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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Saponinum album

Saponinum album stellt ein aufRerordentlich komm@ex&emisch mono- und
bisdesmosidischer Triterpensaponine mit GypsogeisnAglycon dar. Es war im DAB 7
monographiert und wurde friher als Expektorans eadet. In jingeren Ausgaben des DAB
fand Saponinum album keine Bertcksichtung mehr giltdseitdem als obsolet. Allerdings
konnte die Saponinum album bedingte massive Zytotéisserhohung eines in der
Tumortherapie verwendeten chimaren Toxins (Baclketaad., 2009) zu einer therapeutischen

Renaissance des Saponinum album fuhren.

Saponinum album l&sst sich durch Wasser/Methantbkxon, anschlie3ende Etherfallung
und Anreicherung in Butanol als weil3es Pulver geeim Als Ausgangsdroge dienen die als
Saponariae radix alba (weiRe Seifenwurzel) bezeten getrockneten Wurzeln von
Gypsophila paniculatd.. (siehe Abb. 1), gemeinhin als Schleier- odgpsRraut bezeichnet.
Gypsophila paniculatal. ist eine ausdauernde, urspringlich aus Ostaustammende
Pflanze, die der Familie der Nelkengewéchse (Cdrygceae) angehdort. Heutzutage wird
Gypsophila paniculatd. hauptsachlich floristisch verwendet und bediehe therapeutische
Bedeutung. Der Begriff Gypsophilasaponine wird iresér Arbeit als Synonym fur

Saponinum album verwendet.
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Abb.1 Gypsophila paniculatd. lllustration von Otto Wilhelm Tomé (1840-1928)
1.1.1 Eigenschaften und Verwendung von Saponinen

Viele Arzneidrogen kommen wegen der in ihnen em¢nagin Saponine therapeutisch zum
Einsatz. So werden beispielsweise Efeublattézderae helicis foliupnund Primelwurzel
(Primulae radiy als Expektorantien, die Samen der Rosskastiiigpfcastani semégrals
Antiexsudativa und die Ginsengwurz&ifseng radix als Tonikum genutzt. Neben dieser
.Klassischen” Verwendung der Saponindrogen als dfiharmaka werden einzelne Saponine
auch anderweitig eingesetzt. So wurde schon um 18&@estellt, dass die Saponine der
Seifenrinde Quillaja saponaria M.) die Immunantwort verstarken (Ramon, 1926).
Quillajasaponine werden heute als Adjuvantien hkai lderstellung von ISCOMS rimun

Stimulating Compley verwendet (Cox et al., 1998). Daneben sind emuatigshemmende,



Einleitung 3

antileishmanielle, antitrichomoniale, antifungamtivirale und antiallergische Effekte fur
Saponine beschrieben (Fuchs et al., 2009).

Aus der Beobachtung heraus, dass Saponine die efalimanpassage anderer Substanzen
erheblich verbessern, wurden Versuche unternomngezielt Stoffe in der Zelle
anzureichern. So wurde eine Saponin vermittelteukklation des Zytostatikums Cisplatin
in humanen Kolonkarzinomzellen festgestellt (Gatial., 2002). Auch die Aufnahme von
Heparin lie3 sich in vitro durch Zugabe entspredeerSaponine steigern (Cho et al., 2003).
Daneben sind &hnliche Effekte fir Insulin, Aminagigide, 4 -O-Tetrahydropyranyl-
doxorubicin (THP) und beta-Laktoglobulin festge$telorden (Chao et al., 1998, Sasaki et
al., 1994, Gee et al., 1997).

Bedingt durch den amphiphilen Charakter, der au$ dérhandensein einer polaren
Zuckerkette und eines unpolaren Steroid- oder rpateteils zurtckzufiihren ist, verhalten
sich Saponine als ausgesprochene Hamolysegiftajidi€ellmembranen schéadigen, indem
sie die Oberflachenspannung herabsetzen und aubkéetipide emulgierend wirken. In der
Folge entstehen Membranlicken, durch die der Ze#ulnhalt nach auf3en und Elektrolyte
und Wasser nach innen gelangen kénnen. Letztlicd die Zellmembran zerstort und es
kommt zum Austritt zellularer Bestandteile (Franeisl., 2002).

Die hamolytische Wirkung insbesondere der Quillapmsine und der in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Gypsophilasaponine konnte irsalgedenen Arbeiten immer wieder
gezeigt werden und wird gewohnlich auf die Bildungn unspezifischen Poren
zuruckgefuhrt, die durch Wechselwirkung des Gerstenit Zellmembranbestandteilen
(Cholesterol) entstehen (Francis et al., 2002, &@tlal., 2009). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die Membranperforation ein lang arrddee Effekt ist, wodurch die
Zellmembran flr grol3e Molekile wie Ferritin duraday wird (Francis et al., 2002). Ob sich
die durch Gypsophilasaponine bedingte Toxizitatgstang spezielleN-Glycosidasen (siehe
1.3.1) (Hebestreit, 2005) auf eine Saponin indtiktembranperforation zurtickfihren lasst,
ist fraglich, da die fur die Auslésung dieser Taétsernbhung notwendige
Saponinkonzentration mit 4 upg/ml weder zytotoxiscfi@eng et al.,, 2008) noch
membranolytische Effekte (Stérmer, 2008) zeigt.

Insbesondere deutet die durch Saponinum albumu@/ml) vermittelte, um Faktor 385 000
zugenommene Zytotoxizitat eines gegen den Epidemddlachstumsfaktor-Rezeptor
(EGFR) gerichteten, N-Glycosidase basierten, cremaroxins wenig auf eine unspezifische
Perforation der Zellmembran hin (Heisler et al02). Chimare Toxine sind héaufig Ligand-

Enzym-Komplexe, die lUber ihre Liganden (z.B. EGs9zfisch an zellulare Rezeptoren (z.B.
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EGFR) binden und nach Internalisierung auf Grundereitoxischen EnzymaktivitatN¢
Glycosidase) zytotoxisch wirken.

