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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Mechanismen der Entstehung von Blutgefifien

1.1.1 Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese

Das kardiovaskuldre System ist das erste funktionsfahige Organsystem des Korpers,
welches im Rahmen der Embryogenese ausgebildet wird. In der frithen Embryonal-
entwicklung spielt das BlutgefdBsystem eine essentielle Rolle sowohl fiir die Nahrstoff-
versorgung des Embryos, als auch fiir die Entstehung weiterer Organe. In der Entwicklung
von BlutgefiBen werden drei grundsitzliche Prozesse voneinander unterschieden:
Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese. Vaskulogenese bezeichnet die Bildung von
BlutgefdBen wihrend der Embryogenese. Dieser Vorgang beginnt mit der Differenzierung des
Mesenchyms zu Angioblasten und Stammzellen der Hdmatopoese, die sich anschlieend zu
zelluldren Aggregaten, den sogenannten Blutinseln, formen. Diese bilden Hohlrdume
(Lakunen) aus, die sich mit himatopoetischen Zellen unterschiedlicher Reifungsstufen fiillen
und zu primitiven GefdBlen konfluieren. Die umliegenden Angioblasten ordnen sich um die
Lakunen herum und differenzieren sich zu Endothelzellen. Durch die Verschmelzung von
mehreren Endothelzellen wird ein kapillares Netzwerk ausgebildet, welches sich letztendlich
zu einem komplexen vaskuldren System entwickelt (Abb. 1.1.1.A).

Der Umbau des primidren Gefdflsystems erfolgt durch den Prozess der
BlutgefdBBneubildung aus bereits bestehenden Kapillaren und Venolen und wird als
Angiogenese bezeichnet. Der Begriff der Angiogenese wurde schon 1935 von Hertig geprigt
und 1989 vom Prozess der Vaskulogenese vollstindig abgegrenzt (Noden, 1989). Wie bereits
erwidhnt, nimmt die Angiogenese ihren Ausgangspunkt von postkapillaren, durch die
Vaskulogenese gebildeten GefdBtypen. Die Wéinde dieser Gefdle sind aus Endothel,
Basallamina und einigen Perizyten aufgebaut, doch es fehlt ihnen die glatte Muskulatur in der
Tunica media (Mosimann und Kohler, 1990). Das GefdBBendothel besteht in der Regel aus
ruhenden Zellen, die sich im G1-Stadium ihres Zellzyklus befinden. Weniger als 0,01% der
Zellen sind mitotisch aktiv und ihre Teilungsrate betrdgt somit mehrere Jahre (Folkman und
Shing, 1992). Das Wachstum der Endothelzellen kann jedoch durch mehrere, verschiedene
Faktoren stimuliert werden. Bei einer Induktion der Angiogenese sind diese Zellen imstande
eine Verdopplungszeit von 24 bis 48 Stunden zu erreichen.

Die Angiogenese ist ein sehr komplexer Prozess und kann in mehrere Phasen unterteilt
werden (Auerbach und Auerbach 1994; Folkman, 1985 und 1986). Im ersten, als Initiation

bezeichneten Schritt der Angiogenese-Kaskade, werden vom Gewebe angiogene Faktoren
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freigesetzt, die auf das Gefilendothel einwirken. Diejenigen Endothelzellen, die einem
Angiogenese-Stimulus ausgesetzt sind, beginnen daraufhin hohe Konzentrationen von
Proteasen wie Plasminogen-Aktivatoren und Metalloproteinasen (wie z.B. Kollagenase) zu
sezernieren (Gross et al., 1983; Kalebic et al., 1983; Moscatelli et al., 1981). Die Sekretion
von proteolytischen Enzymen fiihrt zum enzymatischen Abbau der Basalmembran und somit
zur lokalen Degradation der extrazelluldiren Matrix. Die im Bereich der degradierten
Basalmembran liegenden Endothelzellen verlieren auf diese Weise ihren engen Zellkontakt,
andern ihre morphologische Form und migrieren in das angrenzende, perivaskuldre Stroma.
Dabei bilden sie kleine Fortsitze, die in Richtung des angiogenen Stimulus entsandt werden.
Der mittlere Abschnitt des auf diese Art entstehenden Gefd3sproBes ist mitotisch sehr aktiv.
Die in dieser Region liegenden Endothelzellen proliferieren sehr stark, im Gegensatz zu den
am dulleren Ende befindlichen, die unter dem Einfluss anderer Angiogenesestimulatoren eine
weitere Migration des SproBes fortfiihren. AnschlieBend wird die gesamte Zellteilungsrate
gesenkt, die Zellen beginnen fester aneinander zu adhérieren und in einem kontinuierlichen
oder fenestrierten Monolayer zu wachsen. Es folgt die Ausbildung einer ldngsgerichteten
kapillardhnlichen Struktur, in deren Mitte ein zentrales Lumen entsteht. Durch die Fusion von
zwei SproBspitzen entsteht eine Kapillarschleife, in der ein gerichteter Blutfluss stattfindet
(Ausprunk und Folkman, 1977; Folkman und Haudenschild, 1980). Die um das Lumen der
neugebildeten Kapillare angeordneten Endothelzellen fangen nunmehr an, extrazelluldre
Matrixkomponenten zu synthetisieren und somit eine neue Basalmembran aufzubauen. Die
Reifung der jungen Gefale wird durch die Apposition von Perizyten und glatten Muskelzellen
abgeschlossen. Die im Rahmen der Angiogenese entstandenen Blutgefile kénnen durch
Remodellierungsprozesse, die Fusion und Regression von Kapillaren sowie Anderungen im
Lumendurchmesser und der GefiBBwanddicke umfassen, in groBere Gefdle umgewandelt
werden (Abb.1.1.1.B).

Neben der oben beschriebenen Angiogenese spielt der Prozess der Arteriogenese fiir
die Entstehung von vaskuldren Gefdllen eine vergleichbar wichtige Rolle. Arteriogenese
bezeichnet das Wachstum von Kollateralarterien aus préexistierenden Verbindungen
(Anastomosen). Wihrend dieses Vorgangs werden aus kleinen Arteriolen, durch
Proliferations- und Remodellierungsprozesse, funktionell bedeutsame Kollateralgefdlle
gebildet. Arteriogenese ist ein eigenstindiger Vorgang, welcher unabhingig von der
Angiogenese stattfindet (Herzog et al., 2002) und einen aktiven Wachstumsprozess
beinhaltet. Im Gegensatz zur Angiogenese, wird das Kollateralwachstum weder durch

Hypoxie noch durch Ischdmie ausgelost (Deindl ez al., 2001; Helisch und Schaper, 2000).
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Hauptstimuli der Kollateralbildung sind vielmehr hidmodynamische und mechanische
Parameter, die durch einen vermehrten Blutfluss erzeugt werden und lokal auf die Winde der
Gefille einwirken. Der bisher am hédufigsten diskutierte Stimulator der Arteriogenese ist die
Schubspannung. Dieses mechanische Signal wird iiber eine intrazelluldre Signalkaskade
umgesetzt, die verschiedene Transkriptionsfaktoren anschaltet (z.B. erg-1 und carp), welche
wiederum zur Hochregulation von Adhésionsmolekiilen sowie zur Expression von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren auf der Endotheloberfliche fiihren. Mit Hilfe der exprimierten
Proteine werden aus dem vorbeistromenden Blut Monozyten angelockt, die sich im
GefaBBendothel zu Makrophagen differenzieren und Mediatoren freisetzen. Diese 1dsen
wiederum starke Proliferation von Endothelzellen aus, die eine bis zu 20-fache VergroBBerung
des Durchmessers der betroffenen Arteriole als Folge hat (Carmeliet, 2000).

Das Kollateralwachstum ist eindeutig ein biphasischer Prozess. Der proliferativen Phase, die
in den meisten Fillen am dritten Tag nach der Okklusion ihr Maximum erreicht (Ito und
Khmelevski, 2003), folgt ein extensiver Remodellierungsvorgang, der durch die Ausbildung

von Neointima und die Zunahme des Wanddurchmessers gekennzeichnet ist (Abb. 1.1.1.C).

)
VEGF
> >
Mesenchymzellen Angioblasten
Entodermzellen des Dottersacks l

6) 5) i

< <
)
Primiéres Gefafsystem Kapillare Lakunen
Abb.1.1.1.A: Schematische Darstellung der Vaskulogenese

1) Die Entodermzellen des Dottersacks sezernieren VEGF, welcher an den, von Mesenchymzellen
exprimierten, VEGFR-2 (Flk-1/KDR) bindet. 2) und 3) Die Mesenchymzellen differenzieren sich und
bilden Blutinseln aus himatopoetischen Stammzellen und Angioblasten. 4) Die Blutinseln entwickeln
sich zu Lakunen. 5) und 6) Mehrere Lakunen konfluieren zu Kapillaren und bilden ein primitives

Gefidfisystem (Modifiziert nach Nawroth und Lasch, 1999).
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Abb. 1.1.1.B: Mechanismen der Angiogenese

I. Kapillarwachstum durch Sprossung. 1) und 2) In Antwort auf angiogene Stimuli kommt es zum
raschen Abbau der Basalmembran. 3) und 4) Es folgt die Migration und Proliferation von
Endothelzellen, die zur Ausbildung eines GefaB3sproBes fiihrt. 5) Zwei Gefallsprosse fusionieren zu
einer neuen Kapillare, die in anschlieBenden Remodellierungsprozessen von einer neugebildeten
Basalmembran, glatten Muskelzellen und Perizyten umgeben wird. II. Kapillarwachstum durch
Invagination von zwei gegeniiberliegenden Endothelzellen. III. Lingenwachstum von
Kapillaren. Angiogene Stimuli induzieren eine Dehnung der Gefédfle in Richtung der Léngsachse. Die
GefdaBwand bildet Ausbuchtungen, die in das Lumen hineinragen und anschlieBend zur Abschniirung

von zwei Tochterkapillaren fiihren.

Muskelzellen

Abb. 1.1.1.C:  Schematische Darstellung der Arteriogenese
Eine kleine Arteriole wird durch Proliferations- und Remodellierungsprozesse zu einer bedeutsamen

Kollateralarterie umgebaut.
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1.1.2 Positive und negative Aspekte des Gefillwachstums

Die Entstehung des priméren BlutgefdBsystems beginnt bereits in der zweiten Woche
der Embryonalentwicklung und wird mit dem Ende der Organogenese (zweiter Monat)
weitgehend abgeschlossen. Dieser, als Vaskulogenese bezeichnete Prozess ist jedoch nicht
nur auf die Embryonalphase eingeschriankt. Unabhidngige Untersuchungen von mehreren
Arbeitsgruppen (Asahara et al., 1997 und 1999; Lin et al., 2000; Luttun ef al., 2002; Ribatti et
al., 2001; Shi et al, 1998) liefern heutzutage deutliche Hinweise auf eine postnatale
Vaskularisierung, die sowohl wéhrend physiologischer Vorginge (z.B. Bildung der
Netzhaut), als auch im Verlauf einiger pathologischer Ereignisse (z.B. Aktivierung der
Kapillarbildung in Tumoren) stattfindet.

Im Anschluss an die Vaskulogenese erfolgt, wie bereits erwéhnt, ein Umbau des
primdren Gefdllsystems und eine weitere Vermehrung der Blutgefdfle, welche durch den
Prozess der Angiogenese gesteuert werden. Aufgrund der extrem niedrigen Teilungsrate von
Endothelzellen, spielt dieser Vorgang im gesunden adulten Korper nur in Ausnahmefillen
eine bedeutende Rolle. Natiirliche angiogene Prozesse werden somit immer nur dann
eingeleitet, wenn der Organismus unter besonderen Umstdnden ein vermehrtes Wachstum
von Blutgefdfen benoétigt. Dies ereignet sich beispielsweise in den weiblichen Reproduktions-
organen wihrend der Follikelreifung, der Bildung des Corpus luteum, der Entwicklung der
Placenta sowie in den Milchdriisen im Verlauf der Graviditit (Folkman und Shing, 1992;
Gospodarowicz und Thakral, 1978; Matsumoto et al., 1992). Eine ebenfalls entscheidende
Bedeutung hat die physiologische Angiogenese bei regenerativen Vorgingen, wie der
Wundheilung (Fromer und Klinworth, 1975; Knighton et al., 1982).

Die oben erwihnten Prozesse der Gefa3bildung unterliegen einer strengen Regulation
durch Angiogenese-Stimulatoren und -Inhibitoren, die das Kapillarwachstum fiir eine
bestimmte Zeitperiode initiieren und nach Beendigung der angiogenen Kaskade wieder zum
Erliegen bringen (Folkman, 1985). Eine wichtige Funktion iibernehmen dabei unter anderem
die Perizyten, welche sich an die Endothelzellen anlagern und deren weitere Proliferation
dadurch inhibieren (Orlidge und D" Amore, 1986 und 1987). Eine unkontrollierte Bildung von
BlutgefaBBen wird im Verlauf verschiedener pathologischer Prozesse induziert und ist im
Gegensatz zu physiologischen Situationen nicht =zeitlich begrenzt. Die retinale Neo-
vaskularisation ist ein markantes Beispiel solcher pathologischer Angiogenese und
gleichzeitig eine  Hauptursache fiir den Verlust des Sehvermdgens wahrend der diabetischen

Retinopathie.



EINLEITUNG 6

Einen weiteren negativen Aspekt der Angiogenese schildert die iibermafige
GefidBbildung in einer Reihe von inflammatorischen Erkrankungen wie z.B. der Psoriasis oder
der rheumatoiden Arthritis (Auerbach und Auerbach, 1994; Detmar et al., 1994; Folkman,
1995a), in deren Verlauf Monozyten, Makrophagen, Mastzellen und Blutpléttchen aktiviert
werden, die wiederum durch die Freisetzung von angiogenen Faktoren eine vermehrte
Sprossung von Kapillaren induzieren. Die pathologische Form der Angiogenese ist ebenfalls
fiir das Wachstum und die Metastasierung von soliden Tumoren und einigen Leukdmieformen
charakteristisch (Aguayo et al., 2000; Folkman, 1971, 1990 und 1995). Maligne, entartete
Zellen erndhren sich zunichst nur durch Substrate, die aus benachbarten Blutgefillen in das
Gewebe diffundieren (Folkman et al., 1989). Das Wachstum dieser avaskuldr vorliegenden
Tumore ist unter solchen Bedingungen begrenzt. In diesem Stadium kann der Tumor maximal
einen Durchmesser von 2-3 mm erreichen. Fiir die Fortsetzung seines Wachstums benétigt ein
Tumor eine effizientere Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen, die nur durch den
Anschluss an ein ausgedehntes kapillares Netzwerk gewéhrleistet werden kann. Die Ursachen
fiir die plotzlich auftretende Vaskularisierung von Tumorzellverbidnden sind bisher nicht
vollstindig aufgekldrt. Einen der ersten Schritte stellt die Aktivierung von Endothelzellen
durch die vom Tumor sezernierten Stimulatoren der Angiogenese dar (Folkman et al., 1989;
Senger et al., 1996). Dabei kommt es zur Stérung des Gleichgewichtes zwischen den
negativen und positiven Angiogenesefaktoren, die letztendlich eine Abnahme von Inhibitoren
(wie z.B. Thrombospondin) und gleichzeitige Zunahme von Stimulatoren (wie z.B. VEGF)
als Folge hat. Die aktivierten Endothelzellen migrieren und proliferieren in Richtung der
angiogenen Signale und filhren somit zur vollstindigen Neovaskularisierung und
Blutperfusion des Tumorgewebes. Dank der ausreichenden Néhrstoff- und Sauerstoff-
versorgung, des Abtransportes von Stoffwechselprodukten sowie einer parakrinen Stimulation
der Tumorzellen durch zahlreiche Wachstumsfaktoren aus dem Kapillarendothel, kann die
Tumormasse ihren Durchmesser vergroern und expandieren. Die Vaskularisierung bietet
dem Tumor zusétzlich auch die Mdglichkeit in den Blutkreillauf zu gelangen und somit in
andere Organe und Gewebe des Korpers zu metastasieren (Abb.1.1.2.A). Die im Verlauf des
Tumorwachstums neu gebildeten Gefdlle unterscheiden sich jedoch von den in physio-
logischen Prozessen gebildeten Kapillaren. Sie weisen eine hohere Permeabilitidt auf,
(Offnungen in der GefiBwand, endotheliale Fenster, transzelluldre Locher, Vesikelbildung),
verfligen iiber eine unvollstdndig synthetisierte Basalmembran und zeichnen sich durch eine

im Vergleich zu gesunden GefalBlen gesteigerte Proliferationsrate aus (Hobson, 1984).
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Ein weiterer pathologischer Zustand, der vermehrte Blutgefda3bildung induziert, ist die
Gewebsischdmie. Im Gegenteil zu der oben beschriebenen Tumorprogression, ibernimmt die
Angiogenese im minderperfundierten Gewebe eine positive Funktion. Durch die Bildung von
Kapillaren kann zwar das Fortschreiten von Ischdmie nicht gestoppt werden, dennoch wird
das hypoxische Gebiet zumindest im kleinen Malle mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt,
wodurch eine akute Nekrotisierung des betroffenen Gewebes verhindert werden kann.

Wiéhrend die Angiogenese den Prozess der Neubildung von Kapillaren in
physiologischen und pathologischen Situationen umfasst, stellt die Arteriogenese ein
Kompensationsmechanismus dar, der nach einer Okklusion von Arterien stattfindet (Schaper
und Buschmann, 1999). Die Folgen eines Gefdlverschlusses sind in der Regel Néhrstoff- und
Sauerstoffunterversorgung des betroffenen Bereiches sowie Anhdufung von Stoffwechsel-
abbauprodukten, welche weitere Schiden im Gewebe auslosen und schlieflich zu
ischdmischen Erkrankungen fithren konnen. Die Bildung von Kollateralarterien spielt in
diesem Zusammenhang eine sehr wichtige Rolle, da nur die groBeren Gefdle (wie z.B.
Arteriolen und Arterien) in der Lage sind, ausreichende Mengen an Blut zu transportieren, um
die funktionell relevante Perfusionssteigerung eines Gewebes zu erreichen (Scholz et al.,

2001) und somit die Auswirkungen eines Gefaverschlusses zu kompensieren (Abb. 1.1.2.B).

Endothelzellen

3 Blutgefife

GefaBsprossen

Abb. 1.1.2. A: Tumorangiogenese, negative Auswirkung von Gefiffwachstum

1) und 2) Avaskuldres Tumorwachstum. 3) Aktivierung und Freisetzung von Angiogenesefaktoren
durch einen malignen Tumor. 4) Proteolytischer Abbau der Basalmembran. Migration und
Proliferation von Endothelzellen in Richtung der angiogenen Signale. 5) Bildung von GefaB3sprossen.
6) Etablierung eines funktionellen GefaB3systems im Tumorgewebe mit anschlieBender Expansion und

Metastasierung des Tumors.
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l{—— Aorta

A. femoralis A. femoralis

A. poplitea A. poplitea
| |

A. tibialis
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A. tibialis
posterior

< ——-A. profunda— — >

| |
Arteriolen Kollateralgefal3

1) Kontrollbein 2) Okkludiertes Bein

Abb. 1.1.2.B: Kollateralbildung nach einer Okklusion, positiver Aspekt des Gefalwachstums
1) Schematische Darstellung der Blutzirkulation (blaue Pfeile) in einem gesunden Rattenbein.
2) Ausbildung eines Umgehungskreislaufes (Kollateralgefial) nach Okklusion der A. femoralis im

Rattenbein.

1.1.3 Mediatoren der Angiogenese und Arteriogenese

Die Prozesse der Angiogenese und der Arteriogenese werden durch ein
Zusammenspiel von zahlreichen Aktivatoren und Inhibitoren koordiniert. Die Induktion des
GefiBwachstums ist in der Regel mit einer Anderung des Gleichgewichtes zwischen den
stimulatorischen und inhibitorischen Faktoren assoziiert. Im Bezug auf die Angiogenese wird
dieser Mechanismus als ,,angiogenic switch* bezeichnet (Hanahan und Folkman, 1996). In
den vergangenen Jahren wurde eine gro3e Anzahl von pro- und antiangiogenen Substanzen
identifiziert, charakterisiert und ihre Wirkung in mehreren in vitro sowie in vivo Modellen
untersucht. Dabei ist die Erkenntnis gewonnen worden, dass nur ein Teil dieser Stoffe einen
direkten Effekt auf die Endothelzellen ausiibt (Folkman und Shing, 1992; Klagsbrun und
D’Amore, 1991). Die indirekt wirkenden Angiogenesefaktoren bendtigen andere Zellen (z.B.
Makrophagen) zur Vermittlung ihrer stimulatorischen oder inhibitorischen Funktionen.
Untersuchungen von Fajardo et al., 1992 und Pepper et al., 1993 haben bewiesen, dass
manche Faktoren in vivo angiogen und in vitro antiangiogen wirken kdnnen, wéahrend andere
in Abhingigkeit von ihrer Konzentration entgegengesetzte Wirkungen zeigen. Weiterhin gibt
es eine Reihe von Angiogeneseregulatoren, die nur in Kooperation mit bestimmten

Substanzen das Wachstum von Gefdf3en aktivieren konnen (Risau, 1996).
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Die direkten Stimulatoren der Angiogenese induzieren das Wachstum von Endothel-
zellen sowohl in vivo, als auch in vitro. Eine Schliisselrolle spielen hierbei der
Wachstumsfaktor VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) und seine Rezeptoren, die in
Kapitel 1.2 ausfiihrlich beschrieben werden. Zu weiteren Vertretern dieser Gruppe gehoren:
Angiopoietine, FGF (Fibroblast Growth Factor) -Familie, PDGF (Platelet Derived Growth
Factor) und TGF-o (Transforming Growth Factor-a) die im Folgenden kurz vorgestellt
werden.

Die Angiopoietin-Familie besteht aus zwei Mitgliedern: Angiopoietin-1 (Ang-1) und
Angiopoietin-2 (Ang-2), die an Tyrosin Kinase Rezeptor-2 (Tie-2) binden, der auf
Endothelzellen exprimiert wird (Maisonpierre et al., 1997; Sato et al., 1995). Wiahrend Ang-1
im Verlauf der embryonalen Entwicklung im Myokard und im perivaskuliren Mesenchym
nachgewiesen wurde, kommt Ang-2 vorwiegend in glatten Muskelzellen vor (Davis et al.,
1996). Weiterhin fungiert Ang-2 als kompetitiver Inhibitor von Ang-1, indem er an Tie-2
bindet und somit Rezeptorstellen fiir Ang-1 blockiert. Hanahan (1997) und seine Mitarbeiter
haben fiir die physiologische Angiogenese ein Zusammenspiel des VEGF-Systems mit dem
Angiopoietin/Tie-2-System aufgezeigt. Demzufolge fordert die Aktivierung des Tie-2
Rezeptors durch Ang-1 die Stabilisierung und Reifung der ruhenden Blutgefa3e, wahrend die
Blockierung desselben Rezeptors durch Ang-2 unter hypoxischen Bedingungen eine
Auflockerung der GefdBwand ausldst, den angiogenen Effekt des gleichzeitig induzierten
VEGEF verstirkt und somit die Sprossung und das Wachstum neuer Gefdf3e initiiert. Hingegen
fiihrt eine erhohte Ang-2 Expression in normoxischen Situationen (z.B. in weiblichen
Reproduktionsorganen wihrend der Riickbildung des Gelbkorpers), in Abwesenheit von
VEGF, zur Regression von Blutgefaf3en.

Die FGF-Familie besteht aus 21 strukturell verwandten Heparin-bindenden Poly-
peptiden, wovon zwei: FGF-1 und FGF-2 als direkte Stimulatoren der Angiogenese gelten
(Basilico und Moscatelli, 1992; Nishimura et al., 2000). FGF-1 (acidic FGF oder aFGF) und
FGF-2 (basic FGF oder bFGF) binden an die gleichen Rezeptoren: FGFR-1 (Flg) und
FGFR-2 (Bek), die an der Oberfliche von Endothelzellen lokalisiert sind. Beide Wachstums-
faktoren fordern die Proliferation und Migration von Endothelzellen und induzieren
Angiogenese in der Chorioallantoismembran sowie in der Cornea. Zusétzlich stimuliert
FGF-2 die Endothelzellen zur Produktion und Freisetzung von Kollagenase und Plasminogen-
aktivatoren, die an der Degradation der extrazelluliren Matrix beteiligt sind (Basilico und

Moscatelli, 1992; Montesano, 1986).
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PDGF wird auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen sowie Fibroblasten exprimiert
und kann seine angiogene Wirkung sowohl direkt, als auch indirekt vermitteln. Nicosia
(1994) und seine Mitarbeiter haben anhand von Explantat-Kulturen aus der Rattenaorta
nachgewiesen, dass PDGF eine Induktion der Angiogenese durch die Stimulation der
Endothelzellproliferation auslésen kann. Ein Jahr spéter zeigte Moses (1995) in seinen
experimentellen Arbeiten, dass derselbe Wachstumsfaktor ebenfalls auf indirektem Wege,
und zwar durch die Erhdhung der Expression von VEGF und FGF-2 in glatten Muskelzellen,
in der Lage ist, das Wachstum von Gefédflen zu stimulieren.

TGF-a wurde urspriinglich aus den Kulturiiberstdnden transformierter Zellen als ein
50 Aminosduren grofles Peptid isoliert (De Larco und Todaro, 1978). Dieser Wachstums-
faktor zeigt strukturell groBere Homologie mit dem EGF (Epidermal Growth Factor), als mit
dem zur gleichen Familie gehérenden TGF-B. Dariiber hinaus wirkt TGF-a proliferations-
fordernd auf Endothelzellen sowohl in vivo als auch in vitro und 16st die Bildung von
Endothelzelltubuli zu Beginn der Angiogenese aus (Klagsbrun und D" Amore, 1991).

Eine Reihe von angiogenen Substanzen stimuliert das Wachstum und Migration von
Endothelzellen iiber indirekte Mechanismen. Diese sogenannten indirekten Faktoren
veranlassen andere Zellen (z.B Thrombozyten, Fibroblasten oder Makrophagen) zu
Freisetzung von Angiogenese-Stimulatoren oder aktivieren angiogene Molekiile (z.B. VEGF
oder FGF) zur Induktion der Endothelproliferation. Zu dieser Gruppe gehoéren: EGF
(Epidermal Growth Factor), GCSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor), HGF
(Hepatocyte Growth Factor), IGF (Insulin-like Growth Factor), PLGF (Placental Growth
Factor), Angiogenin und Angiotropin (Risau, 1997).

Neben der Expression von Angiogenese-Aktivatoren, spielt die Anwesenheit von
inhibitorischen Substanzen und deren korrespondierenden Signaltransduktoren in den
physiologischen sowie pathologischen Prozessen des GefdBwachstums eine entscheidende
Rolle. Diese antiangiogenen Stoffe entstehen oft durch Umwandlung von im Korperkreislauf
vorhandenen groferen Molekiilen (z.B. Angiostatin, ein Bestandteil des Plasminogens, oder
Endostatin, ein Fragment des Kollagen XVIII) und kommen im Rahmen einer zeitlich
begrenzten Wundheilung zum Einsatz oder sind an der Suppression des pathologischen
Endothelzellwachstums beteiligt. Thre Wirkung beruht in der Regel auf der Hemmung der
Proliferation und Migration von Endothelzellen, Unterdriickung der Expression von
Wachstumsstimulatoren oder Induktion der Apoptose (Cao, 2001; Carmeliet und Jain, 2000).
Desweiteren sind einige Angiogenese-Inhibitoren in der Lage, die Freisetzung von Matrix-

Metalloproteasen (MMPs), die den Abbau der Basalmembran einleiten, zu verhindern und
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damit das Eindringen der Endothelzellen in die extrazelluldre Matrix und die Ausbildung von
Kapillarsprossen zu unterbinden. Zu den bisher am besten untersuchten antiangiogenen
Substanzen gehdren: Angiostatin, Endostatin, Interferon-a, Plasminogen-Aktivator-Inhibi-
toren (PAls), Plazenta Proliferin-verwandtes Protein, Plattchenfaktor 4, Prolaktin 16 Kd
Fragment, Thrombospondine sowie Tissue Inhibitors of Metalloproteinases 1-3 (TIMPs 1-3).

Eine kleine Anzahl von Angiogenesefaktoren hat die Féhigkeit auf Endothelzellen
situationsabhéngig sowohl stimulierende als auch inhibierende Effekte auszuiiben. Die zu
dieser Gruppe gehorenden TGF-B (Transforming Growth Factor- ) und TNF-a (Tumor
Necrosis Factor-a) hemmen beispielsweise die Proliferation und die Migration von
Endothelzellen in vitro (Miller et al. 1987). In vivo dagegen wurde in mehreren
unabhingigen Experimenten eine Stimulation der Angiogenese durch diese beiden Zytokine
nachgewiesen (Falcone et al., 1993; Madri et al., 1988; Pintavom und Ballermann, 1997). Das
paradoxe Verhalten von TGF- und TNF-o kommt mdglicherweise dadurch zustande, dass
diese Mediatoren in der Lage sind, in vivo bestimmte Zellen (z.B. Makrophagen), die direkt
wirkende Angiogenesefaktoren (z.B. FGF) auf der Oberfliche exprimieren, anzulocken und
somit auf indirektem Wege die angiogene Kaskade zu aktivieren.

Nicht alle angiogenen Stimulatoren wirken fordernd bei Entstehung und Wachstum
von Kollateralgefd3en. Es wird davon ausgegangen, dass die Kollateralbildung hauptséchlich
durch erhohte Wandschubspannung induziert wird, so dass das Zusammenwirken von
stromungsregulierenden Genen an Relevanz gewinnt. Entsprechend dieser Vorstellung wird
durch die Okklusion einer Hauptarterie die Blutstrémung aus Nachbargebieten liber erweiterte
Kollateralarterien in das gefdhrdete Gewebe umgeleitet. Dies fiihrt zur Erhoéhung der
Schubspannung in den Kollateralgefden und zur Aktivierung von FGFR-1, TGF-f und Tie-2
- System, die wiederum das Wachstum von Endothelzellen, Matrixbildung und die
Stabilisierung von Kollateralarterien ausldsen. Zusitzlich wird die Expression von PDGF
induziert, die eine Rekrutierung von glatten Muskelzellen zur Verstarkung der GefaBBwénde
als Folge hat. Durch die gleichzeitige Aktivierung von Bcl-2 und METH-1 Genen wird
sowohl die Apoptose, als auch die Kapillarsprossung inhibiert. Vermutlich fiihrt die
Anderung der Schubspannung auch zur Sekretion von MCP-1, ICAM-1 und VCAM-1, die fiir
die Adhesion von Monozyten an das Endothelium und deren Akkumulation um die
wachsenden Kollateralgefdle herum verantwortlich sind. Da das Kollateralwachstum im
Gegensatz zur Angiogenese im sauerstoffreichen Millieu erfolgt, bleibt moglicherweise die
verstirkte Expression von Hypoxie-induzierten Angiogenesefaktoren aus, bzw. deren

stimulierende Wirkung (z.B. bei VEGF) entfdllt (Schaper und Scholz, 2003).
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1.2 VEGF und VEGF-Rezeptoren

1.2.1 Bedeutung von VEGF fiir das kardiovaskulire System

Erkrankungen im Bereich des Herz-Kreislauf-Systems gehoren heutzutage zu den
haufigsten Todesursachen in den modernen Industrienationen. Sie manifestieren sich am
Herzen in Form der koronaren Herzkrankheit mit Krankheitsbildern einer Angina pectoris,
eines Myokardinfarktes oder einer Linksherzinsuffizienz. Beim Verschluss einer Hirnarterie
kommt es meistens zur Senkung der Durchblutung bestimmter Hirnareale, was wiederum zu
Schwindel, Bewusstlosigkeit bis hin zum Schlaganfall fiihren kann. Als ein weiterer
kardiovaskuldrer Defekt wird die periphere Verschlusskrankheit diskutiert, die vor allem die
Becken- und Beinarterien betrifft und sich in einer Schaufensterkrankheit oder im
fortgeschrittenen Stadium sogar im Absterben von Gewebe &duBlert. Fiir die meisten am
kardiovaskuldren System  hervorgerufenen Schéden, sind  arteriosklerotische
Geféssverdnderungen verantwortlich. Zu den bekanntesten Risikofaktoren von Herz-
Kreislauferkrankungen gehoren: Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie,
Nikotinabusus, Stress, Adipositas, mangelnde Bewegung, fortgeschrittenes Alter sowie
genetische Prédispositionen (Kannel, 1997). Die Behandlung der Kreislaufstorungen zielt
darauf hinaus, einerseits, durch sofortige Wiederherstellung der Durchblutung, mogliche
Komplikationen und langfristige Schdden an Organen bzw. Geweben zu vermeiden und
andererseits das Fortschreiten einer Gefdverengung und den FEintritt einer Ischdmie
rechtzeitig zu verhindern.

In tierexperimentellen Studien wurden bereits Wachstumsfaktoren wie z.B. Fibroblast
Growth Factor (FGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Insulin Growth
Factor (IGF) fiir die Behandlung von Verschliissen im Bereich der Herz- und Beingefile
erfolgreich eingesetzt ( Boniece und Wagner, 1993; Htun et al.,1998; Jin et al., 2000; Zhao
et al., 2001). Hierdurch konnte die Verzogerung der Infarktentwicklung, vermehrte
Gefidlneubildung sowie Verbesserung der Herzfunktion der betroffenen Tiere erzielt werden.
Der vom Endothel ausgehende Prozess der Neovaskularisation wird hauptsédchlich durch den
Endothelzell-Wachstumsfaktor VEGF stimuliert, welcher zu den wichtigsten Regulatoren der
Endothelfunktion und der Angiogenese zéhlt. Das VEGF-Molekiil wurde 1983 von Senger et
al. entdeckt und als ,,vascular permeability factor* (VPF) benannt. Sechs Jahre spdter haben
zwel weitere Arbeitsgruppen: Ferrara und Henzel (1989) und Plouet et al. (1989) unabhéngig
voneinander ein endothelspezifisches Mitogen mit dem Namen VEGF bzw. Vasculotropin

aufgereinigt und sequenziert. Die Untersuchungen von Keck ef al. (1989) und Leung et al.
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(1989) wiesen letztendlich nach, dass es sich bei den VPF und VEGF Proteinen um den
gleichen, endothelspezifischen Angiogenesefaktor (VEGF oder auch VEGF-A genannt)
handelt. VEGF-A ist ein basisches, Heparin-bindendes, homodimeres Glykoprotein mit einer
Molekiilmasse von ca. 46 kDa, deren Monomere iiber Disulfidbriicken miteinander verkniipft
sind. Der kodierende Bereich des humanen VEGF-A-Gens besteht aus acht Exonen. Durch
alternatives Spleilen der Primértranskripte konnen sechs verschiedene VEGF-A-Isoformen
entstehen, die nach der Linge ihrer resultierenden Aminosdureketten als VEGF-Ajy,
VEGF-A145, VEGF-A1s5, VEGF-A133, VEGF-A39 und VEGF-A,s bezeichnet werden und
unterschiedliche Funktionen bei der Bildung der Blutgefil3e iibernechmen.

VEGF-A spielt eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des vaskuldren Systems
wihrend der Embryonalentwicklung. Im adulten Organismus wird dieses Molekiil zyklisch
im Rahmen der Gefdfneubildung in den Organen des weiblichen Reproduktionstraktes
(Ravindranath et al., 1992) sowie im Verlauf der Wundheilung exprimiert. Unter
pathologischen Bedingungen wie z.B. bei Entziindungsprozessen, Gewebsischdmie oder
Tumorprogression konnte ebenfalls verstirkte Vaskularisation und damit verbundene
Zunahme der VEGF-A-Produktion nachgewiesen werden (Folkman, 1971; Isner und
Losordo, 1999; Koch et al., 1994). Fir das kardiovaskuldre System ist VEGF-A durch die
Induktion der Proliferation und Migration von Endothelzellen (Ferrara et al., 1991; Senger et
al., 1983) sowie die Stimulierung der Stickstoffmonoxid (NO)-Freisetzung von wichtiger
Bedeutung. NO gehort zu den bekanntesten Vasodilatatoren und iibt somit einen
entscheidenden Einfluss auf die Regulation des Gefdlltonus. VEGF-A ist weiterhin in der
Lage, die Permeabilitidt der Blutgefille zu erhohen und die Produktion der extrazelluldren
Matrix zu modulieren (Senger et al., 1986). Dariiber hinaus kann dieser Wachstumsfaktor
monozytire Zellen chemotaktisch aktivieren, die bei GefdBumbauprozessen wihrend der
Arteriogenese eine bedeutsame Rolle spielen. Arras et al. 1998 zeigte, dass Monozyten durch
VEGF-A angelockt werden und iiber die Expression von Wachstumsfaktoren die Proliferation
von Endothel- und glatten Muskelzellen induzieren kénnen.

Seit 1991 sind auch weitere Proteine identifiziert worden, die starke Homologien mit
der VEGF-Familie aufweisen und als VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E bezeichnet
werden. VEGF-B liegt zellassoziiert vor und besitzt strukturelle Ahnlichkeiten mit VEGF-A.
Dieser von Olofsson et al., 1996 entdeckte Wachstumsfaktor wird in Herz, Skelettmuskel,
Pankreas und Prostata exprimiert und hat eine wichtige Funktion in der Proliferation von
Endothelzellen und in der Angiogenese. VEGF-C stimuliert Migration, Proliferation und

Permeabilitdt von Endothelzellen in vitro und spielt eine grof3e Rolle bei der Entwicklung des
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venodsen und lymphatischen Gefdllsystems (Koperlainen und Alitalo, 1998). Skobe et al.
konnten 2001 nachweisen, dass dieses Molekiil die Lymphangiogenese im Brusttumorgewebe
induziert, was wiederum eine verstirkte Metastasierung zur Folge hat. VEGF-D verfiigt iiber
eine hohe Strukturanalogie zu VEGF-C und kann wie dieser die Bildung von Lymphgefaf3en
induzieren. Weiterhin fungiert VEGF-D als ein Mitogen, welches die Proliferation von
Endothelzellen fordert (Achen et al., 1998; Stacker et al., 2001). Der als VEGF-E bezeichnete
Wachstumsfaktor wird hauptsdchlich von Orf-Viren exprimiert und ist in der Lage die
Proliferation und die Permeabilitit von Endothelzellen zu stimulieren (Meyer et al., 1999;
Ogawa et al., 1998).

Die Funktion der oben erwéhnten VEGF-Varianten als Mediatoren der Angiogenese
und deren Bedeutung bei der Regulation der Endothelfunktion fiihrten letztendlich zum
Einsatz dieser Molekiile in der ,, Therapeutischen Angiogenese* und bei der Privention der
Restenosen. Der Begriff ,, Therapeutische Angiogenese wurde 1993 von Hockel et al.
beschrieben und zuerst nur im Kontext der Wundheilung und der Gewebsregeneration
verwendet. In folgenden Jahren sind im Rahmen der ,,Therapeutischen Angiogenese* mehrere
Studien durchgefiihrt worden, in denen VEGF zur Verbesserung der Perfusion verschiedener
Organe im Tiermodell eingesetzt wurde. In Experimenten am ischdmischen Herz und im
ischdmischen Bein konnte gezeigt werden, das VEGF-A tatsdchlich in der Lage ist, die
Bildung von Blutgefdflen zu induzieren und dadurch eine verbesserte myokardiale Funktion,
einen gesteigerten kollateralen BlutfluB und eine erhohte Kapillardichte zu erzielen (Banai et
al., 1994; Harada et al., 1996; Takeshita et al., 1994). Experimentelle Untersuchungen am
Herzen (Banai ef al. 1994) haben weiterhin bewiesen, dass, durch die Behandlung mit VEGF-
Peptiden, die Entwicklung von KollateralgefiBen sowohl bei langsam fortschreitender
Koronarokklusion als auch bei akuten Myokardinfarkten gefordert wird. Im tier-
experimentellen Stenose/Restenose-Modell zeigten Laitinen et al., 1997, dass unter
Verwendung von VEGF-A eine beschleunigte Induktion der Reendothelialisierung stattfindet,
was wiederum eine verminderte Neointimabildung und somit eine Hemmung der Restenose
zur Folge hat (Pipp et al., 2003).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die VEGF-Familie eine entscheidende
Funktion bei der Induktion der Neubildung von Blutgefilen im Rahmen ischdmischer
Erkrankungen erfiillt und aus diesem Grund kiinftig in der klinischen Medizin an Bedeutung
gewinnen konnte, um koronare Herzkrankheiten sowie periphere, arterielle Gefal3-

erkrankungen zu behandeln.
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1.2.2 Funktion und Expressionsmuster der VEGF-Rezeptoren Flk-1/KDR und Flt-1

Die Vermittlung diverser VEGF-Signale in die Zielzellen erfolgt mittels VEGF-
Rezeptoren. Die Existenz dieser Rezeptoren wurde erstmals 1990 von Plouet und Moukadiri
sowie Vaisman et al. unabhidngig voneinander beschrieben. Die drei bekannten VEGF-
Rezeptoren: VEGFR-1 (FIt-1), VEGFR-2 (Flk-1/KDR) und VEGFR-3 (Flt-4) gehdren zur
Familie der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (Receptor tyrosine kinases, RTKs) und werden
hauptséchlich auf der Oberfliche von Endothelzellen exprimiert. Wie auch andere Mitglieder
der Rezeptortyrosinkinasen setzen sich die VEGF-Rezeptoren aus einer glykosilierten,
extrazelluliren Doméne und einem zytoplasmatischen Anteil zusammen, die durch eine
helikale Doméne, die in der Membran verankert ist, verbunden sind. Der extrazelluldre
Bereich besteht aus sieben Immunoglobulin(Ig)-dhnlichen Dominen und ist flir die
Ligandenbindung verantwortlich (Matthews et al., 1991; Pajousola et al., 1992). Der zyto-
plasmatische Bereich wird durch drei verschiedene Abschnitte definiert: die Juxtamembran-
region, die sich unmittelbar an die Transmembrandoméne anschlieB3t, die Kinasedoméine und
die carboxyterminale Region. Die ca. 250-300 Aminosduren umfassende Kinasedoméne
besitzt eine ATP-Bindungsstelle und ist damit in der Lage sowohl die Autophosphorylierung
des Rezeptors als auch die Tyrosinphosphorylierung der Substrate zu katalysieren. Die
Phosphorylierung bestimmter Tyrosinreste fiihrt zur Regulierung der Tyrosinkinaseaktivitit
des jeweiligen Rezeptors. Die auf diese Weise aktivierten Rezeptoren konnen dann durch die
Assoziation mit spezifischen Proteinen intrazelluldre Signalkaskaden einleiten und den
externen Stimulus an zytoplasmatische oder im Zellkern lokalisierte Zielproteine weitergeben.
Infolgedessen wird die Expression bestimmter Gene induziert, welche fiir die Proliferation,
Migration oder Verdnderungen in der Zellmorphologie von Endothelzellen verantwortlich
sind. Der Ablauf solcher Signalkaskaden ist bei den drei VEGF-Rezeptortypen unter-
schiedlich (Waltenberger et al., 1994) und variiert je nach Art und Vorkommen in den
Endothelzellen sehr stark.

VEGF-Rezeptoren besitzen diverse Verhaltensweisen gegeniiber ihren Liganden.
VEGFR-1 bindet mit hoher Affinitit (K4= 10-20 pM) alle Isoformen von VEGF-A, PLGF
(K4= 100-200 pM) und VEGF-B (Ferrara, 1996a; Olofsson et al., 1998; Park et al., 1994).
Aufgrund der sehr geringen Signalaktivitit dieses Rezeptors wird oft spekuliert, dass
VEGFR-1 als ein negativer Regulator fungiert, welcher VEGF abfingt und somit den
Signaltransduktionsweg von VEGFR-2 blockiert, dessen Bindungskonstante zu VEGF-A mit
Kg= 75-124 pM viel niedriger ausfillt als die von VEGFR-1.
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Als weitere Liganden von VEGFR-2 wurden VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E beschrieben
(Achen et al.,1998; Joukov et al., 1996; Meyer et al., 1999; Terman et al., 1992). Der
ebenfalls zur Gruppe der VEGF-Rezeptoren gehdrende VEGFR-3 ist nicht in der Lage
VEGF-A zu binden, dafiir aber VEGF-C und VEGF-D (Achen et al., 1998; Joukov et al.,
1996).

Das Vorkommen, die Funktion und die Expressionsmuster der einzelnen VEGF-
Rezeptoren wurden in der Vergangenheit im Rahmen verschiedener Projekte von mehreren
Arbeitsgruppen ausfiihrlich untersucht. Der als VEGFR-1 bezeichnete Rezeptor wurde 1990
von Shibuya et al. aus einer humanen Plazenta-cDNA-Bank kloniert, identifiziert und
aufgrund der hohen Sequenzhomologie zu den Rezeptoren der fms-Gruppe (PDGF-R o/,
CSF-1R, c-kit) als FIt-1 (fms-like tyrosine kinase) benannt. Neben dem zellgebundenen
Rezeptor wurde 1996 von Kendall und seinen Mitarbeitern aus dem konditionierten Medium
von humanen Nabelschnurendothelzellen eine 16sliche Variante des VEGFR-1 isoliert und als
sFlt-1 bezeichnet. Dieser alternativ gespleiBten Form des FIt-1 fehlen sowohl die
Transmembransequenz als auch die zytoplasmatische Domine. Obwohl das ca. 110 kDa
grof3e Protein nur aus dem extrazelluldren Teil des VEGFR-1 und weiteren 31 Aminosduren
besteht, weist es mit K= 10 pM eine sehr hohe Bindungsaffinitit zu VEGF auf.

VEGFR-2 wurde unabhéngig voneinander aus murinen (Matthews ef al., 1991) und humanen
(Terman et al, 1991) Zellen gewonnen und infolgedessen mit zwei verschiedenen
Bezeichnungen versehen: Flk-1 und KDR. Wahrend Flk-1 (fetal liver kinase -1) das aus
einem fetalen, murinen Leberzellstamm geklonte Gen beschreibt, steht das Symbol KDR
(kinase-insert domain containing receptor) fiir ein mit Hilfe der PCR-Reaktion aus
Endothelzellen des Menschen amplifiziertes Gen.

Die Expression der VEGF-1- und -2-Rezeptoren wird durch VEGF, andere Zytokine sowie
Hypoxie recht unterschiedlich reguliert. Beide Rezeptortypen werden mit wenigen
Ausnahmen endothelspezifisch exprimiert, insbesondere auch im Endothel humaner
Koronararterien (Ferrara und Davis-Smyth, 1997; Waltenberger et al., 1994). Weiterhin gibt
es eine ganze Reihe von Zellen, die entweder den einen oder den anderen Rezeptor
exprimieren. Auf Monozyten/Makrophagen wurde ausschlieBlich die Anwesenheit des Flt-1-
Rezeptors beschrieben (Barleon et al., 1996), wihrend die hdmatopoietischen Zellen einzig
und allein den Flk-1/KDR-Rezeptor exprimieren (Katoh et al, 1995). Die Expression von
beiden VEGF-Rezeptoren wurde beispielsweise auf einigen Tumorzellen (z.B. Melanoma-

zellen) nachgewiesen (Gitay-Goren et al., 1993).
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Experimentelle Untersuchungen von Flt-1 und Flk-1/KDR zeigen, dass beide Rezeptortypen
wichtige, aber unterschiedliche Funktionen im Prozess der Angiogenese ausiiben. VEGFR-2
induziert die Proliferation und Migration von Endothelzellen in vitro sowie die Aktin-
Reorganisation, was zu Verdnderungen in der Zellstruktur fiihrt. Weiterhin vermittelt
Flk-1/KDR die Expression von Tissue Factor, eNOS, iNOS sowie die Freisetzung von NO
(Kroll und Waltenberger, 1998 und 1999). Im Gegensatz dazu ist VEGFR-1 nicht in der Lage,
die Proliferation und die Chemotaxis von Endothelzellen zu induzieren. Stattdessen aktiviert
Flt-1, nach der VEGF-A-Stimulation, die Migration von Monozyten (Clauss et al., 1996). Die
Rolle der beiden VEGF-Rezeptoren wihrend der Embryogenese ist ebenfalls duBerst
unterschiedlich. Wahrend Flk-1 sowohl fiir die Bildung von Endothelzellen als auch von
hidmatopoetischen Zellen im Verlauf der Vaskulogenese essentiell ist, fiihrt eine Deletion des
Flt-1-Rezeptors zu einer generellen Fehlorganisation der Endothelzellen, was eine gestorte
Vaskulogenese und die Entstehung von dilatierten Blutgefd3en als Folge hat (Hiratsuka et al.,
1998). Der ebenfalls zur Gruppe der VEGF-Rezeptoren gehérende VEGFR-3 (Flt-4) wird zu
Beginn der Embryogenese in allen Endothelzellen exprimiert. Wahrend der weiteren
Entwicklung geht jedoch die Expression des Flt-4 in den Blutgefien zuriick und der
Rezeptor wird ausschlieBlich im lymphatischen Endothel exprimiert. Das Fehlen von
VEGFR-3 im Verlauf der Embryogenese kann erhebliche Defekte in der Entwicklung des

kardiovaskuldren Systems verursachen (Joukov et al., 1996).
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Abb. 1.2.2: Schematische Darstellung der Tyrosinkinase-Rezeptoren (Flt-1, Flk-1/KDR und

Flt-4) und deren Liganden; ein VEGF-Dimer bindet an jeweils zwei Rezeptoren
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1.3 Rolle des Endotheliums in physiologischen und pathologischen

Prozessen

1.3.1 Aufbau der Blutgefifle

Die Winde aller groBeren Blutgefifle weisen einen gemeinsamen Grundbauplan auf.
Sie bestehen aus drei strukturell und funktionell unterschiedlichen Schichten: Tunica intima
(Intima), Tunica media (Media) und Tunica adventitia (Adventitia). Die innere, der Blutseite
zugekehrte Fliche eines Gefdf3es kleidet die Intima aus. Sie besteht aus einem einschichtigen
Endothelium, das abluminal von einer Basalmembran (Membrana elastica interna) sowie
subendothelialem Bindegewebe umgeben ist und viele spezialisierte Funktionen erfiillt (siche
Kapitel 1.3.2.). Daran schlieBt sich die Media an, welche ringformig verlaufende Lagen
glatter Muskelzellen sowie kollagen- und elastinreiche Bindegewebefasern enthilt. Der
Aufbau der Media kann je nach Gefdltyp variieren. In elastischen Arterien (z.B. Aorta)
wurden beispielsweise konzentrische Lamellen von glatten Muskelzellen nachgewiesen, die
in dichte Elastinfasern eingebunden sind (Windkesselfunktion). Muskuldre Arterientypen
zeigen dagegen eine lockere Verteilung von glatten Muskelzellen in der extrazelluldren
Matrix (Moll und Moll, 1995). Die Funktion der Media &uflert sich hauptsdchlich in der
Regulation der Wandkontraktion und des Druckausgleichs in den Blutgefilen. Auf die Media
folgt eine weitere Basalmembran - Membrana elastica externa, die eine vollstindige
Abgrenzung zu der sich anschlieBenden Adventitia herstellt. Die &duBlerste Schicht der
Blutgefifle, die Adventitia, ist aus Bindegewebe, vegetativen Nervenfasern, Mastzellen sowie
BlutgefaBBen (Vasa vasorum) aufgebaut. Sie verbindet das Gefdl mit seiner Umgebung,
reguliert den GefaBtonus und versorgt die GefaBwénde mit Blut.

Trotz der groBen Ahnlichkeiten im Grundaufbau weisen die einzelnen GefdBarten
(z.B. Arterien, Venen, Lymphgefdfle) gravierende Unterschiede beziiglich der Zusammen-
setzung ihrer jeweiligen GefdBwandschichten auf. Wihrend die Arterien als Hochdruckgefaf3e
iiber eine kréftige Media und eine gut ausgebildete Membrana elastica interna verfiigen, sind
die Venen als NiederdruckgefaB3e diinnwandig und zeigen eine weniger deutliche Schichtung.
Sie besitzen in der Regel keine Membrana elastica interna und die locker gefligten Media und
Adventitia gehen ineinander tiber. Bei den Lymphgefden enthalten die Wénde ebenfalls
keine Membrana elastica interna und die Schichtung der Wandstruktur fallt im Vergleich zu

der der Venen noch weniger deutlich aus (Nawroth und Lasch, 1999).
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1.3.2 Heterogenitit der Endothelien

Das Endothel ist ein einschichtiges Plattenepithel, welches das Lumen der Blut- und
Lymphgefifle sowie den gesamten Herzinnenraum auskleidet. Es bildet eine physikalische
Permeabilititsbarriere zwischen Blutstrom sowie solidem Gewebe und reguliert den
Stoffaustausch zwischen den beiden Kompartimenten. Seine geschitzte Gesamtoberfldche
betriigt beim Menschen ca. 6.000-8.000 m” und besteht aus ca. 1-6 x 10" Endothelzellen
(Nawroth und Lasch, 1999). Die Endothelzellen wachsen in einem kontinuierlichen
Zellmonolayer und weisen Polaritdt auf. Die luminale (apikale) Seite der Endothelzellen steht
im stindigen Kontakt mit dem Intravasalraum, wéhrend die abluminale (basolaterale)
Grenzfliche von der interstitiellen Fliissigkeit umgeben ist. Zwischen den benachbarten
Endothelzellen befinden sich spezialisierte, laterale Domédnen der Plasmamembran, die als
interzelluldre Junktionen (gap junktions und tight junktions) bezeichnet werden. Gap
junctions sind fiir die elektrische und metabolische Kopplung der Zellen sowie die
interzellulire Passage von Ionen und kleinen Molekiilen verantwortlich. Tight junctions
dichten die interzelluliren Rdume ab und sorgen dadurch fiir eine strenge Kontrolle des
parazelluldren Molekiiltransportes. Die Polaritit der Endothelzellen duBert sich hauptséchlich
in unterschiedlicher Proteinzusammensetzung ihrer apikalen und basalen Zellmembran,
diversen Expressions- und Sekretionsmustern von Molekiillen auf der luminalen bzw.
abluminalen Seite sowie in einem abluminal gerichteten Transport von Plasmaproteinen.

Der charakteristische Aufbau und die Feinstruktur der Endothelzellen verleihen dem
Endothel die Funktion eines hochspezifischen Zellsystems, welches vielfdltige physio-
logische Aufgaben erfiillt (Cines et al., 1998; Toborek und Kaiser, 1999). Diese betreffen in
erster Linie die Aufrechterhaltung der Diffusionsbarriere zwischen dem Blutstrom und dem
umgebenden Gewebe, Stabilisierung der Gewebshomoostase (Ross, 1992), Metabolisierung
vasoaktiver Substanzen, Regulation des vaskuldren Tonus, Kontrolle der Aktivierung von
glatten Muskelzellen sowie die Steuerung von Vaskularisierungsprozessen in normalen und
neoplastischen Geweben. Eine ebenfalls wichtige Bedeutung haben die antithrombogenen und
antiinflammatorischen Eigenschaften des Endothels sowie dessen Rolle bei der Aktivierung
von Blutzellen und bei der Antigenprisentation.

Die Endothelzellen bilden keine einheitliche Zellpopulation, sondern zeichnen sich,
thren vielfdltigen Funktionen entsprechend, durch eine groBe Heterogenitit aus. Die
gravierenden, strukturellen Unterschiede zwischen dem arteriellen und vendsen Endothel sind
im wesentlichen auf dessen intrinsische Determinierung (embryonaler Ursprung),

himodynamische Faktoren sowie Zell-Zell-Interaktionen zuriickzufiihren (Boegehold, 1998).
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Das arterielle Endothel besteht aus langgestreckten, dicken Zellen, die mit einer
Vielzahl von Organellen (Vesikel, Weibel-Palade-Korper, Mitochondrien, Golgi-Komplexe
und Lysosomen) ausgestattet sind und oft in direktem Kontakt mit glatten Muskelzellen
stehen. Die Endothelzellen der Venen sind dagegen diinn, polygonal, enthalten nur eine
geringe Menge von Organellen und ihre junktionalen Verbindungen sind nicht so stark
ausgepragt wie die der Arterien (Nawroth und Lasch, 1999). Die Endothelien der beiden
groflen GefdBarten machen nur einen kleinen Teil der gesamten, endothelialen Oberfliche des
Korpers aus. Die Aufgaben der arteriellen und vendsen Endothelzellen bestehen hauptsédchlich
in der Kontrolle des Blutdruckes, der Modulation des Kontraktionszustandes der glatten
Muskelzellen, der Anpassung des GefaBdurchmessers an die himodynamischen Gegeben-
heiten sowie der Expression und der Freisetzung vasodilatatorischer bzw. vaso-
konstriktorischer Substanzen.

Die Endothelien der KapillargefiBe unterscheiden sich in mehrfacher Hinsicht von
denen der Arterien bzw. der Venen. Sie zeichnen sich morphologisch durch extreme
Flachheit, Organellenarmut sowie eine Vielzahl von Mikrovesikeln aus und nehmen mit
ca. 90% den Hauptanteil der gesamten Endotheloberfliche ein. Das Kapillarendothel ist im
wesentlichen am Stoffaustausch zwischen intra- und extravasalem Raum beteiligt sowie in die
einzelnen Vorginge der Angiogenese einbezogen. Die Permeabilitidt der Kapillargefia3e kann
jedoch in verschiedenen Geweben und Organen stark variieren. Nach der Ultrastruktur der
Kapillarwand lassen sich drei verschiedene Grundtypen von Kapillarendothelien
unterscheiden. Der kontinuierliche Kapillartyp kommt vorwiegend in der Skelettmuskulatur,
den Lymphknoten, der Lunge und im zentralen Nervensystem vor und zeichnet sich durch
hohe Selektivitdit aus. Er besteht aus Endothelzellen, die mit tight junktions dicht
untereinander verbunden sind und einer darunterliegenden, kontinuierlichen Basalmembran.
Die fenestrierten Kapillarendothelien sind aus funktionellen Porensystemen aufgebaut, die
von sogenannten Diaphragmata verschlossen sind. Sie treten in sekretorischen Geweben (z.B.
in endokrinen Driisen oder im Nierenglomerulus) auf und sind fiir wasserldsliche Stoffe
weitgehend permeabel. Beim diskontinuierlichen Endotheltyp handelt es sich um Kapillaren
mit unterbrochener Endothelauskleidung, intrazelluliren Liicken und fehlender oder
unvollstdndiger Basalmembran. Solche Gefdlle wurden hauptsichlich in Knochenmark, Milz
und Leber nachgewiesen, wo sie bei der Himatopoese, dem Blutzell-processing und Partikel-
austausch eine wichtige Role spielen (Hees, 2000; Plendl, 1997).

Neben der gefi3-, gewebe- sowie organbedingten Heterogenitit der Endothelzellen

wurden ebenfalls speziesabhingige Endothelunterschiede im Bezug auf die Verteilung der
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Endothelzellmarker, Expression von Rezeptoren, Reaktion auf Angiogenese-Faktoren sowie
Lektinbindung beobachtet (Plendl et al., 1992). Als Paradebeispiel hierfiir dienen die
pflanzlichen Lektine. Wihrend das Weizenkeimagglutinin (WGA) und Ulex europaeus
Agglutinin I (UEA ) selektiv an das humane Endothel binden, weist das Dolichos biflorus
Agglutinin (DBA) eine hohere Spezifitit zu Schweine- und Mausendothelien auf. Die
Edothelzellen der Ratten konnen hingegen mit Ricinus communis Agglutinin (RCA)
nachgewiesen werden (Nawroth und Lasch, 1999).

Trotz der oben beschriebenen morphologischen und funktionellen Unterschiede
zwischen den einzelnen Endothelarten, sind die molekularen Mechanismen, die der

Heterogenitit von Endothelzellen zugrunde liegen, noch weitgehend unerforscht.

1.3.3 Stimulierung der Endothelzellaktivierung

Wie in den vergangenen Kapiteln bereits erwdhnt wurde, sind die Endothelzellen in
der Lage, auf bestimmte angiogene, himodynamische, mechanische sowie pharmakologische
Stimuli mit Verdnderungen in ihrer morphologischen Struktur und Funktionalitit zu
reagieren. Dieser, als Endothelaktivierung bekannte, Prozess geht mit einer Vermehrung von
Zellorganellen, verstdrkter Expression von Adhisionsmolekiilen und Chemokinen sowie mit
erhohter Permeabilitét der Endothelzellen einher. Die Funktion der aktivierten Endothelzellen
bei der Steuerung der Angiogenese und Arteriogenese wurde schon in Kapitel 1.1 ausfiihrlich
besprochen. Des Weiteren spielt die Endothelzellaktivierung ebenfalls in der Pathogenese von
vielen Krankheiten (z.B. Thrombose, Entziindungen, Arteriosklerose, TransplantatabstoBung)
eine sehr wichtige Rolle.

