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1 Einleitung

Konventionelle Behandlungsmethoden von Krebserkrankungen, bei denen ein chirurgischer Ein-
griff nicht moglich ist oder keine vollstindige Entfernung des Tumorgewebes sicherstellt, beru-
hen auf Bestrahlung oder Darreichung von Chemotherapeutika. Diese Therapien wirken in der
Regel auf alle stark proliferierenden Zellen, so dass auch gesunde Gewebe mit hohen Teilungsra-
ten wie Knochenmark, Gastrointestinaltrakt und Haarfolikeln betroffen sind. Alternative Ansitze
konzentrieren sich auf die Entwicklung von Medikamenten, welche zielgerichtet die Blutgefil3e
des Tumors angreifen und daher mit weniger Nebenwirkungen im Vergleich zu herkdmmlichen
Krebstherapien verbunden sind [Kerbel and Folkman, 2002; Alessi et al., 2004]. Dies erfordert
die Identifikation und Charakterisierung von Zielmolekiilen, die spezifisch fiir die tumorasso-
ziierten Blutgefde sind oder am Prozess der GefidBineubildung (Angiogenese) beteiligt sind.
Rekombinante Antikorper gewinnen dabei in letzter Zeit immer mehr an Bedeutung, sowohl fiir
die Identifikation neuer tumorspezifischer Zielstrukturen als auch als Biopharmazeutika fiir die
Krebstherapie [Hudson and Souriau, 2003]. Eine schnelle und effiziente Methode zur Gewinnung

solcher spezifischen Antikorper bietet die Phage Display Technologie.

1.1 Funktion von Endothelzellen

Das GefiBBsystem besteht aus Blut- und LymphgefiBen. BlutgefiBe gewihrleisten die Versorgung
mit Sauerstoff und Nihrstoffen sowie die Entsorgung von Stoffwechselendprodukten. Lymphge-
fiBBe hingegen sammeln Gewebsfliissigkeit (Extravasate), filtrieren sie durch Lymphknoten und
geben sie an das Blutgefdsystem zuriick. Blutgefdale umfassen Arterien, Venen und Kapillaren
von unterschiedlicher Architektur. Allen gemeinsam ist die Auskleidung mit einer spezialisierten
Schicht aus Endothelzellen. Die Endothelzellen ruhen auf einer Basalmembran und bilden das
GefiBlumen, in dem das Blut flie3t. Die Basalmembran wird bei kleinen Gefallen von Perizyten
und bei groen Gefdlen von glatten Muskelzellen oder Herzmuskelzellen umgeben. Die Perizy-
ten werden durch die Endothelzellen rekrutiert und sorgen fiir eine Stabilisierung und Reifung

der Gefidlle [Campbell and Campbell, 1986].
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Zusitzlich zu seiner Funktion als physiologische Barriere dient das Gefia3system als Kommu-
nikations- und Verteidigungssystem, iiber welches Wachstumsfaktoren, Hormone und Kompo-
nenten des Immunsystems transportiert werden [Cleaver and Melton, 2003]. Um den regionalen
Anforderungen an Morphologie und Funktion gerecht zu werden, variieren die Endothelzellen
auf molekularer Ebene in ihrer Gen- und Proteinexpression [Chi et al., 2003]. Es existieren ge-
netische Expressionsprogramme, die charakteristisch fiir den Blutgefatyp (Arterie oder Vene)
und die Gewebeherkunft (z. B. Haut, Lunge, Verdauungstrakt) sind. Aus dieser Spezialisierung
der Endothelzellen ergibt sich auch das Konzept der vaskuldren Adressen, mit denen die Endo-
thelzellen dhnlich Postleitzahlen auf ihrer Oberfliche markiert sind [Folkman, 1999; Thorpe and
Ran, 2002].

1.1.1 Angiogenese

Das Wachstum neuer Blutgefidfe aus einem bereits bestehenden GefiaB3system wird als Angioge-
nese bezeichnet und kommt durch Ausstiilpung und Verzweigung von Endothelzellen zustande
(Abbildung 1). Im Gegensatz hierzu steht die Vaskulogenese, welche die GefidBneubildung aus
endothelialen Vorlduferzellen beschreibt und die hauptsidchlich wihrend der Embryonalentwick-
lung ablduft. Im gesunden adulten Organismus befinden sich die Gefille groftenteils in einem
Ruhezustand, in dem kaum Angiogenese stattfindet. Nur wihrend der Wundheilung und in den
weiblichen Reproduktionsorganen (Ovarien, Uterus und Plazenta) findet eine zeitlich begrenzte
Kapillarneubildung statt [Reynolds et al., 1992]. AuBlerdem ist die Angiogenese an einer Rei-
he pathologischer Situationen beteiligt, z. B. diabetischer Retinopathie, rheumatoider Arthritis,

Psoriasis und Tumorwachstum [Carmeliet, 2003].