DarUber hinaus sind Phagozytose stimulierende Bdweiten fir Saponine im Allgemeinen
und Gypsophilasaponine im Besonderen beschrielmefutsen Gypsophilasaponine zu einer
verstarkten phagozytischen Aktivitat von GranulernyfLuo et al., 2006). Diosgenylsaponine
ausParis polyphyllaSM. stimulieren die Phagozytose von RAW-264.7-Zelléhang et al.,
2007) und triterpenoide GinsengsaponineRaisax ginseng. erhohen di€learancevon f3-
Amyloid durch Mikrogliazellen (Joo & Lee, 2008).

1.2 Begriffsbestimmung der Endozytose

Im Allgemeinen nutzen Zellen die Endozytose zur idifaufnahme und zur Verteidigung
gegen Pathogene. In Abhangigkeit vom zugrunde riége Mechanismus der Aufnahme

extrazellularen Materials unterscheidet man folgeeiadozytotische Prozesse:

* Phagozytose
* Makropinozytose

» Clathrin vermittelte und Caveolae vermittelte Engoge.

Spezialisierte Zellen wie Makrophagen, dendritisélellen oder neutrophile Granulozyten
nutzen die Phagozytose fur die Aufnahme von Badterund Partikeln (0,1-10 pum) und
tragen so zur Elimination in den Korper eingedrurege Antigene bei. Mittels
Makropinozytose nehmen Zellen extrazellulare Fhlssi in Makropinosomen (50-1000
nm) auf, die entlang der Mikrotubuli in tiefere Ek&mpartimente transportiert werden.
Dagegen bestehen Caveolae aus kolbenformigen,stba&eichen Membraneinstilpungen,
die besonders haufig in endothelialen Zellen aeffigin sind und hier dem transzellularen
Transport von Serumproteinen und Nahrstoffen dieaEs Protein Caveolin ist integraler
Bestandteil der Membran und flr die Stabilitat @aveolae essentiell. Die Expression dieses
Proteins in der Zelle kann die Caveolaebildungimeren (Pelkmans & Helenius, 2002). Die
Internalisierung durch Caveolae ist ein getriggef®rgang, in den auch komplexe
Signalkaskaden eingebunden sind. Uber Caveolae ekdnfioxine wie Choleratoxin,
Tetanustoxin sowie Pathogene wie der Simian-Vir&/ (40) aufgenommen werden
(Pelkmans & Helenius, 2002). Die Endozytose dureveDlae verlauft im Gegensatz zur
Clathrin vermittelten Endozytose wesentlich langsarfl0-20 Stunden) (Fittipladi et al.,
2003).
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Bei der Clathrin vermittelten Endozytose werdererilgpezielle Membranvertiefungen
(coated pity Nahrstoffe wie Eisen oder Cholesterol, aber aagtivierte Rezeptoren
internalisiert. Zytoplasmatisch zeichnen sich di¥sgtiefungen durch das Protein Clathrin
aus. Im zeitlichen Verlauf der Clathrin vermittelt&ndozytose werden Rezeptor-Ligand-
Komplexe in dencoated pitskonzentriert und anschlieRend alsated vesiclesron der
Zellmembran abgeschnurt. Die Abschnlrung der Véskelgt unter Verbrauch von ATP.
Das in denclathrin coated vesiclesransportierte Material wird in leicht saure (pkb)%
tubulovesikulare, frihe Endosomen abgegeben. Merfiaigmente und Rezeptoren werden
von hier aus entweder UbRecyclingeEndosomen zurtick zur Zelloberflache transporader

im Zuge der endosomalen Reifung vakuolarer Teildndr Endosomen in multivesikulare
Korperchen und folgend in spate Endosomen (pH 4lfegeben. Nach Fusion spéater
Endosomen mit Lysosomen erfolgt der Abbau des gtigoten Materials durch lysosomale
Enzyme. Mittels Clathrin vermittelter Endozytoserden beispielsweise LDL (Allayee et al.,
2000), Transferrin und EGF aufgenommen. Allerdikg®;nen auch Pathogene wie der
Papilloma-Virus und Toxine wie Shigatoxin, Diphetaxin, Ricin audRicinus communis..,
Nigrin B und Ribosomen-inaktivierende Proteine Tlywie Tichosanthin Gber diesen Weg
internalisiert werden (Chan et al., 2002 & 2003).

Die durch Saponinum album um Faktor 100 QOf¥steigerteToxizitat des Ribosomen-

inaktivierenden Proteins Typ | Saporin wurde inhbisgen Arbeiten auf die Saponin
induzierte Internalisierung des Saporins zurlcKgefiDie Tatsache, dass sowohl der
Endozytosehemmstoff Latrunculin (Hebestreit et2006) als auch eine Temperaturreduktion
auf 6°C (Hebestreit, 2005) eine signifikante Hemmuter Saponin/Saporin Toxizitat

verursacht, lasst diese Hypothese plausibel ensehei

Dies kodnnte auf der schon in Kolonkarzinomzellenodaehteten Saponinum album
induzierten Induktion der Vesikelbildung beruhenr{§ et al., 1995). Die zugrunde liegenden
Mechanismen dieser Saponin bedingten Effekte simibekannt. Allerdings haben

elektronenmikroskopische Untersuchungen an mit Gyipdasaponin behandelten Zellen
Veranderungen in der Membranstruktur festgesteftung et al., 1995), die als
Endozytoseausloser fungieren konnten. Andere Anjalie die Wirkung von Gemischen aus
Quillajasaponin  und Gypsophilasaponin  mit GnRH (&iorelin) an Zellen der

Hirnanhangdriise untersucht haben, postulieren @mstrukturierung der Zellmembran im

Sinne einer Neuordnungdvavi-Sivan et al., 2005)
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1.3 Ribosomen-inaktivierende Proteine (RIPS)

Ribosomen-inaktivierende Proteine (RIPs) sind thas Proteine mit Enzymaktivitat, die
pflanzlichen oder bakteriellen Ursprungs sein kdnnénd als N-Glycosidasen einen
essentiellen Adeninrest (Adenin-4324) der 28 S-témdeit der ribosomalen RNA (rRNA)
abspalten. Dadurch kommt die Proteinsynthese zuiegeén (Nilson et al., 2001).

