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Abstract

Targeted toxins are very promising agents in the field of tumor specific therapy. They are, howe-
ver, accompanied by dose-limiting non-specific side effects. Certain plant derived triterpenoids,
saponins, are very effective agents in this context. In the past, the saponin mixture saponinum al-
bum (SA) has, in vitro and in vivo, drastically enhanced the specific toxicity of the targeted toxin
(Sap-3)-EGF (saporin fused to epidermal growth factor), called SE. However, the undefined raw
mixture SA is not suitable for clinical use.

In the present work, therefore, two pure Saponins, SO-1861 and SO-1731, isolated from the
roots of Saponaria officinalis by a preparative high-performance liquid chromatography (HPLC),
were tested in vitro and in vivo. Their combination effect with SE was tested in cytotoxicity
assays on TSA-EGFR cells (a murine cell line overexpressing the epidermal growth factor recep-
tor (EGFR)). Via endpoint assays with MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-
umbromid) an enhancement factor of > 100 000 could be observed when the toxin was applied
together with either of the two saponins.

SO-1861 and SO-1731 were tested for acute toxicity in BALB/c mice. Thereafter, nontoxic
concentrations (15 and 30 pg/treatment) of the pure saponins were used in a syngeneic tumor
model, BALB/c-mice bearing TSA-EGFR tumors. The combination of SE with SO-1861 or al-
ternatively SO-1731 lead to a significant (p < 0,05) reduction of tumor volume: 5 out of 8 mice
in the untreated control group had a tumor of > 450 mm? and only one mouse showed sponta-
neous tumor remission. In contrast, after eightfold treatment with 30 pg SO-1861 and 0,1 pg SE,
6 out of 10 mice showed complete tumor remission and only one had a tumor of > 450 mm?.
The combination therapy comprising SO-1731 even lead to complete tumor remission in all ca-
ses.

With impedance based real-time-monitoring the kinetics of cytopathic effects of the combina-
tion therapy was observed for the first time. At lower effective toxin concentrations in the cell-
culture (0,003 and 0,03 nM) HeLa cells (human cervix carcinoma cells overexpressing the
EGFR) first proliferated and then gradually died within 96—120 h whereas at higher effective
concentrations (3 nM) almost complete cell death occurred within the first 12 h after application.
This result is important to establish a better dose regimen for in vivo experimentation, where the

tumor cells are exposed only a short time to the toxin and the saponin.
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Abstrakt

Tumorspezifische Toxine sind vielversprechende Substanzen auf dem Gebiet zielgerichteter Tu-
mortherapie und scheitern dennoch oft an Dosis limitierenden unspezifischen Nebenwirkungen.
In diesem Zusammenhang haben sich Saponine (pflanzliche Triterpenoide) sehr effektiv gezeigt.
Die Saponinmischung Saponinum album (SA) hat in vitro und in vivo die Toxizitdt des chimiren
Toxins (Sap-3)-EGF (Saporin gebunden an den Epidermal Growth Factor), genannt SE, ver-
stiarkt und dessen therapeutische Dosis drastisch reduziert. Fiir den klinischen Einsatz eignet sich
die undefinierte Saponinmischung SA jedoch nicht. Aus diesem Grund wurden in der vorliegen-
den Arbeit die zwei analytisch reinen — zuvor mithilfe von High Performance Liquid Chromato-
graphy (HPLC) aus den Wurzeln von Saponaria officinalis isolierten — Saponine SO-1861 und
SO-1731 eingesetzt. Zunidchst wurde die Kombinationstherapie aus Reinsaponin und SE an
TSA-EGFR-Zellen (murine Zelllinie mit Uberexpression des EGF-Rezeptors) in vitro getestet.
Mittels Endpunkt-Assays mit MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbro-
mid) wurde eine mehr als 100 000 fache Verstarkung der SE-Toxizitdt durch jedes der Saponine
ermittelt.

An BALB/c Méausen wurde die akute In-vivo-Toxizitdt von SO-1861 und SO-1731 getestet.
Anschliefend wurden nicht toxische Dosen der beiden Reinsaponine (15 und 30 pg/Therapieein-
heit) im syngenen Mausmodell, BALB/c-Miusen mit Tumoren aus TSA-EGFR-Zellen, einge-
setzt. Die achtmalige Therapie der Kombination von SE sowohl mit SO-1861 als auch mit
SO-1731 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des Tumorvolumens (p < 0,05): In der unbe-
handelten Kontrollgruppe hatten 5 von 8§ Méusen einen Tumor von > 450 mm? und lediglich eine
Maus zeigte spontane Tumorremission. Im Gegensatz dazu wiesen nach achtfacher Behandlung
mit SO-1861 (30 pg) und SE (0,1 pg) 6 von 10 Mausen komplette Tumorremission auf und le-
diglich eine Maus hatte einen Tumor von > 450 mm?*. Nach Kombinationstherapie mit SO-1731
kam es sogar in allen Fillen zur vollstindigen Remission.

Erstmalig wurde mithilfe eines Impedanz basierten Echtzeit-Assays die Kinetik zytopathoge-
ner Effekte der Kombinationstherapie untersucht. Niedrigere effektive Toxinkonzentrationen
(0,003 and 0,03 nM) fiihrten zunéchst zur Zellproliferation von HeLa-Zellen (humane Zervixkar-
zinomzellen, die eine Uberexpression des EGFRs aufweisen) und dann zum allméhlichen Zell-

tod innerhalb von 96-120 Stunden. Hohere effektive Toxinkonzentrationen (3 nM) fiihrten be-
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Abstrakt

reits innerhalb der ersten 12 h zum schnellen nahezu vollstindigen Tod der Zellverbiande. Diese
Information ist von groBer Relevanz fiir die /n-vivo-Applikation der Therapie, da dort vermutlich

nur eine kurze Expositionszeit gegeniiber SE und Saponin gewihrleistet wird.
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1 Einleitung

1.1 Therapieoptionen fiir maligne Erkrankungen

Krebserkrankungen gehoren zu den fiihrenden Todesursachen weltweit. Laut World Health Or-
ganisation (WHQO) waren sie im Jahr 2008 verantwortlich fiir 13 % aller weltweiten Todesfille
und somit den Tod von 7,6 Millionen Menschen. Fiir das Jahr 2030 wird ein Anstieg der krebsin-
duzierten Todesfdlle auf 11 Millionen prognostiziert [1]. In Deutschland ist Krebs nach Herz-
Kreislauferkrankungen die héaufigste Todesursache. Das Zentrum fiir Krebsregisterdaten (ZfKD)
im Robert-Koch-Institut ermittelte fiir das Jahr 2008 in der BRD insgesamt 246 700 Neuerkran-
kungen fiir Ménner und 223 100 fiir Frauen und prognostiziert — wie auch die WHO — deren
deutliche Zunahme [2]. Nach wie vor stellen Krebserkrankungen eine grof3e Herausforderung fiir
Arzte, Patienten und Wissenschaftler dar, da es fiir viele Tumoren bisher keine kurative Therapie
gibt. Die durchschnittlichen 5-Jahres-Uberlebensraten (5-J-ULR) differieren von iiber 90 % bei
Hodenkrebs oder Melanom der Haut bis hin zu weniger als 10 % bei Krebs der Bauchspeichel-
driise. Durchschnittlich werden vom ZfKD fiir das Jahr 2006 5-J-ULR von etwa 61-62 % fiir
Frauen und 54-57 % fiir Méanner angegeben.

Die géingigen Behandlungsstrategien bestehen in der Regel aus interdisziplindren Malnah-
men, insbesondere der chirurgischen Entfernung des Tumors sowie Radio- und Chemotherapie.
Diese Therapieansitze stellen alle drei allein und in Kombination eine starke Belastung fiir den
Patienten dar. Nach Radiotherapie kommt es trotz computergestiitzter Tumorlokalisation im Vor-
feld sowie hoher Prézision der Bestrahlung nicht selten zu Spétreaktionen durch Schiadigung des
Tumor umgebenden Gewebes. Hierzu zdhlen Fibrosierungen, insbesondere der Lunge, Stenosie-
rungen von Magen-Darm-Trakt und GefiaB3en, Verfarbungen der Haut, Verhirtungen des Fettge-
webes und Zerstorung von Driisengewebe wie Speichel- oder Keimdriisen mit den entsprechen-
den Folgen. Zudem birgt Radiotherapie das Risiko strahleninduzierter Zweitmalignome [1, 3].
Chemotherapie bedeutet den Einsatz von Zytostatika, d.h. Medikamenten, die {iber unterschiedli-
che Mechanismen das Zellwachstum und/oder die Zellteilung hemmen. Beispiele fiir chemothe-
rapeutische Wirkungen sind die Quervernetzung von DNA-Stringen durch Alkylanzien, der Ein-
bau falscher Bausteine in DNA oder RNA durch Antimetabolite, die Blockade der Topoisomera-
se durch zytotoxische Antibiotika oder die chemische Intervention in die Mitosespindel durch

Vinca-Alkaloide. Von den ca. 60 Substanzen, die in konventioneller Chemotherapie eingesetzt



Einleitung

werden, wirkt keine selektiv auf Tumorzellen.

Nur ein Teil der jeweils eingesetzten Zytostatika erreicht das eigentliche Ziel, der Rest entfal-
tet seine Wirkung auf gesundes Gewebe. Es kommt zu Nebenwirkungen, die sich durch den ge-
nerellen Effekt auf hoch proliferative Zellen erkldren lassen, darunter Haarausfall und wunde
Schleimhéute sowie — durch Hemmung der Blutbildung im Knochenmark — Andmie und Infekt-
neigung. Auch langfristige Nebenwirkungen treten auf. Typisch sind periphere Neuropathien
durch Vincristin, Lungenfibrose durch Bleomycin, Kardiomyopathie durch Doxorubicin und
Nierenversagen durch Cisplatin.

Durch die richtige Kombination von Chemotherapeutika konnten bei einigen Erkrankungen
wie Hodgkin-Lymphom, Gebarmutterhals-, Brust- und Hodenkrebs gute Erfolge erzielt und die
5-J-ULR in den letzten 20 Jahren signifikant verbessert werden. Doch auch wenn die Verbesse-
rung hier bei 1040 % liegt, trigt Chemotherapie insgesamt nur wenig mehr als 2 % zur Erho-
hung der 5-J-ULR aller Krebserkrankungen bei [4]. Die relativen 5-J-ULR der Minner haben
sich von 38 % Anfang der 1980er Jahre bis auf 53 % fiir die Diagnosejahre 2000 bis 2004 ver-
bessert. Im gleichen Zeitraum sind diejenigen der Frauen von 50 % auf 60 % angestiegen. Die
Griinde dafiir sind zahlreich. Sie umfassen neben der Optimierung konventioneller Chemothera-
pie die frithere Diagnosestellung der Erkrankungen sowie die Optimierung von Chirurgie und
Radiotherapie.

Neben den drei beschriebenen Therapieformen gibt es weitere Therapieansitze, die unter den
Begriff ,,Zielgerichtete Tumortherapie fallen und in den letzten 20 Jahren den weitaus groften

Anteil neuer Medikamente in der Krebstherapie stellen.

1.2 Zielgerichtete Tumortherapie
Die eingesetzten Therapeutika zielgerichteter Tumortherapie wirken auf spezielle Zielmolekiile,
die an Wachstum und Proliferation von Tumoren beteiligt sind. Hierdurch sollen andere Gewebe
und Organe geschont werden.

Die Geschichte zielgerichteter Tumortherapie beginnt im engeren Sinne mit der Substanz 7a-
moxifen (Nolvadex®), die als selektiver Estrogenrezeptormodulator (SERM) das erste definierte
Ziel in der Tumortherapie, den Ostrogen-Rezeptor der Brust, bindet und kompetitiv hemmt. Die-

se Substanz, die von dem Institut Imperial Chemical Industries (ICI) entdeckt wurde und ur-
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spriinglich eine Anti-Baby-Pille werden sollte, wurde 1973 in GroBbritannien zur Behandlung
des metastasierten Brustkrebs zugelassen [5, 6]. Sie war Wegweiser fiir ein Umdenken in der Tu-
mortherapie durch die Erkenntnis, dass das pharmakologische Prinzip der Rezeptortheorie auf
die Behandlung maligner Erkrankungen iibertragen werden kann. Rezeptor bedeutet in diesem
Zusammenhang jede spezifische Zielstruktur, durch deren Bindung eine bestimmte Wirkung aus-
gelost werden kann. Andere Entdeckungen und Errungenschaften wie die Herstellung monoklo-
naler Antikorper [7] sowie die Entdeckung von tumorspezifischen Signalwegen machten den
neuen Therapiansatz der zielgerichteten Tumortherapie moglich. Relevant ist in diesem Zusam-
menhang auch die Kenntnis von Protoonkogenen, d.h. Genen, die durch Mutation Tumorenste-
hung und Wachstum foérdern, sowie den von ihnen kodierten Proteinen, die fiir Zellwachstum,
Zellteilung und Zelldifferenzierung wichtig sind.

Die Therapie besteht meist aus monoklonalen Antikorpern, die mit Antigenen auf der Zello-
berflache interagieren oder Peptiden und anderen niedermolekularen Substanzen, die ihre Ziel-
strukturen oft im Zellinneren haben. Wichtige Beispiele fiir Substanzen, die klinisch eingesetzt
werden, sind Trastuzumab, Cetuximab und Imatinib. Der monoklonale Antikdrper Trastuzumab
richtet sich gegen den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor HER2/neu und ist zugelassen fiir
die Behandlung HER2-positiven Brustkrebs. Cetuximab, ein Antikorper gegen den humanen epi-
dermalen Wachstumsrezeptor EGFR, ist fiir die Behandlung von Dickdarmkrebs zugelassen. Das
Phenylamino-Pyrimidin-Derivat Imatinib blockiert die krankhaft aktive Tyrosinkinase ABL-
BCR und kommt bei der Behandlung der chronisch myeloischen Leukdmie zum Einsatz. Die
drei beschriebenen Substanzen sind zugleich Ziel bindende und wirkende Komponente.

Es besteht auch die Mdglichkeit, eine Ziel bindende Substanz mit der eigentlich wirksamen
oder potenteren zu koppeln. Auf diese Weise gelangen hoch effektive Wirkstoffe, die bei alleini-
ger systemischer Gabe eine hohe Toxizitdt aufweisen wiirden, durch ihren Liganden an den ge-
wiinschten Zielort und entfalten erst dort ihre Wirkung. Beispiele fiir wirksame Komponenten
sind Radionuklide wie in *°Y-ibritumomab (Zevalin, 2002) und "'I-tositumomab (Bexxar,
2003), beides Radionuklid gekoppelte (anti)-CD20 Antikorper, die in der Therapie des Non
Hodgkin Lymphoms zum Einsatz kommen [8], Interleukine (IL-2) oder auch Toxine, wie in
Denileukin diftitox (Ontak), einem Interleukin(IL)-2—Diptheriatoxin-Fusionsprotein (s. 1.2.1).

Ein Wirkstoff kann durch chemische Konjugation in vitro kovalent mit der Ziel bindenden

Komponente verbunden werden. Ist die zielbindende Komponente ein Protein und der Wirkstoff
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ein Proteintoxin, so besteht zusétzlich die Moglichkeit, durch rekombinante DNA Technologie
ein Fusionsprotein herzustellen, d.h. die DNA Sequenz in ein Bakterium einzuschleusen und das

fertige Konstrukt von dem Bakterium exprimieren zu lassen.

1.2.1 Die Rolle von Toxinen in zielgerichteter Tumortherapie

Wichtige Vertreter zielgerichteter Tumortherapeutika sind Toxinkonjugate. Das verwendete To-
xin stammt meistens entweder aus Bakterien oder Pflanzen, seit einigen Jahren werden aber auch
menschliche Enzyme wie die Protease Granzyme B, die RNAse Angiogenin oder der Apoptose
induzierende Faktor (AIF) erforscht [9, 10]. Die zielgerichtete Komponente eines Proteintoxins
kann prinzipiell jede Substanz sein, die mit einer bestimmten gewiinschten Zielstruktur wechsel-
wirkt. Meist sind dies monoklonale Antikorper, Wachstumsfaktoren oder Zytokine. Nach selekti-
ver Bindung wird das zielgerichtete Toxin in die Zelle aufgenommen und gelangt durch — je nach
Toxin unterschiedliche — teils noch unbekannte Mechanismen ins Zytosol, wo es seine enzymati-
sche Wirkung entfaltet. Es hemmt fiir das Uberleben der Zelle wichtige Stoffwechselwege und
fiihrt so den Zelltod herbei. Typischerweise sind der Elongationsfaktor-2 (EF-2) — ein Enzym,
das die Translation bei der Proteinbiosynthese katalysiert — sowie verschiedene RNAs oder Pro-
teine, die im Apoptoseprozess beteiligt sind, involviert.

Das erste beziiglich zielgerichteter Tumortherapie beschriebene und bislang einzige zugelas-
sene Toxin ist Diphtheriatoxin des Corynebacterium diphteriae [11]. Als Bestandteil von Deni-
leukin diftitox (Ontak) ist es seit 1999 in den USA zur Behandlung von therapierefraktirem T-
Zell-Lymphom zugelassen. Das Diphtheriatoxin gehort zur Klasse ADP-ribosylierender Enzyme.
Zur selben Klasse zdhlen auch die beiden bakteriellen Toxine Exotoxin A aus Pseudomonas ae-
ruginosa sowie das Choleraexotoxin aus Vibrio cholerae, die ebenfalls in der Forschung als
Komponente zielgericheter Toxine eingesetzt werden [12, 13] .

Neben bakteriellen werden auch viele pflanzliche Toxine in der Tumorforschung erprobt. Sie
wirken als Ribosomen inaktivierende Proteine (RIPs), die iiber katalytische Inaktivierung von
Ribosomen die zelluldre Proteinbiosynthese hemmen. Einige von ithnen wurden bereits als Kom-
ponente zielgerichteter Toxine in klinischen Studien eingesetzt. Zu diesen zdhlen Gelonin (Gelo-
nium multiflorum A. Juss.), Ricin (Ricinus communis L.) und Saporin (Saponaria officinalis L.)
[14-16].

Trotz zielgerichteter Komponente weisen alle genannten Toxinkonjugate eine zielunabhingi-
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ge Dosis limitierende Toxizitdt auf. Insbesondere kommt es zu Leber- und Nierenzellschidden
und Vascular-Leak-Syndrom [17-19]. Deswegen ist es eine Herausforderung fiir die aktuelle For-
schung, derartige allgemeine Nebeneffekte zu minimieren und auf diese Weise die Erfolgsaus-
sichten zielgerichteter Toxine zu erh6hen.

Im Institut fiir Pharmazie der Freien Universitit Berlin wurden bestimmte pflanzliche Glyko-
side, Saponine, als mogliche Verstirker von RIPs entdeckt [20]. Basierend auf diesen Ergebnis-
sen wurde in der Arbeitsgruppe von Professor Fuchs eine Kombinationstherapie entwickelt, die
aus einem zielgerichteten Saporin basierten Toxin und dem pflanzlichen Glykosid Saponin be-
steht. Mithilfe von Saponinum album (SA, Merck), einem komplexen Gemisch aus Triterpensa-
poninen, ist es gelungen, die gewiinschte Toxinwirkung in vitro mehr als 100 000fach und in
vivo mehr als 50fach zu steigern und somit dessen Dosis und unerwiinschte Toxizitdt drastisch zu

reduzieren [21, 22].

1.2.1.1 Saporin und Saporinfusionstoxine

Saporine sind toxische Proteine, die von der Pflanze Saponaria officinalis (Linn.), gewohnli-
chem Seifenkraut, gebildet werden. Die toxische Wirkung des Saporins beruht auf seiner Funk-
tion als RIP vom Typ 1. RIPs sind N-Glykosidasen und spalten eine bestimmte N-glykosidische
Bindung der ribosomalen 28S-RNA, wodurch Adenin freigesetzt wird [23, 24]. Das Ribosom ist
dadurch nicht mehr in der Lage den Elongationsfaktor(EF)-2, der eine wichtige enzymatische
Rolle bei der Translation einnimmt — ndmlich die Peptidkette an ihre eigentliche Bindungsstelle
transloziert —, zu binden. Auf diese Weise wird die zelluldre Proteinbiosynthese gehemmt und die
Zelle stirbt darauthin durch Apoptose [25, 26]. Die Glykosidaseaktivitit des Saporins beschrinkt
sich nicht nur auf 28S-rRNA, sondern betrifft auch andere RNA und DNA. Diese Eigenschaft
wird bei Enzymaktivititsassays genutzt [27].

RIPs werden in Typ 1- und Typ 2-RIPs unterteilt. Typ 1-RIPs wie Saporin bestehen lediglich
aus einer einzigen katalytischen A-Polypeptidkette von 26—32 kDa, wohingegen Typ 2-RIPs wie
z.B. Ricin aus A- und B-Kette bestehen, die kovalent miteinander verbunden sind. Die B-Poly-
peptidkette besitzt eine Zellbindungsdomine, iiber die sie an kohlenhydrathaltige Rezeptoren der
Zelloberflache bindet [28].

Fiir Saporin, das keine B-Kette besitzt, ist der Aufnahmemechanismus in die Zelle sowie der

weitere intrazelluldre Transport bisher noch nicht genau geklért. Saporin allein und Saporin in
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Kombination mit Saponin (s. 1.3) weisen hier unterschiedliche Mechanismen auf. Saporin allein
und als Bestandteil des chimdren Toxins SE zeigte sich unabhédngig von der Blockierung Cla-
thrins oder Aktins und auch die Abnahme des endosomalen pH erwies sich als irrelevant fiir des-
sen Toxizitdt [25, 29]. In der Kombination mit Saponinen hingegen erfolgt die Aufnahme von
Saporin und SE vermutlich durch Clathrin vermittelte Endozytose und die Freisetzung ins Zyto-
sol geschieht in Abhéngigkeit von saurem pH in den Endosomen [25, 30]. Der genaue Mechanis-
mus der Verstirkerwirkung des Saponins ist hierbei nicht eindeutig gekldrt. Vermutlich lagern
sich Saponine in endosomale Membranen ein und vermitteln den Austritt, ,,Endosomal Escape*,
des Saporins [31] (s. 1.3).

Die Rolle von Saporinen in Pflanzen ist bisher unklar. Einige RIPs, darunter auch Saporin-
fraktionen, sind iiber noch unbekannte Mechanismen in der Lage, virale Replikation zu hemmen,
wobei sich die Aktivitit auf die anfinglich infizierten Zellen beschriankt und somit nur lokale In-
fektionen bekdmpft werden [32, 33]. Saporin kommt in verschiedenen Isoformen in fast allen
Pflanzenbestandteilen von S. officinalis vor, wobei besonders in Wurzeln und reifen Samen eine
hohe Saporinaktivitit gemessen werden konnte [34].

Saporine konnen rekombinant hergestellt werden [35], sind bemerkenswert resistent gegen-
iiber Denaturierung und Proteolyse in vitro [36] und werden in der Forschung zur Produktion
verschiedener zielgerichteter Toxine eingesetzt [37-40] .

Das in dieser Arbeit als toxische Komponente eines zielgerichteten Toxins eingesetzte Sapo-

rin-3 (SAP-3) stammt aus den Samen und hat eine molekulare Masse von 29 kDa [41].

1.2.1.2 Epidermaler Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor, EGF) und EGF-
Rezeptor (EGFR)

Der EGFR ist ein 170 kDa groBles Glykoprotein in Zellmembranen von Wirbeltieren und dient
als Rezeptor fiir den EGF sowie den Transforming growth factor (TGFa). Er gehort einer Unter-
familie von Rezeptor-Tyrosinkinasen an, der ErbB-Familie, zu der neben dem EGFRI1/HERI
(ErbB-1) auch HER2/c-neu (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) und HER4 (ErbB-4) gezihlt werden. Ein
EGFR-Monomer besteht aus einer extrazelluldren Ligandenbindungsdoméne, einer transmem-
branen a-Helix und einer katalytischen Region im Zytoplasma mit Tyrosinkinaseaktivitét. Die
Bindung des Liganden fiihrt zur Dimerisierung des Rezeptors, wodurch die Tyrosinkinaseaktivi-
tit stimuliert wird und eine Autophosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne stattfindet.

