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5 Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurden Strategien fiir die Isolierung von endothelzellspezifischen Antikérpern
aus einer humanen scFv-Phagenbibliothek auf primédren Endothelzellen entwickelt. Fiir Selektio-
nen von Antikorpern aus scFv-Phagenbibliotheken gegen nativ isolierte oder rekombinant pro-
duzierte Antigene sind effektive und etablierte Phage Display Methoden bekannt [Marks et al.,
1991; Griffiths et al., 1994; Winter et al., 1994; Hoogenboom et al., 1998]. Dabei werden die
isolierten Proteine auf kiinstlichen Oberflichen (z. B. Plastikrohrchen) iiber hydrophobe Wech-
selwirkungen immobilisiert. Durch die Art der Immobilisierung iiber hydrophobe Wechselwir-
kungen mit der Plastikoberfliche kann es dabei zur Exposition von Epitopen kommen, die im
physiologischen Kontext nicht vorkommen. Insbesondere Membranproteine besitzen ihre opti-
male Konformation hiufig nur in der Lipidmembran, so dass es mit dieser Methode zur Selekti-
on von Antikdrpern kommen kann, die das native Protein in seiner natiirlichen Umgebung nicht
mehr erkennen. Fiir diese Fragestellung sind in den letzten Jahren deshalb Antikorper Phage
Display Selektionsmethoden auf komplexen Antigenquellen entwickelt worden. Dabei wurden
meistens Zellen mit endogen stark vertretenen oder durch Transfektion iiberexprimierten Ziel-
molekiilen verwendet [Pereira et al., 1997; Mutuberria et al., 1999; Peipp et al., 2001; Hegmans
et al., 2002]. Ein Problem der Zellselektionen stellt die relativ hohe Hintergrundbindung unspe-
zifischer scFv-Phagen dar, die durch die inhomogene Antigenprisentation verursacht wird. Eine
Anreicherung spezifischer Phagenantikorper gelingt hier nur mit geeigneten Subtraktionsverfah-
ren, um Binder gegen allgemeine Zelloberflichenproteine zu entfernen. Indem die Bibliothek vor
der Selektion zusitzlich mit einer Zell-Linie konfrontiert wird, die der Zielzell-Linie moglichst

dhnlich ist, konnen unspezifische Phagenantikorper herausfiltert werden.

Die Suche nach Antikdrpern gegen unbekannte Antigene, wie zell-, gewebe- oder tumorspezifi-
schen Markern, erfordert alternative Selektionsstrategien auf isolierten Zellmembranen, priméren
Zellen oder Gewebeschnitten. Bis heute sind z. B. nur eine begrenzte Anzahl angiogeneseassozi-
ierter Zielstrukturen bekannt und fiir die Entwicklung anti-angiogener Therapieansidtze miissen
entsprechende Zielstrukturen auf Endothelzellen gefunden werden. Insbesondere fiir Antikor-
per Phage Display Selektionen gegen endothelzellspezifische Zielstrukturen sind bisher in der
Literatur nur wenige Beispiele bekannt [Mutuberria et al., 2004; Volkel et al., 2004b]. Da in die-
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sem Fall das Zielmolekiil der Selektion nicht klar definiert ist, gestaltet sich die Entfernung un-
spezifischer Antikorper schwieriger. Ein weiteres Problem besteht in der Handhabung primirer
Endothelzellen, die im Verlauf der Kultivierung endothelzellspezifische Eigenschaften verlieren
[Bouis et al., 2001; Lacorre et al., 2004]. Diese Umstdnde mussten bei den durchgefiihrten Se-

lektionen beriicksichtigt werden.

5.1 Oberflichenselektion auf Endothelzellen

Zuerst wurde eine Strategie fiir die Isolierung von scFv-Phagen gegen endothelzellspezifische
Oberflichenmarker etabliert. Auf der Endothelzelloberfliche werden sehr viele verschiedene
Epitope exprimiert, die auf mehreren Zellen vorkommen, so dass ohne Kompetition Antikor-
per gegen eine Reihe von Zelloberflaichenmolekiilen selektioniert werden, die nicht spezifisch
fiir Endothelzellen sind. Eine erfolgreiche Selektionsstrategie benotigt daher Moglichkeiten, die-
se unspezifischen Antikorper zu entfernen. Das Protokoll wurde zu diesem Zweck durch eine
Kompetition der Endothelzellen mit einer nicht endothelialen Zell-Linie angepasst. Die scFv-
Phagenbibliothek wurde mit der Melanomzell-Linie A375 als Kompetitionszellen im 500 bis
1000-fachem UberschuB vorinkubiert und dieser Priinkubationsmix anschlieBend auf den Endo-

thelzellen (HDMVEC) inkubiert.