Die Angiogenese ist ein mehrstufiger Prozess, der durch pro- und anti-angiogenen Faktoren ei-
ner sehr strengen Regulation unterliegt [Folkman and Klagsbrun, 1987]. Ruhende Endothelzel-
len aus dem bestehenden Gefill durchlaufen proliferierende und migrierende Phasen und keh-
ren schlieBlich wieder in den tubuldren Phédnotyp zuriick [Conway et al., 2001]. Die Aktivie-
rung der Endothelzellen durch den vaskuldren Endothelzellwachstumsfaktor (VEGF) bewirkt
eine Umverteilung interzelluldrer Adhédsionsmolekiile (z. B. platelet endothelial cell adhesion

molecule-1 (PECAM-1/CD31) und vascular endothelial cadherin (VE-cadherin)) und fiihrt zu
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Abbildung 1: ANGIOGENESE. a) Neue Blutgefifie bilden sich in einem mehrstufigen Prozess aus be-
reits bestehenden Kapillaren. b) Zuerst 16sen sich die Perizyten (griin) wihrend der Gefaflerweiterung
von der Basalmembran. ¢) Im nichsten Schritt werden die Basalmembran und die Extrazelluldrmatrix
degradiert und ermoglichen den Endothelzellen (rot) so die Migration. d) Die Endothelzellen beginnen zu
proliferieren und bilden neue Verzweigungen. e) Nach Zusammeschluss der proliferierten Endothelzellen
formt sich ein neues Lumen, um das sich eine neue Basalmembran schlie3t. Der Fusionsmechanismus von

Verzweigungen zur Bildung eines neuen Kreislaufs ist noch nicht aufgeklirt [Bergers 2003].

erhohter Durchléssigkeit der Gefidlle [DeLisser et al., 1997; Kevil et al., 1998]. Der Ligand Ang2
aus der Angiopoietinfamilie fiihrt nach Bindung an den Endothelzellrezeptor Tie2 zur Ablosung
der Endothelzellen von der Basalmembran und den Perizyten und zur Destabilisierung der Ge-

fiBe (Ubersicht der vaskuldren Wachstumsfaktoren in Yancopoulos et al. [2000]).

Auch die Basalmembran, welche von Proteinen der extrazelluldren Matrix (ECM) gebildet wird,
spielt eine wichtige Rolle bei der Initiation und Regulation der Angiogenese [Kalluri, 2003]. Die
Proliferation der Endothelzellen ist mit der Produktion von Proteasen verbunden, die zur Auf-
16sung der Basalmembran und einem Umbau der ECM fiihren. Dies ermdglicht den aktivierten

und proliferierenden Endothelzellen in das umliegende Gewebe zu migrieren und neue Verzwei-
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gungen zu bilden. Dabei wird nicht nur Platz fiir die einwandernden Endothelzellen geschaffen,
sondern auch weitere Wachstumsfaktoren wie VEGF, der Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF)

sowie der platelet derived growth factor (PDGF) aus der ECM freigesetzt.

Die Reifung und Stabilisierung des neuen Blutgefdes wird schlieBlich durch die Bildung einer
neuen Basalmembran und Anlagerung von Perizyten und glatten Muskelzellen abgeschlossen.
An diesen Prozessen sind unter anderem die Schliisselfaktoren platelet derived growth factor B
(PDGFB) und Angiopoietin 1 (Angl) beteiligt [Jain, 2003]. PDGFB wird von den Endothelzel-
len sekretiert und bindet an den Rezeptor PDGF-(3, der auf Stiitzzellen (Perizyten und glatten
Muskelzellen) expremiert wird. Die Signalweiterleitung iiber den PDGFR-( ist verantwortlich
fiir die Rekrutierung, Proliferation und Migration der Stiitzzellen, die das neu gebildete Blutge-
faB stabilisieren. Die Expression von Angl wirkt auch als Riickkopplungskontrolle und schiitzt
vor einer ibermidBigen Durchldssigkeit der GefdBe. Angl, auch als Anti-Permeabilititsfaktor
bekannt, wird von Endothelzellen und Stiitzzellen gebildet und vermittelt iiber den Endothelzell-
rezeptor Tie2 eine Stabilisierung der neu gebildeten Gefdle [Jain and Munn, 2000]. Um sich
den jeweiligen Anspriichen des umliegenden Gewebes anzupassen, beginnen die neu verzweig-
ten Endothelzellen zu differenzieren. Wihrend dieser Reifung kommt es zur Umstrukturierung

in ein komplexes Gefdanetzwerk.

1.1.2 Tumorangiogenese

Durch das extreme Zellwachstum und dem damit einhergehenden Engergie- und Néhrstoffver-
brauch, sind stark proliferierende Gewebe wie Tumore auf eine adiquate Versorgung angewie-
sen. Ohne Anschluss an ein neues Gefdl3system kann der Tumor nur bis zu einer Gro3e von
1-3 mm?® wachsen [Folkman, 1997]. Daher kommt es durch den Tumor zur Anregung einer tu-

morassoziierten Angiogenese.

Die angiogenen Blutgefidle im Tumor unterscheiden sich qualitativ von ruhenden BlutgefifBen.
Wihrend der normalen, physiologischen Angiogenese reifen die neuen Blutgefifle schnell und
bilden ein stabiles Netzwerk. Im Gegensatz dazu scheinen die tumorassoziierten Blutgefif3e nicht

zur Ruhe zu kommen und sichern so die stindige Blutversorgung des wachsenden Tumors [Ber-
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gers and Benjamin, 2003]. Ein weiteres Charakteristikum ist die relativ ungeordnete Architektur
des neues Gefédllsystems, bei dem es sogar zu Sackgassen kommen kann. Dabei werden keine Ve-
nen, Arterien und Kapillaren gebildet, sondern ein chaotisches Netz aus allem. Bedingt durch die
Uberproduktion von VEGF durch die Tumorzellen besitzt dieses GefiBsystem auBerdem hiufig
Locher und ist himorrhagisch [Dvorak et al., 1988].