Unter physiologischen Bedingungen zeichnen sich die ,,ruhigen* Endothelzellen durch
Thromboresistenz aus (Miiller-Berghaus, 1998). Sie bilden eine antithrombotische
Oberfldache, welche die Adhdsion und Aktivierung von Thrombozyten verhindert. Diese
Eigenschaft beruht im wesentlichen auf der Modulierung des hdmostatischen Systems durch
konstitutive Synthese von prothrombotischen und antithrombotischen Substanzen sowie
stindiger Kontrolle der Verfiigbarkeit von Komponenten der Gerinnungskaskade durch die
Regulation der Gefdflpermeabilitit. Verlust oder Schiadigung der Endothelschicht fiihren in
der Regel zur Aggregation von Thrombozyten an der Verletzungsstelle und zur Bildung eines
Thrombus, welcher letztendlich die Blutstillung gewéhrleistet. Die Entstehung, das Ausmal3
und die Lokalisierung des Gerinnsels werden durch das Zusammenspiel von Thrombozyten,
der Gerinnungsreaktion und des fibrinolytischen Systems kontrolliert (Nawroth und Lasch,

1999). Unter normalen Bedingungen existiert eine Balance zwischen der Sekretion von anti-
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sowie prothrombotischen Faktoren durch das Endothel, welche die Ausbildung eines
Thrombus nur auf die Verletzungsstelle des Gefdlles einschriankt. In pathologischen
Situationen, wie beispielsweise im Fall einer Thrombose, kommt es zur Aktivierung der
Endothelzellen durch Thrombin, proinflammatorische Mediatoren oder andere StreBfaktoren
und somit zur Verschiebung des hdmostatischen Gleichgewichtes der Thrombusbildung hin.
Als Folge davon wird die Ausbildung einer prothrombotischen Endotheloberfliche induziert,
welche die Adhdsion von Thrombozyten an das Endothel ermdglicht und schlieBlich zur
Entstehung von Blutgerinnseln in intakten GefdBen fiihrt. Die Unterbrechung der
Blutversorgung durch einen thrombotischen Verschlufl von Blutgefilen wird heutzutage als
eine der Hauptursachen fiir Herzinfarkt, Lungenembolie sowie Gehirnschlag angesehen und
ruft in den meisten Krankheitsféllen irreversible Organschédigungen hervor (Nawroth und
Lasch, 1999).

Die Aktivierung des vaskuldren Endothels spielt ebenfalls bei der Pathogenese von
Entziindungsprozessen eine entscheidende Rolle. Eine Entziindungsreaktion wird in der Regel
durch proinflammatorische Cytokine (z.B. TNF-a und IL-1) ausgeldst, welche die Endothel-
zellen zur Expression und Sekretion von Chemokinen und Adhésionsmolekiilen veranlassen.
Die Chemokine (z.B. IL-8 und MCP-1) dienen hauptsidchlich der Anlockung und
Rekrutierung von diversen Leukozytenpopulationen (z.B. Neutrophile, Monozyten) aus dem
Blutstrom und dem umgebenden Gewebe (Mantovani et al., 1997). Die chemotaktisch
angelockten, phagozytosefdhigen Leukozyten wandern im Verlauf der Inflammation durch
die Endothelzellbarriere hindurch zum Ort der Entziindung hin und vermitteln dort ihre
zelluldre Immunabwehrfunktion. Voraussetzung fiir diese Extravasation und Transmigration
von Leukozyten ist deren rezeptorgesteuerte Adhdsion am GefdBBendothel, an der sowohl
endotheliale Adhédsionsmolekiile wie ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1) und E-Selektin, als auch die von Leukozyten exprimierten
Integrine (z.B. LFA-1 und Mac-1) beteiligt sind (Springer, 1994).

Die Aktivierung von Endothelzellen wéhrend inflammatorischer Ereignisse kann
weiterhin gewisse morphologische Verdnderungen des Endothels verursachen. Als Beispiel
daflir dient der rasante Anstieg der Gefdllpermeabilitit wihrend einiger Entziindungs-
reaktionen, welcher zu einem massiven Austritt von Fliissigkeit und Makromolekiilen in den
interstitiellen Raum fiihrt und in kritischen Fillen sogar eine Odembildung auslésen kann.
Diese Verdnderung der Endothelpermeabilitit wird hauptsidchlich durch Mediatoren wie
Bradykinin, Histamin und Serotonin hervorgerufen, die eine fortschreitende Bildung von

Liicken (gaps) zwischen den Endothelzellen bewirken (Nawroth und Lasch, 1999).
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Eine weitere kardiovaskuldre Erkrankung, die auf Schidigung des Endothels und die
daraus resultierende endotheliale Dysfunktion beruht, ist die Arteriosklerose. Sie wird durch
lokale Aktivierung von Endothelzellen, Proliferation von glatten Muskelzellen sowie
Infiltration von differenzierenden Makrophagen, aktivierten Lymphozyten und Plasmazellen
initiiert. Die arteriosklerotischen Endothelverdnderungen treten in der Regel im Bereich der
Gefaflabzweigungen auf, wo nebeneinander sowohl turbulenter Blutflul als auch eine Stase
der Blutstromung herrschen, und werden hauptsdchlich durch Toxine, Virusinfektionen,
Chlamydien, oxidiertes LDL sowie freie Radikale verursacht (Cathcart et al.,, 1985; Mahony
und Coombes, 2001). Die Aktivierung des Endothels wéhrend der Arteriosklerose ruft eine
Erhohung der Gefdlpermeabilitit hervor und 16st im weiteren Verlauf der Erkrankung
Verdnderungen im Expressionsmuster vasoaktiver Substanzen aus. Dabei wird die Synthese
und die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) stark herabgesetzt, was zu einer gestorten
Gefdlrelaxation, einer gesteigerten Leukozytenadhdsion und -migration sowie zu einer
Thrombozytenadhésion und -aggregation fiihrt (Nawroth und Lasch, 1999).

Der Prozess der Endothelzellaktivierung tritt des weiteren im Rahmen einer
TransplantatabstoBungsreaktion auf und fiihrt hierbei zur Aufhebung der Barrierefunktion des
Endothels. Widhrend einer Abstoungsreaktion kommt es zundchst zur Adhidsion von
Leukozyten an die Endothelzellen und anschlieBend zu deren Migration in das Parenchym des
Transplantates. Inflammation sowie Mikrozirkulationsstorungen fiihren letztendlich zum
vollstindigen Funktionsverlust des transplantierten Organs und zu dessen AbstoBung
(Nawroth und Lasch, 1999).

Trotz des umfangreichen Wissenstandes iiber die vielféltigen und hochdifferenzierten
Funktionen des Endothels in physiologischen sowie pathologischen Situationen, sind die
komplexen intrazelluldren Vorgénge, die an der Regulation der Endothelzellaktivierung und
Endotheldysfunktion beteiligt sind, noch nicht vollstindig aufgeklédrt. Ein wichtiger Ansatz
hinsichtlich des Verstdndnisses von endothelialen Signaltransduktionsmechanismen besteht in
der Entwicklung von monoklonalen Antikérpern und rekombinanten Antikérperfragmenten,
die mit Strukturproteinen, Adhdsionsmolekiilen sowie Membrankomponenten der Endothel-
zellen spezifische Bindungen eingehen. Der FEinsatz dieser einzigartigen Molekiile in
experimentellen in vivo und in vitro Modellen kann im wesentlichen zur Aufkldrung der
Differenzierung verschiedener Endothelstrukturen und Charakterisierung weiterer Signal-
molekiile sowie zur Entwicklung neuer Therapeutika gegen bestimmte kardiovaskulédre

Erkrankungen beitragen.
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1.4 Antikorper als Bestandteile der humoralen Immunantwort

1.4.1 Antikorper und rekombinante Antikorperfragmente

Antikorper gehoren zur Familie der Immunglobuline (Ig) und nehmen eine zentrale
Stellung in der humoralen Immunantwort bei Vertebraten ein. Wéhrend bei der zelluldren
Immunantwort T-Lymphozyten aktiviert werden, erfolgt die Neutralisation eines Antigens im
humoralen System durch B-Lymphozyten, die nach ihrer Aktivierung und Ausdifferenzierung
in Plasmazellen antigenspezifische Antikdrper sezernieren.

Das menschliche Immunsystem kann zwischen 10° und 10"  Antikorper
unterschiedlicher Spezifitit bilden. Die Vielfalt der Antikérper und die dadurch erreichbare
Spezifitit der Erkennungsreaktion werden in erster Linie wéhrend der Reifung der
B-Lymphozyten durch somatische Rekombination erreicht (Tonegawa,1983). Darunter
versteht man die zuféllige Verkniipfung von jeweils einem variablen Segment (V-Segment)
und einem ,,joining* Segment (J-Segment) mit einem konstanten Segment (C-Segment) bei
der leichten Kette und von jeweils einem V-, einem J- und einem ,,diversity* Segment (D-
Segment) mit 3-4 C-Segmenten bei der schweren Kette. Dabei stehen fiir jede Kette eines
murinen Antikorpers mehrere hundert V-, fiinf J- und fiir die schwere Kette zusatzlich etwa
zehn D-Segmente zur Verfiigung. Dieser Vorgang lduft nur in somatischen Zellen ab und die
Veridnderungen werden dementsprechend nicht vererbt. Die Erhohung der Bindungsaffinitét
von Antikorpern wird ebenfalls durch somatische Hypermutationen in den Genen fiir die
variablen Antikorperdoménen hervorgerufen. Ein Beispiel hierfiir liefern die Gedichtnis-
zellen, fiir deren Entstehung nur diejenigen B-Lymphozyten ausgewdihlt werden, deren
Antikdrper durch die Mutationen eine verbesserte Affinitdt zu antigenprédsentierenden
dendritischen Zellen besitzen. Diese Mutationen betreffen ebenfalls nur somatische Zellen
und werden nicht tiber die Keimbahn vererbt.

Antikorper werden entsprechend ihrer Funktion und ihres Aufbaus in fiinf
verschiedene Isotypen eingeteilt: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM (Janeway und Travers, 1997).
Dabei spielen im humoralen Immunsystem der Sdugetiere die Klassen IgA und IgG die
wichtigste Rolle. Die im Serum vorherrschende IgG-Klasse besteht aus jeweils zwei leichten
und zwei schweren Ketten (L,H;) und gilt als die bisher am besten erforschte
Antikorpergruppe. Die IgA-Antikorper [(L,H,),, n=1, 2, 3] kommen vorwiegend in dulleren
Sekreten wie Speichel und Tréanenfliissigkeit vor und dienen dort der Abwehr des Korpers
gegen bakterielle und virale Antigene. Die IgE-Antikorpergruppe (L.H,) spielt eine

entscheidende Rolle bei der Abwehr von Parasiten und ist aber gleichzeitig auch fiir
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allergische Reaktionen verantwortlich. Das komplex gebaute IgM-Molekiil [(L,H;)s] wird als
erstes bei einer Immunreaktion in das Serum sezerniert und kann {iber die Bindung und
Aktivierung des Komplementsystems die Zerstorung von Fremdzellen bewirken. Im
Gegensatz zu den eben erwihnten Antikorperklassen ist die Funktion des IgD-Isotypes noch
nicht aufgeklért.

Die Struktur von Antikérpern wurde erstmals 1890 von Emil A. Behring beschrieben.
Demnach besteht jeder intakter, bivalenter IgG-Antikorper aus je vier Untereinheiten, zwei
identischen schweren (H-Ketten) und zwei identischen leichten (L-Ketten). Die vier Ketten
sind durch inter- und intramolekulare Disulfidbriickenbindungen kovalent miteinander
verbunden (Burton, 1987), so dass ein Y-formiges Molekiil entsteht (Abb.1.4.1). Die leichte
Kette (ca. 25 kDa), die vom «- oder A-Typ sein kann, besteht aus einer C-terminalen
konstanten (Cp) und einer N-terminalen variablen (V) Doméne. Die schwere Kette
(ca. 50 kDa) vom y-Typ ist aus drei C-terminalen konstanten (Cyl, Cy2, Cy3) Regionen und
einer N-terminalen variablen (V) Region zusammengesetzt. Zwischen Cyl und Cy2 befindet
sich eine Gelenkregion (,,hinge“-Region), die fiir Proteasen besonders gut zugénglich ist.
Nach proteolitischer Spaltung mit Papain in der ,hinge“-Region zerfdllt das Antikorper-
molekiil in die beiden Arme, die als Fab-Fragmente (antigen binding) bezeichnet werden, und
in den Stamm, der Fc-Fragment genannt wird. Wahrend ein Fab-Fragment aus der leichten
Kette (Vi- und Ci-Domine) und aus dem Fd-Fragment (Vy- und Cyxl-Doméne)
zusammengesetzt ist, enthélt das Fc-Fragment je zwei Kopien der Cy2- und der Cy3-Doméne.
Die beiden variablen Dominen (Vi und Vi) bilden gemeinsam die Antigenbindungsstelle und
werden als Fv-Fragment bezeichnet.

Die konstanten Doménen, besonders die Glykosylierungsstelle in der Cy2-Region der
schweren Ketten, vermitteln die Effektorfunktion, die zur Aktivierung des Immunsystems
filhrt (Abbas et al.,1994). Die Spezifitit der Antigenbindung wird von den hypervariablen
Doménen bestimmt. In einer variablen Region sind jeweils drei Peptidabschnitte vorhanden,
die eine Vielzahl unterschiedlicher Aminosduresequenzen aufweisen und die Spezifitit des
Antikorpers bestimmen. Diese sogenannten CDR-Regionen (,,complementarity determining
regions) finden sich nach der abgeschlossenen Faltung des Proteins an der AuBenseite
zusammen und stellen die eigentliche Kontaktstelle zum Antigen dar. Die hypervariablen
Dominen sind durch vier konservierte Proteinbereiche, die ,,framework*“-Regionen,
voneinander abgegrenzt, die einerseits fiir die korrekte Ausbildung der B-Faltblattstrukturen
von Vg und Vi verantwortlich sind und andererseits die CDR-Regionen der Proteinketten in

rdaumlicher Ndhe zusammenbringen (Kabat et al.,1990).
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Abb. 1.4.1: Bivalenter IgG-Antikorper und abgeleitete Antikorperfragmente

CDR= hypervariable Doménen; Cy1-3= konstante Regionen 1-3 der schweren Kette; C = konstante
Region der leichten Kette; diabody= aus zwei aggregierten scFv bestehendes bispezifisches Konstrukt;
Fab= Fragment der Antigenbindungsstelle; F(ab),= Fab’-Dimer; Fc= Fragment der konstanten
Region; Fv= Fragment der variablen Region; [gG= Immunglobulin G; scFv= Einzelkettenantikdrper;
bis-scFv= zwei scFv mit unterschiedlichen Bindungsspezifititen, Vy= variable Region der schweren

Kette; V1= variable Region der leichten Kette.
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Durch ihre Vielfalt, Stabilitit und hohe Spezifitit der Antigenbindung finden die
Antikorper breite Anwendungsmoglichkeiten in Medizin, Biotechnologie und Forschung. Mit
der Einflihrung der Hybridomatechnologie (Kdhler und Milstein, 1975) wurde es mdglich,
gezielt groBere Mengen monoklonaler Antikdrper mit definierter Spezifitdt zu produzieren.
Zu diesem Zweck werden z.B. Miuse mit einem entsprechenden Antigen mehrmals
immunisiert. Der Titer der Antikérper im Méuseserum wird mittels ,,Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay* (ELISA) bestimmt. Bei addquatem Titer wird den Méusen die Milz
entnommen, die darin zahlreich enthaltenen B-Lymphozyten isoliert und mit Myelomzellen
(Abkommlinge eines Plasmazell-Tumors) fusioniert. Die resultierenden Hybridomazellen
werden isoliert und vereinzelt. Die Abkdmmlinge eines einzelnen Hybridomaklones
produzieren Antikdrper mit definierter Spezifitit, die aus dem Uberstand gewonnen und
aufgereinigt werden konnen. Die auf diese Weise erhaltenen monoklonalen Antikdrper

konnen fiir immunhistochemische Nachweisverfahren eingesetzt werden.

Neben der Herstellung von monoklonalen Antikérpern gewinnt die Synthese von
rekombinanten Antikorperfragmenten (Winter und Milstein, 1991) zunehmend an Bedeutung.
Die zur Zeit bedeutsamsten dieser gentechnisch herstellbaren Antikorperfragmente sind die
Einzelkettenantikorper (scFv). Sie sind aus den variablen Domédnen der schweren und der
leichten Kette zusammengesetzt, welche durch ein kurzes ,Linke“-Peptid (10 bis 30
Aminosduren) kovalent miteinander verbunden sind. Die Anwesenheit des ,,Linkers*
verhindert die Dissoziation der schweren und der leichten Kette und erlaubt gleichzeitig eine
korrekte Faltung der variablen Regionen zu einem scFv, dessen Bindungseigenschaften im

wesentlichen denen des Vollldngen-Antikdrpers entsprechen.

Die Einzelkettenantikorper bieten viele Vorteile gegeniiber den Fab-Fragmenten sowie
den Vollldngen-Antikérpern. Ein scFv wird von einem einzigen Gen codiert, was genetische
Manipulationen und die Expression in heterologen Systemen wie Bakterien, Pilzen, Pflanzen,
Insekten- und Sédugerzellen erleichtert. Ein weiterer Vorteil liegt in der geringen GroBe des
scFv (etwa 30 kDa), wodurch eine bessere Penetration und Beweglichkeit in Geweberdumen
ermOglicht wird. Diese Eigenschaften machen den stabilen scFv zu einem wertvollen
Therapeutikum, welches einen guten in vivo Transport von Medikamenten, Hormonen,
Toxinen und anderen Wirkstoffen erlaubt. Weiterhin konnen rekombinante
Einzelkettenantikorper an diverse Genfihren kovalent gebunden werden und zur Ubertragung
von fremden Genen oder Resistenzen beitragen. Dabei spielt die hohe Bindungsaffinitit der
scFv eine entscheidende Rolle, welche die Expression der Fremdgene nur an bestimmten,

antikorperspezifischen Stellen des Wirtsorganismus erlaubt.



EINLEITUNG 28

Einen weiteren wichtigen Zweig der Antikorperforschung reprisentiert die Herstellung
von Fusionsproteinen wie z.B. bispezifischen und bifunktionellen Antikérperfragmenten oder
Immunotoxinen (Gruber et al., 1994; Hayden et al., 1994; Lorimer et al., 1996; Coloma et
al.,1997). Bispezifische scFv werden rekombinant durch die Fusion der Vy/Vi-Domédnen
zweier Spezifititen hergestellt und vereinigen somit alle vier Bindungsdoménen auf einer
einzigen Peptidkette (De Jong et al., 1995; Kurucz et al., 1995; Mack et al., 1995). Die
Verbindung der vier Doménen wird durch die Einfiihrung von ,,Linker*-Peptiden erreicht, die
die Zusammenlagerung der schweren und leichten Ketten ermdglichen. Die Produktion von
funktionellen, 16slichen bis-scFv kann sowohl in prokaryontischen als auch in
eukaryontischen Expressionssystemen durchgefiihrt werden. Der Vorteil von bispezifischen
Antikorperfragmenten liegt darin, dass sie dem Immunsystem gleichzeitig zwei verschiedene
Komponenten bieten: die humorale (Antikdrper-basierte) und die zelluldre. Dies hat in der
Tumortherapie bei der Erkennung und Bekdmpfung von Tumorzellen bisher die grofBite
Anwendung gefunden (Zhu et al., 1995; Bohlen et al., 1993). Ebenfalls die von Brinkmann
et al., 1991 und 1995 und Francisco ef al., 1995 konstruierten Immunotoxine sind in der Lage,
Tumorzellen zu erkennen und direkt zu zerstoren. Weiterhin konnten durch die Bildung von
chimidren Maus/Mensch-Antikorpern (Jones et al., 1986; Riechmann, 1988; Rader et al.,
1998) auch solche murine Antikdrper in der Humanmedizin eingesetzt werden, die bisher

wegen ihres Fremdcharakters Immunreaktionen hervorgerufen hatten (Miller et al., 1983).

1.4.2 ,Phage display*

Die ,,Phage display“-Methode stellt seit ihrer Einfithrung durch Smith (1985) eine
schnelle und effiziente Technologie zur Herstellung und Selektion von rekombinanten
Antikdrpern mit spezifischen Bindungseigenschaften dar. Diese Technik basiert auf der
Verwendung von filamentdsen Bakteriophagen, die auf der Oberfliche die variablen Vi- und
Vi-Dominen der schweren und leichten Immunglobulinketten prasentieren und dort fiir die

Wechselwirkungen mit Liganden frei zuginglich sind.

Als Matrize zur Herstellung von rekombinanten scFv sowie scFv-Bibliotheken dient
die poly(A)+ mRNA, die aus den Hybridomazellen isoliert und in einem weiteren Schritt in
die cDNA umgeschrieben wird. Die variablen Antikoérperdoménen werden mit Hilfe von
domaénenspezifischen Primern in multiplen PCR-Reaktionen amplifiziert, mit einem flexiblen
,Linker“-Fragment (ca. 20-100 Aminosduren) verbunden und in einen Phagemid-Vektor

kloniert.
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Ein Phagemid vereinigt die FEigenschaften eines Bakterienplasmides unter
gleichzeitiger Verwendung als Phagenvektor und kann daher sowohl als doppelstrangiges als
auch als einzelstrangiges Plasmid vermehrt werden. Es besitzt eine ca. 500 bp grofle Sequenz
aus dem Phagengenom, die alle Signale fiir die Verpackung in die Phagenpartikel enthalt. Zur
Vermehrung der Phagemide in Escherichia coli (E. coli) -Bakterien ist jedoch die An-
wesenheit eines Helferphagen, z.B. M13K07, notwendig, der die fehlenden Gene fiir eine
Phagenvermehrung komplementiert. Aufgrund einer Deletion im Replikationsursprung (ori)

sind M13K07-Helferphagen nicht in der Lage, sich selbstéindig in Bakterien zu vermehren.

Der als Tragersystem fiir die zu prisentierenden scFv-Fragmente fungierende,
filamentdse M13-Bakteriophage besitzt eine Lange von 900 nm und einen Durchmesser von
6 nm. Seine Proteinhiille besteht aus ca. 2800 Kopien des Haupthiillproteins pVIII und drei
bis fiinf Kopien des Proteins plIl. Mit Hilfe der pIll-Proteine bindet der Bakteriophage an den
F-Pilus von E. coli (Hill und Stockley, 1996) und injiziert sein einzelstringiges Genom in das
Bakterium. Die Vermehrung der M13-Phagen in E. coli erfolgt nach dem ,,rolling-circle* -
Modell. Die infizierten Wirtsbakterien wachsen langsammer als die nicht infizierten und
lassen sich oft anhand triiber Plaques identifizieren. Wéhrend eines Zellzyklus werden pro
Bakterium ca. 100-200 Phagen freigesetzt, wobei es nicht zur Lyse der Bakterien kommt.
An das Phagenoberflichenprotein plll konnen fremde Peptidsequenzen integriert werden,
ohne dessen Funktion stark zu beeinflussen (Parmley and Smith, 1989; Smith 1985). In den
meisten Fillen ist bei einem Phagemid-Vektor zwischen den Fusionspartnern ein Amber-
Stopcodon lokalisiert. Sobald ein rekombinanter scFv-Antikorper N-terminal an das pllI-
Protein fusioniert wird, kommt es bei Verwendung eines E. coli TG1-Bakterienstammes
durch Uberlesen des Stopcodons, zur Prisentation der scFv-Antikorperfragmente auf der
Phagenoberfliche. Beim Einsatz von einem E. coli HB2151-Bakterienstamm wird der
Stopcodon sofort erkannt, die Proteinbiosynthese am Ende des scFv-Gens unterbrochen und
die Synthese des scFv-plll-Fusionsproteins verhindert. Stattdessen wird das scFv-Protein in
l6slicher Form in die periplasmatische Fraktion transportiert und entweder dort akkumuliert

oder in den Kulturiiberstand freigesetzt.

Im folgenden Schritt des ,Phage display”, dem ,Biopanning“, wird die
Bindungsspezifitit der scFv-exprimierenden Phagen in diversen in vitro, in situ oder in vivo
Experimenten iiberpriift. Zu diesem Zweck werden die Phagen entweder auf Antigen-
exprimierenden Gewebeschnitten und Zellen inkubiert oder direkt in bestimmte
Gewebebereiche des Korpers injiziert. Die hochaffinen, ligandenspezifischen Phagen werden

anschlielend eluiert und fiir weitere ,,Biopanning“-Runden eingesetzt. Auf diese Weise



EINLEITUNG 30

konnen antigenspezifische Phagen erfolgreich selektiert und durch die Vermehrung in E. coli-
Bakterien angereichert werden. Die unspezifisch gebundenen Phagen werden durch

extensives Waschen entfernt.

Eine weitere Mdoglichkeit der scFv-Selektion bietet eine direkte Inkubation der
Phagen-Antikorper mit dem entsprechenden Antigen. Neben der Immobilisierung an eine
feste Phase, z.B. unter Verwendung von Chromatographiesdulen, Mikrotiterplatten oder
ReaktionsgefdBen (z.B. ,Immunotubes*), kann sich das Antigen auch in Losung befinden
(Winter et al., 1994). Die selektierten und stark angereicherten Phagen werden durch Zugabe
von entsprechenden Chemikalien oder konkurrierendem Antigen freigesetzt und anschlieBend
zur Reinfektion von E. coli verwendet. Im weiteren Schritt werden die antigenspezifischen,
rekombinanten scFv-Antikorper mit Hilfe verschiedener Techniken charakterisiert. Neben der
Sequenzierung der scFv-Gene, Ermittlung der Unterschiede in den CDR-Regionen und der
Aufkldrung der dreidimensionalen Proteinstrukturen, konnen insbesondere die Bindungs-
spezifitidten und -affinititen bestimmt werden (Burke et al.,1996; Masecar et al., 1996). Zur
Affinitatsbestimmung stehen ELISA- und RIA-basierte Festphasenmethoden (Burton et al.,
1991; Friguet et al., 1985; Goldberg und Djavadi, 1993), Fluoreszenz-Quenching-Titrations-
Methoden (Clackson et al., 1991; Foote und Milstein, 1991) und Biosensoren auf der Basis

der Oberflachen-Plasmon-Resonanz (Liedberg ef al., 1983) zur Verfiigung.

1.4.3 Expression loslicher Antikdrperfragmente in bakteriellen Systemen

Fiir die Produktion ldslicher scFv-Antikorperfragmente steht ein breites Spektrum von
Expressionssystemen zur Auswahl, das sich von Prokaryonten (E. coli) iiber einfache
Eukaryonten (Pilze) bis hin zu Pflanzen-, Insekten- oder Sdugerzellkulturen erstreckt. Die
Entscheidung fiir ein bestimmtes System wird abhingig von der Zielsetzung der Experimente
und Verfiigbarkeit bestimmter Technologien getroffen. Dariliber hinaus konnen weitere
Kriterien, wie beispielsweise die erwartete Expressionsrate, Herkunft, Eigenschaften und
Komplexitit des zu exprimierenden scFv sowie Zeit- und Kostenaufwand fiir die Herstellung

und Reinigung von Antikdrperfragmenten eine wichtige Rolle spielen.

Das gramnegative Bakterium E. coli stellt den wichtigsten bakteriellen
Wirtsorganismus fiir die Expression von rekombinanten Antikorpern dar. Es ist bisher nicht
gelungen, komplette IgG-Molekiile in Bakterien zu produzieren. Bereits beim Versuch die
Fab-Fragmente in E. coli zu exprimieren, fiihrt die GroBe dieser Molekiile oft zu enormen

Verlusten in der Ausbeute. Aus diesem Grund wird das bakterielle System hauptséchlich fiir
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die Expression von scFv-Antikorperfragmenten eingesetzt. Abhdngig von der Wahl des
Expressionsvektors konnen rekombinante scFv 16slich aus dem Zytoplasma, aus
zytoplasmatischen oder periplasmatischen Einschlusskérpern, aus dem periplasmatischen
Raum oder aus dem Kulturiiberstand gewonnen werden. Die zytoplasmatische Expression
(Buchner und Rudolph, 1991) ist fiir die Produktion von funktionellen Antikorperfragmenten
nicht geeignet, da aufgrund des dort vorherrschenden reduzierenden Milieus eine erfolgreiche
Ausbildung von Disulfidbriicken unterbunden wird. Dariiber hinaus ist das Zytoplasma reich
an Proteasen, so dass ein sehr hohes Expressionsniveau erreicht werden muss, um eine
Degradation der heterologen Proteine kompensieren zu kdnnen. Die intrazelluldre Expression
von 16slichen scFv wird ferner dadurch erschwert, dass diese Fremdproteine haufig fiir die
Bakterienzelle toxisch sind und in denaturierter Form als Einschlusskdrper in der Zellwand
angereichert werden konnen. Es besteht zwar eine Mdglichkeit, diese Proteine durch
Renaturierung in ihre aktive Form zu tberfiihren, doch ist diese Prozedur mit groem Zeit-
und Kostenaufwand verbunden und die Ausbeute an aktiven Antikorperfragmenten

vergleichbar sehr gering (Bird ef al.,1988; Bird und Webb Walker; 1991).

Im Gegensatz zur Expression ins Zytoplasma weist die periplasmatische Sekretion der
scFv bedeutende Vorteile auf. Das oxidierende Millieu des Periplasmas ermoglicht die
Ausbildung von Disulfidbriicken und damit die korrekte Faltung der Antikorperfragmente.
AulBlerdem ist der Gehalt an bakteriellen Proteinen im Periplasma viel niedriger als im
Zytoplasma, was die spétere Reinigung der Fremdproteine wesentlich erleichtert (Lindner et
al., 1992). Der Transport von rekombinanten scFv durch die Zytoplasmamembran ins
Periplasma wird durch die Fusion von Antikorperketten an ein N-terminales Signalpeptid
ermdglicht. Bisher wurden die Signalsequenzen der Gene pelB, ompA, ompF, EcPhoA sowie
stll eingesetzt, wobei keine nennenswerten Unterschiede in der Ausbeute der isolierten
Antikdrper beobachtet werden konnten (Somerville et al., 1994). Neben der oben
beschriebenen Sekretion der scFv ins Periplasma kann ein Teil der rekombinanten
Antikorperfragmente in das umgebende Kulturmedium sezerniert werden. Dies erfolgt
entweder durch einen direkten Transport des Exoproteins ins Medium, unter Beteiligung von
C-terminalen Signalpeptiden, oder durch die Anreicherung der Fremdproteine im Periplasma
und anschlieBende Sekretion ins Kulturmedium (Blight ez al., 1994). In beiden Féllen konnen
aus dem Kulturiiberstand funktionelle, 16sliche Antikorper isoliert und im groBBen Maf3stab

produziert werden.
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Die Produktion von rekombinanten scFv in E. coli bietet dadurch, dass es sich um
einen genetisch und physiologisch gut verstandenen Mikroorganismus handelt, einen
bedeutenden Vorteil gegeniiber anderen Expressionssystemen. Zudem ermoglicht das
schnelle Wachstum von E. coli zu hohen Zelldichten eine einfache und 6konomische
Herstellung groBBer Mengen an rekombinanten Proteinen in einer verhaltnismaBig kurzen Zeit.
Allerdings weist das prokaryontische Expressionssystem auch einige Nachteile auf.
Die grofite Schwierigkeit bei der Produktion von scFv in E. coli liegt in der Faltung der
Peptide zur korrekten Tertidrstruktur. So wurden einige ,,Schliisselstellen® in den framework-
Bereichen aufgedeckt, die die Faltungseffizienz erheblich beeinflussen (Knappik und
Pliickthun, 1995). Dieses Problem kann bisher leider nur durch die Verdnderung der

Antikdrpersequenz behoben werden.

Ferner kann die Fusion rekombinanter Antikdrper mit Signalpeptiden in einigen
Féllen zu einem schnellen Abbau der Proteine fiihren (Gentz et al., 1988). Durch die
Anwesenheit von positiv geladenen Aminosduren in unmittelbarer Ndhe zum Signalpeptid,
wird die korrekte Abspaltung des Signalpeptides unterbunden, was zur Anhdufung von
unldslichen Antikorperfragmenten im Zytoplasma fiihrt. Die Ansammlung von nicht
exportierten scFv oder Vorlduferproteinen kann die Expression von Stressproteinen ausldsen
und somit den Abbau der produzierten Antikorperfragmente verstirken. Dariiber hinaus ist es
moglich, dass, bei Gegenwart von inhibitorischen Aminosduresequenzen innerhalb eines
Vorlduferproteins, die Translokation des rekombinanten Proteins iiber die Zytoplasma-
membran ins Periplasma behindert wird (Little et al., 1989; Lee et al., 1989). Ein weiteres
Problem bei der Produktion von scFv in E. coli ist die Bildung von Aggregaten. Dieses
Phinomen ftritt meistens bei einer Uberexpression der Antikdrperfragmente im peri-

plasmatischen Raum auf und fiihrt zum Verlust der Spezifitit der Antigenerkennung.

Trotz der oben erwihnten Hindernisse hat die Expression von rekombinanten
Antikorpern in E. coli vielfiltige industrielle Anwendungen erreicht und wird dank der
einfachen  genetischen  Manipulation des Mikroorganismus oft den anderen

Expressionssystemen vorzogen.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Erkenntnisse iiber die Regulation des GefdBwachstums im Rahmen der Angiogenese
und Arteriogenese, mit dessen physiologischen sowie pathologischen Konsequenzen, haben
eine wichtige Bedeutung fiir die Diagnostik und Therapie von kardiovaskuldren
Erkrankungen. Im Mittelpunkt der angio- und arteriogenetischen Vorginge stehen die
Endothelzellen, welche die innere Auskleidung aller Gefdfitypen bilden und nach Aktivierung
mit stimulatorischen Substanzen kaskadenartig die Phasen der Migration, Proliferation sowie
Differenzierung durchlaufen (Folkman, 1984). Sie nehmen zudem eine Schliisselstellung bei
der Adhidsion, Aktivierung und Transmigration anderer Zellen insbesondere von
Entziindungszellen ein. Die Akkumulation von Entziindungszellen wiederum spielt bei
Gefdlverdnderungen eine entscheidende Rolle. Zentral fiir die Steuerung, Oortliche
Begrenzung und Koordination der verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen
Vorgénge ist die Heterogenitit des Endothels. Die gefil3-, gewebe- sowie speziesabhingige
Heterogenitit der Endothelien spielt in physiologischen und pathologischen Prozessen des
GefdlBwachstums, bei der Pathogenese von endothelialen Dysfunktionskrankheiten sowie in
der Transplantationsmedizin eine zentrale Rolle. Man geht daher davon aus, dass die
Heterogenitit endothelialer Oberflachen die unterschiedlichen Zustinde sowie verschiedene
physiologische und pathophysiologische Vorginge des GefdBsystems abbildet. Peptid-
Phagenexpressionssysteme sind in der Vergangenheit verwandt worden, um diese
Heterogenitit sichtbar und therapeutisch nutzbar zu machen (Pasqualini und Ruoslahti, 1996;

Rajotte et al., 1998).

In dieser primir biotechnologisch ausgerichteten Arbeit soll die Mdglichkeit der
Generierung und des Einsatzes spezifisch gegen angio- und arteriogenetische Endothelien
gerichteter Einzelkettenantikdrper iiberpriift werden. Damit sollen Instrumente entwickelt
werden, die es erlauben, einerseits die verschiedenen Mechanismen der Angiogenese und der
Arteriogenese zu untersuchen und andererseits spezifisch bestimmte vaskuldre Adaptations-
prozesse darzustellen oder zu beeinflussen. Im Vergleich zu Peptiden versprechen Einzel-
kettenantikdrper eine gezieltere und zugleich breiter gefasste Ansteuerung von Oberfldchen-
strukturen. Durch Einsatz dieser rekombinanten Molekiile konnte in kiinftigen Experimenten

die korpereigene Immunantwort nachgeahmt und ins Reagenzglas tlibertragen werden.

Exemplarisch werden dieser Untersuchung zwei verschiedene Antikdrpersysteme zu
Grunde gelegt. Als Ausgangsmaterial dienen im ersten Teil der Arbeit Hybridomazellen, die

durch Fusion von B-Lymphozyten aus Mausen, welche zuvor mit Membranpréparaten aus
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Ratten-Kollateralarterien immunisiert worden waren, mit Myelomzellen gewonnen wurden.
In diesem Teil der Arbeit soll die Moglichkeit ausgelotet werden, Einzelkettenantikérper im
Rahmen der Proteomanalyse von Kollateralarterien zur Identifikation und funktionellen
Charakterisierung bisher nicht bekannter Oberflichenmolekiile, die an diesem Prozess

beteiligt sind, einzusetzen.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen Einzelkettenantikérper untersucht werden, die an
einen Rezeptor binden, bei dem davon ausgegangen wird, dass er besonders stark auf
angiogenetischen Endothelien exprimiert wird, dem sogenannten VEGFR-2. Unter
angiogenetischen Stimulatoren spielen der endothelspezifische Wachstumsfaktor VEGF und
seine Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 eine bedeutende Rolle. Die Funktion von VEGF

und seiner Rezeptoren wéhrend der Arteriogenese ist hingegen bislang weitgehend ungeklért.

In beiden Teilen der Arbeit sollen zundchst Einzelkettenantikdrper-Phagen-
Expressionsbibliotheken generiert und auf ihre Vollstdndigkeit tiberpriift werden. In einem
zweiten Schritt sollen die entstandenen scFv-exprimierenden Phagen durch Exposition mit
verschiedenen Zellkultursystemen und histologischen Priparaten, dem so genannten
»Biopanning*, selektiert werden. Das Expressionsmuster der dabei selektierten Phagen gilt es
im Folgenden mit dem Expressionsmuster zugrunde liegender, vollstindiger Antikdrper zu
vergleichen. Hierbei ist ein Schwerpunkt insbesondere auf die Unterscheidung zwischen
angiogenetischen und arteriogenetischen Gefdflen zu legen. In einem letzten Schritt ist zu

versuchen, die Einzelkettenantikorper als 10sliche Peptide zu produzieren und zu testen.
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In der folgenden Darstellung sind die Ausgangssituation (1-3) sowie der experimentelle

Ablauf der vorliegenden Doktorarbeit (4-10) noch einmal schematisch zusammengefasst:

1 Isolierung von Kollateralarterien aus Ratten, 12 h nach der Okklusion der Femoralarterie

2 Immunisierung von Miusen mit Membranpriparaten aus Kollateralgefifien

3 Herstellung von Hybridomazellen

4 Uberpriifung der Spezifitit des Hybridoma-Antikorper-Uberstandes:

in situ in vitro
auf Schnitten von Kollateralarterien und Kontrollgefifien auf Ratten-Herz-Endothelzellen

5 Generierung von rekombinanten scFv aus kollateralspezifischen Hybridomaklonen

6 Expression der Einzelkettenantikorper auf der Oberfliiche von M13-Bakteriophagen

7 Analyse der Bindungsspezifitit und Selektion von scFv-exprimierenden Phagen:

in vivo in situ in vitro
durch direkte Injektion der auf Schnitten von auf Ratten-Herz-Endothel-
scFv in die Femoralarterie Kollateralarterien und zellen
der Ratten Kontrollgefifien der Ratten

8 Untersuchung und Vergleich der Bindungsaffinitit von CTA- und VEGFR-2-spezifischen Phagen:

auf Gefiaf}schnitten von Ratten: auf humanen Gefifischnitten:
a) Ischiimie-Modell a) Patient mit akuter Ischimie
b) Tumor-Modell b) Kontrollpatient

¢) Kontrollratte

9 Herstellung von loslichen CTA- und VEGFR-2-spezifischen scFv-Antikorpern

10 Analyse der Bindungsaffinitiit von l6slichen, gefifispezifischen scFv-Antikérpern
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Gewebeproben

Rattengewebe:

e Kollateralarterien aus dem Probebein von Sprague-Dawley Ratten, 3 Tage nach der

Okklussion der Femoralarterie (Herzog et al. 2002).

e Kollateralarterien aus dem Kontrollbein von Sprague-Dawley Ratten, 3 Tage nach der

Ligation der Femoralarterie (Herzog et al. 2002).

e Gefilschnitte aus einem hepatozelluliren Karzinom von Sprague-Dawley Ratten;

(Pathologisches Institut, UKE Hamburg)

Humangewebe:

e Kollateralarterie - Prdparat vom 83 Jahre alten Patient mit akuter Ischidmie

(Entnommen 3 h nach dem Geféaflverschluss).

e Kollateralarterie - Pridparat vom 94 Jahre alten Patient mit akuter Ischdmie.
e Kollateralarterie - Préparat vom 72 Jahre alten Kontrollpatient - Gewebeprobe aus einem

gesunden GefabB.

Die oben aufgefiihrten Gewebeexemplare wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med.

E. Wahlberg (Karolinska Institut, Stockholm) zur Verfiigung gestellt.

2.1.2 Zelllinien

Zur Generierung von monoklonalen, kollateralspezifischen scFv-Antikorpern diente eine
Maus-Hybridomazelllinie, die im Rahmen der experimentellen Arbeiten von Dr. W. D. Ito in
Bad Nauheim hergestellt wurde. Als Ausgangspunkt fiir die Erzeugung dieser Zelllinie
fungierten Ratten, bei denen eine kiinstliche Ligation im Bereich der Femoralarterie
vorgenommen wurde. Zwolf Stunden nach dem Gefal3verschluB wurden den Versuchstieren
die Kollateralarterien entnommen und zu Membranpriparaten verarbeitet. Mit diesen
Membranpriparaten wurden im folgenden Schritt Mause immunisiert. Aus der Milz der
Maiuse wurden die B-Lymphozyten isoliert und mit Myelomzellen fusioniert. Die auf diese
Weise entstandenen Hybridomazellen wurden auf ihre Spezifitit auf Schnitten von

Kollateralarterien tiberpriift und ausselektioniert.
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Die ,,Biopanning“-Experimente in vitro und die immunhistochemischen Nachweise von

kollateral- und endothelspezifischen Antikérpern erfolgten unter Einsatz der unten

aufgefiihrten Zelllinien:

e RHE-A: Rattenherz-Endothelzellen; die Zelllinie A wurde in unserem Labor
durch mehrmaliges Subklonen (Juliane Bergmann, Natalie Obermeyer)
von der urspriinglichen RHE-Zelllinie (Derhaag et al, 1996)

ausdifferenziert und getrennt kultiviert. Die RHE-A Zellen weisen starke
Migrationsfahigkeit auf (Obermeyer et al., 2003).

e RHE-neg.: Durch das Subklonen der Parentalzelllinie (s.0.) wurden ebenfalls die
negativen Rattenherz-Endothelzellen ausselektioniert. Dieser Zelllinie
fehlt die Fahigkeit zur Migration. Die RHE-neg. zeichnen sich durch eine
hohe Proliferationsrate aus (Obermeyer et al., 2003).

e PAE-KDR-11: Endothelzelllinie aus Schweineaorten (AG H. Weich, Braunschweig),
charakteristisch durch die Uberexpression von humanem VEGFR-2
(Waltenberger et al., 1994)

2.1.3 Bakterienstimme, Helferphagen und Phagen

Folgende E. coli Bakterienstimme wurden als Rezipienten fiir rekombinante DNA [R], zur
Plasmidamplifikation [PA] wund -isolierung [PI] sowie zur Protein- [PrE] und

Phagenexpression [PhE] verwendet:

e BL21 (DE3): FompT hsdSg(rg’, mg’) gal dem (DE3); Invitrogen; [R, PA, PI, PrE]

e DHb5a: F $80dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17(r, my') phoA
supE44 N'thi-1 gyrA96 relAl; Invitrogen; [R, PA, PI]

e HB2151: K12 ara A(lac-pro) thi/F" proA'B" lacIZAMI15; Amersham Pharmacia
Biotech; [R, PA, PI, PrE]

e TGI: K12 supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM) 5(rymy’) [F'traD36 proAB
lacl"ZAM15]; Amersham Pharmacia Biotech; [R, PA, PI, PhE]

e TOP10: FmecrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAMI15 AlacX74 recAl araAl139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str) endA1 nupG; Invitrogen; [R, PA, PI]

e XLI1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB lacl®ZAMI15
Tnl0 (Tet")]; Stratagene; [PA, PI]

Fiir die Durchfiihrung des ,,Phage Display* wurde der Helferphage M13K07 (1 x 10'" pfu/ml;

Invitrogen) eingesetzt.
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Zur Expression von scFv-Antikorpern auf der Phagenoberfliche und darauf folgenden

immunhistochemischen Nachweisen wurden folgende Phagen verwendet:

AT: VEGFR-2-spezifische (Thomas Boldicke, Braunschweig) sowie
kollateralspezifische Phagen (Biopanning auf Kollateralgefien im
Rahmen dieser Arbeit)

K555aB4: aus Hybridomazellen generierte, kollateralspezifische Phagen

K555bB2: dito

1-40 VEGFR-2: aus VEGFR-2-Library (Thomas Boldicke; Braunschweig) selektierte,
VEGFR-2- und kollateralspezifische Phagen

2.1.4 Plasmide und Phagemide

Im Rahmen dieser Arbeit kamen folgende Plasmide und Phagemide zum Einsatz:

pCANTAB S E: (Amersham Pharmacia Biotech)

Phagemid Klonierungs- und Expressionsvektor mit einem bakteriellen und einem M13
Replikationsursprung, einem Ampicillin-Resistenzgen als Selektionsmarker, g3p-
Fusionsprotein zur Pridsentation von scFv auf der Oberfliche von M13-Phagen sowie
E-tag-Peptidsequenz zur immunologischen Detektion von 16slichen scFv-Expressions-

produkten.

pCR 2.1-TOPO: (Invitrogen)

Plasmidvektor fiir eine direkte Klonierung von PCR-Produkten in E. coli; enthélt
Ampicillin- und Kanamycin-Resistenzgene als Selektionsmarker sowie lacZa-Gen fiir

blau/weil3 Selektion von positiven Bakterienklonen.

pET 15 b: (Novagen)

Klonierungs- und Expressionsplasmid mit Ampicillin-Resistenzgen als Selektionsmarker
und His-tag-Peptid zur immunologischen Detektion von Proteinen; wurde zur Expression

von loslichen scFv in E. coli eingesetzt.

pUC 18 und pUC 19: (Invitrogen)

Die beiden Vektoren dienten hauptsidchlich als Kontrollplasmide bei der Durchfiihrung

von diversen Klonierungen und Transformationen.
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2.1.5 Synthetische Oligonukleotide und Lingenstandards

Nukleotide:
e 10 mM dNTP Mix, MBI Fermentas
e Oligo (dT)2.18 -Primer (500 ng/ul), Gibco BRL
e Oligo (dT); -latex-Primer (Oligotex), Qiagen

Primer:

1. Kontrollprimer fir die RT-PCR:

e HPRT-Primer (Hypoxantin-Guanin-Phospho-Ribosyl-Transferase), Gibco BRL

2. Primer fiir die Herstellung von scFv:

e Heavy Primers, Amersham Pharmacia
e Light Primer Mix, Amersham Pharmacia
e Linker Primer Mix, Amersham Pharmacia

e RS Primer Mix (Restriction Site Primer), Amersham Pharmacia

3. Primer fiir die Sequenzierung von scFv:

e Sl1-, S3-, S4- und S6-Primer, Amersham Pharmacia

4. Primer mit Nde 1- bzw. Xho 1 -Restriktionsstellen-Adaptoren fiir die kollateralspezifischen
K555aB4-Klone:

e VuNdelA; 5-AGCCGGCCC ATATGATGGCCCA-3";  22-mer; Ty, = 65,8°C
e VuNdelB; 5-GGC CCA TAT GAT GGC CCA GGT GAA - 37; 24-mer; Ty, = 66,1°C
e VyXhollIC;5-GCCGCCTCGAGCCGTTTCAGCT-37; 22-mer; T, = 67,7°C

5. Sequenzierungsprimer fiir die kollateralspezifischen K555aB4/2A-Klone:

e Trx Forward Sequencing Primer, Invitrogen

e pBAD Reverse Sequencing Primer, Invitrogen

6. Sequenzierungsprimer fur die kollateralspezifischen K555bB2-Klone:

e CTAVH; 5-CGCAATTCCTTTAGTTGTTCCT -3 22-mer; T, = 56,5°C
e CTAVL; 5’- CAA GTG GAG GCG GTTCA -3 17-mer; T, = 55,2°C
e CTAI1-F; 5-TTCCAACTTACACACTGGC-3 19-mer; T, = 54,5°C
e CTA2-F; 5-AGT GGG TCT GGA ACAGG-37; 17-mer; T, = 55,2°C
e CTA1-R; 5-TAT CCA ATG AAT TCC AGG CC-37; 20-mer; Ty, = 55,3°C
e CTA2-R; 5-TCAGGCTTCTGCTTCACC-3"; 18-mer; Ty = 56,0°C

e KI; 5- ACA TCT GAA GAT TCT GCA GTG -3 21-mer; Ty, = 55,9°C
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o K2; 5’-TAC ATG CAG CTC AACAGT C-37 19-mer; T, = 54,5°C
o K3; 5'-AACTTA CAC ACT GGC GGC -3 18-mer; Ty, = 56,0°C
o K4, 5-AAG CTG CAG GAGTCA GG -37; 17-mer; T, = 55,2°C
e Linkerl; 5°-CTG ACA TCT GAA GAT TCT GC -3’; 20-mer; T, = 55,3°C
e Linker2; 5-GACAAATCTTCCAACACTGC-3"; 20-mer; Ty, = 55,3°C
e Linker3; 5-ACA AGG CCA CACTGA CTG-3"; 18-mer; T, = 56,0°C

7. Primer mit Sfi I -Restriktionsstellen-Adaptoren fiir die VEGFR-2 -spezifischen A7-
Klone:

e SfilFl; 5-TTT CTA TGC GGC CCA GCC GGC CAT G -3"; 25-mer; T, = 69,5°C
e SfilRI; 5-CGCGGC CGGCTG GGC CCCGTTTCA -3";  24-mer; T, =74,7°C
e SfilR2; 5-CGCGGC CTATTA GGC CCCGTTTCA-3"; 24-mer; Ty, = 67,8°C

8. Sequenzierungsprimer fiir die VEGFR-2 -spezifischen A7-Klone:

e KDR 1-F; 5-AGT GGC AGT GGA TCT GG -3 17-mer; Ty = 55,2°C
e KDR2-F; 5-AAT CAG CAG CAT GGA GGC -3 18-mer; Ty, = 56,0°C
e KDR1-R; 5-CAT GGC TCT GCT TCT CC - 3’; 17-mer; T, = 55,2°C
e KDR2-R; 5-TAT CCA GAA GTCTTGCAGG-3; 19-mer; T, = 54,5°C
e ATF2; 5- GAG GTA TTA ATC CTA ACA GTG G- 3 22-mer; T, = 56,5°C
e ATF3; 5- AGT CTA TTA CTG TGC AAG AGG - 37; 21-mer; T, = 55,9°C
e A7RI; 5-ATC CACTGC CACTGA AGC G -3 19-mer; Tp, = 58,8°C
e ATR2; 5-TGG AGA TGC AGA CAT GAT TGC -3 21-mer; Ty, = 57,9°C
e A7VHFI; 5'-ATT ACT GTG CAA GAG GAC TAT GG -3"; 23-mer; T, = 58,9°C
e A7VHF2; 5-TGG CTC TGG CGG TGG CGG ATC -37; 21-mer; Tr, = 67,6°C
e A7VLF3; 5°-GGT ACC AGC AGA AGT CAA GACCC-3"; 23-mer; Ty, = 64,2°C
e A7VLF4; 5°-AGCATG GAG GCT GAA GAT GC-37; 20-mer; Ty, = 59,4°C
e A7VLRI; 5-TGT GTC ATA AAT CCA GAGTTTGG-3"; 23-mer; T, =57,1°C
e A7VLR2; 5-TGA ACC GCCTCC ACCTGA GG -3 20-mer; T, = 63,5°C
e A7VHR3; 5-TCT ACA GTC AAT GTG GCCTTGCC-3"; 23-mer; Ty, =62,4°C
e A7VHR4; 5-GTA TCC AGA AGT CTT GCA GG -3"; 20-mer; T, = 57,3°C

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Primer von der Firma MWG Biotech

synthetisiert.

Lingenstandards:
e SMART DNA Marker, Eurogentec

e Prestained Precision Plus Protein Standard, Bio-Rad



MATERIAL UND METHODEN 41
2.1.6 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Chemikalien Hersteller Chemikalien Hersteller
Aceton Merck FCS Gibco BRL
Acrylamid Bio-Rad Formaldehyd 37% Merck
Agar Becton Formamid, reinst Merck
Dickinson Gelatine Sigma
Agarose Gibco BRL Glukose Merck
?A%rg;no—9—Ethyl—Carbazole Sigma Glycerol, 87%, reinst Merck
Ammoniumchlorid Merck Glycin Roth
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Ham'’s F 12 mit Glutamin Sigma
Ampicillin Calbiochem Hefeextrakt Becton Dickinson
Adenosin 5’-Triphosphat Amersham HEPES Sigma
(ATP) Pharmacia Hoechst B 2883 Sigma
Bio Safe Coomasie Reagenz | Bio-Rad Hyflo Super Cell Fluka
Borséure Sigma Immersionsol Merck
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B- | Diagnostic Isobutanol Merck
Galactosid (X-Gal) Chemicals Isopropanol Merck
Bromphenolblau Sigma Isopropyl-thiogalactosid Bio Vectra
BSA Sigma (IPTG)
Calciumchlorid Merck Kaliumdihydrogenphosphat | Sigma
Chloroform, reinst Merck Kaliumchlorid Merck
Citronensaure Sigma Kanamycin Sigma
Citronensduremonohydrat Merck Lithiumchlorid Merck
4,6-Diamino-2-Phenylindol | Sigma Magnesiumchlorid Merck
(DAPI) Magnesiumsulfat Merck
Diethylpyrocarbonat (DEPC) | Sigma Mayers Himalaunldsung Merck
Dimethylformamid (DMF) Sigma 2-Mercaptoethanol Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck Methanol Merck
DL-Dithiothreitol Sigma Mineralsl Bio-Rad
qui{[ltglictgr';;\t/ledium Gibeo BRL 3-[N-Morpholino]-propan- Sigma
sulfonsdure (MOPS)

El;l:)estﬁﬁﬁi?edium fur DAKO Moviol Calbiochem
Ethylendiamintetraessigsdure | Sigma Nalidixinsdure ICN Biomedicals
(EDTA) Natriumacetat Merck
Essigsdure, 100% Merck Natriumazid Sigma
Ethanol Merck Natriumcarbonat Merck
Ethidiumbromid Roth Natriumchlorid, reinst Merck
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Natriumdesoxycholat Merck Silbernitrat Roth
Natriumdihydrogenphosphat | Merck Sodiumdodecylsulfat (SDS) | Sigma
di-Natriumhydrogenphosphat | Merck Saccharose Sigma
Natriumhydroxid Merck TEMED Sigma
Natriumthiosulfat Sigma Tetracyclin Sigma
Ni-NTA Agarose Qiagen Thiaminhydrochlorid Sigma
PBS Dulbecco’s Gibco BRL Tissue-Tek Sakura Finetek
Penicillin/Streptomycin Roche Tris Sigma
Phenol Gibco BRL Triton X-100 Sigma
Phenol-Chloroform-Isoamyl- | Sigma Trockenmilch Bio-Rad
alkohol Trypsin-EDTA Gibco BRL
Phenylendiamin (PPD) Merck Trypton Becton Dickinson
Ponceau S-Reagenz Serva Tween 20 Sigma
Propidiumjodid Sigma Wasserstoffperoxid (H,O,) Merck
Protease Inhibitor Coctail- Roche Xylencyanol Merck
Complete, Mini, EDTA-free Xylolersatz XEM-200 Vogel
RNase Inhibitor Gibco BRL
Salzsiure, rauchend, 37% Merck

Verbrauchsmaterialien Hersteller Verbrauchsmaterialien Hersteller
Autoklavierband Eppendorf FACS-Ro6hrchen Sarstedt
Bakterienschalen Eppendorf Faltenfilter Schleicher &
Centricon-Rohrchen Millipore Schuell
Chamber slides Nune Farbekasten Rudolf Franke
DAKO-Pen DAKO Filterpapier Whatman
Deckagliser Marienfeld Geltrocknungsfolie + Rahmen | Promega
Dia-Filme, Ektachrome Kodak Glaszubehdr Schott
64 T Profesional Handschuhe Kimberly-Clark
Digital-Timer Merck Hi Trap Anti-E-tag Séule Amersham
Dialyseschlauche Serva Pharmacia
Drehtisch Schiitt Labor- Impfosen Greiner Bio One

technik Indikatorpapier Merck
Drigalski-Spatel Merck Kodak Bio Max MR Filme Sigma
Druckerpapier fiir Gelbilder: | Mitsubishi Mikroskopische Praparate Merck
K65 HM-ce/KP65 HM-ce Kasten
Einwegsdulen Biorad

diverse Firmen
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Neubauer Zahlkammer Merck Plastik Messkiivetten Rudolf Franke
Nitrocellulose Transfer- Schleicher & . Bio-Rad

Quarz Messkiivette
membran Schuell Eppendorf
Objekttrager Super Frost Plus | Menzel-Gléser 2R<(3)aﬁ‘;10nsgefal$e: 0,5; 1,5 und
Objekitragerhalter Merck Reaktionsgefdlie: 15; 50 ml | Falcon
Objekitrager-Kasten Neo Lab Reaktionsgefdle: 50 ml Nalgene
Parafilm Merck Reaktionsgefialie: 250 ml Beckman
Pasteurpipetten Eppendorf Skalpel und -Klingen Bayha
PCR Reaktionsgefifie: 0,2 ul | Hybaid Spatel Merck
Pinzetten Merck Sterilfilter: 0,2 und 0,45 um | Millipore
Pipetten: 0,5-1; 1-10; 10-100; | Gilson .
100-200 und 200-1000 pl Waschkiivetten Merck
Pipettenspitzen Gilson, Wigepapier Machery Nagel
Eppendorf Wigeschilchen Machery Nagel
Pipettierhilfe-Pipettus Hirschmann Zellkulturflaschen Falcon
Laborgerite
Plastik Pipetten: 2; 5; 10 und | Falcon
25 ml
2.1.7 Medien, Puffer und Losungen
Medien:

e LB-Medium: 1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 0,5% NaCl; (w/v); pH 7.5

e [ B-Agar: LB-Medium; 1,5% Agar (w/v)

e LB-Amp-Agar: LB-Agar; 100png/ml Ampicillin

e [ BG-Medium: LB-Medium; 20mM Glukose

e Medium fiir Hybridoma- Dulbecco’s MEM Medium; 10% FCS;

zellen: 0,2% Penicillin/Streptomycin(500x); (v/v);
30 mM HEPES Puffer
e Medium fiir PAE- Ham’s F12 mit Glutamin; 10% FCS;
KDR-11-Zellen: 0,2% Penicillin/Streptomycin; (v/v)
e Medium fiir RHE Dulbecco’s Medium mit Glutamat; 10% FCS;
-Zellen: 0,2% Penicillin/Streptomycin (500x); (v/v)
e Minimalagar: 0,6% Na,HPO, (dibasic) (w/v); 0,3% KH,;PO4 (monobasic)
(w/v); 0,1% NH4Cl (w/v); 1,5% Agar (w/v); 1mM MgCl, x

e SB-Medium:

6H,0; 1 mM CaCl; x 2H,0; 1 mM Thiaminhydrochlorid; 0,1%
Glukose; pH 7,4

3,5% Trypton; 2% Hefeextrakt; 0,5% NaCl; (w/v); pH 7,5
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SB-AG-Medium:
SB-AI-Medium:
SOBAG-Medium:

SOBAG-Agar:
SOBAG-N-Agar:
SOC-Medium:

2 x YT-Medium:

2 x YT-AG-Medium:
2 x YT-AI-Medium:
2 x YT-AK-Medium:
2 x YT-G-Medium:
2 x YT-N-Medium:

Puffer und Losungen:

AEC-Stock-Losung:

Agarose fiir DNA-Gele:

Agarose fiir RNA-Gele:

Ampicillin-Stocklosung:

10 x Bindungspuffer fiir

die Anti-E-Tag Séule:
Blocking Puffer A:
Blocking Puffer B:
Blocking Puffer C:
Blocking Puffer D:
Blocking Puffer E:
Blocking Puffer F:

10 x Blotting-Losung:

Blotting-Puffer:

Citrat-Puffer:

SB-Medium; 100 pg/ml Ampicillin; 2% Glukose
SB-Medium; 100 pg/ml Ampicillin; 1mM IPTG

2% Trypton (w/v); 0,5% Hefeextrakt (w/v); 0,05% NaCl (w/v);
10 mM MgCly; 111 mM Glukose; 100 pg/ml Ampicillin

SOBAG-Medium; 1,5% Agar (w/v)
SOBAG-Agar; 100 pg/ml Nalidixinsdure

2% Trypton (w/v); 0,5% Hefeextrakt (w/v); 0,05% NaCl (w/v);
2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,; 20 mM Glukose; pH 7,0

1,7% Trypton; 1% Hefeextrakt; 0,5% NaCl; (w/v)

2 x YT-Medium; 100 pg/ml Ampicillin; 2% Glukose

2 x YT-Medium; 100 pg/ml Ampicillin; 1 mM IPTG

2 x YT-Medium; 100 pg/ml Ampicillin; 50 pg/ml Kanamycin
2 x YT-Medium; 2% Glukose

2 x YT-Medium; 100 pg/ml Nalidixinsdure

1 Tablette AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazole) in 5 ml
Dimethylformamid (DMF)

0,7-2% Agarose (w/v); in 1 x TBE-Puffer

0,7-2% Agarose (w/v); 10% 10 x MOPS, (v/v);
2% Formaldehyd; 0,01% Ethidiumbromid; (v/v);
in DEPC H,O

20 mg/ml Ampicillin

1,38% NaH,PO4 x H,O; 1,78% Na,HPO4 x 2H,0;
0,05% NaNs; (w/v); pH 7,0

1 x PBS; 10% fettfreie Trockenmilch (w/v)
3% BSA (w/v); in 1 x PBS

3% BSA (w/v);in 1 x TBS pH 7,5

5% Trockenmilch (w/v); in Waschpuffer A
5% BSA; 0,5% Glycin; (w/v) in 1 x PBS
1% BSA (w/v); in 1 x PBS

1,2% Tris; 5,6% Glycin; (w/v)

100 ml Blotting-Losung; 200 ml Methanol;
700 ml H,O

0,21% Citronensduremonohydrat; pH 6,0
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Citronenséure-Losung flir
die Silberfarbung:

Denaturierungspuffer fiir
RNA-Proben:

10 x Elutionspuffer fiir
die Anti-E-Tag Séaule:

Elutionspuffer S:

Entwicklungslésung fiir
die Silberfarbung:

Ethanol-Fixans:

Féarbelosung fiir die Immun-
histochemie:

Férbelosung fiir die
Silberfarbung:

Fixierungslosung A fiir die
Silberfarbung:

Fixierungslosung B fiir die
Silberfarbung:

Gelatinelosung fiir die
Immunhistochemie:

Kanamycin-Stockldsung:

Ladepuffer fiir DNA-Proben:

2 x Ladepufter fiir Protein-
Proben (nicht reduziert):

2 x Ladepuffer fiir Protein-
Proben (reduziert):

Ladepuffer fiir RNA-Proben:

Laufpuffer fiir PAA-Gele:

Losung A fiir die Immun-
histochemie:

10 x MOPS-Puffer:

Natriumcarbonat-Stocklosung:

1 x Neutralisationspuffer fiir
die Anti-E Tag Saule:

PAA-Sammelgele (4%-ig):

2,3 M Citronenséure

63,3% deionisiertes Formamid; 13,3% 10 x MOPS;
8,6% sdurefreies Formaldehyd; (v/v)

1 M Glycin; pH 3,0

250 mM Imidazol in 1 x PBS, pH 7.5

6% Natriumcarbonat (12%-ige Stocklosung); (v/v)
6 mM Formaldehyd (37%)

30 ml 50 mM Glycin; 70 ml Ethanol absolut; pH 2,0

10 ml Natriumacetat (0,1 M, pH 4,8);
500 ul AEC-Stock-Ldsung; 2 ul H,O,

0,2% Silbernitrat (10 %-ige Stockldsung); (v/v)
1 mM Formaldehyd (37%)

50% Methanol; 10% Essigsdure; (v/v)

5% Methanol; 7,5% Essigsdure; (v/v)

1% Gelatine in 1 x PBS

25 mg/ml Kanamycin

1% Bromphenolblau; 1% Xylencyanol; 50% Glycerin;
in 1 x TBE-Puffer

23,8% 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 19% Glycerol; (v/v);
14,5% SDS; 0,09% Bromphenolblau; (v/v)

23,8% 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 19% Glycerol; (v/v);
14,5% SDS; 0,09% B-Mercaptoethanol;
0,09% Bromphenolblau; (v/v)

0,2% Denaturierungspuffer; 0,02% Proben-Puffer (PP);
(v/v); in DEPC H,O

1,5 M Tris; pH 8,8

10% 10 x PBS; 2% Gelatinelosung; 0,05% Tween 20;
(v/v);

40 mM MOPS; 10 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA
12% Natriumcarbonat (w/v)

1 M Tris-Base; 0,05% NaNs (w/v); pH 8,2

0,630 ml Stocking-Puffer; 0,250 ml Acrylamid (40%-ig);
25 ul SDS (10%-ig); 12,5 ul APS (10%-ig); 2,5 ul
TEMED; 1,6 ml H,O
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PAA-Trenngele (12%-1g):

PAA-Trenngele (15%-1g):

PAA-Trenngele (20%-1g):

10 x PBS:

PEG/NaCl:
RNA-Proben-Puffer (PP):

Sensitivierungslosung fiir
die Silberfarbung:

Silbernitrat-Stocklosung:

Stocking-Puffer fiir PAA-Gele:

10 x TBE-Puffer:

TBS-Puffer:
TBS-Tween-Puffer:

TBS-Tween/Triton-Puffer:

TE-Puffer:
TELT Lysis-Puffer:

1 x TES-Puffer:

TSS-Puffer:

1 x Waschpuffer A fiir
Chemilumineszenz:

1 x Waschpuffer B fiir
Chemilumineszenz:

Waschpuffer IF fiir

Immunfluoreszenzhistochemie:

2,5 ml Laufpuffer; 3 ml Acrylamid (40%-ig);
100 pul SDS (10%-ig); 50 ul APS (10%-ig); 5 ul TEMED
4,3 ml H20

2,5 ml Laufpuffer; 3,6 ml Acrylamid (40%-ig);
100 pl SDS (10%-ig); 50 ul APS (10%-ig); 5 ul TEMED
3,75 ml H,O

2,5 ml Laufpuffer; 5 ml Acrylamid (40%-ig);
100 pl SDS (10%-1g); 50 ul APS (10%-1g); 5 ul TEMED
2,35 ml H,O

8% NaCl; 0,2% KCI; 0,2% KH,PO4;
0,76% Na,HPO, x H,0; (w/v); pH 7,4

20% PEG 8000; 14,6% NaCl; (w/v)

gesittigtes Bromphenolblau; 50% Glycerin (v/v);
in DEPC H,0

0,02% Natriumthiosulfat

10% Silbernitrat (w/v)
0,5 M Tris; pH 6,6

10,8% Tris-Base (w/v); 5,5% Borséure (w/v);
20 mM EDTA, pH 8,0

10 mM Tris-HCL, pH 7,5; 150 mM NaCl

20 mM Tris-HCL pH 7,5; 500 mM NacCl;
0,05% Tween 20; (v/v)

20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 500 mM NaCl;
0,05% Tween 20 (v/v); 0,2% Triton X-100 (v/v)

10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA, pH 8,0

50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 62,5 mM EDTA; 2,5 M LiCl;
0,4% Triton X-100

0,2 M Tris-HCI (pH 8,0); 0,5 mM EDTA; 0,5 M
Saccharose

1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 0,5% NaCl;
10% PEG 3350; (w/v); 5% DMSO (v/v); 50 mM MgCl,;
pH 6,5

10 mM Tris-Cl; 0,5% NaCl, (w/v); 0,1 % Tween 20

0,25% Natriumdesoxycholat; 0,1% SDS; (w/v);
in 1 x Waschpuffer A

0,5% Glycin (w/v); in 1 x PBS
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e Waschpuffer fiir die RHE 2% FCS (v/v); in 1 x PBS (Dulbecco’s)
Zellen:

e Waschpuffer S fiir die 16slichen 20 mM Imidazol in 1 x PBS, pH 7,5
scFv:

Alle oben erwidhnten Medien, Puffer und Losungen wurden mit entionisiertem Wasser
angesetzt und gegebenenfalls autoklaviert (20 min./121°C/1 bar). Thermolabile Komponenten
wurden durch einen 0,2 bzw. 0,45 um Filter sterilfiltriert und nach dem Autoklavieren sowie
Abkiihlen auf 50°C zugegeben. Zur Einstellung des pH-Wertes wurde, wenn nicht anders
vermerkt, 1M HCI oder 1M NaOH verwendet.

