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EINLEITUNG

Wirkungen wvon Medikamenten sind von besonderem Interese, wenn ihre
Selektivitdt Organ- oder sogar Zellspezfitdt einschliefdt. Derartige Wirkungen
werden oft mit dem Begriff »Pharmatargeting« bezaechnet, welches in den letzten
Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen het. Durch den zielgerichteten Einsatz
von Pharmaka ehoffen sich viele Bereiche aus der Medizin vor adlem eine
Reduzierung der Dosierung sowie ane drastische Verringerung unerwinschter
Nebenwirkungen, da die Pharmaka durch das »Targeting« Uberwiegend der
Zielstruktur zugefuhrt werden, so dal3 Beantraditigungen des Ubrigen Organismus
weitgehend vermieden werden konnen. Bisher bekannte Tednologien liegen in
Antitumor-Antikorper, Polymer-Konjugate sowie liposomale Transportsysteme;
entsprechende Prdparate befinden sich auf dem Markt (Duncan 1997. In der
Moglichkeit pharmazaitische Agenzien in einem Polymer oder Lipid einzukapseln
oder daran zu koppeln, werden reue Therapieverfahren gesehen, welche die
Sicherheit und Wirksamkeit der Pharmaka ehthen (Langer 1998. Die Bedeutung
von »Pharmatargeting« 1at sich daran ermessen, da bis zu 150 adler
Krankenhausaufenthalte, enige hunderttausend Tote sowie mehr als einhundert
Milliarden US-Dollar Kosten des Gesundheitssystems in den USA jedes Jhr auf
Arzneimittelnebenwirkungen zurtickzufthren sind (Langer 1998.

Auch in der Gentherapie wird der zielgerichtete Einsatz von Agenzien, hier von
DNA-Segmente tragenden Vektoren fur in vivo Anwendung dskutiert. In diesem
Zusammenhang wird unter »gene targeting« die Verwendung der homologen
Rekombination verstanden, welche ane genaue Korrektur genetischer Defekte
vornimmt (Y anez und Porter 1998 Barry et al. 1996.

Vielversprechende Ansdtze fur zielgerichtete Transportsysteme fir Krebs
Therapeutika zegen sich in Peptiden, an welche Therapeutika gekoppelt sind und
somit spezfisch an angiogene Endothelzdlen hinden (Barinaga 1998. Peptide der
Konjugate sollen dabei Liganden fur Endothelzdlen der Blutgefée sein, so dal3
daran gekoppelte Pharmaka die Tumor-versorgenden Endothelzdlen abtoten
konnen.

Die eperimentelle Entwicklung von Strategien zur Synthese von derartigen
chiméren Peptiden, insbesondere aur Beretstellung speafischer Peptide findet einen
neuen Ansatz in der Verwendung von Phagendisplaybibliotheken. Dabel werden auf




EINLEITUNG

der Oberflache von Phagen Zufalspeptide prasentiert, deren Bindung an
Zielstrukturen zur Selektion des Phagen und damit der Peptid-kodierenden DNA-
Sequenz genutzt werden.

Herkdmmliche Antikorpertechniken, die bel der Definition von unbekannten
Bindungsgellen an ihre Grenzen stief3en, werden durch unterschiedliche Tedniken
mit Molekulbibliotheken wie Phagendisplay (O'Nell & Hoess 1995 oder Aptamere
(Jayasena 1999 abgelost. Phagendisplaybibliotheken hieten eine exponentiell hohe
Anzahl von Bindungspartnern, unter denen zutreffende Liganden mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu selektieren sind (Pasqualini & Ruodahti 1996 Pasqualini &
Ruodahti 1996 Rus=ll 1996 Bruno & Kiel 1999.

Pasqualini war 1996 in der Lage, mit M 13-Phagendisplaybibliotheken Peptide au
isolieren, die a Integrinstrukturen der Endothelzdlen von Brustkrebstumoren
selektiv binden. Inzwischen konnten mit selektierten Peptidsequenzen, die an das
Zytostatikum Doxorubizin gekoppelt wurden, sogar erste therapeutisch erfolgreiche
Einsatzeim Tiermodell vorgestellt werden (Arap et a. 1998.

Fur orale Therapeutika stellt die este Hurde auf ihrem Weg zum Wirkungsort die
gastrointestinale Mukosa dar. Anhand von Phagendisplay sollen in der vorliegenden
Arbeit Moglichkeiten des <lektiven Transportes Uber die komplexe intestinale
Schranke untersucht werden.

Da Bakteriophagen auch as aulRergewohnliches Beispie fur Makromolekile
betradhtet werden konnen und nur fir Prokaryonten wie Bakterien infektios snd, ist
die Untersuchung des Peptid-abhéngigen Transports von Makromolekilen am
Modell von M13-Phagen lber die gastrointestinale Schranke edenfalls Gegenstand
dieser Arbeit. Bisher ist makromolekularer Transport Uber die Darmmukosa
unbekannt. Nur M-Zellen, welche hauptsadilich Antigene ais dem Lumen an
Lymphozyten weitergeben (Kerneis et al. 1997, verfligen Uber die Moglichkeit,
Makromolektiile zu transportieren.

Phagendisplayblibliotheken wurden in dieser Arbeit erstmals zum Studium des
Transports in vivo Uber die Darmmukosa angewendet. Diese Methode und de damit
selektionierten Peptide wurden daher nationa (DE 198 45 251A1) und
international as Patent angemeldet (Anmeldenummer: PCT/EP99/05453.
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Nadfolgend wird zuerst die noch junge Tedink und der Hintergrund des
Phagendisplays vorgestellt und anschlieflend werden die Strukturen, die auf
unterschiedliche Art und Weise den selektiven Transport beanflussen, genauer
vorgestellt.

1.1 Phagendisplay

Bakteriophagen as Kernstiick des Phagendisplays werden zunddst genauer
beschrieben.

Bakteriophagen sind Trager von DNA, die as<hliefflich Bakterien befallen
koénren. Sie werden daher auch Bakterienviren genannt. Die Phagen-DNA wird Uber
ein Kapsid von Bakterienzdle a1 Bakterienzdle transportiert. In die fUr jeden
Phagen spezfische Wirtszdle gelangt nur dessen DNA. Phagen kénnen sich
vermehren, indem se die Synthesegparatur der Wirtszdle fir den Bau ihres
Kapsids und de Replikation ihrer DNA benutzen. Zuletzt verlassen sie die Zelle.
Daau wird je nach Phagentyp de Bakterienzdlwand lysiert oder der Phage durch die

Zellwand ausgeschleust, was dann ein Welterleben der Bakterienzdle emdglicht.

1.1.1 Hintergrund

Schon vor 100 Jahren beschrieb Bejerink am Tabakmosaikvirus eine subzdlulére
Lebensform, die heute ds Virus bezechnet wird (Beijerink 1899. Erst wesentlich
spéter beobadtete Twort nach langerer Inkubation von Bakterienrasen an diesen
helle punktformige Aufhellungen (Twort 1915. Ubertrug er Material aus diesen
Stellen auf andere Bakterienrasen, so lief3 sich damit auch nach milli onenfacher
Verdinnung noch eine Aufhellung induzieren. D Herelle faldte diese Beobaditungen
zusammen und sprach 1918 zum ersten mal von einem Bakterienfreser, dem
Bakteriophagen (gr. ¢@ayeiv- fresen, d'Herelle 1917). Die bakterienlysierende
Eigenschaft der damals beobaditeten Phagen wedkte viele Hoffnungen,
Bakteriophagen as Therapeutikum gegen Bakterieninfektionen einzusetzen. Die
BemUhungen in dieser Richtung blieben jedoch his heute efolglos.

Vieimehr lieferte die Beobadhtung, wie sich ein Phage in der Zelle vermehrt, die
Grundlagen fur das Versténdnis von Replikation und Trandation und somit den

Beginn der modernen Molekulargenetik. D'Herelle eweiterte audem den Begriff
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der Lysogenie, die & as »ebliche Fahigkeit einer Bakterienzdle ar
Phagenproduktion« definierte.

In den dreil3iger Jahren bildete sich mit A. Hershey, S. E. Luria und M. Delbriick ein
Kern von Phagenforschen, die sich hauptsadilich mit den Phagentypen T1 bis T7
beschéftigten (Ellis & Delbriick 1939. An diesen Phagen wurde schon ein Jahr vor
der Entdedkung der DNA-Doppelhelixstruktur im Jahre 1953 gezegt, dal3 nur die
DNA ds genetisches Material in die Bakterienzdle hinein gelangt und das
Kapselprotein auRerhalb Heibt. Hiermit wurde die bis dahin guitige Annahme,
Proteine seien Tréger der Erbinformation, schon damals fragwirdig. In den
darauffolgenden Jahren spielten Phagen ein grofe Rolle in der Kartierung von
Genomen. Auch die Entdedkung von Restriktionsendonukleasen wurde am
Phagenmodell gemadit (Arber & Dussoix 1962. Nicht zuletzt war die MS2-
Phagen-DNA das erste Genom, dessen Basensequenz vollstandig aufgeklart wurde.
Fragen des Kapsidaufbaus der Phagen in der Zelle und des Einsatzes von Phagen in
der Optimierung von Vektoren sind Gegenstand der heutigen Phagenforschung.

Im Jahr 1985 (Smith 1985 konnten durch rekombinante Genveranderungen
Oberflachenproteine der Phagen mit Peptiden fusioniert werden, um sie mit ihrer
Peptidmustervielfalt zur Detektion von antigenen Determinanten zu benutzen. Drei
Jahre spéter wurde die mit 10° noch geringe Komplexitd der benutzten
Peptidbibliotheken auf 10° erweitert (Parmley & Smith 1988. Damit wurden die
Vorausstzungen fur die Anwendung von Phagen zur Peptiddetektion und
Peptidselektion entscheidend verbessert. Diese Errungenschaften flhrten zu der
heutigen Tedink des Phagendisplays, zum Beispiel in der Epitopdetektion
(Koivunen et al. 1995.
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1.1.2 T7-Phagen

T7-Phagen (siehe Abb. 1.1) gehtren zur Familie der Podoviren. Ihr Genom liegt im
Doppelstrang vor und ist mit 40 000Basenpaaen in bis zu 19 Gene aufgeteilt. T7-
Phagen zachnen sich durch einen polyedrischen Kopf von 30 nm Durchmesser und
einen nichtkontraktilen Fufld von 20 nm Lange aus, mit welchem sie spezfisch an
Wirtsbakterien binden kdnrnen. Haben Phagen an ein Wirtsbakterium gebunden,
wird de Phagen-DNA in das Zytoplasma der Bakterienzdle injiziert (Kriiger &
Schroeder 1981). Nadh Einbau der Phagen-DNA in das Genom der Bakterienzdle
werden durch den starken Promotor der T7-Phagen (er wird wegen seiner
Wirkungsgéarke aich in vielen Vektoren eingesetzt (Studier & Moffatt 1986),
innerhalb kurzer Zeit 100 bis 200 Phagen im Zytoplasma ausammengesetzt. Nadh 12
bis 15 Minuten lysiert die Zellwand der Wirtsbakter-ien aufgrund der hohen Zahl
von Phagen, die nicht mehr von der Bakterien-wand umschlossen werden kdnren.
Dabel werden die neu produzierten T7-Phagen freigesetzt. Eine mit T7-Phagen
versehene Bakterienkultur
klart deshalb nach kurzer

Zeit auf.

1.1.3 M13-Phagen
M13-Phagen (Abb. 1.2)

wurden 1963 von

a4 _,_—_. Hofschneider entdedkt und
i 5, gehdren zu der Gruppe der
— | Ff-Phagen (F=F-Pili,

f=filamentds, Francke &
Hofschneider 1966).
lhr Genom besteht aus

Abb.1.1 Struktur der T7-Phagen
T7-Phagen sind sehr klein und stabil. Der

polyedrische Kopf mit einem Durchmesser von 3C

einzdstrangiger ring-

formiger DNA, die dch
nm sitzt auf der FuRplattform (Durchmesser

20nm), welche die Bindung an die Zielzdle

ermdglicht.

mit ca 6400 Basenpaaen
in 10 Gene aufgeteilt. lhre
faden-férmige Struktur ist
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900nm lang und besitzt einen Durchmesser von 6 bis 10 nm.

Fur die Infektion benitzen M13-Phagen F-Pili von Escherichia mli-Bakterien, an
welche sie auschliefdlich binden kénnen. Die Phagen-DNA wird wie bei T7-Phagen
in die Bakterienzdle injiziert und in das Bakteriengenom eingebaut. Zehn Minuten
nac einer Infektion werden neue Phagen aus der Bakterienzdle ausgeschleust, ohne
die Bakterienzdlwand zu lysieren (Model & Russel 1988. Dabei werden 200 bis
2000Phagen pro Bakterienzdl e freigesetzt.

1.1.4 Phagendisplaybibliotheken

Da das Phagengenom schon lange bekannt war, konnte die DNA mit Hilfe von
Restriktion und Ligation gezelt
verandert werden. So konnte in das
Oberflachenprotein gp3 von M13-
Phagen eine Peptidsequenz
eingeflgt und an der
Phagenoberfladhe prasentiert
werden (display). Durch Einfligen
vieler unterschiedlicher Peptide in

Bakteriophagen entstanden
Phagendisplaybibliotheken (Burritt
et a. 1996.

Es ist bekannt, dal Vviele
Zellrezeptoren an kleine Peptid-
sequenzen hinden (Pasqualini et al.
1996. Da derartige Peptide
inzwischen  tedhnisch  einfach
hergestellt und in Phagenober-

flachen inseriert werden konren,
entstand die bevorzugte Suche von  Abb.1.2 Struktur der M13-Phagen
Peptidepitopen und Peptidliganden  Die EM-Aufnahme zegt die fadenférmige
mittels Phagendisplay (Scott &  Struktur der Ff-Phagen. Die Lange dieser
Smith 1990. Phagen liegt bei 900 nm.
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Erste biologisch relevante Peptidmuster, welche mittels Phagendisplaybibliotheken
gefunden wurden, sind fur Adh&sionsmolekiile in Gefél3en beschrieben worden
(Rajotte @ al. 1998.