Die blutgefiBbildenden Endothelzellen gehdren normalerweise zu den langlebigsten und gene-
tisch stabilsten Zellen [Folkman and D"Amore, 1996]. In normalen Blutgefden befindet sich
nur eine von 10000 Endothelzellen (0,01 %) in Zellteilung [Engerman et al., 1967; Hobson and
Denekamp, 1984]. Wihrend der tumorassoziierten Angiogenese konnen Endothelzellen jedoch
genauso schnell proliferieren wie Knochenmarkzellen, womit eine ausgeprigte Veridnderung der
Genexpression einhergeht. Viele angiogeneseassoziierte Gene (z. B. Ang2 u. TGF«) werden da-

bei speziell von mikrovaskulidren Endothelzellen exprimiert [Ho et al., 2003].

Die Abhingigkeit des Tumorwachstums von der Ausbildung neuer Blutgefi3e bildet die Grund-
lage fiir TumorgefidB-gerichtete Therapiekonzepte [Folkman, 1997; Denekamp, 1982]. Einer der
Vorteile gegeniiber der konventionellen, Tumorzell-gerichteten Therapie besteht in der besseren
Zuganglichkeit der Gefidlle gegeniiber soliden Tumoren fiir Pharmazeutika. Durch ihre Stabilitéit
sind Endothelzellen auB8erdem sensitiver fiir Chemotherapeutika, da sich nicht so leicht Resis-

tenzen ausbilden konnen.

1.1.3 Antiangiogene Strategien

Als Angriffspunkte fiir antiangiogene Strategien dienen sowohl Oberflichenmarker auf Endo-
thelzellen, die hauptsédchlich in tumorassoziierten Blutgefi3en vorkommen, als auch Angiogenese-
stimulierende Faktoren [Molema et al., 1998; Marme, 2003; Alessi et al., 2004]. Einige der be-

kannten Ziestrukturen mit ithren Angiogeneseinhibitoren sind hier im folgenden dargestellt.

EDB-Fibronektin Die EDB-Domine von Fibronektin ist ein onkofetales Antigen das mit An-
giogenese assoziiert . Diese 91 Aminosdure lange Domédne wurde durch Zardi et al. [1987]

entdeckt und als Zielstruktur fiir Tumorangiogenese untersucht. Der Antikorper L19 gegen die



1  EINLEITUNG 6

EDB-Domine zeigt eine Akkumulation um neovaskulire Strukturen sowie eine tumorspezifische
Lokalisation in Patienten [Tarli et al., 1999; Santimaria et al., 2003]. Neben seiner Anwendungen
in bildgebenden Verfahren kann L19 als Vehikel zum zielgerichteten Transport von TNF-« und
Zytokinen wie IL-2 und IL-12 an Tumorgefi3e benutzt werden [Borsi et al., 2003; Carnemolla
et al., 2002; Halin et al., 2002].

Integrine Integrine sind Zelladhdsionsmolekiile, die durch ihre Funktion in der Vermittlung
von Zell-Zell und Zell-Substrat Interaktionen auch an einigen pathologischen Prozessen wie
Entziindung und Metastasierung beteiligt sind. Die Zusammensetzung der aus « und 3 Unter-
einheiten aufgebauten Integrine bestimmt ihre Ligandenspezifitit [Albelda and Buck, 1990]. Die
Expression von av[33 Integrine auf humanen Melanomzellen héngt z. B. mit deren Tumorpro-
gression zusammen [Albelda et al., 1990]. Auf Endothelzellen sind insbesondere die av33 und
av35 Integrine als angiogeneseassoziierte Marker bekannt [Brooks et al., 1994; Brooks, 1996].
Der humanisierte, monoklonale Antkikorper Vitaxin (MedImmune) blockiert auv33 Integrine in
angiogenen Blutgefden und fiihrt in Tiermodellen zur Unterdriickung des Tumorwachstums

[Brooks et al., 1995] und wird derzeit in einer klinischen Studie der Phase II gepriift.

VEGF und der VEGF-Rezeptor VEGEF ist einer der Hauptmediatoren der Vaskularisierung
von Tumoren. Uber seine Interaktion mit dem VEGF-Rezeptor wird die Signalweiterleitung
in den Endothelzellen vermittelt, so dass sowohl VEGF als auch der Rezeptor wichtige Ziel-
strukturen fiir Angiogeneseinhibitoren darstellen. Bevacizumab (Genentech), ein neutralisieren-
der, humanisierter, monoklonaler Antikorper gegen den Wachstumsfaktor VEGF, hat bereits die
klinische Phase III fiir die Behandlung von Kolorektalkarzinom durchlaufen [Hurwitz et al.,
2004] und wurde von der Food and Drug Administration (FDA) 2004 zugelassen. Der VEGF-
Rezpeptor Kinase-Inhibitor PTK787/2K222584 (Novartis/Schering) richtet sich gegen die Si-
gnalweiterleitung in den Endothelzellen und wird momentan in der klinischen Phase III gepriift

[Wood et al., 2000; Drevs et al., 2000].