Verschiedene intrazelluldre Signalwege werden gestartet, die zu DNA-Synthese und Zellprolife-
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ration fithren sowie den programmierten Zelltod verhindern [42].

Viele Tumorentititen weisen eine Uberexpression des EGFR auf. Insbesondere sind dies Plat-
tenepithelkarzinome verschiedenster Ursprungsorgane, wie beispielsweise Karzinome von Lun-
ge, Speiserdhre, Haut und Gebdrmutterhals. Es gibt aber auch diverse andere Neoplasien mit
EGFR-Expression, darunter hepatozelluldre Karzinome, Nierenzellkarzinome und Glioblastoma
multiforme [43, 44].

Der humane EGF ist ein Polypeptid aus 53 Aminosdureresten und hat eine molekulare Masse

von ungefahr 6 kDa [45, 46].

1.2.1.3 Die beiden chiméaren Toxine SE und SA2E

In dieser Arbeit soll eines der rekombinanten Proteine SE oder SA2E eingesetzt werden (Abb. 1
und Abb. 2). Dabei handelt es sich um chimére Proteine bestehend aus einem N-terminalen
6 x His-Tag zur Aufreinigung, dem pflanzlichen Toxin SAP-3 und der zielfiihrenden Komponen-
te, dem EGF als natiirlichem Liganden des EGFR. SA2E enthélt zusitzlich einen molekularen
Adapter, der Toxin und Ligand verbindet und aus einer endosomal spaltbaren Peptidsequenz
(ESP), einer Transmembrandoméne und einer zytosolisch spaltbaren Peptidsequenz (CSP) be-
steht. Er soll {iber eine verstirkte endosomale Freisetzung und Akkumulation des Toxins im Zy-
tosol zu dessen besserer Wirksamkeit und weiterer Dosisreduktion fiihren. Auf diese Weise sol-

len Nebenwirkungen auf anderes Gewebe noch weiter reduziert werden [19].

Abbildung 1: schematische Darstellung des chimdren Toxins SE. Ein N-terminaler His-Tag wird gefolgt
von dem Ribosomen inaktivierenden Protein Saporin und dem epidermalen Wachstumsfaktor EGF (spezi-
fischer Ligand des EGFR).

Abbildung 2: schematische Darstellung des chimdren Adaptertoxins SA2E. Ein N-terminaler His-Tag
wird gefolgt von dem Ribosomen inaktivierenden Protein Saporin, das iiber einen zwischengeschalteten
molekularen Adapter mit dem epidermalen Wachstumsfaktor EGF (spezifischer Ligand des EGFR) ver-
bunden ist.
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1.3 Saponine

1.3.1 Natiirliche Saponine und Saponingemische

Saponine sind natiirlich vorkommende Substanzen, die hauptsdchlich von Pflanzen, aber auch
von niederen Meerestieren und einigen Bakterien gebildet werden [47]. Sie sind eine heterogene
Gruppe von Glykosiden mit steroidalem oder triterpenoidem Grundgeriist und ein bis drei ge-
bundenen Zuckerketten. Das Grundgeriist oder auch ,,Aglykon* wird als Sapogenin bezeichnet
und enthélt bei steoridalen Saponinen meist 27 und bei triterpenoidalen Saponinen meist 30 Koh-
lenstoffatome. Unterschiede im Aufbau des Aglykons sowie Anzahl und Struktur der Zuckerket-
ten ermoglichen eine grofle Saponinvielfalt. Ein typisches Grundgeriist der Triterpensaponine ist
pentazyklisches Oleanan (Abb. 3), Steroidsaponine weisen als typisches Grundgeriist Spirostan

auf (Abb. 4).

CH,R?

Abbildung 3: pentazyklisches Oleanan, typisches Abbildung 4 : Spirostan, typisches Grundgeriist
Grundgeriist von Triterpensaponinen, aus [48]. von Steroidsaponinen, aus [48].

Monodesmoside (eine Zuckerkette) haben ihren Zuckerrest normalerweise an der C3 Position,
bei Bidesmosiden (zwei Zuckerketten) kommt ein zusétzlicher Zuckerrest an Position C26 oder
C28 hinzu. Aufgrund ihrer Struktur sind Saponine oberflichenaktive Substanzen, die in wéssri-
ger Losung stabilen Schaum bilden. Diese Eigenschaft verleiht ihnen auch den Namen, der von
der lateinischen Bezeichnung fiir Seife, Sapo, abgeleitet wurde. Die Funktion von Saponinen in
Pflanzen ist noch nicht vollstéindig erforscht. Man geht davon aus, dass sie Teil des pflanzlichen
Verteidigungssystems sind und die Pflanze insbesondere vor Pilzbefall und Insektenfra3 schiit-
zen sollen.

Auf den tierischen Organismus haben Saponine eine Vielzahl unterschiedlicher Wirkungen
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wie beispielsweise Membranpermeabilisierung, Immunstimulation, Senkung des Cholesterol-
spiegels und Auslosen von Hypoglykdmien. Sie konnen Einfluss auf Wachstum und Reproduk-
tion nehmen, haben fungizides und bakterizides Potential und bei einigen wurde eine zytostati-
sche Wirkung auf maligne Zellen nachgewiesen [47, 49—51]. Aufgrund ihrer immunstimulatori-
schen Wirkung werden Saponine als Adjuvantien fiir Impfstoffe eingesetzt [52]. Saponine sind
insbesondere bekannt dafiir, dass sie zellulire Membranen permeabilisieren und Membranporen
bilden, wobei die bendtigte Saponinmenge wesentlich geringer ist, wenn die Zellwand Choleste-
rol enthdlt [47, 53, 54]. Auch ihr hdmolytisches Potential, insbesondere das von Estersaponinen,
ist bekannt.

Bisher war es noch nicht mdglich die einzelnen Wirkungen spezifischen Strukturelementen
der Saponine zuzuordnen. Es scheint jedoch deutliche Unterschiede zwischen Monodesmosiden
und Bidesmosiden zu geben. Monodesmoside zeigten sich in der Regel aktiver als Bidesmoside.
Letztere besitzen z. B. meistens keine hdmolytische Aktivitét, bilden weder Komplexe mit Cho-
lesterol aus, noch wirken sie bakterio- oder fungizid [55-59].

In Abhéngigkeit von der Art ihrer Aufnahme kdnnen Saponine verschiedene toxische Reaktio-
nen im tierischen Organismus hervorrufen. Fiir die orale Aufnhahme von Saponinen ist im We-
sentlichen eine geringe Toxizitédt beschrieben worden, die sich nach Aufnahme grofler Mengen in
sehr unterschiedlichen Symptomen wie Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, Appetitverlust aber auch
Paralyse duflert. Wesentlich stirkere Toxizitét weisen Saponine nach parenteraler Aufnahme auf.
Fiir Triterpensaponine wurden Leberzellschidden bis hin zu Nekrose, Atemversagen, Krampfen
und Koma beschrieben [60].

Der fiir diese Arbeit entscheidende Effekt der Saponine ist deren synergistische Verstirkung
chimérer Toxine. Es konnte gezeigt werden, dass SA, ein Saponingemisch, das kommerziell aus
Schleierkraut (Gypsophila paniculata Linn.) gewonnen wurde, die Toxizitdt von dem Proteinto-
xin Saporin bis zu 100 000fach und diejenige des chimiren Toxins SE bis zu 385 000fach ver-
starkt [21, 61]. Dieser Verstirkereffekt konnte an verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden
[21, 30, 61, 62]. Die Verstiarkung der Toxizitit anderer Toxine mit Glykosidaseaktivitit — wie der
A-Kette des Ricins, Diphteriatoxin, Nigrin B oder Microcystin-LR — konnte hingegen nicht nach-
gewiesen werden [63]. Der beschriebene Effekt von SA wurde in Konzentrationen unterhalb von
membranpermeabilisierenden Eigenschaften erzielt, bei denen SA keine Eigentoxizitdt aufweist,

sondern die Wirkung auf einer eindeutig nachgewiesenen synergistischen Verstiarkung der Zyto-
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toxizitét des Proteintoxins beruht.

Welcher Mechanismus der Verstiarkerwirkung zugrunde liegt konnte zwar bisher nicht voll-
standig gekldrt werden und ist noch Gegenstand aktueller Forschung, aber es konnten bereits
wichtige Erkenntnisse gewonnen werden: Weng et al. haben festgestellt, dass eine Aufnahme des
Saponins in die Zellmembran eine lang anhaltende Sensibilisierung gegeniiber Saporin hervor-
ruft [64]. Auch konnte gezeigt werden, dass Saponine die Endozytose des Saporins iiber Cla-
thrin vermitteln und sich vermutlich in endosomale Membranen einlagern, wo sie den Austritt,

»~Endosomal Escape “, des Toxins aus den Endosomen unterstiitzen [25, 30, 31].

1.3.2 Reinsaponine

Bisher wurde in unserer Arbeitsgruppe in vivo ausschlieBlich das Saponingemisch SA eingesetzt.
Fiir den klinischen Einsatz ist es jedoch wichtig, einzelne reine Saponine zu verwenden. Sie er-
moglichen die Produktion nach Richtlinien zur Good Manufacturing Practice (GMP), Regelwer-
ken zur Qualitéitssicherung der Produktionsabldufe in der pharmazeutischen Produktion.

Durch Mazeration mit 90 % Methanol und anschlieBender Reinigung mittels HPLC und pri-
parativer Elektrophorese ist es in unserer Arbeitsgruppe gelungen, mehrere Triterpensaponine
aus den Pflanzen Gypsophila paniculata und Saponaria officinalis zu isolieren [65, 66 und un-
verdffentlicht]. Wir hielten es fiir sinnvoll Saponine einzusetzen, die genau wie das von uns ver-
wendete Toxin Saporin aus der Pflanze S. officinalis stammen, da wir annehmen, dass die beiden
Substanzen auch in der Natur einen kooperierend toxischen Effekt ausiiben, der sich evolutionér
entwickelt hat. Die im ESI-TOF-Massenspektrogramm reinen und aufgrund erster vergleichen-
der Versuche im Zytotoxizitdtsassay Erfolg versprechendsten Saponine, die in dieser Arbeit ver-
wendet wurden, stammen aus den Wurzeln von S. officinalis und wurden entsprechend ihrer je-
weiligen Masse SO-1861 und SO-1731 genannt.

Jia et al. haben Saponariosid A, ein Triterpensaponin aus S. officinalis (m/z 1831), isoliert und
mithilfe extensiver MS und NMR Studien dessen Struktur analysiert (Abb. 5). Im Falle von
SO-1861, das sich lediglich um m/z 30 von dem abgebildeten Saponin unterscheidet, ist anzu-
nehmen, dass geringfiigige Unterschiede der Zuckerkette an C28 vorliegen. Sehr wahrscheinlich

wurde hier eine Pentose durch eine Hexose ersetzt.
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Abbildung 5: isolierte Struktur eines Saponins von S. officinalis mit m/z 1831, aus [67].

Saporin

Saponine

SO-1861, SO-1731

Abbildung 6: S. officinalis, markiert sind die Herkunftsorte des Toxins Saporin (Samen) und der beiden

isolierten Saponine SO-1861 und SO-1731 (Wurzel), Bild von www. Botanical.com.
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1.4 Zielsetzung

Zielgerichtete Toxine (s. 1.2.1) sind vielversprechende Substanzen fiir eine gezielte, effektive
und nebenwirkungsarme Tumortherapie. Zahlreiche zielgerichtete Toxine haben in Préklinik und
Klinik eine sehr gut Antitumorwirkung gezeigt [18]. Dennoch ist bisher lediglich das Immunto-
xin Ontak von der FDA zur Tumortherapie zugelassen. Der scheinbare Widerspruch zwischen
Wirksamkeit und fehlender Zulassung liegt in der geringen therapeutischen Breite der Toxinkon-
jugate begriindet. Trotz ihres zielfiihrenden Liganden weisen sie eine zielunabhéngige Dosis li-
mitierende Toxizitdt auf [18, 19]. In der Arbeitsgruppe von Professor Fuchs wurde eine Kombi-
nationstherapie entwickelt, die aus einem chiméren Saporin basierten Toxin (s. 1.2.1.3) und dem
pflanzlichen Glykosid Saponin (s. 1.3) besteht und sich gegen Tumoren mit verstarkter Expressi-
on des EGFR (s. 1.2.1.2) richtet. Durch syngene Verstarkerwirkung des Saponins konnte die To-
xindosis bei dieser Kombinationstherapie mehr als 100 000fach reduziert werden. Das grundle-
gende Prinzip der Kombinationstherapie wurde in der Zellkultur und in einem syngenen Maus-
modell mit dem Saponingemisch SA, einem kommerziellen Pflanzenextrakt aus der Pflanze G.
Paniculata, bewiesen [22]. Fiir den klinischen Einsatz der Therapie ist es jedoch essentiell, kein
Saponingemisch, sondern einzelne analytisch reine Saponine zu verwenden, die die Produktion
nach den GMP-Richtlinien zur Qualitétssicherung der Produktionsabldufe in der pharmazeuti-
schen Produktion ermdglichen. In unserer Arbeitsgruppe ist es gelungen, mehrere Saponine aus
den Pflanzen G. paniculata und S. officinalis zu isolieren (s. 1.3.2).

Grundlegendes Ziel der vorliegenden Arbeit war, das bisher erfolgversprechende Prinzip der
Kombinationstherapie aus Saponin und zielgerichtetem Saporin basiertem Toxin praklinisch im
Hinblick auf den gewlinschten spiteren klinischen Einsatz voranzubringen. Hierzu sollten die
beiden reinen Saponine SO-1861 und SO-1731 aus S. officinalis in der Kombinationstherapie mit
SE oder SA2E getestet werden. Der Einsatz von Saponinen, die genau wie das von uns verwen-
dete Toxin Saporin aus der Pflanze S. officinalis stammen, ist insofern sinnvoll, da anzunehmen
ist, dass die beiden Substanzen auch in der Natur als Teil des pflanzlichen Abwehrsystems einen
kooperierend toxischen Effekt ausiiben.

Zunichst sollte in der Zellkultur ein Dosis-Wirkungs-Profil fiir verschiedene Toxinkonzentra-
tionen allein und in Kombination mit den beiden Reinsaponinen generiert werden. Da Triterpens-
aponine im tierischen Organismus Hamolyse bewirken konnen, sollte ein Himolyseassay entwi-

ckelt werden, der vor der /n-vivo-Applikation das himolytische Potential von Saponinen aufzeigt
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Einleitung

und in diesem Fall das von SO-1861 und SO-1731 mit dem des bereits erprobten SA vergleicht.
Daraufhin sollte die Akkuttoxizitdt geeigneter Saponinkonzentrationen und in Abhéngigkeit da-
von die Kombinationstherapie im /n-vivo-Versuch getestet werden. Da Triterpensaponine insbe-
sondere hepatotoxisch sind, sollte hierbei der Schidigungsgrad der Leber laborchemisch sowie
histologisch untersucht werden.

Bisher wurden in der Zellkultur Endpunkt-Assays durchgefiihrt, d.h. Assays, die lediglich zu
einem Zeitpunkt durch Bestimmung des Anteils vitaler Zellen Auskunft {iber die Toxizitdt der
Therapie geben konnen. Fiir eine weitere Optimierung des Therapieregimes ist es wichtig, den
zeitlichen Ablauf der Therapiewirkung auf ihre Zielzellen zu kennen. Im Hinblick darauf war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, die Wirkung der Kombinationstherapie in der Zellkultur in ihrem
zeitlichen Verlauf darzustellen und Aussagen iiber Proliferations- und Sterbeverhalten der Zellen
zu treffen.

Die bisherigen In-vivo-Versuche wurden an syngenen Maustumormodellen durchgefiihrt, wo-
bei die Maustumorzellen mit dem humanen EGFR transfiziert waren, um als Zielzellen erkannt
werden zu konnen. Im Hinblick auf eine klinische Studie ist es notwendig, die Ubertragbarkeit
der existierenden Ergebnisse von Maustumoren auf humane Tumoren zu zeigen. Ein weiteres
Ziel dieser Arbeit war daher, ein humanes Xenotransplantatmodell mit Tumoren, die eine Uber-
expression des EGFR aufweisen, zu etablieren, und in diesem Modell die Kombinationstherapie

mit dem im syngenen Mausmodell bereits bewdhrten SA zu testen.
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2 Materialien und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten, geschiitzten Warenzeichen sind nicht als solche gekennzeich-
net. Aus dem Fehlen einer solchen Kennzeichnung kann nicht geschlossen werden, dass der ent-
sprechende Produktname frei von Rechten Dritter ist. Alle in der Arbeit beschriebenen Methoden
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Verdnderte Temperaturbedingungen sind bei den je-

weiligen Methoden angegeben.

2.1 Materialien
2.1.1 Gerite

2.1.1.1 Elektrophorese
* Horizontal-Elektrophoresesystem Mini Sub Cell GT System; Bio-Rad
* Vertikal-Elektrophoresesystem fiir Minigele MGV-202; CBS

2.1.1.2 Gewebeverarbeitung
* Histokinette Shandon Citadel 1000; Thermo Fisher Scientific
* Kiihlplatte COP 20; Medite Medizintechnik
* Paraffinstreckbad Typ 24900; Medax
* Schlittenmikrotom HM 400R; Microm GmbH

2.1.1.3 Photometer
* Analog-Spektrallinienphotometer 1101 M; Eppendorf

* Mikroplatten-Photometer Spectra MAX 340 PC; Molecular Devices
* Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer; peQLab

2.1.1.4 Westernblot
* Entwicklermaschine Optimax Typ TR; MS Laborgerite

* Tankblot-Apparatur, Transblot-Cell SD; Bio-Rad
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2.1.1.5 Zellkultur

* CO,-Inkubator Modell 311; Forma Scientific (Thermo)

* Impedanz basiertes Echtzeit-Messsystem Adcon Reader; Bionas Discovery
* Lichtmikroskop Axiovert 25; Zeiss

* Neubauer Zahlkammer; LO-Laboroptik

* Sterile Werkbank Herasafe; Heraeus

2.1.1.6 Zentrifugen

* Hochgeschwindigkeitszentrifuge Evolution RC 5B; Sorvall
* Mikrozentrifuge PicoFuge; Stratagene

* Tischzentrifuge 5415 R; Eppendorf

* Tischzentrifuge 5417 C; Eppendorf

* Zellzentrifuge Megafuge 2.0 R; Heraeus-Christ

2.1.1.7 Sonstige Geriite

2.1.2

* Cobas 8000 Modular Analyzer; Roche Diagnostics

* Gefriertrockner Heto-Holten A/S CT 110; Leybold Heraeus

* Genetic Analyzer ABI PRISM 310 ; Advanced Biolab Service

* Hochdruck-Aufschluss-System French Press; Thermo Electron Corporation
* Heizblock QBT; Grant Instruments

« Inkubationsschittler Unitron; HT-Infors

» Ultraschall-Desintegrator Branson Sonifier 250; G. Heinemann

Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in pro Analysi Qualitdt bezogen.
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* Acrylamid 4K - Losung (30 %) - Mix 37,5 : 1 Acrylamid : Bisacrylamid; AppliChem
» Agarose NEEO Ultra; Roth

» Ampicillin-Natriumsalz; Roth

* Complete Protease-Inhibitor Mix without EDTA; Roche Diagnostics

» Coomassie Brillantblau R-250; AppliChem

* Enhanced Chemiluminescence -Westernblot-Detektionsreagenz Immobilon Western;

Millipore
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* Formalin 10%, neutral buffered; Sigma-Aldrich

* [sopropyl-P -D-thiogalactopyranosid; AppliChem
* MTT; Calbiochem

* Ni-NTA-Agarose; Qiagen

* Paraftin Paraplast Plus; Roth

* Q-Sepharose Fast Flow; GE Healthcare

* Triton X-100; Sigma-Aldrich

* Triton X-114; Sigma-Aldrich

2.1.3 Saponine
Die Isolierung der Saponine aus der Pflanze Saponaria officinalis erfolgte durch Dr. Mayank
Thakur (FU Berlin).

* Saponinum album aus Gypsophila paniculata; Merck

*» Saponin SO-1681, isoliert aus Saponaria officinalis

* Saponin SO-1731, isoliert aus Saponaria officinalis

2.1.4 Verbrauchsmaterialien und Kits
* Advanced Protein Assay Reagent; Cytoskeleton
* LAL Test; PYROGENT Single Test Vials; Lonza
» Mikrokonzentriersdulen Amicon 30 kDa, 5 kDa; Millipore
* Mikroplatteneinsidtze Maxi Sorb U16 Module; Nunc
* Nitrozellulosemembran Hybond Enhanced Chemiluminescence; Amersham Biosciences
* PD-10 Desalting Column; Amersham Biosciences
*» Rontgenfilme Hyperfilm ECL Amersham Biosciences; GE Healthcare

» Universal-Einbettkassetten; Langenbrinck

2.1.5 Antikorper fiir die Inmunodetektion im Westernblot
* Primérantikorper: anti-Saporin monoklonales Kaninchen IgG, Verdiinnung 1:500
* Sekunddrantikorper: GAR* Polyklonales Ziegen IgG gegen Kaninchen IgG mit
Peroxidase konjugiert, DAKO, Verdiinnung 1:3000
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2.1.6 Computer Software
* Compute pl/Mw tool ExPASy, Swiss Institute of Bioinformatics

2.1.7 Bakterienstimme
* E. coli ArcticExpress Competent Cells; Agilent Technologies
* E. coli Rosetta (DE3) pLysS; Novagen

2.1.8 Vektoren

* pET11d zur Proteinexpression in E. coli; Invitrogen

2.1.9 Marker
* Page Ruler Prestained Marker; Fermentes

* Molecular Weight Marker; Fermentas

2.1.10 Puffer und Medien
Hier werden allgemeine Losungen aufgefiihrt, die fiir mehrere Methoden eingesetzt wurden.
Spezielle fiir einzelne Methoden bendtigte Puffer sind bei der jeweiligen Methode aufgelistet.

Die Herstellung der Puffer erfolgte mit Hilfe von MilliQ-Wasser (Reinstwasser).