Neben der Kompetition ist die Art und Anzahl der Waschschritte ein weiterer wichtiger Para-
meter bei Phage Display Selektionen. Die Anwendung intensiver Waschmethoden unter Ver-
wendung von Detergenzien (z. B. Tween) erfordert die Immobilisierung des Antigens wihrend
aller Selektionsrunden. Bei der Selektion auf adhidrenten Zellen scheidet die Verwendung von
Detergenzien jedoch aus, da hierdurch die Zellen lysiert werden. Mit einer Fixierung der Zellen
lasst sich dieses Problem zwar umgehen, allerdings werden die Zelloberflachenantigene dann
moglicherweise nicht mehr in ihrer nativen Form présentiert. Die Anzahl der Waschschritte be-
stimmt die Stringenz der Selektion. Sind die Waschschritte nicht effektiv genug, kommt es im
Verlauf der Selektion zur Anreicherung unspezifischer Klone, welche eine Isolierung der spezi-
fischen Klone unmoglich macht [Hawkins et al., 1992]. Einige Arbeiten beschreiben optimale
Anreicherung bereits nach vier bis sechs Waschschritten, was jedoch stark von der verwendeten

Zell-Linie und der praktischen Durchfiihrung abhiingt [Watters et al., 1997]. Beim Austesten der
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Waschbedingungen auf den HDMVEC stellte sich heraus, dass sich nach sechs bis zehn Wasch-
schritten noch eine erhebliche Menge von scFv-Phagen in der Waschlosung befanden. Erst nach
30 Waschschritten waren keine unspezifischen scFv-Phagen mehr in der Waschlésung nachweis-
bar. Die Zellselektion in Kombination mit der HuPhab L3 scFv-Phagenbibliothek erforderte zur
Selektion hochspezifischer Endothelzellbinder offenbar sehr stringente Waschbedingungen. Fiir
die eigentliche Selektion wurden deshalb 40 Waschschritte angewandt, um eine optimale Selek-

tivitdt zu erreichen.

Der Verlauf der Selektion wird oftmals durch Analyse des Titers bestimmt. Die experimentellen
Erfahrungen zeigen jedoch, dass dieser Parameter nur bedingt geeignet ist und die Selektion vor
der Einzelklonanalyse eine sogenannte "black box" darstellt. Verfolgt man den Titer, so kommt es
nach der ersten Selektionsrunde durch Entfernung unspezifischer, nicht bindender Phagen hiufig
zu einem deutlichen Abfall des Phagentiters. Bereits in der zweiten Runde kann der Titer durch
Amplifikation der spezifisch bindenden Phagen sowie der weiteren Eliminierung unspezifischer
Phagen wieder ansteigen [Kruif et al., 1995]. Bei den hier beschriebenen Selektionen ergab die
Titerentwicklung von der ersten zur zweiten Runde keine Anreicherung. Trotzdem war gut die
Hilfte der selektierten scFv-Phagen in der Lage, selektiv an Endothelzellen zu binden. Nach
zwel Selektionsrunden auf den HDMVEC konnten 46 % von knapp 200 getesteten scFv-Klonen
im Zell-ELISA als spezifisch fiir diese Zell-Linie eingestuft werden. Die Verwendung eines star-
ken Uberschusses von Kompetitionszellen gegeniiber den Endothelzellen wihrend der Selektion
sorgte fiir eine effiziente Entfernung von scFv-Phagen gegen nicht endothelzellspezifische Zel-

loberflichenmolekiile und der prozentuale Anteil von spezifischen Bindern war deutlich erhoht.

Der GroBteil der scFv-Phagen (84 %), die im Zell-ELISA eine HDMVEC-spezifische Bindung
zeigten, erwies sich auch in der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie als endothelzellspezi-
fisch. Die Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte aulerdem eine homogene Oberflachenfdrbung
auf den Zellen, was auf eine gleichméfige Dichteverteilungen der erkannten Antigene hinweist.
Da die Selektion auf proliferierenden Endothelzellen erfolgte, die mit angiogenen Wachstums-
faktoren stimuliert waren, wurden Antikorper gegen Antigene erwartet, die mit dem Prozess der
Angiogenese zusammenhingen. Solche Antigene wiren vor allem auf tumorassoziierte Endo-

thelzellen vorhanden, die durch die Tumorzellen zur BlutgefiBBneubildung angeregt werden. In
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einer vergleichbaren Arbeit mit aktivierten, proliferierenden Endothelzellen der Nabelschnurven-
en (HUVEC) konnte bereits eine solche Selektion gezeigt werden [Mutuberria et al., 2004]. Zur
weiteren Charakterisierung der hier isolierten scFv-Phagen wurde deshalb die Erkennung von
BlutgefiBen anhand der Fiarbung auf verschiedenen, immunhistochemischen Gewebeschnitten
untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine Unterscheidung von tumorassoziierten Blutgefil3en von
gesunden Gefiden mit den untersuchten scFv-Phagen nicht méglich war. Offensichtlich reich-
te die Aktivierung der Endothelzellen unter den verwendeten Bedingungen der Selektion nicht
fiir eine Isolierung von Bindern aus, die spezifisch fiir aktiviertes Endothel waren. Durch eine
Aktivierung der Endothelzellen ist zwar die Expression angiogener Marker erhoht, aber es sind
noch eine Reihe anderer Oberflachenproteine vorhanden, die nicht am Prozess der Angiogenese

beteiligt sind.