2.1.8 Enzyme und Reaktionskits

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Enzyme und Reaktionskits verwendet:

Enzyme:

e Alkalische Posphatase aus Kélberdarm (Roche, Mannheim)

e Deoxyribonuclease I, Amplification Grade; 1 U/ ul (Gibco BRL, Eggenstein)
e Lysozym (USB Corporation, USA)

e Ndel; 10 U/ul (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

e Notl, 10 U/ul (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

e Sfil; 10 U/ul (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

e Xhol; 10 U/ul (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

e Platinum Pfx DNA Polymerase; 2,5 U/ul (Invitrogen, Karlsruhe)

e Platinum 7agPCRx DNA Polymerase; 5 U/ul (Invitrogen, Karlsruhe)

e RNase A (Sigma-Aldrich, Seelze )

e SUPERSCRIPT ™ II RNase H™ Reverse Transcriptase; 200 U/ul (Gibco BRL, Eggenstein)
e T4 DNA Ligase (USB Corporation,USA)

e Tagq DNA Polymerase; 5 U/ul (Invitrogen, Karlsruhe)

Alle verwendeten Enzyme wurden mit den entsprechenden Puffern, gegebenenfalls anderen
bendtigten Zusitzen, geliefert und nach Herstellerangaben eingesetzt.
Reaktionskits:

e ABIPRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaktion Kit (Perkin Elmer,
Rodgau-Jiigesheim)
¢ Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Miinchen)
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e Bio Safe Coomassie-Stain (Bio-Rad, Miinchen)

e BrdU Kit (Roche, Mannheim)

e ECL Western blotting detection reagents and analysis system (Amersham Biosciences,
Freiburg)

e Expression Module/ Recombinant Phage Antibody System (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg)

e E.ZN.A. Plasmid Miniprep Kit II (PeqLab, Erlangen)

e ImmunoPure (L) Immunoglobulin Purification Kit (Pierce, Bonn)

e Mouse ScFv Module/ Recombinant Phage Antibody System (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg)

e Oligotex mRNA Kit (Qiagen, Hilden)

e pBAD/TOPO ThioFusion Expression System (Invitrogen, Karlsruhe)

e peqGOLD RNAPure™ (PeqLab, Erlangen)

e QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden)

e QIAprep Spin M13 Kit (Qiagen, Hilden)

e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

e QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden)

e QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

e Rapid DNA Ligation Kit (Roche, Mannheim)

e Re-Blot Plus Strang Stripping Solution (Chemicon International, Hotheim)

e RPAS Purification Module (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

e TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe)
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2.1.9 Antikorper und enzymkonjugierte Nachweisantikorper

Tabellarische Zusammenstellung der verwendeten priméren Antikorper:

BEZEICHNUNG WIRT SPEZIFITAT VERWENDETE HERSTELLER

DES VERDUNNUNG

ANTIKORPERS

1. asm Actin Maus glatte Muskelzellen | 1:100 (IF) Dianova

von verschiedenen
Spezies
2. CD31 Hamster Maus CD 31 1:100 (IH) Endogen
(PECAM 1)
3. CD3l Maus Ratten-CD 31 1:100 (IH) Serotec
(PECAM 1)

4. CTA-157 Maus kollateralspezifisch | 1:5 (IH) Laboreigener
(Hybridoma . ) Antikorper
“Uberstand) 1:3 (IH-Zellen)

1:50; 1:100 (IF)

5. CTA-157 Maus kollateralspezifisch | Pur auf humanen | Laboreigener
aufgereinigtes Gewebeschnitten. | Antikorper
Extrakt 1:2; 1:5 (IH-Ratte)

0,05 mg/ml
6. Anti E-tag Maus C-terminales E-tag- | 1:200 (IH) Amersham
Peptid von rekom- Pharmacia
binanten scFv Biotech

7. Anti E-tag Maus C-terminales E-tag- | 1:1000 (WB) Amersham

H Peptid von rekom- Pharmacia
P binanten scFv Biotech
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8. Anti-His | Maus C-terminale Poly- | 1:1000 (WB)
(C-terminal) hlStl.dm__,(6 X His) Invitrogen
Aminosduresequenz
_Hrp
9. Ki-67 Kaninchen Human-Ki-67 1:50; 1:100 (IH) Santa Cruz
10. Anti- Maus M13-Phagen 1:50 (IH-Human) Amersham
M13 Pharmacia
1:300 (IH-Ratt )
( atte) Biotech
1:200 (IH-Zellen)
1:300 (IF)
11. PCNA Maus Maus-, Ratten-, | 1:100 (IH)
Human-, Insekten- Santa Cruz
PCNA vom p36
Protein
Tabellarische Zusammenstellung der verwendeten sekundiren bzw. tertidren Antikorper:
BEZEICHNUNG WIRT SPEZIFITAT VERWENDETE HERSTELLER
DES VERDUNNUNG
ANTIKORPERS
1. DAG-PO Esel Ziege 1:500 (IH) Dianova
2. DAM-PO Esel Maus 1:300 (IH-Human) | Dianova
3. DAR-Bio Esel Kaninchen 1:100 (IH) Dianova
4. DAR-PO Esel Kaninchen 1:300; 1:500 (IH) | Dianova
5. GAH-Bio Ziege Hamster 1:150 (IH) Dianova
6. GAH-PO Ziege Hamster 1:100 (IH) Dianova
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7. GAM-Bio Ziege Maus 1:200 (IH) Dianova
1:100 (IH-Zellen)

8.GAM-Cy, Ziege Maus 1:200 (IF) Dianova
1:100 (IF)

9. GAM-PO Ziege Maus 1:500 (IH) Dianova
1:5000 (WB)

10. Anti-Hamster Hamster 1:150 (IH) Vector

Bio

11. Streptavidin 1:100 (IF) Dianova

- FITC

12. Streptavidin - 1:100 (IH-Zellen) | Dianova

Peroxidase 1:500 (TH)

13. Streptavidin - 1:100 (IF) Dianova

Rhodamin

IH: Immunhistochemie; IF: Immunfluoreszenz; WB: Western Blot

2.1.10 Laborgerite, Apparaturen und sonstiges Zubehor

e Analysewaagen:

- Sartorius Analytic A 200 S (Sartorius GmbH, Géttingen)
- Kern 572 (Gottl. Kern & Sohn GmbH, Albstadt)

e Autoklav:
- Tuttnauer Systec 2540 ELV (Systec GmbH Labor-Systemtechnik, Wettenberg)
e Brutschrinke:

- B 5060 EK/CO; Begasungsbrutschrank (Heraeus Instruments, Hanau)
- Sanyo CO; Inkubator, MCO — 17 AIC (Sanyo Electric Co., Ltd., Japan)

e DNA-Sequenzierer und Zubehor:

- Abi Prism 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems, Darmstadt)
e Elektroblotting-Apparaturen und Zubehdr:
- Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Power Pack 300 (Bio-Rad, Miinchen)

e Folienschweissgerit:

- Polystar-Tischschweissgerit 243 (Rische + Herfurth GmbH, Hamburg)

¢ Fotodokumentationssystem:

- Photo-Print Video-Geldokumentationssystem Modell P 115-SD Vilber Lourmat
(PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
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Gelelektrophorese-Apparaturen und Zubehor:

- Agagel Mini und Maxi, Standard Power Pack (Biometra, Gottingen)

ostat:
- 2800 Frigocut N (Reichert-Jung, Cambridge Instruments GmbH, Nussloch)
Kiihltruhen:

- Liebherr Premium;+4°C, -20°C (Liebherr-Hausgerdte GmbH, Ochsenhausen)
- Kryotec; -80°C (Hans-S. Schroder GmbH, Hamburg)

Magnetriihrer mit Heizplatte:
- IKA RH basic (IKA Labortechnik, Staufen)

Mikroskope:

- Fluoreszenzmikroskop — Axiovert 100, (Zeiss, Jena)
- Olympus BH2 (OM System, Japan)
- Binokular — Olympus CK 2 (OM System, Japan)

Mikrotom:

- RM 2125 RT (Leica, Bensheim)
Mikrowelle:

- Gourmet 2210 (Bosch, Dizingen)
PCR-Thermocycler:

- Tpersonal-Profi-Cycler (Biometra, Gottingen)

Peristaltische Pumpe:

- Peristaltische Pumpe P1 (Amersham Bioscience, Freiburg)

pH-Meter:

- Mikroprozessor pH-Meter, pH 537, (Wissenschaftlich-Technische Werkstitten GmbH,
Wilheim)

Photometer:

- Smart Spec 3000 Spectrophotometer (Bio-Rad, Miinchen)
Polytron:

- PCU Kinematika (Luzern, Schweiz)
Proteingel-Apparaturen und Zubehdr:

- Mini- Protean 3 Cell (Bio-Rad, Miinchen)

Rotator:
- RF-60-Rotator (Rudolph Franke Labortechnik, Hamburg)
Saugpumpe mit Zubehor:

- Vacuubrand BVC 21 (Vacuubrand GmbH + Co., Wertheim)

52
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Scanner:
- Epson Stylus Perfection 1240 U (Epson, Diisseldorf)
Schiittler:

- KS-15 Edmund Biihler (Johanna Otto GmbH, Hechingen)

- Coulter Mixer (Coulter Elektronics Limited)

- Heidolph Polymax 2040 (Heidolph Elektro GmbH & Co KG, Kelheim)

- Mini Rocker MR-1 Mini Wippschiittler (Rudolph Franke Labortechnik, Hamburg)

Sterilbinke:

- Hera safe (Heraeus Instruments, Hanau)
- Holten Lamin Air HVR 2448 (Heraeus Instruments, Hanau)

Thermomixer:
- Thermomixer Comfort Eppendorf (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)

Trockenschrank:

- Function line (Heraeus Instruments, Hanau)

Vortexer:

- IKA-Werk VF2 (IKA Labortechnik, Staufen)
- Genie 2 Vortex (Scientific Industries, Bohemia, USA)

Wasserbad:
- GFL 1083 (Burgwedel)

Wasserdeionisierungsanlage:

- SG Reinstwasser-System clear (SG Wasseraufbereitung, Barsbiittel)

Zentrifugen:

- Eppendorfzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)

- Rotina 35 R (Hettich, Tuttlingen); Rotore: 1714 (Max. 15.000 rpm), 1724 (Max. 5.000
rpm)

- Beckman J2-HC Centrifuge (Beckman Instruments GmbH, Miinchen); Rotore: JA-20
(Max. 20.000 rpm), JA-14 (Max. 14.000 rpm), JS-4.3 (Max. 4.300 rpm)

- Biofuge pico, Heraeus 3325 B (Kendro Laboratory Products, Osterode);
Rotor: Max. 1.300 rpm

- Function Line Laborfuge 400 R (Heraeus Instruments, Hanau); Rotor: Max. 5.000 rpm
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung von Hybridomazellen

Die Kultivierung von Hybridomazellen erfolgte in Dulbecco’s MEM Medium unter Zugabe
von 10% FCS (v/v), 0,2% Penicillin/Streptomycin (v/v) und 30 mM HEPES Puffer im CO,
Inkubator (5% CO,) bei 37°C. Die Anzahl der pro Zellkulturflasche (80 cm?) ausgesiten
Zellen betrug in der Regel zwischen 4 x 10° und 1 x 10° auf 30 ml Medium. Zur
Gewdihrleistung einer effizienten Vermehrungsrate wurde das Kulturmedium im Rhythmus
von 2 Tagen erneuert. Nach dem Erreichen eines Konfluenzstadiums wurden die Hybridoma-
zellen durch ,,Abschlagen von der Oberfliche der Kulturflasche im Medium suspendiert.
Jeweils ein Fiinftel der Zellsuspension wurde in eine neue Zellkulturflasche tiberfiihrt und zur
weiteren Kultivierung mit frischem Medium versorgt.

Zur RNA-Isolierung (siche 2.3.1.1) wurden die Hybridomazellen (jeweils ca. 5 x 10°
Zellen) zunéchst fiir 10 min in einer auf 4°C vorgekiihlten Zentrifuge bei 1.500 rpm (400 x g)
pelletiert. Nach dem Entfernen der Kulturiiberstinde wurden die Sedimente im sterilen
0,9%-igen NaCl aufgenommen (4 ml) und zweimal gewaschen. Nach dem letzten Waschgang
wurden die Hybridomazellen in Kryordhrchen (1,5 ml) iiberfiihrt, mit 1 ml 0,9%-igen NaCl
versetzt und 5 min bei 1.500 rpm und 4°C sedimentiert. AnschlieBend wurden die Uberstiinde
dekantiert und die Zellpellets entweder direkt fiir die RNA-Isolierung eingesetzt oder in
fliissigem Stickstoff eingefroren und tiber ldngere Zeit bei -80°C gelagert.

Fir die Gewinnung von CTA (siche 2.1.9) wurden die Zelliiberstinde der
Hybridomakulturen verwendet. Zu diesem Zweck wurden mehrere Zellsuspensionen in einem
Becherglas vereinigt, mit einem gehduften Essloffel von Hyflo Super Cel (Fluka) versetzt und
durch einen 0,22 pum Filter mit Membranfiltereinsatz sterilfiltriert. Die auf diese Weise

erhaltenen, zellfreien Uberstinde wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.2 Kultivierung von RHE-A/neg.- und PAE-KDR-11- Endothelzelllinien

Die Anzucht von RHE-A/neg.-Endothelzellen erfolgte in Dulbecco’s Medium mit Glutamat
unter Zugabe von 10% FCS (v/v) und 0,2% Penicillin/Streptomycin im CO, Inkubator (5%
CO,) bei 37°C. Fiir die Kultivierung von PAE-KDR-11-Zelllinien (ebenfalls bei 37°C und 5%
CO;) wurde ein glutaminreiches Ham’s F12 Medium mit 10% FCS (v/v) und 0,2%
Penicillin/Streptomycin (v/v) verwendet. Zur Vorbeugung einer bakteriellen sowie pilzlichen
Kontamination der Zellen wurde dem Medium alle 3 Wochen 300 pg/ml G418 (Geneticin)
zugesetzt. Beide Zelllinien wurden mit einer Konzentration von 1 x 10° Zellen pro Zell-

kulturflasche ausgesét und alle 2 bis 3 Tage in Verhiltnissen von 1:4 bis 1:6 gesplittet.
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Die RHE-A/neg.- und die PAE-KDR-11-Endothelzellen zeichnen sich durch eine hohe
Adhdrenz aus und wurden nach dem Erreichen der Subkonfluenz vom Boden der
Zellkulturflasche durch ein enzymatisches Verfahren abgelost. Zu diesem Zweck wurde
zundchst das Kulturmedium samt allen nicht adhérenten (toten) Zellen mittels einer
Vakuumsaugpumpe entfernt. Die Zellen wurden in 10-15 ml PBS gewaschen, mit 4-8 ml
Trypsin-Losung (0,05% Trypsin, 0,53 mM EDTA*4Na) iiberschichtet und fiir 2 min bei 37°C
inkubiert. Das hierfiir verwendete Enzym Trypsin ist eine Protease, die eine Spaltung von
Peptidbindungen auf der Carboxylseite von Lysin- und Argininresten verursacht und dadurch
eine Ablosung der Zellen sowohl vom Flaschenboden als auch voneinander hervorruft. Zur
Komplexierung der im Restmedium enthaltenen Mg®- und Ca®"-Ionen, die die Wirkung von
Trypsin stark beeintridchtigen konnen, diente EDTA, welches als eine Komponente der
Trypsinlosung vorhanden ist.

Die Trypsinierung wurde anschlieBend durch die Zugabe von frischem
Zellkulturmedium mit 10% FCS abgestoppt. Dazu wurden die Zellen zunichst vom
Flaschenboden abgeklopft, lichtmikroskopisch verifiziert und dann mit 4-8 ml Medium
versetzt. Weiterhin wurden die Zellen in saubere Reagenzrohrchen iiberfiihrt und fiir 3 min
bei 4°C und 1.000 rpm (170 x g) pelletiert. Die Kulturiiberstinde wurden vorsichtig abgesaugt
und die Pellets zuerst in der verbliebenen Fliissigkeit resuspendiert und spéter mit 10-15 ml
frischem Kulturmedium versetzt. Nach der Ermittlung der Lebendzellzahl (siehe 2.2.3)
wurden die Zellen entweder zur weiteren Kultivierung auf mehrere Kulturflaschen verteilt
oder zur Langzeitlagerung entsprechend prépariert (siche 2.2.4) und in fliissigem Stickstoff

eingefroren.

2.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mittels einer Zdhlkammer nach Neubauer. Zur
optischen Unterscheidung zwischen den lebenden und toten Zellen wurde eine Anfarbung der
Zellsuspension mit Trypanblau-Losung (Verdiinnung 1:10 mit PBS) vorgenommen. Dazu
wurde 100 pl der Zellkultur mit 100 ul Trypanblau in einer Mikrotiterplatte gemischt und ein
Tropfen der Suspension in die Zdhlkammer pipettiert. Da Trypanblau tote Zellen dunkelblau
anfarbt, konnte somit der Titer der lebenden, transparenten Zellen problemlos ermittelt
werden. Zur prozentuellen Bestimmung des Zelltiters wurden jeweils vier Groflquadrate
ausgezihlt. Um auf die BezugsgroBe von 1 ml (1 cm’) gelangen zu kénnen wurde die

erhaltene Zellzahl mit dem Kammerfaktor 1 x 10* sowie dem entsprechenden Verdiinnungs-
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faktor (1:2) multipliziert. Auf diese Weise ergab sich die Formel: (Z/4) x 2 x 10°, mit welcher

die Anzahl der lebenden Zellen (Z) pro 1 ml der Zellsuspension festgelegt werden konnte.

2.2.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fiir die Langzeitlagerung wurden in Kryordhrchen ca. 2 x 10° Zellen in 1 ml Einfriermedium
(Gibco BRL) aufgenommen und in einen Behilter mit Isopropanol iiberfiihrt, der ein
langsames Absinken der Temperatur gewéhrleistet. Dieser Behélter wurde einen Tag bei
-80°C aufbewahrt. Nach dem verzogerten Einfrieren bei -80°C wurden die Zellen in
Kryordhrchen in einen Fliissigstickstoffbehilter {iberfiihrt und dort bis zum weiteren Einsatz
bei -196°C (Fliissigphase vom Stickstoff) oder bei -155°C (Gasphase vom fliissigen
Stickstoff) gelagert.

Das im Einfriermedium enthaltene Gefrierschutzmittel DMSO gewihrleistet zwar
einen effektiven Schutz vor Bildung der Eiskristalle wihrend der Gefrierphase, musste jedoch
aufgrund seiner hohen Zelltoxizitit unmittelbar nach dem Auftauen der Zellen durch Waschen
entfernt werden. Das Auftauen von Zellen erfolgte durch langsames Schwenken der
Kryorohrchen in einem auf 37°C vortemperierten Wasserbad. Unmittelbar nach der
Verfliissigung wurden die Zellen in 10 ml warmes Kulturmedium iiberfiihrt und 3 min bei
1.000 rpm (170 x g) und 4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das
Zellpellet in 5 ml Kulturmedium resuspendiert und auf zwei Zellkulturflaschen verteilt. Zur
Rekultivierung wurden die Kulturflaschen mit jeweils 7,5-12,5 ml Medium aufgefiillt und wie

bereits in 2.2.2 beschrieben inkubiert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Methoden zur RNA-Aufarbeitung

Das Arbeiten mit RNA erfordert sterile Bedingungen, da schon eine geringe RNase-
Kontamination zu einer schnellen Degradation dieser Nukleinsdure fithren kann. RNasen sind
sehr stabil, bendtigen keine Cofaktoren fiir ihre Aktivitit und konnen durch Autoklavieren
nicht vollstindig inaktiviert werden. Um Verunreinigungen mit RNasen zu vermeiden,
wurden wihrend der Experimente Handschuhe getragen und ausschlieBlich RNase-freie
Losungen und Gerdte verwendet. Vorhandene RNasen wurden durch die Behandlung mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) inaktiviert. Dazu wurden die Losungen mit 0,2% DEPC
versetzt, kréftig geschiittelt und fiir 12 h bei 37°C inkubiert. Das iiberschiissige DEPC wurde
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anschlieBend durch Autoklavieren entfernt. Glasgefile wurden mit DEPC-haltigem H,O
ausgeschiittelt, autoklaviert und mehrere Stunden bei 180°C getrocknet.

DEPC inaktiviert RNasen durch kovalente Modifikationen vor allem des
Histidinrestes im aktiven Zentrum. Ein Uberschuss von DEPC fiihrt zu RNA-Modifikationen
wie z.B. Carbethoxylierung der Adenine oder Guanine. Beim Erhitzen und Autoklavieren
zerfdllt das DEPC in Ethanol und Kohlendioxid und wird auf diese Weise aus den Lésungen
entfernt. Zur Inaktivierung geringer RNase-Mengen, z.B. bei einem DNase-Verdau oder der
cDNA-Synthese, wurde der RNase-Inhibitor verwendet. Dieses saure Protein verhindert die

RNase-Aktivitdt indem es mit dem Enzym einen nichtkovalenten Komplex bildet.

2.3.1.1 Isolierung von RNA aus Hybridomazellen

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Hybridomazellen erfolgte nach dem peqGOLD
RNA Pure ™ Protokoll der Firma PeqLab. Die Methode basiert auf einer Einschritt-
Fliissigphasen-Separation. Das verwendete Reagenz (peqGOLD RNA Pure ™) enthilt Phenol
und Guanidinisothiocyanat in einphasiger Losung. Nach der Zugabe von Chloroform und
anschlieender Zentrifugation trennt sich das Homogenat in drei Phasen auf, wobei sich die
RNA in der wissrigen Phase befindet.

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurden ca. 5 x 10° Zellen/ml eingesetzt. Die
tiefgefrorenen bzw. frisch geernteten Hybridomazellen wurden zunédchst mit 1 ml des oben
erwahnten Reagenzes versetzt und mit Hilfe eines elektrischen Homogenisators (Polytron)
aufgeschlossen. Um die Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu gewdhrleisten, wurden die
Proben fiir 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Daraufhin erfolgte die Zugabe von
0,2 ml Chloroform. Die Reaktionsgefifle wurden 15 sec kréftig geschiittelt und anschlieBend
3 min bei RT stehengelassen. Eine darauffolgende Zentrifugation fiir 15 min bei 12.000 x g
und 4°C fiihrte zur Trennung der Proben in drei Phasen. Wihrend die obere, farblose,
wissrige Phase zum grof3ten Teil RNA enthielt, waren die untere, gelbe Phenol-Chloroform-
Phase und die dazwischenliegende Interphase iiberwiegend mit DNA und Proteinen
angereichert. Nachdem die wissrige Phase in ein frisches Eppendorf-Gefal3 tiberfiihrt wurde,
konnte die Féllung der RNA mit Isopropanol durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Proben
mit 0,5 ml Isopropanol versetzt, leicht geschwenkt, 10 min bei RT inkubiert und anschlie3end
10 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Isopropanoliiberstand wurde entfernt, das
Sediment in 0,5 ml 4 M LiCl resuspendiert und dann 10 min bei 3.000 x g und 4°C gefillt.
Die LiCl-Féllung diente der Beseitigung von restlichen DNA-Verunreinigungen, die bei

dieser Reaktion an das Salz binden und somit gut ausgewaschen werden koénnen. Die
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Uberstinde wurden mit einer Gilson-Pipette abgenommen, das RNA-Prizipitat zweimal mit
1 ml 70% Ethanol versetzt und durch Vortexen und anschlieBendes Zentrifugieren (10 min,
12.000 x g, 4°C) gewaschen. Das gewaschene RNA-Pellet wurde dann 5 min an der Luft
getrocknet und in RNase-freiem Wasser gelost. Durch Erhitzen der RNA-Probe in einem
Inkubations-Thermoblock auf 55-60°C wurde ihre Losbarkeit verbessert. Weiterhin wurde die
wissrige Nukleinsdurelésung mit 1 pl RNase-Inhibitor versetzt und fiir die spiteren Analysen

bei -80°C gelagert.

2.3.1.2 Reinigung und Konzentrationsbestimmung der RNA

Zur weiteren Reinigung und Aufkonzentrierung von RNA wurde eine Ethanolféllung
durchgefiihrt. In Gegenwart monovalenter Kationen bildet die RNA in Ethanol einen
unldslichen Niederschlag, der durch Zentrifugieren isoliert werden kann. Fiir die Féllung
wurde ein definiertes Volumen der untersuchten RNA-Probe zunéichst durch die Zugabe von
1 M NaCl-Losung auf eine Salzkonzentration von 0,1 M NaCl eingestellt und mit zwei
Volumen eiskaltem 96%-igen Ethanol versetzt. Der Reaktionsansatz wurde kréftig gevortext
und iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Probe 15 min bei
15.000 rpm (23.640 x g) und 4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die
RNA durch zweimaliges Uberschichten mit gekiihltem, 70%-igem Ethanol gewaschen
(10 min, 15.000 rpm, 4°C). Da das mitgefillte NaCl in 70%-igem Ethanol gut 16slich ist,
konnte es auf diese Weise aus dem RNA-Sediment groftenteils entfernt werden.
Anschliefend wurde das RNA-Pellet kurz getrocknet und in DEPC-H,0 geldst.

Die Konzentration der RNA wurde durch photometrische Messung bei Wellenldngen
von 260 und 280 nm ermittelt. Zu diesem Zweck wurden Quarzkiivetten verwendet, da diese
das UV-Licht nicht absorbieren. Eine Losung, die 33 pg/ml RNA enthélt, besitzt einen
Absorptionswert von 1 (Optische Dichte = OD). Diese OD-Einheit dient zur Bestimmung der
Konzentration der unbekannten Proben. Das Absorptionsmaximum der Nukleinsduren liegt
bei 260 und das der Proteine bei 280 nm. Durch die Bestimmung des Verhéltnisses beider
Absorptionen zueinander ldsst sich die Reinheit der analysierten RNA-Losung abschétzen.
Eine saubere RNA-Probe besitzt einen ODys/ODsgo-Wert von 2,0. Im Fall einer
Kontamination mit Proteinen oder Phenolresten ist der Wert signifikant kleiner. Fiir die
Konzentrationsmesung wurde jeweils 1 pl Nukleinsdurelosung im Verhéltnis 1:100 in RNase-
freiem H,O verdiinnt und wie oben beschrieben photometriert. Als Nullkontrolle diente

DEPC-H,0. Die Messungen sind jeweils zweimal wiederholt worden.
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2.3.1.3 Qualitatsnachweis der RNA mittels Gelelektrophorese

Zur Untersuchung der RNA-Qualitdt wurde eine gelelektrophoretische Auftrennung
der analysierten Proben vorgenommen. RNA bildet durch intra- und intermolekulare
Basenpaarung Sekundirstrukturen und Aggregate aus, deren Laufverhalten im Gel sehr
unterschiedlich ist. Um reproduzierbare RNA-Analysen zu erzielen, wurde ein dena-
turierendes Gel angefertigt, da hier die verschiedenen Wasserstoffbriickenbindungen
aufgehoben werden. Als Denaturierungsmittel diente Formaldehyd. Die denaturierende
Wirkung von Formaldehyd beruht darauf, dass die Aldehydgruppe mit den Aminogruppen
von Adenin, Guanin und Cytosin Schiffsche Basen bildet. Die Aminogruppen dieser Basen
konnen somit keine Wasserstoftbriickenbindungen mehr eingehen, wodurch die Entstehung
von Sekundirstrukturen und Aggregaten verhindert wird.

Die Herstellung eines Formaldehydgels erfolgte unter RNase-freien Bedingungen. Fiir
die Priparation eines kleinen Gels (50 ml) wurde zuerst 0,5 g Agarose in 36 ml H,O in einer
Mikrowelle aufgekocht und anschlieend auf 60-65°C abgekiihlt. Dazu wurden 5 ml 10 x
MOPS-Puffer und 9 ml 37%-igen Formaldehyd gegeben (Zusammensetzung siche 2.1.7),
vorsichtig gemischt und in eine Horizontalelektrophorese-Kammer gegossen. Als Laufpuffer
diente 1 x MOPS-Puffer. Vor dem Auftrag in die Geltaschen wurden die RNA-Proben mit
25 ul Ladepuffer versetzt (siche 2.1.7) und 15 min bei 60°C denaturiert. Das im Ladepuffer
vorhandene Formamid zerstort die Basenpaarung der RNA und ermoéglicht dadurch eine
Reaktion der Basen mit Formaldehyd. Um die ungelosten Komponenten zu beseitigen,
wurden die RNA-Proben fiir 2 min abzentrifugiert und bis zur Gelbeladung auf Eis gelagert.
Die Elektrophorese erfolgte fiir 2-4 h bei einer Spannung von 50-70 V unter stindigem
Rithren des Laufpuffers. Nach der Auftrennung wurde die RNA im Ethidiumbromidbad
(5 pg/ml) spezifisch angefarbt, auf einem UV-Tisch beleuchtet und anschlieBend fotografiert.
Bei einer gut durchgefiihrten RNA-Préparation sollten die 28S- und 18S-rRNA-Molekiile in

zwel scharfen, definierten Banden laufen und moglichst keine Degradation aufweisen.

2.3.1.4 DNase-Verdau

Mit Hilfe eines DNase-Verdaus wurden die untersuchten RNA-Proben von
eventuellen DNA-Kontaminationen beftreit. Das eingesetzte Enzym (DNase I, siehe 2.1.8) hat
eine Endonuklease-Aktivitidt und baut sowohl doppel- als auch einzelstringige DNA durch
hydrolytische Spaltung innerer Phosphodiester-Bindungen ab. In Gegenwart von Magnesium-
Salzen wird jeder DNA-Strang an verteilten Stellen gespalten, wodurch ein Gemisch aus

Mononucleotiden und Oligonucleotiden mit Phosphat-Resten an den 5'-Enden entsteht.
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Fiir die Reaktion wurde zunédchst 1 pg RNA mit 1 pl 10 x DNase-Puffer (200 mM
Tris-HCI pH 8,4; 20 mM MgCl,; 500 mM KCI), 1 ul DNase I und 1 pl RNase-Inhibitor in
einem Eppendorf-Gefdl zusammengemischt. Der Ansatz wurde dann mit RNase-freiem H,O
auf ein Endvolumen von 10 pl gebracht und 15 min bei RT inkubiert. Durch die Zugabe von
1 pl 25 mM EDTA und 10-miniitige Denaturierung der Proben bei 65°C wurde die DNase
inaktiviert. AnschlieBend wurden die Ansétze auf Eis abgekiihlt und fiir die Synthese der
cDNA verwendet.

2.3.1.5 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird die RNA in die komplementire DNA umgeschrieben
(Reverse Transkription). Als Schliissel zur Erzeugung von cDNA fungiert die Reverse
Transkriptase. Dieses Enzym verwendet mRNA als Matrize fiir die Herstellung eines DNA-
Stranges. Die Reaktion verlduft in Anwesenheit von Oligo (dT) Startermolekiilen (Primern).
Diese Primer bestehen aus zwolf bis zwanzig Desoxythymidinbausteinen, besitzen eine freie
3’-OH-Gruppe und sind somit in der Lage, mit den Poly (A)-Sequenzen der mRNA-Molekiile
zu hybridisieren. Die Fortsetzung der cDNA-Strang-Synthese erfolgt mit Hilfe von vier
Desoxyribonucleosidtriphosphaten (dNTPs), die in der verwendeten Reaktionsmischung
vorhanden sind. Die auf diese Weise entstandene DNA wird weiterhin als Matrize von der
Taq Polymerase verwendet und in Gegenwart von spezifischen oder degenerierten Primern
amplifiziert.

Die Synthese von cDNA erfolgte nach einem Protokoll der Firma Gibco BRL. Dazu
wurden zundchst 11 pl der DNase verdauten RNA (ca. 500 ng -1 pg) mit 1 pl Oligo (dT)2.15
-Primer (500 pg/ml) versetzt, fiir 10 min bei 70°C denaturiert und anschlieBend fiir 1 min auf
Eis abgekiihlt. Nach der, widhrend der Abkiihlung erfolgten, Primer-Bindung (Primer-
Annealing) konnte den Reaktionsldsungen die folgende Mischung hinzugefiigt werden:

e 4 pul5 x Erststrang-Puffer (250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCl,)

e 2ul0,1 MDTT (Dithiotreitol)

e 1 ul10 mM dNTPs

e 1 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul)

Daran schloss sich eine 2-miniitige Inkubation der Proben bei 42°C an. Danach erfolgte die
Zugabe von 1 pl SUPERSCRIPTTM IT RNase H™ Reverse Transcriptase (200 U/ul). Die Ansitze
wurden vorsichtig mit einer Gilson-Pipette gemischt und fiir 50 min bei 42°C erneut
inkubiert. Die Reaktion endete mit einer weiteren Denaturierung der Proben fiir 15 min bei

70°C und anschlieBender Abkiihlung auf Eis.
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Zur Vorbeugung eventueller Kontaminationen der RNA-Proben mit DNA, wurde bei
jeder cDNA-Synthese eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Dabei handelte es sich um einen
Reaktionsansatz, bei dem die RNA durch ein entsprechendes Volumen an H,O ersetzt wurde.
Die gesamte cDNA-Synthese wurde in einem zyklischen Thermoblock der Firma Biometra
durchgefiihrt. Die auf diese Weise hergestellte cDNA wurde im weiteren Verlauf der

Experimente fiir die Generierung von V- und Vy- Antikorperketten (siehe 3.1.2) eingesetzt.

2.3.2 Anzucht und Transformation von Escherichia coli -Staimmen

2.3.2.1 Anzucht von Escherichia coli und Herstellung von Stammkulturen

Die Anzucht von E. coli -Stimmen erfolgte in der Regel in 10 ml LB- oder 2 x YT-
Fliissigmedium. Dazu wurde eine Einzelkolonie von der Agarplatte mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickt, im Kulturmedium resuspendiert und iiber Nacht (iiN) bei 37°C unter
staindigem Schiitteln (250 rpm) inkubiert. Alternativ wurde das Ndhrmedium mit 10 pl
Bakteriensuspension aus einer Glyzerinstammkultur inokuliert und wie oben beschrieben
angezogen. Das Wachstum von einigen E. coli-Stimmen (z.B. TG1 oder HB2151) wurde
zusétzlich auf Minimalndhrboden (Minimalagar) getestet. Rekombinante Bakterienstimme
mit Selektionsplasmiden wurden zunédchst in Medien mit Antibiotika-Zusdtzen (z.B.
Ampicillin oder Kanamycin) kultiviert, zur weiteren Selektion auf LB- bzw. SOBAG-
Agarplatten (1,5% Agar, w/v) mit entsprechenden Antibiotika (siehe 2.1.7) ausgestrichen und
im Brutschrank bei 37°C iiN inkubiert. Zur kurzzeitigen Lagerung von Bakterienklonen (bis
zu 2 Wochen) wurden ebenfalls die oben erwdhnten Agarplatten pripariert und nach
ausreichendem Bakterienwachstum im Kiihlraum bei 4°C aufbewahrt. E. coli -Stamm-
kulturen wurden durch Mischen von 800 pl einer stationdren iN-Kultur mit 200 pl sterilem,

80%-igen Glyzerol hergestellt und bei -80°C gelagert.

2.3.2.2 Herstellung Hitzeschock-kompetenter Escherichia coli -Zellen

E. coli -Bakterien sind unter bestimmten Wachstumsbedingungen in der Lage freie
DNA, wie z.B. Plasmid-DNA, aus einem sie umgebenden Kulturmedium aufzunehmen. Diese
Féahigkeit wird als Kompetenz bezeichnet und kann mittels diverser Techniken (z.B.
Calciumchlorid-, Rubidiumchlorid- oder TSS-Methode) induziert werden. Fiir die
Herstellung von kompetenten Zellen wurde in dieser Arbeit der E. coli-Stamm TGl
verwendet. Dazu wurden die Bakterien zunédchst vom Glyzerolstock mit einer sterilen

Impfose auf eine Minimalagarplatte iibertragen und im Brutschrank bei 37°C iiN inkubiert.
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Am folgenden Tag wurde eine gut ausgewachsene Einzelkolonie gepickt und in 10 ml 2 x
YT-Medium unter stindigem Schiitteln (250 rpm) bei 37°C N kultiviert. 1 ml der iiN-
Bakterienkultur diente weiterhin zur Inokulation von 100 ml 2 x YT-Flissigmediumkultur,
die bis zu einer ODgyp nm von 0,4-0,5 auf einem Schiittler (250 rpm, 37°C) herangezogen
wurde. AnschlieBend wurden die Bakterien 15 min bei 4°C und 2.500 x g sedimentiert, das
Pellet in eiskaltem TSS-Puffer resuspendiert und bis zur Transformation auf Eis aufbewahrt

(maximal 2-3 h).

2.3.2.3 Hitzeschock-Transformation von Escherichia coli -Stammen

Fiir die Ubertragung von Plasmid-DNA wurden je nach Aufgabenstellung diverse
E. coli-Stimme verwendet und in Abhédngigkeit vom eingesetzten Bakterienstamm
unterschiedliche Transformationsprotokolle durchgefiihrt.

Zur Hitzeschock-Transformation von TG1-Bakterien wurde 1 ml der kompetenten
E. coli -Zellen in vorgekiihlte Falconrdhrchen iiberfiihrt, mit 50 pl Ligationsansatz (insgesamt
400 ng DNA) bzw. 1 ng Kontrollvektor vorsichtig gemischt und 45 min auf Eis inkubiert.
Wihrend der Inkubation erfolgte die Anlagerung der Plasmid-DNA an die Bakterienwand.
Nach einem darauf folgenden, kurzen Hitzeschock (2 min bei 42°C) und der daraus
resultierenden Transformation wurden die Bakterien auf Eis abgekiihlt. Zur Ausprigung des
plasmidvermittelten Phianotyps wurde 100 pl des Transformationsansatzes mit 900 pl LBG-
Medium versetzt und in einem Thermoschiittler (250 rpm) 1 h bei 37°C kultiviert.
AnschlieBend erfolgte die Ausplattierung von 50-200 pl der transformierten Bakterien auf
SOBAG - Selektionsagarplatten und eine iiN-Inkubation im Brutschrank bei 30°C.

Die von Invitrogen bezogenen und hauptsédchlich fiir die Subklonierung von scFv-
Fragmenten verwendeten chemisch-kompetenten DHS5a sowie TOPI10 E. coli-Stimme
wurden nach dem Hersteller-Protokoll transformiert. Dazu wurden jeweils 50 ul kompetenter
Zellen mit 2 pl Klonierungsansatz (siehe 2.3.7) vorsichtig gemischt und 10 min auf Eis
inkubiert. Die Transformationsansitze wurden weiterhin 30 sec bei 42°C inkubiert und
unmittelbar danach auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 250 pul SOC-Medium wurden die
Bakterien 1 h bei 37°C und 250 rpm regeneriert und anschlieend auf LB-Agarplatten mit
Antibiotikazusédtzen N bei 37°C herangezogen. Bei Anwesenheit eines lacZ-Gens in der
Klonierungsstelle des ausgewihlten Vektors wurden die Agarplatten zusatzlich mit IPTG und
X-Gal beschichtet. Das lacZ-Gen kodiert fiir das N-terminale o-Fragment der 3-Galactosidase
und diente somit zur weiteren Selektion von Transformanden (blau-weill Selektion).

Bakterienkolonien, in denen das lacZ-Gen durch die Insertion eines DNA-Fragmentes
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unterbrochen wurde, blieben nach Inkubation mit X-Gal und IPTG weil3, wéhrend diejenigen
Klone die keinen Insert enthielten, das a-Fragment exprimierten und sich somit blau geférbt

haben.

2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

2.3.3.1 Minipriparation von Plasmid-DNA

Zur Analyse einer groBeren Anzahl von Transformanden wurde eine Minipridparation
von Plasmid-DNA nach dem E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit II-Protokoll der Firma PeqLab
durchgefiihrt. Diese Methode kombiniert eine modifizierte alkalische Lyse von Bakterien mit
den selektiven und reversiblen DNA-Bindungseigenschaften von HiBind® -Silikamembranen.

Fiir die Préparation von Plasmid-DNA wurden einzelne Bakterienkolonien in 10-25 ml
LB-Amp.-Medium iiN bei 37°C angezogen (bis zu 16 h) und am folgenden Tag fiir 10 min
bei 5.000 x g pelletiert. Durch Zugabe zweier Losungen (Losung I und II) wurde die
bakterielle Zellmembran lysiert und die enthaltene RNA mittels RNase A hydrolysiert. Das
alkalische Lysat wurde zur Neutralisation mit Losung III versetzt, durch mehrmaliges
Invertieren gemischt und das entstandene Prazipitat 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert.
Chromosomale DNA, welche an den Zellwidnden gehaftet hat, sowie sidmtliche Zell-
bruchstiicke, die im Lysat vorhanden waren, wurden hierbei sedimentiert und anschlieBend
entfernt. Die im Uberstand enthaltene Plasmid-DNA wurde auf eine HiBind®-Miniprep-Siule
geladen und durch kurzes Abzentrifugieren (1 min bei 10.000 x g) an die Silikamembran
gebunden. Nach mehrmaligen Waschschritten wurde die DNA von Proteinkontaminationen
sowie Enzyminhibitoren befreit und anschlieBend durch ein einminiitiges Zentrifugieren bei
maximaler Geschwindigkeit (13.000 x g) vollstindig getrocknet. Zur Elution der an die
Matrix gebundenen Plasmid-DNA wurde 50-100 ul TE-Puffer bzw. steriles H,O in die Mitte
der Saule pipettiert, 1 min bei RT inkubiert und anschlieBend 1 min bei 10.000 x g
abzentrifugiert. Die Ausbeute, der auf diese Weise eluierten Plasmid-DNA, wurde photo-
metrisch oder mittels Agarosegelelektrophorese bestimmt (sieche 2.3.5). Zur genaueren
Untersuchung der rekombinanten DNA-Proben wurden Kontrollrestriktionen, PCR-Analysen

sowie gelelektrophoretische Auftrennungen durchgefiihrt.
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2.3.3.2 Maxipriparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung gréflerer Mengen Plasmid-DNA (z.B. fiir Klonierungen oder
Sequenzierungen) wurde das Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen eingesetzt. Die DNA-
Praparation erfolgte hierbei aus 100 ml (fiir High Copy Plasmide) bzw. 500 ml (fiir Low Copy
Plasmide) Bakterienhauptkultur. Fiir die Herstellung der Hauptkultur wurde eine 5 ml LB-
Vorkultur (mit Antibiotika-Zusatz) mit einer Einzelkolonie von der LB-Selektionsplatte an-
geimpft und unter stindigem Schiitteln bis zu 8 h bei 37°C angezogen. Mit 100-500 nl
Vorkultur wurde anschlieend die selektive LB-Hauptkultur inokuliert und iN bei 37°C und
250 rpm kultiviert. Am nédchsten Tag wurden die Bakterien durch 15-miniitige Zentrifugation
bei 6.000 x g und 4°C geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml P1
Puffer vollstindig resuspendiert. Nach Zugabe von 10 ml P2 Puffer wurde der Ansatz durch
Invertieren vorsichtig gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Das Lysat wurde mit 10 ml
eiskaltem P3 Puffer versetzt, erneut vorsichtig gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Zur
Abtrennung von genomischer DNA, Proteinen sowie Zelltrimmern wurde der Ansatz fiir
30 min bei 4°C und 20.000 x g pelletiert. In der Zwischenzeit wurde eine Qiagen-tip 500
Sdule mit 10 ml QBT Puffer equilibriert. Daraufthin wurde der nach der Zentrifugation
gewonnene, plasmidhaltige Uberstand auf die Sdule geladen. Der DurchfluB der Siule wurde
verworfen und die an die Matrix gebundene DNA zweimal mit jeweils 30 ml QC Puffer
gewaschen. Im Folgenden wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml QF Puffer von der Saule
eluiert, mit 10,5 ml Isopropanol gefillt, mit 5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und fiir
10 min unter einer Sterilbank getrocknet. Die auf diese Weise préiparierte Plasmid-DNA

wurde anschlieBend in TE bzw. H,O geldst und bis zum weiteren Einsatz bei -20°C gelagert.

2.3.4 Reinigung, Fillung und Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Reinigung aller DNA-Proben von Proteinen sowie anderen Kontaminationen
erfolgte mittels einer Phenol-Chloroform Extraktion. Zu diesem Zweck wurde eine DNA-
haltige Losung mit einem Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1; v/v/v)
versetzt, kraftig ausgeschiittelt und zur Phasentrennung fiir 10 min bei 13.000 x g und RT
zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde vorsichtig abgenommen, in ein sauberes
Eppendorfgefdl iberfiilhrt und mit einem Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1)
extrahiert. Die hierbei entstandenen zwei Phasen wurden durch erneute Zentrifugation (siche
oben) vollstindig voneinander abgetrennt. Die obere, DN A-haltige Phase wurde wiederholt in
ein neues Gefdl iberfilhrt und, zur Aufkonzentrierung sowie zur Entfernung von

verbliebenen Chloroformresten, mit Alkohol gefallt.
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Die Fillung der DNA wurde, je nach Menge der Nukleinsdure, mit Ethanol oder
Isopropanol durchgefiihrt. Zur Anreicherung von DNA aus stark verdiinnten Losungen wurde
in der Regel die Methode der Ethanolfillung gewihlt. Dazu wurden die Ansédtze mit 0,1
Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,4) und 2,5 Volumen absolutem Ethanol gemischt, 20 min
bei RT inkubiert und anschlieBend 45 min bei 4°C und 13.000 x g zentrifugiert. Die
sedimentierte DNA wurde weiterhin mit einem Volumen 70%-igen Ethanol gewaschen und
erneut abzentrifugiert (15 min bei 4°C und 13.000 x g). Das Pellet wurde bei RT getrocknet
und in einem fiir die weitere Verwendung addquaten Volumen TE-Puffer bzw. H,O
aufgenommen. Zur Fillung von groBeren DNA-Volumina wurde hauptséchlich Isopropanol
verwendet. Dazu wurden die Proben mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt, 10 min bei RT
inkubiert und anschlieBend 30 min bei 13.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Sedimente
wurden, wie bereits beschrieben, mit 70%-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE
Puffer bzw. H,O gelost.

Die daran anschlieBende Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA-
Losungen erfolgte mittels spektralphotometrischer Messungen sowie analytischer Agarose-
gelelektrophoresen. Spektralphotometrisch wurde die Konzentration von Nukleinsduren im
UV-Bereich bei Wellenldngen von 260 und 280 nm bestimmt. Die OD,¢0 nm ist dabei ein Mal3
fiir die Konzentration an Nukleotiden, wahrend die Absorptionsmessung bei 280 nm einen
Aufschluss tiber die Verunreinigung der Proben mit Proteinen liefert. Beim Erreichen eines
Quotienten Ajeonso von 1,8 fiir dsDNA bzw. 1,9 fiir ssDNA entspricht eine Absorptions-
dnderung von 1 bei Ayeonm €iner Konzentration von ca. 50 pg/ml fiir dSsSDNA und 33 pg/ml fiir
ssDNA. Zur Ermittlung der DNA-Konzentration wurden die Proben im Verhéltnis von 1:100
bzw. 1:50 mit H,O verdiinnt, in Quarzkiivetten iiberfiihrt und anschlieBend im Spektral-
photometer (siche 2.1.10) gemessen.

Bei der Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Auftrennung in Ethidiumbromid-
haltigen, 1-1,5%-igen Agarosegelen wurde zunéchst die Fluoreszenzintensitit der Proben-
banden mit den Banden eines DNA-Langenstandards bekannter Konzentration (siche 2.1.5)
verglichen und die Konzentration der DNA-Proben auf diese Weise abgeschitzt.
AnschlieBend wurde die abgeschitzte DNA-Menge auf das eingesetzte Probenvolumen

bezogen und die Konzentration der Nukleinsdure in pg/ml errechnet.
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2.3.5 Analytische und priparative Agarosegelelektrophorese von DNA

Die Gelelektrophorese basiert darauf, dass Nukleinsduren bei einem neutralen pH-
Wert polyanionisch sind, das heiit an ihren Phosphatgruppen im Phosphodiesterriickgrad
viele negative Ladungen tragen. Deshalb wandern die Molekiile im elektrischen Feld auf die
positive Elektrode (Anode) zu. Im Agarosegel ist die Geschwindigkeit der Migration von
einer Reihe von Faktoren wie Agarose-Konzentration, Spannung, Ionenstirke, Molekular-
gewicht und Konformation der DNA abhdngig. Kleine, kompakte Molekiile konnen die
Matrix schneller passieren als grof3e, sperrige.

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in der Regel unter
Verwendung von 1,5%-igen TBE-Agarosegelen (w/v) in Horizontalelektrophoresekammern
der Firma Biometra. Die analytische Agarosegelelektrophorese wurde, wie schon oben
erwihnt, zur Konzentrationsbestimmung von DNA-Proben sowie zur Uberpriifung von Insert-
und Vektorgrofen nach PCR-Reaktionen und DNA-Restriktionen durchgefiihrt. Dazu wurde
die Agarose zunichst in 1 x TBE Puffer in einer Mikrowelle kurz aufgekocht und dann unter
flieBendem Wasser auf ca. 60°C abgekiihlt. AnschlieBend wurde das Agarosegel in den dafiir
vorgesehenen Geltrager einer Elektrophoresekammer gegossen und der Gelkamm eingesetzt.
Nach dem Erstarren des Gels wurde der Kamm vorsichtig entfernt und das Agarosegel mit
dem als Laufpuffer fungierenden 1 x TBE Puffer iiberschichtet. Fiir die analytischen Zwecke
wurden in der Regel kleine Probenvolumina (5-20 pul) verwendet. Die DNA-Proben wurden
mit Ladepuffer im Verhiltnis 1:8 (Puffer/DNA) versetzt und nach kurzem Durchmischen in
die Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte je nach Gel- und DNA-Grof3e bei einer
konstanten Spannung von 60-120 V innerhalb von 1-2 h. Danach wurde das Gel fiir 10 min
im Ethidiumbromidbad (5 pg/ml Ethidiumbromid in H,O) unter leichtem Schwenken gefarbt.
Die Nukleinsdurebanden wurden anschlieBend mit Hilfe eines UV-Transluminators analysiert
und nach Bedarf mit dem entsprechenden System der Firma PeqLab fotodokumentiert.

Die priparative Agarosegelelektrophorese wurde angewendet, um einzelne DNA-
Fragmente nach einer PCR-Amplifikation bzw. einer Restriktion moglichst rein aus dem
jeweiligen Reaktionsansatz zu isolieren und anschlieBend fiir weitere Experimente (z.B.
Ligationen oder PCR’s) einsetzen zu konnen. Zu diesem Zweck wurden die Probentaschen
mittels breiterer Kimme angefertigt und fiir die DNA-Auftrennung gréflere Probenvolumina
(20-100 ul) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte unter den bereits beschriebenen
Bedingungen. Die ausgewdhlten DNA-Banden wurden anschlieBend unter UV-Licht mit
einem Skalpel aus dem Gel herausrauspripariert, in ein Eppendorfgefdll tiberfiihrt und

entweder direkt weiterverarbeitet (sieche 2.3.6.) oder bei -20°C gelagert.
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2.3.6 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde nach dem QIAquick Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die aus dem Agarosegel ausgeschnittenen
DNA-Fragmente (siche 2.3.5) wurden zunichst in Eppendorfgefalen gewogen. Nachdem die
Gelvolumina ermittelt wurden (1g = 1 ml), erfolgte die Solubilisierung und Bindung von
DNA an ein chaotrophes Salz. Dazu wurden die rauspréparierten Gelstiicke mit dreifachem
Volumen an QG Puffer iiberschichtet und unter stindigem Schiitteln (150 rpm) fiir 10 min bei
50°C inkubiert. Die aufgelosten DNA-Proben wurden weiterhin mit einem Volumen
Isopropanol versetzt, auf eine QIAquick Saule geladen und 1 min bei 13.000 x g zentrifugiert.
Nach Bindung der DNA an die in der Sdule vorhandene Silica-Gel-Membran wurden die
Proben zweimal mit PE Puffer gewaschen und durch anschlieendes Zentrifugieren (1 min
bei 13.000 x g) getrocknet. Um die gebundene DNA von der Matrix zu eluieren, wurden die
Sdulen mit geeignetem Volumen (30-50 pl) H,O versetzt und 1 min bei 13.000 x g

zentrifugiert. Die eluierte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
2.3.7 DNA-Klonierungstechniken

2.3.7.1 Restriktion von DNA

DNA-Restriktionen wurden nach Angaben des Enzymherstellers unter Verwendung
der mitgelieferten Puffer sowie Einhaltung der fiir das jeweilige Enzym vorgegebenen
Inkubationszeiten und Temperaturoptima durchgefiihrt. Zur Verstirkung der Pufferwirkung
wurden fiir einige Restriktionsenzyme Reaktionszusitze wie 0,1 mg/ml BSA, 9 mM NaCl
oder 0,1 % TX-100 (z.B. fiir Not 1) empfohlen. Die DNA-Restriktionen wurden in der Regel
in moglichst kleinen Volumina (20-50 ul) angesetzt. Vor jedem Restriktionsverdau wurde
eine DNase-Inaktivierung der Proben vorgenommen. Zu diesem Zweck wurden die
Reaktionsansitze mit 1/10 Volumen Reaktionspuffer (gegebenenfalls anderen Zusétzen, s.o0.)
versetzt, fiir 10 min bei 65°C inkubiert und anschlieBend 10 min bei RT abgekiihlt. Darauthin
erfolgte die Zugabe vom entsprechenden Restriktionsenzym und eine 4-12 stiindige
Inkubation der Proben bei einer vom Hersteller vorgeschriebenen Temperatur. Bei Standard-
klonierungen von DNA-Fragmenten reichten oft 3U Enzym pro 1 pg DNA fiir einen
vollstindigen Verdau aus. Fiir die Klonierung von scFv wurde dagegen die 10-fache Menge
des jeweiligen Enzyms eingesetzt, um eine effiziente DNA-Restriktion zu gewihrleisten. Im
Anschluss an jede Hydrolyse folgte eine Inaktivierung des Enzyms, die strikt nach

Herstellerangaben durchgefiihrt wurde.
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Im Fall einer Restriktion mit zwei Enzymen wurde auf kompatible Puffer- und
Temperaturbedingungen geachtet. Bei der Verwendung von zwei Endonukleasen, die das
gleiche Puffersystem und Temperaturoptimum bendtigten, wurden die Restriktionen
gleichzeitig in einem Ansatz (Doppelverdau) durchgefiihrt. Waren die Reaktionsbedingungen
der Enzyme nicht kompatibel, wurde die DNA in zwei Schritten nacheinander geschnitten.
Hierfiir wurde das erste Enzym nach dem Verdau zunéchst inaktiviert. Die DNA-Probe wurde
im Folgenden mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol gereinigt, mit Ethanol gefillt, in H,O
resuspendiert und mit dem zweiten Enzym restringiert. Die geschnittene DNA wurde

anschlieBend mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und verifiziert.