Daraufhin stellt sich die Frage, ob mit der Displaytechnk nicht auch in der
Mukosaschranke des Darmes geazfische Peptidbindungsgellen zu finden wéren, die

fur Transportvorgange Uber die Mukosa verantwortlich gemadit werden kénnen.

1.1.5 Modell e der Peptidpréasentation

Wie in das Oberflachenprotein von Phagen eingeflgte Peptidsequenzen an der
Oberfladhe présentiert werden, zegen schematisch folgende Abhbildungen.

Bei T7-Phagen codiert das Oberflacdhengen 10b (Abb. 1.3A) fur die polyedrische
Phagenkopfstruktur (Studier & Dunn 1982. 415 Proteinmolekiile, codiert von Gen

}
5
A

Proteinkinase

|
Z €L L Locgh

RNA-Polymerase

140
f

ONA -Replikation - Maturation
DNA -Ligase

Il

Anti-Wirts ~RNA -Polymerase
DNA -Bindungsprotein
Endonuklease

Amidase

ks Primase

| ‘ |
€
§% s

— DNA -Polymerase
—o Exonuklease
—~ Core - Protein ?
—® Kopf-Schwanz - Verbindung
Il’lsel"[ —© Prohead - Geristprotein
_> : g g:: l:/a_nir?;’erl:rem
-] Schwanz -Protein
-, Core - Protein ?
- & Core - Protein
-3 Core-Protein
== Core - Protein
-3 Schwanzfasern
S Lyse -Protein ?
3w DNA -Maturation
-3 DNA - Maturation
Abb. 1.3B Préasentation der Peptide
Gen 10b: BeoR1 Hind Il Pep
57 1047..GATCCG |AATTXXXX(N)XXXX [ AGCTT... 3" . q .
3 .CIAGGCTIAA] XXXX(NXXXXTCGA| A5 Die @ngefligten Sequenzen werden auf

der  Oberflache der  T7-Phagen
AbD. 1.3A Genkartedes T7-Phagen . ot Die Schleifenstruktur (Loop)
In das von Gen 10b kodiert€ gt in den Raum. Von den 415 Kopien
Oberflachenprotein -~ werden 150 gieger Peptide wurden rur 10 symbolisch
Nukleotide rekombinant eingefligt dargestellt.
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10b werden dazu gebraucht. 415 Kopien der rekombinant eingefligten Sequenz
werden daher ebenfalls auf der Oberfladche présentiert. Eine Besonderheit besteht in
der Schleifenform der Proteinmolekile (Abb.1.3B). Dadurch hldet sich ein
Proteingeriist (Scdfold), welchesin den Raum hinausragt (Rosenberg et al. 1996.

Bei M13-Phagen ist das Oberfladchenprotein gp3 fur die Bildung eines Fadenendes,
auch Phagenkopf genannt, verantwortlich. Es werden rnur finf gp3-Moleklle
werden exprimiert. Abbildung 14A zegt vereinfadht die Genkarte (Rasched &
Oberer 1986 und de Stelle, an der die Basensequenz fur das zu présentierende
Peptid eingeflgt wird. In Schemazechnung 14B sind de die eprimierten
Peptidkopien zu sehen. . p 5

=
gl

Gen gp3: Abb. 1.4B Peptidprésentation bel
5°1624.. TCT CACTCT XXX(N)XXX GGT GGA GGT... 3’
3 ..AGA GTG AGA XXX(N)XXX CCA CCT CCA..5' M13-Phagen

Das eingefugte Peptid wird
Abb. 1.4A  Genkarte der M13-Phagen flnfmal am Kopf der M13-Phagen

In das Oberflachenprotein gp3 werden exprimiert (Pfell).

an der Stelle 1611 Sequenzen Zum Vergleich wurde Abbildung
rekombinant eingefiigt (1nsert). 1.2 nochmals eingeblende.
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1.2 Das Intestinum

1.2.1 Struktur

Der menschlichen Organismus besitzt eine innere Oberfladhe von ca 300 m2. Uber
diese Fladhe tauscht er Nahr- und Abfallstoffe wie aich Gase aus. Die Flade teilt
sich in 70 n? Lungenoberfladhe fur den Gasaustausch, 20 n? Urogenitaloberfladche
fur Sekretion und Ausscheidung von Fissgkeiten und 200 n?, den grofden Antell,
Magen-Darm-Trakt-Oberflache auf.

Fur die Nahrungsaufnahme an bedeutendsten ist der Dinndarm. Nahrungsdoffe
werden resorbiert und Substanzen fur die Funktion und den Schutz des Darmes
sezaniert. Die Mukosa des Dunndarmes zechnet sich durch hohe Faten (Plicae
circulares) aus, die ausammen mit den Zotten (Villi i ntestinales) und Lieberkihn
Krypten die Oberflache zdanfach vergrofiern. Die Zelen dieser FHéade bilden die

Mukosaschranke.

1.2.2 Die Mukosaschranke

Die Dinndarmmukosa benutzt viedle Medanismen zum Schutz vor Pathogenen
sowie den eigenen, von der Bauchspeicheldriise sezenierten hochaktiven
Verdauungsenzymen, wie Exopeptidasen (Karboxypeptidase A und B) und
Endopeptidasen (Trypsin, Chymotrypsin und Elastase). Den Schutzmedanismen
des Darmes begegnen auch Substanzen aus dem Intestinaltrakt, die sich auf dem
Weg in das Blutsystem befinden, und sie missen diese Schutzmedanismen des
Darmes umgehen oder Uberwinden.

Zuerst misen unspezfische Hirden, die aus der Magensaure, dem Schleim der
verschiedenen Drisenzdlen, den oben erwdhnten Verdauungsenzymen sowie in der
Peristaltik des Intestinaltraktes bestehen, Uberwunden werden, um die Saumzdlen
der Mukosa a1 erreichen. Eine letzte Hirde vor der Saumzdle stellt die
Glykoproteinschicht mit einer Dicke von 400-500 nm (Maury et a. 1995 dar. Sie
dient hauptsadlich zum Schutz vor Verdauungsenzymen.

Speafische Abwehrmedhanismen wie Immunglobuline des Typs dgA
(sekretorisches 1gA) und slgM, missen ebenfals Uberwunden werden (Walker
1994 Neutra & Kraehenbuhl 1996. Antigene konren Uber M-Zellen

immunkompetenten T-Lymphozyten préasentiert werden, die B-Zelen zu

10
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Antikorperproduktion der Typen IgA und IgM anregen. Diese AntikGrper werden in
exokrinen Geweben des Korpers und des Darmes mit einer sekretorischen
Komponente versehen und as 94gA und sigM oft zusammen mit Schleim sezeniert
(Brandtzaeg 1996. Sie geben dadurch einen spezfischen Schutz vor schon
bekannten Antigenen.

Einen Uberblick Uber die verschiedenen Komponenten der Mukosaschranke gibt
Abbildung 15.

11
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Lumen SRS Magensiure
Schleim
Verdauungsenzyme
unspezifische Schranke ~ | Peristaltik
Lysozym
B
spezifische Schranke

slgh, slgiMl

Endosomen

Saumzelle Haftkomplex

Phagosom

Verschmelzung ‘,
mit Lysosom

G+ D

Blutsystem

Abb. 1.5 Die Mukosaschranke

Glykoproteinschicht

— Portalvene

Unspezfische Schranken wie die Magensaure, der Schlem der Bedherzdlien,

Verdauungsenzyme, die Peristaltikwirkung und Sekrete der Panethzdlen (Lysozym

und a;-Antitrypsin) schiitzen die Schieimhaut vor Pathogenen und Enterotoxinen.

Eine letzte unspeafische Schranke bildet die Glykoproteinschicht der Burstensaum-

zdlen. Diese Schicht von Glykoproteinen auf den Mikrovilli filamenten ist 400-50C

nm dick und schiitzt die Dinndarmmukosa vor den Verdauungsenzymen.

Die gspeafische Schranke beinhaltet unter anderem Immunglobuline der Typen

SlgA und sigM, die mit dem Schlem der Panethzdlen ins Lumen abgegeben

werden.

12
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1.2.3 Transportwege

Bekannte Vorgange, wie Makromolekile das Mukosaepithel passeren konnen,
werden nadhfolgend vorgestellt. Ein speafischer Transport ist in vielen Fallen
jedoch noch unbekanrt.

1.2.3.1 HAFTKOMPLEXE

Medanisch werden Mukosaeiithelzdlen untereinander mit Haftkomplexen
verbunden, wodurch ihre Zwischenrdume gegen das Magenlumen abgedichtet
werden.

Lange wurde gedadt, dal3 nur Wassr und Natrium durch die Poren der
Haftkomplexe gelangen kdnren. 1991 wurde diese Annahme widerlegt. Ein Peptid
mit elf Aminosduren Lange wurde aif seinem parazdluld&ren Weg duch die
Haftkomplexe nadgewiesen (Atisook & Madara 1991). Weiter konnte bei
Widerstandsmesaungen der Epithelzdlen gezagt werden, dal? sich die Permeabili tat
der Haftkomplexe bei Entziindungen vergrofiert und Makromolekile wie BSA
(Bovine Serum Albumin) die Haftkomplexe passeren konren (Madara & Stafford
1989 Nash et a. 1987). Die Porengrol¥e der Haftkomplexe liegt bei 5 nm (Madara
& Pappenheimer 1987, welche kleine positiv geladene Molekille, wie Kredinin gut
druchdringen kdnren (Karlson et a. 1999.

Permeabili tdtszunahmen der Haftkomplexe mit der Folge aner makromolekularen
Passage haben einen engen Zusammenhang mit ursacdilich noch nicht verstandenen
chronischen Krankheiten wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn (Schurmannet al.
1999 Soderholmet al. 1999.

1.2.3.2 APIKAL — PARAZELLULAR

Ein weiterer Transportweg fir Makromolekile besteht in der apikalen Aufnahme
und parazdluldren Abgabe von Makromolekilen (Schurmann et a. 1999, wobei

Haftkomplexe weitgehend umgangen werden.

1.2.3.3 M-ZELLEN

Membrandse Mukosazdlen, deren Bildung durch tiefer liegendes Lymphgewebe der
Peyerschen Plagues induziert wird (Kerneis et al. 1997, Neutra @ a. 1996, werden
M-Zellen genannt. Sie sind in der Lage von luminal angebotene Antigene Uber
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aktiven Veskeltransport nadch basal weiterzugeben (Neutra @ a. 1987). M-Zellen
besitzen weder eine dicke Glykokalix noch einen Blrstensaum wie Enterozyten,
weshalb luminale Antigene bis zur Plasmamembran der M-Zelle vordringen konnen.
Die atigentragenden Veskel verschmelzen nicht mit Lysosomen und entgehen
dadurch ener Verdauung duch diese Organellen. So kdnnen Antigene in einer
Tasche unter den M-Zellen den her anwesenden immunkompetenten Lymphozyten
présentiert werden. Die M-Zelle verfligt somit Uber Transzytoseagenschaften, die es
erlauben, adhérente Makromolekile unverandert nach basal weiterzugeben (Neutra
et a. 1987 Panja & Mayer 1996. In den erwéhnten Taschen kann das antigene
Material in Abhéngigkeit von der Immunkompetenz der Substanz auch phagozytiert
werden (Beier & Gebert 1998 Mestedy et al. 1997).

Diese Beobaditungen lasen vermuten, da3 en selektiver Transport von
Makromolektiilen Gber die M-Zelle mdglich ist.

1.2.3.4 SAUMZELLEN

Die haufigsten Zellen der Darmmukosa sind de Saumzdlen, auch IEC (intestinal
epithelial cdls) oder Enterozyten genannt. Sie stehen im  Zentrum des
Nahrungsmitteltransportes.  Mit  Mikrovilli strukturen an  der apikalen Seite
vergrofern sie ihre Oberfladhe bis zu 40adh. In der Glykoproteinschicht befinden
sich Dissacdharidasen, Peptidasen und Lipasen, welche Proteine, Fette und Zucker
in Aminosauren, Peptide, Glukose und Fettsauren spalten. Uber verschiedene schon
genauer beschreibene Rezeptorstrukturen werden diese in die Zelle aifgenommen
(Adibi 1997, Ogihara @ a. 1999 Nutting et a. 1999.

Der Transport von Makromolekiilen ist durch die dicke Glykokalix kaum moglich.
In der Pharmazeutik sind Pr&parationen in Gebrauch, welche die Schranke der
Mukosazdlen lockern und somit die Aufnahme von nicht transportablen Substanzen
in die Zelle amoglichen (Chao et al. 1999. Beispiele dafir sind wirkstoffhaltige
Liposomen, Mikrosphdren und Hydrogele (Duncan et a. 1996. Die
aufgenommenen Substanzen Hieben jedoch unter der GrofRe von Makromolekdilen,

die man bal einem Durchmesser von grof¥er 4 nm ansetzt.

Dennoch konnte der Transport von Rinderalbumin mit einem Durchmesser von 4

nm in die Saumzdle bel jungen Tieren gezegt werden (Teichberg et a. 1992.
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Welterhin konnte Lektin-gebundenes Ferritin, ein grofles Molekil, die Saumzdien
durchqueren, ohre dem lysosomalen Verdau zu unterliegen (Gonnela & Neutra
1984. An dteren Tieren wurde ane Makromolekilaufnahme nach Hemmung der
luminalen Proteolyse gezegt (Saffron et a. 1979 Waker et a. 1975. Zudem
konren junge Saumzdlen Makromolekile besser binden as reife. Dies konnte
anhand von Krankheiten wie Zoéliakie und Autoimmun-Enteropathie, bel denen der
Lebenszyklus der Saumzdlen verkirzt ist, belegt werden (Sanderson & Walker
1993 Kuvaera 1979.

Weitere Arbeiten zegten, da? Saumzdlen durchaus in der Lage sind,
Makromolekile in Clathrin ummantelten Vesikeln unspezfisch zu transportieren
(Walker 1994).

Fir einen spezfischen Transport missen aber vermutlich wviele Arten wvon
Makromolekilen bei ihrer Bindung an die Zelmembran ein Signal an die Zelle
abgeben, welches die Umgehung des lysosomalen Verdaus vorsieht und fir den
Erfolg der basden Ausshleusung entscheidend ist. Damit kdnnte von einer
speafischen zdluldren Selektion des Transportes von Makromolekilen gesprochen

werden.