PBS-Puffer : 150 mM Natriumchlorid, 8,33 mM Dinatriumhydrogenphosphat,
1,67 mM Kaliumdihydrogenphosphat, pH 7,4

LB-Medium : 10 g/1Pepton, 5 g /1 Hefeextrakt, 10 g /1 Natriumchlorid, pH 7,0

LBamp :  LB-Medium mit 50 pg / ml Ampicillin-Natriumsalz

LBretra :  LB-Medium mit 50 pg / ml Tetrazyklin-Hydrochlorid

2.1.11 Medien und Losungen fiir die Zellkultur
* Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (4,5 g/l) mit L-Glutamin; PAA
* Dulbecco’s PBS mit Calcium und Magnesium (0,9 mM Calcium, 0,5 mM
Magnesium); PAA
* Dulbecco’s PBS ohne Calcium und Magnesium; PAA
* Fetal Bovine Serum; Biochrom AG

* Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B (A/A); PAA

18



Materialien und Methoden

* Trypsin-EDTA (0,25 % w/v Trypsin, | mM EDTA); PAA
* Gelatine; Merck

2.1.12 Zelllinien

Tabelle 1: Auflistung in der Arbeit verwendeter Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Herkunft
NIH-3T3 murine embryonale Fibroblasten DSMZ
HER14 murine embryonale Fibroblasten Zur Verfiigung gestellt von
(NIH-3T3) stabil transfiziert mit hu-  Prof. Dr. E. J. J. van Zoelen,
manem EGFR Department of Cell Biology,
University of Nijmegen, Nie-
derlande
TSA-EGFR murine (BALB/c) Mammakarzinom-  Zur Verfiigung gestellt von Dr.
zellen, stabil transfiziert mit humanem S. Bulfone-Paus, Institut fiir Im-
EGFR munologie, Freie Universitét

Berlin, Transfektion durchge-
fihrt im Institut fiir Pathobio-
chemie, Charité — Universitéits-
medizin Berlin

ECV-304 humane Blasenkarzinomzelllinie DSMZ
HeLa humane Zervixkarzinomzellen Zur Verfligung gestellt von Dr.
. . . A. M. Kaufmann, Klinik und
SiH h Z k 11 ’
e Himane sevixraramomzeTen Poliklinik fiir Gynikologie,
CaSki humane Zervixkarzinomzellen Charité — Universititsmedizin
Berlin

2.1.13 Art und Herkunft der Miause
* BALB/c, immunkompente Albinoméuse, Charles River

* CD1 nu/nu, athymische Nacktméuse, Charles River

2.1.14 Statistische Auswertungen

Die statistischen Analysen wurden mit dem Programm /BM SPSS Statistics 20 durchgefiihrt. Fiir
die Berechnungen der Signifikanzen wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test ver-
wendet. Eine 2seitige asymptotische Signifikanz von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant in-
terpretiert. Zur Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde fiir die Toxizititsstudien

eine Kaplan-Meier-Kurve erstellt.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Transformation

Die Transformation von chemisch kompetenten E.-coli-Zellen erfolgte nach der Hitzeschock-
Methode. Durch den Hitzeschock bildet das mit Calciumchlorid vorbehandelte Bakterium Mem-
branporen aus und die DNA kann in die Zelle gelangen. 100 pl Bakterien wurden auf Eis lang-
sam aufgetaut und nach Zugabe von 0,5 pl Plasmid-DNA 10 min auf Eis inkubiert. Anschlieend
erfolgte der Hitzeschock fiir 90 s bei 42 °C im Heizblock. Bei E. coli ArcticExpress RP kompe-
tenten Zellen wurde 30 min auf Eis inkubiert und der Hitzeschock erfolgte fiir 20 s. Danach wur-
den die transformierten Zellen 30 s auf Eis abgekiihlt. Es wurden 300 pul LB-Medium dazugege-
ben, der Ansatz dann bei 37 °C fiir 30 min inkubiert und zum Animpfen einer Ubernachtkultur

verwendet.

2.2.2 DNA-Sequenzierung
Der eigentlichen Sequenzierung ging die PCR der zu analysierenden DNA voraus (s. 2.2.3). Die
Konzentration der DNA von SA2EpET11 wurde mittels NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
bei 260 nm bestimmt. Die Sequenzierung erfolgte durch den ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
nach der BigDye-Terminator-Sequenziermethode, einer Didesoxymethode oder auch Kettenab-
bruchsynthese. Die DNA-Doppelhelix wird zunichst durch Erwidrmung denaturiert und somit in
ihre Einzelstringe getrennt. Ausgehend von einem Primer, d. h. einer kurzen bekannten Sequenz
der zu analysierenden DNA, wird einer der beiden komplementdren DNA-Strange mithilfe einer
DNA-Polymerase (Amplilag DNA-Polymerase) synthetisiert. Neben den Nukleinbasen Adenin
(A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T) stehen hierfiir fiir jede Base auch Didesoxynukleo-
sidtriphosphate (ddNTPs) zur Verfiigung, die keine 3'-Hydroxygruppe besitzen und zum Ket-
tenabbruch des neu synthetisierten Stranges fithren. Die vier verschiedenen ddNTPs sind durch
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe markiert und erlauben die spitere Analyse. Die Kettenab-
bruchprodukte werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt, durch einen Laser wird die
Fluoreszenz angeregt, die verschiedenen Wellenlingen werden von einem Detektor erkannt und
werden dann dem jeweiligen ddNTP zugeordnet.

Die DNA Sequenzierung wurde durchgefiihrt, um die Integritit der DNA von SA2E zu iiber-

priifen und gegebenenfalls Mutationen herauszufinden, die der Grund fiir dessen Instabilitét sind.
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2.2.3 Sequenzierungs- PCR fiir SA2E-DNA
Tabelle 2: PCR MasterMix fiir die Sequenzierung des SA2E Inserts

Reagenz Menge

H,O- RNase frei 5,5 ul
DNA (200 ng/ul) 1 pl
Primer 1 ul
BigDye Terminator 5% Sequenzierungs Puffer 1,5 pl
BigDye Terminator Mix I ul

10 pl

Tabelle 3: PCR Programm im Thermocycler fiir die Sequenzierung des SA2E Insert

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Initialisierung 96°C 1 min
Denaturierung 96°C 10s 25 Zyklen
Primerhybridisierung 55°C 5s
Elongation 60°C 4 min

Folgende Primer wurden verwendet: Ein Vorwérts-Primer am T7 Promotor 5'-TAATACGACT-
CACTATAG-3' sowie ein Riickwirts-Primer des pET11 Vektors am 3'-Ende des Inserts 5'-
CCAAATTCAGTGTGTACG-3".

Der PCR Master-Mix fiir die Sequenzierung (Tab. 2) wurde vorbereitet und die PCR Reaktio-
nen (Tab. 3) durchgefiihrt. Danach wurde die DNA in NucleoSEQ-Séulen aufgereinigt, um nicht
inkorporierte Dye Terminators zu entfernen. Die erhaltenen 10 pl des aufgereinigten PCR Pro-
dukts wurden unter Vakuum 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Es wurden dann 25 pl For-
mamid hinzugegeben und das Gemisch fiir 3 min bei 95 °C im Heizblock inkubiert. Nach kurz-
em Zentrifugieren (PicoFuge) wurden die Proben luftblasenfrei in Sequenziergefille (Genetic
Analyzer Sample Tubes 0,5 ml von ABI PRISM) iiberfiihrt und mit ABI PRISM 310 Genetic Ana-

lyzer sequenziert.
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinexpression in E. coli

Die Expression der Proteintoxine SE und SA2E erfolgte durch E.-coli-Zellen vom Stamm Roset-
ta(DE3)pLysS. Dieser E.-coli-Stamm enthélt zusitzliche Gene fiir tRNAs, die in E. coli selten
vorkommen, wodurch die Translationseffizienz eukaryontischer Proteine gesteigert wird. Fiir die
Expression wurden E.-coli-Zellen zuvor mit der entsprechenden Plasmid-DNA von SE oder
SA2E transformiert (s. 2.2.1). Mit den transformierten Bakterien wurden anschlieend 400 ml
LBan, angeimpft und die Bakterienkultur dann iiber Nacht (UN) in einem Warmluftrundschiittler
bei 180 U/min geschiittelt. Am nichsten Tag wurden je 100 ml der Ubernachtkultur in 300 ml
LBamp Uberfiihrt und bis zu einer optischen Dichte (ODs7snm) von 0,6-0,8 (in der Regel 2-3 h)
unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Bei der gewiinschten OD wurde die Expression durch
Zugabe von IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM gestartet. IPTG bindet an den Lac Re-
pressor, der den Promotor des gewlinschten Gens bis zu diesem Zeitpunkt gebunden und abge-
schaltet hatte, verhindert seine Bindung an die DNA und leitet auf diese Weise gezielt die Protei-
nexpression ein. Nach 3 h wurden die Kulturen zentrifugiert (5000 rpm, 4 °C, 10 min). Die Zell-
pellets wurden in PBS resuspendiert und bei 20 °C bis zur Weiterverarbeitung (Zellaufschluss,

Proteinaufreinigung (s. 2.3.3)) eingefroren.

2.3.2 Proteinexpression in E. coli Arctic Express

Aufgrund der Instabilitdt von SA2E und dem Anfallen grofler Mengen des Spaltprodukts Saporin
wurde das Protein in E. coli RP kompetenten (enthilt Extrakopien von argU und proL tRNA Ge-
nen) Arctic-Express-Zellen in der Hoffnung exprimiert, dass durch geringere Erwédrmung der
Kulturen Proteasen weniger aktiv sind und dementsprechend weniger Spaltprodukte anfallen.
Aullerdem fehlt den Zellen natiirlicherweise die Lon Protease, die rekombinante Proteine abbau-
en kann. Fiir die Expression wurden Arctic-Express-Zellen zuvor mit SA2E-Plasmid-DNA trans-
formiert (s. 2.2.1). AnschlieBend erfolgte direkt das Animpfen von 400 ml LB+, und die Inkuba-
tion im Schiittler bei 37 °C UN. Am nichsten Tag wurden je 100 ml der UN-Kultur in 300 ml LB.
Tera Uberfithrt und bis zu einer ODs7s,m von 0,6—0,8 weiter bei 37 °C geschiittelt. Dann wurden die
Proben im Schiittler 30 min auf 13 °C abgekiihlt, die Expression durch Zugabe von IPTG gestar-
tet und bei 13 °C UN fortgesetzt. Die Zellen wurden danach abzentrifugiert (5000 rpm, 4 %C,
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10 min) und das Zellpellet in PBS resuspendiert. Es erfolgten Zellaufschluss und Proteinaufreini-

gung (s. 2.3.3, 2.3.4).

2.3.3 Proteinaufreinigung mittels Affinititschromatographie

PBS;y : PBS mit 20 mM Imidazol
PBSsy :  PBS mit 50 mM Imidazol
PBS,y : PBS mit 70 mM Imidazol
PBS;s0 ¢ PBS mit 250 mM Imidazol

Die Aufreinigung der Proteins erfolgte unter nativen Bedingungen durch Affinitdtschromatogra-
phie mit einer NiNTA-S&ule. Die resuspendierten Zellen wurden wenn notig zunéchst im Was-
serbad aufgetaut oder direkt mittels Ultraschall (5 x 20 Impulse, Pulsldnge 1 s, max 50 % Leis-
tung, auf Eis) aufgeschlossen. Bei SA2E-haltigen Zellen wurde auch die French Press einge-
setzt. Der Aufschluss erfolgte hier iiber Hochdruck und — anders als beim Ultraschall, wo eine
Erwédrmung der Probe trotz externer Kiihlung mit Eis nicht gidnzlich verhindert werden konnte —
fand hier keine Hitzeentwicklung statt, wodurch die Proteaseaktivitdt der Bakterien und somit
das Auftreten von Spaltprodukten vermindert werden sollte. Nach dem Zellaufschluss wurden
die Proben zentrifugiert (30 min, 16 100 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde abpipettiert und auf
die zuvor mit PBS dquilibrierte NiNTA-Séule geladen. AnschlieBend wurde die Sdule mit je 5 ml
PBS,, und PBSs, gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine von der Sédulenmatrix zu ent-
fernen. Bei den folgenden Imidazolkonzentrationen 50 und 70 mM wurden 5 Fraktionen von je
1 ml zur spiteren Analyse in Eppendorf Gefallen aufgefangen. Mit 5 ml PBS;, wurde das Protein
bereits teilweise, mit PBS,s, génzlich von der Séule eluiert. Die aufgefangenen Fraktionen wur-
den anschlieBend durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) und Commassie-Fér-
bung analysiert (s. 2.3.5, 2.3.6). Die Proben, die das gewlinschte Protein ohne Spaltprodukt ent-
hielten, wurden dann im Amicon (MWCO 30 kDa) aufkonzentriert, mittels Gelfiltration in einer
Sephadex PD-10 Sdule entsalzt und erneut auftkonzentriert. AnschlieBend wurde eine Proteinkon-
zentrationsbestimmung sowie zum Vergleich erneut eine SDS-Page mit der Probe und BSA-
Standards (0,075 /0,15 /0,225 / 0,3 mg/ml) durchgefiihrt. Das Protein wurde aliquotiert und bei

—20 °C eingefroren.
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2.3.4 Proteinaufreinigung mittels Anionenaustauschchromatographie

pl (SA2E) . pH=9,0

Aquilibrationspuffer :  Ethanolamin, pH = 9,8

Elutionspuffer : Ethanolamin, pH 9,8 + NaC1 0,1/0,2/0,3/0,4/0,5/0,6/0,7/
0,8/09/1M

Lediglich im Falle von SA2E erfolgte neben der Aufreinigung durch Affinitdtschromatographie
auch eine Aufreinigung mittels Anionenaustauschchromatographie.

In Abhingigkeit ihrer Nettoladung weisen Proteine unterschiedlich starke elektrostatische Wech-
selwirkungen mit der positiv geladenen Sdulenmatrix auf und kdnnen so aufgetrennt werden. Der
verwendete Anionenaustauscher Q-Sepharose besteht aus einer Sdulenmatrix aus Agarose, die
quartire, positiv geladene Ammoniumgruppen trigt. Liegt der pH Wert des Aquilibrationspuffer
oberhalb des isoelektrischen Punkts (pI) des Proteins, weist dieses eine negative Nettoladung
auf. Das online Programm Compute pl/Mw von ExPAsy Proteomics Server wurde zur Ermittlung
des pl verwendet. Die resuspendierten Zellen wurden wenn notig zunichst im Wasserbad aufge-
taut oder direkt mittels Ultraschall (5 x 20 Impulse, Pulsldnge 1 s, max 50 % Leistung) aufge-
schlossen. Nach dem Zellaufschluss wurden die Proben zentrifugiert (30 min, 16 100 x g, 4 °C).
Der Uberstand wurde abpipettiert und auf die zuvor mit Ethanolamin #quilibrierte Q-Sepharose-
Séule geladen. Anschliefend wurde die Sdule mit 6 ml Ethanolamin gewaschen. Dann wurden
die gebundenen Substanzen mit je 3 ml Elutionspuffer, beginnend mit der niedrigsten Konzen-
tration von NaCl, eluiert und Fraktionen von 1 ml in Eppendorfgefiflen aufgefangen. Die Frak-
tionen wurden anschlieBend durch SDS-Page und Commassie-Farbung analysiert (s. 2.3.5,

2.3.6).

2.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Laufpuffer : 192 mM Glycin, 20 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS

4 x Probenpuffer : 0,25 M Tris, 40 % (v/v) Glycerol, 8 % (w/v) SDS, 8 % (v/v) 2-Mer-
captoethanol, 0,004 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8

Trenngelpuffer : 1,5 M Tris, pH 8.8, 0,4 % (w/v) SDS
Sammelgelpuffer : 0,5 M Tris, pH 6,8, 0,4 % (w/v) SDS
Acrylamidmix : 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid
Marker :  Unstained Protein Molecular Weight Marker (M. W. 14,4-116 kDa)
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Es wurde eine diskontiuierliche SDS-Page nach Laemmli (Laemmli 1970) durchgefiihrt, um die

Proteine aufzutrennen. Hierfiir wurden 12%ige Trenngele und 4,5%ige Sammelgele verwendet.

Tabelle 4. Ansditze fiir Trenn- und Sammelgele

Reagenz 12 % Trenngel 4,5 % Sammelgel
Wasser 2 x 744 ul 720 pl
Trenngelpuffer 2 x531 ul —
Sammelgelpuffer — 300 pl
30 % Acrylamid 2 x 850 ul 180 ul
10 % APS 30 ul 10 pl
TEMED 3ul 3ul

Gieflen: 5 x 830 ul Trenngel, 2 x 560 ml Sammelgel

Die durchgefiihrte Elektrophorese ist denaturierend. Der Probenpuffer enthélt Natriumdodecyl-
sulfat (SDS) und wird zur Probenvorbereitung im Uberschuss zu den Proteinen hinzugegeben.
Beim Erhitzen der Probe werden Sekundér- und Tertidrstrukturen durch das Unterbrechen von
Wasserstoffbriicken und das Strecken der Molekiile aufgebrochen. Durch das ebenfalls im Pro-
benpuffer enthaltene 2-Mercaptoethanol werden Disulfidbriicken durch Reduktion gespalten.
SDS wird von Proteinen im konstanten Verhéltnis von ca. 1,4 g SDS/g Protein gebunden. Wegen
der groflen Zahl an SDS-Molekiilen pro Proteinmolekiil, besitzt der SDS-Protein-Komplex eine
negative Gesamtladung. Da die Masse der SDS-Protein-Komplexe der urspriinglichen Protein-
masse proportional ist, wird eine Trennung dieser Komplexe im elektrischen Feld anhand ihrer
Grofle ermdoglicht, wobei kleinere Proteine schneller durch das Gel wandern als grof3ere. Es wur-
den je 15 ul Proteinlosung mit 5 ul Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95 °C erhitzt, kurz zen-
trifugiert (PicoFuge) und dann neben den Marker vollstindig auf das Gel aufgetragen. Die Elek-
trophorese erfolgte fiir 50 min bei 200 V und 30 mA pro Gel.
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2.3.6 Firbung mit Commassie

Firbelosung : 0,1 % (w/v) Coomassie Blau R-250, 40 % (v/v) Methanol,
10 % (v/v) Essigsédure

Entfirber : 10 % (v/v) Essigsdure, 20 % (v/v) Ethanol

Fixierlosung : 25 % (v/v) Methanol, 4 % (v/v) Glycerol

Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie Blau R-250 lagert sich an die basischen Seitenketten
der Aminosduren an und farbt damit Proteine unspezifisch an. Nach der Elektrophorese wurde
das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel mindestens 30 min auf einer Schiittelplatte mit der
Férbelosung eingefdrbt. Das Gel wurde dann kurz mit Wasser gespiilt und ca. 60 min unter
Schiitteln entfarbt, wobei alle 5—-10 min die Entfarbelosung gewechselt wurde, bis nur noch ein-
deutige Banden sichtbar waren. Zum Trocknen wurde das Gel anschlieBend zuerst mindestens
30 min in Wasser und dann 60 min in Fixierlosung gelegt und dann zwischen zwei in Wasser ge-

trankten Einmachfolien lufblasenfrei auf eine Glasplatte geklemmt.

2.3.7 Aufkonzentrieren von Proteinlosungen

Die Autkonzentrierung der Proteinlosungen erfolgte in der Regel sowohl vor als auch nach der
Entsalzung mittels Ultrazentrifugation durch Amiconfilter mit einer Ausschlussgrofle von
30 kDa. Die Zentrifugation erfolgte fiir einige Minuten (4 °C, 3000 x g) bis das Volumen der
Proteinlosung auf 2,5 ml (Fassungsvolumen der PD-10 Sidule) vor und 0,5 ml nach Entsalzung

eingeengt worden war.

2.3.8 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration der aufgereinigten und aufkonzentrierten Probe wurde mithilfe des Ad-
vanced Protein Assay Reagent Kits von Cytoskeleton bestimmt. Hierzu wurden je 200 ul Férbe-
reagenz und 10 pl Proteinldsung, Wasser oder BSA  Proteinstandards
(0,075/0,15/0,225 /0,3 mg/ml) in einer Mikroplatte gut durchmischt und dann die Absorption
bei A =595 nm durch ein Mikroplattenphotometer bestimmt. Mithilfe der BSA Standards wurde

dann die gesuchte Proteinkonzentration ermittelt.
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2.3.9 Westernblot und Immunodetektion

Nassblotpuffer : 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10% (v/v) Ethanol
PBSB,,, :  PBS mit 0,2% (w/v) Brij 58

Magermilchlosung :  PBSBO0;2 mit 5% (w/v) Magermilch
Chemilumineszenzlosung : 1 ml Losung A (0,1M Tris (pH 8,6), 250 mg/l Luminol);

100 pl Lésung B (1,1 mg/ml para-Cumarinséure in DMSO);
1 ul 30% (v/v) Wasserstoffperoxid

primirer Antikorper :  anti-Saporin monoklonales Kaninchen IgG, Verdiinnung
1:500
sekundirer Antikorper : GAR* Polyklonales Ziegen IgG gegen Kaninchen IgG mit

Peroxidase konjugiert, DAKO, Verdiinnung 1:3000

Der Westernblot erfolgte zum immunologischen Nachweis des chiméren Toxins SA2E und des
erwarteten Spaltproduktes Saporin. Mit dem aufgereinigten und bereits aufkonzentrierten SA2E
wurde zunéchst eine SDS-Page durchgefiihrt (s. 2.3.5). Als Marker wurde hier ein Prestained
Marker eingesetzt, der neben der Bestimmung der Molekiilmasse auch die Kontrolle des an-
schlieBenden Proteintransfers auf die Blotmembran ermdglichte. Mithilfe eines Nassblotverfah-
rens erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran. Das Gel, eine gleich-
grof3e Nitrozellulosemembran sowie zwei ebenso groBe Filterpapier wurden kurz in dem Nass-
blotpuffer vorinkubiert und dann luftblasenfrei iibereinander gelegt. Da die Proteine durch SDS
negativ geladen sind, wandern sie zur Anode und es wurde dementsprechend zwischen Kathode
und Anode der Westernblotkammer folgende Anordnung gewéhlt: Filterpapier, Gel, Membran,
Filterpapier. Der Transfer erfolgte fiir 30 min bei 50 Volt. Nach erfolgreichem Transfer wurde
die Blotmembran zundchst 10 min in Magermilchlésung unter Schiitteln inkubiert, um unspezifi-
sche Bindungsstellen der Membran zu blockieren. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem
Primérantikdrper (1:500 verdiinnt in 5 %iger Magermilchlosung) auf einem Kippschiittler fiir
90 min bei Raumtemperatur. Um nicht gebundenen Primédrantikdrper zu entfernen, wurde die
Membran 5 x 5 min mit PBSB,, gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation mit dem Sekundéran-
tikdrper (1:3000 verdiinnt in PSBSBy.,) fiir 30 min. Ungebundener Sekundérantikdrper wurde an-
schlieBend durch erneutes Waschen der Membran (12 x 5 min mit PBSB,») entfernt. Fiir die De-
tektion der gebundenen Antikorper wurde die Membran 1 min mit der Chemilumineszenzldsung

inkubiert, kurz zwischen zwei Filterpapieren getrocknet und in eine Folie gelegt. In der Dunkel-
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kammer wurde ein Film auf die Folie aufgelegt, in einer lichtundurchlédssigen Filmkassette fiir

10 s belichtet und anschlieflend entwickelt.

2.3.10 Endotoxin-Entfernung
Triton X-114 : Octylphenoxypoly (ethyleneoxy) ethanol, SIGMA

Bevor SE im Mausmodell eingesetzt wurde, wurden potentiell vorhandene bakterielle Endotoxi-
ne aus der Proteinlosung entfernt. Dies geschah mittels Phasenseperation durch Triton X-114.
Bei einer Temperatur unter 20 °C dissoziieren die Lipopolysaccharide durch Triton X-114 vom
Protein in homogene Losung. Bei iiber 20 °C bindet Triton X-114 die hydrophoben Molekiile in-
klusive der dissoziierten Endotoxine und kann gemeinsam mit diesen abzentrifugiert werden. Zu
der aufkonzentrierten Proteinlosung wurde Triton X-114 in einer Endkonzentration von
1 % (v/v) gegeben. Das Gemisch wurde bei 4°C unter Riithren 30 min inkubiert, um eine homo-
gene Losung zu erzeugen. AnschlieBend wurde es 7 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert und
dann zentrifugiert (20 000 x g, 10 min, 25 °C). Der ganze Vorgang wurde einmal wiederholt und
anschlieend zum Nachweis der Endotoxinfreiheit der Probe ein LAL Test (s. 2.3.11) durchge-
fiihrt.

2.3.11 Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Test

Der LAL Test dient zum Nachweis der Endotoxinfreiheit einer Probe. Er wurde nach Endotoxin-
entfernung mit Triton X-114 vor der In-vivo-Applikation des Toxins SE durchgefiihrt. Das von
Pfeilschwanzkrebsen gewonnene Lysat aus gewaschenen Amobozyten (Blutzellen) enthilt Ko-
agulogen, das in Gegenwart von Endotoxinen zu Koagulin umgewandelt wird. Durch Selbstasso-
ziation von Koagulin bildet sich ein Gel aus. Wenn in unserer Probe im Unterschied zur Positiv-
kontrolle kein Gelclot entstand, konnte sie als endotoxinfrei angesehen werden. Bei In-vivo-Ex-

perimenten wurden lediglich endotoxinfreie Proteine eingesetzt.