Die Ergebnisse von Genexpressionsanalysen [Croix et al., 2000] zeigen, dass eine grofle An-
zahl tumorassoziierter Endothelzellmarker bisher noch nicht identifiziert oder charakterisiert

sind. Das grofite Problem mit den bisher gefundenen Markern ist, dass sie auch auf nicht-
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tumorassoziierten Endothelzellen vorkommen. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der Kul-
tivierung von primédren Endothelzellen und tumorassoziierten Endothelzellen. Zum einen verén-
dern sich die Endothelzellen wihrend der Kultur und verdndern ihren Phénotyp, zum anderen
lassen sich tumorassoziierte Endothelzellen nur duflerst schwierig isolieren und kultivieren. Die
Identifikation weiterer tumorspezifischer Angiogenesemarker kann durch komplementére Selek-
tionsverfahren mit Bibliotheken fiir rekombinante Liganden erméglicht werden. Als Selektions-
methode eignet sich besonders gut die Phage Display Technologie (Ubersicht in Smith et al.
[2005]).

1.2 Phage Display

Phage Display ist ein Verfahren zur Selektion von Polypeptiden, welche als Fusionsproteine
mit einem der Hiillproteine auf der Oberflache von Bakteriophagen présentiert (displayed) wer-
den. Die genetische Information fiir das Fusionsprotein wird in die Phagenpartikel verpackt. Es
wurde mit dem E. coli spezifischen Bakteriophagen M13 und der Prisentation von Fragmenten
der Endonuklease EcoR I entwickelt [Smith, 1985]. Die Stirke dieser Technologie beruht auf
der Klonierung von Phagenbibliotheken mit einer moglichst hohen Gesamtgrof3e und Diversitiit.
Aus einer Phagenbibliothek lassen sich wie bei einer Affinitdtsreinigung Phagen mit einem spe-

zifischen Liganden anreichern.

In einem als Panning bezeichneten Selektionsverfahren (Abbildung 2) wird die Phagenbiblio-
thek auf eine immobilisierte Zielstruktur (z. B. Protein, Zucker, synthetisches Molekiil) gegeben,
und die nichtgebundenen Phagen werden weggewaschen. Die Phagen, deren Ligand das Zielpro-
tein bindet, konnen vom Zielprotein wieder gelost und durch Infektion von Bakterien in diesen
vermehrt und fiir weitere Selektionsrunden eingesetzt werden. Bei der Verwendung von Antikor-
perfragmenten als Fusionsproteine stellt diese Technologie eine schnelle und effiziente Methode
zur Selektion rekombinanter Antikorper mit spezifischen Bindungseigenschaften dar [McCaffer-

ty et al., 1990; Winter et al., 1994].
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Abbildung 2: PANNING PROZEDUR. Schematische Darstellung des Panning Vorgangs. [Nach Viti et al.
2000]

1.2.1 Phagenbiologie

Fiir die Prisentation von Polypeptiden werden meistens die Bakteriophagen M13 und fd ver-
wendet. Diese filamentdsen Bakteriophagen gehdren zu einer Virengruppe mit zirkuldrem, ein-
zelstrangigem DNA-Genom, haben einen Durchmesser von 6 nm, und sind 900 nm lang (Abbil-
dung 3). Das etwa 6400 kb groe Genom kodiert fiir 11 Proteine, welche die Hiille (pIIl, pVI,
pVIIL, pVIII, und pIX) bilden, am Zusammenbau (pl, pIV und pXI) oder der DNA-Replikation
(pIlL, pV und pX) beteiligt sind. In dem als Intergenische Region (IR) bezeichneten Bereich der
DNA befindet sich der Replikationsursprung sowie eine 78-Nukleotid lange Haarnadelstruktur,
welche das Verpackungssignal enthilt. Der Kapsidzylinder besteht aus fiinf verschiedenen Pro-
teinen (pIII, pVI, pVII, pVIII und pIX), wobei die Linge des Filaments aus ca. 2700 Kopien des
Haupthiillproteins pVIII gebildet wird. Die Enden des Phagen werden an der einen Seite von je
fiinf Proteinen pIll und pVI und am anderen Ende von je fiinf Proteinen pVII und pIX abgedeckt
[Kay et al., 1996].
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Abbildung 3: PHAGE M13. Schematische Darstellung eines fi lamentdsen Bakteriophagen. Die Hiille

besteht aus verschiedenen Oberflichenproteinen und enthélt die genomische, einzelstringige DNA.