RIPs konnen aus einer Proteindomane (A-Kette) cales zwei Uber Disulfidbriicken
verbundenen Proteindoméanen (A- und B-Kette) besteBas enzymatisch aktive Zentrum
liegt auf der A-Kette.

Demgemal’ werden Ribosomen-inaktivierende Proteypel [TRIPs Typ II) mit einer A- und
B-Doméane von den Ribosomen-inaktivierenden Proteifgp | (RIPs Typ I) mit nur einer
A-Domane unterschieden.

Ricin (66 kDa) ausRicinus communis., das wohl prominenteste RIP Typ I, bindet mit
seiner B-Domane lektinartig an terminale Galaktester auf der Zelloberflache und
ermdglicht so den Transfer der toxiscid4Glycosidase in die Zelle (Nilson et al., 2001).

Zu den RIPs Typ Il sind auch Abrin (63—67 kDa) absus precatorius. und Viscumin (60 —
70 kDa) aud/iscum albuni. zu zahlen.

RIPs Typ Il stellen gemafld Aufnahmemechanismus dBroméane aul3erordentlich toxische
Proteine dar, die schon in geringster Konzentnaketal wirken. Die L3 fur Ricin wurde
mit 12 pug/kg Korpergewicht (Maus, i.v.) bestimmiagegen wird die geringe Toxizitat der
RIPs Typ | auf die fehlende, den Zellmembrantranggrmittelnde B-Kette zurtickgefuhrt
(Peumans et al., 2001). Hierzu werden unter anddesyAgrostin (30 kDa) ausgrostemma

githagoL. und das Saporin (30 kDa) aBaponaria officinalid.. gerechnet.
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1.4 Zielsetzung

Seit der ersten Beschreibung der synergistischaat@yzitat zwischen Saponinum album
und Saporin durch Hebestreit (2005) sind keine emeit Untersuchungen zur Zellspezifitat
des Effektes erfolgt und der zugrunde liegende Medmus der aul3erordentlichen
Toxizitatssteigerung (Hebestreit et al., 2006) \®aporin durch Gypsophilasaponine war

vollkommen ungeklart.

Aufgabe der vorliegenden Dissertation war es déshdie Zellspezifitdt der Saponinum
album bedingten Saporintoxizitatssteigerung in el@edenen Zelllinien zu untersuchen und
nach Etablierung geeigneter In-vitro-Modelle mdgéic Endozytose und Phagozytose
stimulierende Eigenschaften des Saponinum albumpadéstiellen Mechanismus der Saponin
abhangigen Saporinzytotoxizitatszunahme zu idemdien. Darlber hinaus sollte das als
Rohsaponingemisch vorliegende Saponinum album phgtaisch charakterisiert und dessen

Insertion in die Zellmembran vitaler Zellen unterisu werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate

2.1.1 Zellkultur

Cellstar-Begasungsschrank, Nunc Intermed GmbH, béesn
CASY-Cellcounter, Scharfe System GmbH, Reutlingen
Laminar-Airflow-Box Herasafe, Heraeus-Christ, Hanau
Membran-Vakuumpumpe, Vaccubrand GmbH, Wertheim

Elvin-Potter-Homogenizer, Sigma-Aldrich Chemie Gml3teinheim

2.1.1.2 Elektrophorese

Mini-Protean-3-cell-Elektrophoresekammer, Bio-Rsldinchen
Power-Pac 300, Bio Rad, Miinchen

2.1.1.3 Zentrifugen

Tischzentrifuge, Biofuge pico, Heraeus-Christ, Hana
Mikro 200R, Hettich, Tuttlingen
Optima L-90 K Ultrazentrifuge, Rotor Ti 70.1, Becarm-Coulter

2.1.1.4 Chromatographie

Wellchrom HPLC Pump K-1001, Knauer, Berlin
Wellchrom DAD K-2700, Knauer, Berlin

Wellchrom Solvent Organizer K-1500, Knauer, Berlin

2.1.1.5 Sonstige Gerate

Mikroplattenphotometer Tecan-Spectra Fluor, Te&amlin
Lichtmikroskop TMS-F, Nikon, Japan

Analysenwaage AC 210 D, Sartorius, Gottingen
Durchflusszytometer, FACScalibur, BectonDickenddS8A
Epi-Fluoreszenzmikroskop, BX 41, Olympus, Japan
Wallac-MicroBeta-Trilux beta counter, Perkin EIm#fiesbaden

Rotavopor R114, Bichi, Flawil, Schweiz
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. pH-Einstabsmesskette Typ Nr. N 62, Schott, Mainz
. Alpha 2-4 Gefrietrocknungsanlage, Osterode

2.1.2 Verbrauchsmaterial
2.1.2.1 Zellkultur

. Casy Ton Lésung, Scharfe System GmbH, Reutlingen

. Casy Clean L6sung, Schéarfe System GmbH, Reutlingen

. Fetales Kalberserum (FCS), Biochrom KG, Berlin

. Trypsin/EDTA, Biochrom KG, Berlin

. RPMI 1640 Zellkulturmedium ohne Phenolrot, Biochr&@, Berlin
. MEM Zellkulturmedium ohne Phenolrot, Biochrom KGegrBn

