und einer leichten Kette
enth*lt und diese Paarung w*hrend des Verlaufs einer Im-
munantwort unver*ndert bleibt.

Ein anderes sehr wichtiges Merkmal dieses klonalen
Systems besteht darin, dass es mit wiederholter Mutation und
Selektion operiert. Ein solches diversifizierendes und selek-
tierendes System ist deshalb erforderlich, weil die L,sung des
Bindungsenergieproblems von einer relativ niedrigen An-
fangspopulation ausgeht und vor allem schnell erfolgen muss,
um das Pberleben des Organismus bei einem infekti,sen
Angriff zu sichern. Die selektierten Zellen produzieren l,s-
liche Antik,rper, die die Spezifit*t der urspr"nglichen zell-
oberfl*chenexponierten Antik,rper beibehalten, die aber
verbesserte Affinit*ten aufweisen k,nnen, da die Zellrepli-
kation mit Mutation einhergeht. Ein ganz entscheidender
Punkt liegt darin, dass dieses System auf ein Antigen reagiert
und dabei immer wirksamere Antik,rper erzeugt, die das
gleiche Antigen zerst,ren. Eine solche Maschinerie, die von
einem induzierenden Agens zur Replikation angetrieben
wird und dabei ein mutierbares Produkt erzeugt, das die
Konzentration des induzierenden Agens senkt, wird aus
thermodynamischen Gr"nden hin zu einer h,heren Affinit*t
f"r das induzierende Agens getrieben. F*lschlicherweise wird
oft erkl*rt, dass das immunologische Repertoire einer
Keimbahn Antik,rper f"r dieses oder jenes spezifische An-
tigen enth*lt. Im Wissen um die Mutations- und Selektions-
f*higkeit ist aber die Vorstellung treffender, dass das System
zu Beginn der KaskadeAntik,rper enth*lt, die kein spezielles
Antigen erkennen, daf"r aber mit der F*higkeit ausgestattet
ist, Antik,rper gegen jede Art vonAntigen zu erzeugen.[*] Zu
fr"hen Zeitpunkten der Antigenpr*sentation sind Mutation
und Selektion aufgrund der großen Antik,rperzahlen unn,-
tig. Ab welchem Punkt dann die Bildung weniger Antik,rper
mit stattdessen erh,hter Bindungsenergie einsetzt, ist derzeit
nicht klar.

5. Vergleich des nat�rlichen Immunsystems mit
kombinatorischen Antik�rperbibliotheken

F"r die folgenden Ausf"hrungen ist es wichtig, den che-
mischen Teil des Immunsystems von seiner zellul*ren Um-
gebung zu trennen. Der chemische Teil f"hrt direkt zu einer
„chemischen“ L,sung, w*hrend die zellul*re Umgebung eine
physiologische Vorrichtung ist, die sich im komplexen Milieu
des gesamten Organismus entwickelt hat. Daher ist es erfor-
derlich, eine synthetisierte diversifizierte Bibliothek in einem
System abzubilden, das den Prinzipien des nat"rlichen Im-
munsystems unterliegt, ohne dass die zumGesamtorganismus
geh,renden Komponenten exakt kopiert werden m"ssten.
Damit reduziert sich die Erzeugung und Auswahl von Anti-
k,rpern von einem biologischen auf ein haupts*chlich che-
misches Problem.

Zun*chst war man mit zwei Hauptproblemen konfron-
tiert, wenn es darum ging, das Funktionsprinzip der Anti-
k,rperkomponente des Immunsystems nachzuahmen und
m,glicherweise zu verbessern: Das gesamte Repertoire an
schweren und leichten Ketten musste repliziert werden, und
das System musste die F*higkeit zur Bildung von zellul*ren
Packungen haben, sodass Antigenerkennung und Antik,r-
perreplikation verkn"pft werden konnten. Die Forderung
einer Replikation des gesamten Repertoires ist offensichtlich,
da niemand ein System aufbauen will, das eine geringere
Diversit*t als das nat"rliche System hat. Eher sollte das
k"nstliche System die Diversit*t des nat"rlichen Systems
"bertreffen, weil viele Randbedingungen wegfallen, sobald
die Unterscheidung zwischen k,rpereigenen und k,rper-
fremden Antigenen nicht mehr von Bedeutung ist.

Die Forderung, dass Erkennung und Replikation gekop-
pelt sein m"ssen, ist weniger offensichtlich und r"hrt von der
Tatsache her, dass man hunderte Millionen von Antik,rpern
durchmustern muss, um diejenigen mit der h,chsten Bin-
dungsenergie aufzufinden. Sobald eine hohe Bindungsaffini-
t*t gefunden ist, ist es zweckm*ßig, mithilfe molekularbiolo-
gischer Methoden die f"r das Protein codierenden Gene an-
stelle des Proteins selbst zu erzeugen. In Analogie zu den
Zellen des nat"rlichen Immunsystems besteht die Vorgabe
darin, dass jede Packung eine schwere und eine leichte Kette
enth*lt und unter Beibehaltung der Klonierbarkeit replizie-
ren kann. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass eine
Klonierung des gesamten Systems mit konventionellen Me-
thoden unm,glich ist, da dies hunderte Millionen von Klo-
nierungsereignissen erfordern w"rde. Die L,sung f"r dieses
Problem liegt in der Beschaffenheit der kombinatorischen
Antik,rperbibliothek.

Der Unterschied zwischen dem nat"rlichen Antik,rper-
system und kombinatorischen Antik,rperbibliotheken ist in
Abbildung 4 illustriert. Das Prinzip einer k"nstlichen kom-
binatorischen Bibliothek besteht darin, dass die „Quanten-
packung“ des nat"rlich exprimierten Antik,rpergens zerst,rt
wird, indem die Packung der schweren und leichten Ketten
der Antik,rper aufgebrochen wird und die beiden Ketten
stattdessen stochastisch kombiniert werden. Vom Konzept
her ist dies der genau umgekehrte Prozess zum Klonie-
rungsvorgang: Statt bei einem komplexen Zustand zu be-
ginnen und diesen zu einem klonalen Zustand zu vereinfa-

[*] Es gibt eine immunologische Theorie, wonach sich das Antik�rper-
repertoire vor etwa 450 Millionen Jahren in Gnathostomata (Kiefer-
m@ndern) als Reaktion auf Infektionsgefahren zu entwickeln begann.
Dies w@rde bedeuten, dass sich das Repertoire gegen infekti�se
Wirkstoffe richtet, von denen viele inzwischen ausgestorben sind. An
den Sachverhalten Mndert dies nicht viel, da es lediglich bedeutet,
dass ein Ausgangsklon eine KreuzreaktivitMt zwischen heutigen An-
tigenen und einem in der Evolutionsgeschichte auftretenden infek-
ti�sen Wirkstoff zeigen muss.
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chen, beginnt man bei einem klonalen Zustand und ver*ndert
diesen zugunsten h,herer Komplexit*t. Mit dem erstmaligen
Auftauchen dieses Problems traten unmittelbar zwei Sach-
verhalte hervor: zum einen, dass es notwendig ist, das ge-
samte Repertoire an schweren und leichten Ketten zu er-
zeugen, zum anderen, dass an einem bestimmten Punkt des
Systems Erkennung und Replikation gekoppelt sein m"ssen.

6. Das H�ufigkeitsproblem

Die Forderung, das gesamte Immunrepertoire zu klonie-
ren, wurde nach der damaligen Lesart als das „H*ufigkeits-
problem“ bekannt. Die Diskussion drehte sich vor allem um
die Vorstellung, dass es unabh*ngig von der eingesetzten
Methode unabdingbar w*re, die Originalpaarungen der
leichten und schweren Ketten zur"ckzuerlangen. In Anbe-
tracht der Tatsache, dass ein Individuum etwa 108 einzigartige
Paarungen leichter und schwerer Ketten enth*lt, resultiert bei
stochastischer Kombination eine kombinatorische Komple-
xit*t von 1016, und nur eine einzige Paarung aus 108 ist die
Originalpaarung. Eine Durchmusterung von 108 Klonen zum
Auffinden der Originalpaarung w*re zur damaligen Zeit sehr
anspruchsvoll gewesen (wenn auch prinzipiell machbar),
wogegen eine Suche unter 1016 Klonen selbst heute nicht
m,glich w*re.Warum also w*hlte man ein System, das auf der
stochastischen Kombination von schweren und leichten
Ketten beruht, wenn man nach all den technischen Schwie-
rigkeiten am Ende nur einen einzigen Originalantik,rper
erh*lt?

Die L,sung des H*ufigkeitsproblems basierte auf der
Erkenntnis, dass das System auf zwei Ebenen entartet ist. Auf
der biochemischen Ebene kann jede leichte mit jeder
schweren Kette paaren. Die kombinatorische Diversit*t folgt
einer Art Einbahnstraße, insofern viele leichte Ketten zu
einer vorgegebenen schweren Kette komplement*r sein
k,nnen. Umgekehrt gilt dasselbe – allerdings hat man in
erster Linie die Komplementierung der schweren Ketten

betrachtet, weil die der Antigenerkennung dienende Diver-
sit*t aus genetischen Gr"nden hautps*chlich von den
schweren Ketten stammt. Außerdem wissen wir aus vielen
Kristallstrukturen von Antik,rper-Antigen-Komplexen, dass
die Bindungswechselwirkungen in vielen F*llen haupts*ch-
lich von den schweren Ketten bestimmt werden. Wie sich
zeigt, nutzt auch die Natur dieses Entartungsprinzip. Wenn
wir einen genaueren Blick auf die Antik,rpergene eines In-
dividuums werfen, erkennen wir, dass es ungef*hr 55000 f"r
die schweren Ketten codierende Gene und 3000 f"r die
leichten Ketten codierende Gene gibt, die gemeinsam f"r die
Kettenpaare der unterschiedlichen Antik,rper codieren. Die
Asymmetrie zugunsten der schweren Ketten f"hrt zu zwei-
erlei Folgerungen f"r den Aufbau einer Antik,rperbiblio-
thek: Eine eher beil*ufige Folgerung besteht darin, dass sich
die Gr,ße der kombinatorischen Matrix verringert, sofern
man lediglich das nat"rliche Repertoire kopieren will. Die
weit wichtigere Folgerung ist, dass es gen"gend Spielraum
gibt, um die Diversit*t der leichten Ketten auf das Niveau der
schweren Ketten zu steigern. Wie wir sehen werden, k,nnen
nichtnat"rliche leichte Ketten sehr entscheidend auf die
Bindungsenergie Einfluss nehmen.