Wenn Makromolekile, zu denen im weiteren Sinne aich Phagen geredhnet werden
konren, die intestinale Schranke Uberschreiten, mul3 an einen Weg tber M-Zellen
und Saumzdlen gedadht werden, da diese aur Transzytose beféhigt sind.

Somit stellt sich die Frage, ob es Signale und Liganden gibt, welche die Transzytose

von Makromolekilen in M-Zellen und Saumzdlen induzieren.
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1.3 Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, zu prifen, ob in-vivo eingesetzte Phagen-
Display-Bibliotheken Hinwelse auf eine selektive Vermittlung des Phagentransports
Uber die Darmmukosa durch spezfische Phagenoberflachenstrukturen geben.
Folgende Fragen wurden aufgestellt:

» Konren Bakteriophagen die Fahigkeit erwerben, die Mukosa des Darmes zu
Uberqueren, indem an ihrer Oberflacdhe rekombinante Peptide exprimiert
werden?

Wenn Bakteriophagen ins Blutsystem gelangen koénren, in welcher Menge
kommen sie dort tatsadlich an?

«  Werden Bakteriophagen nach der Uberquerung noch intakt sein?

o Konren Peptidsequenzen selektioniert werden, die fur die Induktion der
Trandokation Uber den Darm verantwortlich sind? Welche Bedeutung kann
ihnen gegeben werden?

e Welche Strukturen der Darmmukosa kdnnen sie Uiberwinden?
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Xylol Huka 9569(!
Zitronensdure Monohydrat Merck 244
2.2 Antikorper
Zielstruktur K atalogname Firma Kat.-Nr.
M13-Phagen Anti-M13 (Schaf a- Pharmada Biotedch 27-941001
M13) Europe, Freiburg
Schafglobuline Anti-Sheep 1gG Sigma, St. A-341t
Peroxidase Conjugate Louis,USA
Alkalische APAAP Mouse Dako, Glostrup, D 0651
Phosphatase Monclonal (AP7/6/7 a- Dénemark
AP)
Mausglobuline Rabhit Anti-Mouse Dako, Glostrup, Z 025¢
I mmunoglobins Danemark
MHC Il der Ratte  Mouse Anti I-A 1gG, Serotec CAMON, MCA 46G
MRC OX-6 Wiesbaden
2.3 Modelle
2.3.1 Bakteriophagen
Kit Firma Kat.-Nr.
T7Selead415-1 Cloning Kit Novagen, 700153
Madison, USA
Ph.D.-70 New England 810(
BiolabslInc.,
Beverly, USA
M13KO7 — Phage aus EZtrapll] Phage Maxim Biotech, PDL-102¢
Display cDNA Library Kit San Francisco,
USA
2.3.2 Wirtsbakterien
Stamm Wirtsbakterium Kit, Firma
E. coli BL21 F-ompT hsdSg fur T7 —Phagen T7Seled4151
(Rrmg)ga dcm Cloning Kit,
Novagen,
Madison, USA
E. coli ER2537 Flad'A(lacz)M15 fur M13 Phagen Ph.D.-700, New
proA*B* /fhuA2 supE thi England
A(lacproAB) A(hsdM S BiolabsllInc.,
mcrB)5(rymy McrBC Beverly, USA
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2.3.3 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden Lewis Ratten aus der hauseigenen Zucht verwendet. Sie
wurden nach durchschnittlich 25 Tagen vom Multtertier getrennt und mit Altromin(]
ernahrt. Nad der kritischen Phase von 6-8 Wochen nach der Geburt wurden sie fur
die Versuche verwendet.

Die Versuche wurden im Rahmen der Tierversuchsgenehmigung HF1/98
durchgefihrt.

2.4 Segenzierung,...

2.4.1 Sequenzierung
Fur die Sequenzierung wurden 100 ul der gereinigten Phagenlésung in ein neues
Eppendorf-Gefal tberfihrt, versiegelt und an ein externes Labor (DNA Analytik
Alt-Morbe, Freiburg) geschickt. Die Sequenzierung der Proben erfolgte durch die
Cycle-Sequencing-Methode mit Sequitherm Excd Il. Der benutzte DNA-
Sequenzing-Kit wird von TednologiesUSA vertrieben.

2.4.2 Ansatze

Losung Ansatz

4% 450ml Ansatz
Paraformaldehyd 250ml Ampuwa ehitzen
18 g PFA dazugeben
150ml 3x PBS
NaOH bis Losung klar
auf Eis kuhlen
pH auf 7,2 einstellen und mit Ampuwa
auf 450 ml auffillen
Filtrieren und bel 4° C aufbewahren

DAB-Entwickler in ca 180 ml destilli ertes Wasser
100mg DAB (Diaminobenzidin)
20 ml Substratpuffer (10x)
66,6 pl 30%iges H,O,
mit destilli ertem Wasser auf 200ml Volumen auffUllen
(vor Anwendung gefiltert, lichtgeschiitzt hdchstens 2 Stunden

aufbewahrt)
Fast-Blue- 50 ml Ansatz:
Entwicklungs- 10 mg Naphtol AS-MX Phosphate
l6sung 0,5 mI NN Dimethylformanid
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in Eppendorfgefald mischen

50ml 0,1 M Tris-Puffer pH 8,2

4 Tropfen 10 % MgSO,-L 6sung
Direkt vor Gebrauch

50mg Fast Blue BB Salz

12 mg Levamisole augeben und filtern

Grund-Agar 2gLB
1,2g AgarAgar
100ml Wasser
Kurz aufgekocht und auf sterile Plastikplatten gegosen, bel
4°C gelagert

LB 1 g LB enthalten
0,25 gNaCl
0,25 gHefeextrakt
0,5 g Bakterientrypton

LB-Medium 20gLB
1| deionisiertes Wasser

M9 (20x) 100 ml Ansatz:
2 gNH,CI
6 g KH,PO,
12 gNaHPO,
100 ml destilli ertes H,O

MOTB 100ml- Ansatz:
5 ml 20xM9
2 ml 20 % Glucose
0,21 ml 1M MgSO,
100 ml destilli ertes H,O

PBS 1 Liter -Ansatz:
1,48 gNaHPO,
0,43 gKH,PO,
7,2 gNaCl

SL 5M NaCl
1M TrisCl
0,5M EDTA
pH 8,0

SM (10x) 1000ml Ansatz:
5,8 gNaCl
2 gMgSO4 x 7 H,O
50ml 1M Trisx ClI (pH 7,5)
5ml 2% BSA
mit H,O bis auf einen Liter dazugeben

Substratpuffer 21 gZitronensaure Monohydrat
(10x) 34 glmidazol
29,2 gNaCl
pH 7,0
auf 500 ml mit destilli ertem Wasser auffullen

TBE (10x) 1 Literansatz:
108 gTris
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55 gBorsaure
40ml 0,5M EDTA (pH 8,0)

TBS fur M 13-Phagen:
50mM Tris-HCI (pH 7,5)
150mM NaCl
250ml Ansatz:
10ml 1M TrisCl
7,5ml 5 M NaCl
2225 ml Ampuwa

TBS fur Mikroskopie:
2 Liter Ansatz:
6,06 g Tris Ultrapure
16,36 gNaCl
in 2 Liter destilli ertem Wassr
pH 7,5

Top-Agar 29LB
1 gAgarose
100 ml destilli ertes Wasser
Autoklaviert und bei 4° C aufbewahrt

Tris—BSA 50 ml Ansatz:
50 ml Trispuffer
50 mg BSA
Tris-Puffer 0,1 M Tris ultra Pure in destilli ertem Wasser
Zitratpuffer 2,1 gZitronensaure-Monohydrat auf 11 destilli ertem Wasser,
pH 6,0
2.4.3 Gerate
Typ Hersteller Geratename
Dialyse Pierce Slide-A-Lyzer Casstte
Elektrophorese- Bio-Rad Power PAC 3000
Spannungsgerat
Filmtyp Kodak DiaERY 64T
Magnetrihrer UniEquip new type ae
Mikrotom Microm HM400
Mikrowelle Moulinex Microchef FM8930 1100V
Photomikroskop Olympus Vanex AHBT3
mit differentiellem
Interferenzkontrast
nach Nomarski
Thermocyler Biometra Trio-Thermoblock
Zentrifuge (grof})  Heraeus Sepatech Varifuge 3,0R
Zentrifuge (klein)  Eppendorf Centrifuge 5415C
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3.1 Phagendisplay

3.1.1 Prinzip der Phagendisplaybibliothek

1985 sah George Smith als erster die Mdglichkeit, Bakteriophagen fur die Detektion
von Zielstrukturen zu nutzen (Smith 1985. Er entwickelte das Modell, und schon
1990 nutzten Scott und Smith die Vortelle von Peptidbibliotheken fir die Detektion
(Scott & Smith 1990. Inzwischen werden Bakteriophagen wielseitig bei der
Epitopbestimmung von Zielstrukturen (Barry et al. 1996 oder auch zur Herstellung
grol¥er Mengen spezfischer DNA genutzt.

Bei der Phagendisplaytedhnik werden Bakteriophagen an ihrem Oberflachenprotein
gezet verandert. Dazu wird das Gen, welches fur ein Oberflachenprotein kodiert,
mit einer Nukleinsdurensequenz (Insert) verandert. Die Information dieses Inserts
wird bel der Trandation zusammen mit dem Gen fur das Oberflachenprotein
abgelesen und bildet nun zusammen mit dem Insert die Oberflache des Phagen. Die
Aminosduren des Inserts ergeben ein kurzes Peptid, das von der Phagenoberflache
abgewandt in den Raum gerichtet ist.

Eine Phagendisplaybibliothek entsteht, wenn moglichst jeder Phage, der ein anderes
Peptid auf seiner Oberflache tragt. Die Anzahl der verschiedenen Peptide ener
Bibliothek wird in der Zahl der Komplexitét erfal3t. Je nach Bibliothek variiert die
Léange und Form der Peptide. Die in dieser Arbeit benutze T7Seled-Bibliothek
enthielt Peptide mit einer Lange von 50 Aminosauren und de M13-Phagen-
Bibliothek Peptide aus seben Aminosauren.

3.1.2 Technik

3.1.2.1 M13-PHAGEN

Die kommerziele Phagenhbibliothek Ph.D.-7™ (siehe 2.3) enthielt 2x10%
M13mp19-Phagen mit einer Komplexitdt von 2x10° Transformanten. Fir die
Verabreichung der Phagen mittels Magensonde wurden fir einen Versuch 10
Phagen bendtigt. Die Phagenbibliothek wurde daher zuerst im Wirtsbakterium
ER2537(sehe 2.4) amplifiziert.
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3.1.2.1.1 Amplifikation der Phagenbibliothek

Naddem entsprechend dem Standardprotokoll ene Minimalplatte des
Wirtsbakteriums ER2537 hergestellt wurde, konnte ene Bakterienkolonie
entnommen und in 50 ml LB-Medium bel 37° C mit 100rpm 16 Stunden Gber Nadt
inkubiert werden. Davon wurden je 5 ml zu vier ma 500 ml LB-Medium
hinzugegeben und fir viereinhalb Stunden bei 37° C mit 90 rpm bis zu einer ODggg
von 0,6 inkubiert. Mit jeweils 10 pl der kommerziellen Phagenhibliothek wurden
diese Bakterien angeimpft. Fur finf Stunden bal 37° C und 90 rpm konnten sich die
Phagen in ihrem Wirtsbakterium vermehren. Das Lysat wurde fur 30 Minuten mit
4000 rpm bei 4° C zentrifugiert. 80 % des Uberstandes wurden in einen frischen
Zentrifugenbedher Uberfihrt, indem 1/6 Volumen 20 %iges PEG-8000/ 2,5 M NaCl
vorgegeben war. Nadh zweistindiger Inkubation bl 4° C konnten die Phagen
wéahrend enstindiger Zentrifugation mit 4000 rpm bel 4° C praatieren. Der
Uberstand verworfen und de Sedimente mit jeweils 50 ml restlichem Uberstand
gelost und in Falcon-Réhrchen Gberfihrt. Eine weltere Zentrifugation von 30
Minuten mit 4000 rpm bei 4° C folgte. Die Uberstéande wurden verworfen und de
Sedimente in 50 ml TBS aufgenommen. Nach Zentrifugation von zehn Minuten mit
10 000 rpm bei 4° C wurde der Uberstand abgenommen und in 5 ml 10xSM
konserviert.

Ein Plague-Test dieser Phagenhbibliothek (siehe 3.1.2.1.5) ergab eine Konzentration
von 2,8x10" pfu/ml.

3.1.2.1.2 Verabreichung der Phagen
1 ml der Phagenbibliothek wurde in eine Spritze aifgezogen und Uber die
Magensonde aner Lewis-Ratte nadh zwdlfstindiger Nahrungskarenz in den Magen
gegeben (siehe Abhbildung 3.1). Dazu wurde die Ratte kurz unter der Glasglocke mit

Ather narkotisiert.

3.1.2.1.3 Herstellung des Lysates

Nad ener Inkubationszat von zwei bis ds Stunden wurde die Ratte wiederum
narkotisiert und anschlief3end mit PBS perfundiert. Die Organe wurden entnommen
und in 2 ml LB-Medium homogenisiert. Das Organhomogenat wurde a1 200 ml
frischer ER2537 Bakterienkultur mit einer ODgoo Von 0,6 gegeben und viereinhalb
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Stunden mit 95 rpm bei 37° C inkubiert. In dieser Zeit konnten sich Phagen, wenn

sie sich im Organhomogenat befanden, vermehren.

3.1.2.1.4 Reinigung

Das Lysat nach 3.1.2.1.3 wurde auf vier Falcon-Rohrchen verteilt und 30 Minuten
mit 4000rpm bei 4° C zentrifugiert. 80 % des Uberstandes wurden anschlief3end zu
1/6 Vol 20 %igem PEG-8000(sehe 2.1) / 2,5M NaCl geschuttet und gu gemischt.
In den folgenden zwei Stunden konnten die Phagen bei 4° C praapitieren. Nadc
Zentrifugation von 60 Minuten mit 4000 rpm bei 4° C wurden die vier Sedimente
mit ein wenig Uberstand gelost und zusammen in ein Falcon-Rohrchen tberfinrt,

um die Phagen spédter beswer in TBS (sehe 2.6.1) aufnehmen zu kdnren. Nad

Magensonde

Lumen

Haumzelle

Abb.3.1 Gabe der Phagendisplaybibliothek

Die Phagenhibliothek wurde in 1 ml SM gelést Uber eine Magensonde in den
Magen der kurz narkotisierten Ratte gegeben. Die engefligte Darstellung zegt, wie

die Phagen der Saumzdl e prasentiert werden.
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weiterer Zentrifugation von 30 Minuten mit 4000rpm bei 4° C wurde der Uberstand
verworfen und das Sediment konrte leicht antrocknen. Daraufhin wurde dieses in 2
ml TBS gelost und in ein Eppendorf-Gefal3 tberfthrt.