. Phosphat buffered saline (PBS), Biochrom KG, Berlin

= LAB-TEK chamber slides, Nud, New York, USA

2.1.2.2 Elektrophorese

. Coomassie Stain Solution, Bio-Rad, Miinchen

. Destain Solution Coomassie R-250, Bio-Rad, Munchen

. Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad, Miinchen

. SDS Ready Gel Precast Gels, 10-20 % Tris-HCL, BaoksRMinchen

2.1.2.3 Chromatographie

. UltraSep ES PHARM RP18 (7 um, 250 x 8 mm) SaulpS8ev, Berlin
. BioGel P-30, Bio-Rad, Munchen

2.1.2.4 Dialyse

. QuixSep-Mikro-Dialysierkapseln, Roth, Karlsruhe
. ZelluTrans-V-Series Dialyse Membran (1000 MWCT)fRdarlsruhe

2.1.2.5 Flussigkeitsszintillation

. Optiphase Supermix Szintillationcocktail, Perkimi€r, Wiesbaden

. Soluene-350, Perkin Elmer, Wiesbaden



Material & Methoden 10

2.1.2.6 Sonstige Verbrauchsmaterialien

. Escherichia colBioParticles, Molecular Probes, Karlsruhe

. Escherichia colBioParticles Opsonizing Reagents, Molecular PrpKasisruhe
. Polybead Amino 1 um Spheres, Polyscience, Eppelheim

. Complete midi™, Roche, Mannheim

2.1.2.7 Zelllinien

= U-937 (Humane akute monozytische Leukamie, ATCC, LQBR93.2, DSMZ
Braunschweig)

=  SK-N-SH (Humanes Neuroblastom, ATCC, HTB-11, FMRIiBg

= HEP-G2 (Humanes Leberkarzinom, ACC 180, DSMZ Brabn®ig)

= THP-1 (Humane akute monozytische Leukamie, ACCDIEVIZ Braunschweig)

= MOLT-3 (Humane T-Zell-Leukdmie, ACC 84, DSMZ Braghsveig)

= H-2171 (Humanes kleinzelliges Lugenkarzinom, AC@,34SMZ Braunschweig)

= ECV-304 (Humanes Blasenkarzinom, ACC 310, DSMZ Bsahweig)

= HL-60 (Humane akute myeloische Leukamie, ACC 3, @3Bflaunschweig)

2.1.3 Chemikalien
2.1.3.1 Verbrauchschemikalien

. Natrium 3,3'-{-[(Phenylamino)carbonyl]-3,4-Tetrazoh}-Bis(4-methoxy-6-
nitro)benzen sulfonat (XTT), Sigma-Aldrich ChemienBH, Steinheim

. Phenazinmethosulfat (PMS), Sigma-Aldrich ChemiebBlinSteinheim

. Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), Sigma-Aldrichemie GmbH, Steinheim

. Borséaure, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

=  Alexa-Fluor 488 5-Tetrafluorphenylester (5-TFP), Ibtmlar Probes, Karlsruhe

. Toluol (pro analysi), Merck, Darmstadt

. Pyridin (pro analysi), Merck, Darmstadt

. B-Mercaptoethanol, Merck, Darmstadt

. Formaldehyd A.C.S. Reagenz, Sigma-Aldrich Chemidb8nSteinheim

=  Acetanhydrid (pro analysi), Merck, Darmstadt

. Natriumborhydrid ReagentPlus 99 % , Sigma-Aldridcte@ie GmbH, Steinheim
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2.1.3.2 Hemmstoffe

Cyclosporin A, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Filipin 111, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bafilomycin Al, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinimei
Nokodazol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Cytochalasin B, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinhei
Okadiinsaure, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Heparin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Phenylarsenoxid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Staemhe
Amilorid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2.1.3.3 Radiochemikalien

M Acetanhydrid (500 mCi/mmol), 25 mCi , GE Healthgaackinghamshire, UK
Natriunt™'Borhydrid, (15 Ci/mmol), 25 mCi, Biotrend, KéIn

2.1.3.4 Proteine

Saporin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

rviscumin, CYTAVIS BioPharma GmbH, Bergisch Gladbac

IgG, human, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Interferony, human, Roche, Mannheim
Anti-alpha-2-Makroglobulin-Rezeptor (An&i2M-R/LRP, CD 91) Antikorper, No
3402, American Diagnostica inc, Stamford, USA

"SSaporin, Institut fur klinische Chemie und Pathehiemie, Charité -

Universitatsmedizin Campus Benjamin Franklin, AGIrs Berlin

2.1.3.5 Saponine

Saponine au§ypsophila paniculat&., Saponinum album, Merck, Darmstadt

2.1.3.6 Kits

LDH-Detection-Kit, Roche, Mannheim
BCA-Protein-Assay-Kit, Pierce, Rockford, USA
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung der Zellen

U-937-, THP-1-, MOLT-3- und HL-60-Zellen wurden RPMI-1640 mit 15 % FCS ohne
Phenolrot mit 5 % C@bei 37 °C in sterilen 50 ml Kulturflaschen kultisieH-2171- (20 %
FCS), ECV-304-, SK-N-SH- und HEP-G2-Zellen wurdarMEM-Earle mit 15 % FCS ohne
Phenolrot mit 5 % C®bei 37 °C kultiviert. Die Kultivierung und Handhalg der Zellen
erfolgte stets entsprechend den Empfehlungen detsBleen Sammlung fiir Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH Braunschweilat{p://www.dsmz.dg

2.2.1.1 Untersuchungen zur Zytotoxizitat
2.2.1.2 Vitalitdts-Assays auf der Basis von Tetratiumsalzen

Tetrazoliumsalze finden in Zytotoxizitatstests uBdzym-Assays breite Anwendung. Diese
Tests beruhen auf der Reduktion eines Tetrazolilmesadurch die Zellen zu dem intensiv
gefarbten Formazan. Dieses Formazan wird anschieBei 450 — 600 nm photometrisch
bestimmt (Scudiero et al., 1987). Da zwischen dezakl der lebenden Zellen und der
Reduktion des Tetrazoliumsalzes zum Formazan agater Zusammenhang besteht, kann

anhand einer Kalibriergeraden auf die Zellzahl gessen werden (Buttke et al., 1993).