Die erfolgreiche Anwendung kombinatorischer Antik,r-
perbibliotheken beruht letztlich auf dieser intrinsischen Ent-
artung des Systems. Dabei bleibt das Prinzip bewahrt, dass
Antik,rper gegen alles m,gliche existieren, aber auch solche,
die gegen nichts gerichtet sind. Es ist einfach eine Frage der
Bindungsenergien und der Anzahl an Bindungen, wobei die
Zahl der m,glichen L,sungen f"r die Bindung an ein Antigen
als Funktion der ausprobierten Bindungsereignisse ansteigt.

7. Kopplung von Erkennung und Replikation

Nachdem man erkannt hatte, dass die „chemische“
L,sung des Diversit*tsproblems eine Aufspaltung der Origi-
nalpaarungen von Antik,rperketten erfordert, wendete man
sich der Frage zu, an welcher Stelle des Prozesses die Klo-
nalit*t durch erneutes Zusamenpacken der Ketten wieder-
hergestellt werden sollte, um so jedes neu gebildete Paar als
eine einzelne Einheit behandeln zu k,nnen. Im Prinzip h*tte
man mit den Proteinen arbeiten k,nnen, es zeigte sich aber,
dass es einer genetischen L,sung bedurfte, da wir viel besser
in der Lage sind, einige Kopien eines Gens zu erzeugen als
einige Kopien des zugeh,rigen Proteins. Eine solche gene-
tisch basierte L,sung verlangte zweierlei Arten von Kopp-
lung zwischen Erkennung und Replikation: Zun*chst muss-
ten die Gene der schweren und leichten Ketten miteinander
gekoppelt werden, und sie mussten außerdem mit ihren
Proteinen in der Weise gekoppelt werden, dass die Packung
gewonnen und repliziert werden kann. Die Vorgabe einer
Replikation ist gleichzusetzen mit der Forderung, dass m,g-
licherweise sehr selten auftretende Bindungsereignisse am-
plifiziert werden m"ssen.

Mit diesen Vorgaben ist der Gedanke an Viren nahelie-
gend.[13, 14] Vorstellbar ist der Aufbau eines Systems mit einer
großen Zahl von replizierenden Partikeln, die im Innern die
f"r die einzelnen Antik,rperpaare codierenden Gene und auf
der Außenseite die zugeh,rigen Proteine tragen. Die Protei-

Abbildung 4. Prinzip kombinatorischer Antik�rperbibliotheken, die
durch stochastische Auswahl von schweren und leichten Ketten von
Antik�rpern aufgebaut werden, wobei die zellulMre Verpackung der Ori-
ginalpaare von Ketten aufgespalten wird. Man beachte den Unter-
schied zum nat@rlichen Antik�rpersystem in Abbildung 3.
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ne k,nnten entweder in viraler Plaque exprimiert oder direkt
an die Oberfl*che des Virions gekn"pft werden. Auf diese
Weise k,nnte die gesamte Packungseinheit anhand ihrer
F*higkeit zur Antigenbindung selektiert und dann repliziert
werden. Dies w*re die Realisierung von Ehrlichs Zauberku-
gel, in der Art, dass hunderte Millionen unterschiedlicher
Antik,rper in einer wenige hundert Mikroliter fassenden
L,sung in einem Reagenzglas erzeugt werden k,nnen. Dar-
"ber hinaus k,nnte jeder interessierende Antik,rper, selbst
wenn es nur ein einzelnes Molek"l davon g*be, repliziert
werden. Bez"glich therapeutischer Antik,rper ergibt sich das
vielversprechende Konzept, das gesamte Diversit*tssystem
eines Individuums in einem Reagenzglas „abzuf"llen“. Be-
denkt man zudem die m,gliche Bildung nichtnat"rlicher
Paare, so kann die Diversit*t vieltausendfach gr,ßer sein als
die des Individuums. Um einen Eindruck vom derzeitigen
Stand der Technik zu erhalten, sei darauf hingewiesen, dass
kommerzielle Anbieter, wie etwa die Firma Cambridge An-
tibody Technologies, kombinatorische Antik,rperbibliothe-
ken in Phagen vertreiben, die mehr als 100 Milliarden ver-
schiedene Antik,rper enthalten.[35]

Mehrere L,sungsstrategien zum Aufbau der die Erken-
nung und Replikation koppelnden Packung wurden entwi-
ckelt (Abbildung 5). Das grundlegende Konzept besteht je-
weils darin, dass eindeutig spezifische Antik,rper durch die
replizierende Packung exprimiert werden und dass sich die
f"r die Antik,rperketten codierenden Gene im Innern der
Packung befinden.[13,14,36–68] Die Antik,rpergene sind so aus-
gelegt, dass sie im Tandem mit den f"r die Bestandteile der
Packung codierenden Genen replizieren. Ein sehr verbreite-
tes System ist in Abbildung 6 illustriert. Der Antik,rper wird
auf der Oberfl*che der filament,sen M13-Phage exprimiert,
und die daf"r codierenden Gene befinden sich im Innern des
Virusteilchens. Das M13-Virus ist ein ca. 1 mm langer Stab mit
vier Proteinen an einem Ende des Stabes, f"r die das Gen3
des Virus codiert.[69,70] Der Trick besteht in der Entwicklung
eines Genkonstrukts, das sich in den Reifungsprozess des
Virus in einer Weise einklinkt, dass die Expression des An-
tik,rpers an eines (oder in seltenen F*llen zwei) der vier
durch Gen3 codierten Protein gekoppelt wird, w*hrend das

f"r den Antik,rper codierende Gen im Innern des Virus
verpackt wird.

Die verschiedenen Methoden, die f"r diese offenkundig
schwierige Aufgabe entwickelt wurden, sind in der Literatur
dokumentiert[13,14] und werden hier nicht n*her geschildert.
Auf einen interessanten chemischen Aspekt soll an dieser
Stelle aber hingewiesen werden: Eine Hauptaufgabe des
Systems besteht darin, die beiden Antik,rperketten zur
Paarung zu bringen. Dies gelingt einfach, wenn beide Ketten
zum Zusammenbau in den periplasmatischen Raum von E.
coli gelenkt werden. Das Volumen des periplasmatischen
Raumes ist kleiner als 10�15 Liter und enth*lt nur einige
hundert Molek"le in relativ hohen, mikromolaren Konzen-
trationen, sodass die nanomolare Bildungkonstante f"r die
Kettenpaarung weit "bertroffen wird. Außerdem ist zu be-
achten, dass sich die Reaktionsprodukte replizieren und
deshalb – anders wie in der chemischen Synthese – so etwas
wie eine Ausbeute nicht relevant ist.

Abbildung 7 zeigt ein Beispiel f"r eine kombinatorische
Antik,rperbibliothek, die in diesem Fall gegen das Hepatitis-
B-Virus aufgebaut wurde. Sowohl die Phagen als auch die
Hepatitis-Viren sind groß genug, um im Elektronenmikro-
skop sichtbar zu sein, sodass sich ihre Strukturen beobachten
lassen.[71] Jeder Phage (stabf,rmige Teilchen) ist an ein He-
patitis-B-Virus (sph*rische Teilchen) geheftet, und zwar aus-
schließlich mit dem Ende, an dem der Antik,rper im Kon-
jugat mit dem Gen-3-Protein exprimiert wurde. Gew,hnlich
kommt es zu nur einem Bindungsereignis, allerdings zeigt der
Einschub einen Fall, bei dem zwei stabf,rmige Phagen an
einem Hepatitis-B-Virus heften. Dies kann eintreten, weil die
H"lle des Hepatitis-Virus aus vielen Kopien eines einzelnen
Proteins (des Antigens) aufgebaut ist. Weil das Gen-3-Protein
auch zur Anheftung des Phagen an E. coli ben,tigt wird (im
Infektionsvorgang), k,nnen nicht alle vier Gen-3-Proteine
durch Antik,rper derivatisiert werden, da andernfalls der
Phage nicht infekti,s w*re. Daher ist ein Phage mit vier
Antik,rpern nicht selektierbar, selbst wenn er an ein Antigen
bindet. Obwohl dies nicht mit Sicherheit bekannt ist, gibt es
wohl sterische Aspekte, die daf"r sorgen, dass die Gen-3-
Konstrukte auf die Expression von Einzelkopien von Anti-

Abbildung 5. Systeme, die zur Kopplung von Replikation und Erkennung von Antik�rpergenen mit ihren zugeh�rigen Proteinen verwendet wurden,
um Komponenten der kombinatorischen Antik�rperbibliothek zu selektieren und zu replizieren.
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k,rpern beschr*nkt sind. Ein alternativer Mechanismus, den
wir hier aber nicht n*her betrachten, beruht auf der Expres-

sion von mehrfachen Kopien von Antik,rpern entlang des
stabf,rmigen Phagen durch Anheften der Ketten an das Gen-
8-Protein, dessen 2700 Kopien die helicale Oberfl*che des
1 mm langen Phagen bilden.[69,70] Obwohl dieser Ansatz einige
Anwendungen gefunden hat, besteht ein gravierender
Nachteil darin, dass wegen der großen Zahl von Antik,rpern,
die an das Gen-8-Protein binden, auch schwach bindende
Antik,rper selektiert werden, die als einzelne Molek"le in-
effektiv sein k,nnen, aber als Gesamtoberfl*che erkannt
werden.

8. L�sung des Toleranzproblems:
die nichtnat�rlichen Paare

Kombinatorische Antik,rperbibliotheken bieten eine
L,sungsstrategie f"r das in vivo auftretende Toleranzproblem
an. Wie viele andere der hier diskutierten Aspekte der Im-
munchemie ist das Problem der immunologischen Toleranz

Abbildung 6. Ein Genexpressionssystem f@r schwere und leichte Anti-
k�rperketten in M13-Phagen. Der Phagemidvektor pComb3 kann die
Gene der leichten (VL und CL) und der schweren Ketten (VH und CH1)
beherbergen. Das f@r die schweren Ketten codierende Genkonstrukt
codiert auch f@r das virale Gen-3-Protein. In der Praxis werden die ge-
netisch produzierten schweren und leichten Antik�rperketten durch die
pelB-Leitsequenz zum periplasmatischen Raum transportiert, wo sie
konjugieren und sich wMhrend der Reifungs- und Assemblierungspha-
se des Virus an das Gen-3-Protein des Phagen heften. In gewissem
Sinne wird das Virus @bert�lpelt, indem man ihn das Antik�rpermole-
k@l an sein eigenes Gen-3-Protein heften lMsst (roter Punkt oben
rechts). Weil ein Helfervirus verwendet wird, gibt es zwei Arten von
Gen-3-Protein in der Zelle: natives Gen-3-Protein, das f@r die Zellinfek-
tion ben�tigt wird, und Gen-3-Protein mit einem angehefteten Antik�r-
permolek@l. Die Menge, in der diese Proteine auf der PhagenoberflM-
che vorliegen, wird durch die Konkurrenz zwischen Virusreifung und
Virusassemblierung bestimmt, wobei aber nur antik�rpertragende
Phagen @ber die Antigenbindung selektierbar sind (in einem als „Pan-
ning“ bezeichneten Prozess). Das Gen, das f@r die aus leichten und
schweren Ketten bestehenden Proteine codiert, ist im Innern des Virus
verpackt. In Gegenwart des Helfervirus erm�glicht die intergene F1-
Region des Vektors, dass das einzelstrMngige Phagemid im Innern des
Virus verpackt wird. Im Endeffekt erhMlt man ein Phagenpartikel mit
einem Antik�rper an der Außenseite (roter Punkt oben rechts) und
dem daf@r codierenden Gen im Innern.