Die DNA-Sequenzierung diente als Maf fiir die Diversitit der selektierten scFv-Phagen und
zeigte, dass die Variabilitit der untersuchten Klone bereits nach zwei Runden stark eingeschréankt
war. Lediglich eine Sequenz aus 100 untersuchten Klonsequenzen konnte als endothelzellspezi-
fisch identifiziert werden. Die begrenzte Diversitit kann auf vielfiltige Ursachen zuriickzufiihren
sein. Neben der Qualitét der verwendeten scFv-Phagenbibliothek spielen die technischen Details
(Waschschritte) und die angewandte Selektionsstrategie eine entscheidende Rolle. Auflerdem
konnen selektionsdominante Epitope auf den proliferierenden Endothelzellen zu einer Anreiche-
rung einzelner, besonders gut geeigneter Binder fithren. Eine préferentielle Selektion von Pha-
genantikOrpern gegen ein bestimmtes Epitop oder Antigen trotz des komplexen Angebots auf der
Zelloberfliche wurde bereits fiir andere Zellsysteme berichtet [Hoogenboom et al., 1999]. Um
Zugang zu Binderpools mit erhohter Diversitidt zu erhalten, werden verédnderte Selektionsstrate-
gien benotigt. Diese konnen z. B. die Verwendung anderer Endothelzellquellen (direkt isoliert
aus Tumorgewebe [Hannum et al., 2001]), eine Verdnderung der Kulturbedingungen (Hypoxie,
Kokultur mit Tumorzellen) oder die Verwendung von Stimulationsprotokollen mit Tumormedi-
um beinhalten. Die folgenden Experimente richteten als alternative Moglichkeit ihren Fokus auf

die Entwicklung einer Selektionsmethode zur Isolierung internalisierender scFv-Phagen .
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5.2 Selektion unter internalisierenden Bedingungen

Die Entwicklung therapeutischer Antikorper erfordert meistens neben der spezifischen Erken-
nung noch eine direkte oder indirekte Effektorfunktion. Direkte Effekte werden durch die allei-
nige Bindung der Antikorper verursacht, welche in Signaltransduktionswege eingreifen oder die
Zellproliferation beeinflussen. Zelloberflichenspezifische Antikorper konnen z. B. wachstums-
inhibierende Eigenschaften besitzen, wenn sie gegen Wachstumsfaktorrezeptoren gerichtet sind
[Hicklin et al., 2001]. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Kopplung von Effektoren an An-
tikorper, welche der Antikorper dann als Zielsuchsystem an seinen Wirkort bringt [Allen, 2002].
Durch dieses sogenannte "Targeting"” erhoht sich die effektive Konzentration z. B. von Immu-
notoxinen am Wirkort und reduziert so das Problem der Nebenwirkungen durch eine geringere
systemische Konzentration im Vergleich zu einer systemisch applizierten therapeutischen Sub-

stanz.

Mit Hilfe der Phage Display Technik wurde in ersten Studien demonstriert, dass es moglich ist
internalisierende Antikorper zu isolieren [Becerril et al., 1999; Poul et al., 2000]. Dabei wurden
Zellselektionssysteme verwendet, die bekannte, internalisierende Antigene wie z. B. den EGF-
Rezeptor iiberexprimieren. Robuste Methoden fiir eine direkte Selektion internalisierender Anti-
korper wiirden den Entdeckungsprozess deutlich gegeniiber 2-Schritt Methoden beschleunigen,
bei denen zuerst oberflichenbindende Antikorper gesucht werden, die danach auf die Eigenschaft
der Internalisierung iiberpriift werden miissen. Neben einer Verstiarkung des "Targeting "-Effekts
sind internalisierende Antikorper hochinteressant fiir therapeutische Ansédtze mit Immunotoxi-
nen, Immunoliposmen oder Gentherapie. Bei diesen Ansitzen miissen die Antikorper-Effektor
Fusionsproteine in die Zielzellen internalisiert werden, um ihre Wirkung zu entfalten [Nielsen
and Marks, 2000; Volkel et al., 2004a]. Im folgenden wurde deshalb eine Methode zur Selektion

unbekannter, endothelzellspezifischer internalisierender Antikorper entwickelt.

5.2.1 Internalisierungsselektion mit der monovalenten scFv-Phagenbibliothek

Die Internalisierungsselektion erfolgte zuerst analog zur Oberflachenselektion. Dabei wurden die
HDMVEC mit der scFv-Phagenbibliothek und den Kompetitionszellen bei 4 °C zusammen inku-

biert, und danach die ungebundenen sowie unspezifischen Phagenantikérper und die Kompetiti-
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onszellen durch intensive Waschschritte entfernt. Um die Bedingungen fiir eine Internalisierung
zu schaffen, wurden die HDMVEC anschlieffend bei 37 °C inkubiert. Die nicht internalisier-
ten, oberflichengebundenen scFv-Phagen wurden nun durch Einwirken eines Puffers mit pH 2,2
entfernt und die internalisierten scFv-Phagen anschlieend durch Lyse der Zellen mit stark basi-

schem Puffer zuriickgewonnen.