NO, \eo 2
MeO ] ’ ﬁ\SO_
3
50, 0 N=N
(@) N=N H +
H + ‘ 2[H] @—NH N
—_— N—NH
asiat
so,” MeO
+ - +
MeO Na H
NO, SO,
NO

Reduktion des XTT zum Formazan

Das gemeinsame Strukturmerkmal aller Tetrazoliuneset der aus 4 N-Atomen bestehende,
positiv geladene Tetrazoliumring, der durch Reduktgedffnet und in das entsprechende
Formazan Uberfihrt wird (siehe Abbildung). Es eersin unterschiedliche Tetrazoliumsalze
(z.B. MTT od. XTT). Diese unterscheiden sich lettiglin der Art der Seitenketten, mit denen

der Tetrazoliumring substituiert ist. Die Seiten&atbestimmen wesentliche Eigenschaften der
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Formazane. So ist das Formazan des MTT auf Grundhgldrophoben Substituenten
wasserunloslich. Im Gegensatz dazu liefert das Xauf Grund der negativ geladenen
Sulfonatgruppen in den Seitenketten ein gut wassiehes Formazan. Da das hydrophobe
Formazan des MTT im wassrigen Milieu ausféllt undeinem nachsten Schritt mit einem
organischen Lésungsmittel (z.B. DMSO) extrahiertde® muss, eignet sich XTT wesentlich
besser fur Zytotoxizitatsuntersuchungen unter Zéilikbedingungen (Goodwin et al., 1995).
Der genaue Mechanismus der Reduktion zum entsprdeheFormazan ist trotz der langen
Verwendung der Tetrazoliumsalze nicht vollstandigstanden. Im Falle des MTT soll diese
Reduktion allerdings von mitochondrialen Enzymbhé&mngen. Insbesondere Dehydrogenasen
scheinen bei der Reduktion des MTT eine besondelle Ru spielen (Mosmann et al., 1983).
Unmittelbar nach dem Zelltod wird die Aktivitat dexr mitochondrialen Enzyme eingestellt, so
dass bei der Bestimmung tote Zellen nicht erfagstien. Das Tetrazoliumsalz XTT wird im
Gegensatz zu MTT nur bei Vorhandensein eines irddid@nen Elektronenubertragers
(Kupplungsreagenz) ausreichend von den Zellen uetzfesAls Kupplungsreagenz wird
Phenazinmethosulfat (PMS) verwendet (Roehm et1&91). Nach Scudiero et al. (1987)
haben sich 50 pg XTT und 0,15-0,4 ug PMS pro Welbptimal erwiesen.

2.2.1.3 Durchfihrung des XTT-Assays

Nach Inkubation mit den entsprechenden Substandeigte unabhéngig von der Art der
verwendeten Zelllinie die Zugabe von 50 ul eines®iung von 1 mg/ml XTT und 8 pg/ml
PMS zu 100 pl Medium pro well. Nach dreistiindigekubation bei 37 °C und 5 % GO
erfolgte die Absorptionsmessung bei 585 nm (Refaretienlange: 450 nm). Zur Auswertung
der einzelnen Zytotoxizitats-Assays wurde grund&fitz der Mittelwert aus acht
Einzelmessungen gebildet und auf den Wert der fiibgeen Kontrolle bezogen (ausgedrtickt

in Prozent).

2.2.1.4 Zytotoxizitatsversuche mit U-937-Zellen

10000 U-937-Zellen pro well (100 pul RPMI-1640) wendin 96-well Platten eingesat und 24
Stunden inkubiert. Nach Zugabe von 10 ul einer Nisg von Saponinum album (0-5
pg/ml) und Saporin (6 nM) wurden die Zellen weitd& Stunden inkubiert. Eine mdgliche
Eigentoxizitat der Einzelsubstanzen wurde ebenfatitersucht. Die Vitalitat wurde mittels
XTT-Assay bestimmt (2.2.1.3).
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2.2.1.5 LDH-Assay mit U-937-Zellen

Fur die Bestimmung der LDH-Freisetzung aus U-93lleBe wurde der Cytotoxicity-
Detection-Kit(Roche) verwendet. U-937-Zellen (10000) wurde®® pul RPMI-1640 in 1,5
ml Eppendorf-Tubes ausgeséat und mit verschiedeapaorfinum album Konzentrationen (4, 8,
16, 20, 28 pg/ml) fur 5, 10, 20, 40 und 80 min imutBchrank inkubiert. Entsprechende
Kontrollen wurden nur mit Medium behandelt. Die |IZespensionen wurden anschlieRend fur
10 min bei 250 zentrifugiert. Es wurden jeweils 100 pl aus denetdtand entnommen und in
eine 96-well Platte pipettiert. Nach Zugabe von 100Reaktionsmischung (Katalysator,
Tetrazoliumsalz) aus defytotoxicity-Detection-Kitwurde nochmals fir 30 min im Dunkeln
bei RT inkubiert. Die Extinktion wurde bei 490 nrargessen. Die Referenzwellenlange betrug
590 nm.