Abbildung 7. Elektronenmikroskopische Aufnahmen (Hitachi, O35000)
von HBsAg-Teilchen (HBsAg = OberflMchenantigen des Hepatitis-B-
Virus) und filament�sen Phagen. Frische Phagen wurde in der Vor-Pan-
ning-Stufe (a) oder in der dritten Panning-Stufe (B) der JMK-Bibliothek
prMpariert und 30 min mit HBsAG-Teilchen inkubiert. Die erhaltenen
Komplexe wurden mit einem auf einem Gitter angebrachten Antik�rper
gegen HBsAg vereinigt und dann gewaschen, fixiert und negativ ange-
fMrbt. Die Gitter wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Man be-
achte, dass im oberen Teil der Abbildung (Kontrollexperiment) keiner
der stabf�rmigen Phagen mit seinem Ende an den Hepatitis-B-Teilchen
(kleine Kugeln) heftet, wMhrend im unteren Teil sMmtliche nun antik�r-
perhaltige Phagen an die Hepatitis-B-Virions heften.[71] Copyright Na-
tional Academy of Sciences.
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Gegenstand umfangreicher Forschungen und "bersteigt den
Rahmen dieses Aufsatzes. F"r unsere Zwecke wollen wir
festhalten, dass immunologische Toleranz bedeutet, dass ein
Individuum keine Antik,rper gegen k,rpereigene Antigene
produzieren kann. Die biologische Erzeugung von humanen
Antik,rpern gegen humane Proteine ist daher nicht erlaubt.
Dies ist ein grunds*tzliches Problem f"r die Entwicklung und
Anwendung therapeutischer Antik,rper, da, außer bei in-
fekti,sen Erkrankungen, die meisten therapeutischen Anti-
k,rper gegen ein k,rpereigenes Ziel gerichtet werden. Ge-
w,hnlich m,chte man eine pathogene Verbindung aus dem
K,rper entfernen, z.B. ein als Gelenkgift wirkendes Molek"l
bei rheumatischer Arthritis oder eine Krebszelle, die ein
spezifisches Zelloberfl*chenepitop aufweist. Da das biologi-
sche Ph*nomen der Toleranz jedoch auf der zellul*ren Ebene
auftritt – die per Definition die Paare aus schweren und
leichten Ketten einschließt –, muss es sich nicht auf die
nichtnat"rlichen Paare erstrecken. In anderen Worten tritt
kein Toleranzph*nomen auf, wenn die L,sungsstrategie f"r
die Antigenbindung auf einer rein chemischen Methode ba-
siert. Wie wir aus Abbildung 8 ersehen k,nnen, ergeben die
jeweils zehn unterschiedlichen schweren und leichten Ketten
in zehn unterschiedlichen Antik,rpern in diesem Beispiel
eine kombinatorische Bibliothek aus 100 Antik,rpern, von
denen 90 aus nichtnat"rlichen Paarungen zusammengesetzt
sind. Wenn dies eine humane Bibliothek w*re, dann k,nnten
die therapeutischen Antik,rpern aus diesem Pool von nicht-
nat"rlichen Paaren selektiert werden.

9. Zusammenfassung der Hauptmerkmale
kombinatorischer Antik�rperbibliotheken

Bevor wir zu den experimentellen Beispielen "bergehen,
um die wichtigsten konzeptionellen Merkmale von kombi-
natorischen Antik,rperbibliotheken zu illustrieren, sollen
einige dieser Merkmale hier zusammengefasst werden:
1. Eine Immunisierung ist nicht erforderlich.
2. Die Bibliotheken unterliegen keinem Toleranzph*nomen.
3. Die Bibliotheken sind nicht auf nat"rliche Spezifit*ten

beschr*nkt, da sie die M,glichkeit haben, neuartige Paare
aus schweren und leichten Ketten zu erschaffen.

4. Antik,rper k,nnen aus Menschen in Form klonaler Ein-
heiten gewonnen werden.

5. Jeder Antik,rper, der vom Organismus jemals produziert
wurde, kann gewonnen werden, gleichg"ltig ob er gerade
produziert wird oder nicht.

6. Sehr seltene Spezifit*ten sind zug*nglich.
7. Antigene m"ssen nicht in vivo immunogen sein; dies gilt

z.B. f"r Kristalle und Metallionen.
8. Die Bibliotheken erm,glichen die Analyse eines „Jack-

pots“ und die Bestimmung von chemischen Konsensus-
sequenzen.

9. Kombinatorische Antik,rperbibliotheken bieten eine
Plattform f"r die Optimierung von Antik,rperaffinit*ten.

10. Synthetische Antik�rper, nichtimmunogene Anti-
gene und die Bedeutung von „Jackpots“ und
chemischen Konsensussequenzen

Beim Aufbau einer kombinatorischen Antik,rperbiblio-
thek hat man die Wahl zwischen zwei Quellen f"r die Anti-
k,rpergene. Diese k,nnen entweder aus einem Tier gewon-
nen werden (immunisiert oder nichtimmunisiert), oder man
kann die f"r die sechs Antik,rperbindungsstellen codieren-
den Oligonucleotide einfach synthetisieren. Betrachten wir
als Beispiel eine Studie, in der die F*higkeit einer vollst*ndig
synthetischen Antik,rperbibliothek untersucht wurde, an
Metallionen und Kristalle anorganischer Molek"le zu
binden.[72] Diese geh,ren zu den einfachsten m,glichen
Zielstrukturen. In diesem Fall waren die f"r die CDRs co-
dierenden Gene synthetisch und vollst*ndig randomisiert
(Abbildung 9). Die Bindungsenergie wurde erzeugt, indem
die Metallspezies im dreidimensionalen Raum an die sechs
synthetischen CDRs unter Bildung eines Koordinations-
komplexes angen*hert wurden. Die betrachtete Bibliothek ist
von mittlerer Diversit*t mit nur 108 unterschiedlichen Kom-
ponenten. Antik,rperklone wurden bez"glich ihres Bin-

Abbildung 8. Eine theoretische Bibliothek aus zehn Antik�rpern, deren
schwere und leichte Ketten getrennt und rekombiniert werden. Nur
zehn der 100 rekombinierten Antik�rper sind Originalpaare (blaue Dia-
gonale), wMhrend die anderen 90 Antik�rper neu gebildet wurden.

Abbildung 9. Darstellung der sechs synthetischen CDRs (links unten)
und ihre Lokalisierung im Antik�rpermolek@l. Die Bindungstasche des
Antik�rpers und die sechs CDR-Schleifen, die die dreidimensionale
kombinatorische Matrix bilden, sind hier besser zu erkennen als im
raumf@llenden Modell in Abbildung 1.
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dungsverm,gens an Kupfer-, Cer-, Zink-, Eisen- oder Blei-
ionen oder an Magnetitkristalle selektiert. Keines dieser
Antigene ist immunogen, was bedeutet, dass sie – anders als
Proteine und niedermolekulare Haptene – nach Injektion in
einen Tierorganismus keine Antik,rperbildung induzieren
(tats*chlich k,nnen Magnetitkristalle als solche "berhaupt
nicht injiziert werden). Vor dem Selektionsschritt wurden die
Metallionen an chelatisierendes Sepharosegel gebunden, und
antik,rpertragende Phagen, die einen Komplex mit den
Metallionen bilden, wurden selektiert. Im Fall der Magnetit-
kristalle machte man sich die magnetischen Eigenschaften
der Kristalle zunutze, um bindende von nichtbindenden
Phagen zu separieren. Die Kristalle wurden der Phagen-
bibliothek ausgesetzt, und die Komplexe aus den antik,rper-
tragenden Phagen und den Kristallen wurden einfach mit
einem Magneten aus der L,sung entfernt.[72]

Die CDR-Sequenzen mehrerer Antik,rper, die bez"glich
der Bindung von Metallionen selektiert wurden, sind in Ab-
bildung 10 zusammengefasst. Alle Sequenzen sind unter-
schiedlich, sodass man – ohne "ber chemische Kenntnisse zu

verf"gen – keinen direkten Hinweis erh*lt, auf welche Weise
es zu einer g"nstigen Bindungsenergie kommt. Mit Pberle-
gungen zur Koordinationschemie wird dagegen der Mecha-
nismus der Antik,rper-Metall-Bindung klar erkennbar. Zum
Beispiel sind viele der an Cu2+ und Zn2+ bindenden Sequen-
zen reich an Histidin, was mit der bekannten Rolle von
Stickstoffliganden in Koordinationskomplexen dieser Me-
tallkationen in Einklang ist. Tats*chlich enthalten Metallo-
enzyme mehrere Imidazolgruppen im aktiven Zentrum zur
Koordination von Kupfer- und Zinkionen. Bei genauerer
Betrachtung kann man auch in anderen Sequenzen viele
Gemeinsamkeiten mit der Koordination von Metallionen
durch aktive Zentren von Enzymen erkennen. Uns gen"gt die
einfache Aussage, dass die große Zahl von selektierten An-
tik,rpern besagt, dass es eine große Zahl von „chemischen“
L,sungen f"r das Metallkoordinationsproblem gibt, wenn-
gleich auch keine eindeutige Konsensussequenz zu erkennen
war. Gleichwohl beginnen wir bereits klar zu sehen, wie be-
deutend es ist, eine große Zahl von L,sungen f"r ein Bin-
dungsproblem zu erhalten. Eine vergleichende Analyse
großer Antik,rperzahlen, die zur Bindung an die gleiche

Zielstruktur bef*higt sind, deckt Einzelheiten auf, die bei
einer Untersuchung nur weniger Bindungsereignisse verbor-
gen bleiben.