Anhand der Titerentwicklung konnte zunichst keine Anreicherung festgestellt werden. Der Ti-
ter nahm erwartungsgeméif nach der ersten Selektionsrunde stark ab, sank allerdings auch nach
der zweiten Runde weiter ab. Die Analyse der Phagenantikorper nach der zweiten Runde zeig-
te, dass mit 24 % HDMVEC-spezifischer scFv-Phagen von 184 getesteten Klonen ein im Ver-
gleich zur Oberfldchenselektion geringerer Anteil selektiert wurde. Vermutlich enthilt die scFv-
Phagenbibliothek deutlich weniger Phagenantikorper, die unter diesen stringenten Bedingungen

effizient und spezifisch angereichert werden konnen.

Die histochemische Analyse zeigte, dass ein Grof3teil der HDMVEC-spezifischen scFv-Phagen
keine Blutgefde in Gewebeschnitten erkannte und nur wenige eine immunhistochemische Fér-
bung ergaben. Diese scFv-Phagen zeigten eine sehr starke Bindung an Blutgefde auf Gewe-
beschnitten aus der kolorektalen Lebermetastase, wihrend Blutgefdle auf Schnitten der nor-
malen Vorhaut nur schwach angefidrbt wurden. Im Gegensatz dazu konnten keine Gefdlle auf
Gewebeschnitten aus dem Kolonkarzinom angefirbt werden. Mit dieser Selektion konnten dem-
nach Antikorper isoliert werden, mit denen eine Unterscheidung tumorassoziierter von gesunden
BlutgefiBBen moglich ist. Die Spezifitit fiir tumorassoziierte Blutgefde scheint dabei abhingig
vom Ursprungsgewebe bzw. der Tumorumgebung zu sein. Die in der Selektion verwendeten
mikrovaskuldren Endothelzellen wurden unter proliferierenden Bedingungen kultiviert und mit
Medium versorgt, welches pro-angiogene Wachstumsfaktoren (VEGF, FGF, EGF) enthielt. Die
bevorzugte Erkennung von tumorassoziierten Gefiflen konnte somit auf die verstidrkte Expres-
sion proliferationsabhiingiger Oberflichenmarker zuriickfithren sein. Ahnliche Beobachtungen
machte bereits die niederldndische Gruppe um Ricardo Mutuberria mit primiren Endothelzellen
aus der Nabelschnurvene (HUVEC) [Mutuberria et al., 2004]. Die HUVEC wurden mit Medium,
welches angiogene Faktoren enthielt, oder Tumorzelliiberstinden aktiviert, um die Umgebung ei-

nes Tumors nachzuahmen. Auch Mutuberria et al. isolierten mit diesem Verfahren scFv-Phagen,
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welche tiberwiegend Endothelien von Tumorgewebeschnitten erkannten. Die Differenzierung der
tumorassoziierten Blutgefdle in den verschiedenen Geweben kann dabei mit einer unterschied-

lichen Aktivierung durch die Tumore erklért werden.

Die Sequenzierung ergab, dass die Diversitit HDMVEC-spezifischer Klone bereits nach der
zweiten Selektionsrunde auf eine Sequenz reduziert war. Schon der Zell-ELISA mit seinen im
Vergleich zur Oberflichenselektion geringeren Bindungssignalen deutet auf eine ineffektivere
Selektion hin. Um eine groere Auswahl unterschiedlicher Antikorper zu isolieren, miissten ent-
weder mehrere hundert Klone aus der ersten Selektionsrunde getestet werden, oder die Selek-
tionsbedingungen weniger stringent gewihlt werden, indem z. B. die Anzahl der Waschschritte

reduziert wird.

Der selektierte Phagenantikorper wurde mit der indirekten Immunfluoreszenz auf Internalisie-
rung untersucht. Internalisierte scFv-Phagen zeigen dabei meist eine punktformige Verteilung
wie sie beispielsweise bei Lokalisation in Endosomen vorkommt [Becerril et al., 1999]. Eine
intrazelluldre Lokalisation mit punktférmigem Verteilungsmuster konnte im Fall der Positivkon-
trolle mit anti-CD31 Antikorper beobachtet werden konnte, wohingegen der selektierte scFv-
Phagenklon jedoch keine intrazellulidre Lokalisation zeigte. Auch nach verschiedenen Inkubati-
onszeiten von 30 min bis zu 16 h konnte keine Internalisierung nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis deutet darauthin, dass unter den gewihlten Bedingungen der Selektion immer noch
Klone selektioniert werden, die spezifisch an die Oberfliche binden, aber nicht internalisiert
werden. Demgegeniiber konnten sich keine internalisierende Klone anreichern. Dies kann seine
Ursache darin haben, dass 1) die Entfernung der oberflichengebundenen Phagen nicht vollstén-
dig war und sich diese durch Amplifikation in Bakterien anreichern konnten, bzw. dass ii) das
monovalente scFv-Phagenformat nicht fiir eine Internalisierung der Phagenantikdrpern geeignet

ist.