2.2.1.6 Zytotoxizitatsversuche mit hIFNy und PMA differenzierten U-937-Zellen

Im Zuge der monozytaren Differenzierung zu Makrg@rawerden verstarkt Rezeptoren zu
extrazellularen Adhasionsfaktoren wie Fibronekum @er Zelloberflache exprimiert. Um eine
optimale Adharenz der Zellen an die Kunststoffoidetfe der Gewebekulturplatten zu
gewahrleisten, wurden 96-well Platten mit folgendahasionsfaktoren fir 30 min bei RT
bedeckt: Poly-L-lysin (0,1 mg/ml), Gelatine (10 mmd), Collagen A (1 mg/ml) und
Fibronektin (75 pg/ml). Anschliel3end wurde zweimat PBS (100 pl/well) gewaschen. Fur
die Zytotoxizitatsversucheurden 96-well Platten mit Fibronektin (75 pl/wéillr 30 min bei
RT beschichtet, zweimal mit je 100 ul PBS gewasch&900 Zellen pro well in 100 pl
RPMI-1640 eingesat und 20 pl hiIEN{Endkonzentration: 1000 U) oder 20 pl PMA
(Endkonzentration: 20 nM) zugegeben. Die Zellendearentweder 24, 48 (hIFN-oder 24,
48, 72 (PMA) Stunden differenziert, vorsichtig mi®0 pl PBS gewaschen und mit 100 pl
RPMI-1640, 10 pl Saponinum album (0-5 pg/ml) in Kmation mit Saporin (6 nM) fur
weitere 48 Stunden inkubiert. AnschlieRend erfoldjee Bestimmung der Vitalitat (2.2.1.3).
Eine mogliche Eigentoxizitat der Substanzen wutiEnélls gepriift.
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2.2.1.7 Zytotoxizitdtsversuche mit ECV-304-, SK-N6H-, HEP-G2-, MOLT-3-, HL-60,
H-2171-Zellen

ECV-304-, SK-N-SH- und HEP-G2-Zellen wurden in J00OMEM (15 % FCS) in 96-well
Platten mit einer Zelldichte von 2000 Zellen prdlveeisgesat. THP-1- (7000/well), MOLT-
3- (40000/well), H-2171- (10000/well) und HL-60-Eai (10000/well) wurden ebenfalls in
96-well Platten in 100 pl RPMI-1640 mit 15 % (20 PB2171-Zellen) FCS eingesat. Nach
24 Stunden wurde Saporin (6 nM)/Saponinum albumgénl) zu ECV-304-, SK-N-SH-, H-
2171-, HL-60- und HEP-G2-Zellen gegeben. MOLT-3-dulHP-1-Zellen wurden mit
Saporin (6 nM bzw. 0.6 nM) und mit 3 bzw. 2 pg/napSninum album inkubiert. Um eine
Eigentoxizitat der Monosubstanzen auszuschlieRamden die Zellen alternativ nur mit
Saporin ohne Saponinum album oder nur mit Saponialbom inkubiert. Entsprechende
Negativkontrollen wurden mit Medium oder PBS belendNach einer Inkubationszeit von
72 Stunden erfolgte die Vitalitatsbestimmung (22.1

2.2.1.8 Zytotoxizitatsvergleich von rViscumin und Sporin/Saponinum album

ECV-304-Zellen wurden in 96-well Platten in 100MEM (15 % FCS) mit einer Zelldichte
von 2000 Zellen pro well eingesat, 24 Stunden \eitt, das Medium entfernt und die Zellen
mit 100 pl PBS pro well gewaschen. Nach Zugabe 885 ul MEM pro well ohne FCS
wurden 10 pl rViscumin (1707° M — 1,0x10* M) zupipettiert. Fur die rViscumin
Verdunnungsreihe wurde PBS mit 0.01 % Tween 80 eedst. Da rViscumin an
Serumbestandteile bindet, wurde FCS (16.5 pl)rexsth 15 min zugegeben.

Alternativ wurden die Zellen mit Saporin (8B °M — 4x10 **M) und Saponinum album (4
pg/ml) inkubiert. Entsprechende Negativkontrollemreen nur mit Medium oder Lésemittel
(PBS mit 0,01 % Tween 80) behandelt. Nach eineuldakionszeit von 72 Stunden erfolgte
die Vitalitatsbestimmung (2.2.1.3).

2.2.1.9 Auswaschversuche von Saponinum album aus #&04-Zellen

Nach Einsaat der ECV-304-Zellen in 96-well Plati@000/well) und Inkubation fur 24
Stunden erfolgte die Zugabe von Saponinum albundK&mzentration: 4 pg/ml). Nach
einstundiger Inkubation und zweimaligem WaschenRBiE wurden die Zellen mit je 100 pl
MEM (15 % FCS) fur 80 min tberschichtet. Danaclolgte alle 10 min ein Wechsel gegen
frischen PBS (10 % FCS). Dies erfolgte Uber ein@saitzeitraum von 60 min. Danach
folgte eine weiterer Waschschritt mit PBS und eimetschichten mit 100 pul MEM (15 %
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FCS). Nach Zugabe von 10 pl Saporin (Endkonzeotratt nM) wurde fir weitere 72
Stunden inkubiert und anschlieend die Vitalitatstimemt (2.2.1.3). Entsprechende
Positivkontrollen wurden mit Saporin/Saponinum atbund Negativkontrollen mit Saporin

oder nur mit Saponinum album inkubiert.