Prinzip:
Endotoxi
Proenzym o » Koagulase
Koagula .
Koagulogen e » Koagulin
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2.3.12 Proteinaktivitatsbestimmung mittels Herring Sperm DNA
Puffer : 50 mM Natriumacetat pH 4.0 und 100 mM Kaliumchlorid

Die Proteinaktivititsbestimmung erfolgte mittels Herring Sperm DNA [68]. Bei dieser Methode
wurde die Glykosidaseaktivitdt von SE gemessen. 30 pmol des Proteins (v/v) wurden mit 10 pl
Herring Sperm DNA vermischt und mit dem kaliumchloridhaltigen Acetatpuffer auf ein Endvo-
lumen von 50 pl aufgefiillt. Das Gemisch wurde fiir 1 h bei 50 °C im Heizblock inkubiert. An-
schlieBend wurde es in ein Ultrazentrifugationsgefdl mit einer Ausschlussgrenze von 3 kDa
iiberfiihrt und zentrifugiert (4°C, 15000 x g, 45 min). Hierbei gelangt Adenin (m =~ 135 Da) durch
die Membran und die {ibrige DNA bleibt zuriick. Im Nanodrop wurde die Absorption des Filtrats
bei 260 nm, eine Wellenlénge bei der Nukleotide und auch die Nukleinbase Adenin ein Absorpti-
onsmaximum aufweisen, gemessen. Anhand einer Adeninkalibriergerade (Absorption als Funkti-
on der Adeninkonzentration) konnte die Adeninkonzentration der Probe ndherungsweise berech-

net werden.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kaultivierung von adhirenten Zellen

Kulturmedium :  Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose (4,5 g/l) mit
L-Glutamin, 1 % Penicillin / Streptomycin / Amphotericin B (A/A), 10
% Fetal Calf Serum (FCS)

Gelatinelosung : 0,1 % Gelatine in Wasser

Alle Zellen (s. 2.1.12) wurden in Zellkulturschalen unter sterilen Bedingungen bei einer konstan-
ten Temperatur von 37 °C, einem CO,-Gehalt von 5 % und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % kul-
tiviert. Die verwendeten Zellinien weisen alle ein adhédrentes Wachstum in Monolayern auf. Fiir
NIH-3T3 und HER-14 Zellen wurden die Kulturschalen zur besseren Haftung mit 0,1%iger Ge-
latine beschichtet. Hierzu wurde die Schale fiir mindestens 5 min mit Gelatineldsung inkubiert
und die Losung vor Zugabe der Zellen wieder abgesaugt. Die Subkultivierung der Zellen erfolgte
folgendermafBlen: Das Kulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen zweimal mit Dulbucco’s PBS
(ohne Calcium und Magnesium) gewaschen und dann mit 300 pl Trypsin-EDTA bei 37 °C inku-

biert bis sie sich vom Boden der Kulturschale geldst hatten. Die Zellen wurden in 2 ml PBS — zur
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besseren Vereinzelung der Zellen wurde hier PBS und nicht DMEM eingesetzt — resuspendiert

und dann 200 pl Zellsuspension in eine neue Kulturschale mit 10 ml frischem Medium iiber-

fihrt.

2.4.2 Zytotoxizititsassay

Im Zytotoxizititsassay wurde die Eigentoxizitit von Saponinen und Toxinen sowie deren Wirk-
samkeit in der Kombinationstherapie in vitro getestet. Hierzu wurde mit konfluenten Zellen gear-
beitet. Die Zellen wurden wie unter 2.4.1 beschrieben mit Dulbucco’s PBS gewaschen, trypsi-
niert und in PBS resuspendiert. Die Zellen wurden in einer Neubauerkammer gezéhlt und auf die
gewlinschte Menge mit Kulturmedium verdiinnt. AnschlieBend wurden 2000 (HER-14, NIH
3T3, TSA-EGFR) oder 4000 (CaSki, HeLa, SiHa) Zellen in je 100 pl Kulturmedium in die Ver-
tiefungen einer 96-Well-Platte ausgesit. Die Zellen wurden unter den in Abschnitt 2.4.1 beschrie-
benen Bedingungen inkubiert. Nach 24 h erfolgte die Zugabe des Toxins sowie des Saponins, je-
weils in Kulturmedium. Zunéchst erfolgte die Inkubation mit 180 pl Saponin (2 pg/ ml) und
10 min spéter die Zugabe von 20 pl SE oder SA2E in den Endkonzentrationen 0,0003—30 nmol.
Um die Eigentoxizitdt sowohl des Toxins als auch des Saponins zu testen, wurde die andere
Komponente jeweils durch Kulturmedium ersetzt. Die Zellkontrolle, bei der am Versuchsenden
die Zellzahl gleich 100 % gesetzt wurde, wurde lediglich mit 200 pl Kulturmedium inkubiert.
Nach einer Inkubationszeit von 72 h folgte die Auswertung mittels MTT-Assay (s. 2.4.3).

2.43 MTT Assay

MTT ¢ 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Formazan-Solubilizer : 205 ml Isopropanol, 25 ml 10% SDS, 20 ml 1M HCl

Der MTT-Assay dient dem Nachweis vitaler Zellen und wurde zur Auswertung der Zytotoxizi-
titsassays verwendet. Hierbei wird der gelbe wasserldsliche Farbstoff MTT durch Reduktion in
das wasserunlosliche blauviolette Formazan umgewandelt. Die Reduktion erfolgt vermutlich im
wesentlichen durch NADH und NADPH im Zytoplasma und teilweise durch mitochondriale
Succinat-Dehydrogenase (Berridge and Tan 1993), d. h. nur durch metabolisch aktive und somit
vitale Zellen. Zu den Zellen wurden ohne vorheriges Abpipettieren des Mediums 30 ul MTT
(5 mg/ml) gegeben. Nach zwei Stunden Inkubation bei 37°C wurden Medium und MTT abpipet-

tiert und das in den wells zuriickgebliebene Formazan durch Zugabe von 50 ul Formazan-Solubi-
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lizer unter Schiitteln geldst. Nach vollstindiger Losung wurde die Absorption der einzelnen Ver-
tiefungen im Mikroplatten-Photometer bei A = 570 nm bestimmt. Anhand der Absorption wurde
der Anteil der iiberlebenden Zellen bezogen auf die Zellkontrolle (100 %) und eine Negativkon-
trolle ohne Zellen (0 %) bestimmt und damit der Uberlebensindex als MaB der Vitalitiit berech-

net.

2.4.4 Echtzeit-Experimente mithilfe des Adcon Readers

Ein Zytotoxizititsassay mit der Kombinationstherapie aus Reinsaponinen und SE wurde sowohl
an ECV-Zellen als auch an HeLa-Zellen unter Echtzeit-Monitoring mittels Adcon-Reader durch-
gefiihrt. Das System beruht auf der Bestimmung von Impedanz, die mit Zelladhdsion und somit
Zellvitalitit korreliert. Es beinhaltet eine spezielle 96- Well-Platte mit im Plattenboden integrier-
ten Fingerkondensatoren. Diese Platte wird auf einer zugehdrigen Plattenstation (Adcon Reader)
im Zellinkubator befestigt, die mit einem analysierenden Computer verbunden ist. An einem an-
geschlossenen Monitor kann die Impedanz der einzelnen Wells direkt iiberwacht und die Ergeb-
nisse anschlieBend mit der zugehdrigen Software ausgewertet werden. Vor Start des Experiments
wurde der Adcon-Reader im CO2-Inkubator platziert, mit Netzgerét (power supply unit) und zu-
gehoriger Software verbunden. Die 96-Well-Platte mit 200 pl Kulturmedium / Well wurde auf
den Adcon-Reader geklemmt, wodurch der elektrische Kontakt zwischen Platte und Reader her-
gestellt wurde. Die Elektroden wurden einer Wechselstromspannung von + /— 1 mV bei einer fi-
xierten Frequenz von 10 kHz ausgesetzt und die Impedanz der einzelnen Wells wurde durch die
Software berechnet. Die Impedanz wurde dann adjustiert, das System pausiert und die 96- Well-
Platte zwecks Zugabe der Zellen wieder entnommen. Die Zellen wurden wie iiblich zweimal mit
PBS gewaschen, mit 300 pl Trypsin-EDTA bei 37°C inkubiert bis sie sich vom Plattenboden ge-
16st hatten, in 2 ml PBS resuspendiert, gezihlt, und mit Kulturmedium verdiinnt. Von HeLa-Zel-
len wurden 4000/8000/12000 und 16000/Well in je 50 ul Kulturmedium in die 96-Well-Platte
ausgesit. Von ECV-Zellen wurden 5000/ Well ausgesit. Die Platte wurde 45 min bei Raumtempe-
ratur stehen gelassen, damit die Zellen sich bei Start der Messung bereits am Wel/l/-Boden nieder-
gelassen hatten. Dann wurde die Platte wieder auf den Reader geklemmt und die Impedanzmes-
sung fortgefiihrt. Nach ca. 24 Stunden erfolgte die Zugabe von Saponin und im Falle der HeLa-
Zellen auch von SE. Hierzu wurde die Messung pausiert und die 96- Well-Platte entnommen. Das

Medium wurde abpipettiert, es erfolgte zunédchst die Inkubation mit 180 pl Saponin (1,5 pg/ ml
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in Kulturmedium) und 10 min spéter die Zugabe von 20 ul SE in den Endkonzentrationen 0,003—
3 nmol. Um die Eigentoxizitdt sowohl des Toxins als auch des Saponins zu testen, wurde die an-
dere Komponente in diesen Wells jeweils durch Kulturmedium ersetzt. Die Zellkontrolle wurde
lediglich mit 200 pl Kulturmedium inkubiert. Nach Zugabe von SE wurde die Platte wieder auf
die Station geklemmt und die Impedanzmessung fortgefiihrt. Im Falle der HeLa-Zellen wurde
das Experiment fiir eine Gesamtdauer von ca. 144 und im Falle der ECV-Zellen fiir eine Gesamt-

dauer von ca. 26 Stunden durchgefiihrt.

2.5 Phytopharmakologische Methoden

2.5.1 Saponin-Agarosegelelektrophorese
TAE-Puffer : 40 mM Tris, 5 mM Natriumacetat, | mM EDTA, pH 7,2

Die Auftrennung des Saponingemischs SA erfolgte nach Thakur et al. durch Gelelektrophorese
[69]. Es wurden 40 mg SA in 95 %iger Glycerollosung geldst und in einem 1%igen Agarosegel
in einzelne Saponinfraktionen aufgetrennt. Hierzu wurden je 100 pul in die Geltaschen pipettiert.
Nach durchgefiihrter Elektrophorese (1000 mA, 120 V, 50 min) erfolgte eine Aufnahme des Gels
unter UV Licht bei 258 nm, da Saponine bei dieser Wellenlinge eine Eigenfluoreszenz aufwei-
sen. Die isolierten Saponinfraktionen wurden mit dem Gel exzisiert und zuriickgewonnen. Hier-
zu wurde das Gel im Zellhomogenisator zerkleinert und in 12 ml Methanol (70 %) UN gedreht.
Anschliefend wurde das Gel-Methanol-Gemisch gefiltert, das Volumen des Filtrats durch Ver-

dampfung auf 1 ml reduziert und dann gefriergetrocknet.

2.5.2 Saponin Diinnschichtchromatographie

Mobile Phase :  Buthanol, Essigsdure 100 %, Wasser (Verhiltnis 4/1/5)

Stationiire Phase :  Kieselgel 60 F 254 auf Alufolie (Merck)

Spriihreagenz :  Anisaldehyd 0,5 ml, Essigsdure 100 % 15 ml, Methanol 85 ml, 5 ml
Schwefelsdure

Von je 10 pl Filtrat (s. 2.5.1) wurde nach Verdampfen des Methanols eine Diinnschichtchromato-
graphie durchgefiihrt, um die Anwesenheit von Saponin zu priifen. 10 pl des jeweiligen Filtrats
der Fraktionen wurden auf eine gemeinsame Startlinie der Kieselgelplatte aufgetragen. Als Ne-

gativkontrolle diente eine Probe aus einem Abschnitt des Agarosegels ohne Saponin, die der glei-
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chen Prozedur unterlag wie die Saponine. Zum Vergleich wurde SA (in Wasser geldst) aufgetra-
gen. Die Platte wurde senkrecht in eine geschlossene Chromatographiekammer mit dem Flief3-
mittel gestellt. Kurz bevor die FlieBfront das obere Plattenende erreicht hatte, wurde die Platte
der Kammer entnommen und getrocknet. Die Banden konnten durch das Spriihreagenz und an-

schlieBendes Erhitzen (105 °C, 3 min) sichtbar gemacht werden.

2.6 Ex-vivo-Methoden

2.6.1 Himolyseaktivititsbestimmung der Saponine

Um das hidmolytische Potential der Reinsaponine mit dem des Saponingemischs SA zu verglei-
chen, wurden Hédmolysetests modifiziert nach Oguiura et al. [70] durchgefiihrt. Zunichst erfolg-
te die Abnahme von Vollblut in einem EDTA Rdéhrchen (BD Vacutainer System). AnschlieBend
wurde die Probe zentrifugiert (440 x g, 4 °C, 10 min) und das Plasma abpipettiert. Das Erythro-
zytenkonzentrat wurde vorsichtig mit 10 ml NaCl 0,9% resuspendiert. Es erfolgte eine erneute
Zentrifugation (440 x g, 4 °C, 10 min). Der Uberstand wurde abpipettiert und der Waschschritt
anschliefend noch einmal wiederholt. Dann wurde eine 4 %ige Erythrozytenlosung in NaCl
(0,9 %) hergestellt und davon 150 pl/well in eine Mikroplatte pipettiert und mit je 50 pl ver-
schiedener Saponinkonzentrationen 30 min bei 37 °C inkubiert. Als Positivkontrolle diente Tri-
ton X-100 (0,1%), als Negativkontrolle isotonische Natriumchloridlosung. Bei stattgefundener
Himolyse tritt Himoglobin ins Plasma iiber, was optisch durch eine Rotfirbung des Uberstands
nach Zentrifugation festgestellt wird und iiber Absorption gemessen werden kann. Nach der In-
kubation wurde die Mikroplatte 10 min bei 800 x g zentrifugiert. Je 100 pl des Uberstands wur-
den auf eine andere Mikroplatte tiberfiihrt und die Absorption der einzelnen wells im Mikroplat-
tenphotometer bei A =405 nm gemessen. Da die Absorption teilweise zu hoch fiir die Bestim-
mung war, wurde der Uberstand in einem weiteren Schritt 1 : 5 verdiinnt. Die prozentuale Hi-
molyse wurde berechnet als [(A4.9s5um Saponin —A49sum NaCl) / (Assum Triton X-100— A4psum NaCl)]
x 100.
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2.7 In-vivo-Experimente

Die Versuche wurden unter der Genehmigungsnummer G0260/10 des Landesamtes fiir Gesund-
heit und Soziales (LAGeSo) Berlin durchgefiihrt. Sie erfolgten streng nach dem im genehmigten
Tierversuchsvorhaben ,,Priifung einer Kombination von Saponinen und Fusionsproteinen zur Tu-
mortherapie in Mausmodellen* ausgearbeiteten Versuchsplan. Die Versuche wurden an 6—8 Wo-
chen alten BALB/c oder CD1 nu/nu Méausen durchgefiihrt. Die Méduse wurden unter Standardbe -
dingungen von Temperatur (21-24 °C), Luftfeuchtigkeit (40-60%) und 12-Stunden-hell-dunkel-
Zyklen in sterilisierten Plexiglaskéfigen gehalten und hatten freien Zugang zu Futter und Wasser.

Nach Ankunft hatten sie vor Versuchsstart mindestens eine Woche Akklimatisierungszeit.

2.7.1 Toxizitatsbestimmung von SO-1861 und SO-1731 in vivo

SO-1861 und SO-1731 wurden in vivo nach erfolgreichem Einsatz in der Zellkultur zunéchst auf
ihre Eigentoxizitit an BALB/c Miusen getestet. Hierzu wurde je einer Kleingruppe von 3 Méu-
sen das Saponin SO-1861 oder SO-1731 in 100 ul PBS an Tag 1 und Tag 15 des Versuchs subku-
tan injiziert. Die erste Stunde nach Injektion wurden die Mause permanent, die weiteren 6 Stun-
den nach Injektion engmaschig, beobachtet. AnschlieBend wurden sie tiglich gewogen und hin-
sichtlich Auffalligkeiten von Erscheinungsbild und Verhalten beobachtet (struppiges Fell, verin-
dertes Fressverhalten, Isolierung, Apathie, gesenkter Kopf etc.). Die Méuse, bei denen aufgrund
ihres Verhaltens ein zu hoher Leidensdruck vermutet wurde, um den Versuch fortzusetzen, wur-
den aus dem Versuch entnommen und euthanasiert.

Wochentlich wurde den Méusen alternierend submandibuldr Blut entnommen. Das entnom-
mene Blutvolumen betrug 7,5-10 % der zirkulierenden Blutmenge und der einzelnen Maus wur-
de durch die alternierende Blutentnahme eine Erholungszeit von 2 Wochen gewéhrt [71]. Da fiir
Triterpensaponine insbesondere hepatotoxisches Potential beschreiben wurde (s. 1.3), wurden die
Enzyme AST, ALT und GLDH bestimmt, um Leberzellschdden zu erkennen. Auch die Plasma-
kreatininkonzentration wurde ermittelt, um starke Nierenfunktionseinschrankungen ausschlieen
zu konnen. Die Bestimmung der Enzymwerte erfolgte hierbei mithilfe des Analysegerits Cobas
8000 von der Firma Roche.

AuBerdem wurden Urinkontrollen 24 h nach Saponingabe mit anschlieBendem Urinquicktest

durchgefiihrt, um Verfarbungen und freies Himoglobin zu erkennen und Hinweise auf eine Ha-
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molyse zu erhalten. Hierzu wurde die Maus bis zum Urinabgang auf eine glatte saubere Unterla-
ge gesetzt, von der der Urin anschlieBend pipettiert wurde.

Nach Beendigung des Versuchs nach 28 Tagen erfolgte die histologische Auswertung des Le-
berparenchyms (s. 2.8, Tab. 6).

2.7.2 Kombinationstherapie im syngenen Tumormodell

Die beiden Reinsaponine SO-1861 und SO-1731 wurden in der Kombinationstherapie an
BALB/c Méusen getestet. Hierzu wurde den Méusen subkutan ein Tumor aus TSA-EGFR-Zellen
(1,25 x 10° Zellen in 100 ul PBS) in der rechten Flanke induziert. Sobald ein solider Tumor pal-
pabel war, wurde die Therapie begonnen. Die Substanzen wurden in je 100 ul PBS appliziert. Da
beschrieben wurde, dass eine Prdinkubation mit Saponinen den Verstirkereffekt in vivo erhoht
[72], wurde das Saponin eine Stunde vor Injektion des Toxins verabreicht. Um Entziindung und
Haarverlust an der Injektionsstelle zu vermeiden [22], wurde das Saponin subkutan in die
Nackenfalte und SE subkutan in die Flanke in die unmittelbare Umgebung des Tumors injiziert.
Die Kontrollgruppe erhielt jeweils lediglich 100 pl PBS. Ein Versuch dauerte 28 Tage und bein-
haltete 8 Therapieeinheiten. Die Miuse erhielten die Therapie alternierend alle drei oder alle vier
Tage. Méuse, bei denen aufgrund eines Tumorscores > 5 (Tab. 5) eine Weiterbehandlung nicht
vertretbar war, wurden vorzeitig aus dem Versuch entnommen. Das Tumorwachstum sowie das
Gewicht der Méuse wurden tdglich kontrolliert.

Sobald moglich wurde der Tumor alle zwei Tage und dann postmortal mit einem digitalen
Messschieber gemessen und das Volumen mit der Formel (71/6) x(Ldnge x Breite)" berech-
net. Die Tumorform wird hierbei als Halbellipsoid angenommen und die Formel ermdglicht die
Berechnung der TumorgroBle bei nur zwei gegebenen Dimensionen [73]. Der Versuch wurde
durch Euthanasie der Miuse mit einer Uberdosis Isofluran beendet. Tumoren und Organe wur-
den prépariert und gewogen, in Formalin (10 %, gepuffert) fixiert und anschliefend paraffiniert.
Blutentnahmen erfolgten nicht, da die /n-vivo-Toxizitdt der Reinsaponine mit der von SA zu ver-
gleichen ist (s. 3.4.1.1) und somit auch in der Kombinationstherapie hinsichtlich Organschiden
von einem vergleichbaren Effekt der getesteten Saponine auszugehen ist. Auf diese Weise wurde,
wie im Tierversuchsantrag zuvor festgelegt, unnotiger Stress der Mause vermieden. Es erfolgte
postmortal in Kooperation mit ,,Pathodiagnostik Berlin* (Prof. Diirkop) die histologische Aus-
wertung von Leberparenchymschiden (Tab. 6).
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2.7.3 Auswahl und Etablierung eines geeigneten Xenotransplantatmodells

Als Xenotransplantat wurden etablierte humane Zervixkarzinomzelllinien eingesetzt, die durch
Uberexpression von EGFR unserer zielgerichteten Therapie zuginglich sind [62]. Die drei Zell-
reihen CaSki, Hela und SiHa wurden parallel je einer kleinen Gruppe von 3 CD1 nu/nu Miusen
injiziert und das anschlieBende Tumorwachstum {iber 30 Tage verglichen. Es wurden je 3 x 10°
Zellen in 200 ul PBS in die rechte Flanke verabreicht. Gewiinscht fiir die Tumortherapie war ein
kontinuierliches, midfiges Wachstum, das einerseits einen gut tastbaren Tumor, andererseits ein

Uberleben der Kontrollgruppe bis zum Versuchsende gewihrleistet.

2.7.4 Kombinationstherapie im Xenotransplantatmodell

Die Kombinationstherapie der Nacktmduse erfolgte mit SE und SA. SA wurde hier gewihlt, weil
es bereits einen guten synergistischen Effekt in der Kombinationstherapie bei tumortragenden
BALB/c Miusen gezeigt hatte [22], und weil die Behandlung mit Reinsaponinen in dieser Dok-
torarbeit erst etabliert werden musste. Das Therapieschema wurde gemél des Tierversuchsan-
trags von vorangegangenen Versuchen mit BALB/c-Mausen libernommen [22]. Den Maiusen
wurde subkutan ein Tumor aus Hela-Zellen (3 x 10°in 200 pl PBS) in der rechten Flanke indu-
ziert. Sobald ein solider Tumor tastbar war, wurde die Kombinationstherapie begonnen. Zunichst
wurde SA (30 pg in 100 ul PBS) subkutan in die Nackenfalte injiziert. Eine Stunde spéter erfolg-
te die Injektion von SE (0,1 pg in 100 pl PBS) subkutan in die rechte Flanke in Tumornéhe. Der
Kontrollgruppe wurden jeweils lediglich 100 pl PBS injiziert. Abschnitt 2.7.2 sind Begriindun-
gen zu Lokalisation und zeitlichen Abstand der Substanzapplikationen zu entnehmen. Ein Ver-
such dauerte 30 Tage und beinhaltete acht Therapieeinheiten, die alternierend alle drei oder vier
Tage erfolgten. Berechnung der Tumorgrofle, Abschitzung des Leidensdrucks sowie Beendigung

des Versuchs erfolgte wie unter 2.7.2 beschrieben.

Tabelle 5: Score Sheet erwarteter versuchsbedingter Symptome inklusive Body Score

Symptome Body Score Score
Kein tastbarer Tumor (}"‘9 0
und Body Score BSC3 (

-

\
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Tumor <5 mm

und Tumor verschiebbar

und keine Ulzeration, keine Automutilation des Tumors
und Body Score BSC3

Kein tastbarer Tumor
und Body Score BSC4

Kein tastbarer Tumor
oder Tumor <5 mm
und Body Score BSC2

Tumor > 5 mm und < 10 mm

und Tumor verschiebbar

und keine Ulzeration, keine Automutilation des Tumors
und Body Score BSC3

Tumor > 5 mm und < 10 mm

und Tumor verschiebbar

und keine Ulzeration, keine Automutilation des Tumors
und Body Score BSC2

Tumor > 10 mm und < 15 mm

und Tumor verschiebbar

und keine Ulzeration, keine Automutilation des Tumors
und Body Score BSC3

und Haarverlust < 1 cm?