2.3.7.2 DNA-Ligationsmethoden

Restringierte DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der T4 DNA Ligase (siche 2.1.8)
verkniipft. Dieses ATP-abhingige Enzym katalysiert die Bildung von Phosphodiester-
bindungen zwischen benachbarten 5°-Phosphat- und 3’-Hydroxylenden von zwei doppel-
stringigen DNA-Fragmenten. Obwohl die T4 DNA Ligase am effektivsten Briiche in
Fragmenten schlieft, die von klebrigen Enden (kohdsive Enden = sticky ends) zusammen-
gehalten werden, verkniipft sie unter bestimmten Bedingungen auch glatte DNA-Enden (blunt
ends). Das Enzym arbeitet am ergiebigsten bei 37°C. Es wird jedoch in der Regel bei 4°-16°C
eingesetzt, um die kurzen Bereiche der doppelstringigen DNA, welche die einzelnen
Fragmente kohésiv zusammenhalten, thermisch nicht zu denaturieren.

Die Standard-Ligationen wurden mit jeweils 30-60 ng Vektor-DNA und einem drei-
bis fiinffachen molaren Uberschuss an Insert-DNA unter Verwendung von 1 U T4 DNA
Ligase im mitgelieferten Ligasepuffer durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen des Ligations-
ansatzes betrug in der Regel 10 ul. Zur Kontrolle wurde stets eine Ligationsprobe ohne Insert
eingesetzt. Die Ligationsreaktion erfolgte meistens tiN (12-18 h) bei 16°C.

Fir die Ligation von scFv-Fragmenten in den pCANTAB 5 E -Phagemid-Vektor
(siche 3.1.6) wurde 250 ng Vektor-DNA und 7 U T4 DNA Ligase verwendet. Das Insert
wurde in dreifach molarem Uberschuss zur Vektormenge eingesetzt. Zur Uberpriifung der
Ligationsbedingungen wurde parallel eine Religation der Vektor-DNA durchgefiihrt. Die
Ligation erfolgte im Gesamtvolumen von 50 pl fiir 1 h bei 16°C. AnschlieBend fand eine
10-miniitige Inaktivierung des Enzyms bei 70°C und daraufhin eine 5-miniitige Abkiihlung
auf FEis statt. Nach Beendigung jeder Ligationsreaktion wurden alle eingesetzten

Plasmidkonstrukte entweder direkt in E. coli-Bakterien transformiert oder bei -20°C gelagert.
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2.3.8 Polymerase-Kettenverlingerungsreaktion (PCR)

2.3.8.1 PCR-Amplifikation von DNA- und cDNA-Fragmenten

Die Polymerase-Kettenverldngerungsreaktion (PCR) (Saiki et al., 1985) diente zur in
vitro Amplifikation von DNA- und cDNA-Fragmenten. Der zu amplifizierende DNA-Bereich
wurde hierbei durch zwei Primer-Oligonukleotide festgelegt, die zu Sequenzen der Matrizen-
DNA komplementir waren und diese beidseitig flankierten. Mittels einer DNA-Polymerase
und in Anwesenheit von dNTP’s konnten diese Oligomere verldngert und das definierte
DNA-Fragment im Verlauf von drei sich stidndig wiederholenden Reaktionszyklen (DNA-
Denaturierung, Primer-Hybridisierung, Ketten-Verldngerung) exponentiell vermehrt werden.
Neben der hitzestabilen Polymerase aus Thermus aquaticus (Tag DNA Polymerase) wurde in
dieser Arbeit die Platinum Pfx DNA Polymerase verwendet (siche 2.1.8), welche eine
wproofreading “-Funktion besitzt und somit geringere Fehlerraten garantiert. Die PCR-
Reaktionen wurden in 0,2 ml Eppendorfgefien nach folgendem Grundschema in

Reaktionsvolumen von 50 ul angesetzt:

Matrizen-DNA 10-30 ng
5’-Primer 10 pmol
3’-Primer 10 pmol
W1-Detergenz 0,05% (v/v)
MgCl, 1,5 mM
PCR-Puffer 1 x

dNTP’s 0,125 mM

DNA-Polymerase  2,5U
Destilliertes Wasser ad 50 ul

Jede Reaktion wurde mittels einer Negativkontrolle auf eventuelle Kontaminationen
tiberpriift. Dazu wurde die Matrizen-DNA durch ein entsprechendes Volumen an H,O ersetzt
und zusammen mit den zu untersuchenden Proben in einem Thermocycler (siche 2.1.10)
amplifiziert. Um die Ausbeute an vervielfdltigter DNA zu erhohen und gleichzeitig die
Entstehung von unspezifischen PCR-Produkten zu vermeiden, wurden die meisten Amplifi-
kationen als sogenannte ,,hot start “-Reaktionen durchgefiihrt. Hierfiir sind die DNA-Ansétze
zundchst durch 5-miniitige Inkubation bei 95°C vollstindig denaturiert worden. Daraufhin

erfolgte die Zugabe von DNA-Polymerase und der Start der Synthesereaktion.
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Die Standard-PCR’s wurden in der Regel nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

1 Zyklus:

95°C 5 min Initiale Denaturierung
94°C Pause Zugabe von Enzym

1 ZyKlus:

94°C 3 min Denaturierung

50°-70°C 3 min Primeranlagerung

72°C 5 min Kettenverlangerung

34 Zyklen:

94°C 30 sec Denaturierung

50°-70°C 30 sec Primeranlagerung

72°C 1 min Kettenverlangerung

1 ZyKlus:

72°C 10 min Finale Verldngerung
20°C 30 sec Abkiihlung der Reaktion
4°C 30 sec Abkiihlung der Reaktion

Die verwendete Annealing Temperatur lag im Bereich zwischen 50°-70°C und wurde fiir
jedes Primerpaar separat ermittelt (siehe 2.3.8.3). Fiir spezielle Anwendungen (wie z.B.

Amplifikation von scFv) ist das PCR-Programm folgendermallen modifiziert worden:

1 Zyklus:

95°C 5 min Initiale Denaturierung
95°C Pause Zugabe von Enzym

35 Zyklen:

94°C 1 min Denaturierung

55°C 2 min Primeranlagerung

72°C 2 min Kettenverldngerung

1 Zyklus:

72°C 10 min Finale Verldngerung
4°C 30 sec Abkiihlung der Reaktion

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde jeweils ein Aliquot des Reaktionsansatzes
in einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt und analysiert. Gelang die Amplifikation vom
gewliinschten PCR-Fragment, so wurde dieses, wie unter 2.3.10 beschrieben, aufgereinigt und
stand danach fiir weitere Arbeiten zur Verfiigung. Im Fall einer Verunreinigung mit
verschiedenen unspezifischen PCR-Produkten mussten die Proben zusidtzlich in einer
priaparativen Agarosegelelektrophorese aufgetrennt werden. Die erwarteten DNA-Banden

wurden dann aus dem Gel geschnitten und wie bereits beschrieben (sieche 2.3.6) eluiert.
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2.3.8.2 PCR-basierte Analyse rekombinanter Bakterienklone

Um eine groBe Anzahl von Transformanden auf das Vorhandensein von Insert direkt
zu testen, ist in dieser Arbeit eine nach Jesnowski et al., 1995, modifizierte Kolonie-PCR
Methode angewandt worden. Dazu wurden die nach einer Transformation auf LB-Selektions-
platten iiN gewachsenen Bakterienklone zundchst mit sterilen Pipettenspitzen vorsichtig
gepickt. Ein Teil der Bakterienkolonie wurde direkt auf eine sogenannte ,,Master Platte*
ausgestrichen und N bei 37°C inkubiert. Das an der Pipettenspitze haftende Zellmaterial
wurde in vorbereiteten PCR-Ansétzen resuspendiert und zum Aufschluss der Bakterien-
zellwinde sowie zur Freisetzung von Plasmid-DNA zundchst fiir 5 min bei 95°C lysiert.
Anschlieend erfolgte eine DNA-Amplifikation mit sequenzspezifischen Primern nach dem
bereits beschriebenen Standard-PCR-Protokoll (siehe 2.3.8.1). Zur Identifizierung rekombi-
nanter Bakterienklone wurde nach Beendigung der PCR-Reaktion jeweils 10 pl Probe in
einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt und analysiert. Die positiven Transformanden
wurden von der ,,Master Platte” entnommen und fiir eine Plasmid Maxi-Priparation iiN bei

37°C und 250 rpm kultiviert.

2.3.8.3 PCR-vermittelte Modifizierungen von DNA und Primer Design

Mit Hilfe der PCR-Reaktion wurde neben der schon erwidhnten Vervielfiltigung von
DNA-Fragmenten, ebenfalls die Amplifikation von Vy- und V- Doménen, Klonierung von
Insert-DNA in einen Plasmid-Vektor, gezieltes Einfiigen neuer Restriktionsschnittstellen
sowie DNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Fiir alle oben angesprochenen Anwendungen
mussten zundchst sequenzspezifische Primer konstruiert werden. Zu diesem Zweck wurde
mittels des ,,Blast Search“~-Computerprogramms eine Analyse der untersuchten Gene bzw.
DNA-Fragmente vorgenommen und darauthin die Auswahl der geeigneten Primersequenzen
getroffen. Bei der Konstruktion dieser Primer wurden folgende Regeln beachtet:

e Léange der Primer = 17-48 Nukleotide

e Ausgeglichener G/C - zu A/T -Gehalt

e Moglichst gleicher Schmelzpunkt fiir beide Primer

e Schmelztemperatur zwischen 50° und 80°C

e Keine Haarnadelstruktur (besonders am 3°-Ende)

e Keine Dimer-Bildung: weder mit sich selbst noch mit dem zweiten Primer

e Moglichst keine G/C -Nukleotide am 3" -Ende

e Keine ungewohnlichen Basenabfolgen wie poly-A- oder lange G/C-Abschnitte
(verdndert nach Lottspeich und Zorbas, 1998)
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Die Berechnung der Schmelztemperatur der Primer erfolgte nach Lottspeich und Zorbas
(1998), wobei fiir jedes A oder T ein Schmelzpunkt von 2°C und fiir jedes G bzw. C ein
Schmelzpunkt von 4°C festgelegt wurde. Von dem errechneten Schmelzwert wurde
anschlieBend 5°C subtrahiert und somit die Annealing-Temperatur der Startermolekiile
abgeschitzt. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von den Firmen MWG bzw.

Amersham Pharmacia (siehe 2.1.5) bezogen.

2.3.9 Subklonieren von PCR-Produkten

Fiir die Klonierung von PCR-Produkten in einen ausgewdhlten Vektor, wurden an den 5’-
Enden der beiden verwendeten Primer definierte Restriktionsschnittstellen angebracht (siehe
Ergebnisse). Nach erfolgreicher Amplifikation und anschlieBender Reinigung der Reaktions-
produkte folgte in der Regel eine Restriktion der Vektor- sowie der Insert-DNA und
anschlieBend die Klonierung des DNA-Fragments in den vorgegebenen Vektor (z.B. ein
Expressionsvektor). Die Schwierigkeit bei der Durchfithrung derartiger Klonierungs-
experimente bestand oft darin, dass einige Endonukleasen die Insert-DNA unvollstindig
geschnitten haben, wodurch deren Ligation in einen Vektor unterbunden wurde. Es ist
mittlerweile beschrieben worden, dass viele Restriktionsenzyme besser in der Mitte eines
DNA-Fragmentes als an seinen Enden schneiden, weil sie fiir ihre volle Aktivitét eine gewisse
Zahl von Basen links und rechts von der Schnittstelle benotigen (Miilhardt, 2003). Um bei
den Klonierungen von PCR-Produkten eine vollstindige Restriktion von Insert-DNA zu
gewéhrleisten und somit den Anteil an positiven Klonen (Klone mit Insert) zu erhéhen, wurde
die amplifizierte Insert-DNA mit hinzugefiigten Restriktionsschnittstellen in einen PCR-Klo-
nierungsvektor (pCR 2.1-TOPO Vektor) subkloniert. Diese als TA-Klonierung bezeichnete
Methode basiert auf der Entdeckung, dass die Tag Polymerase in den meisten Féllen einen
unspezifischen Uberhang von einer Base (Adenosin) produziert. Durch die Verwendung eines
Vektors mit Thymidin-Uberhang lassen sich PCR-Fragmente leichter klonieren (Miihlhard,
2003). Bei dem von der Firma Invitrogen verwendeten TOPO TA Cloning Kit wurde statt
einer Ligase, ein mit Vaccinia Topoisomerase I aktivierter TA-Vektor eingesetzt. Die Topo-
isomerase schneidet bekanntlich die DNA an der Erkennungssequenz (C/T)CCTT und bleibt
allerdings tiber eine 3'-Phosphotyrosyl-Bindung an dem Vektor kovalent gebunden. Da die
beiden Schnittstellen des TOPO-Vektors durch die Topoisomerase blockiert sind, kann auf

diese Weise eine Selbstligation des Vektors erfolgreich verhindert werden.
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Fiir die Klonierung in den pCR 2.1-TOPO Vektor wurde jeweils 2,5 ul vom frischen,
ungeschnittenen PCR-Produkt mit 1 pl Vektor und 1 pl der vom Hersteller empfohlenen
Salzlosung zusammengemischt, mit H,O auf 6 ul aufgefiillt und fiir 5 min bei RT inkubiert.
Anschliefend wurde 2 pl der Klonierungsreaktion in chemisch kompetente TOP 10 E. coli -
Bakterien transformiert (siehe 2.3.2.3) und auf LB-Selektionsplatten iiN bei 37°C inkubiert.
Nach erfolgreicher Klonierung wurden die positiven Transformanden fiir eine Plasmid Maxi
Praparation kultiviert. Die isolierte Plasmid-DNA wurde dann mit ensprechenden Restrik-
tionsenzymen verdaut und die jetzt vollstindig ausgeschnittene Insert-DNA nach

entsprechender Reinigung (siehe 2.3.4) in einen Expressionsvektor erfolgreich ligiert.

2.3.10 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte nach dem QIAquick PCR Purification Kit -
Protokoll der Firma Qiagen. Mit Hilfe der vom Hersteller zur Verfiigung gestellten QIAquick-
Sdulen konnten die Nukleinsduren von sidmtlichen Salz-, Primer-, Polymerase- und
Restriktionsenzym-Resten befreit werden. Zu diesem Zweck wurden die PCR-Ansitze
zunichst mit dem 5-fachen Volumen vom PB-Puffer versetzt und durch kurzes Vortexen
gemischt. Darauthin erfolgte das Auftragen der DNA-Proben in die in 2 ml Eppendorf-
Gefdlen platzierten Sdulen. Nach der Bindung der Nukleinséuren an das Sdulenmaterial ist
die iibriggebliebene Fliissigkeit durch eine Zentrifugation (30-60 sec bei 10.000 x g) in den
oben erwédhnten Reaktionsgefiflen aufgefangen und anschlieBend entfernt worden. Durch die
Zugabe von 0,75 ml des PE-Puffers und zweimaliges Zentrifugieren (1 min bei 10.000 x g)
wurde die an der Séule haftende DNA gewaschen. Zur DNA-Elution ist die Sdule mit 30 pl
H,0 versetzt, fiir | min bei RT inkubiert und anschlieBend 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert
worden. Die im Wasser gelosten PCR-Produkte waren somit von storenden Komponenten
befreit und fiir die darauf folgenden Experimente (z.B. Ligation oder Sequenzierung)

geeignet.

2.3.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzanalyse aller untersuchten DNA-Fragmente wurde nach der von Sanger ef al.,
1977 beschriebenen Didesoxy-Kettenabbruchmethode mit Hilfe eines automatischen DNA-
Sequenzierers (siehe 2.1.10) im Servicelabor der ,,DNA/Peptid-Analytik* -Gruppe unter der
Leitung von Dr. Friedrich Buck am Institut fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie
des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Methode
beruht auf der Verwendung von Fluorescein-endmarkierten Didesoxy-Nukleotidtriphosphaten

(ddNTP’s), welche iiber ihre 5’-Triphosphatgruppen in eine wachsende DNA-Kette ein-
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gebaut werden, aber selbst keine Phosphodiesterbriicken mit den nichsten anzuhingenden
Desoxynukleosidtriphosphaten bilden und somit die DNA-Matrize an den ddATP-, ddCTP-,
ddGTP- sowie ddTTP-Enden terminieren. Da die eingesetzten ddNTP’s mit vier unterschied-
lichen Farbstoffen markiert sind, kann die gesamte Reaktion in einem einzigen Eppendorf-
Gefdll durchgefiihrt werden. Die entstandenen PCR-Abbruchprodukte werden im Verlauf
einer Kapillarelektrophorese mit einem Laser angeregt und ihre Absorptionsspektren
gemessen und analysiert.

Fir die Durchfilhrung der Sequenzierungsreaktionen wurde das Abi Prism Dye
Terminator Cycle Sequenzing Ready Reaktion Kit eingesetzt. Die zu untersuchende DNA
(0,5 ng PCR-Produkt oder 0,7 pg Plasmid-DNA) ist zundchst mit 1 ul Primer (15 pmol) und
6 ul Puffer Mischung versetzt und mit H,O auf 18 pl aufgefiillt worden. AnschlieBend wurde
2 pl vom Big Dye Polymerase Mix hinzugefiigt und vorsichtig gemischt. Die Reaktion fand

in einem PCR-Gerét unter folgenden Bedingungen statt:

25 Zyklen:

96°C 30 sec Denaturierung
50°C 30 sec Primeranlagerung
60°C 4 min Kettenverldngerung

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Ansitze auf 4°C abgekiihlt, mit destilliertem
Wasser auf 100 pl aufgefiillt, mit Ethanol (wie unter 2.3.4 beschrieben) gefillt und fiir die
Sequenzanalyse an das bereits erwidhnte Servicelabor weitergeleitet. Die erhaltenen Sequenz-

daten wurden anschlieBend mit dem ,,Blast Search*“-Computerprogramm ausgewertet.

2.4 ,Phage display*“-Technik

Die Generierung von Antikorperspezifititen mittels ,,Phage Display“-Technik bietet schon
seit Beginn der neunziger Jahre eine Alternative zu konventionellen Methoden der Hybridom-
technologie (Barbas et al., 1991; Hoogenboom et al., 1991). Dieses Verfahren ermdglicht eine
gezielte Selektion von Antikorperfragmenten (scFv) fiir ein breites Spektrum von Antigenen.
Dabei werden die untersuchten scFv auf der Oberfliche von filamentésen M13- Phagen
exprimiert und konnen auf diese Weise im Verlauf von diversen in vitro, in vivo sowie in situ

Selektionsschritten (siehe 2.4.4) spezifisch angereichert werden.



MATERIAL UND METHODEN 75

2.4.1 Herstellung einer Phagenbibliothek

Zur Herstellung einer kombinatorischen Phagenbibliothek wurde zunédchst die aus
Hybridomazellen (siehe 2.1.2) isolierte RNA unter Verwendung der RT-PCR-Technik (siche
2.3.1.5) in die cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe doméinenspezifischer Primer (siche 2.1.5.2)
wurden dann die V-Regionen der schweren und leichten Immunglobulinketten amplifiziert
und im weiteren PCR-Schritt iiber eine Linkerpeptidsequenz zum vollstindigen scFv
verbunden. Die auf diese Weise entstandenen Antikorperfragmente sind anschliefend in den
pCANTAB 5 E -Phagemid-Vektor hineinkloniert und in TG1 E. coli- Bakterien transformiert
worden ( siehe 2.3.2.3). Obwohl das verwendete pCANTAB 5 E -Phagemid sowohl iiber die
Eigenschaften eines Phagen- als auch iiber die eines Bakterien-Vektors verfiigte, fehlten ihm
jedoch einige wichtige Gene, die zur Replikation und Verpackung der einzelstrangigen
Phagemid-DNA in M13-Phagenpartikel essentiell waren. Aus diesem Grund mussten zur
Herstellung einer Phagenbibliothek die rekombinanten Bakterienklone mit sogenannten
Helferphagen infiziert werden, welche die zur Produktion vollstindiger Phagen notwendigen
Gene enthielten. Vor der Infektion sind zunichst die auf SOBAG-Agarplatten (siche 2.1.7)
gewachsenen Transformanden mittels Restriktionsanalysen sowie Sequenzierungen auf das
Vorhandensein von scFv iiberpriift worden. Die positiven Bakterienklone wurden darauthin in
10 ml 2 x YT-AG-Medium N bei 30°C unter standigem Schiitteln (250 rpm) angezogen. Am
folgenden Tag wurde jeweils 900 ul der iiber Nacht gewachsenen Bakterienkultur im 9,1 ml
2 x YT-G-Medium aufgenommen und unter Schiitteln (s.0.) vorerst fir 1 h bei 37°C
inkubiert. Daraufhin wurden die Proben mit 50 pl (20 mg/ml) Ampicillin und 400 pl (4 x 10"
pfu/ml) M13KO7-Helferphagen versetzt und erneut fiir 1 h bei 37°C kultiviert. Die infizierten
Bakterienzellen wurden anschlieBend abzentrifugiert (10 min bei 1.000 x g), die Sedimente in
jeweils 10 ml 2 x YT-AK-Medium resuspendiert und fiir 16-18 h (iiN) unter Schiitteln
(250 rpm) bei 37°C inkubiert. Als negative Phagen-Kontrolle dienten die TGl E. coli-
Bakterien, welche ebenfalls mit 400 pl Helferphagen (s.o.) infiziert und in 2 x YT-Medium
ohne Ampicillin-Zusatz unter den oben beschriebenen Bedingungen kultiviert wurden. Nach
anschlieender Zentrifugation (s.0.) wurden die Kontrollbakterien in 2 x YT-K-Medium

tiberfiihrt und iiN (16-18 h) bei 37°C geschiittelt (250 rpm).
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2.4.2 Isolierung der Phagen aus Escherichia coli

Die iiber Nacht gewachsenen Bakterienkulturen sind am folgenden Tag zundchst ab-
zentrifugiert worden (20 min bei 1.000 x g). Die phagenhaltigen Uberstinde wurden
vorsichtig in saubere Beckman-Ro6hrchen iiberfiihrt, mit jeweils 2 ml PEG/NacCl (siehe 2.1.7)
versetzt, kriftig gevortext und fiir 60 min auf Eis inkubiert. Nach diesem Féllungsschritt sind
die Proben fiir 20 min bei 4°C und 10.000 x g sedimentiert worden. Die entstandenen
Phagenpellets wurden fiir ca. 20-30 min bei RT getrocknet und dann in 250-500 pl 2 x YT-
Medium aufgenommen. Zur Beseitigung von bakteriellen Kontaminationen sowie restlichen
Zelltrimmern sind die Phagensuspensionen anschlieBend durch einen 0,45 um Filter steril-
filtriert worden. Frisch priparierte Phagen wurden entweder direkt fiir ,,Biopanning®-
Experimente eingesetzt oder (bis zu einer Woche) bei 4°C gelagert.

Die auf diese Weise hergestellte kombinatorische Antikdrperbibliothek bestand aus
einer Vielzahl von M13-Phagenpartikeln, die verschiedene Kombinationen leichter und

schwerer Ketten als funktionelle Antikorperfragmente auf deren Oberfldche priasentierten.

2.4.3 Titration der Phagen

Um die Konzentration der Phagenbibliothek vor und nach jeder einzelnen ,,Biopanning-
Runde genau zu ermitteln, wurde eine Titerbestimmung (,,colony forming units®, cfu) der
jeweils eingesetzten Bakteriophagensuspension durchgefiihrt. Dazu wurden zundchst 10 ml
2 x YT-Medium mit 100 pl einer iiber Nacht gewachsenen E. coli TG1-Bakterienkultur
inokuliert und bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (ODgpo = 0,5) bei
37°C unter stindigem Schiitteln angezogen. Wihrend dieser Zeitperiode wurde eine
Bakteriophagen-Verdiinnungsreihe in 1/100 Schritten von 107 bis 10™'* in 2 x YT-Medium
hergestellt. 900 ul der logarithmischen TG1-Bakterienkultur wurden folgend in ein sauberes
Falcon-Rohrchen iiberfithrt, mit 100 pl der verdiinnten Phagensuspension infiziert und fiir
30 min bei 37°C (250 rpm) inkubiert. Jeweils 100 pl der infizierten E. coli-Kulturen wurden
anschliefend auf SOBAG-Agarplatten ausgestrichen und N bei 37°C inkubiert. Parallel dazu
wurde eine Negativkontrolle, die aus nicht infizierten TG1-Bakterien bestand, unter den oben
beschriebenen Bedingungen angezogen und ausplattiert. Am nédchsten Tag wurden die
gewachsenen, ampizillinresistenten Bakterienkolonien ausgezdhlt und der Phagentiter unter
Berticksichtigung der gewidhlten Verdiinnungsstufe pro 1 ml Phagenlosung errechnet. Da es
sich bei dem verwendeten pCANTAB 5 E -Vektor um ein Phagemid handelte, welches
sowohl die Eigenschaften eines bakteriellen Plasmids als auch die eines Phagen besal3

(Vieira und Messing, 1987), konnte die Zahl der auf SOBAG-Agarplatten ermittelten
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TG1-Kolonien in direktem Zusammenhang mit der Anzahl der eingesetzten, infektidsen

Phagen gebracht werden (eine Bakterienkolonie = eine Phageneinheit).

2.4.4 Selektion und Anreicherung von antigenspezifischen Phagen

Die Selektion und Anreicherung von antigenspezifischen Phagen aus einer Phagenbibliothek
erfolgte mittels eines in situ, in vitro sowie in vivo ,,Biopanning’s“. Diese Methode basiert auf
einer kiinstlich eingeleiteten Antigen-Antikdrper-Auslese, welche zu derjenigen analog ist, die
in einem Saugetier-Immunsystem stattfindet. Das Repertoire scFv-prisentierender M13-
Phagen wird hierbei mit einem Antigen inkubiert, gegen das die gewiinschte Spezifitit
gerichtet werden soll. Wahrend dieses Inkubationsvorgangs binden die antigenspezifischen
Phagen an die vorgesehenen Epitope und bringen auf diese Weise Phagen-Antigen-Komplexe
hervor. Unspezifisch gebundene Phagen werden in folgenden Schritten durch stringentes
Waschen entfernt. Die an Antigen-Antikdrperbindungsstellen assoziierten, spezifischen
Phagen werden durch eine Reinfektion mit TG1 E. coli-Bakterien vom Epitop eluiert und in
Bakterienzellen klonal vermehrt. Durch dreimalige Wiederholung jedes einzelnen ,,Bio-
panning* -Experimentes kann eine erfolgreiche Phagen-Selektion erreicht und eine maximale

Anreicherung der spezifischen Antikorperfragmente gewahrleistet werden.

2.4.4.1 ,,Biopanning“ auf Gewebeschnitten von Kollateralarterien und Kontrollgefifien

Die in dieser Arbeit untersuchten Antigene (CTA und VEGFR-2) werden haupt-
sdchlich auf verschiedenen Kompartimenten der Blutgefd3e und diversen Endothelzelllinien
exprimiert. Fiir die erste Selektions- und Anreicherungsrunde spezifisch bindender Phagen
wurden Ratten- sowie Humangewebeschnitte von Kollateralarterien und Kontrollgefda3en
angefertigt. Geschnittene Rattengefile wurden auf Objekttrdgern positioniert (jeweils 2
Schnitte pro Objekttrager) und sowohl im nativen als auch im acetonfixierten Zustand fiir das
,Blopanning* verwendet. Humane GefdBlproben wurden hingegen formalinfixiert und in
Paraffinblocke eingebettet (siehe 2.6.1). Vor jedem ,,.Biopanning“-Experiment mussten die
acetonfixierten Schnitte fiir 20 min in 1 x PBS-Ldsung rehydriert und die Paraffinschnitte
mittels einer sogenannten ,,alkoholischen Reihe* (siehe 2.6.3) entparaffiniert werden. Die auf
diese Weise vorbereiteten Proben wurden dann in eine ,befeuchtete Praparat-Kammer*
ibertragen und zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 1 h bei RT mit Blocking
Puffer A (siche 2.1.7) inkubiert. Nach der Blockierung sind die Objekttriger in eine
Waschkiivette transferiert worden, wo sie 3 x 5 min mit 1 x PBS-Puffer gewaschen wurden.
Wihrend des Waschvorgangs wurde die zu untersuchende, scFv-prasentierende Phagen-

bibliothek in einem Reagenzgefdil mit Blocking Puffer A (1:10), Natrium Azid
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(Endkonzentration: 0,01% v/v) und Triton X-100 (Endkonzentration: 0,1%) versetzt und in
einem Uberkopfschiittler (siehe 2.1.10) fiir 15 min bei RT geblockt. Die in der Zwischenzeit
gewaschenen Gefdllproben wurden erneut in die oben erwdhnte Kammer tiberfiihrt, mit
jeweils 100 ul der geblockten Phagensuspension (10'* Phagen/ml) pro Schnitt iiberschichtet
und fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Darauthin folgte stringentes Waschen der GefaBschnitte (20 x
5 min mit 1 x PBS-Puffer und 20 x 5 min mit 1 x PBS/0,1% Tween 20-Puffer), infolgedessen
die unspezifischen Phagen zum groften Teil entfernt werden konnten.

Fiir die Elution und Anreicherung von antigenspezifischen Phagen wurden mehrere
Falcon-Rohrchen zundchst mit 10 ml 2 x YT-Medium gefiillt, dann mit jeweils 100 ul einer
iiber Nacht gewachsenen TG1-Bakterienkultur angeimpft und unter Schiitteln (250 rpm) bis
zur ODggo = 0,3-0,4 bei 37°C kultiviert. Danach wurden die bereits gewaschenen Gefal3-
schnitte unter sterilen Bedingungen in die Rohrchen mit logarithmisch gewachsenen
Bakteriensuspensionen iiberfiihrt und dort waagerecht fiir 1 h bei 37°C (150 rpm) inkubiert.
AnschlieBend wurden alle Objekttridger entfernt, die reinfizierten Bakterien schonend sedi-
mentiert (5 min bei RT und 3.000 x g) und in 1 ml 2 x YT-Medium aufgenommen.

Zur Selektion wurden jeweils 50-100 pl der Bakterienkulturen auf SOBAG-
Agarplatten ausgestrichen und iGN bei 30°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
ampicillinresistenten Bakterienklone mit jeweils 1 ml 2 x YT-AG-Medium von den Agar-
platten abgelost und entweder direkt fiir eine weitere Selektionsrunde eingesetzt oder
kryokonserviert. Fiir eine erfolgreiche Anreicherung von scFv wurden in der Regel drei
nacheinander folgende ,Biopanning“-Experimente durchgefiihrt. Die nach der dritten
,Biopanning“-Runde angereicherten Bakterienkolonien wurden mittels Kolonie-PCR,
Restriktionsanalysen und Sequenzierungen auf das Vorhandensein von scFv liberpriift und an-
schlieBend fiir die Selektion auf Endothelzellen sowie in vivo -Versuche verwendet. Fiir alle
,Biopanning“-Experimente sind jeweils 2 Negativkontrollen préapariert worden. Zur Kontrolle
des Prozentsatzes an unspezifischen Phagen, die im Verlauf des ,,Biopanning’s® trotz des
stringenten Waschens angereichert wurden, dienten Gefal3schnitte, die mit einer reinen M13-
Phagenpopulation inkubiert wurden, welche definitiv keine Antikorperfragmente auf der
Oberfliche prisentierte. Die Uberpriifung einer eventuellen bakteriellen sowie pilzlichen
Kontamination erfolgte mittels Gefdproben, die wéhrend des Antigen-Antikorper-
Inkubationsschrittes anstelle von Phagen mit 1 x PBS-Puffer iiberschichtet wurden. Beide
Kontrollproben sind im Verlauf der Selektion nach dem oben beschriebenen ,,Biopanning*-

Schema behandelt worden.
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2.4.4.2 ,Biopanning* auf Endothelzelllinien

Die auf Gefdllchnitten ausselektionierten Phagenpopulationen wurden weiterhin fiir
»Biopanning“-Experimente auf RHE-A/neg.- und PAE-KDR-11-Zellen (siehe 2.1.2) ein-
gesetzt. Dazu wurden diese Endothelzelllinien in vorgegebenen Kulturmedien (siehe 2.1.7)
bis zum Erreichen des Subkonfluenzstadiums angezogen (siche 2.2.2) und unmittelbar vor
Beginn jedes ,,Biopanning“-Experimentes 3 x mit 10 ml 1 x PBS-Puffer gewaschen. Zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Zellen mit 10 ml Blocking Puffer A
tiberschichtet und fiir 1 h bei RT inkubiert. Daraufhin folgte dreimaliges Waschen der
Zellkulturen mit sterilem 1 x PBS-Puffer. Die zu verwendende, antikOrperspezifische
Phagensuspension (10'? Phagen/ml) wurde in der Zwischenzeit mit Blocking Puffer A
versetzt und in einem Uberkopfschiittler fiir 15 min bei RT geblockt. Fiir das ,,Biopanning*
wurden die bereits gewaschenen Zellen zundchst mit jeweils 10 ml Kulturmedium
iberschichtet, dann mit 1 ml der vorbereiteten Phagensuspension versetzt und anschlieend
fiir 2 h bei 37°C in einem CO; Inkubator (siche 2.1.10) inkubiert. Daraufhin folgte stringentes
Waschen der Zellkulturen (20 x 10 ml 1 x PBS-Puffer und 20 x 10 ml 1 x PBS/0,1% Tween
20-Puffer), was zur Beseitigung ungebundener Phagen fiihrte. Die antikorperspezifischen
Phagen wurden folgend mittels TG1 E. coli-Bakterien von den Endothelzellen eluiert. Dazu
wurden die Zellkulturen mit jeweils 10 ml logarithmisch gewachsener Bakteriensuspension
(ODgoo = 0,3-0.4) inokuliert und fiir 1 h bei 37°C unter Schiitteln (150 rpm) inkubiert. Die
Bakterien wurden danach in Falcon-Rohrchen iiberfiihrt, 5 min bei RT und 3.000 x g
sedimentiert und anschlieBend in 1 ml 2 x YT-Medium resuspendiert. Zur Selektion wurden
jeweils 50-100 pl der reinfizierten Bakterienkulturen auf SOBAG-Agar ausplattiert und N
bei 30°C kultiviert. Die am folgenden Tag gewachsenen, ampicillinresistenten Bakterienklone
wurden mit jeweils 1 ml 2 x YT-Medium von den Agarplatten abgeldst und entweder fiir eine

weitere Selektionsrunde eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

Fiir alle Untersuchungen an Endothelzelllinien sind jeweils 2 Negativkontrollen nach
dem im Kapitel 2.4.4.1 beschriecbenen Schema pripariert worden. Nach jedem dritten
,.Biopanning*“-Experiment erfolgte eine Uberpriifung der angereicherten Bakterienkolonien
auf die Anwesenheit von scFv mittels Restriktionsanalysen und Sequenzierungen. Antigen-
spezifische Bakterienklone wurden dann mit Helferphagen infiziert und in Form von scFv-
prasentierenden Phagenpopulationen fiir in vivo ,Biopanning“-Experimente weiter-

verwendet.
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2.4.4.3 In vivo ,,Biopanning*

Fiir die Selektion und Anreicherung antigenspezifischer Phagen in einem in vivo-
Modell sind Sprague-Dawley Ratten verwendet worden. Zu diesem Zweck wurde bei den
Versuchstieren zunédchst die Okklusion einer ihrer Femoralarterien vorgenommen. Bereits
3 Tage nach dem kiinstlich eingeleiteten Arterienverschlu wurde den Ratten intravasal
jeweils 1 ml der zuvor geblockten, scFv-prisentierenden Phagensuspension (10'? Phagen im
Blocking Puffer A) injiziert. Nach 10-miniitiger Zirkulation der Phagen im GefdBsystem
wurden die Tiere getdtet und deren Kollaterall- sowie Kontrollgefd3e herausprépariert. Die
auf diese Weise gewonnenen Gefdllproben wurden folgend in Falcon-Rohrchen mit
logarithmisch gewachsenen TG1-Bakterienkulturen (ODgoy = 0,3-0,4) {iberfiihrt und unter
Schiitteln (150 rpm) fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden alle Gefélpriparate
entfernt, die Bakterienkulturen fiir 5 min bei RT sowie 3.000 x g sedimentiert und in 1 ml 2 x
YT-Medium aufgenommen. Die reinfizierten Bakterien wurden dann auf SOBAG-
Agarplatten ausselektioniert und die positiven, ampicillinresistenten Kolonien mittels
Restriktionsanalysen und Sequenzierungen auf das Vorhandensein von scFv analysiert.
Antikdrperspezifische Klone wurden im weiteren Verlauf der Experimente fiir die Herstellung
und Expression von 16slichen scFv eingesetzt.

Die auf Seite 81 prédsentierte Abbildung 2.4 stellt eine schematische Zusammen-

fassung der in dieser Arbeit angewandten ,,Phage display“-Technik dar.
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Abb. 2.4: ,Phage display*“-Technologie zur Herstellung von antigenspezifischen, rekombinanten

Antikorpern; Darstellung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Strategie
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Expression rekombinanter scFv-Antikorperfragmente in Escherichia coli

Die Herstellung von 16slichen scFv-Proteinen erfolgte in bakteriellen E. coli-Expressions-
systemen. Hierzu wurden zwei verschiedene Vektorkonstrukte (aus pCANTAB 5 E- und
pET15b-Vektoren) mit unterschiedlichen Bakterienstimmen (BL21[DE3] und HB2151)
ausgetestet.

Die im pCANTAB 5 E -Vektor ligierten Antikorperfragmente wurden in der Regel
zundchst in den TGl E. coli-Bakterien vermehrt, dann iiber ,,Biopanning® von scFv-
prasentierenden Phagen ausselektioniert und anschlieBend im HB2151-Bakterienstamm als
16sliche Proteine exprimiert. Fiir die Produktion der 16slichen scFv mussten die HB2151-
Bakterien zuvor mit antigenspezifischen Phagen infiziert werden. Dazu wurden jeweils 100 pul
einer iiber Nacht gewachsenen Bakterienkultur in 10 ml 2 x YT-Medium bis zur loga-
rithmischen Wachstumsphase (ODgoo = 0,3-0,5) angezogen, mit 1 ml der zu untersuchenden
Phagensuspension (10'? Phagen/ml) infiziert und fiir 2 h bei 37°C unter stindigem Schiitteln
(150 rpm) inkubiert. Jeweils ein Aliquot (100 ml) der infizierten Bakterienkultur wurde
daraufhin auf SOBAG-N-Agarplatten (sieche 2.1.7) ausgestrichen und @iN bei 30°C kultiviert.
Als Negativkontrollen dienten reine HB2151-Bakterien, die auf Minimalagar ausplattiert und
unter den oben beschriebenen Bedingungen inkubiert wurden. Die frisch gewachsenen
Bakterienkolonien (nicht alter als 1 Woche) wurden dann gepickt, in 100 ml 2 x YT-AG-
Medium (rekombinante Klone) oder 2 x YT-G-Medium (Negativkontrollen) iiberfiihrt und
unter Schiitteln (250 rpm) N bei 30°C angezogen. Fiir die Expressionsexperimente im
GroBmafBstab (1 Liter) wurden jeweils 225 ml 2 x YT-AG-Medium (oder fiir die Negativ-
kontrollen 2 x YT-G-Medium) in vier Erlenmeyerkolben vorgelegt, mit 25 ml der iN-
Kulturen pro Kolben inokuliert und zunichst fiir 1 h bei 30°C (250 rpm) inkubiert. Die
Bakterien sind danach in Beckman-Flaschen iiberfiihrt und fiir 20 min bei RT sowie 1.500 x g
zentrifugiert worden. Die Uberstéinde wurden vorsichtig entfernt und die Sedimente in 250 ml
2 x YT-A-Medium (bzw. 2 x YT-Medium fiir die Negativkontrollen) resuspendiert. Zur
Induktion der Proteinexpression sind alle Proben mit 1 mM IPTG versetzt und fiir weitere 4,
8, 14 oder 20 h bei 30°C unter Schiitteln (250 rpm) inkubiert worden.

Die Expression der im pET 15 b -Vektor klonierten Antikoérperfragmente erfolgte
ausschlieBlich in E. coli BL21(DE3)-Bakterien. Vor Beginn der Expressionsexperimente
wurde dieser Bakterienstamm zundchst mit den durch ,,Biopanning* ausselektionierten scFv-

Vektoren transformiert und auf LB-Amp.- (rekombinante Bakterienklone) bzw. Minimal-
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agarplatten (Negativkontrollen) angezogen. Ampicillinresistente, positive Klone wurden dann
gepickt und iGN in 100 ml 2 x YT-AG-Medium (bzw. 2 x YT-G-Medium, Negativkontrolle)
bei 37°C (250 rpm) vermehrt. Am folgenden Tag wurden jeweils 25 ml Aliquots der iiN-
Kulturen in 250 ml 2 x YT-AG-Medium (bzw. 2 x YT-G-Medium, Negativkontrolle) bis zum
Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (ODgyo = 0,6-0,8) bei 37°C (250 rpm)
kultiviert und dann zur Induktion der Proteinexpression mit I mM IPTG versetzt. Die Ansitze
wurden anschliefend fiir weitere 4, 8, 14 oder 20 h unter Schiitteln (250 rpm) bei 30°C

inkubiert.

2.5.2 Isolierung rekombinanter Proteine aus Escherichia coli

Zur Isolierung 16slicher scFv aus HB2151 E. coli-Stimmen wurden sowohl Kulturiiberstinde,
als auch die periplasmatischen sowie zytosolischen Fraktionen der Zellextrakte verwendet.
Nach Induktion der Proteinexpression sind die Bakterienzellen zundchst durch Zentrifugieren
(20 min bei RT und 1.500 x g) geerntet worden. Die Kulturiiberstinde wurden vorsichtig
abgenommen, durch einen 0,45 pum Filter sterilfiltriert, mit einem Protease-Inhibitor (siche
2.1.6) versetzt und bis zur weiteren Verarbeitung (siche 2.5.4.1) bei -20°C gelagert. Fiir die
Untersuchung der periplasmatischen Proteine wurden die Bakterienpellets zundchst in 5 ml
eiskaltem 1 x TES-Puffer resuspendiert, dann mit 8,5 ml ebenfalls eiskaltem 1/5 x TES Puffer
fiir 30 min auf Eis extrahiert und anschlieBend in 50 ml Beckmannréhrchen iiberfiihrt und fiir
20 min bei 10.000 x g sowie 4°C zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurden die
proteinhaltigen Uberstéinde miteinander vereinigt, durch einen 0,45 pum Filter sterilfiltriert,
mit einem Protease-Inhibitor versetzt und bis zur Aufreinigung bei -20°C gelagert. Fiir die
Praparation zytosolischer Proteine sind die Bakterienpellets zunéchst in 5 ml 1 x PBS Puffer
resuspendiert, dann fiir 5 min aufgekocht und anschlieend fiir 20 min bei 10.000 x g sowie
4°C zentrifugiert worden. Die Sedimente wurden entfernt und die proteinhaltigen Uberstinde
wie bereits beschrieben behandelt.

Zur Gewinnung von ldslichen Antikdrperfragmenten aus dem BL21(DE3) E. coli-
Stamm sind ausschlieBlich periplasmatische Zellextrakte verwendet worden. Hierfiir wurden
die mit IPTG induzierten Bakterienkulturen zundchst fiir 10 min bei 3.000 x g und 4°C
sedimentiert. Die Uberstinde wurden verworfen und die pelletierten Bakterien mit jeweils
2,5 ml Periplasma-Aufschlusspuffer (PPP Puffer, siehe 2.1.7) auf Eis resuspendiert. Daraufhin
folgte die Zugabe von EDTA bis zu einer Endkonzentration von 1 mM und eine 15-miniitige
Inkubation auf Eis. AnschlieBend wurden jeweils zwei ursprungsgleiche Periplasmaextrakte

in einem 50 ml Nalgene-Rohrchen miteinander vereinigt und fiir 15 min bei 3.000 x g sowie
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4°C zentrifugiert. Die proteinhaltigen Uberstinde wurden in sterile Reagenzrohrchen
iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Die Sedimente wurden in 10 ml
5 mM MgSO, aufgenommen, mit EDTA bis zu einer Endkonzentration von 1 mM versetzt,
fiir weitere 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBend wie bereits beschrieben zentrifugiert.
Nach dem wiederholten Extraktionsvorgang wurden die beiden Uberstinde miteinander
vereinigt und zur Beseitigung von eventuellen Zelltriimmern nochmals fiir 25 min
bei 10.000 x g und 4°C zentrifugiert. Die auf diese Weise gewonnenen Periplasmaextrakte
wurden anschlieBend durch einen 0,45 pum Filter sterilfiltriert, mit einem Protease- Inhibitor

versetzt und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

2.5.3 Dialyse von Proteinextrakten

Zur Entfernung von Salzen, niedrigmolekularen Reagenzien sowie zur Umpufferung sind
einige Proteinextrakte (sieche 2.5.4.2) dialysiert worden. Die zu diesem Zweck verwendeten
Dialyseschliuche (Schlauchdurchmesser: 29 mm, Porengréfe: 25A, Molekiildurchlissigkeit:
12-14 kDa) wurden unmittelbar vor ihrem Einsatz, zur Vorbeugung vor mdglichen
Schwermetall-, Protease- sowie Nuklease-Kontaminationen, eine halbe Stunde in einem
Becherglas mit 50 mM EDTA-Losung gekocht. Danach wurde die Losung abdekantiert und
die Prozedur mit ddH,O anstelle von EDTA achtmal wiederholt (Cooper, 1981). Nach dieser
Behandlung wurden die Dialyseschlduche an einem Ende abgeklemmt, mit den zu unter-
suchenden Proteinextrakten gefiillt und zuletzt unter Einschluss einer Luftblase am anderen
Ende ebenfalls verschlossen. Die auf diese Weise préiparierten Proben sind dann in
Bechergldser mit 2 Liter 1 x PBS-Puffer iiberfilhrt und unter Riithren mit dreimaligem
Pufferwechsel zundchst 3 x 2 h und anschlieBend iiN bei 4°C dialysiert worden. Die

dialysierten Proteinextrakte wurden bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert.
2.5.4 Anreicherung und Reinigung von rekombinanten Antikorpern

2.5.4.1 Reinigung von E-tag gekoppelten scFv-Antikorpern

Die Aufreinigung von E-tag gekoppelten scFv-Antikdrpern aus Kulturiiberstinden sowie
periplasmatischen und zytosolischen Extrakten erfolgte mittels einer HiTrap Anti-E-tag Sdule
(siehe 2.1.6). Die in den zu untersuchenden Fraktionen gelosten Antikdrperfragmente trugen
auf ihrem C-terminalen Ende eine aus 13 Aminosduren bestehende E-tag-Sequenz. Dieses
Peptid konnte durch einen Anti-E-tag-Antikorper erkannt werden, welcher an die Matrix der

Saule kovalent gebunden war. Die Bindung der scFv an die Anti-E-tag Saule erfolgte bei
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einem neutralen pH-Wert. Durch die anschlieBende Absenkung des pH-Wertes auf 3,0
konnten die Antikorperfragmente aus der Saule erfolgreich eluiert werden.

Die in dieser Arbeit verwendete Anti-E-tag Sdule wurde mittels einer peristaltischen
Pumpe (siche 2.1.10) betrieben. Vor Experimentbeginn mussten alle Gummischlduche
zundchst mit ddH,O und dann mit Bindungspuffer (siche 2.1.7) durchgespiilt werden.
Darauthin wurde die Sdule mit 30 ml Elutionspuffer bei einer Durchflussgeschwindigkeit von
5 ml/min regeneriert und anschlieend mit 50 ml Bindungspuffer dquilibriert. Danach erfolgte
die Bindung der zu untersuchenden Proteinldsungen an die Sdulenmatrix bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml/min. Um die Konzentration an gebundenen scFv zu
erhohen, ist dieser Vorgang jeweils dreimal wiederholt worden. Zur Entfernung von
iberschiissigen, unspezifischen E. coli-Proteinen wurde die Séule bei einer Durchfluss-
geschwindigkeit von 5 ml/min mit 50 ml Bindungspuffer gewaschen. Darauf folgte die
Elution der an die Anti-E-tag-Matrix gebundenen scFv mit 15 ml Elutionspuffer, bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 5 ml/min, in 3 Falcon-Rohrchen. Die 4 ml Eluat des ersten
Rohrchens enthielten in der Regel keine 16slichen Proteine und konnten verworfen werden.
Die zweite, proteinhaltige Fraktion (6 ml) wurde zur pH-Wert Stabilisierung mit 600 pl
Neutralisationspuffer versetzt, dann mit Protease-Inhibitor komplettiert und bis zur weiteren
Untersuchung bei -20°C aufbewahrt. Das dritte Eluat (5 ml) enthielt gewohnlich keine
funktionellen scFv und wurde in den meisten Fillen ebenfalls verworfen. Die Anti-E-tag
Sdule wurde anschlieBend mit 50 ml Bindungspuffer redquilibriert, mit 0,05% NaNj; versetzt

und bis zum weiteren Einsatz bei 4°C gelagert.

2.5.4.2 Reinigung von His¢-tag gekoppelten scFv-Antikorpern

Die aus Periplasmaextrakten isolierten, Hise¢-tag markierten scFv-Antikorper sind nach der
Dialyse (siehe 2.5.3) iiber eine Ni-NTA Affinitdtschromatographie aufgereinigt worden. Zu
diesem Zweck mussten die untersuchten Antikorperfragmente, tiber ihre N- bzw. C-terminal
gekoppelten Oligo-Histidin-Peptide, an eine mit Ni-lonen beladene NTA-Agarose-Matrix
(siehe 2.1.6) gebunden werden. Mehrmaliges Reinigen der Proteinlosungen iiber die mit Ni-
NTA-Agarose gefiillte Sdule fiihrte letztlich zu hoher Anreicherung der rekombinanten
Proteine. Die angereicherten scFv wurden anschlieBend durch kompetitive Verdringung
mittels Imidazol aus der Matrix eluiert.

Fiir die Reinigung von Idslichen Antikorperfragmenten wurde zunédchst eine 10 ml
,»Qravity-flow-type*“-Einwegsdule (sieche 2.1.6) mit 500 pl Ni-NTA-Agarose (Bindekapazitit:
5-10 mg/ml Protein) gefiillt und dann mit 20 ml 1 x PBS-Puffer dquilibriert. Daraufhin wurde



MATERIAL UND METHODEN 86

die dialysierte Probe insgesamt dreimal auf die Séule aufgetragen. Die unspezifichen Proteine
wurden folgend mit 20 ml Waschpuffer S (siche 2.1.7) von der Sdulenmatrix abgeldst und
ausgewaschen. Die Zielproteine sind anschlieend durch viermalige Applikation von jeweils
2 ml Elutionspuffer S (sieche 2.1.7) von der Sdule eluiert worden. Zur Entfernung des im
Elutionspuffer S vorhandenen Imidazols mussten die Proben vor einem weiteren Einsatz (z.B
fiir die Proteinbestimmung oder Western Blot) dialysiert werden (siehe 2.5.3). Die auf-
gereinigten Proteinlosungen wurden anschlieend mit Protease-Inhibitor versetzt und bis zur

weiteren Untersuchung bei -20°C gelagert.

2.5.5 Konzentrierung von Proteinen durch Ultrafiltration

Die Aufkonzentrierung von gereinigten scFv-Losungen erfolgte mittels einer Ultrafiltration,
die unter Verwendung von Centrikon YM-10-Zentrifugalkonzentratoren (siche 2.1.6)
durchgefiihrt wurde. Hierzu sind 2 ml der zu untersuchenden Proteinldsung in ein Centrikon-
Rohrchen pipettiert und fiir 1 h in einem Festwinkel-Rotor (JA-20, siehe 2.1.10.) bei 5.000 x g
sowie 4°C zentrifugiert worden. Da die verwendeten Konzentratoreinheiten iiber eine
Ausschlussgrenze von 10 kDa verfligten, konnten wéihrend des Zentrifugierens alle
niedrigmolekularen Proteine herausfiltriert und die Zielproteine unter gleichzeitiger
Verringerung des Probenvolumens aufkonzentriert werden. Die ursprungsgleichen scFv-
Proben wurden anschlieBend miteinander vereinigt und entweder direkt fiir die

Proteinbestimmung eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

2.5.6 Isolierung von CTA mittels Protein L-Séule

Zur Isolierung von CTA-157-2 (collateral targeting antibody) aus den Uberstinden von
Hybridomazellen wurden Protein L-Sdulen (siche 2.1.8) verwendet. Protein L ist ein
immunoglobulinbindendes Molekiil, welches urspriinglich aus dem anaeroben Bakterium
Peptostreptococcus magnus isoliert wurde (Bjorck, 1988). Es bindet an die « - leichte Kette
von Antikdrpern, scFv- sowie Fab-Fragmenten ohne deren Antigenbindungsstellen zu
blockieren.

Fiir die Gewinnung von CTA-157-2 aus ca. 250 ml Kulturiiberstinden wurden in der
Regel gleichzeitig mehrere Protein L-Sdulen (5-10 Sdulen) eingesetzt. Vor dem Experiment-
beginn musste zundchst der in den Sdulen vorhandene Lagerungspuffer entleert werden.
Daraufhin wurden die Saulen mit jeweils 10 ml Bindungspuffer dquilibriert. Der Hybridoma-
iiberstand wurde dann im Verhéltnis von 1:2 mit demselben Bindungspuffer verdiinnt und fiir
die CTA-Isolierung portionsweise (jeweils 5 ml) auf die bereits dquilibrierten Sdulen verteilt.

Zur Entfernung von ungebundenen Proteinen sind die Sdulen anschliefend mit jeweils 25 ml
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Bindungspuffer gewaschen worden. Die Elution des gebundenen Antikorpers erfolgte mit
jeweils 6 ml Elutionspuffer pro Sdule. Das Eluat wurde hierbei in mehreren 1 ml Fraktionen
aufgefangen und im Verhéltnis von 1:10 mit Neutralisationspuffer versetzt. Darauf folgte die
Proteinkonzentrationsbestimmung der einzelnen Eluate mittels photometrischer Messung bei
einer Absorption von 280 nm. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden anschliefend
miteinander vereinigt, mit einem Protease-Inhibitor versetzt und bis zur weiteren Verwendung

bei -20°C gelagert.

2.5.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentration gereinigter Proteinlosungen wurde nach Bradford (1976) unter Verwen-
dung von Bio-Rad Protein Assay ermittelt. Diese Methode beruht auf einer Komplexbildung
zwischen dem blauen Sdurefarbstoff Coomassie-Brillantblau G-250 mit Proteinen. Bei der
Bindung von Coomassie-Brillantblau G-250 an Proteine verschiebt sich das Absorptions-
maximum der Farbe von 465 nm (ohne Protein) zu 595 nm (mit Protein). Die Zunahme der
Absorption auf 595 nm stellt hierbei ein MaB fiir die Proteinkonzentration in einer Proben-
16sung dar (Rehm, 2000).

Vor Beginn der Proteinbestimmung wurde das Bradford-Reagenz zunéchst mit ddH,O
im Verhéltnis von 1:5 verdiinnt und dann zur Beseitigung von eventuell prizipitierten
Farbstoffpartikeln durch einen Whatman-Filter filtriert. Die untersuchten Proteinproben sind
fiir die Konzentrationsbestimmung zunichst mit 0,9%-iger NaCl-Losung im Verhiltnis von
1:10, 1:50 oder 1:100 verdiinnt worden. Jeweils 100 pl der verdiinnten Proteinlésungen
wurden dann im Reagenzréhrchen mit 1 ml Farbstofflosung sorgfiltig gemischt und fiir
10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion der Proteinproben bei einer
Wellenldnge von 595 nm gemessen. Um die Genauigkeit der Konzentrationsbestimmung zu
erh6hen, wurden fiir jede Proteinmessung Dreifachansdtze prépariert. Als Leerwert diente
hierbei die zur Verdiinnung der Proben verwendete, proteinfreie NaCl-Losung, welche zuvor
im Verhéltnis von 1:10, 1:50 oder 1:100 mit dem entsprechenden Elutions- bzw. Dialyse-
puffer versetzt und dann mit 1 ml Farbstoffreagenz, wie bereits erwédhnt, inkubiert wurde. Zur
Quantifizierung des Proteingehaltes ist eine Standardreihe mit Rinderserum-Albumin (BSA)
in Konzentrationen von 0,09; 0,19; 0,375; 0,75; und 1,5 pg/ul wie oben beschrieben
angefertigt worden. Anhand der im Photometer gemessenen Extinktionswerte wurde
anschlielend eine Standardkurve erstellt und die Proteinkonzentration der Proben daraus

ermittelt.
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2.5.8 SDS-PAA-Gelelektrophorese

Der Nachweis sowie die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgten
mittels einer denaturierenden und diskontinuierlichen SDS-PAA-Gelelektrophorese nach
Laemmli (1970). Bei diesem Verfahren werden die Proteine durch die Bindung an das
Detergenz SDS in einem konstanten Ladung zu Masse-Verhiltnis negativ geladen und ihre
Tertidr- sowie Sekundirstrukturen werden durch das Aufspalten von Wasserstoftbriicken
sowie die Streckung der Molekiile aufgehoben. In einem elektrischen Feld wandern die
negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe zur positiven Elektrode (Anode) und werden dabei
durch den Siebeffekt der pordsen Polyacrylamidgelmatrix nach ihrem Molekulargewicht auf-
getrennt. Mit Hilfe von Léngenstandards (siche 2.1.5), die zusammen mit den untersuchten
Proben das Polyacrylamidgel durchwandern, konnen im Anschluss an die Elektrophorese die
Molekulargewichte der aufgetrennten Proteine ermittelt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die SDS-PAA-Gelelektrophorese 12%-, 15%-
bzw. 20%-ige Trenngele und 4%-ige Sammelgele (siche 2.1.7) in einem Mini-Protean 3 Cell
Proteingel-System (Bio-Rad) angefertigt. Hierzu wurden zunichst seitlich zwischen zwei
gereinigte Glasplatten zwei Abstandshalter (Tiefe: 1 mm) positioniert. Diese Vorrichtung
wurde dann in einem Geltrager fixiert und zum Giellen des Gels in eine dafiir vorgesehene
GieBhalterung eingespannt. Daraufhin wurde Trenngel bis zu 3/4 der Hohe der Glasplatten
eingefiillt. Das frisch gegossene Trenngel wurde zum Gléitten sowie zum Ausschluss von
Luftblasen mit Isopropanol iiberschichtet. Nach dem Aushirten des Trenngels (ca. 30 min)
wurde die Isopropanolschicht vorsichtig abgegossen, die Gelkante mit ddH,O ausgespiilt und
mit Filterpapierstreifen getrocknet. Auf das Trenngel wurde im Folgenden bis zur Oberkante
der Glasplatten das Sammelgel gegossen, in welches anschlieBend ein Kamm mit 10 Taschen
eingesetzt wurde. Nach der Polymerisation des Sammelgels (ca. 15 min) wurde der Kamm
vorsichtig entfernt und die entstandenen Taschen wurden zur Beseitigung von restlichen
Gelstiicken mit dem Elektrophorese-Laufpuffer (siehe 2.1.7) ausgespiilt. Die Gelplatte ist
dann zusammen mit einer zusétzlichen Glasplatte in die Elektrophoresehalterung eingespannt
worden. Der Raum zwischen den beiden Platten wurde mit dem PAA-Laufpuffer gefiillt und
die gesamte Vorrichtung anschlieBend in die SDS-Gelelektrophoresekammer eingesetzt.
Nachdem die Elektrophoresekammer ebenfalls mit dem Laufpuffer gefiillt wurde (ca. 1/3 der
Kammer), konnten die zu untersuchenden Proben sowie der Lingenstandard in die Taschen
des Gels aufgetragen werden. Die Proteinproben wurden zuvor im Verhéltnis von 1:2 mit
Ladepuffer (siche 2.1.7) versetzt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Sollten bei den zu

untersuchenden Proteinen Disulfidbriicken reduziert werden, so wurde der verwendete
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Ladepuffer noch zusitzlich mit 1%-igem B-Mercaptoethanol versetzt. Die Elektrophorese
wurde bei einer Spannung von 100 Volt gestartet. Nachdem die Lauffront der Proben das
Trenngel erreicht hat (ca. 30-40 min), wurde die Spannung auf 160 Volt erhoht. Nach
vollstdndiger Auftrennung der Proteine ist das Gel von der Glasplatte gelost und zur
Visualisierung der Proteinbanden fiir Farbungen (siche 2.5.9) oder Western Blot (siche

(2.5.10) eingesetzt worden.
2.5.9 Firbungen von Polyacrylamidgelen

2.5.9.1 Coomassie-Firbung

Mit Hilfe der Coomassie-Farbung wurden nach der Elektrophorese alle Proteine im
PAA-Gel fixiert und unspezifisch angefarbt. Aufgrund einer geringen Empfindlichkeit
konnten mit dieser Farbungsmethode ausschlieflich Proteinmengen oberhalb der Nachweis-
grenze von 200-400 ng Protein/Bande visualisiert werden.