2.2.2 Versuche mit Endozytosehemmstoffen

2.2.2.1 Optimierung der Saporin/Saponinum album Inkibationszeit

Um die Inkubationszeit der Zellen mit den Hemma&offnoglichst gering zu halten, wurde
im Vorfeld der Versuche eine Mindestinkubationseait Saporin/Saponinum album ermittelt
bei der eine zur Kontrolle signifikante Zytotox#itauftrat. Zu diesem Zweck wurden 2000
ECV-304-Zellen, wie unter 2.2.1.7 beschrieben inn@8l Platten eingesat und 24 Stunden
kultiviert. Uber einen Zeitraum von 6 Stunden wurddle 20 min 10 pl einer Mischung von
Saporin (6 nM) mit Saponinum album (4 pg/ml) prollveeigegeben. Das Medium wurde
entfernt und die Zellen mit 100 ul PBS pro well gsshen. Nach Zugabe von 100 pl
frischem Medium wurden die Zellen fur weitere 72urgten inkubiert und die Vitalitat
bestimmt (2.2.1.3).

2.2.2.2 Hemmung der Saporin/Saponinum album Zytotaxitat

2000 ECV-304-Zellen wurden in 100 pl MEM (15 % FQ8p well in 96-well Platten
ausgesat. AnschlieBend wurden die Zellen mit jgll@er folgenden Substanzen fur 30 min
inkubiert: Chlorpromazin (60 pM), Imipramin (60 pMBafilomycin Al (20 nM)
Cyclosporin A (2,5 puM)Filipin Il (3 uM) Okadiinsaure (75 nM) und Cytodasin B (20
KM). Nach Zugabe von 10 pl einer Mischung von Sapon album (4 pg/ml) und Saporin
(6 nM) wurden die Zellen fur weitere 4 Stunden ibleut und das Medium anschlie3end
entfernt. Nach Waschen mit 100 ul PBS pro well ward00 pl Medium/well zugegeben.
Nach 72 Stunden erfolgte Vitalitatsbestimmung ®3). Um eine Eigentoxizitat der
Hemmstoffe auszuschliel3en, wurden die Zellen ater,5 Stunden mit den Hemmestoffen
inkubiert. Entsprechende Kontrollen wurden mit geemeiligen Losungsmitteln (Mischungen
von PBS mit Ethanol, Methanol oder DMSO) behandelt.
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2.2.3 Phagozytose-Assay

2.2.3.1 Markierung von 1-um-Amino-Latex-Partikeln

160 pl (7,3x1BPartikel) einer Suspension von 1-um-Amino-LatextiRel wurden mit Aqua
dest. zu 450 pl verdinnt und mit 100 pl einer Lgswon NaHCQ(1 M, pH 9) versetzt. Nach
Zugabe von 200 pg Alexa-Fluor 488 5-TFP (DMSO) wveudie Suspension gemischt und 3
Stunden bei Dunkelheit intensiv gertihrt. Nach Zérgation (1300Q, 2 min) wurde das
Partikelpellet mit 1 ml Aqua dest. gewaschen undeet zentrifugiert (130@) 2 min).
Insgesamt wurde dreimal zentrifugiert und gewasclsahlie3lich wurden die Alexa-Latex-
Partikel in 1 ml Aqua dest. suspendiert. Ein Aligugon 10 pul wurde fir die
Fluoreszenzmikroskopie entnommen (2.2.3.6). DiefuPgi der Fluoreszenzhomogenitat
erfolgte mittels FACS (2.2.3.5).

2.2.3.2 Opsonierung der Alexa-Fluor 488 markierterium-Amino-Latex-Partikel mit IgG

Alexa-Latex-Partikel (0,5 ml) (2.2.3.1) wurden r3i6 ml einer 1§>-L6sung (5 mg/ml; PBS)
(Baranji et al., 1994) versetzt, 1 Stunde bei Diimié geriihrt und anschlie3end zentrifugiert
(1300@, 2 min). Das Partikelpellet wurde in 1 ml Aqua destspendiert, erneut zentrifugiert
(1300@, 2 min) (insgesamt dreimal) and schlief3lich in 1 ml Aquatdsuspendiert. Vor dem
Phagozytose-Assay wurden die PartikelsuspensioAtxg-Latex-Partikel und 1gG-Alexa-
Latex-Partikel) bei 50 kHz im Ultraschallbad resersgiert.

2.2.3.3 Vorbereitung FITC markierter Escherichia coli-Partikel

FITC markierte E.coli (10 mg) wurden in 0,5 ml PBS suspendiert und vabi@uch
entsprechend den Herstellerangaben weiter aufgestrbBie Bakterienkonzentration wurde
mittels Haemocytometer bei 488 nm zu 4%&0 bestimmt.

0,25 ml defE.coli-Suspension wurden mit Biopartikelopsonierungsreagktolecular Probes)
gemald der Gebrauchsanweisung zu IgG-FEI€bli opsoniert. Nach Verdinnung eines
Aliquots (1 pl) auf 500 pl PBS erfolgte die durcisitzytometrische Charakterisierung
(2.2.3.5).
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2.2.3.4 Phagozytose-Assay mit U-937-Zellen

24-well Platten wurden mit einer Fibronektin-Losuf@® pg/ml) bedeckt und 30 min bei RT
stehen gelassen. Jedes well wurde zweimal mit e BPBS gewaschen. Nach der Einsaat
von 10 U-937-Zellen pro well in 450 pl RPMI-1640 wurden $0 hIFN<y (1000 U)
zupipettiert und fur 48 Stunden differenziert. Afiativ wurden 50 pl einer PMA-L6sung (20
nM) zugegeben und fur 72 Stunden inkubiert. Das iMadwurde entfernt und die Zellen
vorsichtig mit vorgewarmtem PBS (500 pl) gewaschmschlieRend wurden 450 pl RPMI-
1640 mit Saponinum album (4 pg/ml) pro well zugegebNach Zugabe von 50 pul einer
entsprechend verdinnten Partikelsuspension wungefetlen unterschiedliche Zeiten (1, 2, 3
und 6 Stunden) inkubiert. Das Partikel und Sapaniralbum enthaltende Medium wurde
entfernt und 200 pl Trypsin pro well zupipettidédach Ablésen der Zellen wurden 200 pl PBS
(10 % FCS) pro well zugegeben, das gesamte Volud@d ul) in ein FACS-Tube Uberfuhrt
und mit 200 pul PBS/well nachgespult. Der Spulpuf200 ul) wurde ebenfalls in das
entsprechende FACS-Tube pipettiert, so dass sicMegsvolumen von 600 pl ergab. Jeweils
drei Ansatze mit je 600 pl wurden zu 1,8 ml gemisaid durchflusszytometrisch analysiert
(2.2.3.5).