Mit der in dieser Selektion verwendeten monovalenten scFv-Phagenbibliothek wiren zumindest
Antikorper zu erwarten gewesen, die durch konstitutionell internalisierende Rezeptoren oder li-
gandeninduzierte Konformationsinderung und Aktivierung von Rezeptoren, internalisiert wer-

den. In einigen Arbeiten zur Selektion von internalisierenden scFv-Phagen konnten auch Anti-
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korper aus monovalenten Phagenbibliotheken gewonnen werden. Ein direkter Vergleich von Se-
lektionen zur Isolierung von anti-ErbB2 Phagenantikorpern zeigte jedoch, dass eine wesentlich
besserer Anreicherung von internalisierenden Antikérpern mit di- oder oligomeren Antikorper-
formaten erreicht werden kann [Becerril et al., 1999; Poul et al., 2000]. Die Aktivierung des
Rezeptors kann dabei durch Oligomerisierung mit Hilfe multivalenter Liganden zustande kom-
men und eine effiziente Internalisierung ermoglichen. Deshalb wurde die monovalente HuPhab
L3 scFv-Phagenbibliothek in ein multivalentes Format umgewandelt und fiir nachfolgende Se-

lektionsexperimente verwendet.

5.2.2 Internalisierungsselektion mit der multivalenten scFv-Phagenbibliothek

Eine Variation des Internalisierungsprotokolls erfolgte durch Verwendung einer modifizierten
scFv-Phagenbibliothek, bei der theorertisch fiinf scFv-Molekiilen pro Phage prisentiert werden
[Rondot et al., 2001]. Mit dieser multivalenten Bibliothek sollte eine Oligomerisierung der Ober-
flachenmolekiile auf den Endothelzellen erméglicht werden. Unter der Voraussetzung einer aus-
reichenden Antigendichte sollten die multivalenten scFv-Phagen mit einer hoheren effektiven
Affinitdt (Aviditét) auf der Oberflache binden und somit effizienter selektioniert werden konnen

[Pliickthun and Pack, 1997].

Da die scFv-Fragmente als Fusionsprotein mit dem plIl des Phagen vorlagen, und dieses Pro-
tein fiir die Infektion von Bakterien erforderlich ist [Kay et al., 1996], wurde zuerst der Ein-
fluss der multivalenten scFv-Phagen auf die Infektiositét getestet. Schlieflich kann es durch die
Besetzung aller plIl Hiillproteine zu einem signifikanten Verlust der Phageninfektiositit durch
Degradation kommen [Ivanenkov et al., 1999; Molenaar et al., 2002]. Die Besetzung aller plIII-
Hiillproteine der HuPhab L3 Phagenbibliothek mit scFv hatte jedoch keinen stérenden Effekte
auf die Infektion von Bakterien, wie ein Vergleich der monovalenten mit der mulitvalenten scFv-
Phagenbibliothek ergab. Auch mit anderen mulitvalenten scFv-Phabenbibliotheken konnte keine
reduzierte Infektiositit festgestellt werden, dafiir aber eine erhohte Pridsentationsrate der scFv

auf der Phagenhiille [Rondot et al., 2001; Soltes et al., 2003].
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Bereits die Titerentwicklung wihrend den Selektionsrunden zeigt, dass die Internalisierungsse-
lektion mit der multivalenten scFv-Bibliothek wesentlich effizienter ablauft, als die Oberflichen-
selektion oder die Internalisierungsselektion mit der monovalenten Bibliothek. Der Anreiche-
rungsfaktor stieg bereits nach der zweiten Runde und vervierfachte sich noch einmal nach der
dritten Runde. Die Daten aus den Zell-ELISA-Experimenten bestétigten eine hohere Ausbeute
endothelzellspezifischer scFv-Phagen. Der Anteil HDMVEC-spezifischer scFv-Phagen lag bei
95 % und auch die Signalstirke war im Vergleich zu den vorhergehenden Selektionen um den
Faktor zwei bis drei hoher. Dieser Effekt kann auf die erhohte Aviditit zuriickzufithren sein,
welche mit dem multivalenten scFv-Format einhergeht [Becerril et al., 1999]. Dadurch werden
wihrend der Waschschritte weniger scFv-Phagen von den Zellen gelost, und es kommt zu einem

hoheren Chemilumineszenzsignal.