Bei der Untersuchung von Antik,rpern, die bez"glich
ihrer Bindung an Magnetitkristalle (Eisenoxid, Fe2O3) se-
lektiert wurden, zeigt sich ein qualitativer, aber dennoch
wichtiger Unterschied in den selektierten Antik,rper-
sequenzen (Abbildung 11). Es gibt acht Proteinsequenzen, in
denen sich zwei verschiedene Sequenzen je dreimal wieder-

holen. Dies ist der klassische Fall eines „Jackpots“, da die
Chance sehr gering ist, dass sich die gleichen Sequenzen in
einer aus 108 Komponenten bestehenden Bibliothek stochas-
tisch wiederholen. Ein „Jackpot“ bedeutet, dass die Sequenz
eine „chemische“ L,sung des Bindungsproblems ist. Die Er-
kenntnis ist wichtig, dass bei einem echten „Jackpot“ es die
Entartung des genetischen Codes erlaubt, dass unterschied-
liche Nucleotide f"r die gleiche Proteinsequenz codieren,
sodass die Gene f"r jede Antik,rpersequenz unterschiedlich
sein k,nnen. Folglich betrifft der Selektionsprozess auf der
Proteinebene unterschiedliche Mitglieder der Bibliothek und
nicht deren Kopien. Allerdings kann bei sehr großen Biblio-
theken die Selektion von Kopien wichtige Informationen
"ber bevorzugte Bindungsereignisse liefern.

So "berzeugend ein „Jackpot“ auch ist, gibt er keine
Auskunft dar"ber, welche der Aminos*urereste die wich-
tigsten sind und welche entartet sind. Diese Information kann
durch Bestimmung einer Konsensussequenz erhalten werden,
basierend auf Antik,rpern, die an die Zielspezies binden,
aber nicht zu einem selektierten „Jackpot“ geh,ren. In Ab-
bildung 11 ist eine solche Sequenz dargestellt. Das RSK-
Motiv eines „Jackpots“ (unterer Satz von Sequenzen) bleibt
beibehalten, w*hrend der Rest der Sequenz variiert. Basie-
rend auf einem Selektionsprozess von Antik,rpern haben wir
damit durch Analyse des „Jackpots“ und der Konsensus-
sequenz herausgefunden, dass das RSK-Motiv ein wichtiger
Bestandteil des Bindungsprozesses ist. In der Analyse fand
sich ein Antik,rper, der keine Sequenzhomologie mit einem
der beiden „Jackpots“ aufweist. Man kann lediglich feststel-

Abbildung 10. AminosMuresequenzen von HCDR3-Regionen, die be-
z@glich der Bindung von Metallionen selektiert wurden. Z steht f@r ein
Amber-Stoppcodon, das im f@r die Expression genutzten supE-Strang
zu Q translatiert wird.[72]

Abbildung 11. Vergleich von AminosMuresequenzen der HCDR3-Regio-
nen, die bez@glich der Bindung an Magnetit selektiert wurden, mit auf
Mhnliche Weise selektierten lamB-Mutanten. Qhnliche Teilsequenzen
sind in Orange hervorgehoben. Die unterstrichene Teilsequenz des
dritten Klons markiert eine ungew�hnliche basische Region.[72] Copy-
right National Academy of Sciences.
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len, dass dieser wie die Mitglieder des „Jackpots“ reich an
basischen Aminos*ureresten ist, die außerdem an den genau
gleichen Positionen auftreten wie in der „Jackpot“-Sequenz.
Welche Bedeutung diese Sequenz f"r das Bindungsverm,gen
hat, kann nur in Verbindung mit anderen Mitgliedern des
„Jackpot“-Ensembles abgesch*tzt werden, was erneut die
Vorteile eines Analyseverfahrens verdeutlicht, das viele
„chemische“ L,sungen f"r die Antik,rper-Antigen-Bindung
bietet.

In der Natur beruht der Prozess der Darwinschen Evo-
lution auf Mutation und selektiver Vermehrung, in der Weise,
dass eine verbesserte L,sung f"r ein physiologisches Problem
erhalten wird. In der Enzymevolution kann z.B. die Selektion
zu einer h,heren Katalysegeschwindigkeit (kkat.) oder zu einer
st*rkeren Bindung an ein Substrat (KD) f"hren. Oft gibt es
eine bevorzugte L,sung f"r das Problem, und man findet
dann, dass mehrere Systeme in einem als konvergente Evo-
lution bezeichneten Prozess zu einer gemeinsamen L,sung
zusammenlaufen. Die Analyse einer selektierten Antik,r-
perbibliothek ist ein ganz *hnlicher Prozess, insofern nach
einer konvergierenden L,sung f"r ein Bindungsproblem ge-
sucht wird. In unserer Diskussion haben wir Mutation und
Selektion bislang nicht ber"cksichtigt, da große Antik,rper-
zahlen bewirken k,nnen, dass beide Prozesse verzichtbar
sind. Die Frage lautet, ob sich die Vorteile, die sich aus dem
Umgang mit großen Antik,rperzahlen ergeben, gegen"ber
der F*higkeit zur wiederholten Mutation und Selektion, die
eine Verfeinerung bestimmter L,sungen erm,glicht, be-
haupten k,nnen. Die Antwort auf diese wichtige Frage h*ngt
davon ab, mit wie vielen unabh*ngigen L,sungen man be-
ginnen kann und welche Zeit Mutations- und Selektionspro-
zesse zur Erzeugung einer verbesserten L,sung in Anspruch
nehmen. Man kann davon ausgehen, dass die Antwort sehr
vom System abh*ngt. Wir wissen jedoch, dass man bei La-
borsystemen Konvergenz beobachten kann, wenn verschie-
dene Bibliotheken viele m,gliche L,sungen enthalten. Es
stellt sich die Frage, ob es eine Konvergenz zwischen Anti-
k,rpern und anderen nichtimmunen Proteinen gibt, wenn
diese jeweils bez"glich der Bindung an das gleiche Antigen
selektiert werden. Die Aminos*uresequenzen, die nichtim-
mune Proteine zur Bindung heranziehen, *hneln oft denen
von Antik,rpern. Ein einschl*giger Fall ist die Bindung an
Magnetit. Eine unabh*ngige Forschungsgruppe selektierte
E.-coli-Varianten bez"glich der Bindung an Magnetit, indem
zuf*llige Sequenzen in das auf der Oberfl*che des Bakteriums
befindliche Lambda-Rezeptorprotein (LamB) eingef"gt
wurden.[65,66,73] Es wurden zwei Sequenzen selektiert, die stark
homolog zu den Sequenzen sind, die in den aus ungef*hr 106

randomisierten Sequenzen isolierten Antik,rper-„Jackpots“
gefunden wurden (Abbildung 11). Dies ist ein dramatisches
Beispiel f"r eine konvergente Evolution, insofern sich die
Proteinfaltungen der Antik,rper und LamB ohne Zweifel
stark unterscheiden, aber dennoch in beiden Strukturkon-
texten sehr *hnliche Sequenzen selektiert werden. Zusam-
mengefasst erm,glicht die Verwendung von großen Anti-
k,rperzahlen die Bestimmung von „chemischen“ L,sungen
f"r ein Bindungsproblem. Die wichtigsten Merkmale sind
„Jackpot“, Konsensussequenzen und konvergente Evolution.
Der entscheidende Punkt ist, dass diese Merkmale, die ur-

spr"nglich f"r sehr einfache Antigene aufgedeckt wurden,
auch bei therapeutischen Antik,rpern zutreffen.

11. Erh�hung der Diversit�t des nat�rlichen
Antik�rperrepertoires durch Ketten-Shuffling

Wir haben bereits diskutiert, wie kombinatorische Bib-
liotheken zur Gewinnung von Antik,rpern genutzt werden
k,nnen und dabei das Toleranzproblem umgehen. Dies ist
von großer Bedeutung, weil die meisten therapeutischen
Antik,rper intrinsisch gegen k,rpereigene Antigene gerich-
tet sind. Mit dem was wir bis jetzt wissen, w*re zu erwarten,
das die Protokolle zum Aufbau und Screening von Antik,r-
perbibliotheken mehr oder weniger feststehen. Zum Beispiel
ist aber die Methode, mit der der therapeutische Antik,rper
Humira selektiert wurde, recht ungew,hnlich und geeignet,
einige grundlegende Konzepte aufzuzeigen. Humira ist ein
Antik,rper gegen den Tumornekrosefaktor a (TNF), ein
starkes inflammatorisch wirkendes Lymphokin, das in hohen
Konzentrationen viele der bei Psoriasis und rheumatischer
Arthritis auftretenden Sch*digungen verursacht. Eine Ent-
fernung dieses k,rpereigenen Antigens w*re daher von the-
rapeutischem Nutzen, und tats*chlich bilden entsprechende
Antik,rper eine wichtige Klasse von Wirkstoffen, die welt-
weit eingesetzt werden. Humira wurde bei Cambridge Anti-
body Technologies (jetzt im Besitz von Astra-Zeneca) ent-
wickelt. Ausgangspunkt der Entwicklung war ein Maus-An-
tik,rper gegen TNF, der als Templat f"r die Selektion eines
menschlichen Antik,rpers verwendet wurde. Das Entwick-
lungsschema ist in Abbildung 12 gezeigt. Die zentrale Idee
war es, einen bekannten monoklonalen Maus-Antik,rper
gegen TNF als Templat zu verwenden. Das Templat wurde
Bibliotheken humaner leichter und schwerer Ketten ausge-
setzt, sodass die zum Templat komplement*ren Ketten se-

Abbildung 12. Vorgehensweise bei der Entwicklung von Humira
(D2E7). Oben links (rot): monoklonaler Maus-Antik�rper MAK195;
unten rechts (weiß): therapeutischer Antik�rper D2E7. Die blauen
KMstchen markieren humane Antik�rperketten, die roten KMstchen
Maus-Antik�rperketten. Der monoklonale Maus-Antik�rper MAK195
wurde als Templat zur Selektion von komplementMren humanen
schweren und leichten Ketten verwendet. Abbildung mit Genehmigung
von Sir Gregory Winter.
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lektiert wurden. Diese vorab selektierten humanen Ketten
wurden dann zu einem vollst*ndigen humanen Antik,rper
rekombiniert.