Um weitere Partikel, die ebenfalls in 20 % PEG-8000/ 2,5M NaCl gefdlt wurden
und sich nicht in TBS losten, zu entfernen, wurde zéan Minuten mit 10 000rpm bei
4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-GefaR tiberfiihrt.
Um ein phagenfreundliches und stabiles lonenmilieu zu schaffen, wurden 20Qul
SM(10x) (siehe 2.6.1) hinzugegeben.

In dieser Form wurden die Phagen bal 4° C gelagert und standen der Segenzierung,

einem Plaque-Test oder einer erneuten Gabe Uber die Magensonde aur Verfligung.

3.1.2.1.5 Plaque-Test S

Um die Konzentration von Phagen in einer Losung zu bestimmen, wurde die L6sung
soweit verdinnt, bis einzdn zéhlbare Plaques auf einer Kulturplatte sichtbar wurden.
Der erste Schritt bestand in der Herstellung einer Verdinnungsreihe der Probe, die
untersucht werden sollte. Die Senditivitdt des Plague-Test S lag anhand der
Verdunnungsdufen und Mischungsverhéltnisse bel 10000Phagen pro Millili ter.

In zehn Eppendorf-Gefél3e wurden 900 ml LB-Medium (siehe 2.6.1) vorgegeben. In
das erste Gefa? wurden weitere 90 ml LB-
Medium gegeben, damit die gste
Verdinnungsdufe schon bei 1:1000 lag. Von
der Phagenl6ésung wurden 10 pl in das erste
Eppendorf-Geféld gegeben, aus dem ersten
Eppendorf-Geféld wiederum 100 pl entnommen
und in das zweite Gefal3 gegeben.

Nad Mischen und sorgfétigem

Pipettenspitzenwedhsel wurde dieser Schritt fur
Abb3.2 Plague-Test die weiteren GefdRe wiederholt. Die
Uber die Zahl der Aufhellung-  Verdinnungsreihe ist in Tabelle 3.1 dargestellt.

en (Plagues) wurde die Die Sendtivitét dieser Verdinnungsreihe liegt
Konzentration der Phagen in bel 10°. Somit miissn sich mindestens 10 000
der Ausgangddsung errechnet Phagen in der Ausgangdosung befinden, um
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nadhgewiesen werden zu konren. In jewels ein Mischgefd? wurden 250Qul
Bakterienkultur ER2537 mit ODggp von 0,6, 10 pl Phagenverdinnung und 3 ml
flussgwarmer Topagar gegeben, gemischt und jewells fort auf eine vorgewdrmte
Grundagarplatte (Groundagar) gegeben.

Die Ansédtze wurden tber Nadt bel 37° C inkubiert, um die Bakterien wadsen zu
lasen.

Am folgenden Morgen konnte aif den Platten, welche Bakteriophagen enthielten,
kleine punktférmige Aufhellungen gesehen werden. Eine Aufhellung entsprach dem
Ort, an welchem ein einzdner Bakteriophage sich vermehrt und das Wadhstum der
Bakterien um sich herum gehemmt hatte. Ein Phage selbst ist zu klein, um ohne
Vergrolerung gesehen zu werden, aber die durch den Phagen am Wadstum
gehemnten Bakterien hinterlaseen auf der Kulturplatte @ne Aufhellung. Sie haben
sich gegenliber den anderen Bakterien kaum vermehren konnen, da der Phage ihre
Synthesegoparatur weitgehend beanspruchte. Die neu gebildeten Phagen wurden aus
der Zelle ausgeschleust, und infizierten die Bakterien, die an nadsten lagen, und
hemmten ebenfall s deren Wadstum (siehe Abb. 3.2).

Durch Zé&hlen der Aufhellungen (Plagues) konnte die Konzentration der Phagen in
der Ausgangdosung errechnet werden und in pfu/ml angegeben werden. Die
Beredhnung von pfu/ml erfolgte tber die Animpfmenge (siehe Abb. 3.3).

Tabelle3.1 Verdunnungsreihe fir Plaque-Test S

zppendorf-Gefal3-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
_B-Medium (ul) 990 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900 | 900
Jazugegebene 10
>hagenldsung ()
/erdinnungfaktor 10° | 10* | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° |10 |10 | 10"
\us jeder Verdinnung wurden 10 pl for den Nadwels auf Kulturplatten
ntnommen.

VerdUnnungsfaktor e ! (o] = Phogenkonzen’rro’rion(pfu>

Animpfvolumen (mil) mi

Abb.3.3 Beredhnung der Phagenkonzentration bei Plaque-Test
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3.1.2.1.6 Plaque-Test HS

Um sehr geringe Konzentrationen an Phagen nadhzuweisen, wurde der Plaque-Test
S modifiziert.

In der ersten Verdinnungsdufe wurden 100 pl Phagenldsung zugesetzt und
zusétzlich eine Kulturplatte mit 100 pl unverdinnter Phagenldésung angelegt. Die
Verdunnungsreihe wird in Tabelle 3.2 gezeagt.

Die Sengtivitét betrug somit zehn Phagen pro Millli ter. Die Modifikation der
Methode wurde geprift, indem schon bekannte Phagenkonzentrationen mit Plaque-
Test HS bestétigt werden konnten.

3.1.2.1.7 Vom Plaque zur Sequenz
Die Sequenz der vom Phagen présentierten Peptide, konnte durch Sequenzierung

des Inserts ermittelt werden. Dazu mufdten Plagues ausgestochen und de darin
enthaltenen Phagen nochmals amplifiziert werden, um gentigend DNA fir die
Sequenzierungstecdhnik zu erhalten. Ausgestochene Plagues konnten in SM(1x) bei
4° C his zur Sequenzierung gelagert werden.

Gelagerte oder frisch ausgestochene Plagques wurden in 36 ml frischer ER2537
Kultur mit einer ODggp Vvon 0,6 gegeben. Phagen des Plagues konnten sich darauf in
den Bakterien bei 37° C und 110rpm vermehren. Nadh viereinhalb Stunden wurde
die Losung fur 30 Minuten mit 4000 rpm bei 4° C zentrifugiert. Im Sediment
befanden sich die Bakterien und im Uberstand die gelosten Phagen. Um die Phagen
auszufdlen, wurde 1/6 Volumen autoklaviertes 20%iges PEG-8000/ 2,5 M NaCl
zum Uberstand dazugegeben und kraftig gemischt. Eine Inkubation tber Nadht bei

4° C unterstitzte die Fallungsregtion. Am folgenden Morgen wurde das Gemisch

Tabelle3.2 Verdinnungsreihe des Plaque-Test HS

Eppendorf-Gefal3-Nr. 1 2 3
Menge LB-Medium (ul) 0 900 900
Dazugegebene Phagenlosung (ul) 100 100
Verdinnungfaktor 1 10 100

Aus jeder Verdinnung wurden 100l fir den Nachweis auf Kulturplatten
entnommen.
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45 Minuten lang mit 4000 rpm bel 4° C zentrifugiert. Das entstandene Sediment
enthielt die amplifizierten Phagen. Der Uberstand wurde verworfen, das Sediment
konrte leicht antrocknen. Es wurde in 1 ml TBS gel6st und in ein 1,5 ml Eppendorf-
Gefald Uberfuhrt. Eine eneute Zentrifugation fir zehn Minuten mit 10 000rpm bei
4° C sorgte dafur, dald Teile der ebenfalls mit 20%igem PEG-8000/ 2,5 M NaCl
gefallten Verunreinigungen von der Phagenlosung getrennt wurden. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf-Gefald tberfihrt.

Zur Kontrolle wurde an Plaque-Test durchgefiihrt, welcher semiquantitativ Phagen
nadhwies. Nad Sequenzierung wurde das Ergebnis mit der bekannten
Oberflachensequenz  verglichen. 21 zusédtzliche Nukleotide entsprachen der
I nsertsequenz. Die Peptidsequenz wurde anhand des genetisches Codes ermittelt.

3.1.2.2 T7-PHAGEN

3.1.2.2.1 T7-Phagenbibliothek
Fur die Versuche mit T7-Phagen wurde ane T7-Phagenbibliothek von Professor
Schltisener (TUbingen) Uberlasen. In das Oberflachenprotein dieser T7-Seled415
1b Phagen (Russl 1991 war ein Insert von 100 Nukleinsduren zwischen die
Restriktionschnittstellen Eco RI und Hind Il eingebradit worden. Das trandatierte
Produkt ergab ein Proteingertist mit einer komplex in den Raum ragenden Struktur.

Die Konzentration der Phagenlésung betrug 85x10"* pfu /ml.

3.1.2.3.2 Verabreichung der Phagen
In ener Spritze aifgezogen wurde 1 ml der T7- Phagenbibliothek mit der
Magensonde ener adtwochigen Lewis-Ratte nach zwolfstiindiger Nahrungskarenz
in den Magen gegeben. Dazu wurde die Ratte kurz unter der Glasglocke mit Ather
narkotisiert. Nadch zwei bis ds Stunden Inkubation wurde die Ratte wiederum
narkotisiert und mit PBS perfundiert. Die Organe wurden entnommen und in 2 ml
M9OTB-Medium (siehe 2.6.1) homogenisiert.

3.1.2.4.3 Herstellung des Lysates
Das Organhomogenat oder ausgestochene Plagues wurden zu 35 ml frischer BL21-
Bakterienkultur (siehe 2.4) mit einer ODggo Von 0,6 gegeben und vier Stunden mit

95 rpm bei 37° C inkubiert. In dieser Zeit konnten sich Phagen, wenn sie sich im
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Organhomogenat oder im Plague befanden, vermehren. Wenn die Bakterienkultur
nach ungefdhr zwel Stunden aufklarte, spracdh dies fur die Lyse der Bakterien durch
T7-Phagen, da T7-Phagen ein Bakterium unter Destruktion der Zellwand verlassen.

3.1.2.5.4 Reinigung

Nad Zugabe von 3 ml 5 M NaCl zum Lysat wurde dieses fir 30 Minuten mit 4000
rom bei 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem frischen Gefal? mit 1/6
Volumen 50 %igem PEG 8000 vermischt und 30 Minuten zur Prazpitation auf Eis
gestellt. Anschlief3end wurde fur 20 Minuten mit 4000 rpm bei 4° C zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das leicht angetrocknete Sediment wurde in 1,2 ml
SM(1x) wieder gelost. Der Extrakt wurde bei 10000g fur zehn Minuten
zentrifugiert.

Der letzte Schritt der Reinigung bestand in der Diayse. Die Phagenl6sung wurde in
eine Slide-A-Lyze® Kasstte avischen zwei Membranen von Porengrofée 10 kDa
gebradt. Die Kasstte wurde an einer Boje in einen Liter SM(1x) gebradit und
unter leichtem RlUhren bei 4° C Uber Nadt dialysiert. Phagen von 30 nm
Durchmessr wie der T7-Phage konnen aufgrund ihrer Gréfe nicht durch die
Membran diffundieren. Aufgrund der Osmose stellte sich zwischen der Ldsung, in
der die Phagen gelost  waren, und dm  SM-Medium ein
Konzentrationsgleichgewicht ein. Niedermolekulare Substanzen, welche die Losung
verunreinigten, wanderten durch die Membran in das SM-Medium. Die
Phagenlosung wurde somit gereinigt. Von der Kasstte eitnommen wurde die
Phagenlosung bel 4° C gelagert. Ein Plague-Test der Phagen aus dem
Organhomogenat und de Sequenzierung aus ausgestochenen Plagues konnten

folgen.

3.1.2.6.5 Plaque-Test

Zur Konzentrationsbestimmung von Phagen wurde die Losung verdinnt, bis
einzdne z&lbare Plaques auf einer Kulturplatte detektierbar wurden. Eine
standardmél3ige Verdinnungsreihe (S), wie bel M13-Plaguetests, wurde hergestellt.
250 pl frische BL21 Bakterien mit einer ODgoo von 0,6 und 100 pl Phagenlésung
aus der Verdinnungsreihe wurden zusammen mit 3,3 ml warmem Dedkagar auf eine
Grundplatte gegosen. Diese wurde Uber Nadit bei 37°C inkubiert. Am Morgen
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danach konnten auf den Platten Plagues gezdlt werden und de
Phagenkonzentration nach bekannter Formel (siehe Abb. 3.3) errechnet werden.

Die frische BL21-Kultur wurde gewonnen, indem eine Kolonie von der
Minimalndhrbodenplatte in 50 ml M9TB Uber Nadt mit 92 rpm bei 37° C
geschittelt wurde. Davon wurden 20 pl in 200 ml LB gegeben und unter gleichen

Bedingungen hbis zu einer ODggo von 0,6 inkubiert.

3.1.2.7.6 Vom Plaque zur Sequenz
Die im Plague ausgestochene Phagenmenge war flr eine Sequenzierung zu gering.
Deshalb wurde vom Plague en Lysat hergestellt und deses wiederum nad dem
oben beschriebenen Reinigungsverfahren beabeitet. Die Phagen wurden, in SM(1x)
gelost, zur Sequenzierung eingeschickt. Das Sequenzierungsergebnis wurde mit der
bekannten Oberfladhensequenz verglichen und das 100 bp lange Insert identifiziert.
Die Peptidsequenz wurde ahand des genetisches Codes ermittelt. Da @ne
Verschiebung des Leserahmens (Frameshifting) auszuschlief3en war (Rosenberg et
a. 1996, konnte ane andeutige Trandationssequenz von Aminosduren ermittelt

werden.