Mit Hilfe eines automatischen Mikroskopiesystems konnte die Immunfluoreszenzmikroskopie
im MikrotiterplattenmaRstab durchgefiihrt werden. Auf diese Weise war es moglich, mit verhélt-
nismifBig geringem Material- und Zeitaufwand jeweils 96 Klone gleichzeitig zu behandeln und
von jedem Klon mehrere Bilder aufzunehmen. Ein Vergleich mit der Bindung auf den Kompeti-
tionszellen (A375) zeigte die Spezifitit der Zellerkennung an. Interessanterweise waren von den
zuvor Zell-ELISA positiven scFv-Phagen lediglich 25 % der Klone HDMVEC-spezifisch. Diese
Differenz ist nicht auf eine unspezifische Bindung an den Kompetitionszellen zuriickzufiihren,
da die Signale in der Immunfluoreszenzmikroskopie und im Zell-ELISA die Bindung auf den
A375 gleichermallen negativ anzeigte. Jedoch konnte eine im Zell-ELISA ermittelte, HDMVEC-
spezifische Bindung fiir viele scFv-Phagen mit der mikroskopischen Beobachtung nicht besta-
tigt werden. Eine Erklidrung konnte in der unterschiedlichen Phagenpriparation fiir diese beiden
Testsysteme liegen. Der Zell-ELISA diente zur schnellen Erkennung der HDMVEC-Spezifitit.
Hierfiir wurden die scFv-Phagen direkt aus den Medieniiberstinden der produzierenden Bakte-
rien verwendet. Die Medieniiberstinde konnen neben den scFv-Phagen noch bakterielle Prote-
ine enthalten, die zu unspezifischen Reaktionen im ELISA fithren konnen. Aulerdem wird mit
dem Zell-ELISA die Summe aller gebundenen scFv-Phagen im gemessenen Feld der Mikrotiter-
platte gemessen. Dabei geben unspezifisch an die Platte gebundene Phagenantikorper ebenfalls
ein Signal. Fiir die mikroskopischen Untersuchungen dagegen wurden die scFv-Phagen aus den

Bakterieniiberstinden mit Hilfe der aufwendigeren Polyethylenglykol-Féllung prépariert und an-
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gereichert. Die Qualitit dieser Phagenpriparation ist deutlich besser und fiihrt zu eindeutigeren
Ergebnissen. In der Immunfluoreszenzmikroskopie konnen somit die unspezifischen Binder und
Artefakte visuell erkannt und ausgeschlossen werden. Die indirekte Immunfluoreszenzmikrosko-
pie mit einem automatischen Aufnahmesystem erlaubt also, bei dhnlich hohem Aufwand, eine

zuverldssigere Aussage liber die Spezifitit der Klone, als dies mit dem Zell-ELISA moglich ist.

Anhand der Immunfluoreszenzaufnahmen konnte ein Bindungsprofil mit zwei verschiedenen
Farbemustern auf der Zelloberfliche beobachtet werden. Eine Gruppe von Klonen zeigte eine
randstidndige Konzentration der gebundenen scFv-Phagen, dhnlich der Verteilung des Adhisi-
onsmolekiils CD31. Die zweite Gruppe von Klonen zeigte eine punktuell iiber die Zelloberfldache
verteilte Fiarbung. Die unterschiedliche Oberflachenverteilung der beiden Hauptgruppen sprach
dafiir, dass es sich um mindestens zwei verschiedene Antikorper handelt, die eine Erkennung von
unterschiedlichen Antigenen auf den HDMVEC erméglichen. Die DNA-Sequenzierung ergab ei-
ne Gruppeneinteilung in drei verschiedene Antikorper, bei der die Klone mit der randstindigen
Farbung zwei Sequenzgruppen bildeten. Diese beiden Untergruppen unterschieden sich in der
Stirke ihre Zell-ELISA Signale. Es ist also anzunehmen, dass die scFv-Phagen mit der randstén-
digen Oberflichenfarbung zwei unterschiedliche Epitope erkennen. Diese Epitope konnen auf
ein und demselben Antigen oder auch auf verschiedenen Antigenen mit der gleichen subzellula-
ren Lokalisation vorliegen. Der dritte scFv-Phage bindet ein weiteres Antigen mit einer anderen

subzelluldren Verteilung.

Trotz des wesentlich hoheren Anteils endothelzellspezifischer scFv-Phagen im Vergleich zu den
vorherigen Selektionen zeigte die DNA-Sequenzanalyse, dass nur drei verschiedene Klone iso-
liert werden konnten. Es ist moglich, dass es wihrend der Selektion durch lysosomale Degrada-
tion teilweise zum Verlust der Infektiositét der internalisierten scFv-Phagen kommt [Ivanenkov
et al., 1999; Molenaar et al., 2002]. Im Verlauf der Selektion setzen sich dann durch die anschlie-
Bende Amplifikation in Bakterien entweder besonders effektiv internalisierende oder weniger
sensitive scFv-Phagen durch, die ihrer Infektiositédt nicht verlieren. Eine Moglichkeit, auch die
durch eine potentielle Degradation verlorenen Phagen zuriickzugewinnen, wurde von Burg et
al. mit der rollenden Ring Amplifikation beschrieben und besteht in der Riickgewinnung der