Beim Humira-Protokoll war die Zahl der Antik,rper-
ketten, die in der endg"ltigen Bibliothek ber"cksichtigt
werden konnten, eingeschr*nkt, da nur Komponenten in
Betracht kamen, deren prinzipielles Komplementierungsver-
m,gen nachgewiesen war. Mit der Leistungsf*higkeit mo-
derner Screening-Verfahren k,nnte jedoch der Templat-
schritt "berfl"ssig werden, weil s*mtliche Kombinationen,
einschließlich derjenigen, die durch Komplementierung se-
lektiert werden k,nnten, bereits in der großen Ausgangsbib-
liothek vorliegen. Diversit*t ist heutzutage kein Thema mehr,
und das Problem besteht in erster Linie darin, die Mitglieder
einer Bibliothek zug*nglich zu machen. Dennoch verdeut-
licht die elegante Methode, die zur Selektion des vollst*ndig
humanen therapeutischen Antik,rpers Humira verwendet
wurde, eindrucksvoll das Prinzip des Ketten-Shufflings, das
letztlich auf dem oben diskutierten Prinzip der Kettenentar-
tung basiert.[24,74,75] Dar"ber hinaus unterstreicht es die Ver-
wendung von nichtoriginalen Paarungen zur Erzeugung von
humanen Antik,rpern gegen k,rpereigene Antigene. Wir
nennen dies das „Meines Großvaters Axt“-Problem. Beim
Betrachten einer historischen St*tte kann man diese als das
Geb*ude wahrnehmen, in dem jemandens Vorfahren vor 800
Jahren gearbeitet haben, auch wenn das Geb*udeinnere vor
400 Jahren und das Geb*ude*ußere im letzten Jahrhundert
ersetzt wurden. Oder man kann sagen, dies ist die Axt meines
Großvaters, obwohl mein Großvater die Klinge und mein
Vater den Stiel ersetzt haben.

12. Zugang zu sehr seltenen Antik�rperspezifit�ten
f�r die Therapie

Abbildung 13 illustriert eine Eigenschaft von Antik,r-
perbibliotheken, die besagt, dass jeder jemals produzierte
Antik,rper eines Individuums oder einer Population von
Individuen zug*nglich ist, gleichg"ltig ob der Antik,rper von
diesen Individuen gerade produziert wird oder nicht. Im
Grunde befindet sich dann die gesamte immunologische
Vorgeschichte eines Individuums oder einer Population in
einer wenige hundert Mikroliter fassenden L,sung. Man be-
zeichnet dies als die „fossile Aufzeichnung“ einer immuno-
logischen Vorgeschichte.[76] Die meisten modernen Konzepte
der Immunchemie beschr*nkten sich auf das Repertoire von
Antik,rpern, das zum jeweils gegenw*rtigen Zeitpunkt von
einem Individuum produziert wurde. Das Ziel dieser Akti-
vit*ten war meist diagnostischer Art, um Informationen "ber
eine Infektion oder aktive Autoimmunit*t zu erhalten. Wenn
ein Individuum einen gestiegenen Antik,rpertiter gegen
einen Virus hatte, dann war dies ein Beweis f"r eine k"rzlich
zur"ckliegende Infektion. Auf *hnliche Weise zeigten Anti-
k,rper gegen k,rpereigene Substanzen, z.B. gegen DNA,
eine Autoimmunerkrankung an. Nach Abklingen der Infek-
tion ziehen sich dann diese Anzeichen meist in das Ge-
d*chtnis des Immunsystems zur"ck.

Immunologisches Ged*chtnis bedeutet einfach, dass die
Lymphocytenklone, die w*hrend einer Immunreaktion durch

Proliferation gebildet werden, nicht vollst*ndig eliminiert,
sondern als Ged*chtniszellen gespeichert und bei erneuter
Infektion aktiviert werden. Dieses Ph*nomen bildet die
Grundlage von Schutzimpfungen, bei denen es weniger
darauf ankommt, die Konzentration eines zirkulierenden
Antik,rpers aufrechtzuerhalten, als vielmehr dem Immun-
system einen zeitlichen Vorsprung zu geben. Wenn das An-
tigen (der Impfstoff) im immunologischen Ged*chtnis ver-
ankert ist, kann das Immunsystem eine so genannte Sekun-
d*rreaktion ausl,sen, die viel schneller als eine Prim*rreak-
tion greift, da sie auf einen fertigen Pool von hoch entwi-
ckelten und selektierten Lymphocyten zur"ckgreifen kann,
die schnell wiederhergestellt werden k,nnen. Die Ged*cht-
niszellen produzieren nur wenige Antik,rper f"r den Zell-
export. Die Antik,rperproduktion ist haupts*chlich auf den
Bereich der Plasmamembran begrenzt, wo diese als Anti-
genrezeptoren fungieren. DaAntik,rperbibliotheken nun auf
der genetischen Ebene operieren, kann man die genetische
Aufzeichnung der immunologischen Vorgeschichte eines In-
dividuums abrufen, unabh*ngig von der Seltenheit eines be-
stimmten Antik,rpers im Speicherkompartiment.

Es gibt ein zus*tzliches Konzept, das wir ber"cksichtigen
m"ssen, bevor wir ein experimentelles Beispiel f"r die Nut-
zung der „fossilen Aufzeichnung“ zur Gewinnung von selte-
nen Antik,rperspezifit*ten geben. Es handelt sich um das
Konzept der immunologischen Pberwachung, das besagt,
dass maligne Zelltransformationen zwar regelm*ßig auftre-
ten, diese Zellen in den meisten F*llen aber vom Immun-
system als fremd erkannt und zerst,rt werden, bevor sie sich
als b,sartige Tumoren festsetzen k,nnen. Die Existenz dieses
Ph*nomens war schwierig nachzuweisen, da wir, wie gerade
diskutiert, auf der Ebene der Antik,rperproteine nicht mehr
viele Hinweise auf einen solchen Prozess zu erwarten haben,
wenn die transformierte Zelle erst einmal eliminiert wurde.

Abbildung 13. Mithilfe kombinatorischer Bibliotheken gelingt es, das
Antik�rperrepertoire eines Individuums oder einer Population von Indi-
viduen in einer L�sung von nur wenigen hundert Mikrolitern Volumen
„abzuf@llen“. Da man die Gene und exprimierten Proteine f@r jeden
jemals produzierten Antik�rper erhMlt, nennt man die Bibliothek die
„fossile Aufzeichnung“ der immunologischen Vorgeschichte des Indivi-
duums. Da die Aufzeichnung aus den Genen abgerufen wird, enthMlt
sie auch diejenigen Antik�rper, die nicht gegenwMrtig produziert
werden.
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Um n*heren Aufschluss zu erhalten, wurde eine Antik,r-
perbibliothek von zwanzig Krebspatienten mit unterschied-
lichen Arten von Tumoren aufgebaut und nach spezifischen
Antik,rpern gegen metastatische Zellen durchsucht.[77] Die
Screening-Methode ist in den Abbildungen 14 und 15 illus-
triert. Zellen aus einem menschlichen Brustkrebs wurden in
metastasierende und nichtmetastasierende Zellen selektiert.
Dann wurden aus der Bibliothek diejenigen Antik,rper se-
lektiert, die nur an die metastisierenden Zellen binden. Es
zeigte sich, dass nur sehr wenige solcher Antik,rper in der
Bibliothek vorliegen, und nur drei von 108 Klonen hatten
diese Eigenschaft.

In weiteren Analysen dieser Antik,rper wurden bemer-
kenswerte Eigenschaften entdeckt.[77] Eine erste Besonder-
heit war, dass diese Antik,rper zweiwertige Kationen ben,-
tigten, um an die Zellen zu binden (Abbildung 16). Dies er-

innerte an eine *hnliche Voraussetzung f"r die Bindung von
Integrinmolek"len an ihre aktivierten Rezeptoren. Damit
wurde dann relativ schnell erkannt, dass das Zielantigen
dieser seltenen Antik,rper tats*chlich ein Integrinmolek"l
ist. Noch interessanter war, dass die selektierten Antik,rper
nicht nur an das Integrin avb3 binden, sondern die aktivierte
Form des Integrinmolek"ls ben,tigen (Abbildung 16). Tat-
s*chlich weiß man, dass metastasierte Zellen die aktivierte
Form dieses Integrins tragen, und dass dessen Aktivierung
vermutlich mit einer Konformations*nderung des Proteins
einhergeht. Eine letzte Pberraschung trat mit der Sequen-
zierung zutage, die aufzeigte, dass diese Antik,rper das Ar-
ginin-Glycin-Aspartams*ure-Motiv (RGD) enthalten, das
das Kernst"ck bei der Bindung aller nat"rlicher Liganden an
Integrine ist (Abbildung 17). Die RGD-Sequenz im Anti-
k,rper war f"r die Erkennung der metastatischen Tumorzel-
len "ber deren Integrine essenziell (Abbildung 17), da die
Mutation zu RGE zu einem Verlust des Bindungsverm,gens
f"hrte. Thnlich wie bei der Antik,rperbindung an Magnetit
gibt es eine bemerkenswerte Konvergenz der Sequenzen, die
von seltenen humanen Antik,rpern und von nat"rlichen Li-
ganden zur Bindung an das Integrin avb3 genutzt werden.

Was aber tun diese Antik,rper? In Folgestudien wurde
gezeigt, dass die Antik,rper zum einen die Metastasierung
von Zellen in die Lungen von M*usen blockieren und zum
anderen existierendeMetastasen verringern (Abbildungen 18
und 19). Die Funktionsweisen der Antik,rper wurden in
Zellstudien aufgedeckt. Es wurde gezeigt, dass die Antik,r-
per nach der Bindung an die Zelle zusammen mit ihrem
oberfl*chenexponierten Antigen internalisiert werden und

Abbildung 14. Eine Methode, die zur Selektion von Brustkrebszellen in
metastatische und nichtmetastatische PhMnotypen eingesetzt wurde.
Menschliche Brustkrebszellen wurden durch MMuse geschleust, wobei
Zellklone selektiert wurden, die entweder immer oder nie metastasier-
ten. Die menschlichen Zellen wurden dann vom Brustfettpolster und
anderen Mausorganen gewonnen und kloniert, wobei permanente Zell-
linien mit entweder metastatischen oder nichtmetastatischen PhMno-
typen erhalten wurden.

Abbildung 15. Eine Methode zur Selektion von Antik�rpern, die nur an
metastatische Zellen binden. Kombinatorische Antik�rperbibliotheken
in Phagen aus 20 Brustkrebspatienten wurden zunMchst bez@glich
nichtmetastatischer Zellen selektiert, um diejenigen Antik�rper zu ent-
fernen, die gegen nichtmetastatische Krebszellen gerichtet sind. Nach
dem ersten Screening zur@ckgebliebene Phagen werden dann bez@g-
lich ihrer Bindung an metastatische Brustkrebszellen selektiert.