Vor der Anfirbung wurde das PAA-Gel zunéchst in eine gereinigte Plastikschale
iberfiihrt und auf einem Schiittler (siche 2.1.10) unter leichtem Schwenken mit jeweils
200 ml ddH,O 3 x 5 min gewaschen. Darauf folgte die Farbungsreaktion mit 50 ml
Coomassie-Losung unter leichtem Schwenken bei RT. Bereits nach 20 min konnten die ersten
Proteinbanden erkannt werden. Mit Erreichen der maximalen Farbintensitit (nach ca. 1 h)
wurde die Reaktion beendet. Das Gel wurde dann 30 min unter Schwenken mit ddH,O
gewaschen und fiir die Dokumentation im Computer eingescannt. AnschlieBend wurde das
Gel zwischen zwei Cellophanfolien gelegt, in eine aus zwei Rahmen bestehende Vorrichtung
eingespannt und iiN bei RT luftgetrocknet. Das getrocknete Gel konnte so iiber einen lingeren

Zeitraum lichtgeschiitzt autbewahrt werden.

2.5.9.2 Silberfirbung

Zum Nachweis von Proteinen, die durch Coomassie-Farbung nicht visualisiert werden
konnten, wurde die Silberfirbung durchgefiihrt. Diese Férbungsmethode ist deutlich
empfindlicher als die vorgenannte und erreicht Nachweisgrenzen von 5-30 ng Protein/Bande.
Hierbei binden die Silber-lonen an Glu-, Asp- und Cys-Reste der aufgetrennten Proteine, was
zur Entstehung von Ag'-Protein-Komplexen fiihrt. Die Silber-Ionen dieser Komplexe werden
anschlieBend durch starke Reduktionsmittel (z.B. Formaldehyd) zu metallischem Silber
reduziert, welches wiederum eine Art Schwérzung und somit Anfarbung von Proteinbanden

im Gel verursacht.
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Die Farbung der PAA-Gele wurde in mehreren Plastikschalen auf einem Schiittler
(sieche 2.1.10) durchgefiihrt. Die Proteine wurden zunéchst durch 30-miniitige Inkubation in
100 ml Fixierungslosung A (siehe 2.1.7) und dann durch 10-miniitige Inkubation in 100 ml
Fixierungslosung B im Gel fixiert. Danach ist das Gel mit 100 ml ddH,O 2 x 10 min
gewaschen und zur Erhohung der Sensitivitit fiir 1 min in 100 ml 0,02%-iger Natrium-
thiosulfatlosung inkubiert worden. Das Gel wurde anschlieBend mit ddH,O 2 x 1 min
gewaschen und zum Firben fiir 30 min in 100 ml Féarbelosung (siehe 2.1.7) inkubiert. Nach
erneutem Waschen (2 x 1 min mit ddH,O) ist das Gel in eine Schale mit 100 ml
Entwicklungslosung iiberfiihrt und bis zum Sichtbarwerden der Proteinbanden entwickelt
worden. Nachdem die maximale Farbintensitit der Proben erreicht wurde, konnte die
Reaktion, durch Uberschichten des Gels mit 5 ml 2,3 M Citronenséure, abgestoppt werden.
Das Proteingel wurde darauthin 15 min mit ddH,O gewaschen und wie im Kapitel 2.5.9.1

bereits beschrieben dokumentiert sowie luftgetrocknet.

2.5.10 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis der im SDS-PAA-Gel aufgetrennten Proteine wurden diese
zundchst in einem Western Blot Verfahren unter dem Einflu} eines elektrischen Feldes auf
eine Nitrocellulose-Membran {ibertragen (siche unten) und dann mittels spezifisch bindender,
enzymkonjugierter Antikorper detektiert (sieche 2.5.12).

Der Proteintransfer erfolgte unter Verwendung der ,,Mini Trans-Blot“-Apparatur von
der Firma Bio-Rad (siehe 2.1.10). Hierzu wurden zunéchst zwei Filterpapierstiicke sowie eine
Nitrocellulose-Membran in der Grofe des untersuchten PAA-Gels zugeschnitten und
anschlieBend zusammen mit zwei Blotting-Schwédmmen fiir 5 min im Blotting-Puffer (siche
2.1.7) eingeweicht. Das zu untersuchende Gel wurde unmittelbar nach der Elektrophorese
(siche 2.5.8) von den Glasplatten abgeldst und ebenfalls in den Blotting-Puffer {iberfiihrt.
Folgend wurde eine Blotting-Gitterkassete nach dem ,,Sandwich“-Prinzip mit einem
Schwamm, einem Filterpapier, dem Gel, der Membran, dem zweiten Filterpapier und dem
zweiten Schwamm nacheinander, luftblasenfrei bestiickt und nach kriftigem Zusammen-
pressen der aufeinander liegenden Schichten verschlossen und senkrecht in die Blotting-
Einheit eingehéngt. Da die im Gel vorhandenen Proteine durch SDS negativ geladenen waren,
musste die Gitterkassete fiir einen erfolgreichen Proteintransfer mit der Gelseite zur Kathode
und mit der Membranseite zur Anode ausgerichtet werden. Die Blotting-Einheit wurde dann
zusammen mit einem Kiihlaggregat in eine Blotting-Kammer tiberfiihrt und diese bis zum

Rand mit Blotting-Puffer aufgefiillt. Der Proteintransfer erfolgte fiir 1 h bei 110 Volt.
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Anschlielend wurde das Gel verworfen und die Nitrocellulose-Membran fiir die Detektion

von Proteinen weiterverwendet (siche 2.5.11 und 2.5.12).

2.5.11 Ponceaurotfirbung von Proteinen auf Blots

Zur Verifizierung des Proteintransfers auf einer Nitrocellulose-Membran wurde diese
unmittelbar nach dem Western Blot mit dem wasserloslichen Farbstoffreagenz namens
Ponceau S (siehe 2.1.6) unspezifisch angefdarbt. Diese als Ponceaurotfarbung bezeichnete
Féarbemethode erreicht eine Nachweisgrenze von 50-150 ng Protein/Bande und ist somit
sensitiver als die Coomassie-Féarbung eines Gels.

Zum Anfarben von geblotteten Proteinen wurde die Nitrocellulose-Membran in eine
Schale mit 50 ml Ponceau S-Losung iiberfiihrt und unter leichtem Schwenken fiir 5 min bei
RT inkubiert. Nach dem Abgieen des Farbstoffes ist die Membran zur Beseitigung von
unspezifischer Hintergrundfarbung fiir 1 min mit ddH,O gewaschen und anschliefend fiir die
Dokumentation der Proteinbanden im Computer eingescannt worden. Die dokumentierte
Ponceaurotfarbung wurde letztlich durch erneutes Waschen (3 x 10 min) mit Waschpuffer A
vollstindig entfernt und die Membran fiir die darauf folgende Immundetektion weiter-

verwendet.

2.5.12 Immundetektion

Mittels Immundetektion konnten die gebloteten Proteine unter Verwendung von
enzymkonjugierten Antikorpern und einem ECL-Detektionssystem (siehe 2.1.8) sensitiv und
spezifisch auf einem Rontgenfilm nachgewiesen werden. Das Prinzip dieser Nachweis-
methode beruht auf einer Oxidationsreaktion, die von peroxydasemarkierten Sekundér-
antikorpern katalysiert wird. Hierbei wird durch die Oxidation des im ECL-Reagenz
vorhandenen Luminols eine Chemilumineszenz ausgeldst, die mit Hilfe von Autoradiographie
in Form von Proteinbanden auf einem Film festgehalten werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit ist die Immunreaktion nach zwei unterschiedlichen
Versuchsprotokollen durchgefiihrt worden. Zur Detektion von E-tag-markierten scFv-
Antikorpern wurde die Membran zunidchst 1 x 10 min mit Waschpuffer A (sieche 2.1.7)
gewaschen, dann in eine Schale mit Blocking Puffer D (siehe 2.1.7) {berfiihrt und unter
leichtem Schwenken 1N bei 4°C geblockt. Nachdem die freien Proteinbindungsstellen der
Blotmembran abgesittigt waren, wurde diese in mehreren Schritten gewaschen (1 x 10 min
mit Waschpuffer A; 2 x 10 min mit Waschpuffer B; 1 x 10 min mit Waschpuffer A). Daran
schloss sich eine Inkubation des Blots mit dem Primérantikorper (Anti-E-tag) fiir 1 h bei RT

unter Schwenken an. Ungebundener Antikdrper wurde anschlieBend durch erneutes
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Waschen (s.0.) entfernt und die Membran mit einem peroxidasegekoppelten Sekundér-
antikdrper (GAM-PO), wie bereits beschrieben, inkubiert. Nach weiterem Waschen (s.0.)
wurde der Blot zur Visualisierung der antikérpermarkierten Proteinbanden fiir 1 min mit 6 ml
ECL-Losung (1 Vol. Reagenz 1 + 1 Vol. Reagenz 2) inkubiert und dann auf einem Rontgen-
film (5 sec bis 5 min) exponiert. Der Film wurde anschlieBend entwickelt und zum
Dokumentieren im Computer eingescannt.

Fiir die Immunfirbung von Hise-tag gekoppelten scFv-Antikdrpern ist die Membran
unmittelbar nach dem Blot zunichst fiir 10 min mit 1 x TBS-Puffer gewaschen und dann zur
Verhinderung von unspezifischen Bindungen mit Blocking Puffer C 4N bei 4°C unter
Schwenken inkubiert worden. Durch die darauf folgenden Waschschritte (2 x 10 min mit 1 x
TBS/Tween-Puffer und 2 x 10 min mit 1 x TBS/Tween/Triton-Puffer) wurde der Blocking
Puffer entfernt und die Membran mit dem Primérantikdrper (Hise-tag) fiir 1 h bei RT unter
Schwenken inkubiert. Nach der Inkubation wurde restlicher, ungebundener Antikorper
ausgewaschen (s.0.), die Membran mit einem Sekundérantikdrper (GAM-PO) tiberschichtet
und, wie schon oben erwéhnt, inkubiert. Der iiberschiissige Antikérper wurde durch
anschlieBendes Waschen entfernt (s.0.) und die Immunfirbung der Proteine wie bereits
beschrieben detektiert.

Sollte dieselbe Membran ein weiteres Mal verwendet werden, so mussten die
gebundenen Antikorper durch 15-miniitige Inkubation in einer 1:10 verdiinnten, wissrigen
Re-Blot-Plus-Strang-Losung (siehe 2.1.8) entfernt werden. Das Reagenz wurde anschlieBend
verworfen, die Membran mit entsprechendem Waschpuffer ausgespiilt (s.0.) und nach dem

darauf folgenden Blocken (s.0.) fiir eine neue Immunfiarbung eingesetzt.

2.6 Immunhistochemische Methoden

2.6.1 Anfertigung von Gefrierschnitten und Paraffinschnitten

Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen von Rattengefilen wurden mit Hilfe eines
Kryostaten (siehe 2.1.10) Gefrierschnitte angefertigt. Die frisch herauspriparierten
Rattengefdle wurden unmittelbar nach der Entnahme zundchst mit einem Skalpel in fiinf
kleine Abschnitte aufgeteilt (stem, midzone 1-3, reentry), dann mit Tissue-Tek (siche 2.1.6)
auf den dafiir zugeschnittenen Korkplatten befestigt, in ein Falcon-Rohrchen mit kaltem
n-Hexan tiberfiihrt und anschlieend in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die gefrorenen
Proben konnten bis zum weiteren Einsatz bei -80°C gelagert werden. Zur Anfertigung von

Schnittpraparaten wurden die Gefdlle zundchst mit einem Skalpel von den Korkplatten
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abgeldst, dann mit Tissue-Tek auf einem vorgekiihlten Kryostempel befestigt und
anschliefend im Kryostaten bei -26°C in mehrere 7 um dicke Scheiben geschnitten. Die frisch
hergestellten Gefrierschnitte wurden dann auf die Superfrost-Objekttrager platziert und fiir ca.
5-10 min bei RT getrocknet. Die fertigen Gefdlprédparate wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert.

Fir die immunhistochemischen Analysen von humanen Gefa3proben wurden
Paraffinschnitte angefertigt. Die zur Verfiigung gestellten, formalinfixierten Patientengefil3e
(siche 2.1.1) wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Frau K. Miete (UKE Hamburg,
Institut fiir Anatomie I, Arbeitsgruppe von Herrn Dr. S. Ergiin) zunéchst in Paraffinblocke

eingebettet und anschlieend unter Verwendung eines Mikrotoms (siehe 2.1.10) geschnitten.

2.6.2 Anfertigung von Zellpriparaten

Zur Herstellung von Zellpréparaten wurden die zu untersuchenden Endothelzellen (siehe
2.1.2) zunéchst in Zellkulturflaschen angezogen (siche 2.2.2) und dann, nach Erreichen des
Subkonfluenzstadiums, in sogenannte Chamber slides tiberimpft. Die hierfiir verwendeten
Chamber slides bestanden in der Regel aus 8 Kammern mit einer Kulturoberfliche von
0,7 cm?/Kammer.

Die geernteten Zellen wurden zunichst in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in
8 ml des entsprechenden Kulturmediums (siehe 2.1.7) aufgenommen und sorgféltig gemischt.
Danach sind jeweils 0,4 ml Aliquots einer Zellsuspension in die einzelnen Kammern der
Chamber slides pipettiert und fiir 1,5 Tage (ca. 32-36 h) in einem CO;-Inkubator (5% CO,)
bei 37°C kultiviert worden. Das Kulturmedium wurde anschlieBend entfernt und die Zellen
2 mal mit 1 x PBS-Puffer gewaschen. Danach wurden die Polystyrol-Aufsidtze der Chamber
slides abgenommen und die fertigen Zellpriparate entweder sofort fixiert (siehe 2.6.4) oder

fiir 30 min luftgetrocknet und dann fiir immunhistochemische Farbungen weiterverwendet.

2.6.3 Fixierung und Entparaffinierung von Gewebeschnitten

Die immunhistologischen Nachweise mittels Peroxydase erfolgten unter Verwendung von
unfixierten, acetonfixierten sowie paraffinfixierten Gewebeschnitten. Bei der Acetonfixierung
wurden die Gefdlpriparate zundchst fiir 5 min in einer mit 50 ml eiskaltem Aceton gefiillten
Waschkiivette bei -20°C inkubiert, dann fiir 30 min bei RT getrocknet und anschlieBend fiir
Féarbungsexperimente weiterverwendet. Die in Paraffinblocke eingebetteten Gefa3proben sind
vor jeder Immunfiarbung zundchst in einer sogenannten absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert worden. Um das Paraffin aus dem Gewebe vollstindig herauszuldsen, wurden

die Schnitte zunédchst 4 x 5 min in einer Xylolersatzlosung (siehe 2.1.6) inkubiert. Danach
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wurden die GefaBpraparate nacheinander fiir jeweils 2 x 5 min mit 100%-igem Isopropanol,
96%-igem Ethanol sowie 70%-igem Ethanol rehydriert und anschlieBend mit ddH,O,
1 x PBS-Puffer sowie Losung A (jeweils 2 x 5 min) gewaschen. Alle Entparafinierungs-
schritte sind in Waschkiivetten (50 ml) durchgefiihrt worden. Die entparaffinierten
Gefilproben konnten im Folgenden fiir immunhistochemische Farbungen eingesetzt werden.

Die Immunfluoreszenzanalysen wurden in der Regel unter Verwendung von paraffin-
(s.0.) sowie ethanolfixierten GefdBpréparaten durchgefiihrt. Fiir die Ethanolfixierung wurden
die Gewebeschnitte zunéchst fiir 20 min in einer Waschkiivette mit eiskaltem Ethanol-Fixans
(sieche 2.1.7) bei -20°C inkubiert und dann fiir 30 min bei RT getrocknet. Die fixierten
Gefaflproben wurden entweder direkt fiir eine Immunfarbung eingesetzt oder bei -20°C

gelagert.

2.6.4 Fixierung von Zellen

Fiir die immunhistochemischen Analysen wurden die zu untersuchenden Zellpréiparate einer
sogenannten langsamen Acetonfixierung unterzogen. Alle Fixierungsschritte erfolgten hierbei
ebenfalls (s.0.) unter Verwendung von 50 ml Waschkiivetten. Die frisch gewaschenen Zellen
(siehe 2.6.2) sind fiir die Fixierung zunichst in einer Aceton/PBS-Losung (1:2) fiir 1,5 min
inkubiert worden. Daraufhin wurden die Prédparate flir weitere 1,5 min bei RT mit reinem
Aceton und anschlieffend fiir 3 min bei -20°C mit eiskaltem Aceton inkubiert. Die auf diese
Weise hergestellten Zellprdaparate wurden jeweils unmittelbar nach dem Fixierungsvorgang

fiir die Immunfarbungen eingesetzt.

2.6.5 Immunbhistologische Nachweise mittels Peroxydase

Die immunhistologischen Fiarbungen mit dem Markerenzym Peroxydase wurden unter
Anwendung der indirekten oder der ABC-Nachweismethode durchgefiihrt.

Bei der Technik der indirekten Immunfarbung werden die zu untersuchenden Proben
zundchst mit einem kommerziell erhéltlichen, unkonjugierten Primérantikdrper inkubiert.
Wiéhrend der Inkubation kommt es zur spezifischen Bindung zwischen dem verwendeten
primdren Antikdrper und dem entsprechenden Antigen der Probe. Die ungebundenen
Antikorperreste werden anschlieBend durch mehrmaliges Waschen entfernt und die Priaparate
im Folgenden mit einem Sekundérantikorper inkubiert. Der sekundédre Antikorper ist in der
Regel gegen die Tierspezies gerichtet, aus der der Primirantikorper isoliert wurde. Des
Weiteren ist der Sekundérantikérper mit einem Markerenzym konjugiert, welches gegen ein
Farbstoffkomplex gerichtet ist, das ebenfalls das gleiche Markerenzym trigt. Wahrend der

Inkubation der Proben mit dem Sekunddrantikdrper wird infolge einer Enzym-Substrat-
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Reaktion ein farbiges Endprodukt gebildet, welches anschlieBend durch lichtmikroskopische
Vergleiche der angefarbten Pridparate mit einer Negativkontrolle (Probe, die anstelle des
Primédrantikdrpers mit Waschpuffer inkubiert wurde) als immunhistologischer Nachweis
verifiziert werden kann.

Die fiir den Nachweis von einigen Antikdrpern (siche Ergebnisteil) eingesetzte ABC-
Farbungsmethode (Avidin-Biotin-Komplex) macht sich die Affinitdt von Avidin zu Biotin
zunutze (Noll und Schaub-Kuhnen, 2000). Hierbei wird als sekundirer Antikorper ein
sogenannter Briickenantikdrper verwendet, welcher mit Biotin markiert (biotinyliert) ist.
Dieser bindet mit hoher Affinitdt an ein aus Streptavidin bestehendes ABC-Komplex, das mit
einem Enzym (z.B. Peroxydase) gekoppelt ist. Bei der darauf folgenden Enzym-Substrat-
Reaktion entsteht ein farbiges Endprodukt, welches, wie bereits beschrieben (s.0.),
lichtmikroskopisch ausgewertet wird. Diese Nachweistechnik zeichnet sich durch eine sehr
hohe Sensitivitit aus und wurde fiir diejenigen immunhistochemischen Experimente

angewandt, bei denen das Immunsignal eine Farbverstarkung benotigte.

Fiir die Durchfiihrung der immunhistologischen Nachweise wurden Farbekdsten sowie
Waschkiivetten verwendet. Zur Vorbeugung vor Austrocknung der Proben mussten die
Férbekdsten zuvor mit ddH,O angefeuchtet werden. Vor jedem Experimentbeginn sind die
fixierten Gewebe- bzw. Zellproben zunichst fiir 15 min in Losung A (sieche 2.1.7) bzw. 1 x
PBS-Puffer (fiir die Phagenfarbung) rehydriert worden. Im Anschluss daran wurden einige
Priaparate zur Absittigung von freien Bindungsstellen mit Blocking Puffer F (Zellpréparate)
bzw. mit Blocking Puffer D (Proben fiir die Phagenférbung) iiN bei 4°C inkubiert. Die Proben
sind dann 3 x 5 min mit Lésung A gewaschen und anschlieend mit 100-200 pl des in Losung
A verdiinnten Primérantikorpers (siehe 2.1.9) fiir 2 h bei RT (bzw. 2 h bei 37°C fir die
Phagenfiarbung) inkubiert worden. Der {iiberschiissige Antikorper wurde folgend durch
dreimaliges Waschen (s.o0.) entfernt und die Préparate fiir 1 h bei RT mit dem ebenfalls in
Losung A verdiinnten Sekundirantikdrper (100-200 pl) inkubiert. Nach erneutem Waschen
(s.0.) sind die Proben entweder mit einem weiteren, tertidren Antikorper inkubiert (ABC-
Methode) oder direkt fiir eine Farbreaktion eingesetzt worden (indirekte Methode). Die
Farbreaktion erfolgte unter Verwendung des Chromogens AEC (siche 2.1.6). Dazu wurden
die Priparate zunéchst fiir 5 min in einer 0,1 M Natriumacetat-Losung umgepuffert und dann
mit 100-200 upl der frisch angesetzten Férbelosung (siche 2.1.7) unter Lichtabschluss fiir
5-10 min angefdrbt. Die Reaktion wurde anschlieend durch 5-miniitige Inkubation in 10 mM
EDTA-Ldsung abgestoppt. Die Proben sind dann 5 min in Losung A gewaschen und zur

Gegenfarbung der Zellkerne fiir 30 sec in wissriger Mayers Hemalaun-Losung (1:2) inkubiert
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worden. Die iiberschiissigen Farbstoffreste wurden dann unter flieBendem Leitungswasser
ausgewaschen und die angefdrbten Préparate unter Verwendung eines DAKO-
Einbettungsmediums mit entsprechenden Deckgldsern (siche 2.1.6) luftdicht verschlossen.
Die Proben wurden anschlieBend am Lichtmikroskop ausgewertet, fotografiert und fiir die

Langzeitlagerung in abgedunkelten Préparatkésten bei RT auftbewahrt.

2.6.6 Immunfluoreszenznachweise

Die Immunfluoreszenznachweise sind unter Verwendung von fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikdrpern durchgefiihrt worden. Die in dieser Arbeit eingesetzten sekunddren
Antikorper waren in der Regel mit griin fluoreszierenden FITC-(Fluoresceinisothiocyanat)
sowie Cy,-Fluorochromen (Carbocyanin) konjugiert. Die Auswertung der Farbungs-
experimente erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. Hierbei wurden die fluorochromgekoppelten
Antikorper durch die Absorption energiereicher Strahlen angeregt, was zu deren Licht-
emission (Fluoreszenz) fiihrte. Mit Hilfe entsprechender Emmisionsfilter, die das Anregungs-
licht zuriickhalten und nur das Emissionslicht durchlassen, konnte das Farbsignal im Priparat
sichtbar gemacht werden. Die Spezifitit des Farbsignals wurde anschlieBend durch den
Vergleich mit einer Negativkontrolle iiberpriift, welche wie bereits beschrieben (siche 2.6.5)
prépariert wurde.

Die Immunfluoreszenzfarbungen sind abhidngig von der Fixierungsart der zu unter-
suchenden Priparate unter verschiedenen Versuchsbedingungen durchgefiihrt worden. Die
ethanolfixierten GefdBproben wurden zum Rehydrieren zundchst mit 1 x PBS-Puffer
(3 x 5 min) und dann mit Waschpuffer IF (fiir 5 min) in Waschkiivetten inkubiert. Die
rehydrierten Praparate wurden dann in feuchte Farbekésten tiberfiihrt und dort mit 100-200 pl
Blocking Puffer E fiir 30 min bei 37°C geblockt. Der Blocking Puffer wurde anschlieBend
durch dreimaliges Waschen (in Waschkiivetten, fiir jeweils 5 min) mit Waschpuffer IF
entfernt und die Prdparate mit 100-200 pl des verdiinnten Primirantikorpers (verdiinnt in
1%BSA/PBS/0,5% Glycin-Losung) fiir 1 h in feuchten Farbekasten bei 37°C inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die {iberschiissigen AntikOrperreste ausgewaschen (s.0.) und die
Proben mit 100-200 pl des verdiinnten (s.0.), fluorochromgekoppelten Sekundirantikorpers
wie bereits erwdhnt (s.o.) inkubiert. Die ungebundenen Antikorpermolekiile wurden
schlieBlich durch erneutes Waschen (3 x 5 min mit 1 x PBS Puffer) entfernt und die Priparate
zur Gegenfarbung der Zellkerne mit einem ausgewihlten Kernfarbstoff (DAPI, Propidium-
jodit oder Hoechst B 2883) inkubiert. Bei der Gegenfarbung mit DAPI (siehe 2.1.6) sind die
Priparate mit 100 pl der verdiinnten Farbstofflosung (Verdiinnung 1:60 in 1 x PBS) fiir 4 min
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unter Lichtausschluss bei RT inkubiert worden. Fiir die Propidiumjoditfirbung wurde die
0,1%-1ge Farbstofflosung (siehe 2.1.6) zunichst im Verhéltnis von 1:100 mit 1 x PBS Puffer
verdiinnt, dann in 100 ul Aliquots auf die Proben gegeben und fiir 15 min bei 37°C (unter
Lichtausschluss) inkubiert. Die Kernfarbung mit Hoechst B 2883 (Verdiinnung 1:1000 mit
1 x PBS-Puffer) erfolgte ebenfalls unter Lichtausschluss fiir 5 min bei RT. Nach der
Kernfarbung sind alle Préparate 2 x 5 min mit 1 x PBS-Puffer gewaschen und unter
Verwendung von PPD/Moviol (siehe 2.1.6) mit Deckgldsern luftdicht verschlossen worden.
Die Objekttrager wurden anschliefend fiir 10 min bei 4°C getrocknet und dann an den
Réndern der Deckgldser mit Nagellack abgedichtet. Die fertigen Priparate konnten nun am
Fluoreszenzmikroskop analysiert werden.

Die aceton- sowie paraffinfixierten Praparate sind fiir die Immunfluoreszenznachweise
in 1 x PBS Puffer rehydriert worden (3 x 5 min). Zum Blocken dieser Proben wurde in der
Regel Blocking Puffer F (30 min bei 37°C) und zum Waschen 1 x PBS Puffer (3 x 5 min)
verwendet. Die primédren und die sekundéren Antikdrper sind vor jedem Einsatz in Blocking
Puffer F verdiinnt worden. Die restlichen Schritte des Farbungsprotokolls wurden wie bereits

beschrieben durchgefiihrt (s.o.).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Klonierung von gefifispezifischen scFv-Antikorpern

Die Generierung gefaBspezifischer scFv erfolgte unter Verwendung der von
Dr. W.D. Ito hergestellten und in unserer Arbeitsgruppe ausselektionierten Hybridomazellen
(siche 2.1.2). Als Ausgangsmaterial (siche 1.5) fiir die Herstellung dieser Zellen fungierten
zunichst Ratten, denen 12 h nach kiinstlicher Ligation der Femoralarterie die Kollateral-
arterien entnommen wurden. Mit den Membranpriparaten aus den Kollateralgefdlen sind
anschlieBend Miduse immunisiert worden. Einige Wochen nach der Immunisierung wurden
die Tiere getotet und deren Milz herauspripariert. Die in der Milz zahlreich vorhandenen
B-Lymphozyten wurden isoliert und mit Myelomzellen fusioniert. Als Resultat dieser Fusion
entstanden Hybridomazellen, welche einerseits den jeweiligen Antikérper des B-Lympho-
zyten-Partners produzierten und andererseits die Unsterblichkeit der Myelomzellen besaf3en,
so dass sie damit zur Produktion einer groBen Anzahl von monoklonalen Antikdrpern
geeignet waren. Diese Hybridomazellen wurden mittels immunhistochemischer Farbungen
auf Ratten-Herz-Endothelzellen sowie auf Schnitten von Kollateralarterien auf die Spezifitit
der von ihnen sezernierten, monoklonalen Antikorper iiberpriift. Die kollateralspezifischen
Hybridomaklone wurden anschlieBend in Einzelwells ausselektioniert und vermehrt. Die
ausselektionierten, positiven Hybridomazellen sind im Rahmen dieser Arbeit zur Herstellung

von gefaBspezifischen scFv-Antikorpern eingesetzt worden.

3.1.1 Isolierung der RNA aus Hybridomazellen

Fiir die Herstellung von kollaterallspezifischen Einzelkettenantikdrpern wurde zunéchst aus
den positiven Hybridomazellen die Gesamt-RNA isoliert (siehe 2.3.1.1). Zu diesem Zweck
sind sowohl frisch geerntete, als auch tiefgefrorene Hybridomazellen verwendet worden. Die
Menge der isolierten RNA wurde spektralphotometrisch ermittelt (siehe 2.3.1.2). Dabei lag
die Ausbeute an Gesamt-RNA aus frisch geernteten Hybridomazellen mit den Werten von ca.
300-400 pg pro 5 x 10° eingesetzten Zellen im Durchschnitt erheblich hoher als die Menge
der aus tiefgefrorenen Hybridomazellen priparierten Ribonukleinsidure (ca. 100-200 pg/5 x
10° Zellen). Zum Qualititsnachweis der isolierten Gesamt-RNA-Proben wurden diese unter
RNAse-freien Bedingungen in einem Formaldehydgel mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
Da die cytoplasmatische RNA aller Eukaryonten bis zu ca. 95% aus ribosomaler RNA besteht
(Lottspeich und Zorbas, 1998), konnten bei einer gut durchgefiihrten RNA-Priparation, die
28S- uns 18S- (Svedberg Einheiten) rRNA-Molekiile als zwei scharfe Banden auf einem
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Gelelektrophorese-Foto erkannt werden (siehe Abb. 3.1.1). Aufgrund von intakten rRNA
Banden sowie der Abwesenheit von Signalen im niedermolekularem Bereich konnte bei allen
RNA-Proben, die aus tiefgefrorenen Hybridomazellen gewonnen wurden (Proben 4-8), eine
Degradation der Ribonukleinsdure weitgehend ausgeschlossen werden. Im Gegenteil dazu ist
bei den RNA-Isolaten aus frisch geernteten Hybridomakulturen keine saubere Auftrennung
der 28S- sowie 18S-rRNA detektiert worden. Des Weiteren waren insbesondere bei den in
den Spuren 1 und 3 aufgetragenen Proben (siehe Abb. 3.1.1) starke RNA-Signale im nieder-
molekularen Bereich vorhanden, was auf eine Degradation der isolierten Ribonukleinsdure
hindeutete (besonders deutlich bei Probe 3). Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die
aus tiefgefrorenen Hybridomazellen gewonnene Gesamt-RNA (Proben 4-8) zwar eine
niedrigere Quantitit im Vergleich zu den frisch préparierten RNA-Isolaten 1-3 ergab, jedoch
keine Degradationsspuren aufwies und sich somit durch eine viel hohere Qualitdt, im
Gegensatz zu den frisch préiparierten Proben, auszeichnete. Da fiir die Amplifikation von
variablen Regionen der schweren und leichten Antikorperketten eine intakte Gesamt-RNA
essentiell ist, wurde im nachfolgenden Experimentteil, fiir die cDNA-Erststrangsynthese, die

RNA der Proben 5-8 als Matrize eingesetzt (siche Abb. 3.1.1).

28S-rRNA

18S-rRNA

Spuren einer RNA
- Degradation

Abb. 3.1.1: Gelelektrophoretische Auftrennung der aus Hybridomazellen isolierten Gesamt-
RNA-Proben

Spuren 1-3: Aus frisch geernteten Hybridomazellen isolierte RNA-Proben. Spuren 4-8: RNA-Isolate
aus tiefgefrorenen Hybridomazellen.
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3.1.2 cDNA-Synthese und Amplifikation von Vg- und Vi -Doméinen

Zur Amplifikation von Vy- und Vi -Doménen wurde die aus Hybridomazellen isolierte RNA
zunichst in die ¢cDNA umgeschrieben. Um eventuelle Kontaminationen der cDNA mit
genomischer DNA zu vermeiden, ist vor jeder Erststrangsynthese-Reaktion ein DNase-
Verdau der verwendeten RNA-Proben durchgefiihrt worden (sieche 2.3.1.4). Die cDNA-
Synthese erfolgte nach dem im Kapitel 2.3.1.5 beschriebenen Protokoll der Firma Gibco BRL
unter Verwendung von Oligo-(dT)s.;s-Primern. Unmittelbar nach der Synthesereaktion
wurden jeweils 15 pl der frisch hergestellten cDNA fiir die Klonierung von Vy- und V-
Antikorperdoménen eingesetzt. Die Amplifikation der variablen Regionen der schweren und
leichten Ketten erfolgte in zwei separaten PCR-Reaktionen mit jeweils acht cDNA-Ansédtzen
pro Doméne (Vy: Probe 1-8; Vi: Probe 1-8). Zur Herstellung von Vy-Fragmenten sind die im
Kapitel 2.1.5 erwédhnten murinen Heavy Primer 1 und 2 eingesetzt worden. Die Klonierung
der Vi-Regionen wurde mit Hilfe von einem ebenfalls mausspezifischen Light Primer Mix
durchgefiihrt (siehe 2.1.5). Die klonierten Vy- und V| -Fragmente wurden anschlieBend in
einer Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Der Erfolg der cDNA-Synthese sowie V- und
V.- Amplifikation konnte, durch das Auftreten von PCR-Produkten mit der erwarteten GrofB3e
von 340 bp (fiir Vyg-Doméne) bzw. 325 bp (fiir VL-Domine), eindeutig bestitigt werden (siche
Abb. 3.1.2). Fir die nachfolgende Klonierung von FEinzelkettenantikorpern sind die
aufgetrennten Vy- und Vi -Banden zundchst aus dem Agarosegel herausgeschnitten und
eluiert worden. Um bei der spiteren Amplifikation des vollstindigen scFv-Antikorper-
fragmentes eine hohere Anzahl von Kombinationen zwischen den schweren und leichten
Ketten zu erzielen, wurden die einzelnen Eluate der V- (Probe 1-8) sowie V- Doménen
(Probe 1-8) in zwei Eppendorfgefalen miteinander vereinigt. Da zur Herstellung der scFv-
Fragmente dquimolare Mengen an Vy- und Vi -DNA notwendig sind, wurde vor jeder
Klonierung die Konzentration der eluierten Nukleinsdurebanden sowohl spektral-
photometrisch, als auch mittels gelelektrophoretischer Analyse genau ermittelt. Fiir die
Generierung von scFv-Antikorperfragmenten sind in der Regel jeweils 50 ng der eluierten

V- bzw. V- PCR-Produkte eingesetzt worden.

Die auf Seite 101 présentierte Abbildung 3.1.2 stellt exemplarisch die gelelektro-
phoretische Auftrennung von amplifizierten, variablen Dominen der schweren (H1-H4) sowie
der leichten (L1-L4) Antikorperketten dar. Es wurde jeweils 5 pl des entsprechenden PCR-
Produktes in die Geltaschen aufgetragen. Zur Konzentrationsbestimmung sowie zur

Ermittlung der genauen Linge der aufgetrennten Vy- sowie Vi-Banden diente die, von der
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Firma Amersham Bioscience bezogene, 370 bp Grofle Vy-Kontrolle (K), welche in einer
Konzentration von 50 ng DNA pro 5 pl Gesamtansatz zusammen mit den amplifizierten Vy-
und Vi-Fragmenten im Agarosegel aufgetrennt wurde. Als DNA-Lingenstandard fungierte
der bereits im Kapitel 2.1.5 erwdhnte SMART DNA Marker.

M K H1 H2 H3 H4 L1 L2 L3 L4

~ 370

~ 340

~ 325

Abb. 3.1.2: Gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten Vyg- bzw. V-
Antikorperdoménen

M: SMART DNA Marker. K: positive Vy-Kontrolle. H1-H4: variable Regionen der schweren
Antikorperketten. L1-L4: variable Doménen der leichten Antikdrperketten.

3.1.3 Herstellung von scFv-Antikorperfragmenten

Im weiteren Verlauf der Experimente wurden die aufgereinigten Vy- und Vi-Doménen mit
Hilfe einer 99 bp langen ,,Linker“-Sequenz (Amersham Bioscience) zu vollstindigen scFv-
Antikorperfragmenten zusammengesetzt. Dies erfolgte in einer PCR-Reaktion unter
Verwendung von dem im Kapitel 2.1.5 erwidhnten, murinen Linker Primer Mix. Um die
amplifizierten Einzelkettenantikdrper fiir die nachfolgende Generierung der scFv-Phagen-
bibliothek sowie anschlieBende Expressionsexperimente verwenden zu konnen, mussten diese
zuvor in einen Phagemid-Vektor (p)CANTAB 5 E) ligiert werden. Dazu wurden an den Enden
der scFv-Antikorperfragmente, in einer PCR-Reaktion unter Verwendung von sogenannten
RS-Primern (Restriction Site Primers, sieche 2.1.5), vektorkompatible Restriktionsschnitt-
stellen Sfil (am 5" Ende von Vy) und Nofl (am 3" Ende von V1) hinzugefiigt. Die, als Resultat
der beiden PCR-Reaktion, entstandenen scFv-Produkte wurden in einem Agarosegel
verifiziert und die erwarteten, ca. 760 bp groBen DNA-Banden (siche Abb. 3.1.3) ausge-
schnitten. Nach der Elution und einer darauf folgenden Konzentrationsbestimmung der

ausgeschnittenen PCR-Produkte, wurden diese mit den Restriktionsenzymen Sfil und Notl
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verdaut und anschlieBend tiber QIAquick-Séulen (siche 2.3.10) aufgereinigt. Aufgrund von
erheblichen DNA-Konzentrationsverlusten, die sich wihrend der oben erwdhnten Reinigung
ergeben haben, mussten die scFv-Fragmente vor einer Ligation in den pCANTAB 5 E
Phagemid-Vektor zundchst erneut reamplifiziert werden. Da eine Vervielfdltigung der scFv-
Antikdrper mit den oben erwidhnten RS-Primern, wegen der bereits restringierten Sfil- und
Notl-Enden, nicht mehr moglich war, wurde eine Amplifikation der rekombinanten scFv mit

Hilfe des TOPO TA -Klonierungssystems vorgenommen (siche 3.1.4).

K 1 2 3 4 5 6 7 8
- oy

2000 bp ——>
1500 bp —> ===

1000 bp —>
800%p — . S - s0bp
600 bp —>
400 bp —>

Abb. 3.1.3: Gelelektrophoretische  Auftrennung von  generierten  scFv-Antikorper-

fragmenten

M: SMART DNA Lingenstandard. K: positive, ca. 750 bp groBe scFv-Kontrolle, (Amersham
Bioscience). 1-8: erfolgreich amplifizierte, rekombinante scFv-Proben.

3.1.4 Amplifikation von rekombinanten scFv in einem TOPO TA -Klonierungssystem

Fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten im TOPO TA Klonierungsvektor sind in der Regel
frisch amplifizierte PCR-Produkte eingesetzt worden. Aus diesem Grund wurde hierbei auf
die im Kapitel 3.1.3 erwéhnten, zeitaufwendigen Sfil-, Notl-Restriktionsverdaus zunichst
verzichtet und die assemblierten scFv-Fragmente sind direkt nach dem Hinzufiigen von
Restriktionsschnittstellen in den oben genannten Vektor ligiert worden.

Die Subklonierung von Einzelkettenantikdrperfragmenten im TOPO TA -
Klonierungssystem verschaffte neben deren recht unkomplizierter Vervielfdltigung noch
weitere, wichtige Vorteile. Dank der mit Thymidin-Uberhingen ausgestatteten Klonierungs-
stelle (siche Abb. 3.1.4), konnten die frisch amplifizierten PCR-Produkte {iiber ihre
iiberhdngenden Adenosin-Reste in einer 5-miniitigen Ligationsreaktion, in Abwesenheit von

Ligasen, in den TOPO TA -Vektor eingebaut werden. Des Weiteren ermoglichte die
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Verwendung der TOPO TA -Klonierungsstrategie (siche 2.3.9) eine problemlose Isolierung
der, in E. coli-Bakterien vermehrten, scFv-Fragmente aus dem Klonierungsvektor, mittels
Restriktionen mit den bereits erwdhnten Sfil- und Notl-Endonukleasen. Da viele Restriktions-
enzyme deutlich effektiver in der Mitte eines DNA-Fragmentes als an seinen Enden
schneiden, konnte in diesem Fall, durch das Ausschneiden von scFv aus dem Vektor, eine
vollstindige Restriktion der Insert-DNA, im Gegensatz zu der im Kapitel 3.1.3 beschriebenen

Vorgehensweise, gewéhrleistet werden.

AGGGCGAA

&)
TTCGCCCT T
AAGCGGGA T TCC CGCT T
g

\

Bl PCR Produkt A

A

TOPO TA Klonierungsvektor
mit Erkennungsstellen (Tyr-274)
fiir die Topoisomerase I

Frisch amplifiziertes
PCR Produkt

Ligation

\
TTCGCCCT T 1 AGGGCGAA
. AAGCGGGA[FUMBSRESEIT TCC CGCT T

Abb. 3.1.4:

Schematische Darstellung der TOPO TA-Klonierungsstrategie
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Der Erfolg der Klonierung und der Restriktion von Einzelkettenantikdrpern wurde mittels
elektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente im Agarosegel Ttberpriift. Die
erwarteten ca. 760 bp grofen scFv-Banden wurden anschlieBend aus dem Gel eluiert und tiber
QIAquick-Séulen aufgereinigt. Nach der darauf folgenden DNA-Konzentrationsbestimmung
sind die einzelnen scFv-Proben fiir eine Ligation und Klonierung in den pCANTAB 5 E
Phagemid-Vektor eingesetzt worden (siehe 3.1.5).

3.1.5 Ligation und Klonierung von scFv-Antikorpern im pCANTAB 5E-Phagemid-
Vektor

Fiir die Ligation von scFv-Antikorperfragmenten wurde der pPCANTAB 5E -Phagemid Vektor
ebenfalls mit den Sfil- und Notl-Endonukleasen geschnitten. Die Ligationsreaktion erfolgte
nach dem im Kapitel 2.3.7.3 beschriebenen Protokoll. AnschlieBend sind die rekombinanten
Phagemidkonstrukte in die TG1 E. coli-Bakterien transformiert worden. Da der verwendete
pCANTAB 5E -Vektor mit einem Ampicillin-Resistenzgen ausgestattet war, konnten alle
vektorhaltigen Transformanden nach dem Ausplattieren auf Ampicillin-Agarplatten
erfolgreich ausselektioniert werden. Von den ca. 1370 gewachsenen, positiven Bakterien-
kolonien wurden zunédchst 10 Klone gepickt und mittels Kolonie-PCR (siehe 2.3.8.2) sowie
Restriktionsanalysen auf das Vorhandensein des scFv-Fragmentes iiberpriift. Fiir die
Durchfiihrung der Kolonie-PCR sind die bereits erwdhnten RS-Primer verwendet worden. Die
Analyse der untersuchten Bakterienklone ergab, dass 5 von 10 gepickten Transformanden das
ca. 760 bp groBle scFv-Fragment enthielten. Die auf Seite 105 aufgefiihrte Abbildung 3.1.5.A
stellt die fiinf mittels Kolonie-PCR amplifizierten scFv- Fragmente dar. Die Ergebnisse der
PCR-basierten Untersuchung von Bakterienklonen wurden ebenfalls, durch die Analyse der
Sfil- und Notl-Restriktionsverdaus von isolierten Vektor-DNA-Proben, bestétigt. Auf dem in
Abbildung 3.1.5.B présentierten Gelfoto sind, nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung
der Sfil/Nofl-restringierten Phagemid-DNA, zwei unterschiedlich groe DNA-Fragmente zu
erkennen. Wihrend die im hochmolekularen Bereich liegende DNA-Bande dem Phagemid-
Vektor zuzuordnen ist, kann das ca. 760 bp gro3e DNA-Fragment als ausgeschnittenes scFv-
Insert identifiziert werden.

Nach dem oben beschriebenen Experimentmuster wurden zusétzlich noch weitere
20 positive Transformanden auf das Vorhandensein von scFv iiberpriift (Daten nicht gezeigt).
Aus den Ergebnissen der zweiten ,,screening“-Runde ging hervor, dass 12 von 20 unter-

suchten Klonen das entsprechende ca. 760 bp. grof3e scFv-Fragment enthielten.
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Fiir die nachfolgenden ,,Phage Display“-Experimente standen somit insgesamt 17 positive
Bakterienklone zur Verfiigung. Vor der Generierung einer scFv-Phagenbibliothek wurde

zundchst eine Sequenzanalyse der klonierten Antikorperfragmente durchgefiihrt (siehe 3.1.6).

Abb.: 3.1.5.A: Amplifikation des rekombinanten scFv-Fragmentes mittels Kolonie-PCR

Die DNA der 1-5 positiven Transformanden wurde nach der Kolonie-PCR im 1,5%-igen Agarosegel
fiir 1,5 h bei 90 V aufgetrennt. Bei allen Proben ist das ca. 760 bp grofe scFv-Fragment zu erkennen.
M: SMART DNA-Lingenstandard. K: positive scFv-Kontrolle (ca. 750 bp).

1000 bp —>
800bp —> # PR <— ~ 760 bp

600 bp —>

Abb.: 3.1.5.B: Sfil/Notl -Restriktionsverdau der DNA aus positiven Bakterienklonen

Nach einer Auftrennung der restringierten 1-5 DNA-Proben im 1,5% -igen Agarosegel ist die ca.
760 bp grofBe Insert-Bande deutlich zu erkennen. M und K: sieche oben.



ERGEBNISSE 106

3.1.6 Sequenzierung der positiven Klone

Der Erfolg der Ligation und Klonierung von scFv-Antikorperfragmenten im pCANTAB 5 E
Phagemid-Vektor wurde zuletzt mittels DNA-Sequenzierung von den 17 bereits iiberpriiften
(siehe 3.1.5), positiven Bakterienklonen verifiziert. Anhand der erhaltenen Sequenzdaten
konnten mit Hilfe einer Kabat-Datenbank die sogennanten Konsensus-Regionen der
rekombinanten scFv-Fragmente erfolgreich identifiziert werden. Dabei sind fiir die variablen
Dominen (Vi und Vi) der untersuchten scFv jeweils drei CDR-Bereiche (complementarity
determining regions) abgeleitet worden. Um eine fehlerfreie Zuordnung von Aminosduren in
die entsprechenden, hypervariablen Regionen zu gewéhrleisten, wurden hierbei die unten

aufgefiihrten Regeln beachtet.

Identifizierung der hypervariablen Regionen nach Kabat (1987):

e CDR-HI1 - erreicht eine Linge von 10-12 Aminoséduren (AS) und beginnt direkt nach der
AS-Abfolge: C-X-X-X. Im Anschluss an die CDR-HI1 folgt ein W.

e CDR-H2 - beginnt immer 15 AS nach dem Ende von CDR-HI1. Der CDR-H2 ist hiufig
eine L-E-W-I-G -Sequenz vorgelagert, welche jedoch folgend variieren kann:
K/R-L/I/V/F/T/A-T/S/T/A. Die Lénge von CDR-H2 betrdgt zwischen 16-19

Aminosauren.

e CDR-H3 - hat eine Lange von 3-25 AS und beginnt 33 AS nach dem Ende von CDR-H2,
in der Regel zwei AS nach einem C. Der CDR-H3 ist eine C-X-X -Sequenz
vorgelagert (oftmals ein C-A-R — Motiv). Nach der CDR-H3 folgt immer eine

aus W-G-X-G bestehende Aminoséduresequenz.

e CDR-L1 - besteht aus 10-17 AS und beginnt immer nach der 24. AS, in der Regel nach
einem C. An die CDR-L1 schlieft sich meistens eine der nachfolgend
genannten Aminosduresequenzen an: W-Y-Q, W-L-Q, W-F-Q oder W-Y-L.

e CDR-L2 - beginnt immer 16 AS nach dem Ende der CDR-L1 und hat eine Linge von
insgesamt 7 AS. Der CDR-L2 ist gewohnlich eine I-Y-, V-Y-, I-K- oder I-F-

Sequenz vorgelagert.

e CDR-L3 - erreicht eine Lange von 7-11 AS und beginnt immer 33 AS nach dem Ende der
CDR-L2, meistens nach einem C. Eine Ausnahme bildet hierbei die 7FAB,
welche eine Deletion am Ende von CDR-L2 aufweist. Nach der CDR-L3 folgt

in der Regel die Aminoséduresequenz F-G-X-G.
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Bei der Erstellung von Konsensus-Sequenzen sind fiir alle untersuchten scFv-Fragmente die
auf Seite 106 beschriebenen Bedingungen erfiillt worden. Auf diese Weise konnte letztlich
bewiesen werden, dass es sich bei den 17 klonierten DNA-Fragmenten tatsdchlich um
funktionelle Vy- und Vi-Segmente von scFv-Antikdrpern handelte. Aus dem sich
anschlieBenden Vergleich der einzelnen Sequenzen untereinander ging weiterhin hervor, dass
die untersuchten scFv-Fragmente eine deutliche Komplexitit aufwiesen. Die hohe
Vielfiltigkeit der Einzelkettenantikorper war hauptsidchlich auf die Unterschiede in der
Aminosdureabfolge zwischen den einzelnen scFv zuriickzufiihren und konnte sowohl in den
hypervariablen Regionen, als auch in den Geriistregionen detektiert werden.

Zur Analyse der Bindungsaffinitit sowie zur Selektion von CTA-spezifischen scFv-
Antikorperfragmenten, wurden diese mittels der im Kapitel 2.4 beschriebenen ,,Phage
display“-Technik auf der Oberfliche filamentoser M13KO7-Phagen exprimiert und in
nachfolgenden in situ, in vitro sowie in vivo ,Biopanning“-Experimenten spezifisch

angereichert (siche 3.2).

3.2 ,,Phage display* mit CTA-spezifischen scFv-Antikorpern

3.2.1 Expression von rekombinanten scFv-Antikorpern auf der Oberfliche filamen-

toser M13-Bakteriophagen

Fiir die Selektion von CTA-spezifischen Antikorperfragmenten sind zunédchst alle positiven
Bakterienklone (1-17) zu einer sogenannten scFv-Bibliothek vereinigt worden. Diese
Bibliothek wurde dann mit MI13KO7-Helferphagen infiziert und zur Bildung sowie
Anreicherung von rekombinanten Phagen in einem Selektionsmedium inkubiert (siehe 2.4.1).
Hierbei wurden die in die Bakterien klonierten scFv-Fragmente in die MI13-Phagen
iibertragen und als plll-Fusionsprodukt auf deren Oberfliche exprimiert. Die infizierten
Bakterien wurden anschliefend pelletiert und die Phagen mittels einer PEG-Fillung aus den
Kulturiiberstidnden isoliert. Die auf diese Weise generierte scFv-Phagenbibliothek bestand aus
einem Repertoire von schweren und leichten Antikorperketten, die in diversen Kombinationen
auf der Oberfliche von M13-Phagen préisentiert waren. Um die Konzentration dieser
kombinatorischen Phagenbibliothek ermitteln zu konnen, wurde im Folgenden eine
Bestimmung des Phagentiters vorgenommen. Aus den erhaltenen Ergebnissen ging hervor,
dass die Anzahl der gewonnenen, rekombinanten scFv-Phagen zwischen 10" bis 10" cfu

(colony forming units) pro 1 ml Phagensuspension betrug.
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Die mit Hilfe der ,Phage Display“-Technik hergestellten, oberflichenprisentierten
Antikorperfragmente lieferten fiir die nachfolgenden Selektionsexperimente einen wichtigen
Vorteil. Durch die Expression der jeweiligen Vy- und Vi-Dominen auf der Oberfldche von
M13-Phagen waren die rekombinanten Antikorperfragmente fiir ihre Epitope frei zugénglich
und konnten somit direkt, ohne vorherige Isolierung aus Zellkompartimenten, in

,Biopanning“- Experimenten ausselektioniert und angereichert werden.

3.2.2 Selektion der scFv-Phagenbibliothek auf RattengefiBschnitten (in situ)

Die ersten drei Selektionsrunden der frisch hergestellten scFv-Phagenbibliothek
erfolgten auf RattengefaBschnitten, die unter Verwendung des in unserer Arbeitsgruppe
etablierten Rattenmodells (sieche Herzog et. al. 2002) préapariert wurden. Hierbei handelte es
sich um ein Arteriogenese-Modell bei dem, durch eine kiinstlich eingeleitete Okklusion der
Femoralarterie, das Wachstum von Kollateralgefiden aus bereits vorhandenen Anastomosen
induziert wurde.

In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass ca. 24 Stunden nach der GefaBligatur
eine erhohte Proliferation von Kollateralarterien auftritt. Das so induzierte GefaBwachstum
erreicht bereits nach drei Tagen sein Maximum, wird allerdings noch bis zum 7. Tag nach der
Okklusion fortgesetzt (Herzog et. al. 2002). Wéhrend dieser Zeitperiode (insbesondere im
Verlauf der ersten 3 Tage) kommt es in diversen Kompartimenten der proliferierenden
Kollateralgefile zur Expression von bestimmten, wachstumregulierenden Faktoren. Einer
davon ist der zur Zeit von Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe untersuchte CSA (collateral
specific antigen)-Komplex, welcher mit dem aus Hybridomazellen isolierten CTA-
Antikorper anhand immunhistologischer sowie durchfluzytometrischer Analysen sowohl auf
Schnitten von proliferierenden Kollateralgefdlen, als auch auf RHE-A-Endothelzellen
nachgewiesen werden konnte. Da die Expression des oben genannten Protein-Komplexes
vorwiegend wéhrend des Kollateralwachstums stattfindet, wurde er im Rahmen dieser
Doktorarbeit als Target fiir die Selektion und Generierung von kollateralspezifischen scFv-
Antikorperfragmenten ausgewdhlt.

Trotz langwieriger Bemiihungen den isolierten CTA-Antikorper aufzureinigen und
damit den CSA-Komplex aufzukldren, blieb dessen Struktur zum Zeitpunkt des
experimentellen Teils dieser Doktorarbeit weitgehend unerforscht. Aufgrund des Mangels an
einem gut charakterisierten, kopplungsfahigen ,,Screening“-Molekiil fiir kollateralspezifische
scFv-Antikorperfragmente, wurde im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit eine neuartige

,Biopanning“-Methode entwickelt, welche auf direktem Weg (durch Inkubation der scFv-
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Phagen auf Kollateralgefda3en oder Endothelzellen) die Selektion und Anreicherung von CTA
-spezifischen Antikorperfragmenten aus einer scFv-Phagenbibliothek ermdglicht. Die ersten
Selektionsrunden der frisch generierten scFv-Phagenbibliothek sind wie bereits erwihnt unter
Verwendung von KollateralgefdBschnitten durchgefiihrt worden. Zur Anfertigung dieser
Proben wurden den Ratten 3 Tage nach dem Femoralarterienverschlufl die spiralformig
gewachsenen Kollateralarterien entnommen und fiir die Herstellung von Schnittpraparaten
eingesetzt. Parallel dazu sind aus den jeweiligen Kontrollbeinen der Tiere ebenfalls
KollateralgefaBBe herausgeschnitten und zur Anfertigung von Kontrollpréparaten verwendet
worden. Alle Gefallproben wurden wie im Kapitel 2.6.1 beschrieben prépariert und sowohl im
unfixierten als auch im acetonfixierten Zustand fiir die einzelnen ,,Biopanning‘“-Runden

eingesetzt (siche Abb. 3.2.2.A).
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Anzahl der gewachsenen
Bakterienklone/ 300 pl Medium

1. Runde 2. Runde 3. Runde
O Kontrollphagen B CTA - scFv Phagen

Abb. 3.2.2.A: Selektion der CTA-scFv-Phagen auf Schnitten von Kollateralarterien (in situ)

Im Verlauf der einzelnen ,,Biopanning“-Runden (1-3) konnten die CTA-scFv-Phagen erfolgreich
ausselektioniert und angereichert werden. Die Anzahl der positiven Phagen wurde durch das
Auszéhlen der, auf Selektionsagarplatten gewachsenen, reinfizierten Bakterienklone ermittelt
(Methodenbeschreibung, siche Kapitel 2.4).

Die ,,Biopanning“-Experimente in situ sind nach dem im Kapitel 2.4.4.1 beschriebenen
Protokollmuster durchgefiihrt worden. Die ersten drei Selektionsrunden erfolgten unter
Verwendung von KollateralgefaBBschnitten aus dem sogenannten Probebein (3 Tage nach der
Okklusion, s.0.). Bereits nach dem ersten ,Biopanning“-Versuch konnten auf den
Selektionsagarplatten 72 potentiell positive CTA-scFv-Klone detektiert werden (sieche Abb.
3.2.2.A). Zur Uberpriifung dieses Ergebnisses wurde eine Sequenzanalyse von 40 der
insgesamt 72 gewachsenen Bakterienklone vorgenommen. Aus einem Homologievergleich
der untersuchten DNA-Fragmente mit den in einer Kabat-Datenbank vorhandenen scFv-
Sequenzen ging hervor, dass die auf Kollateralarterien ausselektionierten Phagen tatsichlich

vollstindige, gefaBspezifische scFv-Antikorperfragmente exprimierten. Ein Vergleich der
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Aminosédureabfolge der sequenzierten scFv untereinander zeigte das Auftreten von insgesamt
9 unterschiedlichen scFv-Sequenzmustern auf. Die grofite, sequenzhomologe Antikorper-
gruppe umfasste 17 Bakterienklone und wurde mit der Bezeichnung K555bB2 versehen.
Darauf folgte eine aus 14 Mitgliedern bestehende scFv-Einheit, die als K555aB4 benannt
wurde. Drei weitere, identische Bakterienklone erhielten den Namen: K55MA. Neben den
oben erwidhnten scFv-Gruppen sind weiterhin noch 6 einzelne Antikorperfragmente
identifiziert worden (K5A-K5F), deren Sequenzen sowohl voneinander, als auch von denen,
der erstgenannten Klone stark abwichen. AuBler den zahlreichen, spezifisch bindenden,
rekombinanten scFv-Phagen wurden nach der ersten ,,Biopanning“-Runde ebenfalls einige
negative Kontrollphagen detektiert (insgesamt 10 Kolonien). Die Anwesenheit dieser
unspezifischen Klone auf Selektionsagarplatten deutete in erster Linie darauf hin, dass die
anfangs gewihlten Waschbedingungen (10 x 5 min mit 1 x PBS-Puffer und 10 x 5 min mit
1 x PBS/0,1% Tween 20-Puffer) scheinbar nicht stringent genug waren, um derartigen
Kontaminationen vorzubeugen. Zur Verhinderung solcher wunspezifischen Antigen-
Antikorperreaktionen und zur Optimierung des gesamten Selektionssystems wurde in den
folgenden ,,Biopanning*“-Runden die Anzahl der Waschgénge um das Zweifache erhoht (20 x
5 min mit 1 x PBS-Puffer und 20 x 5 min mit 1 x PBS/0,1% Tween 20-Puffer). Hinsichtlich
der bestehenden Gefahr, die durch Sequenzierung getesteten, positiven Klone mit eventuell
mitgewachsenen, unspezifischen Kolonien zu kontaminieren, wurde in spateren Selektions-
experimenten bewusst auf den Einsatz der gesamten scFv-Phagenbibliothek verzichtet.
Demzufolge sind fiir die zweite Experimentrunde ausschlieBlich die neun bereits
sequenzierten scFv-Spezies (s.0.) verwendet worden. Die einzelnen Vertreter dieser
Bakterienklone wurden zunichst miteinander vereinigt (jeweils 1 Klon pro scFv-Gruppe,
s.0.), in einer Schiittelkultur bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase
angezogen, mit M13-Phagen infiziert und anschlieBend auf Rattengefdfschnitten, wie bereits
erwahnt, ausselektioniert.

Nach der zweiten ,,Biopanning“-Runde sind auf den Selektionsagarplatten
insgesamt 94 Bakterienkolonien detektiert worden. Durch Sequenzanalysen von 40 positiven
Klonen konnte ein Uberblick iiber die prozentuale Anreicherung der einzelnen, kollateral-
spezifischen scFv-Phagen gewonnen werden (siche Abb. 3.2.2.B). Bei allen sequenzierten
Bakterienklonen wurde die Anwesenheit des scFv-Insertfragmentes bestétigt. Die hochste
scFv-Anreicherungsstufe (21 Klone) erreichten die K555bB2-Phagen. Darauf folgten die
K555aB4-Phagen mit 13 Klonen und die K5S5MA-Phagen mit insgesamt 6 Klonen.
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Die sechs nach der ersten ,,Biopanning“-Runde ausselektionierten KSA-K5F-Phagen konnten
innerhalb der 40 sequenzierten Klone nicht identifiziert werden. Die Anderung der
Waschstringenz in der zweiten ,,Biopanning*“-Runde hat sich sehr vorteilhaft auf die Selektion
der Phagen ausgewirkt. Durch die Erhohung der Anzahl von Waschgéngen konnten die
kollateralspezifischen Klone erfolgreich angereichert und die unspezifischen Kontrollphagen
wirkungsvoll entfernt werden.