Phagemid DNA anstelle der kompletten Phagen [Burg et al., 2004].
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Eine Internalisierung konnte fiir die drei isolierten scFv-Phagenklone mit der Immunfluoreszenz-
mikroskopie bestitigt werden. Die Vergleichsserie fiir die Inkubation bei 4 °C nach Entfernung
der oberflichengebundenen Antikorper zeigte, dass die Fiarbung durch den FITC-gekoppelten Se-
kundirantikorper bei den scFv-Phagen nicht komplett verschwand. Der monoklonale Antikorper
anti-CD31 hingegen liel} sich durch die Pufferbedingungen komplett von der Zelloberfliache 16-
sen. Die selektierten scFv-Phagen scheinen bei 4 °C eine hohere Affinitit zu ihrem entsprechen-
den Endothelzellantigen zu besitzen, oder sich durch die Pufferbedingungen schlechter wieder
l6sen zu lassen. Nach Inkubation bei 37 °C lie3en sich die oberflaichengebundenen scFv-Phagen
wieder problemlos entfernen. Es konnte eine punktuelle, perinukleédre Verteilung detektiert wer-
den. Dieses typische Bild fiir internalisierte Antikorper zeigte sich auch fiir die Kontrolle mit dem
anti-CD31 Antikorper. Ein deutlicheres Bild der Internalisierung ergab sich durch die konfokale
Laserscanningmikroskopie. Die optischen Schnitte durch die Zelle erlaubten eine klare Aussa-
ge zur intrazelluldren Lokalisation der scFv-Phagen nach Internalisierung bei 37 °C. Auflerdem
konnte mit dieser Technik die verstirkt randstindige Verteilung der scFv-Phagen verdeutlicht
werden. Dies spricht dafiir, dass es sich bei dem Antigen um ein Adhisionsmolekiil handeln
konnte, welches dhnlich wie CD31 fiir Zell-Zellkontakte verantwortlich ist und deshalb an die-

sen Kontaktstellen konzentriert auftritt.

Internalisierende Antikorper sind die Vorraussetzung fiir die Herstellung von Immuntoxinen
[Carter, 2001]. Die isolierten Phagenantikorper wurden deshalb in einem Modellsystem mit
sekundirantikorpergekoppelten Saporin fiir eine potentielle Verwendung als Immunotoxin ge-
testet. Dieses ribosomeninaktivierende Protein totet die Zellen nach Internalisierung und Frei-
setzung ins Zytosol durch Inaktivierung der Proteinbiosynthese. Durch das sekundérantikorper-
gekoppelte Saporin entfillt die aufwendige Kopplung des Toxins an den Primérantikérper und

ermoglichte so ein einfaches und schnelles Testen von internalisierenden Antikorpern.

Das Saporin konnte sehr gut durch die beiden monoklonalen Antikdrper CD31 und CD105 in die
Endothelzellen transportiert werden und dort seine toxische Wirkung entfalten. Jedoch konnte fiir
keinen der hier getesteten scFv-Phagen-Saporinkomplexe ein toxischer Effekt in den HDMVEC
nachgewiesen werden. Da die Internalisierung der freien scFv-Phagen in den vorhergehenden

Experimenten eindeutig nachgewiesen war, sind die Griinde fiir die fehlende Toxizitit in der
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Bildung der Immunkomplexe oder deren Einfluss auf die Internalisierung zu suchen. Beispiels-
weise kann das Ergebnis durch eine fehlerhafte Komplexbildung interpretiert werden. Da der
saporingekoppelte Sekunddrantikdrper gegen primidre Mausanktikorper gerichtet ist, musste im
Fall der scFv-Phagen noch der anti-M13-Antikorper zwischengeschaltet werden. Im Gegensatz
dazu konnte der saporingekoppelte Antikorper direkt an die Positivkontrollen anti-CD31 und
anti-CD105 binden. Wenn die Komplexbildung aus scFv-Phagen, anti-M13 und sekundéranti-
korpergekoppeltem Saporin nicht stabil genug ist, oder dieser Komplex zu groB fiir eine Interna-
lisierung ist, kann kein toxischer Effekt nachgewiesen werden. Die Grof3e des Immunkomplexes
konnte einen negativen Effekt auf die Internalisierung haben. So konnte z. B. gezeigt werden,
dass anti-CD31-Konjugate mit Streptavidin ab einer Grée von 500 nm nicht mehr von priméren
Endothelzellen internalisiert werden [Wiewrodt et al., 2002]. Da die scFv-Phagen bereits gro-
Ber als 900 nm sind konnte der Immunkomplex die kritische Grofe fiir eine Internalisierung
iberschritten haben. Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass das Saporin nach Internalisie-
rung des Immunkomplexes nicht freigesetzt wird. Es kann schlieBlich je nach Antigen zu un-
terschiedlichen intrazelluldren Transportwegen und Freisetzungen kommen, wie dies bereits mit
sekundirantikorpergekoppelten Auristatin E-Konjugaten nachgewiesen wurde [Klussman et al.,
2004]. Da kein entsprechender CD31- oder CD105-spezifischer scFv-Phage als Positivkontrol-
le zur Verfiigung stand, ist nicht bekannt, ob das sekundérantikdrpergekoppelte Saporin fiir die

Testung der Phageninternalisierung geeignet ist.