Abbildung 16. Kombinatorische Antik�rper, die selektiv an metastati-
sche menschliche Brustkrebszellen binden, ben�tigen drei Vorausset-
zungen: 1) Die Zellen m@ssen das Integrin avb3 an ihrer OberflMche
exponieren. 2) Das Integrin muss aktiviert sein. 3) Es m@ssen zweiwer-
tige Kationen vorliegen. Zum Nachweis der Antik�rperbindung an die
ZelloberflMche wurde eine Fluoreszenzmethode eingesetzt.
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wahrscheinlich den Zelltod durch einen apoptotischen Me-
chanismus ausl,sen (Abbildung 20). Der Hinweis ist wichtig,
dass der biologische Effekt der Antik,rper verschwand, wenn

die RGD-Sequenz zu RGE mutiert wurde, was die Bedeu-
tung der exakten Konvergenz best*tigt. Diese Antik,rper
werden derzeit in klinischen Tests untersucht. Insbesondere

Abbildung 17. Translation von DNA-Sequenzanalysen von scFv-Antik�rpern, die f@r metastatische Brustkrebszellen selektiv sind. Konsensus-
sequenz von Bc-12 und Bc-15 (spezifisch f@r aktiviertes avb3) im Vergleich zu Bc-20 (reaktiv mit nichtaktiviertem avb3). Eine flusscytometrische
Analyse (rechts) mit menschlichen BMS-Brustkrebszellen belegt einen Verlust des Bindungsverm�gen in Mutanten von Bc-12 und Bc-15, die in
CDR-H3 das RGE-Motiv anstelle des RGD-Motivs enthalten (Mut-12 und Mut-15). Das Signal f@r Mut-15 entspricht der Negativkontrolle.[77] Copy-
right National Academy of Sciences.

Abbildung 18. Effekt von Bc-12 und Bc-15 auf die Lungenkolonisierung
durch menschliche Brustkrebszellen. A) Lungen von weiblichen
MMusen mit schwerer kombinierter Immundefizienz 32 Tage nach in-
traven�ser Injektion von 105 BMS-Zellen. Die MMuse wurde mit 50 mg
Bc-12 oder Bc-15 (intraven�s) an den Tagen 1, 2, 3 und 4 behandelt.
Kontrolltiere erhielten phosphatgepufferte Kochsalzl�sung (PBS).
B) Zahl der LungenoberflMchenmetastasen pro Tier. Die horizontale
Linie markiert die mittlere Zahl an Metastasen pro Testgruppe. Mit
scFv-Antik�rpern behandelte MMuse hatten signifikant weniger Meta-
stasen (P<0.001 im Kruskal-Wallis-Test).[77] Copyright National Aca-
demy of Sciences.

Abbildung 19. Effekt von Bc-15 auf die Metastasierung von Brustkrebs
in die Lungen. A) Weiblichen MMusen mit schwerer kombinierter Im-
mundefizienz wurden durch intraven�se Injektion 5O105 DsRed2-mar-
kierte MDA-MB-435-Brustkrebszellen verabreicht, die konstitutiv akti-
viertes Integrin avb3D723R exprimieren. Die Tiere wurden an den Tagen
7, 9, 11, 14, 16 und 18 durch intraven�se Injektion des scFv-Antik�r-
pers Bc-15 oder seiner RGE-Mutante, Mut-15, behandelt (40 mg pro
Dosis). Metastatische Foci wurden durch Fluoreszenzmikroskopie am
Tag 19 detektiert. Die Aufnahmen zeigen typische Foci im Lungenge-
webe von mit Mut-15 (oben) oder Bc-15 (unten) behandelten MMusen.
B) Zahl der metastatischen Foci pro Tier im Lungengewebe. Die hori-
zontale Linie markiert die mittlere Zahl an Metastasen pro Testgruppe.
Mit Bc-15 behandelte MMuse wiesen signifikant weniger Metastasen
auf als mit Mut-15 behandelte MMuse (P<0.001 im zweiseitigen
Mann-Whitney-U-Test).[77] Copyright National Academy of Sciences.
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hofft man die Tatsache nutzen zu k,nnen, dass es sich um
menschliche Antik,rper handelt und dass sie gegen ein sel-
tenes spezifisches Antigen auf der Oberfl*che von Krebszel-
len gerichtet sind.

An dieser Stelle scheint es sinnvoll, die konzeptionellen
Aspekte der seltenen und interessanten Spezifit*t dieser
gegen Integrin gerichteten Antik,rper zu betrachten. Die
nat"rliche Evolution hat in einem Millionen Jahre dauernden
Prozess die Wechselwirkung des Integrins mit dem RGD-
Motiv seines Liganden als einen Erkennungsmechanismus
selektiert. Die Pberraschung ist, dass Antik,rper das gleiche
Erkennungsmotiv in einer krebsinduzierten Immunreaktion
im Zeitraum von Wochen entwickeln. Dies ist bemerkens-
wert, da ein Antik,rper die Wahl gehabt h*tte, jede Region
des Integrin-Antigens zu binden, letztlich aber in der gleichen
Weise wie bei der nat"rlichen Erkennung das RGD-Motiv
ausw*hlte. Der Grund hierf"r ist, dass die Immunreaktion hin
zu einem Zustand maximaler Bindungsenergie strebt und der
Vorgang deshalb auf die gleiche optimale Protein-Protein-
Wechselwirkung hinausl*uft wie bei der nat"rlichen Selekti-
on. Diese Vorstellung ist nat"rlich an die Bedingung ge-
kn"pft, dass es eine begrenzte Zahl von optimalen L,sungen
f"r ein gegebenes Bindungsenergieproblem gibt.

Ein anderes Gebiet, in dem ein Abrufen der „fossilen
Aufzeichnung“ zu wichtigen Ergebnissen und m,glichen
therapeutischen Antik,rpern gef"hrt hat, betrifft die infek-
ti,sen Erkrankungen. In diesem Feld hat sich die kombina-
torische Antik,rpertechnologie als besonders robust erwie-
sen.[78–104] Bei Infektionen geben die Antik,rperaufzeich-
nungen einer Gruppe von Individuen Aufschluss "ber den
evolution*ren Wettkampf zwischen Viren und Antik,rpern –
was Burton und Mitarbeiter als „Aufeinandertreffen evolu-
tion*rer Titanen“ bezeichneten.[101] An den Arbeiten dieser
Gruppe ist sch,n zu sehen, wie oft man zu einer umfassenden
Bibliothek zur"ckkehren kann, um humane Antik,rper mit
interessanten Spezifit*ten zu erproben.

13. Das letzte noch fehlende St�ck:
Mutationsstrategien

W"rde man einige Wissenschaftler fragen, was fehlte,
wenn es die Leistungsf*higkeit des nat"rlichen Immunsys-
tems zu kopieren g*lte, so w"rde man zur Antwort erhalten,
dass es einer Selektion bedarf statt eines einfachen Scree-
nings. Das nat"rliche Immunsystem sch,pft seine Leistungs-
f*higkeit aus dem evolution*ren Prozess von Mutation und
Selektion, w*hrend kombinatorische Antik,rperbibliotheken
auf ein Screening großer Molek"lansammlungen bauen. Eine
wichtige Frage lautet, ob ein chemischer Ansatz zur Maxi-
mierung von Bindungsenergien, der eine große Zahl m,gli-
cher L,sungen heranzieht, die eher zuf*lligen evolution*ren
Prozesse der Natur kopieren oder gar "bertreffen kann.
Anders ausgedr"ckt: Kann die Chemie den biologischen
Prozessen von Mutation und Selektion ebenb"rtig sein? Es
gibt viele Gr"nde anzunehmen, dass dies so ist, zumal das
nat"rliche Immunsystem trotz seiner Leistungsf*higkeit
Einschr*nkungen unterliegt, die bei den chemischen Ans*t-
zen nicht vorhanden sind. Zu den Einschr*nkungen geh,rt,
dass dem Immunsystem eine recht begrenzte Zahl von Spe-
zies in der Ausgangsbibliothek zur Verf"gung steht und dass
eine ungleichm*ßige Diversit*t unter den CDRs erzeugt wird.
Hinzu kommt, dass die Geschwindigkeit der Antik,rper-
genmutation w*hrend der immunologischen Induktion zwar
106-fach h,her ist als die spontane Geschwindigkeit, aber
trotzdem nur 10�5 bis 10�3 pro Basenpaar pro Generation
betr*gt.[105,106] Dar"ber hinaus zeigt das nat"rliche Immun-
system den Effekt, dass es abbricht, wenn die selektierten
Antik,rper „gut genug“ sind, d.h. eine gen"gende Bin-
dungsenergie bereitstellen und in gen"gender Konzentration
vorliegen, um das eingedrungene Antigen zu entfernen. Das
nat"rliche Immunsystem ist so ausgelegt, dass eine gen"gen-
de und keine optimale Affinit*t selektiert wird. Der Chemi-
ker hat dem viele Vorteile entgegenzusetzen:
1. In einem chemischen Experiment ist Diversit*t nur durch

den Faktor der Verf"gbarkeit begrenzt, und man kann den
Endpunkt des Experiments festlegen.

2. Die chemische Intuition kommt zur Geltung, als Gegen-
satz zu den ungelenkten Prozessen der Natur.

3. Dank der Komplexit*t moderner Antik,rperbibliotheken
kann man mit einem gr,ßeren Pool von Ausgangsmate-
rialien beginnen. Ein Chemiker kann durch rationales
Vorgehen ein Produkt erzeugen, das besser ist als das
durch zuf*llige Mutation und Selektion in einem Echt-
zeitprozess erhaltene Produkt.

4. Durch inkrementelles Kombinieren unterschiedlicher
Molek"lbestandteile stehen dem Chemiker sehr viel mehr
Algorithmen zur Verf"gung.

5. Die CDRs sind in vielf*ltiger Form – weit mehr als in
einem nat"rlichen Repertoire – mit nur wenigen Ein-
schr*nkungen bez"glich der Proteinsequenz zug*nglich.

Die zentrale Idee lautet: Sobald eine kombinatorische
Antik,rperbibliothek zur Verf"gung steht, dann ist ein streng
chemischer Ansatz zur Mutagenese m,glich.