3.1.2.3 KONTROLLEN

Als Kontrollphagen wurden M13KO7-Phagen (siehe 2.3) verwendet. Sie wurden
wie die Phagen aus der Bibliothek appliziert und nadh dem Protokoll des
mitgelieferten Kits prapariert. Die Firma New England Biolabs, Fr. Dr. Stamminger
(SchwalbadV/Ts) bestétigte, dald M13KO7-Phagen zur Negativkontrolle verwendet
werden konren und keine rekombinante Fusionspeptide auf ihrer Oberflache
darstellen.

3.2 Immunhistochemie

Die Tedink der Immunhistochemie ist heute @n verbreitetes und bekanntes
Verfahren, welches nur eine von spezfischen Farbemethoden darstellt (Mesa et 4l.
1977). Ebenso sind immunoenzymatische Farbemethoden schon langer ein Standard
(Bergguist et a. 1976. Einen Uberblick derzetiger Standardmethoden geben
Laborhandbticher (Naish 1997, Bourne 1997). Das Farbe- und Préparationsprotokoll

33



METHODEN

wurde an die Fragestelung und Laborumgebung angepasd und dabei leicht
modifiziert. Um Phagen, die sich in der Darmmukosa oder der Milz befanden, zu
farben, wurde die Farbung mit spezfischen Antikorpern unter Verwendung der
Immunperoxidaseféarbung und der Doppelfarbung genutzt. Die Gewebefixation und
-beabeitung war in beiden Féllen gleich.

3.2.1 Immunperoxidase-Farbung

Das Prinzip der Immunoperoxidase-Farbung wird in Abhildung 3.4 verdeutlicht.

Der Primarantikorper bindet an die gesuchte Zielstruktur. Der Sekundarantikorper
bindet an den Primérantikorper und kann dessen Signal verstéarken, indem ein
Primérantikorper von mehreren Sekundarantikorper-Molekilen gebunden wird. Der
Sekundérantikdrper tragt das Enzym Peroxidase an seine Struktur gebunden. Das
Enzym zerlegt sein Substrat Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoffradikale.
Die Sauerstoffradikale oxidieren die Entwicklungssibstanz DAB und flhren zur
Braunfarbung durch lokale Prazpitation.

3.2.1.1 PRAPARATION

Zwel bis s Stunden nad intragastraler Verabreichung von 1 ml Phagenlsung
wurde der Brustraum der
Ratten nd kurzer
Athernarkose  edffnet. Nacdh
ST Siper Perfundierung mit  frischem
4%igem Paraformaldehyd

wurden Tele des Dinndarmes

Primarantikérper und der Milz entnommen und
Uber Nadit in  4%igem
Paraformaldehyd bei  4°C
Zielstruktur eingelegt.
Bevor die Gewebestiicke auf
Abb.3.4 Prinzip der Immunperoxidaseféarbung PlastikgitterboxengroRe ar

An Zielstrukturen bindende Primérantikorper Einbettung zureditgeschnitten
werden durch peroxidasekonjugierte Sekundar-  wurden, lagen se zvel Stunden
antikorper detektiert. be 4°C in PBS. Die
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zugeschnittenen Pra Tabelle3.3 Protokoll der Citadelparaffinierung

parate  wurden  in  Programm L 6sung Dauer in
destilli ertem Wasser -ablauf AL
.. . 1 70 %iges Ethanol 30
gewassert, um restliches .
2 70 %iges Ethanal 30
Paraformaldelyd  zu 3 80 %iges Ethanol 60
entfernen. 4 96 %iges Ethanol 60
5 100 %iges Ethanal 60
6 100 %iges Ethanal 60
7 1:1 Mischung: 100 %iges Ethanal 60
und Chloroform
8 1:1 Mischung: 100 %iges Ethanal 60
und 100%iges Chloroform
9 100%iges Chloroform 60
10 100%iges Chloroform 60
11 Paraffin 120
12 Paraffin 120

Gesamtdauer: 13 Stunden
3.2.1.2 PARAFFINEINBETTUNG

Die Gewebestiicke wurden Uber Nadt in der Citadelgewebe-paraffiniermaschine
eingebettet (Tabelle 3.3 zagt das Protokoll). Die Einbettung erfolgte, indem die
Sticke in eine Ausgieldschale mit warmem Paraffin getaucht wurden. Die
Gitterboxen wurden als Trager des Paraffin-blocks verwendet und de Stlcke in
erkaltendes Paraffin ge-drtickt. Zur Aushartung wurde die Schale 15 bis 30 Minuten
auf die Kuhlplatte gestellt. Die von den Ausgief3formen abgenommen Paraffin-
blécke wurden bel minus 20°C aufbewahrt.

3.2.1.3 SCHNITTTECHNIK

Die Paraffinbldcke wurden zum Schreiden unter Eisbeutelkiihlung in ein Mikrotom
gespannt und mit 2-4 pm Dicke geschnitten. Im destilli erten Wasserbad
(Raumtemperatur) konnten sich die Schnitte ausdehnen, glétten und mit Wasser
séttigen. In einem zweiten Wasserbad (45° C) wurde dieser Vorgang intensiviert.
Nad ein bs zwel Minuten wurden die Schnitte auf silanbeschichtete Objekttrager
geladen. Die Inkubation bei 37° C Gber Nadht lief3 die Schnitte trocknen und fixierte
sie auf dem Objekttrager.
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3.2.1.4 LAGERUNG

Die af dem Objekttrdger getrockneten Schnitte wurden bel Raumtemperatur
gelagert. Da das Gewebe nicht entparaffiniert war, wurden Oxidation und anderen

Schéadigungen vermieden.

3.2.1.5 ENTPARAFFINIERUNG

Vor der Farbung wurden die Objekttrager eine halbe Stunde in Chloroform
entwadst. Um den Schnitt hydrophil zu madien, wurden die Schnitte nach kurzem
Abtrocknen in eine dsteigende Alkoholreihe gebradit (funf Minuten in 100 %igem
Ethanol, dann mehrmaliges Eintauchen in 96 %iges und anschlief}end 70 %iges
Ethanol). Abschlief3end wurde der Alkohol durch Eintauchen in destilli ertes Wasser

entfernt. Die Schnitte waren bereit fur die Farbung.

3.2.1.6 BLOCKIERUNG DER ENDOGENEN PEROXIDASE UND
UNSPEZIFISCHER BINDUNGEN

Die endogene Peroxidase der entparaffinierten Schnitte wurde in einem 15 Minuten
langen Tauchbad aus einer Mischung von 200 ml 100 %igem Methanol und 6 ml 30
%igem Wassrstoffperoxid desktiviert. Der Vorgang wurde in destilli ertem Wasser
abgebrochen. Die Schnitte wurden vor alen nadhfolgenden Farbeschritten in einer
Kivette mit TBS aufbewahrt.

Die unspezfischen Bindungen wurden mit 100 pl 10%igem Schweineserum (siehe
2.1) pro Schnitt fir mindestens 30 Minuten bel 4° C blockiert.

3.2.1.7 AUFTRAGEN DER ANTIKORPER

Der Priméarantikorper gegen M13-Phagen aus dem Schaf (Anti-M13, siehe 2.2)
wurde 1:100 mit TrissBSA (siehe 2.6.1) verdinnt und je 100 pl auf die Schnitte
gegeben. Nadh Inkubation Gber Nadit bei 4° C wurde der Antikérper im TBS
K 6rbchen zehn Minuten abgewaschen.

Der mit Peroxidase konjugerte Sekundarantikorper gegen Schafglobuline (siehe
2.2) wurde 1: 400 verdinnt, je 100 pl der Verdinnung auf die Schnitte gegeben,
woraufhin eine 30mindtige Inkubation bei Raumtemperatur folgte. Nach Abschitten

des Antikorpers wurden die Schnitte funf Minuten in TBS gewaschen.
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3.2.1.8 ENTWICKLUNG MIT DAB

Die Schnitte wurden fur 105 Sekunden in 200 ml DAB-Entwickler (sehe 2.6.1)
geféarbt. Die Re&tion wurde in destilli ertem Wasser gestoppt und die Schnittserie in

Tris-Puffer konserviert.

3.2.1.9 GEGENFARBUNG MIT HAMATOXYLIN

Die Zellkerne wurden durch ein- bis zweimaliges Eintauchen in 1:2 verdinntem
Hamalaun geférbt. Unter flieflendem Wasser wurden die Schnitte funf Minuten
gewaschen.

Hamalaun als positiv geladener Farbstoff band an die sauren Phosphorgruppen der
Nukleinséuren des Chromatin. Die Phosphatgruppen gingen bei pH kleiner drei eine
Komplexbindung mit den Schwermetallanteilen des Hamalaun unter Blauférbung
des Zellkerns ein. Mit aufsteigender Alkoholreihe von 70, 96 und 100% wurde das

Gewebe gewaschen.

3.2.1.10 EINDECKUNG

Die geféarbten und gewaschenen Schnitte wurden mit Xylol in der Funktion als
Intermedium zwischen Alkohol und Einschlumittel behandelt und mit Harzladk
bededkt. Nadch Dedkglasversiegelung und Trocknen unter dem Abzug konnte

mikroskopiert werden.
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3.2.2 Doppelfarbung

Die  Immunperoxidase-Farbung mit  der ® o
Alkali sche-Phosphatase- Anti-Alkali sche- \ / rerieraniiereer
Phosphatase-Farbung (APAAP) zu
kombinieren (siehe Abb. 3.5), ist das Prinzip
der Doppelfarbung. Bei der APAAP-Farbung \\ SelndarantiGrper
wird as Primarantikorper ein Antikorper aus
der Maus gegen das MHC |l -Protein der Ratte

verwendet. Der Sekundarantikbrper aus dem
Primadrantikérper
Kaninchen richtet sich gegen Mausprotene.

Gegen die Alkalische Phosphatase richtet sich

en Antikorper aus der Maus _
(Tertidrantikorper), welcher  durch  den A A e
Sekundérantikdrper ebenfalls gebunden wird.

Die Alkalische Phosphatase wandelt den  Abb3.5 Prinzip der APAAP-
Entwickler FastBlue in  enen bau  Farbung

prazpitierenden Farbstoff um. Bei der An Ziestrukturen hindende
Doppelfarbung in dieser Arbeit wurde wie bei  Primarantikorper werden durch
der Immunperoxidase-Farbung bis zu Punkt  Sekundérantikorper detektiert,
3.2.1.9 beschricben wverfahren, jedoch mit  welche wiederum mit Alkali-
folgenden Variationen. scher Phosphatase konjugierte

Tertigrantikorper binden.
3.2.2.1 MIKROWELLENFIXIERUNG

Um die Restaktivitdt der Peroxidase noch wollstandiger zu inaktivieren, wurden die
Schnitte im Anschlul? an den Vorgang 32.1.6 in Zitratpuffer (siehe 2.6.1) zwolf
Minuten bal Stufe a@ns in der Mikrowelle gekocht. Nadh 30 Minuten Abkihlen
wurden sie wieder in TBS-Kivetten gestellt.

3.2.2.2 BLOCKIERUNG UNSPEZIFISCHER BINDUNGEN

Mit 100 pl Schweineserum pro Schnitt (1:10 mit destilli ertem Wasser verdinnt)
wurden die unspezfischen Bindungen fir mindestens 30 Minuten bei

Raumtemperatur blockiert.
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3.2.2.3 AUTRAGEN DER WEITEREN ANTIKORPER

Der Primérantikbrper gegen MHC-II (siehe 2.2) wurde 1:100 mit TrissBSA
verdinnt, 100 pl wurden auf jedem Schnitt 30 Minuten bal Raumtemperatur
inkubiert. Nadh Abkippen und Waschen der Schnitte in TrisBSA wurden diese
wieder flr zenn Minuten in TBS Uberfthrt. 100 pl des Sekundérantikorpers aus der
Maus, 1:20 mit TrissBSA verdinnt, wurden fir 30 Minuten bel Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem Abkippen und Waschen in TrissBSA wurden die Schnitte
zehn Minuten in die TBS-Klvette gestellt. Der Tertidrantikdrper gegen Alkalische
Phosphatase (siehe 2.2), 1:80 mit TrissBSA verdinnt, wurde zu je 100 pl
aufgetragen und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Vor dem Entwickeln
wurden die Antikorper abgekippt, die Schnitte in TrissBSA gewaschen und in TBS-
Klvetten getaucht.

3.2.2.4 ENTWICKLUNG MIT FAST BLUE

200 pl der frisch hergestellten Fast-Blue-Entwicklungddsung (siehe 2.6.1) wurden
auf die Schnitte gegeben. Unter Mikroskopkontrolle wurde awdlf Minuten lang
entwickelt und de Schnittserie in TBS Uberfihrt. Nadh Wéassern mit destilli ertem
Wassr wurden die Schnitte aur Schwédung des Farbhintergrundes nochmals fir
zehn Minuten in der Mikrowelle bei Stufe ens gekocht.

3.2.2.5 HYDROPHILE EINDECKUNG
Die getrockneten Schnitte wurden mit hydrophilem Immuno-Mount Eindedkmittel
versehen und mit Dedkglasern versiegelt.
3.2.3 Mikroskopie
Mit dem Photomikroskop wurden differentielle Interferenzkontrastaufnahmen rac
Nomarski ohre Filter hergestellt.
3.2.4 Kontrollen

Zu dlen Schnittprgparaten wurden Negativkontrollen angefertigt. Dabei wurde die
Inkubation mit dem Primérantikdrper gegen M13-Phagen ausgelassen, aber sonst

wie im Positivfall verfahren.
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Zu jeder Farbung wurden zusdtzlich Postivkontrollen an Gewebematerial
angefertigt, in dem die gesuchte Zielstruktur nadh Lokalisation und Postivitat
bekannt war.

3.3 Peptidbank-Recherche

Die nach Sequenzierung des Inserts der Phagen ermittelten Peptidsequenzen wurden
mit bekannten Sequenzen verglichen.

Hierzu wurden die Advanced BLAST Suchmaschine des NCBI (National Center of
Biotedhnology Information), welche unter der Internetadresse
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi zu finden ist, und de Kabat-Datenbank
verwendet. Die BLAST-Suchmaschine fragt mehrere Datenbanken gleichzetig ab.
Die Datenbanken sind unter Punkt 3.3.1 aufgefihrt.

Altschul et a. beschrieben 1990 dn Algorithmus der Suchmaschine, der durch
seine Schrelligkeit und Senstivitét Aufsehen erregte (Altschul et a. 1990.