Die filamentdsen Phagen infizieren bakterielle Stimme, welche das F-konjugative Plasmid ent-
halten. Die Infektion lduft iiber den auf diesem Plasmid kodierten F-Pilus der Bakterien, indem
die Phagenpartikel mit ihrem Protein pIIl an diesem Pilus andocken und das Phagengenom ins
bakterielle Zytoplasma iibertragen wird. Das Genom wird durch Phagenproteine, und bakteriell
kodierte Proteine repliziert und in neue Phagen verpackt. Neusynthetisierte Hiillproteine wer-
den ins Periplasma transportiert und in die bakterielle Membran eingebaut. Der periplasmatische
Raum von E. coli ermdglicht dabei durch das oxidierende Milieu sowie das Vorhandensein von
Chaperonen auch die korrekte Faltung und Bildung von Disulfidbriicken in Fusionsproteinen fiir
das Phage Display. Die einzigen Phagenproteine, die im Cytoplasma verbleiben, sind die drei
an der Replikation beteiligten Proteine pll, pX und pV. Es gibt somit keine intrazelluldre Ak-
kumulation von Virusproteinen. Der Zusammenbau reifer Viruspartikel lduft an der Innenseite
der Cytoplasmamembran ab und ist direkt an deren Freisetzung gekoppelt. Die Phagen haben
die interessante Eigenschaft, dass sie von der Wirtszelle freigesetzt werden, ohne diese zu to-
ten. Somit kann eine mit dem Phagen infizierte Zelle weiterwachsen, wihrend sie stindig neue

Viruspartikel freisetzt.
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1.2.2 Antikorper Phage Display

Das Immunsystem ist das Abwehrsystem des Korpers gegen von auflen eindringende Fremd-
stoffe. Antikorper sind dabei die Erkennungselemente der humoralen Immunantwort von Wir-
beltieren. Sie haben die Aufgabe, die als Antigene bezeichneten korperfremden Substanzen zu
erkennen und fiir das restliche Immunsystem zu markieren [Janeway et al., 1999]. Insbesondere
in der Krebstherapie gewinnen Antikdrper immer mehr an Bedeutung und bieten neue Moglich-

keiten zur Erkennung tumorspezifischer Zielstrukturen [Carter, 2001].

Die klassische Art Antikorper herzustellen beruht auf der Immunisierung von Sdugern wie Maus,
Ratte, Kaninchen, Ziege oder Pferd. Dabei wird den Tieren das gereinigte Antigen gespritzt, ge-
gen das die Antikorper gebildet werden sollen. Im Immunsystem werden B-Lymphozyten nach
Antigen-Kontakt zur Proliferation und Differenzierung in Antikdrperproduzierende Plasmazel-
len angeregt. Dabei konnen ein oder mehrere spezifische B-Zellen aus einem Repertoire von
< 10'2 selektiert werden. Im Blut dieser Tiere zirkulieren dann die entsprechenden Antikorper,
die sich als heterogenes Antiserum verwenden lassen [Janeway et al., 1999]. Aus den immu-
nisierten Tieren lassen sich auch monoklonale Antikdrper gewinnen, indem die Milzzellen der
immunisierten Maus mit Miusemyelomazellen verschmolzen werden. Die entstehenden Hybri-
domazellen lassen sich klonal vereinzeln und stellen dann eine Quelle homogener Antikorper

dar [Kohler and Milstein, 1975].

Das Antikorper Phage Display verwendet Antikorper oder Antikorperfragmente als présentierte
Proteine, mit denen Bibliotheken aufgebaut werden konnen, die der Diversitéit des menschlichen
Immunsystems nahe kommen. Diese Technologie stellt deshalb eine schnelle und effiziente in
vitro Methode zur Selektion rekombinanter Antikdrper mit spezifischen Bindungseigenschaf-
ten dar [Hoogenboom et al., 1998; Bradbury and Marks, 2004]. Das Zielantigen muss dabei im
Gegensatz zur traditionellen Hybridomatechnologie nicht immunogen sein und macht auch die
Selektion von Antikorpern gegen toxische Substanzen moglich. Des Weiteren werden durch die-

se in vitro Methode routineméfig Antikorper humanen Ursprungs zugéinglich.
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Antikorper gehoren zu Gruppe der Immunglobuline, die aus je zwei schweren (H) und zwei
leichten (L) Proteinketten bestehen. Die beiden schweren Ketten sind dabei iiber Disulfidbriicken
miteinander verbunden und lassen sich schematisch mit einer Y-formigen Struktur darstellen. Je
eine leichte Kette ist an einem Ende mit einem Ende der schweren Kette iiber eine Disulfidbriicke
und nicht-kovalente Bindungen assoziiert. Diese symmetrische Struktur bildet konstante (C) und
variable (V) Dominen, die fiir die Funktion des Antikorpers verantwortlich sind. Jede Domine
besteht aus ca. 110 Aminoséduren und besitzt eine intramolekulare Disulfidbriicke. Die Vielfalt
der Antikorper beruht auf ihrem modularen Aufbau, der zu einer geschitzten Zahl von mehr
als 10* moglichen Antikdrperspezifititen fiihrt [Janeway et al., 1999]. Der konstante sowie der
variable Teil der L- und der H-Kette eines Antikorpers wird dabei von Genen kodiert, die aus
unterschiedlichen Segmenten gebildet werden. Die Segmente werden in den B-Zellen durch so-

matische Rekombination zusammengefiihrt und bilden so die fertigen Immunglobuline.