Das dritte ,,Biopanning“-Experiment auf Rattengefdf3schnitten erfolgte unter
Verwendung der bisher ausselektionierten, kollateralspezifischen K555bB2-, K555aB4- und
K55MA-Klone. Infolge dieser Selektionsrunde wurden insgesamt 145 positive scFv-Klone
ermittelt. Nach Sequenzierung von 40 beliebig ausgewihlten, positiven Bakterienkolonien
konnte erneut eine sehr starke Anreicherung von K555bB2-Phagen (22 Klone) festgestellt
werden. Die K555aB4-Phagen waren diesmal mit 15 Klonen und die K55MA-Phagen mit
3 Klonen vertreten. Die negativen Kontrollphagen sind auch in diesem Fall erfolgreich
ausgewaschen worden. Eine Zusammenfassung der oben présentierten Ergebnisse liefert die

Abbildung 3.2.2.B.

100

Prozentuale Verteilung der sequenzierten
T
W
o

1. Runde 2. Runde 3. Runde
O K55MA Phagen B K555aB4 Phagen B K555bB2 Phagen O sonstige Phagen

Abb. 3.2.2.B: Anreicherung der CTA-spezifischen Phagen wihrend der einzelnen
»Biopanning“-Runden auf Schnitten von Kollateralarterien (in situ).
Die prozentuale Verteilung der angereicherten Phagen pro Selektionsrunde betrug:
1. Runde =42,5% K555bB2; 35% K555aB4; 7,5% K55MA; 15% K5A-K5F
2. Runde = 52,5% K555bB2; 32,5% K555aB4; 15% K55MA
3. Runde = 55% K555bB2; 37,5 K555aB4; 7,5% K55MA
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Zur Uberpriifung der Bindungsaffinitit der angereicherten, kollateralspezifischen
scFv-Phagen (K555bB2, K555aB4 sowie KS5SMA) wurden diese zuletzt einem ,,Biopanning
auf KollateralgefdBschnitten aus einem Kontrollbein der Ratte (bei dem keine Okklusion
vorgenommen wurde) unterzogen. Im Anschluss an das Experiment sind auf den
Selektionsagarplatten 8 positive Kolonien detektiert worden. Nach ausfiihrlicher Analyse der
Sequenzdaten konnten 7 davon als K55MA-Klone und eine als K555aB4-Klon identifiziert
werden. Auf der negativen Kontrollplatte wurde ebenfalls eine Bakterienkolonie
nachgewiesen, was darauf hindeutete, dass die unspezifischen M13-Kontrollphagen trotz der
stringenten Waschbedingungen leider nicht vollstindig entfernt werden konnten. Im
Gegensatz dazu wurden die einst angereicherten, kollateralspezifischen K555bB2-Klone nach
dem ,,Biopanning“ auf KontrollgefdBschnitten nicht aufgefunden. Aus den vorliegenden
Ergebnissen geht hervor, dass die K555bB2-scFv-Antikorperfragmente ausschlieBlich
diejenigen Epitope spezifisch erkennen, welche auf proliferierenden Kollateralarterien
lokalisiert sind, wie bereits im Fall des ,,Biopannings™ auf GefaB3schnitten aus dem ligierten
Probebein deutlich zu erkennen war (sieche Seiten 109-111). Die K55MA-Phagen wurden
sowohl auf Kontrollgefden als auch auf proliferierenden Kollateralarterien angereichert, was
auf ein breites Affinitatsspektrum der KS5SMA-scFv- Antikorperfragmente hinweist. Bei den
K555aB4-Phagen handelt es sich hochstwahrscheinlich, aufgrund deren hoher Spezifitit auf
Kollateralarterien aus dem Probebein, um kollateralspezifische Klone. Die Anwesenheit des
einzigen K555aB4-Vertreters nach der Selektion auf GefdBschnitten aus dem Kontrollbein,
lasst eher auf eine Kontamination als auf eine spezifische Bindung schlieen, zumal die

negative Kontrollplatte ebenfalls mit einem Klon verunreinigt war (s.o0.).

3.2.3 ,Biopanning“ von gefilispezifischen Phagen auf RHE-A/neg.-Endothelzellen

Die auf RattengefdBschnitten (in situ) ausselektionierten Klone: K555bB2, K555aB4 und
K55MA wurden weiterhin fiir in vitro ,,Biopanning“-Experimente auf Ratten-Herz-
Endothelzellen eingesetzt. Die ersten drei Selektionsrunden erfolgten unter Verwendung der
RHE-A-Endothelzelllinie. Die positiven, kollateralspezifischen Klone (s.0.) wurden in
separaten Schiittelkulturen bis zur exponentiellen Wachstumsphase angezogen, mit M13-
Helferphagen infiziert und zur Selektion in jeweils drei getrennten Ansdtzen (eine Zellkultur-
flasche pro scFv-Spezies) mit RHE-A-Endothelzellen inkubiert. Die unspezifischen Phagen
wurden durch stringentes Waschen entfernt und die gebundenen, endothelspezifischen Klone

durch Reinfektion mit TG1 E. coli-Bakterien von den RHE-A-Zellen eluiert.
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Die reinfizierten scFv-Bakterien sind anschlieBend auf Selektionsagarplatten
ausgestrichen und iiber Nacht angezogen worden. Im Anschlul an jede Selektionsrunde
wurde die Anzahl der gewachsenen scFv-Kolonien ermittelt. Zur Uberpriifung der
Anwesenheit von scFv-Insertfragmenten sind stichprobenweise Sequenzanalysen von jeweils
10 Vertretern der ausselektionierten K555bB2-, K555aB4- und K55MA-Klone durchgefiihrt
worden. Die jeweils positiven scFv-Spezies wurden in den nachfolgenden Selektionsrunden
weiterverwendet.

Aus den erhaltenen ,,Biopanning“-Ergebnissen ging hervor, dass die kollateral-
spezifischen K555bB2-, K555aB4- sowie KS5MA-Klone im Verlauf der drei nacheinander
durchgefiihrten Selektionsrunden erfolgreich angereichert werden konnten. Bereits nach dem
ersten ,,Biopanning“-Experiment wurden auf den Selektionsagarplatten insgesamt 14.308
Kolonien detektiert. Die hochste Anzahl an positiven Klonen erreichten wieder die K555bB2-
Phagen (7.390 Klone). Darauf folgten die K555aB4-Phagen mit 6.520 Klonen und die
K55MA-Phagen mit 398 Klonen. Die unspezifischen Kontrollphagen konnten im Verlauf der
zahlreichen Waschschritte leider nicht restlos entfernt werden, da auf den negativen
Kontrollplatten ca. 54 Bakterienkolonien nachgewiesen wurden. Um die Kontamination mit
unspezifischen Phagen zu verhindern, wurden in den nachfolgenden Selektionsrunden die
letzten zehn Waschginge bei niedrigerem pH-Wert durchgefiihrt (20 x 5 min mit 1 x PBS [pH
7,5], 10 x 5 min mit 1 x PBS/0,1% Tween 20-Puffer [pH 7,5] und 10 x 5 min mit 1 x
PBS/0,1% Tween 20-Puffer [pH 5]).

Nach der zweiten ,,Biopanning“-Runde ist die Gesamtzahl der angereicherten Phagen
deutlich angestiegen (14.715 Klone). Die K555bB2-Klone wurden diesmal mit 7.480
Kolonien, die K555aB4-Klone mit 6.790 Kolonien und die K55MA-Klone mit 445 Kolonien
vertreten. Trotz der Anderung der Waschstringenz konnten die negativen Kontrollphagen
nicht vollstdndig ausgewaschen werden. Die Anzahl der unspezifischen Klone wurde jedoch
von 54 (s.0.) auf 19 reduziert.

Infolge der dritten Selektionsrunde auf RHE-A-Endothelzellen sind insgesamt 16.174
Phagen angereichert worden. Auf den entsprechenden Selektionsagarplatten wurden ca. 7.800
K555bB2-Klone, 7.740 K555aB4-Klone und 634 K55MA-Klone ermittelt. Die unspe-
zifischen Kontrollphagen sind trotz stringenter Waschbedingungen ebenfalls nachgewiesen
worden (28 Kolonien). Die auf der folgenden Seite priasentierten Abbildungen: 3.2.3.A und

3.2.3.B stellen eine schematische Zusammenfassung der oben aufgefiihrten Ergebnisse dar.
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Abb. 3.2.3.B: Anreicherung der einzelnen CTA-spezifischen scFv-Klone im Verlauf des
»Biopannings“ auf RHE-A-Endothelzellen (in vitro)

Um die Bindungsaffinitit der angereicherten kollateral- sowie endothelspezifischen
Phagen weiterzutesten, wurden diese einer Selektion auf RHE-neg.-Endothelzellen
unterzogen. Im Anschluss an das Experiment konnten auf den Selektionsagarplatten ca. 350
K55MA- und 24 K555bB2-Klone detektiert werden. Die unspezifischen Kontrollphagen

wurden wéhrend des ,Biopanning® leider nicht vollstindig entfernt, die Anzahl der
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nachgewiesenen Klone betrug 28. Die zuvor auf RHE-A-Endothelzellen angereicherten
K555aB4-Phagen konnten nach dem ,,Biopanning* auf RHE-neg.-Zellen nicht vorgefunden
werden. Dieser Befund deutete darauf hin, dass die auf den letztgenannten Zellen vorhan-
denen Antigenstrukturen von den K555aB4-Antikorperfragmenten nicht erkannt wurden. Aus
den vorliegenden Ergebnissen geht weiterhin hervor, dass die K55MA-Phagen, aufgrund
deren gleichmiflig hoher Anreicherung auf beiden Endothelzelllinien, ein breites Spektrum
von Antigenstrukturen zu erkennen schienen (siehe auch Kapitel 3.2.2). Im Gegensatz dazu
zeigten die K555bB2-Phagen eine deutlich hohere Affinitdt fiir die auf RHE-A-Endothel-
zellen lokalisierten Epitope (7.800 Klone). Die wesentlich geringere Anreicherung der
K555bB2-Klone auf den RHE-neg.-Zellen (dhnlich wie bei den Kontrollphagen, s.o0.) deutete
darauf hin, dass es sich hierbei eventuell um unspezifische Bindungen handeln konnte, welche

trotz zahlreicher Waschschritte leider nicht vollstindig aufgelost wurden.

3.2.4 Untersuchung der GefilB3spezifitit von scFv-Antikorperfragmenten mittels in vivo

»Biopanning*

Zur Untersuchung der GefdBispezifitit von scFv-Antikorperfragmenten in vivo wurden
ausgewdhlte kollateral- sowie endothelspezifische Phagen intravasal den Sprague-Dawley
Ratten injiziert (siche 2.4.4.3). Von den drei auf Kollateralgefilen und Endothelzellen
angereicherten scFv-Spezies (siche Kapitel 3.2.2 und 3.2.3) sind fiir die in vivo-Selektion
ausschlieBlich K555bB2- sowie K555aB4-Phagen weiterverwendet worden. Die ebenfalls
ausselektionierten K55MA-Phagen wurden, aufgrund der auf allen untersuchten GefaBtypen
und Endothelzelllinien nachgewiesenen Bindung, als nicht spezifisch genug angesehen und
deshalb fiir die erwihnten ,,Biopanning*-Experimente nicht eingesetzt.

Nach dreimaliger Selektion der scFv-Phagen auf proliferierenden Kollateral-
gefdlen, konnte eine starke Anreicherung der untersuchten K555bB2- und K555aB4-Klone
festgestellt werden (siche Abb. 3.2.4.A). Die in den einzelnen Experiment-Runden ermittelte
Anzahl der K555bB2-Kolonien lag mit den Werten von 25.000 (1. Runde), 26.000 (2. Runde)
und 27.000 (3. Runde) eindeutlich hoher als die der detektierten K555aB4-Klone (1. Runde:
24.570, 2. Runde: 25.680, 3. Runde: 26.700; siche Abb. 3.2.4.B). Nach einem parallel durch-
gefiihrten ,,Biopanning“-Experiment mit negativen Kontrollphagen konnten erfreulicherweise
keine Kolonien nachgewiesen werden. Die Sperzifitit der K555bB2- und K555aB4-Phagen
wurde des Weiteren durch eine in vivo-Selektion auf KollateralgefdBBen aus den jeweiligen
Kontrollbeinen der oben erwihnten Versuchstiere getestet. Auch in diesem Fall konnten auf

den Selektionsagarplatten keine scFv-Klone detektiert werden. Dieser Befund deutete darauf
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hin, dass die auf der Phagenoberfliche prisentierten K555bB2- und K555aB4-
Antikorperfragmente moglicherweise nur diejenigen Antigene in vivo spezifisch erkennen,
welche auf proliferierenden Kollateralgefd3en lokalisiert sind.

In den unten dargestellten Abbildungen 3.2.4.A und 3.2.4.B wurden die oben aufgefiihrten

Ergebnisse nochmals schematisch zusammengefasst.
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3.2.5 Analyse der Anreicherung von gefif3spezifischen CTA-scFv-Phagen

Im Verlauf der drei in den Kapiteln 3.2.2-3.2.4 beschriebenen ,,Biopanning*-
Experimente konnte sowohl eine erfolgreiche Selektion, als auch eine deutliche Anreicherung
von CTA-scFv-Phagen erzielt werden (siche Abb. 3.2.5). Nach der ersten, in situ
durchgefiihrten ,,Biopanning“-Reihe wurden insgesamt 145 positive Klone detektiert.
Sequenzanalysen ergaben, dass es sich bei den, aus der gesamten scFv-Phagenbibliothek
ausselektionierten, kollateralspezifischen scFv-Antikorperfragmenten um drei unterschied-
liche Spezies handelte (K555bB2, K555aB4 und K55MA). Die hochste Anreicherung zeigten
die K555bB2- und K555aB4-Phagen. Die K55MA-Klone wurden sowohl auf Kollateral-
arterien aus dem Probebein als auch auf denen aus dem Kontrollbein nachgewiesen und somit
als nicht spezifisch genug angesehen, um ausschlieBlich proliferierende Gefd3e zu erkennen.

Nach dem in vitro-,,Biopanning* auf den CTA-exprimierenden RHE-A-Endothel-
zellen konnten ca. 16.174 positive scFv-Klone ermittelt werden. Damit ist die Gesamtzahl der
angereicherten Spezies um ca. das 111-fache angestiegen. Die hochste Bindungsaffinitit
haben hierbei die K555bB2- sowie KS555aB4-Phagen aufgewiesen. Die K55MA-Klone
wurden nur im geringen Prozentsatz angereichert (ca. 4%). Nach anschliefendem
,Biopanning der kollateralspezifischen scFv-Phagen auf den RHE-neg.-Endothelzellen (die
kein CTA exprimieren) sind auf den Selektionsagarplatten vorwiegend KS55MA-Klone
detektiert worden. Der Nachweis von K55MA-Phagen auf beiden Endothelzelltypen deutete
darauf hin, dass es sich bei den, durch die KS5SMA-Antikorperfragmente erkannten, Antigen-
strukturen hochstwahrscheinlich nicht um die CTA-Epitope, sondern um andere Proteine
handelte. Aufgrund mangelnder CTA-Spezifitdit wurden die K55MA-Klone fiir die nach-
folgende in vivo-Selektion nicht eingesetzt.

Infolge der in vivo-,,Biopanning*“-Experimente auf proliferierenden Kollateralarterien
wurden insgesamt 53.700 positive scFv-Klone nachgewiesen. Die Anzahl der angereicherten
scFv-Spezies ist somit nochmals um ca. das 3-fache angestiegen. Die K555bB2-Phagen waren
auf den Selektionsagarplatten mit 27.000 Kolonien und die K555aB4-Phagen mit ca. 26.700
Kolonien vertreten. Zur Uberpriifung der Bindungsaffinitit wurden die angereicherten scFv-
Phagen einer Selektion auf Kontrollgefdlen unterzogen. Im Anschlufl an das Experiment
konnten auf den Selektionsagarplatten keine Kolonien nachgewiesen werden. Aus diesem
Ergebnis ldsst sich schlieen, dass die K555bB2- und K555aB4-Klone ausschlielich

Antigenstrukturen auf proliferierenden KollateralgefaB3en spezifisch erkennen.
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Abb. 3.2.5: Anreicherung der CTA-spezifischen Phagen im Verlauf von drei aufeinander
folgenden ,,Biopanning“-Experimenten (in situ, in vitro und in vivo)

Die neben jedem Balken aufgefiihrten Werte bezichen sich auf die Gesamtanzahl der, nach der jeweils
dritten Selektionsrunde angereicherten, positiven scFv-Phagen.

3.2.6 ,,Biopanning“ von CTA-spezifischen Phagen auf PAE-KDR-11-Endothelzellen

Die Bindungsaffinitdt der kollateral- und endothelspezifischen K555bB2- sowie K555aB4 -
Phagen wurde weiterhin durch ,,Biopanning* auf der PAE-KDR-11-Schweineaorta-Endothel-
zelllinie getestet. Die Selektion erfolgte nach dem bereits fiir die RHE-A/neg.-Endothelzellen
entwickelten Versuchsprotokoll (sieche 2.4.4.2). Im Anschluss an das Experiment konnte auf
den Selektionsagarplatten keine einzige scFv-Kolonie ermittelt werden. Dieser Befund
deutete darauf hin, dass die untersuchten K555bB2- und K555aB4-Klone keine Spezifitit zu
den auf PAE-KDR-11-Endothelzellen vorhandenen Antigenen zeigten.

3.2.7 ,Biopanning* der CTA-spezifischen K555bB2- und KS555aB4-Phagen auf

Humangefiaf3schnitten (in situ)

Um feststellen zu konnen, ob die generierten, kollateralspezifischen scFv-Antikorper-
fragmente imstande sind, Antigenstrukturen auf humanen Kollateralarterien ebenfalls
spezifisch zu erkennen, wurden die beiden positiven K555bB2- sowie K555aB4-Phagen
einem in situ-,,Biopanning* auf Humangefifschnitten aus proliferierenden Kollateralarterien
und Kontrollgefalen unterzogen. Die hierfiir verwendeten Gefdllexemplare stammen von
Patienten mit akuter Ischdmie (proliferierende Kollateralgefa3e) sowie von Kontrollpatienten
(KontrollgefaBe, siehe 2.1.1). Die oben erwéhnten, kollateralspezifischen Klone wurden fiir
die Selektion in zwei getrennten Kulturansédtzen angezogen, mit M13-Helferphagen infiziert

und anschlieBend separat auf den entsprechenden GefaBpréparaten inkubiert (Versuchs-



ERGEBNISSE 119

protokoll siehe 2.4.4.1). Im Anschluss an die ,,Biopanning“-Experimente konnten auf den
Selektionsagarplatten sowohl positive K555bB2-, als auch K555aB4-Klone nachgewiesen
werden. Die negativen Kontrollphagen wurden nicht detektiert. Im Verlauf der Selektion von
K555bB2-Phagen konnte auf den oben genannten Gefdlproben eine deutliche Steigung der
Anzahl an positiven scFv-Klonen beobachtet werden (siche Abb. 3.2.7.A). Im Gegensatz dazu
ist die Menge der auf beiden GefaBBtypen detektierten K555aB4-Klone nach allen drei
Selektionsrunden nahezu gleich geblieben (sieche Abb. 3.2.7.B). Sowohl die K555bB2- als
auch die K555aB4-Phagen zeigten wihrend des ,,Biopannings™ eine etwas hohere Affinitét
fiir die auf Kontrollgefdlen vorhandenen Antigene. Dennoch konnten auf proliferierenden
Kollateralarterien von den Patienten mit akuter Ischdmie deutlich einige scFv-Phagen
nachgewiesen werden. Aus den oben aufgefiihrten Ergebnissen kann geschlossen werden,
dass die auf Rattengefdflschnitten sowie Endothelzellen angereicherten CTA-spezifischen
K555bB2- und KS555aB4-Antikorperfragmente imstande waren, in einem Human-,Bio-
panning“-Modell, Antigenstrukturen sowohl auf proliferierenden Kollateralgefden als auch

auf Kontrollgefdflen spezifisch zu erkennen.
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Abb. 3.2.7.A: Selektion der kollateralspezifischen K555bB2-Phagen auf Humangefif3schnitten
(in situ)

Die kollateralspezifischen K555bB2-Phagen konnten nach allen drei Selektionsrunden auf den
HumangefaBschnitten nachgewiesen werden. Die Anzahl der auf KontrollgefaBBen detektierten scFv-
Klone lag insgesamt etwas hoher (gelbe Balken), als die Menge der auf proliferierenden Gefdflen
ermittelten Spezies (rote Balken).
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Abb. 3.2.7.B: Selektion der kollateralspezifischen K555aB4-Phagen auf Humangefifischnitten
(in situ)

Die kollateralspezifischen K555aB4-Phagen konnten nach dem in sifu-,,Biopanning” auf
HumangefaBschnitten erfolgreich nachgewiesen werden. Dennoch zeigten die positiven scFv-Klone
eine wesentlich hohere Spezifitit zu den auf Kontrollgefalen vorhandenen Antigenstrukturen (gelbe
Balken). Die auf proliferierenden Kollateralgefdlen lokalisierten Antigene wurden nur von einigen,
wenigen K555aB4-Phagen spezifisch erkannt (rote Balken).

3.3 Restriktions- und Sequenzanalysen der ausselektionierten CTA-scFv
-Antikorper

Nach jedem ,Biopanning“-Experiment sind Restriktions- sowie Sequenzanalysen der
angereicherten scFv-Klone durchgefiihrt worden. Mit Hilfe der Sfil-, Notl-Restriktionsverdaus
konnte bei allen untersuchten scFv-Spezies die Anwesenheit des erwarteten (ca. 760 bp
langen) Insert-Fragmentes eindeutig bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Um die korrekte
Liange sowie genaue Nukleinsdurebasenabfolge der gefafispezifischen scFv-Antikorper-
fragmente zu ermitteln, wurden im Anschluss an die Restriktionsanalysen einige, positive
scFv-Klone sequenziert. Bereits nach der ersten ,Biopanning“-Runde konnten neun
unterschiedliche scFv-Sequenzmuster festgelegt werden. Im Verlauf der nachfolgenden
Selektionsexperimente ist die Zahl, der nach ausfiihrlichen Sequenzanalysen ermittelten,
gefdlspezifischen scFv-Vertreter auf lediglich drei Klone (K555bB2, K555aB4 und K55MA)
reduziert worden. Aus den Sequenzierungsergebnissen ging weiterhin hervor, dass die Lange
der beiden K555bB2- und K555aB4-scFv-Spezies ca. 723 bp (d.h. 241 Aminosduren) betrug.
Der K55MA-Einzellkettenantikdrper bestand aus ca. 729 bp (d.h. 243 Aminosduren) und war
somit um 6 Nukleotidpaare groBer als die beiden erstgenannten scFv-Fragmente. Nach einem

Homologievergleich der einzelnen DNA-Sequenzen untereinander konnte zwischen den
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K555bB2- und K555aB4-Klonen eine ca. 99%-ige Ubereinstimmung auf Nukleotidbasis
festgestellt werden. Zwischen den K555aB4- und K55MA-scFv wurde eine ca. 97%-ige
Homologie registriert und die K555bB2- und K55MA-Klone wiesen untereinander eine ca.
96%-ige Sequenziibereinstimmung auf.

Zur Uberpriifung der Integritit der untersuchten scFv-Antikdrperfragmente wurden
deren Nukleotidsequenzen, unter Verwendung eines DNA-Translationsprogramms (siche
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.), in die Aminosduresequenzen iibersetzt. Anhand der Amino-
sdureabfolge wurden dann, nach den im Kapitel 3.1.6 aufgezdhlten Kabat-Regeln, die
Erkennungssequenzen der einzelnen CDR-Bereiche abgeleitet. Da die erwihnten Kabat-
Konventionen von allen drei Antikorperfragmenten erfiillt wurden, konnte davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den angereicherten K555bB2-, K555aB4- sowie
K55MA-Spezies um funktionelle scFv handelte. Ein Vergleich der gefil3spezifischen
Antikorperfragmente mit der, in der IgG-Datenbank vorhandenen, scFv-Konsensussequenz
wies einige Unterschiede in der Aminosdurezusammensetzung auf, die sowohl in den CDR-
Regionen, als auch in den Geriistregionen lokalisiert waren. Die meisten Sequenz-
abweichungen sind in den Vy-Doménen der Einzelkettenantikorper detektiert worden (siehe
Abb. 3.3.A). Einige Basenpaaraustausche (insbesondere in unmittelbarer Nidhe der ,,Linker*-
Region) konnten auf die, durch die , Linker“-PCR (siehe 3.1.3) verursachten, Insertionen
zuriickgefiihrt werden. Aus dem Vergleich der K555bB2-, K555aB4- und K55MA-
AntikOrperfragmente untereinander ging hervor, dass diese ebenfalls einige Basen-
unterschiede aufwiesen. Zwischen den K555bB2- und K555aB4-Klonen wurden aus-
schlieBlich in den CDR-L1- und FWR-L3-Bereichen Sequenzunterschiede vorgefunden. Ein
Vergleich der K555bB2 - und K555aB4-scFv mit dem K55MA-Antikorperfragment zeigte
hingegen die Anwesenheit von Aminosdurevariabilititen in sechs diversen Regionen auf
(FWR-H1, FWR-H2, FWR-H3, CDR-H3, CDR-L1 sowie FWR-L3, siche Abb. 3.3.B). Die
sowohl in den CDR-Regionen, als auch in den Geriistregionen auftretenden Aminoséure-
abweichungen zwischen den einzelnen scFv-Spezies deuteten darauf hin, dass beide oben
erwdhnten Antikorperbereiche fiir die Spezifitit und Affinitdt von scFv-Fragmenten eine
wichtige Rolle spielen konnten. In den auf den beiden folgenden Seiten aufgefiihrten
Abbildungen: 3.3.A und 3.3.B wurden Sequenzen der drei oben aufgefiihrten

Einzelkettenantikorper detailliert dargestellt und miteinander verglichen.
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5 Startcodon
K555bB2: ATGGCCCAGGTGAAGCTGCAGGAGTCAGGCGCTGAGTTGGTGAAA
K555aB4: ATGGCCCAGGTGAAGCTGCAGGAGTCAGGCGCTGAGTTGGTGAAA
K55MA: ATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCAGGCGCTGAGTTGGTGAAA

K555bB2: CCTTGGGCTTCAGTGATAATATCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACTTTCACTGACCATGCT
K555aB4: CCTTGGGCTTCAGTGATAATATCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACTTTCACTGACCATGCT
K55MA: CCTGGGGCTTCAGTGATAATATCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACTTTCACTGACCATGCT

K555bB2: ATTCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTGAACAGGGCCTGGAATTCATTGGATATATTTCTCCC
K555aB4: ATTCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTGAACAGGGCCTGGAATTCATTGGATATATTTCTCCC
K55MA: ATTCACTGGGTGAAGCAGAAGCCTGGACAGGGCCTGGAATGGATTGGATATATTTCTCCC

K555bB2: GGAAATGATGATATTAAGTACAATGAGAAGTTTAAGGACAAGGCCACACTGACTGCAGAC
K555aB4: GGAAATGATGATATTAAGTACAATGAGAAGTTTAAGGACAAGGCCACACTGACTGCAGAC
K55MA: GGAAATGATGATATTAAGTACAATGAGAAGTTTAAGGACAAGGCCACACTGACTGCAGAC

K555bB2: AAATCTTCCAACACTGCCTACATGCAGCTCAACAGTCTGACATCTGAAGATTCTGCAGTG
K555aB4: AAATCTTCCAACACTGCCTACATGCAGCTCAACAGTCTGACATCTGAAGATTCTGCAGTG
K55MA: AAATCTTCCACTGCCTACTACATGCAGCTCAACAGTCTGACATCTGAAGATTCTGCAGTG

K555bB2: TATTTCTGTAAAAGGTCAACTAACTCCTTTGACTATTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACC
K555aB4: TATTTCTGTAAAAGGTCAACTAACTCCTTTGACTATTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACC
K55MA: TATTACTGTAAAAGGTCAACTAACGAAGGATCCTTTGACTATTGGGGCCAAGGCACCACG

K555bB2: GTCTCCTCAAGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGGTCTGGCGGTGGCGGATCG
K555aB4: GTCTCCTCAAGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGGTCTGGCGGTGGCGGATCG
K55MA: GTCACCGTCTCCTCAAGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGGTCTGGCGGTGGCGGATCG

K555bB2: GACATCGAGCTCACTCAGTCTCCATCCAGTCTGTCTGCATCCCTTGGAGACACAATAACC
K555aB4: GACATCGAGCTCACTCAGTCTCCATCCAGTCTGTCTGCATCCCTTGGAGACACAATAACC
K55MA: GACATCGAGCTCACTCAGTCTCCATCCAGTCTGTCTGCATCCCTTGGAGACACAATAACC

K555bB2: ATCACTTGCCATGCCAGTCAGAACATTAATATTTGGTTAAGCTGGTACCAGCAGAGACCA
K555aB4: ATCACTTGCCATGCCAGTCAGAACATTCTTATTTATTTAAGCTGGTACCAGCAGAGACCA
K55MA: ATCACTTGCCATGCCAGTCAGAACATTCTTATTTATTTAAGCTGGTACCAGCAGAGACCA

K555bB2: GGAAATAATCCTAAACTATTGATCTATAAGGCTTCCAACTTACACACTGGCGGCCCATCA
K555aB4: GGAAATAATCCTAAACTATTGATCTATAAGGCTTCCAACTTACACACTGGCGGCCCATCA
K55MA: GGAAATAATCCTAAACTATTGATCTATAAGGCTTCCAACTTACACACTGGCGGCCCATCA

K555bB2: AGGTTTAGGGGCAGTGGGTCTGGAACAGGTTTCACATTAACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
K555aB4: CACTTTAGGGGCAGTGGGTCTGGAACAGGTTTCACATTAACCATCAGCAGCCTGCAGCCT
K55MA: CACTTTAGGGGCAGTGGGTCTGGAACAGGTTTCACATTAACCATCAGCAGCCTGCAGCCT

K555bB2: GAAGACATTGCCACTTACTACTGTCAACAGGGTCAAAGTTATCCGTGGACGTTTGGTGGA
K555aB4: GAAGACATTGCCACTTACTACTGTCAACAGGGTCAAAGTTATCCGTGGACGTTTGGTGGA
K55MA: GAAGACATTGCCACTTACTACTGTCAACAGGGTCAAAGTTATCCGTGGACGTTTGGTGGA

E-tag
K555bB2: GGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGG AGGTGCGCCGGTGCCGTATCCGGATCCG
K555aB4: GGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGG AGGTGCGCCGGTGCCGTATCCGGATCCG
K55MA: GGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGG AGGTGCGCCGGTGCCGTATCCGGATCCG
Stopcodon
K555bB2: CTGGAACCECETGCCGCATAG 3

K555aB4: CTGGAACCGCGTGCCGCATAG
K55MA: CTGCGAACCGCETGCCGCATAG

Abb. 3.3.A: DNA-Sequenzen der K555bB2-, K555aB4- und K55MA-scFv-Klone

Farbendeutung: schwere Ketten (Vy); Linker; leichte Ketten (Vp); Basenpaarabweichungen;
, E-tag-Erkennungssequenz; Start- und Stopcodon
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Aminosauresequenz-Vergleiche

Bezeichnung der untersuchten Klone:
1) Konsensussequenz; 2) scFv-K555bB2; 3) scFv-K555aB4; 4) scFv-K55MA

Schwere Kette (Vy):
FWR-H1 CDR-H1 FWR-H2

DXVKL XXSGXXL !XPG XS !$!ISCX ! SIGHWF %XXXXXXX|[WVS QXP
2) QVKLQESGA ELVKPWASVIISCKAS|IGYTFTDHAIH --] WVKQKP
3)QVKLQESGA ELVKPWASVIISCK ASIGYTFTDHAIH --| WVKQKP
4 HYQVOQLQESGA ELVKPGAS VIISCK ASIGYTFTDHAIH --] WVKQKP

FWR-H3
DG XLEW! I X IXXXXXXGXXXYXXXXI K! $XX!%XDXSXX%!Y XXX

2)EQGLE FIG [YISPGNDDIKYNEKFKD KATLTADKSSNTAYMOQL--
3)EQGLE FIG [YISPGNDDIKYNEKFKDKATLTADKSSNTAYMQL--
4)GQGLEWIG [YISPGNDDIKYNEKFKDKATLTADKSSTAYYMQL--

CDR-H3
1) XSLXXED%AXY YCXX XXX XX XX XX XX XXX XXXXXXXXXXXX|WG
2)NSLTSEDSAVYFCKR|STNSF- - DY - - - - - - -- - - - --- - - -|WG
3)NSLTSEDSAVYFCKR|STNSF- -DY - == =-- - - - ------- -|WG
4)NSLTSEDSAVYYCKR[STNEGSFDY - - - --- - - - - - - - - - - -|WG
FWR-H4
DQGTXVTVSS
2)QGTTVTVSS
3)QGTTVTVSS
4HQGTTVTVSS
Leichte Kette (V1):

FWR-L1 CDR-L1 FWR-L2
D~AVLTQPPXS!%! SLGXXVTI%CXXSXXXXXX XXXXXX!'X[WYQQK
2)DIELTQSPSSLSASLGDTITITC[HASQNINIW - - - - - - LS{WYQQR
3)DIELTQSPSSLSASLGDTITITC[HASQNILIY - - - - - - LSiWYQQR
4HDIELTQSPSSLSASLGDTITITC[HASQNILIY - - - - - - LSiWYQQR

FWR-L3

DXGXXPKILIY XX%XXXSGVPXRFSGSISGTXX%LXISX ! XXEDX!
2)PGNNPKLLIYKASNLHT|IGGPSRFRGSGSGTGFTLTISSLQPEDIA
3) PGNNPKLLIYKASNLHTGGPSHFRGSGSGTGFTLTISSLQPEDIA
4 )PGNNPKLLIYKASNLHTIGGPSHFRGSGSGTGFTLTISSLQPEDIA

CDR-L3 FWR-L4
DXY#CXXXXXXXXXXXXXXX] FGXGTKLEIXKRA
TYYCQQGQSYPWT- -- - --| FGGGTKLEL-KR -
HTYYCQQGQSYPWT - -- ---] FGGGTKLEL- KR -
HTYYCQQGQSYPWT- -- - - -| FGGGTKLEL- KR -

Abb. 3.3.B: Aminosiuresequenz-Vergleiche zwischen den Vy- und Vi -Doménen von gefif}-
spezifischen scFv-Klonen (K555bB2, KS555aB4 und KS5MA) und einer
Konsensussequenz (Kabat-Datenbank)

Legende: FWR (H1-3 und L1-3) = Geriistregionen; CDR (H-,-2,- und L-,-2,-) = hypervariable
Regionen; Aminosdureabweichungen; Erkennungssequenzen der CDR-Regionen nach Kabat
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Zusétzlich zur Charakterisierung der Einzelkettenantikdrper nach Kabat, wurden deren
Aminosduresequenzen mit einer Datenbank bereits publizierter, muriner Antikorper-
Keimbahngene verglichen. Aus den erhaltenen Ergebnissen ging hervor, dass sich die
generierten K555bB2-, K555aB4- und K55MA-scFv einigen bekannten Antikorperfamilien
zuordnen lieBen. Die Vy-Domine der K555bB2- und K555aB4-Klone zeigte eine 90%-ige
Homologie zu Vy- J558.48 Keimbahngenen, die aus der IgM-mRNA von LPS-stimulierten
Zellen isoliert wurden (Datenbankeintrag NCBI: AF303879). Die Vu-Region des KS5MA-
scFv wies mit den oben genannten Genen eine Ubereinstimmung von 98% auf. Die jeweiligen
V- Doménen der drei untersuchten scFv-Klone besaflen eine hohe Homologie zum gr 32
Keimbahngen (Datenbankeintrag NCBI: AJ231269). Dieser zur Klasse der Vi -kappa-Ketten-
Keimbahngene gehorende Vertreter war mit der Vi-Doméne des K555bB2-Klons zu 91% und
mit den Vi -Regionen der K555aB4- sowie KS5MA-Klone zu 88% homolog.

Um feststellen zu konnen, ob und inwiefern sich die Aminosidurezusammensetzung
der untersuchten scFv-Fragmente auf die Konformation deren Antigenbindungsstellen
auswirkt, wurde mit Hilfe des automatischen ,,Protein-Homologie-Servers® (Guex und
Peitsch, 1997; Peitsch 1995; Schwede er al., 2003) eine dreidimensionale Struktur der
einzelnen scFv-Spezies errechnet und unter Verwendung des Swiss-Pdb-Viewer-Programms

schematisch dargestellt (siche Abb. 3.3.C).

K555bB2 - scFv
Linker

KS55MA - scFv
Vi Abb. 3.3.C: Riumliche Darstellung der

Linker Struktur von K555bB2-, K555aB4- sowie
; KS5MA - scFv - Antikorperfragmenten

Vy = variable Domine der schweren Kette
V. = variable Doméne der leichten Kette
H1-H3 = CDR - Regionen von Vy

L1-L3 = CDR - Regionen von V|
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Aus der, in Abb. 3.3.C prisentierten, computersimulierten 3D-Darstellung der K555bB2-,
K555aB4- sowie KS55MA-Antikorperstrukturen konnen zwischen den einzelnen scFv-
Spezies keine eindeutigen Unterschiede in der Proteinfaltung ersehen werden. Die geringen
Konformationsdifferenzen, welche hauptséchlich in den HI-H3 sowie L2- und L3-Regionen
zu erkennen sind, deuten jedoch darauf hin, dass bereits kleine Abweichungen in der
Aminosdureabfolge die Spezifitit und Affinitdt von scFv-Antikdrperfragmenten beeinflussen

konnten.

3.4 Immunhistochemische Nachweise der CTA-Antikorperspezifitit

Zur Verifizierung der aus dem ,,Biopanning* sowie aus den Sequenzanalysen erhaltenen
Ergebnisse sind, nach den im Kapitel 2.6 beschriebenen Protokollen, immunhistochemische
Nachweise der CTA-Antikorperspezifitit durchgefiihrt worden. Im ersten Teil dieser
Experimentreihe wurde der Frage nach der genauen Lokalisierung von CSA (collateral
specific antigen) auf Ratten-Kollateralgefilen nachgegangen. Zu diesem Zweck wurden die
praparierten GefaBBschnitte (siche 2.6.1) mit dem aus Hybridomazellen isolierten und iiber die
Protein L -Sdule aufgereinigten CTA-157-Antikorper inkubiert und unter Verwendung von
peroxydasegekoppelten DAM- bzw. GAM-Sekundirantikorper (siehe 2.1.9) immunhisto-
chemisch angefarbt. Auf diese Weise konnten die CTA-157-Antikorpersignale mit den
zelluldren Verteilungsmustern der generierten, kollateralspezifischen Einzelkettenantikorper
auf RattengefdBschnitten in sifu und in vivo verglichen werden. Dazu wurden die, auf der
Oberfliche von M13-Phagen présentierten, rekombinanten scFv-Fragmente zunichst auf den
entsprechenden GefdBpriaparaten inkubiert, dann mit den Anti-M13- sowie GAM-PO- bzw.
GAM-Cy,-Antikorpern markiert und anschliefend immunhistochemisch angefarbt (siehe
2.6.5-6). Ergénzt wurden diese Experimente durch die Untersuchung der Bindung von CTA-
spezifischen scFv-Antikorperfragmenten auf den Gefdllen eines hepatozelluldren Karzinoms.
Nach der Lokalisierung der CTA-Expressionssignale auf Rattengefif3schnitten wurde, im
zweiten Teil der Experimentreihe, deren Detektion auf Schnitten von Humangefiflen
vorgenommen. Dazu sind die GefdBpraparate, nach dem bereits erwéhnten Versuchsaufbau
(s.0.), unter Verwendung des CTA-157-Antikorpers sowie der kollateralspezifischen scFv-
Phagen immunhistochemisch markiert und angefarbt worden. Die CTA-Farbungsergebnisse

auf Ratten- sowie Humangefaf3en wurden anschlieBend miteinander verglichen (siehe 3.5).
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3.4.1 Lokalisierung der CTA-Expressionssignale in Rattengefifiendothelien mit Hilfe
des CTA-157-Antikorpers

Abb. 3.4.1: CTA-157-Farbung serieller Rattengefidfischnitte aus ligiertem Probebein (3 Tage
nach der Okklusion) unter Verwendung von DAM-PO-Sekundirantikorper

A-B: Kontrollschnitte ohne CTA-157; C-H: CTA-157-Antikorperfirbung; A + C: Ubersicht (100 x
Vergr.); B + D: Kollateralarterie, 400 x Vergr.; F + H: Kollateralarterie, 1000 x Vergr.; E + G: Kon-
trollgefd3 (400 x und 1000 x Vergr.). Schwarze Pfeile: Antikorpersignale. Erlduterung auf Seite 127.
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Fiir die immunhistochemischen Nachweise der CTA-Expression auf RattengefaBschnitten
sind sowohl acetonfixierte als auch unfixierte Gefrierpridparate verwendet worden. Anhand
histologischer Untersuchungen wurden jedoch keine auffilligen Féarbungsunterschiede
zwischen den beiden oben genannten Préparatarten ermittelt. Nach einer genauen Analyse
aller untersuchten GefdBschnitte aus dem Probebein (siche Abb. 3.4.1) konnte festgestellt
werden, dass der CTA-157-Antikorper vorwiegend Epitope auf proliferierenden Kollateral-
arterien spezifisch erkennt (sieche Abb. 3.4.1.C, D, F und H). Eine stark ausgeprigte
Antikorperfarbung war hierbei ausschlieBlich in der Endothelschicht dieser Gefille zu
beobachten (siche Abb. 3.4.1.D, F und H). Dennoch konnten ebenfalls in den glatten
Muskelzellen der Kollateralarterien vereinzelte Farbreaktionen nachgewiesen werden.
Zusitzlich wurden auch in kleinen Kapillaren, Nervenzellen sowie auf Makrophagen einige
CSA-Signale detektiert (Abb. 3.4.1.C). In nichtproliferierenden, arteriellen Gefden konnte
nur eine sehr schwache CTA-157-Farbung registriert werden (Abb. 3.4.1.E und F). Die
wenigen Farbsignale wurden hauptsidchlich in den glatten Muskelzellen dieser Gefille
vorgefunden. Bei den Negativkontrollen, welche ohne Verwendung des Primérantikorpers
prapariert wurden, konnte keine Immunreaktion nachgewiesen werden (3.4.1.A und B). Zur
Uberpriifung der CTA-157-Antikdrperspezifitit auf nichtproliferierenden Kollateralarterien,
wurde des Weiteren eine immunhistochemische Férbung serieller Gefaf3schnitte aus dem
Kontrollbein der Ratten vorgenommen. Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass der
CTA-157-Antikorper keine positiven Signale auf der Endothelschicht dieser Gefdfe erkannt
hat. Einige schwache Farbreaktionen wurden jedoch in den glatten Muskelzellen detektiert
(Daten nicht gezeigt). Aus den oben aufgefiihrten Ergebnissen ldsst sich schlieBen, dass die
CTA-157-Epitope zum grofiten Teil auf Endothelzellen von proliferierenden Kollateral-

arterien lokalisiert sind.

34.2 Immunhistochemische Nachweise der CSA-Expression auf Rattengefal}-

schnitten unter Verwendung von CTA-spezifischen scFv-Phagen

Fiir die immunhistochemischen CSA-Nachweise mittels kollateralspezifischer scFv-Phagen
sind die, aus dem ,Biopanning“ ermittelten (sieche 3.2), hochaffinen K555aB4- sowie
K555bB2- Klone verwendet worden. Beide Phagen-Spezies wurden fiir die Farbungs-
experimente in einer Konzentration von 10" - 10'* cfu/l ml eingesetzt. Trotz einiger im
»Bilopanning® festgestellten Spezifititsunterschiede zwischen den beiden oben erwidhnten
scFv-Phagen, konnten auf der immunhistochemischen Ebene keine auffilligen Differenzen im

Verteilungsmuster der Antikorpersignale registriert werden.
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3.4.2.1 Untersuchung der Bindung von CTA-scFv-Phagen an Rattengefal3en in situ

Bei den in situ Experimenten wurde die gesamte immunhistochemische Reaktion (Inkubation
der untersuchten Phagen auf Rattengefdflen, Markierung der Phagen mit entsprechenden
Antikorpern usw., siehe 2.6.5 und 2.6.6) auBlerhalb des Tierorganismus, auf den dazu vor-
gesehenen GefaBpriparaten durchgefiihrt. Aus den erhaltenen Ergebnissen ging hervor, dass
die generierten, kollateralspezifischen K555bB2- sowie K555aB4-Antikorperfragmente an
proliferierende Kollateralarterien assoziierten (Abb. 3.4.2.1.1.C sowie 3.4.2.1.2.D, E und F).
Dabei waren die detektierten Farbsignale vorwiegend in der Endothelschicht dieser Gefille
lokalisiert (Abb. 3.4.2.1.2.E und F). Die nichtproliferierenden Kollateralarterien aus dem
jeweiligen Kontrollbein der Ratten (Abb. 3.4.2.1.1.D) zeigten hingegen keine Immunreaktion
mit den CTA-scFv -Phagen (Abb. 3.4.2.1.2.A-C).

Abb. 3.4.2.1.1: BrdU-Fluoreszenzfirbung zum Nachweis der Proliferation von wachsenden
Ratten-Kollateralgefifien

A: Kontrollfirbung (ohne BrdU-Ak.) auf dem Probebein. Keine Proliferationssignale vorhanden. Im
Vordergrund griine Eigenfluoreszenz der Lamina elastica interna deutlich zu erkennen. B:
Kontrollfarbung (s.0.) auf dem Kontrollbein; C: BrdU-Féarbung auf dem Probebein (weile Pfeile
zeigen Proliferationssignale); D: BrdU-Fiarbung auf dem Kontrollbein. Sekundirantikérper: GAM-
Cy,; Kernfarbung: Propidiumjodid; VergroBerung: 400-fach.
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Die in direkter Nachbarschaft zu proliferierenden Kollateralarterien liegenden Gefille
(Abb.3.4.2.1.2.D) wiesen ebenfalls keine positiven Farbsignale mit den CTA-scFv-Phagen
auf. Um die Gefahr einer moglichen, unspezifischen Antikorperfarbung auszuschliefen,
wurden die untersuchten GefaBpriparate zusétzlich mit den scFv-negativen M13-Kontroll-
phagen immunhistochemisch getestet. Wie den Abbildungen 3.4.2.1.1.A-B und 3.4.2.1.2.A-C
zu entnehmen ist, konnten sowohl auf den Gefialen aus dem Probebein als auch auf den-

jenigen aus dem Kontrollbein keine unspezifischen Antikdrperreaktionen registriert werden.

Abb. 3.4.2.1.2: Immunhistochemische Firbung von K555bB2-scFv-Phagen sowie

M13-Kontrollphagen auf Rattengefidfischnitten

A-C: MI13-Kontrollphagen zeigen keine Immunreaktion auf GefaBen aus dem Probebein; D-F:
K555bB2-scFv-Phagenfirbung auf GefaBlen aus dem Probebein (schwarze Pfeile = Farbungssignale);
A und D: Ubersicht (400 x Vergr.); B, C, E und F: 1000 x Vergr.; Sekundirantikdrper: Anti-M13;
Tertidrantikorper: GAM-PO; Gegenfarbung der Zellkerne: Mayers Hemalaun. Erlduterung im Text.
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Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der CSA-Lokalisation in Ratten-
gefaBen mittels des CTA-157-Antikorpers (siehe 3.4.1) korrelierten mit den oben
beschriebenen in sifu-Firbungen unter Verwendung von kollateralspezifischen scFv-Phagen.
In den beiden nacheinander aufgefiihrten Versuchsreihen wurde das Verteilungsmuster der
CTA-Signale vorwiegend in der Endothelschicht von proliferierenden Kollateralarterien
detektiert. Die Endothelzellen der Kontrollgefdl3e zeigten hingegen keine Immunreaktion mit
den untersuchten Antikdrpern. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die aus
Hybridomazellen generierten K555bB2- sowie K555aB4-Einzelkettenantikdrper-Spezies

imstande sind CTA-Epitope auf Rattengefafschnitten spezifisch zu erkennen.

3.4.2.2 Untersuchung der Bindung von CTA-scFv-Phagen an Rattengefifle in vivo

Bei der Untersuchung der CTA-Bindungsaffinitit in vivo sind die kollateral-
spezifischen K555bB2- und K555aB4-scFv-Phagen sowie die M13-Kontrollphagen in
separaten Experimentansidtzen den Versuchstieren intravasal injiziert worden (siche 2.4.4.3).
Nach 10-miniitiger Zirkulation der Phagen im Gefa3system wurden den Ratten die Kollateral-
und die Kontrollgefdle entnommen und fiir die ,,Biopanning®- (siche 3.2.4) bzw. die immun-
histochemischen Experimente weiterverwendet. Eine genaue Analyse der gefdrbten
Gefidlschnitte ergab, dass die untersuchten K555bB2- und K555aB4-scFv-Antikorper-
fragmente auch unter in vivo-Bedingungen in der Lage sind Epitope auf proliferierenden
Kollateralarterien spezifisch zu erkennen (Abb.3.4.2.2.1.F-H). Aufgrund des scheinbar
unabwendbaren Kollabierens der praparierten Gefdl3e wiahrend der Einbettung, konnten leider
keine eindeutigen Aufschliisse {iber die genaue Lokalisation der CTA-Signale in den ent-
sprechenden GefiBstrukturen gewonnen werden. Ahnlich wie bei den in situ-Experimenten
wurden auf den benachbarten Kontrollgefilen keine positiven scFv-Farbsignale detektiert
(Abb.3.4.2.2.1.C). Die aus dem jeweiligen Kontrollbein der Tiere isolierten Kollateralarterien
zeigten ebenfalls keine Immunreaktion mit den CTA-scFv-Phagen (Abb.3.4.2.2.1.D).

Erginzend zur Phagenfarbung wurden die untersuchten GefdBe mit einem PCNA-
Antikorper (siehe 2.1.9) auf proliferative Effekte hin gepriift. Aus den erhaltenen Ergebnissen
ging hervor, dass es sich bei den aus dem Probebein isolierten Gefdflen tatsdchlich um
wachsende Kollateralarterien handelte (Abb.3.4.2.2.1.B und E). Die detektierten Prolifera-
tionssignale wurden sogar an genau den gleichen GeféaBstellen wie diejenigen aus der CTA-
scFv-Phagenfarbung vorgefunden (Abb.3.4.2.2.1.E und F). Alle {ibrigen, getesteten Gefal3-

proben wiesen hingegen keine Proliferationsmerkmale auf (Daten nicht gezeigt).
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Abb.3.4.2.2.1: Immunhistochemische Nachweise der Bindung von K555bB2-scFv-Phagen an
proliferierende Rattengefifle in vivo

A: Ubersicht (100 x Vergr., Probebein); B: PCNA-Negativkontrolle (400 x Vergr., Probebein); C:
K555bB2-scFv-Phagen zeigen keine Immunreaktion auf einem Kontrollgefdl aus dem Probebein
(1000 x Vergr.); D: K555bB2-scFv-Phagen weisen keine Antikorpersignale auf einem Gefédl3 aus dem
Kontrollbein auf (1000 x Vergr.); E: PCNA-Farbung (600 x Vergr., Probebein); F-H: K555bB2-scFv-
Phagenférbung (F: 600 x Vergr., G-H: 1000 x Vergr., Probebein). Sekundérantikdrper fiir die PCNA-
Féarbung: GAM-PO; Sekundirantikdrper fiir die Phagenfarbung: Anti-M13; Tertidrantikdrper: GAM-
PO. Pfeile: schwarz = Antikorpersignale, gelb = Bildausschnitte G und H, rot = Bildausschnitte B, E
und F; griin = Bildausschnitt C.
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3.4.2.3 Untersuchung der Bindung von CTA-scFv-Phagen an Tumorgefal3e

In den vorangegangenen Kapiteln (siehe 3.4.2.1-2) wurde bereits gezeigt, dass die generierten
K555bB2- sowie K555aB4-Antikorperfragmente mit einer sehr hohen Affinitidt an Antigen-
strukturen, die auf Endothelzellen von wachsenden Kollateralarterien lokalisiert sind, binden.
Dabei waren die proliferativen Eigenschaften dieser Gefifle im Wesentlichen durch eine
kiinstlich eingeleitete Okklusion ausgeldst worden (siehe 3.2.2). Um feststellen zu konnen, ob
die CTA-scFv-Antikorperfragmente ebenfalls imstande sind, Epitope auf Endothelien von
proliferierenden TumorgefdBBen spezifisch zu erkennen, wurden immunhistochemische
Farbungen auf GefaBBschnitten eines exemplarisch ausgewihlten, hepatozelluldren
Rattenkarzinoms durchgefiihrt. Zur Markierung der Endothelschicht der untersuchten
TumorgefiBe diente der CD31-Antikdrper (Abb.3.4.2.3.1.A, B und C). Die Uberpriifung der
GefédBproliferation erfolgte mit dem bereits erwdhnten (sieche Kapitel 3.4.2.2) PCNA-
Antikorper (Daten nicht gezeigt). Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigten, dass
die kollateralspezifischen K555bB2- sowie K555aB4-Antikorperfragmente keine Antigen-
strukturen auf Endothelzellen von proliferierenden Tumorgefdllen spezifisch erkannt haben
(Abb. 3.4.2.3.1.D und E). Die glatten Muskelzellen der oben genannten Gefille wiesen
ebenfalls keine positiven Immunreaktionen auf. Aus den aufgefiihrten Ergebnissen ldsst sich
schlieBen, dass auf einigen proliferierenden Gefdllen angiogenetischen Ursprungs (z.B. auf

TumorgefdBen) kein CSA-Komplex exprimiert wird.

I -
Abb.3.4.2.3.1.: Immunhistochemische
Untersuchung der Gefifle eines hepato-
zelluliren Rattenkarzinoms mit Hilfe von

CD 31 - Antikorper sowie der K555bB2 -
scFv - Phagen.

A-C: positive CD 31 Farbung zur Mar-
kierung des Gefalendothels (schwarze
Pfeile). D -E: K555bB2 - scFv - Phagen
binden nicht an das Tumorendothel.

_ ]
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3.4.3 Lokalisierung der CSA-Expressionssignale in Humangefifiendothelien mit Hilfe

des CTA-157-Antikorpers

Nachdem das Expressionsmuster des CSA-Komplexes auf RattengefiBlen ermittelt
worden war, wurden nun Untersuchungen unternommen, die CTA-157-Antikdrpersignale
ebenfalls auf humanen Gefilschnitten immunhistochemisch nachzuweisen und zu
lokalisieren. Zu diesem Zweck wurden proliferierende Kollateralgefile von Patienten mit
akuter Ischdmie sowie nichtproliferierende Gefdlle von Kontrollpatienten eingesetzt. Eine
genaue Analyse der Féarbungsergebnisse auf Gefalpridparaten von Patienten mit akuter
Ischdmie zeigte, dass der CTA-157-Antikorper imstande war Antigenstrukturen auf diesen
Gefallen spezifisch zu erkennen. Anders, als im Rattenmodell, wurden hierbei die meisten
Antikorpersignale in den glatten Muskelzellen der Gefdle vorgefunden (Abb.3.4.3.1.B).
Dennoch konnten auch in der Endothelschicht der untersuchten GefdBBproben deutliche
Immunreaktionen registriert werden (Abb.3.4.3.1.C). Auf den parallel dazu getesteten
Negativkontrollen wurden hingegen keine Antikorpersignale nachgewiesen (Abb.3.4.3.1.D).
Die Untersuchung der Antikoérperfarbung auf GefaBBpraparaten von Kontrollpatienten zeigte
vereinzelte CTA-157-Signale, die vorwiegend in den glatten Muskelzellen der Gefille
lokalisiert waren (Abb.3.4.3.2.B). Die Endothelschicht dieser Gefdle wies auf den ersten
Blick keine positive Farbung auf, erst bei genauerer Betrachtung einiger GefdBausschnitte
konnten auch hier einzelne CTA-157-positive Bereiche erkannt werden (Abb.3.4.3.2.C).

Um die proliferativen Effekte der beiden untersuchten GefaBarten zu testen, wurden
diese mit einem Antikdrper gegen das nukledre Proliferationsantigen Ki-67 inkubiert. Aus den
erhaltenen Ergebnissen ging hervor, dass ausschlieBlich die von Patienten mit akuter Ischdamie
isolierten GefiBe deutliche Proliferationsmerkmale aufwiesen. Ahnlich wie bei der oben
erwdhnten CTA-157-Farbung, wurden auch hierbei die meisten Proliferationssignale in den
glatten Muskelzellen detektiert (Abb.3.4.3.1.F). Dennoch konnten in der Endothelschicht
dieser Gefile ebenfalls positive Immunreaktionen mit dem Ki-67-Antikorper registriert
werden (Abb.3.4.3.1.G). Im Gegensatz dazu zeigten die von Kontrollpatienten gewonnenen
Gefidlproben weder im Endothel noch in den glatten Muskelzellen positive Antikorpersignale
(3.4.3.2.E-F). Die Negativkontrollen wiesen ebenfalls keine Farbung auf (Abb. 3.4.3.1.D).

Aus den oben aufgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen geht hervor, dass
die vom CTA-157-Antikorper erkannten Antigene sowohl auf proliferierenden als auch auf
nichtproliferierenden Humangefden exprimiert wurden. Die detektierten Antikorpersignale
waren jedoch auf den proliferierenden GefaBlen von Patienten mit akuter Ischimie wesentlich

starker ausgeprégt, als auf denjenigen von Kontrollpatienten.
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Abb.3.43.1: CTA-157- und Ki-67-Antikérpernachweise auf Humangefidfischnitten eines

Patienten mit akuter Ischimie

A-C: CTA-157-Antikorperfarbung. Die Antigensignale sind vorwiegend in glatten Muskelzellen,
vereinzelt auch im GeféBendothel zu erkennen (schwarze Pfeile). A = Ubersicht (100 x Vergr.), B =
Ausschnitt (400 x Vergr.), C = Ausschnitt (1000 x Vergr.), D = CTA-157-Negativkontrolle (400 x
Vergr.); Sekunddrantikdrper = GAM-PO; E-H: Ki-67-Antikorperfairbung. Die Ki-67-Antigensignale
treten hauptsdchlich in glatten Muskelzellen, vereinzelt auch im Endothel des Gefalles auf (schwarze
Pfeile). E = Ubersicht (100 x Vergr.), F = Ausschnitt (400 x Vergr.), G = Ausschnitt (1000 x Vergr.),
H = Negativkontrolle (400 x Vergr.). Sekundérantikdrper = DAR-PO; Die jeweiligen Antikdrper-
signale sind als rot gefarbte Punkte deutlich zu erkennen.
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Abb. 3.4.3.2: CTA-157- und Ki-67-Antikérpernachweise auf Humangefifischnitten eines

Kontrollpatienten

A-C: CTA-157-Antikorperfarbung, vereinzelte CTA-157-Antikorpersignale sind vorwiegend in
glatten Muskelzellen des GefiBles zu erkennen (schwarze Pfeile). A = Ubersicht (100 x Vergr.), B =
Ausschnitt (400 x Vergr.), C = Ausschnitt (1000 x Vergr.); Sekundérantikdrper = GAM-PO; D-F:
Ki-67-Antikorperfirbung, keine Ki-67-Farbreaktion zu erkennen. D = Ubersicht (100 x Vergr.), E =
Ausschnitt (400 x Vergr.), F = Ausschnitt (1000 x Vergr.); Sekundérantikérper = DAR-PO.
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3.4.4 Immunhistochemische Nachweise der CSA-Expression auf Humangefif3-

schnitten unter Verwendung von CTA-spezifischen scFv-Phagen

Nach Lokalisierung des CSA-Expressionsmusters auf Humangefdfschnitten mit Hilfe des
CTA-157-Antikorpers (siehe 3.4.3) sollte des Weiteren untersucht werden, ob sich die CSA-
Antigensignale ebenfalls unter Verwendung von kollateralspezifischen K555bB2- sowie
K555aB4-Antikorperfragmenten auf den oben erwédhnten Gefdlpréparaten immunhisto-
chemisch nachweisen lassen. Wie der Abbildung 3.4.4 zu entnehmen ist, konnten sowohl auf
den proliferierenden KollateralgefaBen von Patienten mit akuter Ischdmie, als auch auf den
nichtproliferierenden GefaBproben von Kontrollpatienten einzelne spezifische Immun-
reaktionen detektiert werden (siehe schwarze Pfeile). Die dokumentierte CTA-Antikorper-
farbung war zwar nicht so stark ausgeprigt gewesen wie diejenige, die im Kapitel 3.4.3

beschrieben wurde, konnte aber dennoch sowohl in der Endothelschicht als auch in den

glatten Muskelzellen der Gefélle eindeutig nachgewiesen werden.