Tumor > 10 mm und < 15 mm

und Tumor verschiebbar

und keine Ulzeration, keine Automutilation des Tumors
und Body Score BSC2 oder/und Haarverlust > 1 cm?

Tumor > 15 mm

oder Tumor nicht verschiebbar
oder Tumorulzeration

oder Automutilation des Tumors
oder Body Score BSCI

oder Rezidiv unabhingig von der Grofie, sofern mehr als 14 Tage nach

derletzten Behandlung vergangen sind und keine sofortige erneute Be-

handlung vorgesehen ist

=0

o
N
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2.8 Histopathologische Methoden

2.8.1 Fixierung der Organe in Formalin und Einbettung in Paraffin
Nach der Priparation wurden die Organe und Tumoren der Méuse in Einbettkassetten 24—48 h in
10 % neutral gepuffertem Formalin (4 % Formaldehyd) fixiert. Danach wurden sie mit destillier-
tem Wasser gewaschen und mithilfe eines Automaten entwissert und paraffiniert.

Formalin sorgt fiir die Quervernetzung von Proteinen und verhindert auf diese Weise dessen
Zerfall. Mithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe wird das Gewebe entwissert und dann eine
Zeit lang in dem Intermedium Xylol inkubiert, das sich sowohl mit Ethanol als auch mit Paraffin

vermischt und letztendlich durch fliissiges Paraffin ersetzt wird.

2.8.2 Entwisserung und Paraffin-Infiltration im Infiltrationsautomat
(Citadel 1000)

* 60 min Ethanol, 70 % in aqua dest., Nr. 1
* 60 min Ethanol, 70 % in aqua dest., Nr. 2
* 60 min Ethanol, 80 % in aqua dest., Nr. 1
* 60 min Ethanol, 80 % in aqua dest., Nr. 2
* 60 min Ethanol, 96 % in aqua dest., Nr. 1
* 60 min Ethanol, 96 % in aqua dest., Nr. 2
e 120 min Ethanol, 100 %, Nr. 1

e 120 min Ethanol, 100 %, Nr. 2

* 1 h Xylol, Nr. 1

* 2 h Xylol, Nr. 2

* 4 h Paraffin, 55 °C-65 °C, Nr. 1

e 8-16 h Paraffin, 55°-65°C, Nr. 2

Nach dem Paraffinieren wurden die Organe eingeblockt. Hierzu wurden sie in Gieflformen gelegt
und die Form mit heilem Paraffin gefiillt. Die Einbettkassette wurde als Trager aufgesetzt und
der Block konnte nach Erkalten des Paraffins aus der Form gel6st werden. Mit einem Schlitten-
mikrotom wurden dann vom gekiihlten Block 4 pm dicke Schnitte erstellt. Die Schnitte wurden
anschliefend in ca. 42 °C warmem Wasser geglittet und auf Objekttrager aufgezogen. Die

Schnitte wurden im Referenzzentrum fiir Lymphom- und Hé@matopathologie ,,Pathodiagnostik
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Berlin® mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt und von Herrn Professor Diirkop histologisch begutach-

tet. Das Leberparenchym wurde den in Tabelle 6 aufgefiihrten Graden zugeordnet.

Tabelle 6: Grade der Leberparenchymschddigung

Grad Leberarchitektur

0 Normales Leberparenchym ohne Verdnderungen

1 Geringe toxische Verdnderungen,
ggf. wenige Einzelzellnekrosen, Epithelregeneration

2 Kleinere Gruppenzellnekrosen

GroBere Nekrosen bis hin zur Totalnekrose
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3 Ergebnisse

3.1 Wahl des geeigneten Toxins fiir die Kombinationstherapie

3.1.1 Instabilitit von SA2E

SAZ2E lasst durch seinen molekularen Adapter eine hohere Aktivitdt erwarten als das sonst identi-
sche Toxin SE (s. 1.2.1.3) und sollte deshalb urspriinglich bevorzugt in der Kombinationsthera-
pie eingesetzt werden. Nach Expression und Aufreinigung von SA2E fielen stets grof3e, haufig
sogar dquivalente oder grofere Mengen des Spaltprodukts Saporin (optisch im Westernblot be-
stitigt, Abb. 7) an, die sich auch mithilfe eines Ultrazentrifugalfilters mit einem MWCO von
30 kDa nicht entfernen lieBen. Die korrekte Nukleotidsequenz der fiir SA2E kodierenden DNA
konnte mittels Sequenzierung (s. 2.2.3) bestétigt werden.

Durch Anderungen der Expressions- und Aufreinigungsbedingungen wurde im Folgenden
versucht, die Stabilitdt des Adapterproteins zu erhohen. Um die Temperatur wihrend des Expres-
sions- und Aufreinigungsprozesses moglichst gering zu halten, in der Hoffnung, die Proteaseakti-
vitit der Bakterien zu vermindern, wurde die Expression in Arctic Express Zellen (s. 2.3.2) und
die Aufreinigung im Kiihlraum bei 4 °C durchgefiihrt. Der Aufschluss der Bakterienzellen er-
folgte mittels French Press iber Hochdruck und nicht wie zuvor iiber Ultraschall, der trotz Kiih-
lung zu deutlicher Erwdrmung der Probe gefiihrt hatte. Das Anfallen des Spaltproduktes Saporin
lieB sich hierdurch nicht vermindern. Auch der Einsatz von Proteaseinhibitoren zeigte keinen
langfristigen Erfolg. Zwar konnte die Spaltung von SA2E zunéchst vermindert werden, aber be-
reits nach der Entsalzung der entsprechenden Fraktionen war ein Grof3teil des Adapterproteins zu
Saporin abgebaut worden.

In weiteren Versuchen wurde die NiNTA- Affinitdtschromatographie (s. 2.3.3) durch eine An-
ionenaustauschchromatographie (s. 2.3.4) ersetzt, mit der Hoffnung, dass SA2E und Saporin in
unterschiedlichen Fraktionen eluiert werden. Doch nach der Elution zeigte sich in allen Fraktio-
nen mit SA2E auch ein entsprechendes Spaltprodukt. Abbildung 8 zeigt den Vergleich von dem
in seinem Reinheitsgrad hochsten SA2E und SE, jeweils nach Endotoxinentfernung. Die hohere
molekulare Masse von SA2E gegeniiber SE resultiert aus dem in SA2E zusitzlich vorhandenen

Adapter.
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Aufgrund der hier beschriebenen Instabilitidt von SA2E und da davon auszugehen ist, das Sa-
ponine genau wie auch der molekulare Adapter den Austritt des Toxins aus den Endosomen un-
terstlitzen (s. 1.3), wurden sdmtliche Kombinationstherapien aus chimdrem Toxin und Saponin in

dieser Arbeit mit dem stabilen Toxin SE durchgefiihrt.

45kDa =—)p

35kDa =—p 35kDa = ”

25kDa —Ppp '
SA2E SE
Abbildung 7: Westernblot mit SA2E und Abbildung 8: SA2E und SE nach Aufreini-
Spaltprodukt. Akl = a-Saporin, Ak2 = GAR* gung und Endotoxinentfernung, aufgetrennt

im Coomassie gefirbten SDS-Gel

3.1.2 Allgemeine Vorbemerkungen zum Einsatz von SE

Die Toxizitdt von SE und seine EGFR-spezifische Wirkung auf Zielzellen wurden bereits nach-
gewiesen [62]. In allen Experimenten mit Verwendung von SE wurden ausschlieBlich Proteinto-
xine eingesetzt, die eine Reinheit von mindestens 90 % aufwiesen (wie iiber Farbung mit Com-
massie ermittelt wurde) und eine Freisetzung von mindestens 400 pmol Adenin pro pmol Toxin
pro Stunde bewirkten (s. 2.3.12). Bei den In-vivo-Experimenten wurden ausschlieBlich endo-

toxinfreie Toxine eingesetzt (s. 2.3.10).

3.2 Reinsaponine in der Zellkultur

3.2.1 Effekt der Kombinationstherapie auf die Zelllinie TSA-EGFR

Die beiden Reinsaponine SO-1861 und SO-1731 wurden in Kombination mit SE an der Maus-
zelllinie TSA-EGFR, die spiter im In-vivo-Experiment eingesetzt wurde (s. 3.4.2), zunéchst in
der Zellkultur im Zytotoxizitdtsassay (s. 2.4.2) getestet. Die Saponine wurden in der Konzentra-
tion 2 pg/ml eingesetzt und SE in Konzentrationen von 0,0003-30 nM. Die Auswahl der Kon-
zentrationen basiert auf vorangegangenen Experimenten in unserer Arbeitsgruppe mit SE und
dem Saponingemisch SA, bei denen in dem gewihlten Bereich die halbmaximale Toxizitét

(50 % Zelliiberleben) sowohl des Toxins als auch der Kombinationstherapie ermittelt und somit
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der Verstirkungsfaktor genau berechnet werden konnte. Eine Konzentration von 2 pg/ml von
SO-1861 und SO-1731 hatte sich zuvor als eindeutig untoxisch fiir die Zellen erwiesen. Abbil-
dung 9 zeigt die Wirkung von SE allein und die Wirkung der Kombination bei verschiedenen
SE-Konzentrationen. Die Kombination der beiden Substanzen zeigte sich toxisch in Konzentra-
tionen, in denen die Einzelsubstanzen keine Toxizitdt aufwiesen. Hier lag also ein eindeutig syn-
ergistischer Effekt vor. Der zytotoxische Effekt von SE auf die Zielzellen wurde durch die Sapo-
nine mehr als 100 000 fach verstirkt: Bei der alleinigen Gabe von SE zeigt dieses sich auch bei
einer Konzentration von 30 nM untoxisch auf die Zellen, wohingegen es in der Kombination mit
sowohl SO-1861 als auch SO-1731 bis zu einer Konzentration von 0.0003 nM mehr als 60% der
Zellen abtdtet. Die hohe Wirksamkeit der beiden Reinsaponine als Verstiarker des Toxins SE wur-
de dadurch bewiesen. Aufgrund einer zu diesem Zeitpunkt begrenzten Menge aufgereinigter Sa-
ponine wurde auf erneute Versuche zur Ermittlung des exakten Verstirkungsfaktors verzichtet,

zumal der Schwerpunkt der Arbeit auf der Entwicklung einer Behandlungsstrategie in vivo lag.
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Abbildung 9: Zytotoxizitit des zielgerichteten Toxins SE allein und in Kombination mit den Reinsaponi-
nen SO-1861 (A) und SO-1731 (B) auf TSA-EGFR-Zellen. Die ausgesdte Zellzahl betrug 2000 und die
Toxinkonzentrationen 0,0003-30 nM. Das jeweilige Saponin wurde in der Konzentration 2 ug/ml einge-
setzt, die sich zuvor als eindeutig untoxisch fiir die Zellen erwiesen hatte. Die Zellen wurden 48 h mit SE
oder SE / Reinsaponin inkubiert. Dann wurde der Anteil iiberlebender Zellen in Bezug zu unbehandelten
Zellen mittels MTT-Assay (s. 2.4.3) ermittelt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus 3 unabhdngigen
Messungen in Vierfachbestimmung. Die Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichungen vom
Mittelwert.
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3.2.2 Echtzeit-Experimente

Im Adcon Reader (s. 2.4.4) wurden auf einer speziellen mit Goldfilmelektroden versehenen 96-
Well-Platte verschiedene Zellassays durchgefiihrt, um Kinetik von Zellproliferation und Zelltod
erstmalig in Echtzeit zu untersuchen. Der kontinuierlich iiber einen Zeitraum von je nach Experi-
ment 26—144 h gemessene Wechselstromwiderstand (Impedanz) korreliert mit der Zellvitalitit.

Um die richtige Zellzahl fiir den Zytotoxizititsassay zu bestimmen, wurden zunéchst ver-
schiedene Zellzahlen ausgesit und deren Proliferationsverhalten miteinander verglichen. Abbil-
dung 10 zeigt die standardisierte Impedanz in Abhéngigkeit von der Zeit. Nach 24 Stunden wur-
de das Nédhrmedium der Zellen durch neues ersetzt und hierzu die Messung pausiert, was sich
auf der Abbildung in Form eines Peaks zeigt. Der Medienwechsel wurde durchgefiihrt, um die
gleichen Grundbedingungen wie fiir den bevorstehenden Zytotoxizititsassays herzustellen, bei
dem ebenfalls nach 24 Stunden das alte Ndhrmedium gegen neues mit den entsprechenden Sub-
stanzen ausgetauscht werden sollte (vgl. Abb. 12).

Bei einer Ausgangskonzentration von 4000 Zellen/Well zeigte sich die Impedanz und somit
die Zellzahl nach zunichst kontinuierlicher Proliferation- bis zu 140 Stunden nach Experiment-
beginn stabil, wohingegen hohere Ausgangskonzentrationen bereits nach 80 Stunden zu Impe-
danzabnahme und somit beginnendem Zelltod fiihrten. Aufgrund dieses Ergebnisses wurden
4000 Zellen/Well als Ausgangskonzentration fiir Zytotoxizitdtsassays fiir die Impedanzmessung

ausgewdhlt.
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Abbildung 10: Proliferationsprofil verschiedener HelLa-Zellzahlen. Ausgesdt wurden 4000, 8000, 12000
und 16000 Zellen. Es erfolgte eine Impedanzmessung mithilfe des Adcon Readers (s. 2.4.4).Vor Zugabe
der Zellen wurde das System adjustiert und die Impedanz gleich Null gesetzt. Die Impedanz wurde konti-
nuierlich tiber 144 h aufgezeichnet. Die dargestellten Kurven ergeben sich aus Mittelwerten von Vier-
fachbestimmungen.

Um Auskunft iiber die Eigentoxizitidt von SO-1861 in Echtzeit zu erhalten, wurden ECV304-
Zellen mit diesem Saponin in den Konzentrationen 1, 2, 3, 5 und 10 pg/ml inkubiert (Abb. 11).
Als Positivkontrolle diente Digitonin — von dem bekannt ist, dass es die Permeabilisierung von
Zellmembranen bewirkt — in der Konzentration 40 pg/ml. Da die meisten Experimente zum
Wirkmechanismus von Saponinen in unserer Arbeitsgruppe mit ECV304-Zellen durchgefiihrt
wurden (vgl. [30, 31, 64]), wurde diese Zelllinie auch fiir dieses Experiment ausgewéhlt. Der Ef-
fekt der verschiedenen Konzentrationen von SO-1861 sowie von Digitonin auf die Zellen ist Ab-
bildung 11 zu entnehmen. In den beschriebenen Konzentrationen zeigte SO-1861 keinen toxi-
schen Effekt auf die Zellen, was sich in einer unverdanderten Zunahme der Impedanz &uf8ert. Das
membranpermeabilisierende Saponin Digitonin hingegen fiihrte in der eingesetzten Konzentrati-

on von 40 pg/ml zu einer drastischen Impedanzabnahme.
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Abbildung 11: Effekt von SO-1861 in den Konzentrationen 1, 2, 3, 5 und 10 ug/ml auf ECV-304 Zellen.
Die ausgesdte Zellzahl betrug 4000. SO-1861 sowie Digitonin wurden nach 24stiindiger Zellproliferation
zugegeben. Zeitpunkt Null ist der Zeitpunkt, an dem die Komponenten zugegeben wurden. Es erfolgte
eine kontinuierliche Impedanzmessung mithilfe des Adcon Readers (s. 2.4.4) iiber einen Zeitraum von

80 min. Die dargestellten Kurven ergeben sich aus Mittelwerten von Vierfachbestim-mungen sowie den
zugehorigen Standardabweichungen.

Des Weiteren wurde ein Zytotoxizititsassay (s. 2.4.2) mit SO-1861 und SE an HeLa-Zellen
durchgefiihrt, um den Effekt der Kombinationstherapie in Echtzeit zu verfolgen. Hierbei wurde
SO-1861 in der Konzentration 2 ng/ml eingesetzt, bei der das Saponin allein keinen Effekt auf
die Zellen hat (vgl. Abb. 11). SE wurde allein und in der Kombination mit SO-1861 in den Kon-
zentrationen 0,003, 0,03 und 3 nM getestet. Abbildung 12 zeigt die standardisierte Impedanz in
Abhiéngigkeit von der Zeit. 100 % ist hierbei der Impedanzwert vor Zugabe der Substanzen. SE
allein zeigte in den drei eingesetzten Konzentration keinen von der Kontrolle abweichenden Ef-
fekt auf die Zellen. Hier kam es zunéchst zu einer Impedanzzunahme und dann zu gleichbleiben-
der Impedanz bis zu 120 h nach Substanzzugabe. Die Kombination aus 3 nM SE und SO-1861
zeigte sich sehr toxisch und fiihrte zu einer schnellen und drastischen Impedanzabnahme, die be-
reits nach 12 h weniger als 20 % betrug. Die Kombinationen aus 0,03 und 0,003 nM mit
SO-1861 fiihrten zu allméhlicher Impedanzabnahme innerhalb von 120 h.
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Abbildung 12: Effekt des chimdren Toxins SE und des Saponins SO-1861 (Sap) auf Hela Zellen
(4000/well). Es wurden anfinglich 4000 Zellen ausgesdt und es erfolgte eine Impedanzmessung mithilfe
des Adcon Readers (s. 2.4.4). Zeitpunkt 0 h definiert den Zeitpunkt, an dem die Komponenten zugegeben
wurden. SE wurde in den aufgefiihrten Konzentrationen allein und in Kombination mit SO-1861
(2 ug/ml) getestet. Die Impedanz wurde kontinuierlich tiber 144 h aufgezeichnet. Die dargestellten Kur-
ven ergeben sich aus Mittelwerten von Vierfachbestimmungen.

Ein interessanter aus Abbildung 12 zu entnehmender Effekt ist die anfingliche Impedanzzu-
nahme nach Zugabe von Toxin und Saponin. Dies konnte sowohl morphologische Verdnderung
als auch zeitweilige Proliferationsszunahme der Zellen bedeuten (eine Diskussion dariiber ist in
Abschnitt 4.5 zu finden). Um eine mogliche Proliferationsszunahme festzustellen, wurde nach
den Echtzeitmessungen eine Messreihe mit MTT-Endpunkt-Assays (s. 2.4.3) durchgefiihrt, bei
der HeLa-Zellen in sechs 96-Well-Platten mit SE und SO-1861 behandelt wurden. Nach 6, 12,
48, 60, 72 und 96 h wurde mit jeweils einer Platte der MTT-Assay durchgefiihrt. Abbildung 13
zeigt den Effekt von SE in den Konzentrationen 0,03, 0,003 und 0,0003 nM in Kombination mit
SO-1861 zu den beschriebenen Zeitpunkten. Bereits innerhalb der ersten 6 h kam es bei allen
drei gewdhlten SE-Konzentrationen in der Kombinationstherapie zur Reduktion der Zellzahl um
> 10 %. Die etwas hohere Effektivitdt der Therapie im Vergleich zur Echtzeitmessung erklart

sich durch die Verwendung eines anderen, frisch hergestellten SE. Die gemessene Abnahme der
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Zellzahl bereits in den ersten 6—12 h im MTT-Assay legt nahe, dass die Zunahme der Impedanz

auch bei der Echtzeitmessung nicht auf Zellproliferation zuriickzufiihren ist.

== 0,03 nM SE + SO-1861
= 0,003 nM SE + SO-1861
=& 0,0003 nM SE + SO-1861

Zelliiberleben [%]

Zeit [h]

Abbildung 13: Effekt der Kombinationstherapie aus SE und SO-1861 auf HeLa Zellen bestimmt durch
MTT-Endpunkt-Assays. Zu jedem Zeitpunkt wurde ein MTT-Assay mit einer anderen Mikroplatte durch-
gefiihrt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus einer Vierfachbestimmung. Die Fehlerbalken reprd-
sentieren die Standardabweichungen vom Mittelwert.

3.3 Hamolyseaktivititsbestimmung von SO-1861 und SO-1731 ex vivo

Die Hamolyseaktivitit der Reinsaponine SO-1861 und SO-1731 wurde mit derjenigen des Sapo-
ningemischs SA in einem selbst etablierten Hamolyseassay (s. 2.6.1) verglichen. Humane 4%ige
Erythrozytenlosung wurde hierbei jeweils 30 min mit einer der drei Substanzen inkubiert. Da die
Saponine fiir den Einsatz im Tierversuch eingewogen werden, wurden hier die gleichen Saponin-
massen verglichen. Eingesetzt wurden sechs verschiedene Konzentrationen von 3,91 pg/ml—
125 pg/ml. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 und Abbildung 15 dargestellt. Die drei Saponi-
ne weisen, wie insbesondere sehr gut aus Abbildung 14 zu entnehmen ist, ein vergleichbares Hé-
molyseprofil auf. Bei allen drei Saponinen tritt Himolyse bei einer Konzentration zwischen 7,81
und 15,63 pg/ml ein: Wéhrend nach Inkubation mit 7,81 pg/ml noch keine Himolyse stattgefun-
den hatte, waren durch eine Konzentration von 15,63 pg/ml bereits 32 % der Erythrozyten im
Falle von SO-1731 und 64 bzw. 74 % im Falle von SA und SO-1861 lysiert worden. SO-1731
wirkte geringfiigig weniger hdmolytisch als SA: Bei einer Konzentration von 31,25 ng/ml von
sowohl SA als auch SO-1861 war bereits nahezu 100%ige Lyse eingetreten, wohingegen

SO-1731 in derselben Konzentration lediglich bei ca. 70 % der Erythrozyten zur Lyse fiihrte. Zu
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beachten ist im letzten Fall jedoch die hohe Standardabweichung von 17 % (Abb. 15), die zeigt,
dass auch SO-1731 in einigen Vertiefungen bei dieser Konzentration bereits fast 100%ige Hdmo-
lyse ausloste.

Im In-vivo-Versuch konnten aufgrund des vergleichbaren Hamolyseprofils unter dem Aspekt
der Himolyse die gleichen Konzentrationen an Reinsaponinen eingesetzt werden wie die des be-

wihrten Saponingemischs SA.
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Abbildung 14: Himolysewirkung des Saponingemischs SA und der Reinsaponine SO-1861 und SO-1731
im Vergleich. Als Positivkontrolle diente 0,1%iges Triton X-100 (T-100), als Negativkontrolle isotonische
Natriumchloridlosung (NaCl). Die Saponine wurden mit einer 4 %igen Erythrozytenlosung 30 min bei
37 °C inkubiert. Die Abbildung zeigt die Mikroplatte nach Inkubation und Zentrifugation. Bei intakten
Erythrozyten ist der Uberstand klar und die Erythrozyten sind als Pellet am Boden der Wells zu sehen.
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Abbildung 15: relative Himolysewirkung des Saponingemischs SA und der Reinsaponine SO-1861 und
SO-1731. Der Uberstand des Himolyseassays nach Zentrifugation (Abb. 14) wurde in eine zweite Mikro-
platte iiberfiihrt, Sfach verdiinnt und die Absorption bei 405 nm gemessen. Die Absorption der Positiv-
kontrolle (0,1 %iges Triton X-100) wurde definiert als 100 %.
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3.4 In-vivo-Experimente
3.4.1 Akuttoxizitit der Reinsaponine

3.4.1.1 Akuttoxizitit von SO-1861

Vor dem Einsatz von SO-1861 in der Kombinationstherapie wurde dessen Akuttoxizitit in vivo
getestet. Gruppen von je 3 Balb/c Méusen wurden die Mengen 15, 30, 60, 100 und 200 pg des
Saponins in je 100 ul PBS injiziert (s. 2.7.1). Das Kontrollblut wurde zwei Mausen vor der ers-
ten Saponininjektion entnommen. Die {ibrigen Blutentnahmen erfolgten nach dem in Tabelle 8
gezeigten Schema. Die Saponindosierungen richten sich nach Erfahrungswerten mit SA [22], da
SO-1861 sowohl beim Zytotoxizitdtsassay (s. 2.4.2) als auch im Hédmolyseassay (2.6.1) ein ver-
gleichbares Wirkprofil aufwies wie das Gemisch, und wurden zweimalig, an Tag 1 und Tag 14,
verabreicht. Die Versuchsdauer betrug 28 Tage.