Die variablen Dominen befinden sich an den Enden der leichten und schweren Ketten und bilden
die Antigenbindungsstelle. Diese rdumliche Struktur passt nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip
zu dem spezifischen Antigen. Die eigentlichen fiir die Bindung verantwortlichen Stellen in die-
ser Domine sind hypervariabel und werden von drei je 5-10 Aminoséduren kurzen Polypepti-
den gebildet, die als Schleifen aus der iibrigen Struktur herausstehen. Diese Regionen heillen
Komplementaritit-determinierende Regionen (CDR), da sie zur antigenen Determinante kom-

plementir sind.

Mit molekularbiologischen Techniken lassen sich verschiedene Antikorperformate erzeugen (Ab-
bildung 4): a) vollstindige Immunglobuline (IgG), b) F(ab),-Fragmente, welche mit ihren zwei
Antigenbindungsdoménen dem Antigen gegeniiber bivalent sind, ¢) Fab-Fragmente die nur noch
eine Antigenbindungsstelle enthalten und somit monovalent sind, d) Fv-Fragmente und e) scFv-
Fragmente, deren Antigenbindungsstelle nur aus den variablen Doménen der schweren und leich-
ten Ketten bestehen und die sich nur in der kovalente Verbindung der Doménen im Fall des scFv-

Fragmentes unterscheiden.

Die Wahl des Antikorperformats beim Phage Display wird von folgenden Uberlegungen be-
stimmt: Fab-Fragmente bestehen aus zwei Ketten, der VH+CH1 und der VL+CL Kette, die as-
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Abbildung 4: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG VERSCHIEDENER ANTIKORPERFORMATE. a) Im-
munglobulin IgG mit den variablen Doménen der leichten (VL, dunkelgriin) und schweren (VH, rot) Ket-
ten, den konstanten Domiinen der leichten (CL, hellgriin) und schweren (CH1-CH3, orange) Ketten, sowie

den Disulfidbriicken (schwarz). b) F(ab)s-Fragment c) Fab-Fragment d) Fv-Fragment e) scFv-Fragment

sembliert werden miissen. Demgegeniiber bestehen scFv-Fragmente lediglich aus einem Protein
mit den variablen Doméanen der schweren und leichten Ketten, die iiber einen flexiblen Abstands-
halter verbunden sind (Abbildung 4). Im Allgemeinen sind Fab-Fragmente strukturell stabiler,
lassen sich schwieriger assemblieren, konnen aber leichter in komplette IgG-Formate konver-
tiert werden. Der Vorteil von scFv-Bibliotheken liegt darin, dass sie bedingt durch ihre geringere
GroBe genetisch stabiler sind und von Bakterien bessert exprimiert werden. Nachteilig beim
scFv-Format ist die Bildung von Dimeren, die sich durch Wahl eines lingeren Abstandshalters

reduzieren lisst [Holliger et al., 1993].
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1.2.3 Antikorper Phage Display Bibliotheken

Eine erfolgreiche Selektion hidngt in hochstem MaBle von der Diversitéit und Qualitét der Biblio-
thek ab. Die Phagenbibliotheken besitzen iiblicherweise eine Diversitit von 10°-10*! priisentier-
ten Antikorperfragmenten [Nissim et al., 1994; Griffiths et al., 1994; Soderlind et al., 2000] und
kommt damit in den Bereich der Diversitidt des menschlichen Immunsystems. Im Allgemeinen
lassen sich zwei Arten von Bibliotheken unterscheiden: naive und immune. Die naiven Bibliothe-
ken sind von natiirlichen, nichtimmunisierten humanen rearrangierten [Sheets et al., 1998] oder
synthetischen V Genen [Knappik et al., 2000] abgeleitet. Immune Bibliotheken werden aus V
Genen immunisierter Menschen gebildet [Barbas et al., 1991] und haben eine starke Neigung fiir
Antikorper einer bestimmten Spezifitit, auch wenn sie ebenfalls fiir Antigene verwendet werden,

die nicht Teil der Immunisierung sind [Williamson et al., 1993].

Mit DNA von naiven humanen B-Zellen konnen durch zufillige Kombination rearrangierter VH-
und VL-Gene umfangreiche und vielseitige Bibliotheken erstellt werden (Abbildung 5). Diese
Antikorperfragmente konnen als single chain Fv-Fragmente (scFv) hergestellt werden, in denen
die VH- und VL-Domainen iiber einen flexiblen Polypeptidlinker verbunden sind und fiir das
Display mit dem plII-Oberflichenprotein des Phagen fusioniert werden. Es gibt auch Antikor-
perbibliotheken, bei denen das Haupthiillprotein pVIII als Fusionsprotein verwendet wird. Im
direkten Vergleich zeigt sich jedoch, dass pllI-Fusionsproteine eine wesentlich effizientere Se-

lektion ermoglichen [Kretzchmar and Geiser, 1995].