Inzwischen wurde der Algorithmus erweitert und ermdglicht mit Gapped Blast den

Vergleich von Sequenzen, bei denen Homologieliicken auftreten (Altschul et al.
1997.

Die selektierten Peptidsequenzen wurden an die Suchmaschine mit Parametern laut
Tabelle 3.4 (bergegeben. Erklarungen zu den Parametern sind in Tabele 3.5
dargestellt.

Tabelle 3.4 Parameterliste der Proteinbank-Redherche

Parameter Wert

Program BLASTP 2.0.9 [May-07-1999
Database nr und kabat

Organism limit none

Expect 1000

Filter default

Matrix PAM30
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Tabelle 3.5 Erklérungen zur Parameterliste

BLASTP

Name des Suchprogrammes, das Aminosaurenanfragen  mit

Proteinsequenzen in der Datenbank vergleicht.

nr

bedeutet, dal} die Datenbanken Genbank, PDB[], PRF und PIR benutzt

wurden.

expect

beschreibt die Anzahl der Treffer, die bei einer Datenbank bestimmter
Grole statistisch erwartet werden konnen.

Die Erhohung des exped-Wertes orgt daftr, dal3 mehr Positionen auf
der Trefferliste verglichen werden und somit auch Treffer, die nicht von

groler statistischer Signifikanz sind, angezagt werden.

filter

bezent sich auf das eingegebene Peptid und filtert statistisch
dgnifikante, aber biologisch uninteressante Ergebnise von der
BLASTP-Ergebnisausgabe (zum Beispiel Aminosaure-Wiederholungen,
wie PPPPPPPPPR#@ Proteinsequenzen) aus.

matrix

Mogliche Aminosaurenliicken und -ersetzungen bei potentiellen Treffern
werden durch eine Matrix, welche bekannte Ersetzungen und LUcken aus

evolutionaren Prozessen beinhaltet, beriicksichtigt.

PAM30

PAM30 ist die Matrix fur Peptidsuchen mit einer Lange kleiner als 3%

Aminosauren.
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3.3.1 Datenbanken

Tabelle3.6 Mit BLAST benutzte Datenbanken

Abkirzung Name der Datenbank Internetadresse
GenBank National  Center  for | http://www.nchi.nim.gov/Web/Genbank
Biotedhnology
Information
PDBL Protein Data Bank http://www.rcsb.org/pdb
SwissProt http://www.expasy.ch/sprot
PRF Protein Reseach Found- | http://www.prf.or.jp
ation
PIR Protein |dentification | in Datenbank des NCBI integriert
Resource
Kabat The Kabat Database of | http://immuno.bme.nwe.edu
(Johnson et | Sequences of Proteins of
a. 1996 Immunologicd Interest
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4.1 Phagendisplay

4.1.1 MI3-Phagen Lkinnen in der Mil7 nachgewiesen werden!

Nach erstmaliger Gabe von 1 ml M13-Phagenbibliothek mit e¢iner Konzentration
von 2,8x10" pfu/ml iiber die Magensonde konnten nach Amplifikation der Phagen

aus Milzhomogenat muittels Plaque-Test Phagen in der Milz nachgewiesen werden

(Abb.4.1).

M13-Milzhomogenat Kontrolle
3,95x10" + 0,25 0 [pfi/mil]

2,1x10°+0,8 0 [pfu/ml]

Abb. 4.1 Sermmquantitativer (Plaque-Test 8) Nachweis von M13-Phagen in der Milz
Zwel Stunden nach Gabe der Phagenbibhothek konnten in der Milz Phagen
nachgewiesen werden.

Ergebnisse der Versuche entsprachen der erwarteten Konzentrationsbreite nach
Amplifikation von Phagen. Die Konzentrationsangaben sind semiquantitativ und
belegen eindeutig, dal M13-Phagen im Milzhomogenat waren.

M13-Phagen waren m der Lage die Darmmmukosa zu iiberqueren. Erstaunlicherweise
waren sie unbeschadet und noch intakt, da sie mittels Plague-Test nachgewiesen
werden und somut Bakterien mnfizieren konnten.

In Kontrolltieren derselben Generation, die jedoch keine Phagen-Applikation hatten,

konnten keine Phagen in der Milz nachgewiesen werden.

4.1.2 Welehe Phagenmenge kann nachgewiesen werden?

Um Phagen aus dem Milzhomogenat ohne vorherige Amplifikation nachzuweisen,
wurde der Plaque-Test HS (siehe 3.1.2.1.7) gewihlt.

Nach Applikation von 1 ml MI13-Phagenbibliothek mit einer Konzentration von
2,8x10" pfivml konnten zwei Stunden spiter Phagen aus Milzhomogenat mittels
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Plague-Test HS nadgewiesen werden. Als Vergleichsorgan wurde aus
Rucksichtnahme auf besondere Interessen des Instituts das Gehirn gewahlt.

Aus dem Gewicht des homogenisierten Organs wurde anhand der spezfischen
Dichte das Volumen ermittelt (Fir die Beredhnung wurde mit einem gerundeten
Wert nach fur die speafische Dichte von 1g/ml geredchnet, Forbes et a. 1953. Das
Homogenatvolumen setzte sich aus 2 ml LB-L6sung und dem Volumen des Organes
zusammen. Somit wurde eredhnet, wie viele Phagen im Organ nadzuweisen
waren.

Im Milzhomogenat konnten zwischen 24 und 499 Phagen nadhgewiesen werden, in
Hirngewebe sogar zwischen 2618 und 3486(Abhbildung und Tabelle 4.2).

Die Kontrolle bestand in Organen derselben Rattengeneration, die jedoch ohne

Phagen-
anzahl 49000 -
1000 -
100 -
10 -

1 _
pro Milz pro Gehirn
® Versuch 1 499 + 46 2618+ 327
Versuch 2 24 + 2 3486 +166
® Kontrolle 0 0

Abb. 4.2 Quantitativer Nadhweis von M 13-Phagen in Organen
Zwei Stunden nach Applikation konnte mit Plaque-Test HS die Phagenmenge
direkt aus dem Organhomogenat bestimmt werden.
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Phagenapplikation, prapariert wurden.

Die im Vergleich zur Milz hohe Anzahl an nadhgewiesenen Phagen im Gehirn deibt
interessaant und konnte auf Peptidbindungsdellen an Hirnstrukturen hindeuten, die
jedoch immunhistologisch weiter zu kldren wére. Insgesamt sind jedoch nur wenige
Phagen von den 10 verabreichten in das Blutsystem gelangt. Dies unterstiitzt die

Vorstellung von einem speafischen Transport.

4.1.3 Insertsequenzen der selektionierten M13-Phagen

In der Milz und im Gehirn gefundene M13-Phagen unterschieden sich durch das
Insert im Oberflachenprotein von M13KO7-Phage, der als Kontrolle diente.

Um die Insertpeptide genauer zu definieren, wurden beispielhaft sieben Phagenklone
sequenziert. Dazu wurden Phagenklone aus der ersten Runde von Plague-Tests
gepickt. Die Nukleotidsequenz ist in ihrer Aminosdure-Entsprechung im 1-
Buchstaben-Code dargestellt (Tab. 4.2).

Auffalend ist das haufige Vorkommen der Aminosauren Prolin (P) und Serin (S).
Prolin bedingt eine Richtungsanderung im Peptidfaden und hat dadurch zum einen
Einflul auf die Sekundér- und Tertiarstruktur von Proteinen aber auch auf die
Peptidstruktur kurzer Peptide, wodurch sich besondere Ligandeneigenschaften
ergeben konnen.

Tabelle 4.2 Sequenzen der selektionierten Peptide von M13-Phagen aus

Milzhomogenat

NIr. Nukleotidsequenz flankierende Peptide ‘lankierende
AS AS

1 TATCCTAGGCTTCTGACTCCT S YPRLLTP G

2 TGGCCGTATCCGCCTGCGGGG S WPYPPAG G

3 TATACGCCTCCGTCGGITTCT S YTPPSVS G

4 GCGCATTTGAAGGCGTCGATT S AHLKASI G

5 ACTCATTTTCCTAGTTGGAAT S THFP SWN G

6 AGTAATCTGTCTCCGCGTACT S SNLSPRT G

7 GCTGTTTTTGTGAAGGAGCTG S AVFVKEL G
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4.1.4 Datenbankrecherche

Der Vergleich selektierter Peptide mit schon bekannten Peptiden und Proteinen von
Internetdatenbanken (BLAST) bradite Ubereinstimmungen mit Proteinen von den
pathogenen Organismen HIV-1 und HHV-7. Die Suchergebnise wurden madc
humanpathogener Relevanz und Funktion des Proteins der Ubereinstimmenden
Sequenz Uberprift und ausgewahlt.

Zu folgenden Peptiden wurden Ubereinstimmungen gefunden:

Anfragesequenz: 1YTPPSV S 7 (Peptid Nr. 3)

NN
Suchergebnis: .AT3QTP P SV S479..

(AF069673 gag protein [Human immunodeficiency virus

type 1] Lange =491AS

Anfragesequenz: 1SNL SPRT 7 (Peptid Nr. 6)

N
Suchergebnis: ..143Q SL SPRT 250..

(AF069673 gag protein [Human immunodeficiency virus

type 1], Lange =491AS

Anfragesequenz: 1AV FVKEL 7 (PeptidNr. 7)

LTl
Suchergebnis: 12701 VFV K EL 1276..

(AF037218 very large tegument protein [Human

herpesvirus 7], Lange =2059AS
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Ubereinstimmungen mit Hullproteinen der invasiven Pathogene HH7 und HIV-1

wurden gefunden.

4.1.5 T7-Phagen

Im Gegensatz zum M13-Phagensystem konnten in paralelen Versuchen keine
positiven Ergebnise mit dem T7-Phagensystem erzielt werden. Das T7-System
eignete sich nicht, um Peptide Uber die Damrmukosa a1 selektionieren.
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4.2 Immunhistologie

4.2.1 Immunperoxidase-Farbung
Da bestimmte selektionierte Phagen die Schleimhaut des Darmes nadweidich
Uberqueren konnten, wurde durch immunhistochemische Farbung des Jjenums
versucht, die Trangokation morphologisch zu verfolgen.

Drei verschiedene Klone wurden miteinander verglichen, siehe Tabelle 4.3.

Immunhistologisch konrte bestétigt werden, dal3 der Kontrollphage M13KO7 nicht
durch die Darmmukosa trandoziert wird (siehe Abhildung 4.3).

Die Histologie zegte ferner keine Trandokation von M13-Phagen mit irrelevanter
Sequenz (Abb. 4.4).

Tabelle 4.3 Aufstellung der Praparate, zum imnmunhistologischen Vergleich

Klon Beschreibung (pfu/ml)

bei Applikation
M13KO7  M13-Phage ohre Insert, als Negativkontrolle 1,14x10"
PNS M13-Phage mit irrelevantem Insert aus 1x10*

intraventser Selektion, zur Negativkontrolle

und Abgrenzung gegentiber anderen Peptiden

Klon 1 M13-Phage mit Insert (Y PR L L T P), 1,5x10%
selektioniert Uber die Mukosa
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Abb. 4.3 M13-Phagen ohne Insert Uberqueren die Mukosa nicht.
Nadh zweistindiger Phagen-Applikation im Dunndarm zdgt sich eine
Peroxidaseférbung (braun) des Darminhaltes zwischen den Zotten (siehe Pfell). Die

Mukosazdlen zegen keine Peroxidasefarbung.
Féarbung:

Primérantikorper (1:100, Schaf 0 -M13)
Sekundérantikorper (1:400, Esel [0 -Schaf)
Der Balken reprasentiert 50 um.
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Abb. 4.4 M13-Phagen mit einem irrelevanten Insert (siehe 4.2.1) Uberqueren die
Mukosa nicht.

Der Pfell zedgt die luminale Peroxidaseférbung (braun) von Darminhalt zwel
Stunden nach Applikation der rekombinanten M13-Kontrollphagen (PNS). Eine
peroxidasespezfische Braunférbung der DiUnndarmfalten (Plicae drculares) ist
nicht zu erkennen.
Farbung: Primérantikorper (1:100, Schaf 0 -M13)

Sekundérantikorper (1:400, Esel [ -Schaf)
Der Balken reprasentiert 50 um.
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Abb. 4.5
Immunohistochemischer Nadchweis des rekombinanten M13-Phagen KLON 1 nadch

zweistundiger Applikation.

A: Die deutliche Peroxidase-Férbung von Phagen (Pfeile) zegen hraun das
Zytoplasma von an der Zottenspitze gelegenen Enterozyten. Keine Anfarbung von
kryptennahen Zellen (M-Zellbereiche) konrnte gesehen werden. Das Darmlumen
besitzt eine kréftige Peroxidasefarbung (braun), die Dinndarmschleimhaut ist mit
Hamalaun gegengeféarbt.

Der Balken reprasentiert 50 um.
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Abb. 4.5
B: Das Zytoplasma von Enterozyten ist braun geférbt. Die Farbung nimmt von

luminal bis zur Submukosa @. Abnehmenden fadenférmige Braunfarbung in der
Submukosa spricht fir schon trandozierte M13-Phagen.

Féarbung:

Primérantikorper gegen M13-Phagen (1:100, Schaf 0 -M13)
Sekundérantikorper gegen Schaf (1:400, Esel [J -Schaf)

Der Balken représentiert 50 um.
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4.2.2 Doppelfarbung

Ob Zusammenhénge awvischen Zellen der lokalen Antigenprésentation und der M13-
Phagen-Farbung von Epithelzdlen bestehen, wurde anhand der Doppelférbung
untersucht. Es wurde gegen den typischen Rezeptor fir antigenprasentierende Zellen
MHC-II und M13-Phagen gefarbt.

Zuerst wurde die immunohistochemische M 13-Farbung und anschlief3end de MHC-
lI- Farbung (siehe 2.2) durchgefihrt.

Abb. 4.6

Doppelfarbung gegen M 13-Phagen (braun) und MHC-1I Protein (blau).