Die Dosis von 200 pg Saponin (ca. 10 mg/kg KG) war letal. Zwei der drei Mause starben be-
reits innerhalb der ersten 18 Stunden, eine von ihnen unmittelbar nach der Blutentnahme. Die
aus ihrem Blutplasma bestimmten Werte der Transaminasen AST und ALT waren sehr stark er-
hoht und sind zwecks besserer Darstellung gesondert aufgefiihrt (Tab. 7). Der Wert fiir die
GLDH, die ausschliellich in den Mitochondrien lokalisiert ist und erst bei vollstidndiger Zellzer-
storung ins Blut gelangt, war ebenfalls sehr stark erhoht (Tab. 7). Somit war von einem tiefgrei-
fenden Leberzellschaden auszugehen. Dieses Ergebnis konnte auch bei der histologischen Aus-
wertung der Leber bestétigt werden. Die dritte Maus musste aufgrund zu hohen beobachteten
Leidensdrucks nach 48 Stunden aus dem Versuch genommen und euthanasiert werden. Zeit-
gleich mit dem Auftreten starker Toxizitdtssymptome (struppiges Fell, Stopp der Nahrungsauf-
nahme, Apathie) wies der bei diesen drei Versuchstieren gewonnene Urin eine leicht rotbraunli-
che Farbe auf und mittels Urinteststreifen konnte freies Himoglobin —entsprechend einem Ha-

moglobingehalt aus mehr als 5-10 Erythrozyten/pl— im Urin nachgewiesen werden.
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Tabelle 7: Enzymwerte 16 h nach Applikation von 200 ug SO-1861,

zum Vergleich Werte der unbehandelten Maus.

Enzym SO-1861 unbehandelt
c [UN] c [UN]

AST 3586,6 73,5
ALT 2287,8 39,2
GLDH  790,2 13,4

Die Maduse, die die tibrigen Saponindosen (15, 30, 60 und 100 pg) erhalten hatten, zeigten
sich klinisch vollig unauffallig. Wie Abbildung 18 zu entnehmen ist, wurden Saponinmengen bis
zu 100 pg (ca. 5 mg/kg KG) gut toleriert. Im Versuchsverlauf zeigten sich insbesondere bei den
hoheren Dosierungen von 60 oder 100 pg moderate Erh6hungen der Werte fiir AST, ALT und
GLDH, die sich bei Versuchsende dann aber wieder normalisiert hatten. Kreatinin wies wihrend
des gesamten Versuchsverlaufs in allen Féllen unauffillige Plasmakonzentrationen auf

(Abb. 18D), so dass von einer normalen Filtrationsleistung der Niere auszugehen ist.

Tabelle 8: Blutentnahmeschema. Die Blutentnahmen erfolgten wéchentlich und zwar alternie-
rend, da der einzelnen Maus entsprechend der Tierschutzbedingungen eine Erholungszeit von 14
Tagen gewdhrt werden musste. Die Entnahme erfolgte fiir die Saponindosierungen 15 ug, 30 ug,
60 ug und 100 ug nach dem gleichen Schema. Die Blutentnahmen sind durchnummeriert und rot
hinterlegt.

Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4

Maus 1 | [ 4

Maus 2 - -
3] 6

Maus 3
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Abbildung 16: Plasmaaktivititen von AST (4), ALT (B), GLDH (C) sowie die Plasmakonzentration von
Kreatinin (D) nach Gabe des Reinsaponins SO-1861. Die Blutentnahme erfolgte wéchentlich und zwar
alternierend gemdfs obigem Schema (s.Tab. 8). Jeder Balken reprisentiert eine Blutprobe; die Zuord-
nung zum Entnahmeschema ist bei allen Grafiken gleich und fiir 15 ug SO-1861 bei AST exemplarisch
dargestellt. Fehlende Balken zeigen an, dass diese Proben nicht ausgewertet werden konnten, z. B. auf-
grund zu geringer Blutmenge. Die hohen Enzymaktivititen, die nach Gabe von 200 ug SO-1861 gemes-
sen werden konnten, sind in Tab. 7 gesondert aufgefiihrt.

Die histologische Auswertung der Paraffinschnitte der Leber erfolgte in Kooperation mit
Herrn Professor Diirkop aus dem Pathologiezentrum ,,Pathodiagnostik Berlin®“. Das beurteilte
Leberparenchym wurde vier verschiedenen Graden zugeordnet (Tab. 6, Seite 39). Abbildung 17
zeigt HE-geférbte Schnitte des Leberparenchyms ausgewdhlter Beispiele, die diesen vier Graden
entsprechen. Die genaue Zuordnung der jeweiligen Saponindosis zum Grad der Parenchymscha-
digung ist Tabelle 9 zu entnehmen. Bei den Dosen 15 und 30 pg zeigte sich in zwei Féllen nor-

males Leberparenchym ohne Verdnderung (vgl. Abb. 17A), bei Dosen bis 100 pg zeigten sich
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geringe toxische Verdnderungen mit Einzelzellnekrosen (vgl. Abb. 17B). Lediglich bei einer
Maus, die 100 pg Saponin erhalten hatte, waren méBige toxische Verdnderungen in Form von
kleineren Gruppenzellnekrosen zu finden (vgl. Abb. 17C). Die Dosis von 200 pg fiihrte in einem
Fall zu starker Nekrose bis hin zu Totalnekrose der Leber. Das histologische Bild zeigte hier eine

vollig zerstorte Leberarchitektur mit zahlreichen Nekrosen und Einblutungen (vgl. Abb. 17D).

Tabelle 9: Anzahl der Mduse mit einem bestimmten Schédigungsgrad des Leberparenchyms in
Abhdngigkeit der verabreichten Dosis SO-1861 (Vgl. Tab 6 im Methodenteil).

¢[SO-1861]
Schidigungsgrad (200 ng 100 pug 60pg 30pg 15pg
0 0 0 0 1 1
1 1 2 3 2 2
2 1 1 0 0 0
3 1 0 0 0 0
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Abbildung 17: Histologie der Leber der BALB/c Mduse nach zweifacher s.c. Applikation von Reinsapo-
nin. Gezeigt sind HE-gefdrbte Schnitte, die vier verschiedenen Graden akut toxischer Leberpa-
renchymschddigung zuzuordnen sind (vgl. Tab. 6, S. 39). A zeigt normales Leberparenchym ohne
Verdnderung mit quer angeschnittener intakter Zentralvene. B zeigt leichte toxische Verdnderun-
gen mit Einzelzellnekrosen und vereinzelter Doppelkernigkeit von Hepatozyten. Auf Abbildung C
ist zentral eine Gruppenzellnekrose zu sehen, die bei mdfSigem toxischen Leberschidigung auf-
tritt. D zeigt eine stark zerstorte Leberarchitektur mit grofsfldchigen Nekrosen und Einblutungen,
was einer akuten hochtoxischen Leberschddigung entspricht.

3.4.1.2 Akuttoxizitat von SO-1731
Analog zu SO-1861 wurde auch die Akuttoxizitdt von SO-1731 getestet, bevor das Saponin in
vivo in der Kombinationstherapie eingesetzt wurde. Die Saponindosierungen richteten sich hier
nach den Erfahrungswerten aus der Toxizitétsstudie mit Saponin SO-1861, aus der auch die Kon-
trollwerte stammen (s. 3.4.1.1). Gruppen von je 3 BALB/c Miusen wurden die Mengen 15, 30,
60, 100 und 150 pg von SO-1731 in je 100 ul PBS injiziert. Das Saponin wurde wihrend einer
Versuchsdauer von 28 Tagen zweimalig, an Tag 1 und an Tag 14, verabreicht (s. 2.7.1).

Die Hochstdosis von 150 pg (ca. 7,5 mg/kg KG) SO-1731 war letal. Eine der drei Méause
starb bereits innerhalb der ersten 24 Stunden. Die beiden anderen iiberlebten weitere 48 Stunden.

Es konnte in beiden Féllen ein Gewichtsverlust von mehr als 10 % verzeichnet werden. Laborpa-
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rameter wurden bei diesen Miusen nicht bestimmt, um ihr Uberleben durch den Blutverlust nicht
zu gefahrden. Der gewonnene Urin wies wie auch bei der letalen Dosis von SO-1861 eine leicht
rotbriunliche Farbung auf und im Urinschnelltest konnte freies Himoglobin aus mehr als 5-10
Erythrozyten/pul nachgewiesen werden (vgl. 3.4.1.1). Die Mause, die die {ibrigen Saponinkonzen-
trationen erhalten hatten, waren klinisch wihrend des gesamten Versuchsverlaufs unauffillig.
Wie Abbildung 19 zu entnehmen ist, wurden Saponinmengen bis zu 100 pg (ca. 5 mg/kg KG)
gut toleriert. Wie auch nach Gabe von SO-1861 (vgl. 3.4.1.1) zeigten sich im Versuchsverlauf
insbesondere bei den hoheren Saponinmengen von 60 und 100 pg moderate Erhéhungen der
Werte fiir AST, ALT und GLDH, die sich bei Versuchende wieder normalisiert hatten. Kreatinin
wies durchweg unauffillige Plasmakonzentrationen auf (Abb. 19D), so dass wie auch bei

SO-1861 von einer normalen Filtrationsleistung der Niere auszugehen ist.

A AST [U/] B ALT [U/]
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Abbildung 18: Plasmaaktivititen von AST (4), ALT (B), GLDH (C) sowie die Plasmakonzentration von
Kreatinin (D) wie auf” Abb. 16, jedoch nach Gabe des Reinsaponins SO-1731 statt SO-1861.
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Die histologische Auswertung der Paraffinschnitte der Leber erfolgte wie in Abschnitt 3.4.1.1
beschrieben. Der jeweilige Grad der Leberparenchymschidigung der einzelnen Méuse ist in Ta-
belle 10 aufgefiihrt. Die letale Dosis von 150 pg fiihrte in zwei Fillen zu starker Nekrose bis hin
zur Totalnekrose der Leber (vgl. Abb. 17C). Bei den tlibrigen Konzentrationen zeigten sich leich-
te bis mafige toxische Verdnderungen mit teils kleinen Gruppenzellnekrosen. Im Unterschied zu
den histologischen Ergebnissen nach Gabe des Reinsaponins SO-1861 traten hier bereits bei den
geringen Saponindosen 15 und 30 pg Gruppenzellnekrosen auf. SO-1731 zeigte sich in Zusam-
menschau mit dem Hédmolyseassay (Abb. 15, S. 49) demnach geringgradig weniger hdmolytisch
und etwas starker hepatotoxisch als SO-1861.

Tabelle 10: Anzahl der Mduse mit einem bestimmten Schdidigungsgrad des Leberparenchyms in
Abhdngigkeit der verabreichten Dosis von SO-1731(vgl. Tab 6, S. 39, im Methodenteil)

¢[SO-1731]
Schidigungsgrad 150 pg 100 pg 60 pg 30ug 1Spg
0 0 0 0 0 0
1 0 2 0 2 1
2 1 1 3 1 2
3 2 0 0 0 0

3.4.1.3 Uberlebenszeitanalysen SO-1861 und SO-1731 nach Kaplan-Meier

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir die verschiedenen Dosierungen der Reinsaponine wurde
nach Kaplan-Meier ermittelt. Die zugehdrigen Grafiken (Abb. 11A und 11B) machen noch ein-
mal deutlich, dass lediglich die eingesetzten Hochstdosen von sowohl SO-1861 (200 pg) als
auch SO-1731 (150 ug) letal waren. Hier ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 4 Tagen be-
reits gleich null, wohingegen sie bei den iibrigen Konzentrationen bis Tag 28, d. h. Versuchsen-

de, bei 1 —also 100 % — liegt.
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Abbildung 19:  Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier nach Applikation des Reinsaponins
SO-1861 (A) und SO-1731 (B) an Tag 0 und Tag 15. Dargestellt ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir
eine Maus, die die jeweils aufgefiihrte Dosierung des Reinsaponins erhalten hat, zum gegebenen Zeit-
punkt. Die Funktion der Hochstdosis ist jeweils rot dargestellt. Die Uberlebensfunktionen aller iibrigen
Konzentrationen sind griin und identisch. An Tag 28 wurden die Daten der Konzentrationen 15-100 ug
zensiert, da der Versuch hier beendet und der Tod der Mduse kiinstlich herbeigefiihrt wurde.
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3.4.2 Kombinationstherapie aus Reinsaponinen und SE im syngenen Tumormodell
Die Kombinationstherapie der beiden Reinsaponine mit dem zielgerichteten Toxin SE wurde auf
der Basis der vorangehenden Ergebnisse durchgefiihrt. Hierzu zéhlen die Eigentoxizititsexperi-
mente mit SO-1861 (s. 3.4.1.1) und SO-1731 (s. 3.4.1.2) in vivo sowie deren nachgewiesener
Verstiarkereffekt auf SE in vitro (s. 3.2.1). In der Kombinationstherapie wurde der Effekt des je-
weiligen Reinsaponins mit SE auf TSA-EGFR Tumoren von BALB/c Méusen untersucht.

Die Dosis des Toxins SE sowie die Dosierung der Saponine richtete sich nach bereits durch-
gefiihrten /n-vivo-Studien von Bachran et al. mit dem Saponingemisch SA [22]. Es wurden je-
weils 30 pg Saponin und 0,1 pg SE s.c. verabreicht (s. 2.7.2). Da sich SO-1731 in der Zellkultur
bei der histologischen Auswertung der Leber etwas toxischer zeigte als SO-1861 (Tab. 10), wur-
den hier parallel die Saponinmengen 15 und 30 ug mit 0,1 pg SE kombiniert, um zu priifen, ob
auch die geringere Menge fiir eine Therapie ausreicht.

Nach 28 Tagen und insgesamt 8 Therapieeinheiten im Abstand von abwechselnd 3 und 4 Ta-
gen wurde der Versuch beendet und Gewicht und Grof3e der praparierten Tumoren von Therapie-
und Kontrollgruppen verglichen. Als Kontrollgruppe werden hier Mause bezeichnet, die statt der

Kombinationstherapie aus Saponin und SE lediglich PBS erhielten.

3.4.2.1 Effekt der Tumortherapie aus SO-1861 und SE

Die Ergebnisse fiir die Kombinationstherapie aus SO-1861 und SE sind in Abbildung 20 darge-
stellt. Wie dieser zu entnehmen ist, erwies sich die Therapie als sehr effektiv. 6 von 10 Miusen
der Therapiegruppe wiesen makroskopisch eine komplette Tumorremission auf und lediglich
eine Maus hatte einen Tumor, der schwerer als 300 mg war. In der Kontrollgruppe hingegen wies
lediglich eine von acht Mdusen eine komplette makroskopische Remission auf und fiinf Méuse
zeigten Tumoren, die schwerer als 300 mg waren. Eine mittlere Tumorgro3e von 142 mm? in der
Therapiegruppe stand einer von 761 mm?® in der Kontrollgruppe gegeniiber. Die Ergebnisse sind
statistisch signifikant (p < 0,022). Bei der histologischen Auswertung der Leber durch den Patho-
logen Herrn Professor Diirkop konnten keine Unterschiede zwischen Therapie- und Kontroll-

méiusen festgestellt werden.
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Abbildung 20: Gewicht (4) und Grofe (B) syngener TSA-EGFR-Tumoren von BALB/c Mdusen nach Be-
handlung mit SO-1861/SE . Die Versuchsdauer betrug 28 Tage und es wurde 8 % (alternierend alle drei
und vier Tage) mit einer Kombinationstherapie aus 30 ug SO-1861 und 0,1 ug SE behandelt. Die Kon-
trollmduse erhielten lediglich PBS. Neben der jeweiligen Datenreihe sind der zugehorige Median und
Mittelwert dargestellt. Die Tumorgrdfie wurde mit der Formel (1r/6) % ( Léinge % Breite)” (s. 2.7.2) be-
rechnet.

3.4.2.2 Effekt der Tumortherapie aus SO-1731 und SE

Die Ergebnisse fiir die Kombinationstherapie aus SO-1731 und SE sind in Abbildung 21 darge-
stellt. Wie der Abbildung zu entnehmen ist zeigte sich die Kombinationstherapie mit beiden Sa-
ponindosierungen (15 und 30 pg) hochgradig effektiv. Bei allen therapierten Méusen kam es zur
kompletten makroskopischen Remission des Tumors, wohingegen die Kontrollméuse in sieben
von acht Féllen einen Tumor aufwiesen. Das mittlere Tumorgewicht betrug hierbei 440 mg und
die mittlere TumorgroBe 762 mm?. Vier der acht Kontrollméduse wiesen sogar einen Tumor auf,
der schwerer als 600 mg und groBer als 1000 mm? war. Die Ergebnisse sind statistisch signifi-
kant (p = 0,007). Bei der Praparation der Méuse konnte beobachtet werden, dass diejenigen, die
15 pg Saponin erhalten hatten, an der Stelle, an der urspriinglich der Tumor lokalisiert war, einen
Strang rotlichen, weichen Gewebes aufwiesen. Bei den Miusen, die 30 pug Saponin erhalten hat-

ten, unterschied sich diese Stelle nicht von der umgebenden Subkutis.
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Abbildung 21: Gewicht (A) und Grofse (B) syngener TSA-EGFR-Tumoren von BALB/c Mdusen nach Be-
handlung mit SO-1731/SE. Die Versuchsdauer betrug 28 Tage und es wurde 8 % (alternierend alle drei
und vier Tage) mit einer Kombinationstherapie aus SO-1731 und 0,1 ug SE behandelt. Fiinf Mdusen
wurden bei jeder Therapieeinheit 30 ug Saponin und weiteren fiinf Mdusen 15 ug Saponin appliziert.
Die Kontrollmduse erhielten lediglich PBS. Neben der Datenreihe der PBS-behandelten Kontrolle sind
der zugehorige Median und Mittelwert dargestellt. Die Tumorgréffe wurde mit der Formel
(11/6) x( Linge x Breite)"” (s. 2.7.2) berechnet.

3.4.3 Etablierung eines geeigneten Xenotransplantatmodells

Wie in der Zielsetzung detailliert dargelegt (s. 1.4) ist es im Hinblick auf eine klinische Studie
notwendig, die Ubertragbarkeit des im syngenen Mausmodell erzielten Therapieerfolgs auf hu-
mane Tumoren zu zeigen. Hierzu wurde ein geeignetes Xenotransplantatmodell mit athymischen
CD1 nu/nu MaAusen etabliert: Die drei humanen Zervixkarzinomzelllinien CaSki, SiHa und
HelLa, die durch Uberexpression des EGFR prinzipiell unserer zielgerichteten Therapie zuging-
lich sind [62] wurden parallel je einer Gruppe von drei Miusen injiziert (s. 2.7.3) und das Wachs-
tum verglichen.

Das Tumorwachstum fiir SiHa und HeLa-Zellen ist in Abbildung 22 dargestellt. CaSki-Zellen
wuchsen erst gar nicht an. SiHa Zellen formten nach fiinf bis sechs Tagen in allen drei Mausen
solide stecknadelkopfgrole Tumoren, die weitere zwei bis vier Tage deutlich wuchsen, jedoch
dann wieder an GroBBe abnahmen, bis an Tag 29 schlieBlich kein Tumor mehr getastet werden
konnte. Im Falle der Hela Zellen waren bereits an Tag drei oder vier solide stecknadelkopfgrof3e

Tumore zu tasten. Diese zeichneten sich im weiteren Verlauf durch ein kontinuierliches Wachs-
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tum bis zu Tag 30 aus. Die Tumore waren gut verschieblich und die Méduse zeigten sich klinisch

vollig unauffillig.
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Abbildung 22: Wachstum der beiden humanen Zervixkarzinom-Zelllinien SiHa (A) und Hela (B) als Xe-
notransplantat. Je drei Mdusen (NI-N3, N4—N6) wurden an Tag Null 3 % 10° Zellen der jeweiligen Zell-
reihe in die rechte Flanke injiziert. Linge und Breite der Tumoren wurde mit einem elektronischen Mess -
schieber gemessen und das Volumen mithilfe der Formel (m/6)x(Liinge x Breite) (s. 2.7.2) berech-
net.

3.4.4 Kombinationstherapie mit SE und SA im Xenotransplantatmodell
Das Saponingemisch SA kann als bisheriges Standardsaponin unserer Arbeitsgruppe angesehen
werden. Die Therapieschemata mit Reinsaponinen in der vorliegenden Arbeit basieren sowohl in
vitro als auch in vivo alle auf vorhergehenden erfolgreichen Versuchen mit dem Saponingemisch
(vgl. 3.4.1.1 und 3.4.2). Nun war es sinnvoll auch im Xenotransplantatmodell zunichst die Wirk-
samkeit des bereits etablierten SA zu priifen, um von diesen Ergebnissen ausgehend einen weite-
ren Therapieplan entwerfen zu konnen. CD1 nu/nu Méuse mit Tumoren aus der Zervixkarzinom-
zelllinie HeLa stellen aufgrund der vorangehenden Ergebnisse (s. 3.4.3) ein geeignetes Tumor-
modell fiir die Kombinationstherapie aus SE und dem Saponingemisch SA dar. In einem 30 Tage
wihrenden Versuch wurde der Effekt einer 8fachen Kombinationstherapie aus 0,1 ug SE und
30 ug SA auf HeLa-Tumoren in CD1 nu/nu Méusen untersucht (s. 2.7.4).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 23 dargestellt. Eine Maus der Therapiegruppe verstarb
plotzlich aus ungeklérten Griinden an Tag 15 des Versuchs. Thre Daten sind hier nicht aufgefiihrt.

Bei den Méusen der Therapiegruppe konnte an der Injektionsstelle des Saponins bereits nach der
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zweiten Injektion eine bindegewebige Verhirtung beobachtet werden. In Tumorumgebung zeig-
ten sich nach Injektion des Toxins bei einzelnen Miusen Entziindungsreaktionen, d.h. Rétung,
Uberwirmung und Schwellung eines Areals von 1-2 cm Durchmesser. Das Verhalten der Tiere
war jedoch stets unauffillig. Gewicht und Grof8e der Tumoren am Ende des Versuchs zeigten
keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und Therapiemiusen (Abb. 23; p > 0,05).

Die Therapie war demnach in den gegebenen Konzentrationen ineffektiv.
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Abbildung 23: Gewicht (A) und Grofe (B) einzelner HeLa-Tumoren von CDI1 nu/nu Mduse nach einer
Behandlung mit SA/SE. Die Versuchsdauer betrug 30 Tage und es wurde 8 % (alternierend alle drei und
vier Tage) mit einer Kombinationstherapie aus 30 ug SA und 0,1 ug SE behandelt. Die Kontrollmduse er-
hielten lediglich PBS. Ein Punkt reprdisentiert den jeweiligen Tumor einer Maus. Neben den jeweiligen
Datenreihen sind der zugehorige Median und Mittelwert dargestellt. Die Tumorgrdfie wurde mit der For-
mel (11/6) x(Ldiinge x Breite)"® (s. 2.7.2)berechnet.