Zur Klonierung der Antikorperfragmente stehen Phagenvektoren oder Phagemide zur Verfiigung
[O"Connel et al., 2002]. In Phagenvektoren wird das rekombinante pIII-Antikérperfragment im
kompletten Phagengenom integriert kodiert, so dass alle Phagen und deren Nachkommen das
Fusionsprotein auf ihrer Oberfliche pridsentieren. Plasmide, welche das Verpackungssignal ent-
halten und auf denen das pllI-scFv Fusionsprotein getrennt von den anderen Phagenproteinen
kodiert wird, werden als Phagemid bezeichnet [Vieira and Messing, 1987]. Phagemide kombinie-
ren sowohl die positiven Eigenschaften eines Bakterienplasmids mit denen des Phagenvektors.
Sie enthalten den E. coli Replikationsursprung und meist eine Ampicillinresistenz zur Verfiel-

faltigung in Bakterien sowie den Phagen ori und das gIII mit einer vorgeschalteten multiplen
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Abbildung 5: KONSTRUKTION EINER HUMANEN ANTIKORPER-BIBLIOTHEK ZUR PRASENTATION
AUF PHAGEN. Gensegmente fiir die variablen Regionen der schweren und leichten Ketten werden mittels
PCR aus humanen B-Zellen amplifiziert und zusammengefiigt. Die zusammengefiihrten Gene werden im
Leserahmen mit dem pllI-Hiillprotein in einen Display-Vektor kloniert und dieser in E. coli eingefiihrt.
Nach Helferphageninfektion wird die Phagenbibliothek gebildet, welche die verschiedenen Antikorper
auf ihrer Oberfliche prisentiert. [Hoogenboom et al. 1993]
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Klonierungsstelle, in die das scFv eingebaut wird. Da den Phagemiden jedoch alle anderen ge-
netischen Informationen fehlen, die fiir die Verpackung und Replikation der einzelstringigen
DNA sowie die Bildung der anderen Hiillproteine verantwortlich sind, sind sie nicht in der Lage,

komplette Virionen hervorzubringen.

Um das Phagemid sowie das darauf kodierte Fusionsprotein in neue Partikel zu verpacken, ist
die Infektion mit einem Helferphagen notwendig. Als Helferphage wird meist M13K07 oder
VCSM13 verwendet, der die fehlenden Gene einschlieBlich pIII-Wildtyp komplementiert [ Vieira
and Messing, 1987] und das Phagemid "rettet"(rescue). Durch eine Mutation im Replikations-
ursprung (origin) wird der Helferphage allerdings kaum selbst in neue Phagenpartikel verpackt.
Die resultierenden Phagenpartikel inkorporieren entweder das pIlI-Wildtypprotein des Helfer-
phagen oder das plII-Fusionsprotein des Phagemids. Je nach Wachstumsbedingungen und Natur
des fusionierten Polypeptids liegen die Verhiltnisse von plll-Fusion zu pIlI-Wildtyp zwischen
1:9 und 1:1000 [Viti et al., 2000]. Seit einiger Zeit existieren Helferphagen mit Wildtyp plII
Phinotyp, aber deletiertem oder mutiertem Gen 3, um diese Heterogenitit zu umgehen [Rondot
et al., 2001; Soltes et al., 2003]. Die mit Hilfe dieser Helferphagen gebildeten Phagen prisentie-
ren, genau wie bei Phagenvektoren, nur noch pllI-Fusionsproteine, so dass multivalente Phagen

entstehen.

Ein weiteres Merkmal von Phagemid-Vektoren ist die pectate lyase B-leader Sequenz, welche
die gebildeten Proteine ins bakterielle Periplasma dirigiert. Der lacZ Promotor, welcher durch
Glucose inhibiert wird und durch IPTG induzierbar ist, gestattet die regulierte Expression des
Fusionsproteins [Bellis and Schwartz, 1990]. In der Regel befindet sich in einem Phagemid
zwischen den Fusionspartnern ein Amber-Stopcodon. Dies erlaubt einerseits, bei Verwendung
eines E. coli-Suppressorstamms die Freisetzung loslicher Antikorperfragmente in den Kultur-
tiberstand und andererseits bei Einsatz eines permissiven Bakterienstamms die Prédsentation auf
der Phagenoberfliche als scFv-gllI-Fusionsprotein durch Uberlesen des Stopcodons. Die 16sli-
chen Antikorperfragmente werden in den periplasmatischen Raum geleitet und konnen durch

periplasmatischen Aufschluss oder bakterielle Lyse freigesetzt werden.
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1.2.4 Selektionsverfahren

Bei der klassischen Selektion wird die Bakteriophagen-Antikorper Bibliothek in vorher mit An-
tigen beschichtete Immunorohrchens inkubiert [McCafferty et al., 1990; Marks et al., 1991; Hoo-
genboom and Winter, 1992; Nissim et al., 1994; Winter et al., 1994]. Enthilt die Bibliothek ein
passendes Antikorperfragment, so wird der scFv-Phage durch die Bindung zum Antigen immo-
bilisiert. In mehreren Waschschritten werden die nicht bindenden Phagen-Antikorper entfernt.
Die spezifischen scFv-Phagen konnen durch Elution mit Sdure oder Base wieder vom Antigen
gelost werden. Durch anschlieBende Amplifikation in Bakterien und weitere Selektionsrunden
konnen mit diesem Verfahren hochspezifische Antikorper gegen theoretisch jedes Antigen ge-

wonnen werden.

Selektionsmethoden fiir scFv-Phagen auf Zelloberflichenstrukturen Wenn ein Protein das
Vorhandensein einer Lipidhiille fiir seine native Struktur benotigt, wie es fiir Membranproteine
hiufig der Fall ist, oder wenn neue Zelloberflichenmarker identifiziert werden sollen, miissen

die Selektionen auf isolierten Zellmembranen oder ganzen Zellen durchgefiihrt werden.