Abb. 3.4.4: Immunhistochemische Firbung von K555bB2-scFv-Phagen auf Humangefif3-
schnitten

A-B: K555bB2-scFv-Phagenfirbung auf Gefilschnitten vom Kontrollpatienten, vereinzelte
Antikdrpersignale sind sowohl im Endothel, als auch in glatten Muskelzellen sichtbar (schwarze
Pfeile). A = Ubersicht (100 x Vergr.), B = Ausschnitt (1000 x Vergr.). C-D: K555bB2-scFv-Phagen-
farbung auf GefaBlschnitten vom Patienten mit akuter Ischdmie, vereinzelte Antikorpersignale sind
vorwiegend in glatten Muskelzellen zu erkennen (schwarze Pfeile). C = Ubersicht (100 x Vergr.), D =
Ausschnitt (1000 x Vergr.).
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Zur Uberpriifung der Antikorperspezifitit der CTA-scFv-Phagen wurden zusitzlich
Farbungsexperimente mit den CTA-negativen M13-Kontrollphagen durchgefiihrt. Auf den
untersuchten Gefdflschnitten konnten jedoch keine unspezifischen Antikrpersignale
registriert werden. Aus den aufgefiihrten Ergebnissen ldsst sich schliefen, dass die auf
Rattengefiflen ausselektionierten, kollateralspezifischen K555bB2- sowie K555aB4-Einzell-
kettenantikdrper in der Lage sind einige auf Humangefidlen exprimierte CSA-Antigen-

strukturen spezifisch zu erkennen.

3.4.5 Vergleich der CSA-Antigenexpressionsmuster auf Endothelien von Ratten- und

Humangefifien

Mit Hilfe des CTA-157-Antikorpers sowie der CTA-spezifischen K555bB2- und K555aB4-
scFv-Phagen konnte die Expression des CSA-Komplexes sowohl auf Ratten- als auch auf
Humangefafschnitten erfolgreich nachgewiesen werden. Im Rattenmodell sind die meisten
CTA-Signale im Endothel von proliferierenden Kollateralarterien detektiert worden. Die
glatten Muskelzellen dieser Gefdlle wiesen nur vereinzelte Farbreaktionen auf. Die Endothel-
schicht von nichtproliferierenden Kollateralarterien sowie anderen Kontrollgefilen zeigte
hingegen keine spezifischen Antikorpersignale. In den glatten Muskelzellen dieser Gefille
konnten jedoch schwache CTA-Farbreaktionen registriert werden. Proliferierende Gefdf3e aus
einem hepatozelluldren Karzinom wiesen weder im Endothel, noch in den glatten Muskel-
zellen positive CTA-Antikorpersignale auf.

Im Humanmodell wurde die Expression des CSA-Komplexes sowohl auf prolife-
rierenden als auch auf nichtproliferierenden Gefd8praparaten nachgewiesen. Die
proliferierenden Gefdlproben zeigten jedoch deutlich stirkere Antikorperfirbungen (siche
Nachweise mit dem CTA-157-Antikorper) als die nichtproliferierenden. Ein wesentlicher
Unterschied zu den Rattengefden bestand hier im Verteilungsmuster der CTA-Antikorper-
signale in den entsprechenden Gefdflbereichen. Im Gegensatz zu den Rattengefdllen, wurden
in HumangefdBproben die meisten CTA-Antikorpersignale in den glatten Muskelzellen
vorgefunden. Die Endothelschicht dieser Gefdlle wies nur vereinzelte Farbreaktionen auf.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass das CSA-Komplex auf Gefdflen von zwei
verschiedenen Spezies exprimiert wird (Ratte und Mensch). Die unterschiedlichen
Expressionsmuster der CSA-Antigensignale in den untersuchten Ratten- bzw. Humangefi3en
sind moglicherweise auf deren diverse physiologischen Urspriinge sowie auf die

Heterogenitit der einzelnen GefaBstrukturen zuriickzufiihren (siehe 4.3).
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3.5 Untersuchung der VEGFR-2-Antigenexpression auf Human- und
Rattengefafien mittels VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Phagen

In den vorangegangenen Kapiteln wurde bereits gezeigt, dass mit Hilfe von
generierten Einzelkettenantikorpern, die gegen das CSA-Komplex gerichtet waren, die
Heterogenitit von arteriogenen und nichtarteriogenen GefdBlen im Ratten- sowie Human-
modell nachgewiesen werden konnte. In der folgenden Experimentreihe sollte nun am
Beispiel der VEGFR-2-Antigenexpression das Verteilungsmuster eines weiteren gefal3-
wachstumsspezifischen  Antikorpermolekiils auf Kollateral- sowie Kontrollgefden
verschiedener Spezies (Ratte und Mensch) untersucht werden. Zur Detektion der VEGFR-2-
Antigensignale wurden die von Herrn Dr. T. Boldicke (GBF, Braunschweig) freundlicher-
weise zur Verfiigung gestellten VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Antikérperfragmente
eingesetzt. Diese auf der Oberfliche von M13-Phagen prisentierten Einzelkettenantikdrper
stammen urspriinglich aus Hybridomazellen, die aus den B-Lymphozyten von Maéusen
generiert wurden, welche mit der extrazelluliren Domédne des humanen VEGFR-2 (KDR)
immunisiert worden waren. Der oben erwéhnte A7-scFv-Antikdrperklon wurde zuvor durch
»Biopanning*“ auf KDR markierten Mikrotiterplatten aus einer VEGFR-2-Phagenbibliothek
ausselektioniert, angereichert und anschlieBend im Phagen-ELISA, FACS, BlAcore sowie
durch immunhistochemische Analysen (auf Humangefifschnitten von Nierenarterien) auf

seine Affinitdt zum VEGFR-2 getestet (Boldicke et. al., 2001).

3.5.1 ,Biopanning“ und Anreicherung von VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Phagen auf

Humangefifien

Zur Untersuchung der Bindungsaffinitit von VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Phagen
auf humanen Kollateral- und Kontrollgefien (in situ) wurden im Rahmen dieser
Doktorarbeit ,,Biopanning“-Experimente auf GefdBschnitten von Patienten mit akuter
Ischdmie sowie von Kontrollpatienten durchgefiihrt (Versuchsprotokoll siche 2.4.4.1). Aus
den erhaltenen Ergebnissen ging hervor, dass die VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-
Antikorperfragmente imstande waren KDR-Epitope auf beiden oben genannten Gefal3-
exemplaren spezifisch zu erkennen. Im Verlauf von drei aufeinander folgenden ,,Biopanning*
-Runden konnte auf den GefaBpraparaten von Kontrollpatienten eine deutliche Steigung der
Anzahl an positiven A7-scFv-Klonen beobachtet werden (1. Runde: 536 Klone, 2. Runde: 738
Klone, 3. Runde: 1074 Klone). Auf den proliferierenden Kollateralarterien von Patienten mit
akuter Ischdmie wurde hingegen nach allen drei ,,Biopanning“-Experimenten eine nahezu

gleich bleibende Anzahl antigenassoziierter A7-scFv-Phagen registriert (Abb. 3.5.1).



ERGEBNISSE 139

Aus einem Vergleich der ermittelten Phagenmengen auf den oben erwidhnten Gefdllproben
ging hervor, dass die untersuchten VEGFR-2-Antigensignale auf den Kontrollgefa3en
wesentlich stirker ausgeprigt waren, als auf den proliferierenden Kollateralarterien (siche
Abb. 3.5.1).

Um ein Kontaminationsrisiko mit unspezifischen Reaktionspartnern auszuschlief3en,
wurden die oben erwidhnten Gefdllexemplare einem ,,Biopanning* mit den negativen M13-
Kontrollphagen unterzogen. Im Anschluss an das Experiment, konnten auf den
entsprechenden Selektionsagarplatten keine M13-Phagenkolonien detektiert werden (Daten
nicht gezeigt). Dieser Befund deutete darauf hin, dass durch stringente Waschbedingungen

(siehe 3.2.3) alle unspezifischen Phagen erfolgreich entfernt werden konnten.
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Abb. 3.5.1: Anreicherung von VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Phagen auf Humangefif3-

schnitten (in situ)

Die VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Phagen konnten nach allen drei ,,Biopanning“-Runden auf den
HumangefaBschnitten nachgewiesen werden. Die Anzahl der auf Kontrollgefilen detektierten A7-
scFv-Klone lag deutlich hoher (gelbe Balken), als die Menge der auf proliferierenden Kollateral-
arterien ermittelten A7-scFv-Phagen (griine Balken).

3.5.2 Immunhistochemische Nachweise der VEGFR-2-Expression auf Humangefifien

unter Verwendung von A7-scFv-Phagen

Zur Verifizierung der aus den ,,Biopanning“-Experimenten erhaltenen Ergebnisse sowie zur
genauen Lokalisierung der KDR-Antigensignale auf den untersuchten HumangefiaB3en (s.0.)
wurden immunhistochemische VEGFR-2-Antikorperfarbungen unter Verwendung von
VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Phagen vorgenommen. Die Firbungsergebnisse zeigten,

dass sowohl auf den nichtproliferierenden GefdBlen von Kontrollpatienten als auch auf den
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proliferierenden Kollateralarterien von Patienten mit akuter Ischdmie deutliche VEGFR-2-
Antigensignale nachgewiesen werden konnten (Abb. 3.5.2.1-2). Analog zu den ,,Biopanning*
-Experimenten wurde auch auf immunhistochemischer Ebene eine wesentlich stirkere A7-
scFv-Antikorperreaktion auf den GefdBen von Kontrollpatienten registriert. Eine genaue
Analyse der untersuchten Schnittpriparate zeigte, dass die VEGFR-2-Signale bei den
Kontrollpatienten sowohl im Endothel als auch in den glatten Muskelzellen lokalisiert waren.
Die proliferierenden Kollateralarterien von Patienten mit akuter Ischimie wiesen hingegen
vorwiegend in den glatten Muskelzellen intensive A7-scFv-Immunreaktionen auf. Im
Endothel der oben genannten GefiaBlproben konnten nur vereinzelte VEGFR-2-Signale
detektiert werden. Bei parallel durchgefiihrten Kontrollfirbungen mit den negativen M13-

Phagen wurden auf keinem der untersuchten Gefdllexemplare positive Antigen-Antikorper-

reaktionen festgestellt (Abb. 3.5.2.2.E-H).

Abb. 3.5.2.1: Immunhistochemische Nachweise der VEGFR-2-Antigensignale auf Human-

gefialischnitten eines Kontrollpatienten unter Verwendung von A7-scFv-Phagen

VEGFR-2-spezifische A7-scFv-Antikérpersignale sind sowohl in glatten Muskelzellen als auch im
Endothel des GefaBes deutlich zu erkennen (rote Farbung). A: Ubersicht (100 x Vergr.), B: Ausschnitt
(400 x Vergr.), C-D: Ausschnitte (1000 x Vergr.); Sekundarantikdrper: Anti-M13, Tertidrantikorper:
DAM-PO.



ERGEBNISSE 141

Abb. 3.5.2.2: Immunhistochemische Nachweise der VEGFR-2-Antigensignale auf Human-
gefiflschnitten eines Patienten mit akuter Ischimie unter Verwendung von

A7-scFv-Phagen

A-D: VEGFR-2-Féarbung unter Verwendung von A7-scFv-Phagen. VEGFR-2-Antigensignale treten
hauptsidchlich in den glatten Muskelzellen des Gefdes auf. E-H: Kontrollfairbung mit Hilfe
unspezifischer M13-Phagen; A, C, F und H = Ausschnitte (400 x Vergr.); B, D und G = Ausschnitte
(1000 x Vergr.); E = Ubersicht (100 x Vergr.); Sekundirantikdrper: Anti-M13; Tertidrantikdrper:
DAM-PO; Schwarze Pfeile: Antigen-Antikdrpersignale.
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3.5.3 ,Biopanning“ und immunhistochemische Untersuchung der VEGFR-2-

Expression auf Rattengefifien unter Verwendung von A7-scFv-Phagen

Die Expression von VEGFR-2 auf proliferierenden Ratten-Kollateralarterien wurde bereits in
den experimentellen Arbeiten von Frau A. Becker (UKE Hamburg, Kardiologie, AG
Dr. W.D. Ito) mittels kommerziell erhdltlicher Flk-1-Antikdrper erfolgreich nachgewiesen.
Dabei sind die meisten Antigensignale in der Endothelschicht der oben genannten Gefédlle
detektiert worden. Nun sollte im Rahmen dieser Doktorarbeit die Bindungsaffinitit von
VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Phagen zu den auf RattengefiBlen vorhandenen Flk-1-
Antigenstrukturen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden ,,Biopanning* sowie immun-
histochemische Experimente unter Verwendung von proliferierenden Kollateralarterien und
Kontrollgefalen vorgenommen. Nach mehrmals wiederholten ,,Biopanning*“-Runden konnten
auf keinem der oben erwéhnten GefiaBBexemplare die VEGFR-2-spezifischen A7-scFv- Phagen
ermittelt werden. Die im Anschluss an das ,Biopanning* durchgefiihrten immunhisto-
chemischen Féarbungsexperimente haben die negativen ,,Biopanning®-Ergebnisse zusitzlich
bestitigt (Daten nicht gezeigt.). Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die auf der
Oberfliche von M13-Phagen présentierten, KDR-spezifischen A7-Einzelkettenantikdrper
nicht in der Lage waren, die auf Rattengefdllen exprimierten VEGFR-2-Epitope spezifisch zu

erkennen.

3.6 Analyse der Bindungseigenschaften von CTA- sowie VEGFR-2-

Einzelkettenantikorpern

3.6.1 Vergleich der Aminosiuresequenzen von CTA- und VEGFR-2-scFv

Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften gefdfspezifischer CTA- sowie VEGFR-2-
Einzelkettenantikorper wurde zunéchst ein Vergleich der Aminosduresequenzen der beiden
bereits erwahnten K555bB2- und A7-scFv-Spezies vorgenommen (siche Abb. 3.6.1.1). Die
Sequenzanalysen ergaben, dass der aus insgesamt 241 Aminosduren (723 bp) aufgebaute
VEGFR-2-scFv-Antikorper die gleiche Lénge aufwies wie das CTA-spezifische K555bB2-
scFv-Fragment (siehe 3.3). Nach einer genaueren Untersuchung der jeweiligen Sequenzen
wurden jedoch wesentliche Unterschiede in der Aminosdureabfolge zwischen den beiden
oben genannten Proteinen aufgedeckt. Die meisten Sequenzabweichungen konnten in den Vi,
-Regionen der Einzelkettenantikorper detektiert werden (insgesamt 45 unterschiedliche
Aminosduren). Dabei waren die heterologen Aminosduren sowohl in den hypervariablen

Bereichen, als auch in den Geriistregionen der jeweiligen Vi -Doménen lokalisiert (10 AS in
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FWR-LI, 10 AS in CDR-L1, 6 AS in FWR-L2, 5 AS in CDR-L2, 10 AS in FWR-L3, 4 AS in

CDR-L3). Die Vy-Doménen der untersuchten scFv-Antikorperfragmente wiesen insgesamt

37 Aminosdureabweichungen auf (Abb. 3.6.1.1). Heterologe Sequenzen wurden sowohl in

den FWR-H1-3 als auch in den CDR-H1-3-Regionen vorgefunden (5 AS in FWR-H1, 4 AS

in CDR-HI, 6 AS in FWR-H2, 10 AS in CDR-H2, 6 AS in FWR-H3, 6 AS in CDR-H3).

Aminosauresequenzen von CTA- und VEGFR-2-scFv

Bezeichnung der untersuchten Klone:
1) Konsensussequenz; 2) CTA-scFv-K555bB2; 3) VEGFR-2-scFv-A7

Schwere Kette (Vy):

FWR-H1 CDR-H1 FWR-H2
DXVKLXXSGXXL!XP G XS!$!ISCX ! SIGEUF %X XXXXXXIWVSQXP
2) QVKLQESGA ELVKPWASVIISCKAS|IGYTFTDHAIH - 1 WVKQKP
3) QVKLQESGP ELVKPG TSVKISCKTS|GYTFTEYTMH -4 WVKQSH

CDR-H2 FWR-H3
DG XLEW! I X IXXXXXXCGXXXYXXXXI K! $XX!%XDXSXX%!Y XXX

3)GKSLEWIG GINPNSGGTSYNOQKFKGKATLTVDKSSS TAYMEL--

CDR-H3
1) XSLXXED%AXY YCXX XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX|WG
2J)NSLTSEDSAVYFCKRISTNSF-DY--- -- -- - -- - ----- - -IWG
S)RSLTSEDSAVYXCAR'QLMQMDY— e Y @
FWR-H4
DQGTXVTVSS
2)QGTTVTVSS
3)QGTTVTVSS
Leichte Kette (V1.):

FWR-L1 CDR-L1 FWR-L2
D~AVLTQPPXS!%! SLGXXVTI%W CIXXSXXXXXX XXXXXXIXIWYQQK
2)DIELTQSPSSLSASLGDTITITCHASONINIW - - - - - - LSIWYQQR
3)DIELTQSPAIMSVSPGE KVSLTC|ISAS SSVSYMH-- --- --IWYQQK

CDR-L2 FWR-L3

DXGXXPKILIY XX%WXXXSGVPXRFSGSISGTXX%LXISX ! XXEDX!
2)PGNNPKLLIYKASNLHTGGPSRFRGSGSGTGFETLTISSLOQPEDIA
3) SSTS PKLWIYDTSRLASGVPGRFSGSGSGT SYSLTISSMEAEDAA

CDR-L3 FWR-L4
DXY#CKXXXXXXXXXXXXXX|FGXGTKLEIXKRA
2)TYYC|[QQGQSYPWT- -- ---|FGGGTKLEL-KR -
HTYYC[QQWNTYPYT- -- - --|FGGGTKLEL-KR -

Abb. 3.6.1.1: Vergleich der Aminosiuresequenzen von CTA- und VEGFR-2-spezifischen

Einzelkettenantikérpern am Beispiel der K555bB2- sowie A7-scFv

Legende: FWR (H1-3 und L1-3) = Geriistregionen; CDR (H—,—2,— und L—,—2,—) = hypervariable

Regionen; Aminosdureabweichungen; Erkennungssequenzen der CDR-Regionen nach Kabat



ERGEBNISSE 144

Trotz zahlreicher Aminosdureunterschiede konnte dennoch eine ca. 53%-ige Sequenz-
homologie zwischen den VEGFR-2- und CTA-spezifischen Einzelkettenantikdrpern
registriert werden (,,Blast Search“-Ergebnis).

An die oben erwidhnten Sequenzanalysen schloss sich ein Vergleich der rdumlichen
Struktur von K555bB2- sowie A7-scFv-Antikorperfragmenten an. Aus der unten
priasentierten, computersimulierten Darstellung der jeweiligen 3D-Strukturen kann ersehen
werden, dass die beiden untersuchten Einzelkettenantikorper deutlich unterschiedliche
Faltungseigenschaften besaflen (Abb. 3.6.1.2). Wahrend der CTA-spezifische K555bB2-scFv

einen breit ausgestreckten Konformationszustand aufwies, zeigte der VEGFR-2-spezifische

A7-scFv hingegen eine sehr kompakte und zusammenhingende Struktur.

b . Abb. 3.6.1.2: Riumliche Darstellung
* Linker
der Struktur von CTA-spezifischen

KS555bB2- und VEGFR-2-spezifischen
A7-Einzelkettenantikorpern

Vy = variable Doméne der schweren
Kette

Vi = variable Domine der leichten Kette

H1 - H3 = CDR-Regionen von Vy

L1 - L3 = CDR-Regionen von Vi

H-Bindung = Wasserstoffbriicken-

bindung an den Linkerenden

Anhand der rdumlichen  Struktur-
darstellung von KS555bB2- sowie AT7-
scFv-Fragmenten konnen deutliche und
gewichtige Konformationsunterschiede
zwischen den CTA- und VEGFR-2-
spezifischen Einzelkettenantikdrpern
erkannt werden. Erlduterungen im Text.

VEGFR-2-A7-scFv
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Bei dem CTA-spezifischen K555bB2-Antikdrperfragment waren die CDR-Bereiche
der beiden Vy- und Vi -Doménen in zwei entgegengesetzte Richtungen ausgestreckt und
konnten somit keine gemeinsame Antigenbindungstasche ausbilden. Die daraus resultierende,
sehr geringe (bis fehlende) Affinitdt der Vi - und Vi-Doménen zueinander sowie die bereits
erwiahnte, ausgedehnte Form des gesamten CTA-scFv-Molekiils konnen hochst-
wahrscheinlich auf die zwischen den einzelnen Seitenketten wirkenden, intramolekularen
Krifte zuriickgefiihrt werden. In der ,,Linker*-Region konnte beispielsweise zwischen den
Aminoséduren Serin (119) und Isoleucin (135) eine stabile ca. 2,69 nm lange Wasserstoft-
briickenbindung nachgewiesen werden (Abb. 2.6.1.2), welche die beiden ,,Linker“-Enden
zusammenhielt und moglicherweise damit die Faltungseigenschaften der jeweiligen variablen
Dominen beeinflusst hat. Im Gegensatz zu dem K555bB2-Spezies bildete das VEGFR-2-
spezifische A7-Antikorperfragment einen zusammenhidngenden scFv-Komplex. Die beiden
CDR-Regionen der Vy- und Vi -Doménen befanden sich in einer direkten, rdumlichen Néhe
zueinander und bildeten somit eine sogenannte Bindungstasche fiir das Antigen. Zwischen
den beiden ,,Linker“-Enden konnten bei dem A7-scFv keine Wasserstoffbriickenbindungen
festgestellt werden. Dieser Proteinabschnitt wurde (anders als bei dem K555bB2-scFv) durch
die Aminoséduren Serin (119) und Aspartat (135) flankiert.

Trotz bestehender Strukturunterschiede konnten zwischen den CTA- und VEGFR-2-
spezifischen Einzelkettenantikdrpern gewisse Ahnlichkeiten in der rdumlichen Anordnung der
hypervariablen H1- und L1-Bereiche festgestellt werden. Die jeweiligen CDR-H1-Regionen
waren in beiden Féllen von den entsprechenden CDR-H2- sowie CDR-H3-Schleifen und die
CDR-L1-Regionen von den entsprechenden CDR-L2- sowie CDR-L3-Schleifen seitlich
umgeben (Abb. 3.6.1.2).

3.6.2 Vergleich der Verteilung von CTA- und VEGFR-2-scFv-Antikorpersignalen auf

Humangefiflen

Die Untersuchung der Bindungseigenschaften der beiden strukturell und funktionell sehr
unterschiedlichen, gefaBspezifischen CTA- sowie VEGFR-2-Einzelkettenantikdrper wurde
zuletzt durch einen Vergleich der Verteilung von K555bB2- sowie A7-Antikdrpersignalen auf
Schnitten von Humangefdfen ergénzt. Anhand einer genauen Analyse der in den Kapiteln
3.2.7, 3.4.4 und 3.5.1-2 présentierten Ergebnisse konnte schlieBlich festgestellt werden, dass
die beiden oben erwéhnten scFv-Antikorperfragmente eine deutlich héhere Affinitdt auf den
Gefédlproben von Kontrollpatienten erwiesen haben. Die untersuchten CTA- sowie VEGFR-2

-Antikorpersignale wurden sowohl im Endothel, als auch in den glatten Muskelzellen dieser
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GefaBe registriert. Die proliferierenden Kollateralarterien von Patienten mit akuter Ischdmie
zeigten hingegen wesentlich schwichere CTA- und VEGFR-2-scFv- Immunreaktionen. Die
CTA-Antikorpersignale konnten hier sowohl im Endothel als auch in den glatten
Muskelzellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurden die VEGFR-2- Signale
hauptséchlich in den glatten Muskelzellen dieser Gefdlle dokumentiert. Die Endothelschicht
zeigte nur vereinzelte Farbreaktionen. Aus einem Quantititsvergleich der CTA- und VEGFR-
2-Antikorpersignale auf den HumangefaBschnitten ging hervor, dass die A7-
Antikorperfragmente auf beiden Gefdlitypen insgesamt eine viel stirkere Affinitit aufwiesen,
als die CTA-scFv (siche Abb. 3.4.4 und 3.5.2.1-2). Moglicherweise waren die urspriinglich
auf Rattengefdflen ausselektionierten kollateralspezifischen K555bB2-scFv nicht in der Lage,

alle auf humanen Kollateralarterien vorhandenen CTA-Epitope spezifisch zu erkennen.

3.7 Untersuchung der Spezifitit loslicher scFv-Antikorper auf

Endothelien von Humangefif3en

Zur Verifizierung der aus dem Phagenexpressionssystem gewonnenen Erkenntnisse (siche
Kap. 3.2-3.6) sowie zur weiteren Charakterisierung gefiaB3spezifischer CTA- und VEGFR-2-
Einzelkettenantikdrper wurden diese in bakteriellen E. coli-Systemen exprimiert und in Form
von loslichen Proteinen auf ihre Antigenspezifitit immunhistochemisch getestet. Aufgrund
der Tatsache, dass in den bereits beschriebenen in situ-Experimenten auf Ratten-
Kollateralarterien (sieche 3.5.3) keine spezifischen VEGFR-2-Antigensignale unter
Verwendung von phagenexprimierten A7-scFv nachgewiesen werden konnten, wurden fiir die
Bindungsaffinititsanalysen von ldslichen CTA- und VEGFR-2-Antikorperfragmenten

ausschlielich humane Gefi3exemplare eingesetzt.

3.7.1 Herstellung loslicher CTA- sowie VEGFR-2-scFv in Escherichia coli

Die Herstellung von 16slichen Antikorperfragmenten wurde parallel in zwei verschiedenen
E. coli-Stammen, HB2151 und BL21(DE3), vorgenommen. Zur Untersuchung der scFv-
Proteinexpression sind jeweils drei Fraktionen (Zytosol, Periplasma und Uberstand) der mit
IPTG induzierten Bakterienkulturen verwendet worden (sieche 2.5.2). Die daraus gewonnenen
Eluate wurden zunichst aufgereinigt und eingeengt (siehe 2.5.4-2.5.5). Nach anschlieBender
Bestimmung des Proteingehaltes wurden die einzelnen Fraktionsproben in einem SDS-PAA-
Gel aufgetrennt und mittels Western Blot -Analysen auf die Anwesenheit von CTA- bzw.

VEGFR-2-Einzelkettenantikorpern tiberpriift (siehe 2.5.7-2.5.12).
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Wie aus den in der Abbildung 3.7.1 dokumentierten Ergebnissen hervorgeht, konnten im
bakteriellen E. coli HB2151-System ausschlieBlich die VEGFR-2-spezifischen A7-scFv als
vollstindige, l6sliche scFv-Proteine exprimiert werden. Die erwarteten ca. 30-32 kDa A7-
scFv-Banden wurden sowohl im Kulturiiberstand (20 h nach der IPTG-Induktion, Abb.
3.7.1.A-B) als auch in den periplasmatischen Extrakten (4 und 8 h nach der IPTG-Induktion,
Abb. 3.7.1.B-C) erfolgreich nachgewiesen. Neben dem VEGFR-2-scFv-Vollldngenprotein
(s.0.) ist in einigen periplasmatischen Fraktionen zusitzlich eine weitere, niedermolekulare
(ca. 17 kDa) Proteinbande detektiert worden (siche Abb. 3.7.1.C). Hierbei handelte es sich
vermutlich um ein proteolytisches scFv-Abbauprodukt, welches wegen einer enthaltenen

C-terminalen E-tag-Polypeptidsequenz im Western Blot spezifisch erkannt wurde.

KS555bB2 - scFv AT -scFv AT -scFv
M 1 2 3 Neg. 4 5 6 M Neg. 1 2 3 4
50kDa >| s
25 kDa >[I g B 37kDa>| —— ,
20 kDa >[5 — 25 kDa >| = - -
20 kDa >| ==
15 kDa >
A B

K555bB2 - scFv AT -scFv
M Neg. 1 2 3 4 5 6

50 kDa >
37 kDa >|

25 kDa > *

20 kDa >

15 kDa>

C

Abb. 3.7.1: Western Blot -Analysen der im E. coli HB2151-Stamm exprimierten, loslichen
CTA- und VEGFR-2-Antikorperfragmente

A: 1-3 = Untersuchung der Expression des CTA-spezifischen K555bB2-scFv im Kulturiiberstand:
1 =20h,2 =14 h, 3 = 8 h nach Induktion mit IPTG; 4-6 = Analyse der Expression des VEGFR-2-
spezifischen A7-scFv im Kulturiiberstand: 4 =8 h, 5 = 14 h, 6 = 20 h nach Induktion mit IPTG.

B: 1-4 = Vergleich der A7-scFv-Expressionssignale 20 h (Proben 1+2) und 4 h (Proben 3+4) nach
Induktion mit IPTG: 1 = im Kulturiiberstand, 2 = im Zytosol, 3 = im Periplasma, 4 = im Zytosol.

C: 1-4 = Untersuchung der CTA-scFv-Expressionssignale in zytosolischen (Proben 1+2) und in
periplasmatischen (Proben 3+4) Extrakten: 1 =4 h, 2 =8 h, 3 =4 h, 4 = 8 h nach Induktion mit IPTG.
5+6 = Vergleich der VEGFR-2-scFv-Expressionssignale in periplasmatischen Extrakten: 5 =4 h,

6 = 8 h nach Induktion mit IPTG.

M = Precision Plus Protein Lingenstandard; Neg. = HB2151-Negativkontrolle: in A = aus dem
Kulturiiberstand, in B = aus dem zytosolischen Extrakt, in C = aus der periplasmatischen Fraktion.
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Parallel zu den in der Abb. 3.7.1 aufgefiihrten Western Blot -Nachweisen, wurden die oben
erwiahnten VEGFR-2-scFv auf den mit Coomassie- sowie Silberfirbung angefdrbten SDS-
PAA-Gelen visualisiert (Daten nicht gezeigt). In den als Negativkontrollen fungierenden
HB2151-Extrakten konnten nach einer Comassie- bzw. Silberfairbung ebenfalls ca. 30 kDa
groBe Proteinbanden detektiert werden. Diese zeigten jedoch im Western Blot unter
Verwendung eines Anti-E-tag-Antikorpers keine positiven VEGFR-2-scFv-Signale (siehe
Abb. 3.7.1.A-C).

Eine genauere Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Expression und Sekretion von
A7-scFv in verschiedenen Kompartimenten von E. coli HB2151 ergab, dass die l6slichen
Antikorperfragmente bereits 4-8 h nach Induktion der Genexpression in den periplasma-
tischen Raum transportiert wurden (Abb. 3.7.1.B-C). Nach ldngeren Kultivierungszeiten
(ca. 20 h nach der Induktion) konnte eine Sekretion der scFv ins Kulturmedium festgestellt
werden (Abb. 3.7.1.A). Photometrische Bestimmungen der Proteinkonzentration in den
jeweiligen Fraktionen zeigten, dass die Ausbeute an 16slichen A7-scFv in den periplasma-
tischen Extrakten (350 pg/ml aus 1. L Bakterienkultur) um ca. das Dreifache héher war, als
deren Menge in den untersuchten Kulturiiberstdnden (110 pg/ml aus 1. L Bakterienkultur). Im
Zytosol wurden zu keinem Zeitpunkt 16sliche A7-scFv nachgewiesen (Abb. 3.7.1.B).

Im Gegensatz zu den VEGFR-2-A7-Einzelkettenantikorpern konnten die kollateral-
spezifischen K555bB2- sowie K555aB4-scFv in dem oben erwidhnten E. coli HB2151-
Stamm nicht als vollstindige, 16sliche scFv-Proteine exprimiert werden. Nach wiederholt
durchgefiihrten Expressionsversuchen wurden in einigen Fraktionen lediglich kurze, die E-tag
-Erkennungssequenz tragende CTA-scFv-Fragmente vorgefunden. Diese sind sowohl in den
untersuchten Kulturiiberstinden als auch in einigen periplasmatischen Extrakten nach-
gewiesen worden (Abb. 3.7.1.A und C). Anhand der GroB3e der im Western Blot detektierten
Proteinbanden konnte festgestellt werden, dass es sich hierbei sowohl um einzelne Vy- bzw.
V- Ketten (ca. 16 kDa) als auch um unvollstindige scFv-Fragmente handelte (ca. 25 und 20
kDa), welche als Abbauprodukte nach proteolytischer Degradation der Einzelkettenantikorper
in verschiedenen Kompartimenten der Bakterienzellen sezerniert wurden. Die erwarteten ca.
30-32 kDa CTA-scFv-Banden konnten leider in keiner der untersuchten Bakterienfraktionen
nachgewiesen werden. Aufgrund der im E. coli HB2151-System erzielten, enttduschenden
CTA-scFv-Expressionsergebnisse wurde der Bakterienstamm gewechselt und eine erneute
Expression von l6slichen Einzelkettenantikdrper in E. coli BL21(DE3)-Bakterien vor-
genommen. Als Positivkontrolle fungierte hier, der bereits im E. coli HB2151-System 16slich

exprimierte, VEGFR-2-spezifische A7-scFv-Antikdrper.
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Trotz des Systemwechsels zeigten die im E. coli BL21(DE3)-Stamm erzielten
Expressionsergebnisse leider dieselbe Tendenz wie im Fall der o.g. HB2151. Wihrend die
l16slichen A7-scFv sowohl aus den Kulturiiberstinden (20 h nach der Induktion) als auch aus
den periplasmatischen Extrakten (4 und 8 h nach der Induktion) erfolgreich isoliert werden
konnten, lagen die loslichen CTA-scFv-Fragmente ausschlieBlich als niedermolekulare
Degradationsprodukte in den untersuchten Proteinfraktionen vor (Daten nicht gezeigt). Da
bereits aus mehreren Literaturquellen bekannt ist, dass sogar eine einzige Vy-Doméne in der
Lage sein kann eine stabile Antikorper-Antigenbindung einzugehen (Utsumi und Karush,
1964; Ward et al., 1989), wurden die oben erwihnten, degradierten, kollateralspezifischen
Antikorperfragmente, trotz des Fehlens von einigen funktionellen Regionen, fiir die im

Kapitel 3.7.3 beschriebenen in sifu-Bindungsaffinititsexperimente eingesetzt.

3.7.2 Anreicherung von gefilispezifischen, loslichen scFv-Antikorperfragmenten

Fiir die immunhistochemischen Funktionalititsanalysen wurden die gefdB3spezifischen,
16slichen Einzelkettenantikorper in der Regel aus 1 L Bakterienkulturen gewonnen. Zur
Isolierung der E-tag- bzw. His-tag-markierten scFv sind die untersuchten Proteinextrakte
zunichst liber die entsprechend gekoppelten Sédulen (siehe 2.5.4) aufgereinigt worden. Um
detektierbare Mengen an sekretierten scFv-Proteinen zu erhalten, wurden die gereinigten
Proteinextrakte im Folgenden durch Ultrafiltration aufkonzentriert.

Die in der Tabelle 3.7.2 aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass die VEGFR-2-
spezifischen, 16slichen A7-scFv sowohl in den periplasmatischen Extrakten als auch in den
Kulturiiberstinden in hohen Konzentrationen angereichert wurden. Im Gegensatz dazu
konnten die 16slichen CTA-spezifischen Antikorperfragmente (siehe 3.7.1) in beiden E. coli-
Systemen nur in geringen Mengen produziert werden. Um fiir die folgenden, immun-
histochemischen Untersuchungen ausreichende Konzentration von CTA-scFv zur Verfligung
zu haben, mussten nun die Antikorperausbeuten aus mehreren parallel angezogenen 1 L

Bakterienkulturen miteinander vereinigt werden.

Bezeichnung des Bakterienstimme
Einzelkettenantikrpers E. coli BL21(DE3) E. coli HB2151
Periplasma Uberstand Periplasma Uberstand
VEGFR-2-scFv 220 pg/ml 100 ng/ml 350 pg/ml 110 pg/ml
CTA-scFv 0,9 pg/ml 0,3 ng/ml 1,5 pg/ml 0,5 pg/ml

Tab. 3.7.2: Konzentration der aufgereinigten, loslichen scFv in diversen Bakterienextrakten.
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3.7.3 Immunhistochemische Nachweise der Epitopspezifitit loslicher Einzelketten-

antikorper auf Humangefiaf3schnitten

Im abschlieenden Teil der Experimente wurde mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen
die Epitopspezifitit der in bakteriellen Expressionssystemen generierten, 16slichen VEGFR-2-
sowie CTA-scFv auf HumangefaB3schnitten (in situ) untersucht. Aus den erhaltenen Ergeb-
nissen ging hervor, dass die VEGFR-2-spezifischen Antigensignale mittels 16slicher A7-scFv
sowohl auf den GefdBexemplaren von Kontrollpatienten als auch auf den proliferierenden
Kollateralgefdlen von Patienten mit akuter Ischdmie eindeutig nachgewiesen werden konnten
(sieche Abb. 3.7.3.1-2). Dabei wurden die VEGFR-2-Epitope, auf beiden GefaBitypen
gleichermallen, im Endothel und in den glatten Muskelzellen lokalisiert. Da auf den
untersuchten Kontrollschnitten, welche in Abwesenheit des Primdrantikdrpers prépariert
wurden, keine Immunreaktion festgestellt wurde (Abb.3.7.3.2.E-F), konnte davon aus-
gegangen werden, dass es sich bei den in Abb. 3.7.3.1-2.A-D dokumentierten Farbsignalen
tatsdchlich um VEGFR-2-spezifische Antigen-Antikorperreaktionen handelte.

24 5

- ST

Abb. 3.7.3.1: Immunhistochemische Firbungen zur Untersuchung der Spezifitit von loslichen

VEGFR-2-scFv auf Humangefifischnitten eines Kontrollpatienten

A-D: VEGFR-2-Fiarbung unter Verwendung von l6slichen A7-Einzelkettenantikorpern. VEGFR-2-
spezifische Antigen-Antikorpersignale treten sowohl in den glatten Muskelzellen als auch im Endothel
auf. A-C = Ausschnitte (400 x Vergr.); D = Ausschnitt (1000 x Vergr.). Sekundirantikorper: Anti-E-
tag; Tertidrantikdrper: GAM-PO; Schwarze Pfeile: Antigen-Antikorpersignale.
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Abb. 3.7.3.2: Immunhistochemische Fiarbungen zur Untersuchung der Spezifitit von loslichen

VEGFR-2-scFv auf Humangefifischnitten eines Patienten mit akuter Ischimie

A-D: VEGFR-2-Féarbung unter Verwendung von 16slichen A7-Einzelkettenantikérpern. Die VEGFR-2
-spezifischen Antigen-Antikorpersignale sind sowohl in den glatten Muskelzellen als auch im
Endothel deutlich zu erkennen. E-F: Kontrollfirbung ohne den Primérantikdrper zeigt keine
Farbreaktion. A, C = Ausschnitte (400 x Vergr.); B, D = Ausschnitte (1000 x Vergr.); E, F =
Ausschnitte (100 x Vergr.). Sekundérantikorper: Anti-E-tag; Tertidrantikorper: GAM-PO; Schwarze
Pfeile: Antigen-Antikorpersignale.

Im Gegensatz zu den VEGFR-2-A7-scFv zeigten die generierten, l0slichen, CTA-
spezifischen Antikorperfragmente auf keinem der untersuchten Humangefiflexemplare
immunhistochemisch nachweisbare Farbreaktionen (Daten nicht gezeigt). Diese
enttduschenden jedoch nicht unerwarteten CTA-Funktionalitidtsergebnisse konnen unter

anderem auf die ungewdhnlich niedrigen Expressionsraten der loslichen CTA-scFv in
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bakteriellen Expressionssystemen zuriickgefiihrt werden (siche Tab.3.7.2). Die Konzentration
der angereicherten CTA-scFv war ca. um das 250-fache geringer im Vergleich zu der der
16slich exprimierten VEGFR-2-scFv und reichte damit nicht aus, um eine Lokalisierung der
CTA-spezifischen Antigensignale auf den untersuchten Gefdlpridparaten immunhisto-
chemisch zu ermitteln. Eine weitere Ursache fiir das Fehlen der Antigenbindungsaffinitit bei
den CTA-spezifischen Antikorperfragmenten konnte mit der Grofle der im Western Blot
nachgewiesenen CTA-scFv-Proteinbanden begriindet werden, welche hauptsidchlich im
niedermolekularen Bereich detektiert wurden und somit eher an proteolytische Abbau-
produkte als an funktionsfdhige Antikorperfragmente erinnerten (sieche 3.7.1). Trotz
mehrmaliger Optimierung der Versuchsbedingungen sowie des anschlieBenden Wechsels des
Expressionssystems, ist es im Rahmen dieser Arbeit leider nicht gelungen, experimentelle
Voraussetzungen zu finden, unter denen die 16slichen CTA-spezifischen Antikorperfragmente
ihre Epitope auf HumangefdBen (in situ) spezifisch erkennen konnten, wie es im Fall der
CTA-scFv-Phagen zu beobachten war (siche 3.4.4). Dennoch konnte aus den negativen
immunhistochemischen  Féarbungsergebnissen eindeutig geschlossen werden, dass
unvollstindige CTA-spezifische scFv sowie einzelne CTA-Vi-Doménen definitiv nicht in der

Lage sind, stabile Antikorper-Antigenbindungen einzugehen.

3.7.4 Vergleich der Antigenbindungsaffinititen zwischen den loslichen VEGFR-2-
scFv-Antikorpern und den VEGFR-2-exprimierenden Phagen auf humanen

Gefilischnitten

Die Expression des VEGFR-2 (KDR) auf HumangefdBen konnte sowohl mit Hilfe von
VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Phagen als auch mittels loslicher A7-scFv erfolgreich
nachgewiesen werden (Kap. 3.5 und 3.7.3). Auf den GefaBschnitten von Kontrollpatienten
wiesen die oben genannten scFv-Antikdrperfragmente die gleiche Spezifitidt zum Antigen auf.
Das Verteilungsmuster der Antigensignale auf den proliferierenden Gefdlen von Patienten
mit akuter Ischdmie deutete hingegen auf geringe Affinititsunterschiede zwischen den beiden
Einzelkettenantikorpern hin. Wéhrend die phagenexprimierten A7-scFv vorwiegend in den
glatten Muskelzellen und nur vereinzelt im Endothel dieser Gefdle nachgewiesen wurden,
zeigten die bakteriell exprimierten, 16slichen A7-scFv in beiden oben genannten Gefal3-
kompartimenten intensive Farbreaktionen. Dieser Befund deutet darauf hin, dass die 16slichen
A7-scFv in der Lage waren, eine hohere Anzahl an Epitopstrukturen spezifisch zu erkennen

als die phagenexprimierten A7-scFv.
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4 DISKUSSION

4.1 Generierung von CTA-spezifischen scFv-Antikorpern

Der Einsatz gefdl3spezifischer Einzelkettenantikorper fiir die Erforschung molekularer
Unterschiede zwischen angio- bzw. arteriogenetischen Gefaflen sowie zur Identifizierung und
Charakterisierung bisher nicht bekannter Gefdafoberflichenmolekiile ist von groBem Nutzen
fiir die kiinftige Diagnostik und Therapie von kardiovaskuldren Erkrankungen. Um
gefdlspezifische Antikdrperpopulationen herzustellen, wurden (im Rahmen fritherer
Experimente, siehe 2.1.2) Méiuse mit Membranpriparaten aus Ratten-Kollateralarterien
immunisiert. Nachdem der gewliinschte Antikdrpertiter im Serum erreicht wurde, wurde den
Maiusen die Milz entnommen. Die aus der Milz isolierten B-Lymphozyten wurden im
weiteren Schritt mit Myelomzellen zu sogennanten Hybridomazellen fusioniert. Diese wurden
anschlieBend auf Schnitten von Kollateralarterien sowie Ratten-Herz-Endothelzellen
hinsichtlich der Antigenspezifitit, der von ihnen sezernierten monoklonalen Antikdrper,
getestet. Im Rahmen dieser Selektion sind mehrere kollateral- bzw. endothelspezifische
Hybridomaklone identifiziert worden. Dennoch konnte nur bei einem einzigen Klon (CTA-
157-2), sowohl auf den Kollateralarterien als auch auf den Ratten-Herz-Endothelzellen
spezifische Antigenreaktivitdt nachgewiesen werden. Genauere Untersuchungen des CTA-
157-2-Hybridomaiiberstandes ergaben, dass die darin enthaltenen monoklonalen Antikdrper

dem IgM-Isotyp angehorten.

In mehreren Literaturquellen (Janeway und Travers, 1997; Breitling und Diibel, 1997)
ist bereits beschrieben worden, dass IgM-Antikorper die allererste Antikdrperpopulation
ausmachen, die bei einer humoralen Immunantwort gebildet wird. Sie werden in der Regel
von B-Zellen produziert, die keine Affinitédtsreifung durchlaufen haben, und weisen daher
eine sehr geringe Affinitdt auf. IgM-Molekiile besitzen eine pentamere Struktur mit 10
Antigenbindungsstellen und sind somit in der Lage, gleichzeitig mit multimeren Antigenen
interagieren zu konnen. Die hohe Multivalenz verleiht diesen Antikérpern einen enormen
Aviditdtsvorteil und kompensiert auf diese Weise die geringe Affinitit der einzelnen
Monomere. Der Aviditdtseffekt der IgM-Antikdrper wurde im Rahmen dieser Arbeit zur
Erkennung und Markierung von Antigenenbindungsstellen auf KollateralgefaBen und Ratten-
Herz-Endothelzellen genutzt. Um bei der Suche nach kollateralspezifischen Molekiilen zum
einen mogliche Interaktionen des monoklonalen CTA-157-2-Antikorpers mit gleichzeitig
mehreren, unterschiedlichen Antigenen zu unterbinden und zum anderen gezielte

Epitopstrukturen auf Kollateralgefilen anzusteuern, wurden unter Verwendung der CTA-
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positiven Hybridomaklone hochaffine, rekombinante scFv-Antikorperfragmente generiert.
Die Amplifikation der genetischen Information fiir die CTA-Einzelkettenantikorper erfolgte
iber die aus Hybridomazellen isolierte mRNA (Hybridomarescue). Diese Nukleinsdure eignet
sich hervorragend fiir die Klonierung von scFv-Antikorperfragmenten, da sie einerseits zu
einem hohen Prozentsatz fiir monoklonale Antikdrper kodiert und andererseits (im Gegensatz
zur genomischen DNA) weder Introns noch Promotorregulationssequenzen enthilt und somit
die Synthese einer korrekten scFv-Sequenz ermdglicht. Bei der Isolierung der gesamt-RNA
aus Hybridomazellen wurde beobachtet, dass die aus frisch geernteten Klonen erzielten RNA-
Ausbeuten deutlich hoher waren als diejenigen aus den schockgefrorenen und bei -80°C
gelagerten Zellsedimenten. Die nachfolgenden Qualitdtsnachweise der einzelnen RNA-
Proben mittels eines Formaldehydgels zeigten dennoch deutliche RNA-Degradationssignale
bei den frisch priparierten Isolaten und keine Degradationsspuren bei den aus tiefgefrorenen
Zellen gewonnenen RNA-Proben (siche Abb. 3.1.1). Dieses iiberraschende Ergebnis konnte
letztlich damit erkldrt werden, dass die zum Sedimentieren der frisch geernteten Zellen
gewihlte Kiihltemperatur (4°C) hochstwahrscheinlich nicht tief genug war, um die,
unmittelbar nach der Entfernung des Mediums, auftretende Aktivierung der zelleigenen
RNasen zu verhindern und den darauf folgenden, enzymatischen Abbau der RNA zu stoppen.
Im Gegensatz dazu konnte bei den auf -80°C abgekiihlten Hybridomazellen aufgrund der im
Reagenzgefd3 herrschenden, niedrigen Temperatur die Degradation der RNA erfolgreich

unterbunden werden.

Die Klonierung von scFv-Antikorperfragmenten erfolgte unter Verwendung von
hochqualitativen mRNA-Proben. Um eine stabile Matrize fiir die Synthese von Einzelketten-
antikdrpern zu erhalten wurde die mRNA zunichst in die cDNA umgeschrieben. Darauthin
sind mit Hilfe von degenerierten Primern (siehe 2.1.5) in zwei unabhingigen PCR-Reaktionen
die Vy- und Vi-Doménen amplifiziert worden. In einem weiteren PCR-Schritt, der so-
genannten assembly-PCR, wurden die oben erwéhnten variablen Regionen unter Verwendung
einer ,,Linker*-Sequenz zu einem scFv zusammengesetzt und vervielfaltigt. Im Anschluss an
die scFv-Synthese wurden iiber eine weitere PCR-Reaktion vektorkompatible Restriktions-
schnittstellen (Sfil und Nofl) hinzugefiigt. Wéhrend die beiden Vy- und Vi-Doménen
problemlos amplifiziert werden konnten, traten bei der Generierung von scFv-Antikorper-
fragmenten einige Schwierigkeiten auf. Zum einen lieBen sich die Vy- und V-PCR-Produkte
nur sehr schwer zu einem kompletten Einzelkettenantikorper verbinden, zum anderen konnten
die mithsam amplifizierten, vollstindigen scFv nur in geringen Mengen produziert werden,

was sich auf die spateren Ligationsexperimente negativ auswirkte.
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Zur Behebung des erstgenannten Problems wurde die anfangs verwendete 7ag DNA-
Polymerase durch eine Platinum Pfx DNA-Polymerase ersetzt. Die Tag DNA-Polymerase
besitzt keine 3’-5"-Exonukleaseaktivitdt und ist somit nicht in der Lage, die fehlgepaarten
Nukleotide nach der DNA-Polymerisation zu entfernen. Die Platinum Pfx DNA-Polymerase
zeichnet sich hingegen durch eine 3°-5'-Exonukleaseaktivitét aus, die eine direkte Synthese-
korrektur (proofreading) erlaubt und somit das Auftreten von unerwiinschten DNA-
Strangabbriichen sowie die Entstehung von Mutationen durch falsch gepaarte Nukleotide
verhindert. Die Auswechslung der Polymerase hat sich in den nachfolgenden PCR-
Reaktionen als sehr vorteilhaft erwiesen und zur Amplifikation vollstindiger Antikorper-

fragmente beigetragen.

Um fiir die nachfolgenden Ligationsexperimente ausreichende Mengen an scFv-
Antikorperfragmenten zur Verfligung zu haben, wurden diese unter Verwendung des TOPO
TA-Klonierungsvektors zunédchst in TOP 10 E. coli-Kulturen vermehrt und nach anschlie-
Bender Gewinnung der Plasmid-DNA mittels Sfil-, Notl-Restriktionsendonukleasen
vollstdndig aus dem Vektor geschnitten. Dank dieser Klonierungsstrategie konnten einerseits
brauchbare Mengen an scFv hergestellt werden und andererseits die einst durch PCR-
Reaktion hinzugefiigten Restriktionsschnittstellen an beiden Enden des Einzelketten-

antikorpers korrekt verdaut werden (siehe 2.3.9).

Zur Untersuchung der Funktionalitdit wurden die generierten, rekombinanten scFv
sowohl in einem Phagen-Oberflichensystem (,,Phage Display*“-Technik) als auch in Form von
16slichen Proteinen exprimiert und mittels diverser, immunhistochemischer Farbungs-
experimente auf ihre Spezifitit getestet. Fiir die Expression im Phagensystem sind die scFv-
Antikorperfragmente zunichst in einen pCANTAB 5E -Phagemid-Vektor ligiert und in
E. coli-Kulturen vervielfiltigt worden. Der Erfolg der Klonierung konnte durch Kolonie-PCR
sowie Restriktionsanalysen eindeutig bestitigt werden. Zur Uberpriifung der Antikorper-
struktur sind anschlieBend Sequenzanalysen sowie -vergleiche mit den bereits in der Kabat-
Datenbank publizierten scFv-Sequenzen durchgefiihrt worden. Anhand der erhaltenen
Sequenzdaten konnten bei 17 scFv-Klonen die, fiir die meisten Einzelkettenantikorper
charakteristischen, Konsensusregionen erfolgreich identifiziert werden. Zur Analyse der
Bindungsaffinitit sowie zur Selektion von CTA-spezifischen Antikdrperfragmenten wurden
die positiven scFv-Klone mittels der oben erwdhnten ,,Phage Display“-Technik auf der
Oberfliche von MI13KO7-Phagen exprimiert und in nachfolgenden ,Biopanning*-

Experimenten angereichert.
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4.2 Selektion kollateralspezifischer scFv-Antikorperfragmente auf

Gefallschnitten bzw. Endothelzellen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete und weitgehend modifizierte ,,Phage
display“-Technologie stellt eine sehr effiziente Methode dar, die, nach Klonierung von
Einzelkettenantikdrpern in Phagemidvektoren, eine Selektion spezifisch bindender scFv-
Phagen ermoglicht. Fiir die erfolgreiche Expression und Selektion der rekombinanten
Antikorperfragmente spielten sowohl die Eigenschaften des ausgewéhlten Phagemidvektors
als auch die des fiir die Transformation eingesetzten Bakterienstammes eine sehr wichtige
Rolle. Um die Expression von generierten Einzelkettenantikdrpern auf der Oberfliche von
M13-Phagen zu gewihrleisten, wurden diese bei der Ligation in den pPCANTAB 5SE -Vektor
explizit an das 5°-Ende der Genlll-Sequenz (fd gene3) inseriert, welche fiir das plll-
Oberfldachenprotein des M13-Bakteriophagen kodierte (g3p). Mit Hilfe dieser Klonierungs-
strategie konnten, nach kurzzeitiger Induktion der Genexpression, scFv-plll-Fusionsproteine
erfolgreich exprimiert und auf der Oberfliche von M13-Phagen nachgewiesen werden. Die
Expression der Fusionsproteine stand hierbei unter einer strengen Kontrolle des von auflen
induzierbaren /ac Promotors, welcher wiederum durch den, vom lac I -Gen kodierten, lac
Repressor reguliert wurde (nach Amersham Pharmacia).

Zur Produktion von rekombinanten scFv-Phagen wurden die TG1 E. coli-Bakterien
eingesetzt. Dieser sogenannte Suppressorstamm besitzt die Fahigkeit, das, zwischen dem
scFv-Gen und der g3p-Sequenz vorhandene, Amber-Stopcodon zu iiberlesen und somit ein
vollstindiges scFv-plll-Fusionsgen zu transkribieren (Breitling und Diibel 1997). Infolge
einer Infektion der Bakterien mit Helferphagen wurde die Phagemid-DNA unter der Kontrolle
des Phagengenoms repliziert und mit Hilfe der im Phagemid-Vektor enthaltenen g3p-Signal-
sequenz in das Periplasma von E. coli transportiert. Dort wurde sie in lange, filamentdse
Phagenpartikel eingebaut, die das rekombinante Antikorperfragment als pIII-Fusionsprotein
auf ihrer Oberfliche présentierten. Die auf diese Weise entstandenen scFv-Phagen wurden
anschlieBend in ein Kulturmedium sezerniert und dort angereichert.

Die Selektion kollateralspezifischer scFv-Antikorperfragmente erfolgte durch eine
schrittweise Anreicherung spezifisch bindender Phagen aus der gesamten scFv-Phagenbiblio-
thek (siehe 3.2). Aufgrund der Umstidnde, dass es sich bei dem untersuchten CSA-Komplex
(collateral specific antigen-Komplex) primér um eine neuartige und bisher nicht beschriebene
Molekiil-Einheit handelte und zum Zeitpunkt der experimentellen Arbeiten auch keine
aufgereinigten Antigenfraktionen zur Verfiigung standen, wurden alle Selektions- und

Anreicherungsexperimente direkt auf Gefaf3schnitten bzw. Endothelzellen vorgenommen.
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4.2.1 Optimierung der Selektionsbedingungen fiir die CTA-scFv-Phagen

Fiir eine erfolgreiche Anreicherung von antigenspezifischen Phagen spielen die
gewihlten Selektionsbedingungen eine sehr wichtige Rolle. Dennoch miissen fiir die meisten
Antigene die optimalen ,,Biopanning‘“-Parameter in der Regel empirisch ermittelt werden. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die anfangs gewihlten Standard-Selektions-
bedingungen (Krebber et al., 1997; Marks et al, 1991) aufgrund einiger unerwiinschter
Phinomene (geringe scFv-Phagen-Ausbeuten, Anreicherung unspezifischer Phagen sowie
pilzliche Kontaminationen) mehrfach verdndert und optimiert. Die Expression der scFv-
Antikorperfragmente auf der Oberfliche von M13-Phagen war zunichst, wegen geringer
Ausbeuten an rekombinanten Phagen, wenig zufriedenstellend und musste des Ofteren
wiederholt werden. Als ein Grund fiir die niedrige scFv-Expressionsrate kam zunichst eine
mogliche Autoligation des Vektors in Frage. Diese Annahme konnte durch eingehende
Sequenzanalysen der scFv-Bibliothek definitiv ausgeschlossen werden. Eine weitere Ursache
konnte in der Beschaffenheit der TG1 E. coli-Bakterien liegen. Dieser Bakterienstamm ist
zwar in der Lage, scFv-pllI-Fusionsgene zu transkribieren, da aber das Uberlesen des Amber-
Stopcodons nur in 20% der Félle stattfindet (Amersham Pharmacia), konnen neben den scFv-
Phagen auch zusitzliche Produkte (wie z.B. 16sliche scFv-Proteine) gebildet werden und zur
erheblichen Senkung der scFv-Phagen-Expressionsrate beitragen. Eine weitere Erklarung
dieses Phanomens wurde von Hoogenboom et al., 1998 und Krebber ef al., 1997 postuliert. In
mehreren Experimenten haben die Autoren erfolgreich nachgewiesen, dass die niedrige scFv-
Phagen-Expression zum grofiten Teil durch eine ineffiziente Verpackung der rekombinanten
Phagenpartikel wahrend der Freisetzung von Bakteriophagen zustande kam. Im Laufe des
sogenannten ,,Phage rescue* wird in der Regel ein Gemisch aus Wildtyp-pllI- und scFv-pllI-
Molekiilen auf der Phagenoberfliche exprimiert. Da die leeren Phagemide aufgrund ihrer
geringen GroBe einen deutlichen Selektionsvorteil gegeniiber den rekombinanten Spezies
aufweisen, konnten die Autoren (s.0.) nur bei 10% der freigesetzten Phagenpartikel ein

korrekt gefaltetes Antikorperfragment auf der Oberfldche detektieren.

Bisherige Bemiihungen, den Anteil an unspezifischen M13-Phagen zu reduzieren,
zeigten wenig Erfolg (Berdichevsky ef al., 1999; Krebber et al., 1997; Rakonjac et al.,1997).
Um fiir die Selektionsexperimente dennoch ausreichende Mengen an rekombinanten scFv-
Phagen zur Verfiigung zu haben, mussten schlieflich, aus Mangel an verbesserten

Expressionstechniken, mehrere ,,Phage rescue®“-Experimente parallel durchgefiihrt werden.
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Bereits nach der ersten ,,Biopanning“-Runde wurden auf den Schnitten von Kollateral-
arterien negative M13-Kontrollphagen nachgewiesen (siche 3.2.2). Durch die Erh6hung der
Waschstringenz konnten in den nachfolgenden Selektionsschritten unspezifische Wechsel-
wirkungen zwischen den leeren Phagen und den auf Gefdf3schnitten exprimierten Epitopen
erfolgreich aufgehoben werden. Ein dhnliches Problem ergab sich wihrend der Selektion von
scFv-Phagen auf RHE-Zellen. Anders als auf den Kollateralgefilen konnten die auf
Endothelzellen assoziierten, negativen Kontrollphagen (trotz erhohter Waschstringenz)
bedauerlicherweise nicht entfernt werden. Zur Losung dieses Problems wurde die von Tur et
al., 2001 vorgeschlagene Senkung des pH-Wertes (von pH 7,5 auf pH 5,0) wéhrend der
letzten zehn Waschginge ausgetestet. Die Anderung des pH-Wertes hat zwar zur deutlichen
Reduktion der Anzahl an negativen Phagen beigetragen, dennoch konnten diese sogar nach
der dritten Selektionsrunde immer noch nicht vollstindig eliminiert werden (siche 3.2.3).
Trotz der wiederholt auftretenden und nicht aufgelosten Kontaminationsprobleme mit
unspezifisch bindenden Kontrollphagen wurde auf den RHE-Zellen eine insgesamt
erfolgreiche Selektion antigenspezifischer Phagen verzeichnet. Wéhrend die Anreicherung
von CTA-scFv-Phagen nach jeder Selektionsrunde anstieg (von 14.308 nach der ersten
Selektionsrunde auf 16.174 nach der dritten Selektionsrunde), ist die Anzahl der negativen
Kontrollphagen im Laufe des ,,Biopanning’s“ nahezu gleich geblieben (1.Runde = 54 Phagen,
3.Runde = 28 Phagen).