3.5 SA Fraktionen

Von Thakur et al. konnte SA bereits mittels Agarosegelelektrophorese in vier Fraktionen aufge-
teilt werden, von denen zwei in der Kombinationstherapie mit SE wirksam auf murine Zelllinien
waren [69]. Da die Therapie mit dem Saponingemisch SA im Xenotransplantatmodell in der
Kombinationstherapie mit SE unwirksam war (s. 3.4.4), sollte SA in diesem Versuch in verschie-
dene einzelne Fraktionen aufgeteilt werden, um die grundlegende Wirksamkeit der Fraktionen
auf die drei humanen Zelllinien CaSki, SiHa und Hela zu priifen. Der gezielte Einsatz einer Sa-
poninfraktion oder eines Reinsaponins im Xenotransplantatmodell wird vermutlich wirksamer
sein als das Gemisch und auch eine geringere Entziindungsreaktion an der Einstichstelle hervor-

rufen. Trotz dem Vorliegen der Reinsaponine SO-1731 und SO-1861 ist das Testen von SA-Frak-
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tionen sinnvoll, da diese einfache Art der Auftrennung eine potentielle Option zur Gewinnung
kiinftiger Reinsaponine darstellt. Letztendlich soll dies zu einem groBeren Handlungsspielraum
bei der Wahl von Reinsaponinen fiihren, die im Xenotransplantatmodell erprobt werden konnen.
Das Saponingemisch SA wurde elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt und die einzel-
nen Fraktionen wurden wieder zurlickgewonnen (s. 2.5.1). Abbildung 24 zeigt eine Aufnahme
des Gels unter UV Licht bei 258 nm. Die Fraktionen wurden in Abhéngigkeit ihrer Laufge-
schwindigkeit TOP (am schnellsten), 2™, 3" und BOT (am langsamsten) genannt. Sie wurden in
Kombination mit SE im Zytotoxizitdtsassay (s. 2.4.2) an CaSki, SiHa und Hela-Zellen getestet.
SE wurde in den Konzentrationen 0,3, 3 und 30 nM eingesetzt und mit 2 pg der jeweiligen SA-
Fraktion kombiniert. 3 nM SE wurden aulerdem mit 10 pg der jeweiligen SA-Fraktion kombi-
niert. Dies sollte eine erste Orientierung beziiglich der Wirksamkeit der einzelnen Fraktionen auf

die Zervixkarzinomzelllinien erlauben.

TOP

2nd

3rd

BOT

B o oy R

dues

o

Abbildung 24: Eigenfluoreszenz von 4 Saponinfraktionen bei 258 nm nach Elektrophorese des Sapo-
ningemischs Saponinum album (SA) im 1 %igen Agarosegel (1000 mA, 120V ,50 min). TOP ist die
schnellste, BOT die langsamste Fraktion.

Die Fraktion 2™ wirkte bei einer Konzentration von 2 ug/ml in Kombination mit SE auf alle

drei Zellinien toxisch (Abb. 25A, C und E). Hier liegt ein eindeutig synergistischer Verstirkeref-
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fekt vor, da die Eigentoxizitit der Fraktion bei dieser Konzentration deutlich geringer war
(Abb. 25B, D und F). Jedoch ist die Eigentoxizitit von 2™ hier fiir eine Behandlung zu hoch und
es sollten noch geringere Konzentrationen getestet werden. Die Fraktion 3™ wirkte bei einer
Konzentration von 10 pg/ml in Kombination mit SE toxisch auf SiHa-Zellen (Abb. 25B), aller-
dings wurde die Eigentoxizitit von 3" bei dieser Konzentration nicht getestet. Ob dieser Effekt
auch auf die beiden anderen Zelllinien zutrifft, ldsst sich nicht beurteilen, da SE allein hier be-
reits in gleichem Mafle toxisch wirkte. Die Fraktionen TOP und BOT zeigten in Kombination
mit SE weder bei 2 pg noch bei 10 pg eine toxische Wirkung auf die drei Zelllinien, die sich von

der des SE allein unterscheidet (Abb. 25, S. 65).

Abbildung 25, S. 65: Zytotoxizitdt der vier elektrophoretisch aufgetrennten Fraktionen TOP, 2nd, 3rd und
BOT des Saponingemischs SA in Kombination mit dem zielgerichteten Toxin SE auf die Zervixkarzinom-
zellinien SiHa (A und B), HeLa (C und D) und CaSki (D und E). Es wurden jeweils 4000 Zellen ausgesdit
und nach 24 h fiir 72 h mit SE oder SE/SA-Fraktion inkubiert. Der Anteil iiberlebender Zellen wurde in
Bezug zu unbehandelten Zellen mittels MTT-Assay (s. 2.4.3) ermittelt. Die gezeigten Daten sind Mittel-
werte einer Vierfachbestimmung. Die Fehlerbalken reprisentieren die Standardabweichungen vom Mit-
telwert. Die jeweils linke Abbildung zeigt den Effekt von 2 ug der jeweiligen SA-Fraktion in Kombination
mit drei verschiedenen SE-Konzentrationen (0,3, 3 und 30 nM) sowie den Effekt von SE allein. Die je-
weils rechte Abbildung zeigt den Effekt von 2 ug und 10 ug der jeweiligen Fraktion in Kombination mit
SE. SE wurde hier lediglich in der Konzentration 3 nM zugegeben. Auf3erdem ist auf der rechten Abbil-
dung die Eigentoxizitit von jeweils 2 ug der Saponinfraktionen dargestellt.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde unter Verwendung von Impedanz basiertem Echtzeit-Monito-
ring erstmalig die Kinetik zythopathogener Effekte der Kombinationstherapie aus Saponin und
Saporin basiertem Toxin dargestellt. Es wurde ein einfach durchzufiihrender Hdmolyseassay ent-
wickelt, der die Himolyseaktivitit von Saponinen aufzeigt und das Risiko fiir einen /n-vivo-Ein-
satz abschitzen hilft. Es wurden analytisch reine Saponine, die eine Produktion nach den EU
Richtlinien zur GMP ermdéglichen, in vivo auf ihre Akuttoxizitdt getestet und dann erfolgreich in
der Kombinationstherapie mit zielgerichteten Toxinen eingesetzt. Erstmalig wurde auch die
Kombinationstherapie aus einem Saporin basierten Toxin und Saponin im Xenotransplantatmo-

dell getestet.

4.1 Instabilitit des Adapterproteins SA2E

SAZ2E ist ein zielgerichtetes Proteintoxin, das genau wie SE aus dem RIP Saporin (s. 1.2.1.1) und
humanem EGF (s. 1.2.1.2) besteht, jedoch zusitzlich einen inkorporierten rekombinanten Adap-
ter enthélt, der liber eine verstarkte endosomale Freisetzung zu verbesserter Wirksamkeit und weite-
rer Dosisreduktion des Toxins fiihren soll. Der Adapter setzt sich zusammen aus einer endosomal
spaltbaren Peptidsequenz (ESP), einer Membrantransferdoméne und einer zytosolisch spaltbaren
Peptidsequenz (CSP). Er verbindet den Liganden mit dem Toxin und soll dessen effektiven und
unidirektionalen Membrantransfer ins Zytosol sicherstellen, so dass es zur Akkumulation des To-
xins in der Zielzelle kommt.

In dieser Arbeit sollte urspriinglich SA2E in der Kombinationstherapie mit den Reinsaponinen
SO-1861 und SO-1731 gegen Tumorzellen eingesetzt werden. Das Adapterprotein zeigte sich je-
doch bereits wihrend des Expressions- und Aufreinigungsprozesses instabil und es fielen dquiva-
lente Mengen des Spaltprodukts Saporin an (Abb. 7, S. 42). Die endosomal spaltbare Sequenz des
Adapters beinhaltet zwei jeweils aus Pseudomonas Exotoxin A und Diphteria Toxin entstammende
Schnittstellen fiir die Proproteinkonvertase Furin. Die Instabilitdt der ESP-haltigen Adpapterprote-
ins wihrend der Expression und Aufreinigung deutet darauthin, dass nicht nur Furin sondern
auch andere, in diesem Fall bakterielle, Peptidasen eine Abspaltung der ESP bewirken kdnnen.

Heisler hat bereits durch eine unvollstindige Inhibierung des Degradationsprozesses mittels Fu-
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rinconvertase-Inhibitor gezeigt, dass nicht ausschlieBlich Furin fiir die Spaltung verantwortlich
ist [19]. Verschiedene Anderungen des Expressions- und Aufreinigungsprozesses wie die Expres-
sion in Arctic Express Zellen (s. 2.3.2), Aufreinigung bei 4°C, Aufschluss der Bakterienzellen
mittels Hochdruck und nicht wie sonst iiber Hitzeschock und der Einsatz von Proteaseinhibitoren
wurden unternommen, um Proteaseaktivitdt der Bakterien zu verringern. Auch wurde versucht
SA2E mithilfe von Zentrifugalfiltern und Anionenaustauschchromatographie (s. 2.3.4) von sei-
nem Spaltprodukt Saporin zu isolieren. Weder die Abspaltung von Saporin lieB sich verhindern,
noch konnte Saporin aus der Proteinlosung entfernt werden (Abb. 8, S. 42). Hetzel et al. haben
denselben Adapter in ein Immunotoxin integriert, das aus einem Einzelketten-Antikorperfrag-
ment gegen CD64 und der humanen Rnase Angiogenin besteht, und dabei festgestellt, dass er
dessen Serumstabilitit stark reduziert [74].

Der In-vivo-Einsatz des Adaptertoxins war aufgrund der dargelegten Ergebnisse problema-
tisch und es wurde in dieser Arbeit fiir die Kombinationstherapie mit Reinsaponinen das stabile
zielgerichtete Toxin SE (s. 3.1.2) eingesetzt. Es ist davon auszugehen, dass Saponine genau wie
auch der molekulare Adapter den Austritt des Toxins aus den Endosomen unterstiitzen, und zwar
hocheffektiv (s. 1.3). Dennoch sollten in Zukunft weitere Versuche unternommen werden, die

Stabilitdt des Adapterproteins herzustellen. Beispiele sind Adaptervarianten ohne ESP [74].

4.2 Hamolyseassay ex vivo fiir Saponine
In hoheren Konzentrationen weisen viele Saponine eine ausgesprigte himolytische Aktivitét auf
(s. 1.3). Die Ursache hierfiir ist noch nicht eindeutig klar. Urspriinglich wurde angenommen,
dass Saponine durch ihre Ampiphilie die Oberflaichenspannung zwischen wéssriger und lipider
Phase der Erythrozytenmembran herabsetzen, dadurch Wasser in die hyperosmolare Zelle ein-
stromen kann und diese zum Platzen bringt. Abe et al. [75] konnten jedoch keinen direkten Zu-
sammenhang zwischen Hamolyseaktivitdt bestimmter Saponine und deren membranpermeabili-
sierender Eigenschaft herstellen und auch in anderen Fillen war Hdmolyse nicht mit einer Ver-
ringerung der Oberflachenspannung der Zellmembran korreliert [76, 77].

Friither war es iiblich, die Himolysewirkung von Saponinen mittels des hdmolytischen Index
(H.I.) anzugeben. Der H.I. ist der reziproke Wert der Verdiinnung, bei der 1 g Saponin gerade

noch totale Hdmolyse einer Rinderblutlosung hervorruft. Es zeigte sich, dass die hdmolytische
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Aktivitdt verschiedener Saponine enorm differiert [78], aber es konnten bisher keine allgemein-
giiltigen Regeln zur Strukturwirkung formuliert werden. Beispielsweise weisen Monodesmoside
typischerweise eine hohere hdmolytische Aktivitit auf als Bidesmoside, in Einzelféllen ist dies
aber auch umgekehrt [59]. Einige Saponine mit Acylrest haben keine hdmolytische Aktivitit ge-
zeigt [79], wohingegen in anderen Fillen nur acetylierte Triterpenoidsaponine in niedrigen Kon-
zentrationen in der Lage waren Membranaktivitit zu verdndern [80]. Da Himolyse nach Gabe
unterschiedlicher Saponine extrem variiert und lebensbedrohlich fiir den tierischen und mensch-
lichen Organismus sein kann, ist es erforderlich, das hdmolytische Potential der jeweiligen Sapo-
nine vor dem /n-vivo-Einsatz zu testen.

Es wurde in dieser Arbeit ein einfach durchzufithrender Hamolyseassay (s. 2.6.1 und 3.3) eta-
bliert, der ex vivo an humanen Erythrozyten die Himolysewirkung von Saponinen aufzeigt. Die
zu testenden Saponine werden hierbei in unterschiedlichen Konzentrationen in einer Mikroplatte
mit einer 4%igen Erythrozytenlosung inkubiert. Der Assay erlaubt den direkten optischen Ver-
gleich (Abb. 14, S. 49) sowie die Messbarkeit der prozentualen Hdmolyse iiber Absorption im
Photometer (Abb. 15, S. 49).

Es konnte gezeigt werden, dass das hdmolytische Potential der Reinsaponine SO-1861 und
SO-1731 mit dem des in vivo bereits erprobten SA vergleichbar ist und sie unter diesem Aspekt
in gleichen Konzentrationen im Mausmodell eingesetzt werden konnen (Abb. 14 und Abb. 15,
S. 49). Nach den In-vivo-Versuchen stellte sich heraus, dass subkutan bezogen auf das Blutvolu-
men der Maus die achtfache Saponindosis derjenigen verabreicht werden konnte, die im Hamo-
lyseassay unterhalb der Hidmolysegrenze liegt, ohne dass bei der Maus eine lebensbedrohliche
Anidmie auftrat. Dies ist ein wichtiger Anhaltspunkt fiir Tierversuche mit weiteren Saponinen in
Zukunft.

Die Hamolysewirkung von Saponinen sollte vor ihrem /n-vivo-Einsatz in Zukunft immer mit
dem Hamolyseassay, auch im unmittelbaren Vergleich mit einem der bewéhrten Reinsaponine

SO-1861 oder SO-1731 als Standard, abgeschitzt werden.

4.3 Akuttoxizitit von SO-1861 und SO-1731 in vivo
Erstmalig wurden in dieser Arbeit analytisch reine Saponine in vivo eingesetzt. Von Bachran et

al. wurde bereits das kommerziell erworbene Saponingemisch SA in vivo auf seine Toxizitit
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iiberpriift und dann in der Kombinationstherapie mit einem chimérem Toxin eingesetzt [22]. Von
den EU-Richtlinien zur GMP, dt. ,,guten Herstellungs-Praxis®, wird fiir den klinischen Einsatz
von Substanzen oder Substanzgemischen zunédchst deren eindeutige Zusammensetzung sowie ein
geeignetes Produktionsprotokoll gefordert, um dann in einem weiteren Schritt den Herstellungs-
prozess unter GMP-Bedingungen durchzufiihren. Durch Mazeration mit 90 % Methanol und an-
schlieBender Autrennung mittels HPLC und priparativer Elektrophorese ist es in unserer Arbeits-
gruppe gelungen, mehrere Triterpensaponine aus den Pflanzen Gypsophila paniculata und Sa-
ponaria officinalis zu isolieren [65, 66 und unver6ffentlicht].

Die zwei analytisch im ESI-TOF-Massenspektrogramm reinen und aufgrund ausreichender
Menge und erster vergleichender Versuche im Zytotoxizitétsassay Erfolg versprechendsten Sapo-
nine SO-1861 und SO-1731 wurden in dieser Arbeit zunichst in der Zellkultur eingesetzt. Hier
zeigten sie sich beide durch synergistische, mehr als 100 000fache, Verstarkung des chimiren
Toxins SE hocheffektiv in der Kombinationstherapie (s. 3.2.1), worauthin sie in Vorbereitung auf
den Einsatz in der Kombinationstherapie in vivo auf Akuttoxizitdt in BALB/c-M&usen getestet
wurden. Insbesondere die fiir Triterpensaponine typische Hepatotoxizitdt wurde hierbei unter-
sucht. Fiir die parenterale Aufnahme von Triterpensaponinen allgemein wurden Leberzellschi-
den bis hin zu Nekrose, Atemversagen, Krimpfen und Koma beschrieben [60].

Nach Gabe einer letalen Dosis von 200 pg im Falle von SO-1861 bzw. 150 pg im Falle von
SO-1731 zeigten histologische Untersuchungen von HE-Schnitten der Leber bei der Halfte die-
ser Méuse groBere Nekrosen bis hin zur Totalnekrose (Tab.9, S.53, Tab. 10, S.56 und
Abb. 17D, S. 54). Laborchemisch manifestierte sich dies in mehr als 100fach erh6hten Werten
der Enzyme AST, ALT und GLDH (Tab. 7, S. 51). Klinisch fiel auf, dass der Urin bei diesen
Mausen bereits sichtbar rotlich verfarbt war. Es konnte freies Himoglobin im Urin nachgewiesen
werden und eine Blutentnahme fiihrte unmittelbar zum Tod der betroffenen Maus (s. 3.4.1.1).
Diese Vorkommnisse weisen auf eine massive hdmolytische Andmie hin. Aufgrund laborchemi-
scher und histologischer Ergebnisse sowie klinischer Beobachtungen ist demnach davon auszu-
gehen, dass die Todesursache der Miuse, die letale Saponinmengen erhielten, entweder eine akut
toxische Lebernekrose und/oder eine fulminant hamolytische Andmie war.

Die tibrigen Dosierungen der beiden Reinsaponine (15, 30, 60 und 100 pg) wurden gut tole-
riert. Im Versuchsverlauf zeigten sich insbesondere bei den hoheren Saponindosen, 60 und

100 pg, im Vergleich zur Kontrollgruppe moderate Erh6hungen der Werte fiir AST, ALT und
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GLDH (Abb. 18, S. 55 und Abb. 19, S. 57). Da die AST nicht leberspezifisch ist und auch in den
Erythrozyten vorkommt, kdnnen erhohte Werte auch auf eine Himolyse hinweisen. Zum Ver-
suchsende hatten sich alle Werte normalisiert (Abb. 18 und Abb. 19). Die histologische Auswer-
tung der Leber ergab normales Parenchym bis zu leichten toxischen Verdnderungen fiir SO-1861
(Tab. 6, S. 39, Tab 9, S. 53 und Abb. 11A und B, S. 46) und leichte bis miBige toxische Verdnde-
rungen fiir SO-1731 (Tab. 6, Tab. 10, S. 56 und Abb. 11B und C). Klinisch waren die Méause
wihrend des gesamten Versuchsverlaufs unauffillig.

Die Ergebnisse entsprechen hinsichtlich der tolerierten Dosierungen denen von Bachran et al.,
die die In-vivo-Toxizitit von SA untersucht haben. Uber die Todesursache der Miuse findet sich

bei Bachran et al. hingegen keine Aussage.

4.4 Kombinationstherapie aus SO-1681 oder SO-1731 mit SE in der Zellkul-
tur und im syngenen Tumormodell

Um Tumortherapien zu verbessern und spezifischer zu gestalten wurden inbesondere in den letz-
ten zwanzig Jahren Substanzen entwickelt, die mit spezifischen Tumor assoziierten Molekiilen
wechselwirken (s. 1.2). Im Gegensatz zu den géngigen unspezifischen Behandlunsoptionen wie
Radio- und Chemotherapie sollen einerseits die Heilungschancen der Patienten erh6ht und ande-
rerseits unerwiinschte Nebenwirkungen minimiert werden. Zielgerichtete Toxine mit toxischer
Doméne und zielfithrendem Liganden sind zukunftstrichtige Therapeutika auf dem Gebiet der
zielgerichteten Tumortherapie. Dennoch ist bisher erst ein tumorspezifisches Toxin (Denileukin
difitox (Ontak)) zur Therapie zugelassen. Ein wichtiger Grund fiir das Scheitern vieler Toxine in
der klinischen Phase sind die trotz vergleichsweise spezifischer Wirkung Dosis limitierenden un-
spezifischen Nebenwirkungen auf den Organismus [17, 18].

SE, ein rekombinant hergestelltes Fusionsprotein aus dem pflanzlichen Toxin Saporin und
dem humanen EGF, wirkt spezifisch gegen Zellen, die eine Uberexpression des EGFR aufweisen
[37]. Der Einsatz eines Toxins, das sich gegen den EGFR richtet, ist insofern sinnvoll, da die
meisten Tumorentititen diesen Rezeptor massiv liberexprimieren (s. 1.2.1.2). Die Kombination
von SE mit dem kommerziellen Saponingemisch SA hat durch dessen synergistische Verstirker-
wirkung zu einer iiber 100 000fachen Dosisreduktion des Toxins gefiihrt [22]. Es ist davon aus-
zugehen, dass auch die Nebenwirkungen des Toxins in der Klinik hierdurch drastisch verringert

werden.
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Da die Zusammensetzung des Saponingemischs SA nicht klar definiert ist und es aus diesem
Grund nicht klinisch eingesetzt werden kann, wurden in dieser Arbeit die zwei zuvor mit HPLC
isolierten analytisch reinen Saponine SO-1861 und SO-1731 eingesetzt. Sie wurden in Kombina-
tion mit dem chiméren Toxin SE gegen Tumorzellen mit erhohter Expression des EGFR zum
Einsatz gebracht. In der Zellkultur wurde der toxische Effekt der Kombinationstherapie auf die
mit humanem EGFR transfizierte murine Brustkrebszelllinie TSA-EGFR und auf die humane
Zervixkarzinomzelllinie HeLa bewiesen (s. 3.2.1, 3.2.2). Die Toxinwirkung wurde in beiden Fél-
len mehr als 100 000fach verstarkt. Sowohl die Saponine als auch SE wurden in alleine nicht to-
xischen Konzentrationen eingesetzt, so dass es sich eindeutig um einen synergistischen Effekt
handelt. Dies kongruiert mit Ergebnissen, die mit dem Saponingemisch SA von Bachran et al. er-
zielt wurden [22].

Nach dem erfolgreichen Einsatz von SO-1861 und SO-1731 in der Zellkultur, Befreiung des
Toxins von bakteriellen Endotoxinen (s. 2.3.10), Uberpriifung der Toxinaktivitit (s. 2.3.12) so-
wie vorausgehender Toxizitdtsstudie der Saponine (s. 3.4.1.1) wurde die Kombinationstherapie
aus den beiden Reinsaponinen mit SE an BALB/c Méusen mit syngenen Tumoren aus TSA-EG-
FR-Zellen getestet. Die Tumortherapie mit sowohl SO-1861 als auch SO-1731 in Kombination
mit SE war hochgradig erfolgreich (p <0,05). Die Mause waren wadhrend des gesamten Ver-
suchsverlauf klinisch unauffallig und bei der histologischen Begutachtung der Leber wurden kei-
ne Unterschiede zu den Kontrollmiusen festgestellt. 28 Tage nach Tumorzellinjektion und acht-
maliger Kombinationstherapie kam es im Falle von SO-1861 bei 6 von 10 Méusen zu kompletter
makroskopischer Tumorremission und einer mittleren Tumorgrofe von 141,73 mm?, wohingegen
die Kontrollgruppe eine mittlere Tumorgrofle von 761,89 mm? und lediglich einen Fall komplet-
ter Remission aufwies (Abb. 20, S. 59).

Die Behandlung mit SO-1731 und SE erfolgte mit zwei unterschiedlichen Saponindosierun-
gen (15 pg und 30 pg). Sie fiithrte bei allen Mausen zu kompletter Remission, wohingegen die
Kontrolle lediglich einen Fall kompletter Remission und in mehr als der Halfte der Falle (5 von
8) einen Tumor aufwies, der grofer als 400 mm? und schwerer als 300 mg war (Abb. 21, S. 60).
Bei Préparation der Méuse wurde festgestellt, dass diejenigen, die 15 ug Saponin erhalten hatten,
an der Stelle, an der urspriinglich der Tumor lokalisiert war, einen Strang rétlichen, weichen Ge-
webes aufwiesen, wohingegen sich dieses Areal bei den Méusen, die 30 pg Saponin erhalten hat-

ten, nicht von der umgebenden Subkutis unterschied. Vermutlich handelte es sich bei dem be-
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schriebenen Gewebe um bindegewebig ersetztes Tumorgewebe, das durch langsameren Thera-
pieeffekt noch nicht vollstindig resorbiert worden war. Fiir eine zukiinftige Behandlung emp-
fiehlt sich aufgrund der groBeren Effizienz die hohere Dosierung.

Durch den erfolgreichen Einsatz analytischer reiner Saponine in vitro und in vivo hat die
Kombinationstherapie aus Saponin und SE einen essentiellen Fortschritt im Hinblick auf spitere
klinische Studien gemacht. Im Gegensatz zu dem bisher eingesetzten Saponingemisch SA, des-
sen Zusammensetzung nicht klar definiert ist und von Gebrauch zu Gebrauch variieren kann, er-

moglichen SO-1861 und SO-1731 die Produktion nach den EU-Richtlinien zur GMP.