In der ersten Farbung wurde der Primérantikdrper gegen M 13-Phagen (1:100, Schaf
0 -M13) und der Peroxidase-konjugierte Sekundarantikorper (1:400 Esdl [ -
Schaf) verwendet. In der zweiten Farbung wurden der Primérantikbrper gegen
MHC-II (1:100 MRC OX-6, Seroteg), der Sekundarantikdrper (1:20, Hase [ -
Maus) und der mit Alkalischer Phosphatase (AP) konjugerte Tertiarantikorper
(1:80, AP7/6/7 I -AP) benutzt. Mit der Fastblue-Re&tion wurde durch die AP der
blaue Farbton entwickelt.

Die Abbldung zegt die Blaufd&rbung von MHC-II postiven Zellen in der
Submukosa (siehe Pfeile). Die durch Phagen bedingte Braunféarbung des Lumens
(A) sowie die der Submukosa in fadenférmiger Verteilung (B) sind deutlich zu
erkennen.

Abbildung B zagt somit den Trandokationsweg der M13-Phagen in tieferen
Zellschichten.
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Peptide as M13-Phagendisplaybibli otheken konnen an der
Gastrointestinalschranke in vivo selektioniert werden

M13-Phagen konrnen mittels slektionierter Peptid-Inserts die Fahigkeit
erwerben, die Darmmukosa a1 Uberqueren und so in das Blutsystem gelangen.
Sie bleiben dabei infektios und intakt.

Selektionierte Phagen konnen die Darmmukosa zdluléar Gber Enterozyten und
parazdlulér passeren.

Die Sequenzen selektionierter Peptide zegen Homologien zu Hull- und
Oberfladchenproteinen von HIV-1 und HHV-7.

Es wurde bestétigt, dal’3 das M13-Phagensystem fiur die Selektion von Peptiden
an der gastrointestinalen Mukosa angesetzt werden kann. Im Gegensatz daal, ist
das T7-4155eled-Phagensystem daflr ungeagnet.

Die Methode und erhatenen Sequenzen wurden as nationades und

internationales Patent angemeldet.
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5.1 Konzeption

Medikamente, welche nur an speafische Zielstrukturen binden und nur dort wirken
sollen, werden zur Zeit immer genauer definiert. So konnte mittels M13
Phagendisplaybibliotheken gezegt werden, dal3 Peptide mit bestimmten
Strukturmustern an Endothelzdlen von Brustkrebstumoren speafisch hinden (Arap
et a. 1998 Pasgudlini et al. 1997).

Viele ora verabreichte Pharmazaitika misen die gastrointestinale Schranke
Uberschreiten. Wenn lestimmte Peptide in der Lage sind, an diese komplexe
Schranke a1 binden und se a1 Uberqueren, konnten Substanzen, die a
entsprechende Peptide gekoppelt sind oder diese primér enthalten, damit selektiv
Uber die Darmmukosa transportiert werden.

Unter diessr Frage wurde in der vorliegenden Arbeit der Einsatz von
Phagendisplaybibliotheken  fir die Selektion solcher Peptide a  der
gastrointestinalen Schranke untersucht.

5.2 Phagendisplaytechnik

Die Anwendung von Phagendisplaybibliotheken bestand bisher in der
|dentifizierung bestimmter Epitope, bei denen Antikdrpertechniken an ihre Grenzen
stieRen (Parmley & Smith 1988 Smith 1985 Scott & Smith 1990. Die ast 15 Jahre
alte Methode wird inzwischen in vivo angewendet. Fur die Selektion von Peptiden
erwiesen sich M13-Phagendisplaybibliotheken as geagnet. In der Arbeit von
Pasqualini und Ruodahti wurde gezegt, wie ahand M 13-Phagenhibliotheken
Peptide selektioniert werden konnten, die spezafisch an Endothelzdlen wvon
Brustkrebstumoren binden (Pasqualini & Ruodahti 1996 Rajotte @ a. 1998 und
damit erste Erfolge mit Ausscht auf eine therapeutische Anwendung
peptidgekoppelter Pharmaka gaben (Koivunen et a. 1999.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun die Moglichkeit gepriift, spezfische Peptide
aus Phagendisplaybibliotheken an der gastrointestinalen Schranke au selektionieren.
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M13-Phagendisplaybibliotheken wurden dazu erstmals in vivo gastrointestinal
verabreicht und Peptide selektioniert. Diese Neuerung wurde aum nationalen und
internationalen Patent angemeldet (DE_198 45 251A1, PCT/EP99/05453.

Fur die vorliegende Arbeit bestand de Notwendigkeit, die Empfindlichkeit des
M13-Phagennachweises zu verbessern. Der Nadchweis mit Plaque-Test S 1803t zu, dal3
ein einzener Phage éenso nachgewiesen wird, wie 2um Beispiel eine Zahl von 10°
M13-Phagen, da die Replikation von Bakteriophagen in einem bestimmten
Bakterienvolumen immer einen Endpunkt erreicht, an dem alle Bakterien infiziert
und zur maximalen M13-Phagen-DNA-Amplifikation geavungen worden sind.
Zudem hat ein M13-Phagennachweis mit Plaque-Test S zum Beispiel aus
Organhomogenat nur eine Sensitivitét von ca 10° M13-Phagen. Daher wurde mit
Plague-Test HS der Plaque-Test S verbessert, indem eine vorherige M 13-Phagen-
Amplifikation aus Organhomogenat entfallen konnte und de Senstivitat eine Zahl
von zehn M13-Phagen erreichte. Mit diesem empfindlichen Test konnte die Menge
von M13-Phagen, welche die Enterozyten-Schranke Uberschritten haben, direkt aus
dem Organhomogenat bestimmt werden.

Da a1 Beginn dieser Arbeit davon ausgegangen wurde, dal3 nur M-Zellen, also
spezelle, hauptsAdilich  Antigen-transportierende  Zellen der Darmmukosa,
selektiven Transport Uber die gastrointestinale Mukosa vermitteln konnen, war es
Uberraschend, dal3 der Transport von M13-Phagen ncht Uber diese Zelen
nadhgewiesen werden konnte. Sogar intakte M13-Phagen konnten im
Milzhomogenat nadhgewiesen werden. Immunhistologisch war eine Trandokation
der M13-Phagen Uber Enterozyten zu finden. Diese Enterozyten befanden sich an
der Zottenspitze in der Néhe des freien Darmlumens. Mit der M13-spezfischen
Farbung konnte zaudem der Weg der M13-Phagen im Interstitium verfolgt werden.
Aufgrund der geférbten Strukturen ist ein Transport von M13-Phagen Uber die
Lymphe a1 vermuten. Der Transport von M13-Phagen lUber M-Zellen konnte auch
nicht in naher Umgebung von Peyerschen Plagues (Neutra & Kraéhenbuhl 1996
gesehen werden.
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Zur Unterscheidung von M-Zellen gegentber Saumzdlen (Enterozyten) sollte
zudem der offenbar hohe Besatz mit MHC-II Rezetoren von M-Zellen
immunhistologisch dargestellt und as Unterscheidungsmerkmal ausgentitzt werden
(Allan et a. 1993. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch bei der Doppelféarbung
vergeblich rmch MHC-I1- Rezeptor-positiven Zellen im Sinn von M-Zellen gesucht.
Somit konnte an Transport Uber M-Zellen nicht nadhgewiesen werden, da die
Phagensuspension die tieferen Schichten mdglicherweise nicht erreicht hat und
keine typische Braunfarbung fir M13-Phagen, wie aich Blaufarbung fur MHC-II-
Rezeptoren an Epithelien in Lymphgewebe-nahen Bereichen zu finden war.

Im weiteren ist der Nadweis von M-Zellen mittels MHC-1I Rezeptordetektion
inzwischen zweifelhaft geworden, da MHC-1I Rezeptoren und Antigenprésentation
unter bestimmten Bedingungen auch bei Saumzdlen zu finden sind (Panja & Mayer
1996.

5.3 Ergebnisse

Nad Gabe von M13-Phagenhibliotheken in den Magen konnten M13-Phagen in der
Milz nachgewiesen werden. Sieben in das Organ trandozierte M13-Phagenkione,
die Peptid-Inserts an ihrer Oberflache tragen, wurden sequenziert und mit DNA-
Sequenzen bekannter Peptide und Proteine in Datenbanken wverglichen. Dabeli
konnten bei drei selektionierten Peptiden Ubereinstimmungen mit Hiillproteinen der
invasiven Pathogene HIV-1 und HHV-7 gefunden werden. Ein umfassender
Vergleich dieser selektionierten Peptide mit bekanrnten Peptiden erfolgte Uber
| nternetdatenbanken und fihrte a1 Ubereinstimmungen im GAG-Protein von HIV-1
(AF069672 md AF069673 und im »very large tegument protein« von HHV-7
(AF037218. Beides snd Hdllproteine invasver Pathogene. Obwohl der
Antirezeptor fur HIV-1 auch der CD4-Rezeptor von Lymphozyten ist (Trkola & al.
1996, sind, analog zu Ergebnissen mit Glykoprotein B an HHV-7 (Secdiero et al.
1997, weitere Bindungsdellen der Hullproteine an Wirtszdlmembranen denkbar.
Die selektionierten Sequenzen konnten daher neue Bindungsdellen mit
Wirtszdlmembranen von HIV-1 und HHV-7 beschreiben.
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Da M13-Phagen ohre rekombinante Peptidprasentation nadh intragastraler Gabe
nicht in der Milz nadchgewiesen werden konnten, liegt ein selektiver Insert-
vermittelter Transport der M13-Phagen nahe. Offenbar wurden Insert-Peptide, die in
der Lage sind, Transport zu induzieren, selektioniert. Ein selektiver Transport von
M13-Phagen Uber Enterozyten konnte ausdtzlich immunhistologisch bestétigt
werden. Ein wichtiges Kontrollexperiment zegte, dal3 M 13-Phagen mit einem nicht
an der gastrointestinalen Schranke selektionieren Insert nicht in der Lage waren, die
Mukosa au tberschreiten. Ein peptidspeafischer Transport von M13-Phagen wurde
somit gesichert. Im welteren wird eine Spezfitét der selektionierten M13-Phagen
darin unterstiitzt, dal? M13-Phagen nur in einer geringen Anzahl die Mukosa
trandozierten, wie es mit Plaque-Test HS (siehe 4.1.2) nachgewiesen wurde.

Im folgenden werden die Ergebnise unter zwel Perspektiven betraditet. Eine
Perspektive zelt auf den Transport von Peptiden, die andere auf denjenigen von
Makromolekilen, fir welche Bakteriophagen as brauchbares Modell betradhtet

werden.

5.3.1 Peptidtransport

Die Selektion verschiedener Peptide mit der Eigenschaft, die gastrointestinale
Schranke a1 tberwinden, werden in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Damit ist
die Existenz von Peptid-vermittelten Transportvorgangen lber die gastrointestinale
Mukosa wahrscheinlich gemadit worden.

Der kirzlich beschriebene Oligopeptidtransporter Pept-1 kann zum Beispiel Di- und
Tripeptide von luminal in Enterozyten im Austausch mit Protonen aufnehmen
(Liang et a. 1995. Pept-1 ist in der Burstensaummembran verankert und bindet
verschiedene Di- und Tripeptide. Antibiotika wie Cephalosporin und Cephalexin
(Dantzig & Bergin 1990, haben in ihrer B-Ladam-Struktur Ahnlichkeit mit
Tripeptiden, die Pept-1 erkennt; Pept-1 trégt dadurch zur Antibiotikaaufnahme bel
(Adibi 1997. Fir langere Peptide hat Pept-1 offenbar keine Bindungs- und
Transportspezfitat. Ein Transport der selektionierten Heptapeptide Uber Pept-1
scheint unwahrscheinlich. Dennoch aber werden langere Peptide Uber Schranken
wie auim Beispiel Hexapeptide tUber die Blut-Hirn-Schranke (Kreuter et a. 1995,

transportiert.
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Ein weiterer Transportweg der translozierten M13-Phagen Uber die Mukosa kdnnte
darin bestehen, dal? die préasentierten Peptide Liganden von Rezeptoren imitierten,
die fur die Aufnahme @ner bestimmten Substanz verantwortlich sind. Auf diese
Weise konnte durch Koppelung von Tellen des Antikodrpers gegen Insulinrezeptoren
mit Peptiden die Blut-Hirn-Schranke Uberschritten werden. (Wu et a. 1997).
Obwohl keine Ahrlichkeiten der selektionierten Peptide mit bekannten Proteinen,
welche Uber die gastrointestinde Schranke aufgenommen werden, anhand der
Datenbankrecherche gefunden werden konnten, konnte an Rezeotor-vermittelter
Transport durch noch unbekannte Rezegotoren moglich sein. Bekannte Adhésions-
Rezeptoren wie Integrine konnen wielseitige zdlulare Signalkaskaden und im
besonderen die zdlulére Aufnahme bewirken. Motive fir Liganden, die an Integrine
binden, suchte Ruodahti (Ruodathi, 1997). Er erhielt ein Peptid mit der Sequenz
Arg-Gly-Asp-Sequenz  (RGD). Ubereingtimmungen der in  dieser  Arbeit
selektionierten Peptide mit diesem Motiv (RGD) gibt es keine, dennoch ist eine
zdlulére Aufnahme Uber Integrinliganden denkbar.

Ein reuer Aspekt des Rezeptor-vermittelten Peptidtransportes gibt Burton. Er
charakterisiert einen Peptidtransport as aktiven energieverbrauchenden Prozel3, bei
dem neben der Peptidaufnahme in die Zelle aich ein aktiver sekretorischer
Transport von Peptiden zurtick ins Darmlumen entded<t wurde (Burton et a. 1999.
Fur Peptide, die in Enterozyten aufgenommen wurden, bietet sich daher aul3er einer
Prozesserung duch lysosomalen Abbau und einem transzdluldren Transport mit
basaler Ausscheidung auch eine &tive gikale Ausschleusung der Zelle an, womit
die Peptide eneut der intestinalen Schranke gegentiber stehen (Abhildung 5.1).

Die Selektion der in M13-Phagenhibliotheken verabreichten Peptide kdnnte somit
auch intrazdluldr und nicht nur an der Birstensaummembran stattfinden. Ob solche
zusatzlichen rmoch  nicht  definierten  Selektionswege ach ba M13
Phagengekoppelten Peptiden aktivierbar sind, ist noch zu untersuchen.