Es gibt viele Experimente, die aufzeigen, wie die Affini-
t*ten von Antik,rpern aus kombinatorischen Bibliotheken

Abbildung 20. Studien zum Mechanismus der ZellschMdigung durch
Antik�rper gegen aktiviertes avb3. Vom Patienten stammende Ligan-
den-imitierende scFv-Antik�rper gegen aktiviertes avb3 werden inter-
nalisiert und l�sen den Zelltod von Brustkrebszellen aus. Der scFv-An-
tik�rper Bc-15 wird von aus Patientenblut isolierten Brustkrebszellen
internalisiert: konfokalmikroskopische Aufnahmen von BMS-Zellen, die
4 h mit FITC-Bc-15 (FITC = Fluoresceinisothiocyanat) bei 4 8C (Bin-
dung) oder 37 8C (Internalisierung) inkubiert wurden. Der internalisier-
te Antik�rper t�tet die Zellen auch durch einen apoptotischen Mecha-
nismus. Mutierte Antik�rper, die ein RGE-Motiv anstelle des RGD-
Motivs enthalten, sind unwirksam.[77] Copyright National Academy of
Sciences.
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verbessert werden k,nnen.[107–109] Im Allgemeinen greifen
diese Methoden auf Ketten-Shuffling und/oder ortsspezifi-
sche Mutagenese zur"ck, um damit eine begrenzte Zahl von
Positionen im Antik,rpermolek"l zu mutieren. Ein neueres,
besonders interessantes Experiment stammt von Crea und
Mitarbeitern, die untersuchten, ob ein kombinatorischer
chemischer Ansatz zur Verbesserung der Bindungsenergie
(Affinit*tsreifung) dem nat"rlichen Prozess ebenb"rtig sein
oder diesen gar "bertreffen kann.[110] Als Testobjekt wurde
der Antik,rper Humira gew*hlt, der ein schwieriger Testfall
ist, da er bereits hoch optimiert ist (Kd = 1 nm). Es muss
immer ein Ziel sein, Strategien zu entwerfen, die die Gr,ße
kombinatorischer Bibliotheken einschr*nken (technisch un-
realisierbare Varianten lassen sich dagegen leicht ausdenken).
Wollte man bei z.B. 60 Positionen in den sechs CDR-Schlei-
fen (Humira hat 57) alle Kombinationen der 20 nat"rlichen
Aminos*uren ausprobieren, so w"rde man eine nicht zu
handhabende Bibliothek mit mehr als 1078 Komponenten er-
halten. Der Trick besteht darin, keine Diversit*t zu ver-
schwenden, indem man nur solche Mutationen zul*sst, die
nach der chemischen Intuition die besten Chancen zur Er-
h,hung einer Bindungsenergie haben.

Die von Crea et al. verwendete Strategie, die auf einem
hoch iterativen Prozess beruht, ist in Abbildung 21 gezeigt.[110]

Der erste Schritt ist eine so genannte „look-thru“-Mutage-
nese, bei der zun*chst ein Satz von neun Aminos*uren aus-
gew*hlt wurde. Die Aminos*uren wurden so ausgew*hlt, dass
sie die wesentlichen chemischen Eigenschaften der Seiten-
ketten repr*sentieren. Der Satz von Aminos*uren wurde
verwendet, um einen Satz von Positionsmutationen an jeder
Position in allen sechs CDRs eines Antik,rpers herzustellen
(Abbildung 21). Es wurden Bibliotheken mit einzelnen Mu-
tationen in jeder CDR (sechs Bibliotheken), einzelnen Mu-
tationen in zwei CDRs (f"nfzehn Bibliotheken) und einzel-
nen Mutationen in drei CDRs[20] aufgebaut und auf ein ver-
bessertes Bindungsverm,gen durchmustert. Mit diesem Ver-
suchsschema, das auf nur neun Aminos*uren zur"ckgreift,
konnte die diversifizierteste Dreifachmutationsbibliothek auf
handhabbare 1.4 V 106 Komponenten eingeschr*nkt werden.
Bez"glich des Bindungsverm,gens gab es 14 Positionen, die
keine Mutation erlaubten. 38 Mutationen in 21 Positionen
ergaben eine verbesserte Antik,rperaffinit*t (Tabelle 1).
Diese g"nstigen Mutationen wurden separat f"r die schweren
Ketten (Diversit*t von 2.0 V 105) und die leichten Ketten
(Diversit*t von 6.0 V 105) kombinatorisch kombiniert. Die
vorab selektierten Bibliotheken der schweren und leichten
Ketten wurden vereinigt und selektiert. Daraus ergaben sich
58 Mutanten mit bis zu drei Gr,ßenordnungen verbesserter
Bindungsenergie (KD bis 10�12, Tabelle 1). Eine Sequenz-
analyse der selektierten Klone ergab eine sehr geringe Kon-
vergenz bei den schweren Ketten (Abbildung 22). Dagegen
wurde bei den 14 mutierten Positionen der leichten Ketten
eine bemerkenswerte Konvergenz beobachtet (Abbil-
dung 22). Zum Beispiel enth*lt die leichte Kette CDR-L1 die
Aminos*uren His24, Lys27 und Arg28 sowie einen konser-
vativen Austausch von Ile29 gegen Leu29. Viele andere
konvergente Sequenzen lassen sich erkennen. Besonders
auff*llig ist, dass ein Pro94 in Nachbarschaft zu einem
nichtmutierten Pro95 vorkommt, was darauf hindeutet, dass

Abbildung 21. Allgemeines Schema der „look thru“-Mutagenese (LTM)
und der kombinatorischen Antik�rpermutagenese (CBM). Oben: Bei-
spiel f@r eine dreifache LTM; neun AminosMuren wurden aus dem Satz
der 20 nat@rlichen AminosMuren aufgrund der chemischen Funktionali-
tMt ihrer Seitenketten f@r den LTM-Prozess ausgewMhlt (Einschub
links). Diskrete CDR-Oligonucleotide wurden synthetisiert und zur Bil-
dung einer mutagenisierten CDR mit einer der vorab gewMhlten Ami-
nosMuremutationen an jeder CDR-Position verwendet (Einschub
rechts). In der CDR-Dreifachbibliothek werden alle Kombinationen von
CDR1-, CDR2- und CDR3-Oligonucleotiden kombiniert, um Bibliothe-
ken mit drei simultan mutagenisierten CDRs zu erzeugen.[110] Unten:
Nachdem die g@nstigen LT-Mutanten selektiert wurden, werden dieje-
nigen Mutationen, die in mehreren Klonen auftreten, durch entartete
Oligonucleotide im CBM-Prozess codiert, um so die g@nstigsten Mu-
tanten zu selektieren. Copyright National Academy of Sciences.

Tabelle 1: AffinitMten von verbesserten Humira-Klonen; D2E7 ist der
Ausgangsklon, dessen AffinitMt um ca. drei Gr�ßenordnungen gesteigert
wurde.

scFv[a] kon
[O106

m
�1 x�1]

koff

[O10�5 x�1]
KD [pm] relative

Erh�hung
von KD

D2E7 1.12 107 955�17 1
A1 11.1 2.086 1.88�0.05 500
cb2-44 5.8 0.637 1.10�0.08 870
cb1-3 7.1 0.770 1.08�0.02 870
cb2-6 4.0 0.0454 1.1�0.3 870

scFv = variable EinzelkettendomMne.
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in dieser Region ein Konformationswechsel gefordert ist.
Hierin erkennen wir einen weiteren wichtigen Aspekt kom-
binatorischer Proteinbibliotheken. Vielleicht h*tte man er-
raten k,nnen, dass ein Asp92 in CDR-L3 g"nstig ist – keine
Methode k,nnte aber vorhersagen, dass eine benachbarte
Prolinmutation gefordert ist, um einen Konformationswech-
sel zu bewirken, der das Asp-Carboxylat korrekt positioniert.
Die unterstreicht die Tatsache, dass f"r Proteine eine kom-
binatorische Matrix im dreidimensionalen Raum aufgebaut
werden muss, was das Problem erheblich verkompliziert.

Diese Ergebnisse werfen zwei sehr interessante Fragen
auf: Warum "bertrifft die Leistungsf*higkeit dieser Prozesse
bez"glich der Bindungsenergieoptimierung die der nat"rli-
chen Evolution? Und warum tritt bei den leichten Ketten
eine derart bemerkenswerte Konvergenz auf? Die Effizienz
des Prozesses r"hrt wahrscheinlich von der Tatsache her, dass
der in vitro gef"hrte Prozess einen genetischen Algorithmus
verwendet, der in der Natur nicht erlaubt ist. In der Natur
findet die Rekombination vor der Mutation und Selektion
statt, und eine weitere Rekombination tritt nicht auf, sodass
die M,glichkeit fehlt, dass beide Prozesse synergistisch
wechselwirken. Der In-vitro-Prozess erm,glicht ein Auffin-
den von g"nstigen Mutationen und eine anschließende
„kombinatorische R"ckkreuzung“, sodass synergistische Ef-
fekte genutzt und nichtproduktive Kombinationen eliminiert

werden k,nnen. Die Tatsache, dass die leichten Ketten st*r-
ker optimiert werden konnten als die schweren, untermauert
die Vorstellung, dass in der Natur die schweren Ketten eine
h,here Diversit*t haben als die leichten Ketten. Dadurch gibt
es mehr Spielraum f"r die Optimierung der leichten als der
schweren Ketten, da die Diversit*t der schweren Ketten be-
reits aus einer relativ großen Anzahl sowie einem recht er-
folgreichen genetischen Algorithmus resultiert. Damit
k,nnen synthetische Antik,rperbibliotheken, die von mehr
Komponenten als das nat"rliche Repertoire ausgehen und
einen Algorithmus verwenden, der die Optimierung von VH

und VL mithilfe eines konzertierten Prozesses aus Rekombi-
nation und Mutation erm,glicht, leistungsf*higer sein als der
genetische Algorithmus der Natur.[110]

Die Antik,rperaffinit*t wurde soweit verbessert, dass die
KD-Werte im pikomolaren Bereich liegen, was der oberen
Grenze der Bindungsenergie f"r dieses Antigen nahekom-
men d"rfte. Es ist daher nicht "berraschend, dass wir Kon-
vergenz beobachten, denn mit zunehmender Bindungsener-
gie sinkt die Zahl der „chemischen“ L,sungen des Problems.
Dies gilt insbesondere am Energiemaximum, wo es nur noch
eine einzige L,sung gibt, aber auch in dessen N*he, wo es
dann einige wenige, ann*hernd optimale L,sungen gibt.
Anders ausgedr"ckt zeigt das Auftreten von Konvergenz,
dass die obere Grenze der Bindungsenergie erreicht wird.

Abbildung 22. Sequenz von CBM-Klonen, die eine h�here AffinitMt f@r TNF-a zeigen.[110] Copyright National Academy of Sciences.
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Zum Vorbehalt muss einger*umt werden, dass lokale Minima
auf der Energiehyperfl*che zu einer suboptimalen L,sung
f"hren k,nnten.

Interessant ist ein Vergleich der Selektions- und Opti-
mierungsstrategien chemischer und kombinatorischer Anti-
k,rperbibliotheken zur Affinit*ts- und Selektivit*tssteige-
rung: Eine große chemische Bibliothek kann bis zu eine
Million Komponenten enthalten, aus denen vielleicht ein
„Treffer“ selektiert wird. Der „Treffer“ kann typischerweise
einen KD-Wert im mikromolaren Bereich haben, der mithilfe
medizinisch-chemischer Methoden verbessert werden kann,
um einen optimierten Wirkstoff mit nanomolarer Affinit*t
f"r die Zielstruktur zu gewinnen. Die Gr,ße synthetischer
kombinatorischer Antik,rperbibliotheken bewegt sich dage-
gen zwischen 108 und 1011 Komponenten, aus denen bindende
Spezies mit KD-Werten von ungef*hr 10�8 selektiert werden.
Deren Bindungsverm,gen l*sst sich durch Mutagenese und/
oder Ketten-Shuffling verbessern, um therapeutische Anti-
k,rper mit KD-Werten im pikomolaren Bereich zu erhalten.
An diesem Beispiel erkennen wir abermals das enorme
Leistungsverm,gen großer Bibliotheken.