Ferner wurden, insbesondere wihrend der anfangs durchgefiihrten ,,Phage display*-
Experimente, einige Pilzkolonien auf den untersuchten Selektionsagarplatten detektiert.
Derartige Kontaminationen traten ausschlieBlich nach der Verpackung der scFv-Phagen in die
TGI1-Bakterien auf und wurden hauptsidchlich auf unsterile ,,Biopanning“-Bedingungen
zurlickgefiihrt. Diesem Phidnomen konnte zum einen durch die Behandlung der Gewebe-
proben mit Natriumazid-Losung und zum anderen durch das Autoklavieren bzw. Steril-

filtrieren aller fiir die Selektion vorgesehenen Chemikalien entgegengewirkt werden.
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4.2.2 ,Biopanning“-Experimente mit CTA-spezifischen Phagen auf Rattengefifien und
RHE-Zellen

Das ,,Screening von Phagen-Peptid-Bibliotheken auf Gewebeschnitten (in sifu) und
Zellen (in vitro) sowie in diversen in vivo-Modellen ist in der Literatur bereits mehrfach
beschrieben worden (Lu et al., 2002; Watters et al., 1997; Essler und Ruoslahti, 2002). Unter
Verwendung dieser Technologie wurden zum einem Phagen selektiert, die imstande waren,
bestimmte Arten von Tumorzellen, -geweben (Corti et al., 1998; Essler und Ruoslahti, 2001)
oder sogar atherosklerotische Plaques (Houston et al., 2001) spezifisch zu erkennen, sowie
zum anderen neuartige Peptide ermittelt, welche mit hoher Affinitdt an angiogenetische
Markermolekiile assoziierten (Arap et al., 1998). Trotz der groflen Vielfalt an verdéffentlichten
»Phage display*“-Protokollen konnte keine der bisher angewandten ,,Biopanning*-Techniken
auf die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente erfolgversprechend iibertragen

werden.

Zur Identifizierung und Isolierung hochaffiner CTA-scFv-Antikorperfragmente
wurden im Rahmen dieser Arbeit mehrere verschiedene ,, Targeting-Systeme* (in situ, in vitro
sowie in vivo) entwickelt. Die Selektion kollateralspezifischer Phagen aus einer frisch
generierten scFv-Phagenbibliothek wurde zunéchst unter Verwendung von Ratten-Kollateral-
gefaB3schnitten (in sifu) vorgenommen. Mit Hilfe des in unserer Arbeitsgruppe etablierten
Arteriogenese-Modells konnten die proliferierenden Kollateralgefale nicht nur problemlos
identifiziert, sondern auch von den nichtproliferierenden Kollateralarterien bzw. Kontroll-
gefiflen eindeutig unterschieden werden (siehe 3.2.2 und 3.4). Infolge des in situ
,Biopanning* wurden insgesamt 9 unterschiedliche, kollateralspezifische scFv-Antikdrper-
klone identifiziert. Drei davon (K555bB2-, K555aB4-, und K55MA-scFv) konnten auf den
untersuchten Rattengefdlschnitten erfolgreich angereichert werden. Wiahrend die K555bB2-
und K555aB4-scFv-Phagen hauptsichlich an die auf proliferierenden Kollateralarterien
vorhandenen Epitope banden, wurden die KS5MA-scFv-Spezies sowohl auf den wachsenden
Kollateralgefaflen als auch auf den nichtproliferierenden KontrollgefdBen nachgewiesen. Die
drei in situ angereicherten scFv-Klone wurden weiterhin in ,,.Biopanning“-Experimenten auf
Ratten-Herz-Endothelzellen (in vitro) auf ihre Antigenspezifitit getestet. Fiir diese
Untersuchungen standen zum einen die das CSA-Komplex exprimierenden RHE-A- und zum
anderen die CSA-defizienten RHE-neg.-Zellen zur Verfiigung. Die Selektion von CTA-
spezifischen scFv-Phagen erfolgte unter Verwendung des RHE-A-Stammes. Die RHE-neg.-
Spezies dienten vorwiegend als Kontrollzellen, mit deren Hilfe unspezifisch bindende scFv-

Klone erfasst werden sollten. Die hochste in vitro Anreicherung haben auch in diesem Fall die
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K555bB2- sowie K555aB4-Phagen aufgewiesen. Die KSSMA-scFv-Antikorperklone konnten
nur mit geringem Prozentsatz (ca. 4%) angereichert werden und wurden sowohl auf RHE-A-
als auch auf den RHE-neg.-Zellen detektiert, was letztlich auf deren mangelnde Assoziation
an die CSA-Epitope hindeutete. Zur Verifizierung der, aus den in situ sowie in vitro-
Experimenten, erhaltenen Ergebnisse wurden die kollateral- sowie endothelspezifischen
K555bB2- und K555aB4-Phagen abschlieBend einer in vivo ,Biopanning“-Reihe in
Kollateral- bzw. Kontrollgefden der Ratten unterzogen (siche 3.2.4). Auch unter diesen
Selektionsbedingungen konnte in proliferierenden Kollateralarterien eine hohe Anreicherung
spezifisch bindender K555bB2- und K555aB4-Phagen verzeichnet werden. In den

untersuchten Kontrollgefalen wurden hingegen keine scFv-Phagen nachgewiesen.

Zur Aufklirung der DNA-Struktur sowie der daraus resultierenden Bindungs-
eigenschaften der angereicherten scFv-Antikorperfragmente wurden im Anschluss an die
jeweiligen ,,Biopanning“-Experimente ausfiihrliche Restriktions- sowie Sequenzanalysen der
selektionierten scFv-Klone durchgefiihrt. Aus dem Sequenzvergleich der drei in situ und in
vitro angereicherten K555bB2-, K555aB4- sowie K55MA-Klone ging hervor, dass deren
DNA- und Aminoséduresequenzen sehr starke Homologien untereinander zeigten (siche 3.3).
Bemerkenswert in diesem Zusammenhang war dennoch die Beobachtung, dass die KS5MA-
Klone, trotz der oben erwédhnten Sequenzihnlichkeiten, in viel geringerem Malle auf den
proliferierenden Kollateralarterien und RHE-A-Zellen angereichert wurden, als die K555bB2-
und K555aB4-scFv-Antikorperfragmente (s.o0.). Des weiteren konnten die KS5MA-Phagen,
im Gegensatz zu den K555bB2- und K555aB4-Spezies, ebenfalls auf den Kontrollgefilen
bzw. den Kontrollzellen zahlreich nachgewiesen werden. Um festzustellen, ob die
Aminosadurezusammensetzung der einzelnen scFv-Klone deren Konformation und somit auch
deren Bindungseigenschaften beeinflusst, wurde ein Vergleich der 3D-Strukturen der oben
erwédhnten scFv-Klone durchgefiihrt. Die Analyse der dreidimensionalen Strukturen lieferte
keine eindeutigen Hinweise zur Aufkldrung der, zwischen den einzelnen Klonen
beobachteten, Affinitétsunterschiede. Die vorliegenden Ergebnisse deuten dennoch darauf
hin, dass die K55MA-scFv-Antikorperfragmente, trotz hoher Sequenzhomologie mit den
K555bB2- und K555aB4-scFv-Klonen, imstande waren, an vollig andere Epitopstrukturen zu
binden als die letztgenannten Spezies. Diese Annahme lédsst die Spekulation zu, dass sogar
geringe Abweichungen in der Nukleotidsequenz zu erheblichen Differenzen in der Spezifitit
und Affinitdit von scFv-Antikorperfragmenten fithren konnen. Um diese Hypothese zu
bestdtigen, miisste jedoch zundchst die Struktur des entsprechenden Antigens vollstindig

aufgeklart werden.
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass es mit Hilfe der drei eigenstidndig
entwickelten ,,Biopanning“-Systeme gelungen ist, rekombinante scFv-Antikorperfragmente
zu selektieren, welche in der Lage waren, die auf proliferierenden Kollateralarterien (der

Ratten) sowie RHE-A-Zellen vorhandenen CSA-Epitope spezifisch zu erkennen.

4.2.3 Alternative Selektionsmethoden fiir antigenspezifische Einzelkettenantikorper

Die fortschreitende Expansion der Phage display-Technologie auf diverse Bereiche der
Forschung und Diagnostik fiihrte in den letzten 10 Jahren zur Entwicklung mehrerer,
alternativer Selektionsmethoden fiir antigenspezifische FEinzelkettenantikorper aus scFv-
Phagenbibliotheken. Die meisten der bisher beschriebenen ,,Screening“-Techniken basieren
auf der Selektion von scFv-Antikorpern gegen bereits bekannte Antigene, die in
aufgereinigter Form entweder auf festen Oberflaichen immobilisiert sind (z.B. Phagen-ELISA)
oder biotinyliert in Losungen vorliegen. Bei der von Hawkins et al, 1992 veroffentlichten
,Biopanning“-Methode wurde die untersuchte scFv-Phagenbibliothek mit einem geldsten,
biotinylierten Antigen inkubiert. Der so entstandene Antigen-Phagen-Komplex wurde mit
Streptavidin-gekoppelten Magnetpartikeln versetzt, die, nach einer weiteren Inkubation, iiber
die Biotin-Streptavidin-Bindung einen Antigen-Phagen-Magnetpartikel-Komplex ausgebildet
haben. Nach anschlieBendem Waschen wurden die unspezifischen scFv-Klone entfernt und
die antigenspezifischen scFv-Phagen mit Hilfe eines Magnetseparators aus der gesamten
Losung erfolgreich isoliert. Trotz der relativ einfachen Handhabung konnte diese viel
versprechende ,,Biopanning“-Technik fiir die Untersuchungen wihrend dieser Doktorarbeit

leider nicht angewandt werden, da kein aufgereinigtes Antigen zur Verfligung stand.

Als eine weitere prominente scFv-Selektionsmethode gilt der sogenannte Phagen-
ELISA (Valadon und Scharff, 1996). Hierbei wird das Antigen in der Regel auf einer
Plastikoberfliche immobilisiert. Alternativ kdnnen sogar antigenprisentierende Zellen an
Plastikoberflichen fixiert werden (Palmer et al., 1997). Nach dem Absittigen unspezifischer
Bindungen wird das aufgereinigte bzw. in nativer Form vorhandene Antigen zunéchst mit der
zu untersuchenden scFv-Phagenbibliothek inkubiert. Die unspezifischen Phagenpartikel
werden im Folgenden durch mehrmaliges Waschen entfernt und die antigenspezifischen scFv-
Klone mit einem enzymkonjugierten Antikdrper gegen ein Phagen-Oberflichenprotein (z.B.
das pVIII-Protein) nachgewiesen. Nach anschlieender Reinfektion mit TG1 E. coli-Bakterien

konnen die positiven scFv-Antikorperfragmente isoliert und charakterisiert werden.



DISKUSSION 162

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ebenfalls Versuche unternommen, die RHE-Zellen
auf ELISA-Platten zu immobilisieren und die scFv-Phagenbibliothek gegen den von
Endothelzellen exprimierten, nativen CSA-Antigen-Komplex zu selektieren. Diese Methode
hat sich jedoch als sehr unzuverlésslich erwiesen, da es infolge intensiver Waschschritte zu
drastischen Verlusten von Zellen kam und somit keine reproduzierbaren Messergebnisse
erzielt werden konnten.

Parallel zum Phagen-ELISA wurde von Lekkerkerker und Logtenberg (1999) eine auf
der Durchflusszytometrie basierende scFv-Selektionstechnik entwickelt. Ein entscheidender
Vorteil dieser Methode beruht zum einen darauf, dass die zu untersuchende scFv-
Phagenbibliothek (dhnlich wie beim Phagen-Zell-ELISA) gegen native, auf der Oberflidche
von Zellen exprimierte Antigene selektiert werden kann. Zum anderen miissen die Zellen,
anders als beim Phagen-ELISA, nicht immobilisiert werden. Bei diesem Verfahren werden
die antigenprésentierenden Zellen zunidchst mit den scFv-Phagen und dann mit einem
fluoreszenzgekoppelten Sekundérantikorper inkubiert. Durch mehrmaliges Waschen kdnnen
die unspezifischen scFv-Phagen entfernt werden. Die Detektion der Antigen-Antikorper-
Bindungen erfolgt durch die Messung der Fluoreszenzsignale der einzelnen Zellen und wird
in einem FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) -Gerit durchgefiihrt. Hierbei werden die
Zellen in einem Pufferstrom durch eine Kapillare gepresst. Der Probenstrahl wird mit
Laserlicht entsprechender Wellenldnge bestrahlt und die Fluoreszenz der Zellen nach
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes durch Laserstrahl gemessen. Die Messergebnisse aller
Zellen konnen anschliefend durch computergestiitzte Auswertung visualisiert werden. Den
oben erwéhnten Autoren ist es auf diese Weise gelungen, aus einer humanen scFv-Phagen-
bibliothek einige scFv-Klone zu selektieren, die an Epitope auf humanen dendritischen Zellen
spezifisch banden. Die Selektion antigenspezifischer scFv-Phagen mit der FACS-Methode ist
allerdings sehr aufwendig, da nicht die gesamte Phagenbibliothek auf einmal, sondern die
einzelnen, isolierten scFv-Phagenklone nur nacheinander untersucht werden konnen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde auf den Einsatz der Durchflusszytometrie zur Selektion
kollateralspezifischer scFv-Phagen auf RHE-Zellen verzichtet. Nach dem in vitro
durchgefiihrten ,,Biopanning®“ (siehe 3.2.3) sind sehr starke Kontaminationen mit
unspezifischen Kontrollphagen festgestellt worden, so dass auch eine FACS-Selektion der
scFv-Antikorperfragmente keine zuverldssigen Ergebnisse versprach.

Eine zunehmende Popularitit gewinnt heutzutage die von Malmborg et al., 1996
beschriebene Selektion von scFv-Phagenbibliotheken unter Verwendung von BIAcore Bio-

sensoren. Diese Technologie beruht auf der Oberflichen-Plasmon-Resonanz (Liedberg et al.,
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1983) und ermdglicht die Analyse molekularer Antigen-Antikorper-Interaktionen ohne
Markierung einer der beiden Reaktionspartner. Bei diesem System wird das Antigen auf
einem Sensorchip immobilisiert, wihrend der untersuchte scFv-Antikorper (bzw. die scFv-
Phagenbibliothek) in einem kontinuierlichen Pufferfluss appliziert wird. Hierbei kommt es zu
Wechselwirkungen zwischen den vorbeistromenden scFv-Antikdrpermolekiilen (bzw. den
scFv-Phagenpartikeln) und dem Oberflaichengekoppelten Antigen, die mit Hilfe einer
BlAcore 2000-Apparatur detektiert und ausgewertet werden. Uber mathematische
Berechnungen kinetischer Parameter wie: K., (Bindungsrate) und K, (Dissotiationsrate)
konnen dann die Affinitdten der untersuchten Antikdrperfragmente (bzw. scFv-Phagen) genau
ermittelt werden (Karlsson et. al., 1991). Die auf diese Weise identifizierten und zugleich
selektierten, antigenspezifischen scFv-Antikorper (bzw. scFv-Phagen) werden anschlieSend
eluiert und angereichert. Diese moderne und viel versprechende scFv-,,Screening““-Methode
konnte jedoch ebenfalls nicht angewandt werden, da, wie bereits erwihnt, kein aufgereinigtes

Antigen zur Verfiigung stand.

4.2.4 Vor- und Nachteile der ,,Phage Display“-Technik

Die ,,Phage display‘“-Technologie bietet wesentliche Vorteile gegeniiber anderen scFv-
Antikorper-Expressionssystemen. Insbesondere bei der Suche nach organ- bzw. gewebe-
spezifischen Target-Molekiilen, deren Epitope unbekannt sind, gewinnt diese Technologie
zunehmend an Bedeutung. Durch die Selektion von antigenspezifischen scFv-
Antikorperfragmenten, die auf Oberflichen von Phagen préisentiert werden, konnen neue
Antigene erfolgreich aufgespiirt und lokalisiert werden (Smith et al., 2005). Des weiteren
ermOglicht die ,,Phage display“-Methode eine Selektion von scFv-Antikorpern sowohl gegen
denaturierte als auch im nativen Zustand vorhandene Antigene (Lekkerkerker und
Logtenberg, 1999). Mit Hilfe dieser Technologie konnen ebenfalls die, in diversen
Konformationszustinden beobachteten, Affinititsunterschiede zwischen den entsprechenden
Bindungspartnern ausfiihrlich analysiert und miteinander verglichen werden. Ein besonders
breites Spektrum an ,Biopanning“-Mdglichkeiten fiir phagenexprimierte Antikorper-
fragmente steht fiir die Untersuchungen in Anwesenheit von bekannten Antigenen zur
Verfiigung (siehe 4.2.3). Hierbei konnen zum einen die nicht bindenden scFv-Phagen
vollstédndig selektiert und zum anderen die antigenspezifischen scFv-Klone, je nach deren
Bindungskonstanten in stirker bzw. schwécher affin differenziert werden (Lu et al., 2003).
Ein weiterer Vorteil der ,,Phage display“-Technologie besteht darin, dass diese in

verschiedenen Systemen (in vitro, in situ sowie in vivo) etabliert werden kann, was
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insbesondere hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der erhaltenen Ergebnisse eine wichtige
Rolle spielt (siehe 3.2.2-3.2.5).

Trotz der vielen, aufgefiihrten Vorteile gilt die Selektion von antigenspezifischen
Molekiilen mittels ,,Phage display* als eine sehr aufwendige Methode, die sehr viel Erfahrung
und Geduld erfordert. Eine einst zur Untersuchung von bestimmten scFv-Antikorpern
entwickelte und ausgetestete ,,Biopanning“-Technik kann in der Regel nicht vollstindig fiir
die Selektion neuartiger Antikorperfragmente libernommen werden. Fiir jede neue Antigen-
Antikorper-Interaktion muss somit ein eigenstandiges Selektionssystem etabliert werden, was
mit einem hohen Zeit- und Kostenaufwand verbunden ist. Ferner erscheint es ratsam, bei der
Selektion von scFv-Antikorperfragmenten gegen unbekannte Antigene, die aus dem Phagen-
Oberfliachen-Expressionssystem erzielten Ergebnisse mit einem anderen Expressionssystem

(z.B. bakteriellen E. coli-System) nochmals zu verifizieren.

4.3 Nachweise der Heterogenitit des Endothels verschiedenartiger,

arterieller Gefille

Die Entstehung von neuen Blutgefd3en erfordert eine komplexe Interaktion zwischen
verschiedenen angio- bzw. arteriogenetischen Mediatoren und deren Rezeptoren. Wahrend die
meisten Kapillarwachstum stimulierenden Agenzien bereits ausfiihrlich untersucht wurden, ist
tiber die Kollateralwachstum fordernden Molekiile bisher wenig bekannt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ist es gelungen, mit Hilfe des CTA-157-2-Antikorpers sowie der
eigenstindig generierten, kollateralspezifischen scFv-Antikorperfragmente einen bislang
unbekannten, auf Kollateralarterien vorhandenen CSA-Komplex nachzuweisen und zu loka-
lisieren. Die, mit Hilfe immunhistochemischer Fiarbungstechniken vorgenommene, zellulire
Lokalisierung des untersuchten Antigen-Komplexes lieferte zum einen wichtige Aufschliisse
iiber sein Verteilungsmuster in den einzelnen GefaBwandschichten und zum anderen einige

Hinweise auf die Heterogenitdt verschiedenartiger, arterieller Gefél3e.

4.3.1 Lokalisierung der CTA-Antigensignale auf Ratten- und Humangefiflen

Die Struktur und Funktionalitit diverser, vaskuldrer Endothelien wurde in der
Vergangenheit oft untersucht und miteinander verglichen. In diesem Zusammenhang wurden
ebenfalls Versuche unternommen, mit Hilfe von Phagen-Peptidbibliotheken, unterschiedliche
Expressionsmuster endothelspezifischer Rezeptormolekiile auf GefdBBendothelien unter
normalen bzw. pathologischen Bedingungen nachzuweisen sowie gewebespezifische

Expression einiger, endothelialer Markermolekiile in Abhéingigkeit von der Gefédllokalisie-
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rung aufzuzeigen (Trepel et al., 2002). Mit den, im Rahmen der vorliegenden Arbeit, durch-
gefiihrten Untersuchungen der CSA-Expression auf diversen arteriellen Gefdllen konnte die
von einigen Autoren beschriebene ,molekulare Heterogenitit vaskuldrer Endothelien*
(Rajotte et al., 1998) eindeutig bestitigt werden. Dariiber hinaus lie sich anhand der
erhaltenen Ergebnisse feststellen, dass sogar zwischen den einzelnen arteriellen Gefdfarten
deutliche Unterschiede in der Molekiilausstattung existieren. In mehreren unabhidngigen
in situ Experimenten unter Verwendung des Ratten-Arteriogenese-Modells konnte gezeigt
werden, dass der CSA-Komplex auf proliferierenden KollateralgefaBen vorwiegend in der
Intima und auf den nichtproliferierenden Kollateralarterien hauptséchlich in der Media bzw.
Adventitia lokalisiert ist. Eine ausfiihrliche Analyse der Verteilung der CTA-157-2 bzw.
CTA-scFv-Antikorpersignale auf den wachsenden Kollateralgefilen ergab, dass der
untersuchte Antigen-Komplex besonders stark auf den Endothelzellen und nur sehr schwach
auf den glatten Muskelzellen dieser GefdBe exprimiert wurde. Ein nahezu gegensitzliches
CSA-Expressionsmuster wurde auf den nichtproliferierenden Kollateral- sowie Kontroll-
gefdllen beobachtet, wo eine spezifische Immunreaktion hauptsdchlich auf den glatten
Muskelzellen und nur vereinzelt in der Endothelschicht detektiert werden konnte. Die
Resultate der vorliegenden Untersuchungen lassen letztlich darauf schlieBen, dass der CSA-
Komplex vorwiegend auf den arteriogenetischen Gefillen (proliferierende Kollateralgefafe)
exprimiert wird. Diese Beobachtungen konnten ebenfalls durch Untersuchungen der CTA-
Antikorpersignale auf proliferierenden Tumorgefiflen bestdtigt werden. Demzufolge wurden
auf den, wihrend der Tumorangiogenese entstandenen, proliferierenden Kapillargefden, im
Gegensatz zu den proliferierenden Kollateralarterien (s.0.), keine CSA-Antigensignale
registriert. Aufgrund dieser Befunde kann spekuliert werden, dass der untersuchte CSA-

Komplex moglicherweise bei dem Prozess der Arteriogenese eine wichtige Rolle spielt.

Neben den oben erwdhnten Unterschieden in der CSA-Expression auf diversen
GefidlBarten wurde mittels weiterer, immunhistochemischer Férbungsexperimente zusétzlich
auch eine speziesabhdngige Heterogenitit proliferierender Kollateralarterien nachgewiesen.
Im Humanmodell konnte, &hnlich wie auf Rattengefdflen, die stirkste CSA-Antigen-
expression auf wachsenden Kollateralgefdlen detektiert werden. Dennoch wurden auf den
proliferierenden HumangefaBBexemplaren, anders als im Rattenmodell, die meisten CTA-
Antikorpersignale in den glatten Muskelzellen lokalisiert. Die Endothelschicht dieser Geféal3e
wies nur vereinzelte Farbreaktionen auf. Die daraus resultierende, speziesabhingige
Heterogenitit der Kollateralgefile kann zum einen auf genetische Differenzen zwischen den

Ratten- bzw. HumangefiBlen (Schaper und Schaper 2004) und zum anderen auf die
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unterschiedliche GroBe der untersuchten Kollateralarterien zuriickgefiihrt werden. Ein
morphologischer Vergleich der jeweiligen Gefal3strukturen untereinander zeigte, dass die
Media der proliferierenden, humanen Kollateralarterien aus wesentlich mehr Schichten von
glatten Muskelzellen aufgebaut ist als die Media der korrespondierenden Rattengefél3e.
Hochstwahrscheinlich sind, aufgrund der unterschiedlichen GefaBwandstirke, die beim
Kollateralwachstum wirkenden hdmodynamischen Krifte (z. B. radidre Spannung oder
Dehnungsreize) in den Humangefdflen ganz anders verteilt als in den RattengefdBen. Damit
konnte wiederum die unterschiedliche Expression von stromungsregulierenden Genen oder
anderen arteriogenetischen Molekiilen (z.B. CSA-Komplex) in den untersuchten Spezies-

Modellen erklart werden.

Trotz unterschiedlicher Verteilung der CTA-Antikorpersignale in den untersuchten
Gefdllen kann jedoch festgehalten werden, dass die Expression des CSA-Komplexes in beiden
Arteriogenese-Modellen (Ratte und Human) mit den proliferativen Effekten des
GefilBwachstums korrelierte. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist dennoch die
Beobachtung, dass beim Wachstum von Ratten-KollateralgefiBen vorwiegend die
Endothelzellen wéhrend bei der Arteriogenese von humanen Kollateralarterien hauptsédchlich

die glatten Muskelzellen proliferierten.

4.3.2 Verteilungsmuster der VEGFR-2-Antikorpersignale auf Humangefif3en

VEGFR-2 (KDR) gehdrt zu den wichtigsten Regulatoren der Vaskulogenese und
Angiogenese (auch Tumorangiogenese) und wird wihrend dieser Prozesse in wachsenden
BlutgefdBBen verstirkt exprimiert (Millauer et al. 1993). In ruhenden (nicht wachsenden)
Gefidllen wird dieser Rezeptor in der Regel herunterreguliert (Risau, 1997). Eine Ausnahme-
situation konnte dennoch in Blutgefdlen humaner Nieren beobachtet werden, wo eine erhohte
VEGFR-2-Expression nicht mit der Gefdneubildung, sondern mit der vaskuldren Permea-

bilitdt im Nierenglomerulus zusammenhing (Simon et. al. 1998).

Aufgrund der Tatsache, dass der VEGFR-2 in angiogenetischen Vorgéngen eine
wichtige Rolle spielt, wurde in der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, ob und in
welchem Ausmal dieser sogenannte, proangiogenetische Faktor wihrend des Wachstums von
KollateralgefaBBen (Arteriogenese) exprimiert wird. Dazu wurde, unter der Verwendung von
VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-Antikorperfragmenten, das Expressionsmuster dieses Rezep-
tors auf humanen KollateralgefiBen mittels ,,Biopanning® sowie immunhistochemischer
Féarbungsexperimente untersucht. Der Einsatz von Einzelkettenantikorpern zur Beantwortung

dhnlicher Fragestellungen ist in der Vergangenheit bereits mehrmals beschrieben worden.
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Boldicke et al. (2001) ist es gelungen, mit Hilfe eigenstdndig generierter, l6slicher A7-scFv-
Antikorperfragmente die Expression von VEGFR-2 in der Interlobulararterie der humanen
Niere und in den Glomerulus-Kapillaren immunhistochemisch nachzuweisen. Besonders
interessant in diesem Zusammenhang war die Beobachtung, dass die detektierten
Expressionssignale ausschlieBlich in der Endothelschicht der untersuchten Gefafle lokalisiert
waren. Die glatten Muskelzellen zeigten hingegen keine Antigen-Antikorper-Reaktionen. In
Anlehnung an die oben erwidhnten Experimente wurden fiir die Suche nach VEGFR-2-
Expressionssignalen auf den humanen Kollateralgefdlen (anders als bei Boldicke) phagen-
exprimierte A7-scFv-Antikorperfragmente verwendet. Die Resultate dieser Untersuchungen
zeigten, dass die A7-scFv-Phagen in der Lage waren, VEGFR-2-Epitope sowohl auf den
proliferierenden Kollateralgefden (von Patienten mit akuter Ischdmie) als auch auf den
Kontrollarterien (von Kontrollpatienten) spezifisch zu erkennen. Uberraschenderweise musste
anhand der ,,Biopanning“-Ergebnisse festgestellt werden, dass die VEGFR-2-Phagen auf den
KontrollgefdBlen viel stirker angereichert waren als auf den wachsenden Kollateralarterien.
Zur Verifizierung der ,,Biopanning*“-Daten sowie zur Lokalisierung der KDR-Antigensignale
wurden immunhistochemische Analysen durchgefiihrt. Auch anhand dieser Untersuchungen
konnte eine deutlich stirkere VEGFR-2-Expression auf den Gefdlen vom Kontrollpatienten
verzeichnet werden. Die KDR-spezifischen Antigen-Antikdrpersignale waren hierbei sowohl
im Endothel als auch auf den glatten Muskelzellen sehr gleichmifBig verteilt. Auf den
proliferierenden Kollateralarterien vom Patienten mit akuter Ischdmie wurde ebenfalls
VEGFR-2-Expression nachgewiesen. Die spezifischen Farbsignale waren jedoch weniger
stark ausgeprdgt und wurden, im Kontrast zu den Ergebnissen von Béldicke (s.o.),
vorwiegend in den glatten Muskelzellen dieser Gefdlle lokalisiert. Zusammenfassend lésst
sich festhalten, dass es mit Hilfe von phagenexprimierten, VEGFR-2-spezifischen A7-scFv-
Antikorperfragmenten gelungen ist, die KDR-Expression auf humanen Kollateralarterien
erfolgreich nachzuweisen. Durch genaue Lokalisierung der Antigen-Antikorpersignale konnte
ebenfalls die Heterogenitit verschiedener, arterieller GefiBle im Humanmodell aufgezeigt
werden. Des Weiteren ging aus den durchgefiihrten Untersuchungen hervor, dass die
VEGFR-2-Expression nicht mit der Proliferation von Gefédflen im Rahmen der Arteriogenese
einhergeht. Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass moglicherweise wesentliche
Unterschiede in der Expression und Funktionalitit des VEGFR-2 zwischen den angio- und

arteriogenetischen Gefdflen existieren.
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4.4 Affinititsunterschiede zwischen gefifispezifischen scFv-Antikorpern

in diversen Spezies-Modellen

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der CSA-Expression auf Kollateral-
gefiBen sowie Endothelzellen verschiedener Spezies fiel auf, dass die phagenexprimierten
scFv-Antikorperfragmente sowohl im Vergleich mit dem monoklonalen CTA-157-2 als auch
untereinander (z.B. K555bB2, K555aB4 und K55MA) deutliche Spezifitits- und Affinitats-
unterschiede aufwiesen. Bereits nach dem ersten in situ ,,Biopanning*“-Experiment auf Ratten-
KollateralgefaBen wurden aus der scFv-Phagenbibliothek mehrere antigenspezifische scFv-
Klone selektiert. Allerdings nur zwei davon (K555bB2- und K555aB4-scFv) konnten auf den
proliferierenden Kollateralarterien (in situ und in vivo) sowie RHE-A-Zellen (in vitro)
erfolgreich angereichert werden. Trotz der nachgewiesenen, sehr hohen Sequenzhomologie
zwischen den beiden kollateralspezifischen scFv-Klonen (s.0.) wurden dennoch, durch die

,Blopanning“-Ergebnisse, erkennbare Unterschiede in deren Bindungsaffinitit festgestellt.

Weitere Affinitdtsunterschiede wurden, wie bereits erwéhnt, zwischen dem monoklo-
nalen CTA-157-2 und den CTA-scFv-Antikorperfragmenten registriert. Bei den immun-
histochemischen CSA-Nachweisen auf proliferierenden Kollateralgefilen der Ratte wiesen
die beiden Antikdrper (s.0.) eine nahezu gleiche Spezifitit auf. Die, auf den
korrespondierenden  Kontrollgefdlen vorhandenen, CSA-Signale konnten hingegen
ausschlieflich mit Hilfe des CTA-157-2-Antikorpers detektiert werden. Die CTA-scFv-
Antikorperfragmente waren, auch nach mehrmaliger Wiederholung der Farbungsexperimente,
nicht in der Lage, die wenigen, in den glatten Muskelzellen dieser Gefdf3e lokalisierten, CSA-
Epitope spezifisch zu erkennen. Ahnlich wie im Rattenmodell konnten auch auf den
untersuchten Humangeféfen deutliche Affinitdtsunterschiede zwischen dem CTA-157-2- und
den CTA-scFv-Antikérperfragmenten beobachtet werden. Eine mogliche Ursache fiir die
unterschiedliche Bindungsaffinitit dieser Antikorper konnte zum einen in der Struktur der
beiden Molekiile und zum anderen in einer moglichen Variabilitit der CTA-Rezeptoren
liegen. Wie bereits im Kapitel 4.1 erwdhnt wurde, gehort der monoklonale CTA-157-2-
Antikorper dem IgM-Isotyp an. Ein natiirliches IgM-Antikérper-Molekiil besitzt in der Regel
10 Antigenbindungsstellen und damit auch eine viel hohere Aviditit verglichen mit nur einer
Bindungsstelle bei einem rekombinanten scFv-Antikorperfragment (wie z.B. CTA-scFv). Da
die Affinitdt des [gM-Antikorpers im Allgemeinen als sehr niedrig anzusetzen ist, wird sie
durch den Avidititsgewinn kompensiert. Dank dieses Vorteils sind die IgM-Molekiile oft in

der Lage, auch Antigene mit sehr dhnlichen Epitopstrukturen spezifisch zu erkennen.
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Die rekombinanten scFv-Antikorperfragmente zeichnen sich hingegen durch eine sehr hohe
Bindungsaffinitidt aus, konnen allerdings nur an bestimmte Antigenstrukturen spezifisch
binden. Bei einer scFv-Bindung an diverse, strukturdhnliche Antigenepitope kommt es in der
Regel, aufgrund geringer Aviditdt dieser Molekiile, zur einer schnellen Dissoziation der
Antikorper-Rezeptorbindung, was letztlich zum Ausbleiben der Antigen-Antikdrpersignale
fiihrt. Um den Avidititseffekt der kollateralspezifischen scFv-Antikérperfragmente zu
erhohen und damit die Spezifitit dieser Molekiile auf mehrere, strukturdhnliche CSA-
Komplex-Epitope zu erweitern, sollte in kiinftigen Experimenten, die, in diesem
Zusammenhang von mehreren Autoren vorgeschlagene, Konstruktion von bispezifischen
sowie bivalenten scFv oder den sogenannten ,,.Diabodies* vorgenommen werden (Le Gall

et al., 1999; Raag und Whitow, 1995).

Neben den oben aufgefiihrten Affinitétsdifferenzen zwischen den verwendeten CTA-
Antikorpern wurden des Weiteren speziesabhédngige Unterschiede in der Bindungsaffinitit der
gefaBBspezifischen CTA- sowie VEGFR-2-scFv-Antikorperfragmente auf den untersuchten
Gefallschnitten sowie Endothelzellen registriert. Aus der Analyse immunhistochemischer
Féarbungsexperimente ging hervor, dass die einst auf Rattengefdflen ausselektionierten,
kollateralspezifischen scFv-Antikorperfragmente auf den untersuchten Humangefa3schnitten
wesentlich schwichere Antigen-Antikorpersignale aufwiesen als auf den entsprechenden
Ratten-Kollateralarterien. Ein dhnliches Phdnomen wurde ebenfalls nach dem ,,Biopanning*
von CTA-scFv-Phagen auf den RHE-A/neg.- bzw. PAE-KDR-11-Endothelzelllinien beo-
bachtet. Wéahrend auf den Ratten-Herz-Endothelzellen (insbesondere RHE-A) eine sehr starke
Anreicherung der CTA-scFv-Phagen dokumentiert wurde, konnten auf den Schweineaorta-
Endothelzellen (PAE-KDR-11) keine einzigen CTA-spezifischen Antigen-Antikorpersignale
ermittelt werden. Aus diesen Ergebnissen lédsst sich schliefen, dass die ,,rattenspezifischen*
CTA-scFv-Antikorperfragmente mit viel geringerer Affinitit an die, auf anderen Spezies
vorhandenen, CSA-Antigenstrukturen binden. Moglicherweise weist das CSA-Protein auf
diversen Spezies-Modellen gewisse strukturelle Unterschiede auf. Diese konnten jedoch erst

nach erfolgreicher Aufreinigung des Antigen-Komplexes eingehender untersucht werden.

Die gleiche Tendenz konnte bei der Untersuchung der VEGFR-2-scFv-Spezifitit auf
Ratten- sowie Humangefden festgestellt werden. Auch in diesem Fall zeigten die
urspriinglich auf humanen Nierenarterien ausselektionierten A7-scFv-Phagen auf den
untersuchten HumangefdBen sehr starke Antigen-Antikorperreaktionen. Auf den korrespon-

dierenden Ratten-Kollateralarterien konnten hingegen, trotz positiver Nachweisreaktionen mit
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einem kommerziellen Anti-VEGFR-2-Antikorper, keine spezifischen VEGFR-2-scFv-Signale

verzeichnet werden.
4.5 Expression von loslichen scFv in bakteriellen Expressionssystemen

Das bakterielle E. coli-Expressionssystem ist in der Vergangenheit mehrfach fiir die
Generierung von loslichen scFv-Antikérperfragmenten eingesetzt worden (Breitling und
Diibel, 1997). Jedoch nicht immer endeten diese Expressionsexperimente mit dem
erwiinschten Erfolg (Duan und Pomerantz, 1994; Duenas et al, 1995). Auch im Rahmen
dieser Arbeit konnten, trotz wiederholter Anderung und Optimierung der Expressions-
bedingungen, nur die VEGFR-2-scFv als funktionelle, 16sliche Proteine hergestellt werden.
Die kollateralspezifischen scFv-Antikorper wurden hingegen nur in Form von unvoll-
standigen scFv-Fragmenten (ca. 25 kDa) oder einzelnen Vi-Dominen (ca. 16 kDa) in den
untersuchten E. coli-Extrakten vorgefunden. Es gibt mehrere potentielle Faktoren, die eine
erfolgreiche Produktion von 16slichen CTA-scFv beeintridchtigt haben kdnnten. Diese werden

im Folgenden ausfiihrlich diskutiert.

4.5.1 Einfluss des Bakterienwachstums sowie einiger Expressionsparameter auf die

Produktion loslicher scFv-Antikorperfragmente

Die Expression von Fremdproteinen hat sehr oft einen entscheidenden Einfluss auf das
Wachstum des Wirtsorganismus. Durch eine rasche Anhdufung von exprimierten Fremd-
proteinen kann in den Wirtszellen eine Stresssituation ausgelost werden, die zur deutlichen
Verlangsamung des gesamten Zellwachstums fiihrt (Eckart und Bussineau, 1996). Als eine
sehr hdufige Ursache fiir die Senkung des Wachstumsverhaltens von E. coli-Kulturen wird die
Expression von toxischen Proteinen postuliert, welche die Lyse von Bakterienzellen
hervorrufen und deren Wachstumsrate dadurch erheblich herabsetzen (Somerville et al.,
1994). Bei der Kultivierung von E. coli HB2151-Bakterien fiir die Produktion von 16slichen
CTA- sowie VEGFR-2-Antikorperfragmenten konnten, trotz der Verwendung des gleichen
Expressionsvektors (pCANTAB 5E), deutliche Wachstumsunterschiede zwischen den beiden
gefaBspezifischen scFv-Klonen verzeichnet werden. Bis zur Induktion der Genexpression
wiesen die beiden Spezies (s.0.) zundchst ein fast identisches Wachstumsverhalten auf. Nach
Zugabe von IPTG (Induktion der Genexpression) konnte bei dem VEGFR-2-scFv-Klon,
dhnlich wie bei den HB2151-Kontrollbakterien (ohne scFv-Insert), eine wesentlich stirkere
Zunahme der optischen Dichte (schnelles Wachstum) beobachtet werden als bei der CTA-
scFv-Spezies. Wihrend die VEGFR-2-exprimierenden E. coli-Bakterien bereits 12-14 h nach
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der IPTG-Induktion die stationdre Phase erreichten, gingen die viel langsamer wachsenden
CTA-scFv-Kulturen erst 20-22 h nach der Induktion in die stationidre Phase iiber. Ein
dhnliches Phdanomen konnte ebenfalls nach der Umklonierung der CTA- sowie VEGFR-2-
scFv in den pETI15b-Expressionsvektor und der Expression der beiden scFv-Antikorper-
fragmente im BL21(DE3)-E. coli-Stamm beobachtet werden. Diese auffillige Verlangsamung
des Wachstums von CTA-scFv-Bakterienklonen nach der Induktion der Genexpression ist
hochstwahrscheinlich auf die Expression der CTA-scFv-Antikorperfragmente zuriick-
zufithren. Moglicherweise iibten die exprimierten, eukaryontischen CTA-scFv-Proteine auf
die wachsenden E. coli-Bakterien toxische Effekte aus und fithrten, durch das Absterben
einiger Bakterienzellen, zur deutlichen Senkung deren Wachstumsverhaltens. Eine langsam
fortschreitende Zelllyse sowie die Ansammlung von unerwiinschten Zellabbauprodukten
konnten des Weiteren eine Ubersiuerung des verwendeten Kulturmediums hervorgerufen und
damit die Produktion sowie Sekretion von korrekt gefalteten, 16slichen CTA-scFv-Proteinen

stark beeintrachtigt haben.

Aus den Ergebnissen der Western Blot -Experimente ging deutlich hervor, dass die
16slichen CTA-scFv-Antikorperfragmente sowohl ins Periplasma als auch in das Kultur-
medium in unvollstindiger Form und mit sehr geringen Ausbeuten sezerniert wurden.
Moglicherweise hatte die Stirke und Lénge der Induktion des lacZ-Promotors einen
entscheidenden Einfluss auf die Qualitdt und Quantitédt der entstandenen Antikorperfragmente
ausgeiibt. Eine zu starke Induktion des Promotors (verursacht durch zu hohe IPTG-
Konzentrationen) konnte beispielsweise zur Uberlastung des bakteriellen Sekretionsapparates
filhren und das Verhéltnis von korrekt gefalteten zu unvollstindigen Antikdrperfragmenten
erheblich zugunsten der Letztgenannten verschieben (Diibel ef al, 1992). Eine zu lange
IPTG-Induktion wiirde wiederum (aufgrund der Lyse von Bakterienzellen) zur Freisetzung
von proteolytischen Enzymen fiihren und damit eine mogliche Degradation der frisch
sezernierten scFv stark begiinstigen. Fiir die Produktion von l6slichen VEGFR-2-spezifischen
Antikorperfragmenten konnten die richtigen Induktions- sowie Expressionsparameter
erfolgreich festgelegt werden. Die Expression der CTA-scFv bedarf hingegen einer weiteren

Optimierung.

Fiir die Expression toxischer Proteine wurde in der Vergangenheit oft der Einsatz von
stark reprimierbaren und chemisch induzierbaren Tetrazyklin-Promotoren vorgeschlagen
(Skerra, 1994; Schiweck und Skerra, 1995). Diese zeichnen sich dadurch aus, dass sie die
Expression von rekombinanten Proteinen erst ab dem Zeitpunkt der Induktion zulassen

(Breitling und Diibel, 1997). Auf diese Weise konnen einerseits einige toxische Effekte
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ausgeschlossen werden und andererseits kann eine verbesserte Produktion korrekt gefalteter
scFv-Proteine erreicht werden. Auch im Bezug auf die Expression der CTA-scFv konnte
moglicherweise der Ersatz des bisher verwendeten (mit einem lacZ-Promotor ausgestatten)
pCANTAB S5E-Vektors gegen ein anderes, durch Tetrazyklin-Promotor-induzierbares,
Expressionssystem zur erfolgreichen Produktion 16slicher, kollateralspezifischer Antikorper-

fragmente beitragen.

4.5.2 Strukturelle Unterschiede zwischen den CTA- und VEGFR-2-scFv

Anhand vergleichender Sequenz- sowie 3D-Strukturanalysen konnten zwischen den
gefaBspezifischen CTA- und VEGFR-2-scFv-Antikorpern deutliche strukturelle Unterschiede
registriert werden (sieche 3.6). Diese haben hochstwahrscheinlich im Wesentlichen zu
Differenzen im Expressions- sowie Sekretionsverhalten der beiden scFv-Molekiile im E. coli-
System beigetragen. Ahnlich wie bei dem VEGFR-2-scFv (Béldicke et a., 2001) konnten
auch in den abgeleiteten Konsensussequenzen des CTA-scFv-Antikorpers hochkonservierte
Reste und Motive bekannter Immunglobulingene identifiziert werden. Trotz starker
Aminosduredifferenzen wurden dennoch in der CTA-scFv-Sequenz keine auffailligen
Mutationen vorgefunden. Diese Befunde fiihrten zu der Annahme, dass das CTA-scFv-
Molekiil (dhnlich wie der VEGFR-2-scFv-Antikorper) die notigen Voraussetzungen erfiillt,
als funktioneller, 16slicher scFv-Antikorper im E. coli-System exprimiert zu werden. Die, im
Anschluss an die Expressionsexperimente, durchgefithrten Western Blot sowie
immunhistochemischen Analysen haben diese Annahme jedoch nicht bestdtigt. Wiederholte
Bemiihungen, vollstindige und funktionelle CTA-scFv-Antikorperfragmente in diversen
Expressionsvektoren (pCANTAB 5SE und pET15b) und Bakterienstimmen (HB2151 und
BL21[DE3]) zu exprimieren, blieben stets ohne Erfolg. Wahrend die VEGFR-2-scFv sowohl
tiber die E-tag- (pCANTAB 5E-System, siche 3.7.1) als auch {iber die His-tag-
Polypeptidsequenz (pET15b-System, Daten nicht gezeigt) im Western Blot mit grof3en
Ausbeuten nachgewiesen wurden, konnten die E-tag markierten CTA-scFv nur in sehr
geringen Konzentrationen und ausschlieSlich im degradierten Zustand in periplasmatischen
Extrakten sowie Kulturiiberstinden detektiert werden. Die mit His-tag- Polypeptiden
markierten CTA-scFv-Molekiile wurden hingegen nicht einmal in degradierter Form im
Western Blot ermittelt. Diese kontroversen CTA-scFv-Nachweisergebnisse sind hochst-
wahrscheinlich auf die, zwischen den His-tag- und E-tag-Polypeptiden zu verzeichnenden,
Langenunterschiede zurlickzufiihren. Aufgrund des Umstandes, dass das His-tag-Fragment (6

Aminosduren) wesentlich kiirzer ist als die korrespondierende E-tag-Sequenz (13 Amino-
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sduren), konnte es wahrend der Sekretion der CTA-scFv zu einer sterischen Beeinflussung des
His-tag-Polypeptides gekommen sein, welche dazu gefiihrt hat, dass die sezernierten
Antikorperfragmente ,,versteckt” in den untersuchten Extrakten vorlagen und somit weder

gereinigt noch detektiert werden konnten.

Die aus den Western Blot-Analysen gewonnenen Erkenntnisse wurden dariiber hinaus
mittels immunhistochemischer Féarbungsexperimente bestétigt. Aus den erhaltenen
Ergebnissen ging hervor, dass die 16slichen VEGFR-2-scFv in der Lage waren, die auf den
untersuchten HumangefdBschnitten vorhandenen Antigenstrukturen spezifisch zu erkennen.
Im Gegensatz dazu zeigten die CTA-scFv-Antikorper weder auf den humanen noch auf den
Ratten-Kollateralgefialen (Daten nicht gezeigt) detektierbare Antigen-Antikdrperreaktionen.
Mit diesen Ergebnissen konnte eindeutig demonstriert werden, dass es sich bei den im
Western Blot nachgewiesenen CTA-scFv-Banden um nichtaktive, fehlerhaft assemblierte

oder sogar degradierte scFv-Antikorperfragmente handelte.

Die mit Hilfe einer computersimulierten Darstellung présentierte raumliche Struktur
von VEGFR-2- und CTA-scFv-Antikorpern (siche Abb. 3.6.1.2) gab sogar einige Hinweise
auf eventuelle Bindungs- bzw. Faltungsunterschiede zwischen den beiden scFv-Molekiilen.
Wiéhrend der VEGFR-2-spezifische A7-scFv eine sehr kompakte und eher zusammen-
hiangende Struktur mit einer deutlich ausgebildeten Antigenbindungstasche aufwies, zeigte
der CTA-scFv-Antikorperfragment hingegen einen eindeutig ausgestreckten Konformations-
zustand. Die beiden Vy- und Vi-Domédnen des CTA-scFv waren in zwei entgegengesetzte
Richtungen ausgestreckt und zeigten wenig Affinitdt zueinander. Diese ungewohnlich
ausgedehnte Form des CTA-scFv-Antikorpers hing moglicherweise mit der Struktur des
CSA-Antigens zusammen. Die neuesten Untersuchungen des monoklonalen CTA-157-2-
AntikOrpers in unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass dieser sowohl die a7- (26 kDa) als auch
die B3-Einheit (21 kDa) des 20S Ratten-Proteasoms spezifisch erkennt. Diese Befunde deuten
darauf hin, dass es sich bei dem auf proliferierenden Kollateralgefilen und RHE-A-Zellen
nachgewiesenen CSA-Komplex moglicherweise um eine hochmolekulare und hochselektive
Enzymeinheit handelt. Weil das 20S Proteasom einen zylindrisch angeordneten,
heterodimeren Komplex darstellt, welcher aus mehreren Untereinheiten aufgebaut ist,
erscheint es plausibel, dass das CTA-spezifische scFv-Antikorperfragment, um an weit
auseinander lokalisierte Antigenepitope zu binden (wie im Fall des 20S Proteasoms), einen
ebenfalls ausgestreckten, strukturellen Aufbau aufweisen muss. Mit diesen Erkenntnissen
kann auch die deutlich stirkere Bindungsaktivitit des aus 10 Valenzen bestehenden,

monoklonalen CTA-157-2, welcher an gleichzeitig mehrere Untereinheiten des CSA-
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Komplexes binden kann, gegeniiber dem scFv-Fragment begriindet werden. Wahrend der
ausgedehnte Konformationszustand des CTA-scFv-Antikorpers wesentliche Vorteile bei der
Erkennung eines Antigen-Komplexes (wie z. B. des Proteasoms) bietet, kann er jedoch fiir die
Generierung von loslichen scFv in bakteriellen E. coli-Systemen negative Konsequenzen
haben. Die ausgedehnte scFv-Struktur konnte beispielsweise die Wanderung des CTA-scFv-
Antikorpers durch die Zellmembran von E. coli-Bakterien, wéahrend der sekretorischen
Vorginge, erheblich erschweren und somit starke Ausbeute-Verluste oder sogar
Proteindegradationen verursachen.

Trotz der vielen Vorteile, welche die Expression von Proteinen im prokaryontischen
E. coli-System bietet (siche Kapitel 1.4.3), konnten mit dieser Methode keine funktionellen
CTA-spezifischen scFv-Antikorperfragmente generiert werden. Hochstwahrscheinlich ist
dieses System nicht in der Lage, eine korrekte Faltung dieser Antikdrperfragmente zu
gewihrleisten. Um die Funktionalitit der einst phagenexprimierten, kollateralspezifischen
scFv in Form von l6slichen Proteinen zu untersuchen, sollten in kiinftigen Experimenten fiir
die Produktion von rekombinanten Antikorperfragmenten alternative Expressionssysteme

(z.B. Baculovirus-System; Maeda, 1989) herangezogen werden.

4.7 Fazit und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden rekombinante scFv-Antikdrperfragmente
generiert, die in der Lage waren, die auf proliferierenden Kollateralgefdlen vorhandenen
Antigenstrukturen im Ratten- sowie Humanmodell spezifisch zu erkennen. Um diese
Antikorperfragmente herzustellen, musste zundchst eine entsprechende ,,Phage display*-
Technik entwickelt werden, welche durch die Erhoéhung der Selektionsstringenz eine
signifikante Reduzierung der Anzahl an unspezifischen scFv-Antikorpern ermdglichte. Die,
mit diesem optimierten System, hergestellten, phagenexprimierten CTA-scFv wurden mittels
immunhistochemischer Experimente auf ihre Spezifitit getestet. Unter Verwendung dieser
Methode konnte ebenfalls die Lokalisierung kollateralspezifischer Antikdrpersignale in
Endothelien verschiedener Gefdle und Spezies erfolgreich ermittelt werden. Die Untersu-
chung der Bindungsspezifitit sowie -affinitdt der CTA-scFv liber ELISA- RIA- oder BIAcore
-basierte Festphasenmethoden war zum Zeitpunkt der experimentellen Arbeiten nicht
moglich, da kein aufgereinigtes Antigen zur Verfiigung stand. Um genauere Aussagen iiber
die Funktionalitit der phagenexprimierten CTA-scFv treffen zu kénnen und deren Anwend-
barkeit fiir die gezielte Ansteuerung von gefillspezifischen Antigenstrukturen zu ermdglichen,
sollte zundchst im Rahmen der Proteomanalyse von proliferierenden Kollateralarterien sowie

RHE-A-Endothelzellen die Struktur des CSA-Komplexes aufgeklart werden.
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S  Zusammenfassung

Erkenntnisse iiber die Regulation des GefdBwachstums im Rahmen der Angiogenese
und Arteriogenese haben eine wichtige Bedeutung fiir die Diagnostik und Therapie von
kardiovaskuldren Erkrankungen. Im Mittelpunkt der angio- und arteriogenetischen Vorginge
steht das Endothel der BlutgefidB3e, welches die Koordination verschiedener physiologischen
und pathophysiologischen Prozesse stark beeinflusst. Bei der Steuerung der Einwanderung
von Entziindungszellen, der Organspezifitit pathologischer Verdnderungen und beim
GefaBBwachstum spielt die Heterogenitit des Endothels verschiedener Gefdfarten eine
entscheidende Rolle. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Heterogenitit der arteriellen
Gefdlle mit Hilfe von Einzelkettenantikorpern (scFv), die gegen spezifische Endothelien
gerichtet sind, zu demonstrieren. Dabei lag der Schwerpunkt auf der Unterscheidung des
Endothels solcher proliferierender Gefille, die der Angiogenese (Kapillarsprossung)
unterliegen, von denen, die zur Arteriogenese (Remodelling preexistierender Shunts) zdhlen.
Diesem Ziel diente zum einen die Generierung von kollateralspezifischen scFv-Antikorpern
und zum anderen die Entwicklung und Optimierung einer zuverldssigen Methode zum

Nachweis gefdl3spezifischer Antigene im Ratten- und Humanmodel.

Als Ausgangsmaterial fiir diese Experimente fungierten Ratten, bei denen, nach
kiinstlicher Ligation im Bereich der Femoralarterie, die Kollateralgefile entnommen wurden.
Mit den Membranpréparationen aus den Kollateralarterien wurden Miuse immunisiert. Aus
der Milz der Méuse wurden die B-Lymphozyten isoliert und mit Myelomzellen fusioniert. Die
daraus resultierenden Hybridomazellen wurden mittels immunhistochemischer Farbungen auf
ithre Spezifitidt an Schnitten von Kollateralarterien liberpriift. Die positiven Hybridomazellen
wurden ausselektioniert. Aus den kollateralspezifischen Hybridomzellen wurde die RNA
isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe von degenerierten Primern wurden die
variablen Regionen der schweren und leichten Kette amplifiziert, mit einer Linkersequenz
verbunden, in ein Phagemid-Vektor ligiert und in E. coli-Bakterien transformiert. Durch die
Inkubation der Bakterien mit M13-Bakteriophagen wurden die scFv-Vektoren in diese
ibertragen und als plll-Fusionsprodukt auf deren Oberfliche exprimiert. Die
Bindungsspezifitit der scFv-exprimierenden Phagen wurde durch mehrmalige ,,Biopanning*-
Versuche in situ, in vitro und in vivo iberpriift. Nach jedem erfolgreichen ,,Biopanning*-
Experiment wurde eine genaue Sequenzanalyse der scFv-Antikdrper vorgenommen.
Homologievergleiche der kollateralspezifischen scFv-Klone mit bekannten Immunglobulin-

Sequenzen aus der Kabat-Datenbank ermdglichten eine genaue Lokalisierung der
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hypervariablen Regionen und lieferten zudem wichtige Auskiinfte {iber die Stabilitdt der

selektionierten CTA-scFv-Antikorperfragmente.

Durch den Einsatz immunhistochemischer Farbungstechniken konnte der Verteilungs-
muster von phagenexprimierten CTA-scFv-Antikorpern in verschiedenen Kompartimenten
der Ratten- sowie Humangefia3e genau lokalisiert werden. Dabei hat sich herausgestellt, dass
der, mit den CTA-scFv-Phagen detektierte, CSA-Komplex (collateral specific antigen -
Komplex) vorwiegend auf arteriogenetischen GefdBen exprimiert wird. Ruhende sowie
angiogenetische Gefidle (z.B. Tumorgefile) zeigten hingegen keine spezifischen
Farbreaktionen mit den kollateralspezifischen Antikdrperfragmenten. Neben den
Unterschieden in der CSA-Expression auf verschiedenen GefdlBarten wurde des Weiteren eine
speziesabhidngige Heterogenitdt proliferierender KollateralgefaBe nachgewiesen. Wihrend die
im Rattenmodel detektierten CTA-scFv-Signale hauptsichlich im Endothel der
proliferierenden Kollateralarterien vorzufinden waren, wurden auf den proliferierenden

Humangefdfen die meisten CTA-scFv-Reaktionen in den glatten Muskelzellen lokalisiert.

Im zweiten Teil der Experimente wurde die Expression eines weiteren
gefaBspezifischen scFv-Antikorpers (VEGFR-2-scFv) auf Human- sowie Rattengefden
untersucht. Durch die Analyse der Verteilung von VEGFR-2-Antikorpersignalen in den oben
erwiahnten Spezies-Modellen konnte die postulierte, speziesabhingige Heterogenitit
arterieller Gefdle ebenfalls bestitigt werden. Ferner ging aus den durchgefiihrten
Untersuchungen hervor, dass die VEGFR-2-Expression nicht mit der Proliferation von

GefaBBen im Rahmen der Arteriogenese einhergeht.

Zur Verifizierung der, mit dem Phagenexpressionssystem erzielten, Ergebnisse sowie
zur weiteren Charakterisierung der gefaBspezifischen CTA-scFv- und VEGFR-2-
Antikorperfragmente wurde abschlieBend die Expression und Produktion von 16slichen scFv-
Proteinen in bakteriellen E. coli-Expressionssystem vorgenommen. Trotz wiederholter
Optimierung diverser Expressionsparameter konnten im Rahmen der vorliegenden
Doktorarbeit ausschlielich die VEGFR-2-scFv als aktive, 16sliche Proteine hergestellt und
auf ihre Funktionalitdt {iberpriift werden. Die kollateralspezifischen scFv-Antikdrper wurden
hingegen nur in Form von unvollstindigen scFv-Fragmenten oder einzelnen Vi-Dominen in
den untersuchten E. coli-Extrakten vorgefunden. Um die Charakteriesierung der CTA-scFv
weiter fortzufiihren, sollten kiinftig zur Produktion von I16slichen Antikorperfragmenten

alternative Expressionssysteme (z.B. Baculovirus-System) herangezogen werden.
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7 ANHANG

7.1 AbKkiirzungen

ul
uM
°C
A

A
Abb.
Abs.
AP
APS

BLAST
BSA

bzw.

ca.
cDNA
CDR
cfu

cm
CMV
CSA
CTA
ddH,O
DEPC
d.h.
DMSO
DNA
DNase
dNTP
dsDNA
DTT

Mikroliter

Mikromolar

Grad Celsius

Adenin

Angstrom

Abbildung

Absolut

Alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat
Basenpaare

basic local alingment search tool
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Cytosin

Circa

Komplementire DNA
complementarity determining region
colony forming units

Zentimeter

Cytomegalovirus

collateral specific antigen
collateral targeting antibody
destilliertes und deionisiertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

das heif3t

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosintriphosphat
doppelstringige DNA
1,4-Dithiothreitol
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E. coli
ECL
EDTA
EGF
EGTA

etal.
F(ab),
Fab
FGF
FITC
G

g

h

H,O
H-Kette
HCL
HEPES
HRP

Ig
IPTG
kb

kbp
kDa

L-Kette
LB
Lsg.

mAk
Mng
min

ml

Escherichia coli

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamin-N,N,N" N’ -Tetraessigsdure
Epidermal Growth Factor
Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether) N,N,N",N’,-
Tetraessigsdure

und andere

zwel, liber eine Disulfidbriicke verbundene, Fab
fragment antigen binding
Fibroblast Growth Factor
Fluorescein-5-isothiocyanat
Guanin

Gramm

Stunde

Wasser

schwere Kette

Salzsdure
Hydroxyethylpiperazinethansulfat
Horseradish Peroxidase
Immunglobulin
Isopropylthiogalactosid
Kilobasen

Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter

leichte Kette

Luria Bertani

Losung

Meter

Quadratmeter

monoklonaler Antikérper
Magnesiumchlorid

Minute

Milliliter
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mM
MMP
MOPS
mRNA

ng
NO
OD
Oligo
ORF

ori

PAGE
PBS

PCR
PDGF
PE

pH

RHE
RNA
rpm

RT
RT-PCR

scFv

sec
SDS

S.0.

Millimolar

Matrix-Metalloproteasen
Morpholinopropansulfonsdure

messenger RNA

Normal

Nanogramm

Stickstoffmonoxid

optische Dichte

Oligonukleotid

offener Leserahmen

Replikationsursprung

pico (107%)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-Buffered Saline (phosphatgepufferte
physiologische Kochsalzlosung)
Polymerasekettenreaktion

Platelet Derived Growth Factor
Polyethylen

plaque forming units

negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffkonzentration

Glutamin

Arginin (in Verbindung mit Arminosduren)
Ratten-Herz-Endothelzellen
Ribonukleinsédure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

revers transkribierte Polymerasekettenreaktion
,single chain fragment of the variable region*
(Einzelkettenantikorper)

Sekunde

Sodiumdodecylsulfat

sieche oben

Thymin
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Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris/Borsdure/EDTA-Puffer

TE Tris/EDTA

TEMED N',N',N",N"-Tetramethylethylendiamin
TGF Transforming Growth Factor

Tris Trishydroxymethylaminomethan

Tween 20 Polyoxylethylen(20)-sorbitanmonolaurat
U Unit; Einheit der Enzymaktivitét

uv Ultraviolett

iN iiber Nacht

A% Volt

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR VEGF-Rezeptor

Vol. Volumen

v/v Volumenprozent

w/v Gewichtsprozent

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactopyranoside
Xc Xylen-Cyanol

z.B. zum Beispiel

z./t.

zur Zeit
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