Die weitere Charakterisierung der selektionierten Phagenantikdrper mit Western Blot Analysen
von HDMVEC-Lysaten zeigte, dass die scFv-Phagen der Oberflichenselektion und der Interna-
lisierungsselektion mit der monovalenten Bibliothek weder in den reduzierten, noch in den nicht
reduzierten Zell-Lysaten HDMVEC-spezifische Proteine erkannten. Diese scFv-Phagen zeigten
lediglich eine unspezifische Kreuzreaktion mit einem Protein bei 100 kD, welches sowohl in
den HDMVEC-Lysaten als auch den A375-Lysaten auftauchte. Auch bei den scFv-Phagen aus
der Internalisierungsselektion mit der multivalenten Bibliothek trat diese unspezifische 100 kD
Bande auf. Von den drei internalisierenden Phagenantikdrpern war nur einer in der Lage ein
Endothelzellspezifisches Protein zu erkennen. Die anderen Phagenantikorper sind offenbar nicht
fiir Western Blot Experimente geeignet. Mit dem scFv-Phage E10 konnte eine endothelzellspe-

zifische Proteinbande bei 250 kD detektiert werden, die ausschlieBlich in der nicht reduzierten
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Zell-Lysatprobe auftrat. Das Vorhandensein der Disulfidbriicken hilt das entsprechende Epitope

offenbar in einer Konformation, die fiir eine Erkennung durch die scFv-Phagen notwendig ist.

5.3 Ausblick

Die hier entwickelten Protokolle fiir die Selektion endothelzellspezifischer scFv-Phagen bilden
eine solide Basis fiir die Isolierung blutgefdaBgerichteter Antikorper. Um eine grofere Anzahl
verschiedener Antikorper zu isolieren, kann die Selektion an verschiedenen Stellen verbessert
werden. Variationen, z. B. durch gelockerte Waschbedingungen oder den Einsatz einer grof3eren
und qualitativ hoherwertigen Bibliothek mit hoherer Diversitidt konnten zu einer groleren Aus-
wahl endothelzellspezifischer Antikorper fithren. Die Verwendung anderer Endothelzellquellen
(direkt isoliert aus Tumorgewebe [Hannum et al., 2001]), Verdnderung der Kulturbedingungen
(Hypoxie, Kokultur mit Tumorzellen) oder Stimulationsprotokolle mit Tumormedium, kdnnten
auBerdem zu weiteren, tumorendothelzellspezifischen Antikorpern fithren, die fiir antiangiogene-
segerichtete Therapieansitze einsetzbar sind. Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Testsystem
fiir die automatische Immunfluoreszenzmikroskopie kann die Spezifitit von selektierten Klonen
zudem schnell fiir eine groBe Anzahl von Klonen festgestellt werden, wodurch die Uberpriifung

einzelner Selektionsrunden deutlich beschleunigt und erleichtert wird.

Desweiteren bietet die Internalisierungsselektion eine zusétzliche Quelle fiir neue Antikorper,
die neben ihrer Bindungspezifitit eine biologische Funktion beinhalten. Dies bietet einen viel-
versprechenden Ansatz fiir die Bildung von Immuntoxinen fiir antiangiogene Therapien. Das
getesteten Modellsystem fiir Inmuntoxine kann dabei mit 16slichen scFv-Fragmenten oder nach

Klonierung mit vollstdndigen Immunglobulinen weiterentwickelt werden.

Zukiinftige Experimente werden sich verstéirkt auf die Identifizierung der endothelzellspezifi-
schen Antigene richten. Dazu konnen klassische Western Blot und Immunprézipitationsverfah-
ren mit anschlieBender Massenspektrometrie mit den selektierten Antikorpern eingesetzt werden.
Wie bereits mit einigen in dieser Arbeit isolierten Phagenantikdrpern gezeigt, kann es dabei zu
Problemen in der Erkennung der Antigene in den Zell-Lysaten kommen. Um diese Schwierig-

keiten zu umgehen, besteht die Moglichkeit, eine Expressionsbibliothek mit Endothelzell-cDNA
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in Bakterien oder Sdugerzellen zu erstellen und aus diesen mit Hilfe der vorhandenen Anti-
korper die spezifischen Zellklone anzureichern. Die darin enthaltenen kodierenden Sequenzen
werden iiber PCR amplifiziert und kdnnen nach Sequenzierung iiber Datenbankvergleiche ana-
lysiert werden. Sdugerzellbibliotheken bieten dabei den Vorteil der Prisentation des Antigens in
einer natiirlichen Umgebung, einschlieBlich posttranslationalen Modifikationen, sind aber in ih-
rer Diversitit oft nur von begrenztem Umfang. Bakterielle Expressionsbibliotheken sind diverser,
prasentieren die Proteine aber nicht zwangsldufig in nativ gefalteteter Form. Die verschiedenen
Ansitze sind zueinander komplementédr und ermoglichen wahrscheinlich den Zugang zu unter-

schiedlichen Antigenen.