Eine Moglichkeit, die Peptidaufnahme in die Zelle in ihrer Speazfitét zu reduzieren,
um danach ene intrazdluldre Peptidselektion Uberprifen zu konnen, konnte die

Anwendung birstensaumlockernder Substanzen wie Sodiumcgprat bieten. Mit
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dieser Technk wurde bereits der Transport von Decgeptiden Uber Enterozyten
gezeagt (Chao et a. 1999.

Die in der vorliegenden Arbeit an der Gastrointestinalschranke mit M13-Phagen
selektionierten Peptide weisen eine Haufung der Aminosauren Prolin und Serin auf,
die ene gewise Verwandtschaft in ihrer Grofe zegen. Prolin bedingt eine starke
Richtungsdnderung im Peptidfaden, worin sich rezeptorseitige Erfordernise fir
Peptidliganden andeuten kdnren.

Der Vergleich mit schon bekannten Peptidmustern, wie se aim Beispie an

Peptidbipbliothek .z

4
-:'J' AT AN

L) Y.
R TR

Enferozyt

Blufsystem

Abb5.1 Wege der Peptidtrandokation

Aus der Phagendisplaybibliothek aufgenommene Peptide kdnnen mit Lysosomen
verschmelzen, apikal ins Lumen transportiert oder basal ausgeschleust werden. Alle
drei Wege konnten zusétzlich zu der Aufnahme in die Zelle bei der Peptidselektion
aktiv sein.
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Endothelzdlen wvon Brustkrebstumoren ebenfalls Uber M 13-Phagendisplay
selektioniert wurden (Arap et a. 1998 Raotte @ a. 1998, bradite keine
Ubereinstimmungen. Die selektionierten Motive Arg-Gly-Asp (RGD, Integrin-
Ligandenmotiv), Asn-Gly-Arg (NGR) und Gly-Ser-Leu (GSL) wurden zudem aus
bereits vorselektionierten Peptidbibliotheken mit der vorgegebenen Struktur
CX3CX3CX3C (C = Cystein, X3 = variables Tripeptid), selektioniert. Eine
Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit selektionierten Peptiden besteht nicht.

Bei therapeutischer Anwendung von selektionierten Peptidsequenzen konnte mit
peptidgekoppeltem Doxorubizin, einem Zytostatikum, eine bis zu vierzigfache
Dosisreduktion erreicht werden (Arap et a. 1998. Dies deutet auf einen hohen
Nutzen von selektionierten Peptiden bei Pharmakadosierung und bei Reduktion von
Toxizitét von Pharmaka hin. Bei oral verabreichten, an gastrointestinal selektionierte
Peptide gebundenen Medikamenten, bestehen Ausschten auf enen &hnlichen

Vortell.

Wedselt man die Perspektive des geafischen Transports von der Peptid- zur
Makromolektil-Trandokation, so liegt die Vorstellung eines makromolekularen
Transports durch Peptidinduktion und -vermittlung nahe.

Evidenz dafir kommt von verschiedenen Bakterien und Viren, die Medanismen
entwickelt haben, um in Enterozyten einzudringen konren (Ploegh 1998. Se
besitzen Proteine mit Peptidliganden, mit denen sie an Zellen hinden und zdlulére
Signalkaskaden, wie die Aufnahme in eine Zelle, auddsen vermogen. Yersinien
kénren durch hochaffine Bindung von Invasin an [1-Integrin-Rezeptoren der
Wirtszdlen, wie aim Beispiel Enterozyten, in diese andringen (Leong et a. 199Q
Isberg & Tran-van-Nhieu 1995. Ahnlich dringt Listeria monocytogenes in
Epithelzdlen ein. Es bindet mit Internain an E-Cadherin, welches auf
eukaryontischen Zellen exprimiert wird (Mengaud et al. 1996. M13-Phagen mit
einem spezfischen Insert-Peptid an ihrer Oberflache konnten ebenfalls wie
Pathogene durch speafische Bindung an die Zelmembran unter Audlésung
zdlulérer Signalkaskaden ihre gikale Aufnahme und basde Ausshleusung der

Wirtszdle aufzwingen.
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5.3.2 Makromolekularer Transport

M13-Phagen kdnren als Makromolekile mit einem Durchmesser von 6 bis 10 nm
und einem Molekllgewicht von 130 KDa (Klaus et a. 1992 betraditet werden.
Primé& sind sie nicht fahig, in eukaryontische Zellen einzudringen (Francke &
Hofschneider 1966. Beaditenswerterweise ewerben M13-Phagen-Molekile durch
inserierte speafische Peptide die Fahigkeit, die Darmmukosa au trandozieren. Dabei
konnten M13-Phagen in dieser Arbeit immunhistologisch sowohl in Enterozyten als
auch parazdluldr nachgewiesen werden.

Bel Untersuchungen von makromolekularem Transport durch Enterozyten wurde ds
Haupttransportweg von Proteinen die Endozytose gefordert und beschrieben
(Sanderson & Walker 1993. Makromolekularer Transport durch Enterozyten konnte
zum Beispiel fur Rinderalbumin (BSA) und Mearettichperoxidase (HRP) gezegt
werden (Teichberg et a. 1992 Uddl et a. 1981, wobei besonders die
intrazdluld&ren Medanismen ungekléart blieben. Enterozyten waren in der Lage
kleine Mengen an Peptiden und Proteinen besal weiterzugeben (Neutra &
Kraéhenbuhl 1996); ob dafiir eine besondere Struktur oder sogar Sequenz e@ne Rolle
spielt, blieb offen.

Uber das Verhalten von Makromolekiilen an Enterozyten ist noch wenig bekanrt. Es
wird zum Beispiel postuliert, dal3 einige Makromolekile durch Bindung an
Enterozytenmembranen den luminden Verdauungsenzymen, aber auch der
intrazdluldren Verdauung duch Lysosomen entgehen konnen (Panja & Mayer
1996. Makromolekile aus Proteinen mit spezfischer Bindungsfahigkeit an
Mukosazdlen sind offenbar in der Lage, an sie gekoppelte Substanzen Uber die
Mukosaschranke zu transportieren (Sun et a. 1994, obwohl in den meisten Fallen
M-Zellen daflr verantwortlich gemadt wurden.

Einen Hinwels auf noch unbekannte intrazdlulare Transportwege fir
Makromolekiile in Enterozyten gibt der erst kirzlich beschriebene veskuldre
Transport von Ovalabumin  und Mearettichperoxidase, welche, apika
aufgenommen, innerhalb weniger Minuten den parazdlularen Raum erreichten
(Schurmannet al. 1999.
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Ferner konnten pH-stabile Makromolekile bei ihrer enteralen Transzytose von
folgendem neu entdedkten Medhanismus profitieren:  Kazium-gesteuerte
Verschmelzung von Lysosomenmembranen mit der basalen Zellmembran konnte
gegen lysosomalen Verdau-resstenten Molekilen einen eigenen Transzytoseweg
schern (Rodriguez & a. 1997. Eine Ubersicht der bisher diskutierten
Transzytosewege fur Makromolekile gibt Abhildung 5.2.

Welchen Weg haben die in diessr Arbeit verwendeten M13-Phagen nun

eingeschlagen?

M13-Phagen i

Enterozyt

'Y Haft-
komplex

Blutsystem

Tt

Abb.5.2 Wege der Makromolekiiltransokation

Nacdh Endozytose von M13-Phagen hieten sich drei Wege der Trandokation. Eine
Auschleusung kann entweder nach Verschmelzung mit Lysosomen an der Zellbasis
erfolgen; oder die Zellbasis, oder aber der parazdlulare Haftkomplex-distante
Raum werden direkt ohne Lysosomenkontakt durch Ausschleusung erreicht.
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M13-Phagen haben nadch dem Transport ihre Fahigkeit, Bakterien zu infizieren,
behalten, wodurch sie Uberhaupt nadhgewiesen werden konnten. Obwohl M13-
Phagen extrem pH-stabil sind und ein Lysosomen-vermittelter Transport nicht
ausgeschlosen werden kann, ist in Enterozyten keine lysosomale Betelligung der
M13-Phagen-Transzytosewege azunehmen, da lysosomale Vermittlung bei
Transzytose von Makromolekilen meist fehlt (Waker 1994). Daher kommen von
den bisher bekannten Transzytosewegen fur M13-Phagen die direkte basale oder
parazdlulére Auschleusung (Abhildung 5.2) in erster Linie in Frage.

Ein Transport der M13-Phagen durch Haftkomplexe (Abb.5.2) war aufgrund der
Grolenverhdtnisse unwahrscheinlich, da M13-Phagen einen Querdurchmesser von
6-10 nm (Klaus et a. 1992 gegenlber einer Porengrdf3e von nur 5 nm der
Haftkomplexe (Madara & Pappenheimer 1987) aufweisen.

Der bewiesene Transport eines Peptides von elf Aminosduren Lénge (Atisook &
Madara 1991) sowie derjenige von Makromolekilen wie BSA bei Entziindungen in
den parazdluldaren Raum (Madara & Stafford 1989 Nash et al. 1987 weisen
alerdings auf eine nicht statisch zu betrachtende Porengréf3e der Haftkomplexe hin.
Permeabili tdtsveranderungen der Haftkomplexe wurden bei Mastzdldegranulation
(Berin et a. 1997 und im Zusammenhang mit noch nicht aufgeklarten chronischen
Darmkrankheiten wie Colitis ulzerosa und Morbus Crohn bkeschrieben (Schurmann
et a. 1999 Soderholm et al. 1999.

Ob rekombinante M13-Phagen in der Lage sind, die Permeadlitdt von
Haftkomplexen zu modulieren, ist bisher nicht beurteilbar und bedarf weiterer

Untersuchungen.
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5.4 Schluf3folgerungen

Mit M13-Phagendisplaybibliotheken kdnnen an der gastrointestindlen Mukosa
Peptide selektioniert werden, die fur die Trandokation der M13-Phagen Uber den
Enterozyten verantwortlich zu sein scheinen.

Die selektionierten Peptide weisen durch Ubereinstimmungen mit Hiillproteinen von
HIV-1 und HHV-7 auf neue Bindungsgellen dieser Liganden hin.

Mehrere spezfische Transportmedhanismen wie auch Bindungspartner konnen fir
die in dieser Arbeit selektionierten Peptide diskutiert werden. Der Einsatz von
selektionierten Peptiden, zum Beispiel in der Gen- und Krebstherapie, ist als
Fusionspeptide in chimerischen Therapeutika durchaus denkbar.

Enteral selektionierte Peptide mit transportinduzierenden Eigenschaften sind
Kandidaten fir Versuche, sie an orale Therapeutika a1 koppeln und damit den
transenteralen  Wirkstofftransport zu  erleichtern, mit der Ausscht, die

Wirkstoffdosis entscheidend zu reduzieren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Der Einsatz von Phagendisplaybibliotheken wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals
in vivo iiber die gastromntestinale Schranke untersucht und zum nationalen und
mternationalen Patent angemeldet (DE_198_45 251_Al, PCIT/EP99/05453).
Phagendisplaybibliotheken finden bisher ihren Einsatz in der Epitopidentifizierung
von Zielstrukturen. Dazu werden je eine Sequenz m e¢in Oberflichengen von
Bakteriophagen aus Bibliotheken hoher Komplexitit inseriert und sommt die
translatierte Sequenz als Fusionspeptid auf der Oberfliche von Bakteriophagen zur
Darstellung gebracht.

Ingerts der selektierten M13-Phagen wurden sequenziert und auf Homologie mit
bekannten Proteinen und Peptiden aus Internetdatenbanken iiberpriift. Dabei zeigten
sich Ubereinstimmungen mit Hiillproteinen von HHV-7 und HIV-1, die auf neue
Bindungstellen dieser invasiven Pathogene mut Wirtszellmembranen hindeuten.

Der Transportweg der selektierten Phagen konnte iiber Enterozyten und parazellulér
nachgewiesen werden, womit neue makromolekulare oder peptidinduzierte
Transportwege iiber Haftkomplexe und Enterozyten zu diskutieren sind. Auf beiden
Wegen konnten spezifische Peptide fiir den Transport, dessen Induktion und Selektion
verantwortlich gemacht werden.

Erst kiirzlich begann der FEingatz von Phagendisplaybibliotheken fiir in wivo
Experimente, wodurch Peptide selektiomert wurden, die spezifisch an
Oberflichenproteine von Brustkrebsendothelzellen binden und durch Koppelung an
Zytostatika eine bis zu 40fache Dosisreduzierung des Zytostatikums erreicht werden
komnte. Enteral selektionierte Peptide mit transportinduzierenden Figenschaften sind
daher Kandidaten fiir Versuche, an orale Therapeutika gekoppelt zu werden und damut
den transenteralen Wrrkstofftransport zu erleichtern mut der Aussicht, die

Wirkstoffdosis entscheidend zu reduzieren.
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ABBILDUNGEN UND ABKURZUNGEN

Abbildungsnachweis

11 modifiziert nach Rosenberg et al. 1996

1.2 modifiziert nac Klaus et al. 1992

1.3A modifiziert nad Klaus et al. 1992

1.3B D. Durr

1.4A modifiziert nach Klaus et al. 1992

1.4B modifiziert nadh Klaus et al. 1992

15 stark modifiziert nach Walker 1994

31 D. Durr

3.2 D. Durr

3.3 D. Durr

34 modifiziert nach Bourne 1997

35 modifiziert nach Bourne 1997

4.1 bis4.6 D. Durr

51 stark modifiziert nach Walker 1994

52 stark modifiziert nach Walker 1994
Abkirzungen

AP Alkalische Phosphatase

AS Aminosaure

BSA bovines Serumalbumin

GAG-Protein  Glykosaminoglykan-Protein: Hullprotein

GALT Magen asziiertes Lymphgewebe (Gut asciated lymphoid tissue)
HHV-7 Humanes Herpesvirus Typ 7

HIV-1 Humanes mmunschwéde Virus Typ 1

HRP Mearettichperoxidase (Horseradish-Peroxidase)
ODsg00 Optische Dichte bei 600 nm Wellenlange

PBS Phosphat gepufferte Salzlésung (Phosphate buffered saline)
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
slgA Sekretorisches Immunglobulin des Typs A

sigM Sekretorisches Immunglobulin des Typs M

TBS Tris gepufferte Salzlosung (Tris buffered saline)
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