4.5 SO-1861 im Impedanz basierten Echtzeit-Assay

Uber die Kinetik der zytopathogenen Effekte nach Gabe der Kombinationstherapie aus Saponi-
nen und Saporin basierten Toxinen war bisher nichts bekannt. Es wurden in der Zellkultur ledig-
lich Endpunkt-Assays mit MTT oder FDA eingesetzt. Endpunkt Assays werden zu einem defi-
nierten Zeitpunkt durchgefiihrt und geben an diesem den Anteil lebender Zellen in Zellverbénden
an. Sie liefern keine Informationen iiber den zeitlichen Ablauf von Zellproliferation und Zellster-
ben.

Im Impedanz basierten Echtzeit-Assay (s. 2.4.4) konnte die Saponinwirkung erstmalig unter
Echtzeitbedingungen nachvollzogen werden. In diesem Assay wurde das Zellverhalten von He-
La-Zellen koninuierlich an einem angeschlossenen Monitor iiberwacht und Zellproliferation und
Zellsterben nach Behandlung mit SE in Abwesenheit und Anwesenheit von Saponinen beobach-
tet. Es konnte hierbei festgestellt werden, dass bei hoheren effektiven SE-Konzentrationen in Ge-
genwart von Saponin der Zelltod nahezu vollstindig bereits innerhalb der ersten 12 h nach Zuga-
be der Substanzen eintrat, wohingegen es bei niedrigeren effektiven SE-Konzentrationen bis zu
120 h nach Substanzgabe dauerte bis alle Zellen tot waren (Abb. 12, S. 47). Diese Unterschiede
werden in einem Endpunkt-Assay so nicht festgestellt und sind von besonderer Relevanz, da es
in vivo vermutlich nur zu einer kurzen Expositionszeit der Zellen gegeniiber Toxin und Saponin
kommt. SA wurde beispielsweise hidufig schon innerhalb einer Stunde fast komplett ausgeschie-
den [72] .

Es zeigte sich weiterhin bei der Echtzeitmessung, dass in allen Féllen, in denen es aufgrund

der Therapie zu einer Impedanzidnderung kam, immer die kontinuierliche weitere Abnahme der
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Impedanz bis hin zur Nullinie, d.h. bis zum Tod aller Zellen, folgte (Abb. 12). Eine Zellschidi-
gung mit anschlieBender Erholung kam nicht vor. Dies legt nahe, dass die Wirkung der Kombi-
nationstherapie in vitro einem Alles-oder-Nichts-Gesetz folgt: Es ist vermutlich ein Schwellen-
wert notig, ab dem dann der sichere Zelltod eintritt.

Der Echtzeit-Assay erlaubte auBerdem Riickschliisse auf den Wirkmechanismus von Saponi-
nen. In Gegenwart hoherer Saponinkonzentrationen ist die Bildung von Membranporen und auch
das Anschwellen von Zellen beschrieben worden [53, 81, 82]. Xiao et al. haben explizit fiir Im-
pedanzmessungen kontinuierlicher Zellschichten beschrieben, dass Anderungen der Zellform zu
Anderungen des Impedanzwerts fiihren [83]. Durch das Echtzeit-Monitoring konnte gezeigt wer-
den, dass die Gabe von SO-1861 bis zu 10 ug/ml, einer Konzentration, die deutlich hoher ist als
diejenige, die in der Kombination eingesetzt wird, zu keiner von der Kontrolle abweichenden
Impedanzverinderung fiihrte (Abb. 11, S. 46). Die Bildung von Membranporen und starkes An-
schwellen von Zellen konnte also ausgeschlossen werden.

Nach Behandlung von Zellen mit der Kombinationstherapie hingegen konnte festgestellt wer-
den, dass die Impedanz zunichst zunahm, und zwar stérker als diejenige der Kontrolle, um dann
direkt oder allméhlich bis zum vollstindigen Zelltod abzunehmen. Die Impedanzzunahme ist
moglicherweise auf ein Anschwellen der Zellen zuriickzufiihren. Die Moglichkeit, dass durch die
Anwesenheit von EGF zunéchst die Proliferation angeregt wurde ist unwahrscheinlich, da dies
bei der Gabe von SE allein nicht der Fall war und auch im entsprechenden MTT-Assay (Abb. 13,
S. 48) keine Proliferation der Zellen nachgewiesen wurde.

Insgesamt ist der beschriebene Echtzeit-Assay einem Endpunkt-Assay deutlich iiberlegen. Er
ist weniger arbeitsaufwendig und auch weniger storanféllig fiir interpersonelle Unterschiede bei
der Experimentdurchfiihrung, da nach Zugabe der Substanzen die automatische Messung durch
den angeschlossenen Computer erfolgt. Er liefert durch kontinuierliche Uberwachung der Zellvi-
talitdt wesentlich mehr Informationen als eine Enpunktmessung und erlaubt dadurch eine besse-

re Planbarkeit von In-vivo-Experimenten und klinischen Studien.

4.6 Kombinationstherapie aus dem Saponingemisch SA und dem chiméren
Toxin SE im Xenotransplantatmodell

Die Kombinationstherapie aus Saporin basiertem Toxin und SA wurde bereits erfolgreich gegen

syngene Tumoren in BALB/c Miusen eingesetzt [22]. Fiir den Ubergang von priklinischer Prii-
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fung zur klinischen Forschung ist es sinnvoll, die Therapie zunidchst an humanen Tumoren im
Xenotransplantatmodell einzusetzen. Da die Wirksamkeit des Saponingemischs SA in vivo be-
reits erwiesen wurde und die Therapie mit Reinsaponinen in dieser Arbeit erst etabliert werden
musste, wurde hierflir SA eingesetzt. Als Modell dienten athymische Nacktmiuse (CD1 nu/nu)
mit Tumoren aus der humanen Zervixkarzinomzelllinie HeLa, die genauso wie die beiden huma-
nen Zervixkarzinomzelllinien CaSki und SiHa der Kombinationstherapie in vitro sehr gut zu-
génglich ist [62]. HeLa Zellen hatten sich zuvor in dieser Arbeit durch das beste /n-vivo-Wachs-
tum der drei Zellinien ausgezeichnet (s. 3.4.3). Die zu applizierenden Mengen von Toxin und Sa-
ponin fiir die Therapie wurden wie von der Tierversuchskommission gefordert und im Tierver-
suchsantrag festgelegt vom syngenen Mausmodell {ibernommen. In den vorgegebenen Konzen-
trationen erwies sich die Kombinationstherapie als unwirksam gegen die HeLa-Tumoren der
Nacktmiuse. Dreiflig Tage nach Tumorzellinjektion und 8maliger Therapie aus SA und SE tru-
gen alle Méuse von Therapie und Kontrollgruppe solide Tumoren, deren mittleres Gewicht in
der Therapiegruppe 451 mg und in der Kontrollgruppe 423 mg betrug (Abb. 23, S. 62).

Es gibt verschiedene Griinde, die fiir das Therapieversagen verantwortlich sein kénnen. Wahr-
scheinlich lassen sich die verabreichten Mengen von Saponin und chimérem Toxin nicht einfach
vom syngenen BALB/c-Modell auf das CD1 nu/nu-Modell iibertragen, da die athymischen
Nacktméuse anders auf die Substanzen reagieren als die immunkompetenten BALB/c-Méuse.
Klinisch zeigten die Nacktmiduse beispielsweise Entziindungs- und Fibrosereaktionen an den
Einstichstellen, die bei den BALB/c Méusen nicht aufgetreten waren. Eine Maus der Therapie-
gruppe verstarb sogar aus ungekldrten Griinden im Therapieverlauf. Ein weiterer Aspekt ist, dass
die Nacktméuse im Durchschnitt 5 g (25 %) schwerer waren als die gleichaltrigen BALB/c-Méiu-
se, was vermutlich eine hohere Menge von Toxin und Saponin erfordern wiirde. Ebenfalls nicht
zu vernachléssigen ist die Tatsache, dass SA ein Gemisch aus verschiedenen Saponinen ist, deren
Zusammensetzung nicht klar definiert ist und somit selbst bei sonst identischen Bedingungen

nicht dieselbe Wirksamkeit gewéhrleistet wird.

4.7 FEinzelne Fraktionen des Saponingemischs Saponinum album und ihre
Wirksamkeit auf CaSki, SiHa und HeLa-Zellen

Von Thakur et al. wurde in unserer Arbeitsgruppe eine einfache elektrophoretische Methode zur

Auftrennung von Saponingemischen entwickelt. Das kommerziell erworbene Saponingemisch
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SA konnte mittels Agarosegelelektrophorese in vier Fraktionen aufgeteilt werden, deren syner-
gistische Verstarkerwirkung von SE auf HER-14 Zellen (murine embryonale Fibroblasten
(NIH-3T3) stabil transfiziert mit humanem EGFR) und untransfizierte NIH-3T3 Zellen getestet
wurde. Die bezogen auf ihre elektrophoretische Mobilitit zweite Fraktion zeigte sich hierbei mit
einer 9800fachen Verstirkerwirkung des Toxins auf HER-14 Zellen am effektivsten. Die dritte
Fraktion war ebenfalls in der Lage die Toxizitit von SE zu verstirken, war jedoch mit einem Ver-
stairkungsfaktor von 3200 deutlich ineffektiver als Fraktion 2. Erste und vierte Fraktion erwiesen
sich als ineffektiv. ESI-MS-Analysen der isolierten Fraktionen ergaben, dass erste und vierte
Fraktion mehrere niedermolekulare Komponenten mit einem maximalen Masse-zu-Ladungsver-
hiltnis (m/z) von 1479 enthielten, wohingegen die beiden effektiven Fraktionen im wesentlichen
hochmolekulare Saponine enthielten. Die Hauptkomponente von Fraktion zwei war m/z 1641,
die Hauptkomponenten von Fraktion 3 m/z 1295, 1525, 1641 und 1803 [69] .

Nach dem Misserfolg der Kombinationstherapie mit dem Saponingemisch SA im Nacktmaus-
modell (s. 3.4.4) wurde SA in dieser Arbeit gelelektrophoretisch in vier Fraktionen aufgetrennt,
die dann nach Thakur et al. iiber Methanolextraktion und Gefriertrocknung aus dem Gel zuriick-
gewonnen wurden (s. 2.5.1). In der Zellkultur wurde die Wirkung der Saponinfraktionen auf die
drei Zervixkarzinomzelllinien CaSki, HeLLa und SiHa in ersten vergleichenden Versuchen in der
Kombinationstherapie getestet. Fraktion 2 (2") zeigte sich in der {iblicherweise eingesetzen Kon-
zentration von 2 pg in Kombination mit SE toxisch auf alle drei Zelllinien, und zwar deutlich to-
xischer als die Fraktion allein (Abb. 25B, D und F, S. 64). Die iibrigen drei Fraktionen waren un-
wirksam.

Es wire denkbar Fraktion 2 oder nur ihre Hauptkomponente m/z 1641 im Nacktmausmodell
einzusetzen. Der gezielte Einsatz einer wirksamen Saponinfraktion von SA oder eines Reinsa-
ponins aus SA wird sich im Tiermodell wahrscheinlich effektiver zeigen als der Einsatz des Ge-
mischs und vielleicht auch geringere Entziindungsreaktionen an der Einstichstelle hervorrufen.
Hierzu miisste zundchst durch weitere Gelelektrophoresen wesentlich mehr Saponinmaterial ge-
wonnen werden. Um reines m/z 1641 zu erhalten miisste dieses mittels HPLC aus der Fraktion
isoliert und mittels ESI-TOF-MS auf seine Reinheit {iberpriift werden. In der Zellkultur miisste
dann die Toxizitdt der Fraktion bzw. die des isolierten m/z 1641 und auch das Wirkprofil mit SE

noch genauer untersucht werden, bevor der Einsatz im Tiermodell in Frage kommt.
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4.8 Ausblick

Die in unserer Arbeitsgruppe entwickelte zielgerichtete Tumortherapie aus chimédrem Proteinto-
xin SE und Reinsaponin ist eine vielversprechende Tumortherapie, die die therapeutische Breite
des Toxins massiv erhoht. In dieser Arbeit hat die Therapie sich im syngenen Tumormodell unter
Verwendung analytisch reiner Saponine als hocheffektiv erwiesen. Toxin induzierte Nebenwir-
kungen kénnen durch die mehr als 100 000fache Verstarkerwirkung des Saponins und die damit
einhergehende drastische Dosisreduktion des Toxins minimiert werden. Die Verstirkerwirkung
ist auch unter 6konomischen Gesichtspunkten relevant, da die Produktionskosten des Toxins ge-
senkt werden konnen.

Ein wichtiger Aspekt fiir die Zukunft zielgerichteter Tumortherapie ist, dass Saporin nicht nur
mit EGF, sondern auch mit anderen Antigenen, kleinen Molekiilen oder Antikdrpern verlinkt
werden kann. Es wurde mithilfe des Liganden EGF zunéchst die Wirksamkeit der Kombination
aus Saponin und Saporin bewiesen. Das Konzept der Verstiarkerwirkung des Saponins kann auch
auf andere zielgerichtete Saporin basierte Toxine iibertragen werden. Andere Forschungsgrup-
pen, die mit solchen Toxinen arbeiten, haben die Austauschbarkeit des zielfiihrenden Liganden
in vitro bereits bewiesen. Ippoliti et al. haben ein Fusionsprotein aus Saporin und hCASK (Hu-
man calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase), das sich gegen humane Glioblasto-
mazellen richtet, in vitro erfolgreich mit einem von uns erhaltenen Reinsaponin kombiniert [84] .
Flavell et al. haben ebenso das Konzept von uns iibernommen und Saponine, insbesondere SA
und Quillaja Saponine, in vitro erfolgreich in Kombination mit OKT10-Saporin, einem anti
CD 38 Immunotoxin gegen Leukdmie- und Lymphomzelllinien, eingesetzt [85] .

Interessanterweise haben Flavell et al. hierbei kein Zeitintervall zwischen der Gabe des Sa-
ponins und des Toxins beriicksichtigt und trotzdem eine mehr als 100 000-fache Verstiarkerwir-
kung des Saponins beobachtet. Bisher ging man basierend auf Experimenten von Heisler et al.
[21] und Weng et al.[64] davon aus, dass die Interaktion von Saponin mit der Zellmembran die
Zellen fiir eine verbesserte Aufnahme des Toxins vorbereitet. Weng et al. hatten in der Zellkultur
die Aufnahme und Freisetzung von [(3)H]-SA durch ECV304 Zellen untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass ein kleiner Teil der Saponinmolekiile dauerhaft mit der Zelle assoziiert blieb.
Dieser kleine Teil reichte aus, um eine drastische Wirkverstarkung von Saporin hervorzurufen,
was auf eine langanhaltende Sensibilisierung der Zellen gegeniiber dem Toxin hindeutete. Auf-

grund der Ergebnisse von Flavell ist es denkbar, dass ein Zeitintervall, so wie es bisher in vitro
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und auch in vivo eingehalten wurde, nicht unbedingt notig ist. Moglicherweise hat es im Falle
des Xenotransplantats in dieser Arbeit durch zu raschen Abbau des Saponins sogar zum Thera-
pieversagen gefiihrt. In einer Studie von Bachran et al. wurde gezeigt, dass SA nach subkutaner
Injektion sehr schnell vom Korper eliminiert wird. Der GroBteil des [(3)H]-markierten Saponins
wurde bereits innerhalb von 30 Minuten von den Versuchsmiusen tiber den Urin ausgeschieden
[72]. Die Pharmakokinetik und der Metabolismus von Saponinen im tierischen Organismus ist
ansonsten schlecht erforscht und auch die genauen Verdnderungen, die durch solch niedrige Sa-
poninkonzentrationen wie wir sie einsetzen in Zellen hervorgerufen werden, sind bisher nicht ge-
nau bekannt. Es ist jedoch anzunehmen, dass sie den Austritt des Toxins aus den Endosomen un-
terstiitzen [31]. Moglicherweise wirkt Saponin auch dann, wenn das Toxin bereits an die Zelle
gebunden hat. Es wére sogar denkbar, dass Saponin in diesem Fall vermehrt zu den gewiinschten
Zellen gelangt, da es dort zu erhdhtem Verbrauch und Abbau kommt.

Das Zeitfenster zwischen Gabe von Saponin und Toxin sollte erneut {iberdacht und gegebe-
nenfalls angepasst werden. Idealerweise wiirde in einem néichsten Schritt die Distribution radio-
aktiv markierter Substanzen, d.h. sowohl des Saponins als auch des zielgerichteten Toxins, in ei-
ner Bildgebung wie z.B einer Tier-PET an tumortragenden BALB/c-Mausen beobachtet. Hier
sollte sowohl fiir die vorherige Gabe des Toxins als auch des Saponins untersucht werden. In Ab-
hingigkeit der Ergebnisse kann das Therapieregime dann weiter optimiert werden.

Es wire darauthin sinnvoll, da die Behandlung mit Reinsaponinen in dieser Arbeit im synge-
nen Mausmodell etabliert wurde, Reinsaponine auch im Xenotransplantatmodell einzusetzen. Da
die zu applizierenden Saponin und Toxinmengen, wie sich in dieser Arbeit gezeigt hat, nicht eins
zu eins von einem auf das andere Modell iibertragen werden kdnnen, sollte fiir das Xenotrans-
plantatmodell zundchst mithilfe von Mausekleingruppen ein Dosis-Wirkungs-Profil der Kombi-
nation aus SE und Saponin erstellt werden und in Abhdngigkeit davon die Therapie in einer gro-
eren Gruppe von Miusen durchgefiihrt werden.

Weiterhin sehr interessant fiir die Zukunft der Kombinationstherapie ist, dass die US-amerika-
nische Firma Advanced Targeted Sytems (ATS) mehr als 30 zielgerichtete Saporinkonjugate ver-

treibt, fiir die das Kombinationssystem mit Saponinen sinnvoll sein kann.
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In der Krebstherapie sind neue innovative Medikamente gefragt, die die meist unzureichenden
Therapieregime verbessern. Zielgerichtete Tumortherapie ermoéglicht durch Binden spezifischer
Strukturen, die wichtig fiir Wachstum oder Proliferation von Tumorzellen sind, eine gezieltere
Wirkung gegen Tumorzellen als Radio- oder Chemotherapie. Zielgerichtete Toxine sind vielver-
sprechende Substanzen auf diesem Gebiet, dennoch ist Ontak bisher das einzige tumorspezifi-
sche Toxin, das von der Food and Drug Administration (FDA) zur Therapie zugelassen wurde.

Ein wichtiger Grund fiir das Scheitern vieler Toxine in der klinischen Phase sind die — trotz
vergleichsweise spezifischer Wirkung — Dosis limitierenden unspezifischen Nebenwirkungen auf
den Organismus. In diesem Zusammenhang haben sich Gemische aus pflanzlichen Triterpenoi-
den, Saponine, sehr effektiv gezeigt. Sie haben in vivo drastisch die Toxizitdt des chiméren To-
xins Saporin(Sap-3)-EGF, genannt SE, verstirkt und konnten auch in der Zellkultur dessen Ef-
fektivdosis mehr als 100 000fach reduzieren und dadurch Nebenwirkungen minimieren. Fiir den
klinischen Einsatz eignen sich undefinierte Saponinmischungen jedoch nicht.

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die zwei zuvor mithilfe von High Per-
formance Liquid Chromatography (HPLC) aus den Wurzeln von Saponaria officinalis isolierten
analytisch reinen Saponine SO-1861 und SO-1731 in vitro und in vivo eingesetzt. Der Effekt der
Kombinationstherapie aus Reinsaponinen und SE wurde in der Zellkultur an Zellen mit Uberex-
pression des EGF-Rezeptors (TSA-EGFR) unter Verwendung eines Endpunkt-Assays mit MTT
erfolgreich getestet. Hierbei wurden SE Konzentrationen von 3 x 10" M bis 3 x 10® M einge-
setzt und es konnte eine mehr als 100 000 fache Verstarkung der SE-Toxizitét durch jedes der Sa-
ponine festgestellt werden.

Die akute /n-vivo-Toxizitdt von SO-1861 und SO-1731 in flinf verschiedenen Konzentratio-
nen (15, 30, 60, 100 und 200 pg/Applikation im Fall von SO-1861 und 15, 30, 60, 100 und
150 pg/Applikation im Fall von SO-1731) wurde an BALB/c Miusen getestet. Hierbei erwies
sich die jeweils hochste Dosis als letal und nach laborchemischer und histologischer Analyse
stellten sich akute Hepatotoxizitdt und akut fulminante Himolyse als wahrscheinlichste Todesur-
sachen heraus. Danach wurden nicht toxische Dosen der beiden Reinsaponine (15 und
30 pg/Therapieeinheit) auf ihre synergistische Verstirkerwirkung von SE im syngenen Mausmo-

dell, BALB/c-Mausen mit Tumoren aus TSA-EGFR-Zellen, getestet. Die Kombination von SE
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sowohl mit SO-1861 als auch mit SO-1731 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des Tumor-
volumens (p < 0,05). In der unbehandelten Kontrollgruppe hatten 5 von 8 Miusen einen Tumor
von > 450 mm? und lediglich eine Maus zeigte spontane Tumorremission. Im Gegensatz dazu
wiesen 6 von 10 Méuse nach achtfacher Behandlung mit SO-1861 (30 pg) und SE (0,1 pg) kom-
plette Tumorremission auf und lediglich eine Maus hatte einen Tumor von > 450 mm?. Nach
Kombinationstherapie mit SO-1731 kam es sogar in allen Fillen zur vollstindigen Remission.
Dieser enorme Therapieerfolg zeigt, dass die beiden Reinsaponine SO-1861 und SO-1731 als
synergistische Verstédrker eines Saporin basierten Toxins grof3es klinisches Potential haben.

Die Kombinationstherapie des Saponingemischs Saponinum album mit SE wurde erstmalig
im Xenotransplantatmodell, CD1 nu/nu-Méuse mit Tumoren aus der humanen Zervixkarzinom-
zelllinie HeLa, eingesetzt. Bei den eingesetzten Dosierungen der beiden Substanzen war die The-
rapie nicht erfolgreich. Dies weist darauf hin, dass die Substanzmengen von SE und Saponin
nicht vom syngenen auf das Xenotransplantatmodell iibertragen werden konnen. Das Therapiere-
gime fiir dieses Modell muss mithilfe eines Dosis-Wirkungs-Profils optimiert werden. Da die
Therapie mit den beiden Reinsaponinen SO-1861 und SO-1731 in der vorliegenden Arbeit er-
folgreich im syngenen Mausmodell etabliert wurde, sollten diese in Zukunft auch im Xenotrans-
plantatmodell anstatt des Saponingemischs eingesetzt werden.

Erstmalig wurde mithilfe eines Impedanz basierten Echtzeit-Assays die Kinetik zytopathoge-
ner Effekte der Kombinationstherapie untersucht. Nach Applikation niedriger effektiver Toxin-
konzentrationen kam es zundchst zur Zellproliferation der verwendeten HeLa-Zellen und dann
zum allmihlichen Zelltod innerhalb von 96-120 Stunden. Hohere effektive Toxinkonzentratio-
nen fiihrten bereits innerhalb der ersten 12 h zum schnellen nahezu vollstdndigen Tod der Zell-
verbdnde. Diese Information ist von grofer Relevanz fiir die /n-vivo-Applikation der Therapie,
da dort vermutlich nur eine kurze Expositionszeit gegeniiber SE und Saponin gewéhrleistet wird.

Bei allen mit der Kombinationstherapie behandelten Zellgruppen kam es zu starker anféngli-
cher Impedanzzunahme, die in Zusammenschau mit entsprechenden MTT-Assays als Zell-
schwellung gedeutet wurde. Im Echtzeit-Essay konnte auch gezeigt werden, dass die Gabe von
SO-1861 allein bis zu 10 pg/ml — einer Konzentration, die deutlich hoher ist, als diejenige, die in
der Kombination eingesetzt wird — zu keiner von der Kontrolle abweichenden Impedanzverinde-
rung fiihrte. Die Bildung von Membranporen und starkes Anschwellen von Zellen durch alleini-

ge Gabe des Saponins konnte also ausgeschlossen werden.
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