14. Problem des �berreichen Angebots

Methodisch gesehen ist nicht genutzte Leistung ver-
schwendete Leistung. Vor dem Aufkommen der kombinato-
rischen Antik,rperbibliotheken bot die Hybridoma-Technik
Zugang zu einer begrenzten Zahl von Antik,rpern f"r eine
gegebene Zielsubstanz. Man arbeitete mit dem, was gerade
zur Verf"gung stand, sodass die Auswahl eines Antik,rpers –
entweder als Reagens oder Therapeutikum – vergleichsweise
leicht fiel. Hingegen hat man es beim Arbeiten mit Biblio-
theken oft mit Tausenden von Antik,rpern f"r eine gegebene
Zielsubstanz zu tun, was die Auswahl der n*her zu untersu-
chenden Kandidaten zu einem erheblichen Problem werden
l*sst. Erschwerend kommt hinzu, dass sich die Konfiguration
der Antik,rpermolek"le in den leistungsf*higsten Selekti-
onsformaten nicht f"r eine Beurteilung des Proteins eignet.
Das praktische Problem besteht darin, Tausende von unter-
schiedlichen Antik,rpern in ausreichenden Mengen expri-
mieren zu k,nnen, um den wirksamsten Kandidaten f"r eine
bestimmte Aufgabe herauszufinden. Manchmal ist die Bin-
dungsenergie nur ein erstes Kriterium, denn Antik,rper mit
gleicher Bindungsenergie k,nnen sich in einem biochemi-
schen Test oder einer therapeutischen Anwendung (z.B. der
Virusneutralisation) recht verschieden verhalten. Obwohl das
Problem bislang nicht vollst*ndig gel,st wurde, gibt es viel-
versprechende Fortschritte in diese Richtung.[22] Die derzeit
interessanteste Entwicklung beruht auf der Verwendung
einer Bibliothek von Bibliotheken. Bei diesem Ansatz
werden die in einem Bindungstest zu selektierenden Gene
direkt in ein Expressionssystem "berf"hrt, um so die Klona-
lit*t aufrechtzuerhalten und/oder das Ketten-Shuffling zu
erm,glichen. Diese Systeme haben den Vorteil, dass Milli-
gramm-Mengen jedes Antik,rpers in kleinen Volumen, z.B.
Mikrotiterformaten, zug*nglich sind. Da sich zwei Antik,r-
per nie gleichen, k,nnen die Expressionniveaus variieren, was
aber keine Rolle mehr spielt, sofern zu Testzwecken ausrei-

chende Mengen von Antik,rpern vorliegen. Mithilfe solcher
Systeme k,nnte es gelingen, das volle Potenzial großer Bib-
liotheken auszusch,pfen.

15. Ph�notypen als selbsterkl�rend zulassen

Beim Umgang mit leistungsf*higen diversit*tserzeugen-
den Systemen wie kombinatorischen Bibliotheken ger*t man
leicht in Versuchung, die Effizienz des Systems durch Ein-
f"hren bestimmter Randbedingungen zu testen und zu ver-
bessern. Zum Beispiel k,nnte man seine chemische Intuition
spielen lassen, wie wir es am oben beschriebenen Beispiel der
Affinit*tsreifung gesehen haben. In diesem Fall hatte man
haupts*chlich das Ziel verfolgt, die Bibliothek auf eine dem
Displaysystem angepasste Gr,ße zu verkleinern. Eine ganz
andere Angelegenheit ist es, wenn man versucht, dem System
etwa eine Randbedingung bez"glich der chemischen Zu-
sammensetzung aufzuerlegen, z.B. Guanidiniumionen pri-
m*ren Aminen vorzuziehen, weil diese st*rkere Wechselwir-
kungen mit Carboxylaten eingehen, oder periodische Bie-
gungen in der Proteinschleife zu erzwingen, indem man
Prolinreste inseriert. Weil wir jedoch nicht alle Regeln
kennen, ist es allgemein ratsam, eine m,glichst große Bi-
bliothek zu erzeugen. Es ist besser, sich vom System etwas
beibringen zu lassen, als dem System etwas beizubringen!
Solange wir nicht vollst*ndig Bescheid wissen, r"hrt das
Leistungsverm,gen dieser Systeme vor allem von ihrem sto-
chastischen Verhalten her, und weniger von einem Design-
prinzip. Soweit ein Designmerkmal den probabilistischen
Suchalgorithmus einschr*nkt, kann es mehr Schaden anrich-
ten als nutzen. Wenn man beispielsweise ein Prolin vorgibt,
l*sst sich nicht absehen, ob es ein angrenzendes Carboxylat
hin zu einem benachbarten Guanidinium oder von diesem
weg biegt. Sicher wird der Tag kommen, dass randomisierte
Systeme durch Einf"hrung von Designmerkmalen so ver*n-
dert werden, dass die Kombination zu einem verbesserten
Ergebnis f"hrt. Jedoch ist dieser Zeitpunkt noch nicht er-
reicht, und f"r den Augenblick ist es das beste, Ph*notypen als
selbsterkl*rend zuzulassen. Dies gilt besonders f"r Antik,r-
per-Antigen-Systeme, bei denen jedes System sich vom
n*chsten unterscheidet.

16. Die Zukunft

Kombinatorische Antik,rperbibliotheken bieten Zugriff
auf Antik,rper gegen jedes beliebige Antigen. Die Heraus-
forderung verlagert sich nun zunehmend dahin, konkrete
therapeutische Anwendungen zu entwickeln. Wir k,nnen
erwarten, dass therapeutische Antik,rper gegen Krankheiten
und Antigene erh*ltlich sein werden, f"r die eine immuno-
logische Intervention bis vor kurzem undenkbar war. Zum
Teil haben wir dies den beiden Tatsachen zu verdanken, dass
wir die molekularen Grundlagen von Erkrankungen immer
besser kennen und dass immer mehr neue pathogene Anti-
gene bestimmt werden. Ebenfalls wichtig ist das „therapeu-
tische Klima“, das die Antik,rperforschung umgibt. Je mehr
Antik,rper ihre Zulassung erhalten, umso mehr wird die
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Fachwelt ermutigt, neue Ans*tze auszuprobieren. W*hrend
ein Einsatz von Antik,rpern z.B. in der Krebstherapie und
bei Infektionen noch naheliegend scheint, h*tten sich nur die
wenigsten den Einsatz von therapeutische Antik,rpern zur
Bek*mpfung von Makulardegeneration, Alzheimer-Krank-
heit oder sogar Fettleibigkeit vorstellen k,nnen. K,nnte sich
jemand vorstellen, Antik,rper zu verwenden, um das
Gleichgewicht zwischen Molek"len im Blut und ihrer Abla-
gerung an Arterienw*nden zu regulieren, um so das Fort-
schreiten arteriosklerotischer Plaque zu verhindern oder gar
r"ckg*ngig zu machen? Diese Beispiele spiegeln die derzei-
tigen Gedankeng*nge der immunologischen Forschung
wider.

Antik,rper sind in der Lage, Antigene sehr wirksam zu
entfernen, und man muss sich im klaren dar"ber sein, was
genau entfernt oder abgebaut werden soll, um einen be-
stimmten therapeutischen Effekt zu erreichen. Trotz der
vielen Erfolge, die hierbei erzielt worden sind, ist dieses
Konzept sehr eingeschr*nkt und d"rfte nur als Ausgangsbasis
f"r weitere Entwicklungen dienen. Eine n*chste Generation
von Antik,rpertherapeutika k,nnten so genannte „mecha-
nistische Antik,rper“ mit agonistischen und antagonistischen
Aktivit*ten sein. Ein solcher Antik,rper (Visilizumab) be-
findet sich bereits in klinischen Tests zur Behandlung von
steroidrefrakt*rer GvHD.[110] Hierbei handelt es sich um
einen gut untersuchten Antik,rper gegen CD3, der aus-
schließlich in aktivierten T-Zellen Apoptose induziert.[111]

Mechanistische Antik,rper k,nnten im Tierversuch einge-
setzt werden, um zellul*re Komponenten des Immunsystems
selektiv zu aktivieren und so deren Rolle bei Autoimmuner-
krankungen und Krebs zu untersuchen. Wenn z.B. die Anti-
k,rperaktivierung bei einem Zelltyp zu Arthritis f"hrt, so
w"rde dies einiges "ber die Pathogenese dieser Krankheit
aufdecken. Außerdem k,nnte eine Therapie entwickelt
werden, die sich gegen diesen Zelltyp oder die von ihm pro-
duzierten regulatorischen und/oder Effektormolek"le richtet.

Die derzeit erforschten Antigene kommen hauts*chlich
im extrazellul*ren Raum vor, da sie entweder sezerniert
werden oder auf der Zelloberfl*che vorliegen. F"r die Zu-
kunft erwarten wir, dass auch intrazellul*re Antigene ange-
steuert werden k,nnen, vielleicht mit zellpenetrierenden
Peptiden, die Antik,rper in zellinnere Kompartimente
transportieren.[112]

In der sicherheitsbewussten Welt der Wirkstoffentwick-
lung sind Antik,rper mit ihrer außergew,hnlichen Selekti-
vit*t und Spezifit*t und ihrer nat"rlichen Aminos*urezu-
sammensetzung attraktive therapeutische Substanzen. Nach
ersten Erfolgen kleiner Biotech-Firmen widmen sich nun
auch große Pharmaunternehmen in immer st*rkerem Maße
der Entwicklung und Gewinnung von therapeutischen Anti-
k,rpern. Es ist davon auszugehen, dass große wie auch kleine
Pharmafirmen durch Selektion von Antik,rpern aus großen
kombinatorischen Bibliotheken viele weitere neuartige The-
rapeutika entwickeln werden.[113]

Ich danke meinen vielen Mitarbeitern, die zur Entwicklung
von kombinatorischen Antik&rperbibliotheken beigetragen
haben, insbesondere Carlos Barbas, Dennis Burton und Kim
Janda. Ich danke außerdem Tamas Bartfai, Jerry Joyce und

Greg Winter f�r viele Vorschl$ge zu diesem Manuskript und
Lenore Horowitz f�r die Erstellung des Vortitels. Verbliebene
Fehler liegen allein in meiner Verantwortung.
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