Die Zellmembran besteht aus einer komplexen Struktur aus Phospholipiden, Polysacchariden
und (Glyco-)Proteinen. Somit sind die Phagenantikorper der Bibliothek einer Vielzahl von Mo-
lekiilen auf der Zelloberfliche ausgesetzt, so dass es zu einer Anreicherung vieler ungewollter
Binder kommt. Der kritische Punkt einer Selektion auf heterogenen Antigenen ist folglich die
Entfernung der Binder gegen allgemeine Zelloberflichenantigene und Anreicherung spezifischer
Phagenantikorper [Mutuberria et al., 1999; Hegmans et al., 2002]. Wenn die Selektion auf ein be-
kanntes Membranprotein durchgefiihrt wird, kann ein 2-Zellsystem verwendet werden, bei dem
eine Zell-Linie mit dem gewiinschten Protein transfiziert wird. Die Phagenbibliothek kann dann
zuerst mit der nichttransfizierten Zell-Linie von allgemeinen Zelloberflichenbindern depletiert
und anschlieBend auf der Zielzell-Linie selektiert werden [Peipp et al., 2001]. Dabei konnen die

Selektionen auf adhdrent wachsenden Zellen oder in Suspension durchgefiihrt werden.
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Selektionsverfahren fiir internalisierende scFv-Phagen auf Zellen FEine erginzende Metho-
de zur Selektion gegen zelloberflichenspezifische Antigene ist die Selektion auf internalisieren-
de scFv-Phagenantikorper. Fiir eine Reihe von Antikorper vermittelten Therapieansitzen ist eine
Internalisierung notwendig, um z. B. Immuntoxine, Antikdrper-Konjugate und DNA fiir Genthe-

rapie gezielt in die Zelle zu transportieren [Nielsen and Marks, 2000].

Dazu kann die Biologie der Zelle ausgenutzt werden. Alle eukaryontischen Zellen besitzen die
Fahigkeit der Endozytose, mit der die Einstiilpung der Plasmamembran und Vesikelbildung zur
Aufnahme extrazelluldrer Substanz bezeichnet wird. Uber diesen Prozess werden ligandenge-
bundene Rezeptoren sowie extrazelluldre Fliissigkeit in die Zelle aufgenommen und an ihre Be-
stimmungsorte sortiert [Mellman, 1996]. Die Clathrin-vermittelte Endozytose sorgt fiir die Inter-
nalisierung und das Recycling von Rezeptoren [Takei and Haucke, 2001]. Die Ligandenbindung
verursacht iiber Homo- oder Heterodimerisierung eine Rezeptoraktivierung, die zur Endozytose
fiihrt. Eine Dimerisierung kann dabei direkt durch bivalente Liganden oder indirekt durch eine
Konformationsidnderung des Rezeptors verursacht werden [Ullrich and Schlessinger, 1990]. An-
tikorper konnen diesen Prozess imitieren, Endozytose stimulieren und z. B. eine toxische Ladung
in der Zelle abladen. Meistens erfordert dies bivalente Antikorper, um die Rezeptor Dimerisie-

rung zu vermitteln [Heldin, 1995].

Eine Selektion solcher internalisierender Antikorper aus Phagenbibliotheken ist bisher haupt-
sdchlich auf Tumorzellen durchgefiihrt worden, welche den Wachstumsfaktorrezeptor ErbB2
oder EGF-R iiberexprimieren [Becerril et al., 1999; Poul et al., 2000]. AuBerdem sind Modell-
systeme dhnlich der Selektion auf Zelloberflichen gewihlt worden, bei der CHO-Zellen mit dem
EGF-Rezeptor transfiziert und gegen nicht-transfizierte CHOs selektiert werden [Heitner et al.,
2001]. Die besondere Schwierigkeit bei der Selektion auf Endothelzellen liegt darin, dass kaum

ein Antigen eine dhnlich hohe Expressionsdichte besitzt.
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1.3 Aufgabenstellung

Ziel dieser der Doktorarbeit ist die Entwicklung von Phage Display Selektionsverfahren fiir die
Isolierung endothelzellspezifischer Antikorper. Dafiir soll eine Methode zur Selektion Zelloberfli-
chen-bindender Antikorperfragmente aus einer humanen scFv-Phagenbibliothek etabliert wer-
den. Mit einer Variation der Selektionsmethode soll eine Isolierung internalisierender Antikor-
per erreicht werden. Diese neuen Triagermolekiile konnten zum gezielten Transport zytotoxischer
Substanzen ins Innere der Endothelzellen benutzt werden, wo diese dann ihre Aktivitéit entfalten
konnen. Dadurch werden weitere immuntherapeutische Ansitze z. B. in der Tumorangiogenese

ermoglicht.

Fiir die Selektionen sollen primdre, humanen Endothelzellen verwendet und die selektierten
scFv-Phagen durch ELISA-Analysen auf ihre Zellspezifitit getestet werden. Die Charakterisie-
rung der endothelzellspezifischen Phagen-Antikorper erfolgt mit Immunhistochemischen Expe-
rimenten und der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie, die aulerdem weitere Aussagen zur

Verteilung und Lokalisation der entsprechenden Antigene erlaubt.