In Vorversuchen wurde der Phagozytose-Assay mischigedenen Zell/Partikel-Verhaltnissen
fur Alexa-Latex-Partikel und FIT&.coli optimiert : 1/100, 1/50, 1/25, 1/12, 1/6. Nach
dreistindiger Inkubation konnte ein optimales ZRalitikel-Verhaltnis von 1/12 fiur FITC-
E.coli und 1/100 fir Alexa-Latex-Partikel ermittelt wendédus den nach der FACS-Analyse
zuruckbleibenden FACS-R6hrchen wurden 10 pl Aliguehtnommen und direkt auf einen
Objekttrager aufgetragen. Die phagozytierten Aleagex-Partikel und FITC.coli wurden

mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert (2.8)3.

2.2.3.5 Durchflusszytometrie

Fur die Durchflusszytometrie wurde ein FACScaliljBecton Dickenson) verwendet. Die
Fluoreszenzanregung erfolgte bei 488 nm mit ein8mn¥V-Argon-Laser. Die Separierung
der Fluoreszenz von FITC und Alexa-Fluor 488 et®Igit einem 530/30 Bandpassfilter.
Die Fluoreszenz von Acridinorange wurde mit einei@0 6hm Langpassfilter separiert.
Jeweils 10000 Zellen wurden mit Hilfe der CellQU¥sBoftware analysiert. Die Auswertung
erfolgte mit WinMDI 2.8 Software.
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2.2.3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit einem Epi-Fésaenzmikroskop (BX 41, Olympus,
Japan) druchgefuhrt. Die Hauptanregungswellenl@egeig 488 nm und die Separierung der
emittierten Fluoreszenz erfolgte mit einem 515 nraitBand-Emissionsfilter bei 200-, 400-
oder 600-facher (Ol-lmmersion) VergroRerung. Ergspende Bilder konnten mit einer
Digitalkamera (DXM1200; Nikon, Japan) mit Hilfe deACT-1 (Nikon) Software

aufgenommen werden.
2.2.4 Endozytose vorlexa-"*Saporin

Jeweils 4000 ECV-304-Zellen wurden in 400 pl Mediumn8-well LAB-TEK chamber slides
(Nunc™) eingesét und 24 Stunden kultiviert. Das Mediuntdewentfernt und die Zellen mit
400 pl vorgewarmtem PBS gewaschen. Im Anschlussdevu200 pl Medium pro well
zugegeben. Nach Zugabe von 20 pl Al8R&aporin (6.5x17 M) mit Saponinum album (4
pg/ml) wurden die Zellen fir weitere 6 Stunden inikent. Alternativ erfolgte eine
Vorinkubation mit 20 pl Nokodazol (5 uM) fur 30 mund anschliel3ender Inkubation mit
Alexa-"*Saporin (6.5x10 M)/Saponinum album (4 pg/ml) fiir 6 Stunden. Diell@n
wurden zweimal mit PBS (400 ul) gewaschen und riadifiernung der Inkubationskammer
mit je 10 ul PBS befeuchtet und mit einem Deckglaxdeckt. Die Visualisierung
intrazellularen Alexd™Saporins erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopig.@6), bei 600x

Ol-Immersion.
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2.3 Proteinchemische Methoden
2.3.1 Bradford-Assay

Die Quantifizierung von Proteinlésungen mittels dad-Assay beruht auf der Bindung der
Proteine an den Farbstoff Coomassie Brilliantbla@36 und fiihrt zu einer bathochromen
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstofisi90 nm auf 595 nm. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der Bradford-Assay zur Quaritfiung von Methyl**Saporin und
SHssaporin verwendet. Parallel dazu erfolgte eine bfmliung mit nicht markiertem
"sSaporin (0—1 mg/ml).

Zur Reagenzherstellung wurden 25 mg Coomassidadiilau G-250 in 12,5 ml Ethanol (96
%) gelost, mit 25 ml Phosphorséure versetzt undAgia dest. auf 250 ml aufgefillt. Die
Losung wurde anschlie3end filtriert (Bradford, 1976

Jeweils 20 ul Proteinlésung wurden mit 80 ul ComrBrilliantblau G-25 Losung versetzt
und 5 min stehen gelassen. Die Messung der Extimidifolgte bei 595 nm. Die Absorption
entsprechender Leerkontrollen ohne Protein wurdmfalls bestimmt und rechnerisch bei

der Auswertung berucksichtigt.
2.3.2 BCA-Protein-Assay

Der BCA (Bicinchoninséure)-Assay basiert auf derdieion von CG* zu Cud durch
Peptidbindungen mit anschlieliender Chelatisierumghd Bicinchoninsdure im Verhéltnis
2:1 Die Extinktion des gebildeten, violetten Chietehplexes wird anschliel3end bei 562 nm
gemessen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der BCAePrd\ssay-Reagent-Kit verwendet.
Quantifiziert wurde Alexa®Saporin. Eine Kalibrierung wurde parallel mit nicharkiertem
"SSaporin (0—2 mg/ml) durchgefiihrt. Entsprechende tkden ohne Protein wurden
mitgefuhrt und rechnerisch bei der Auswertung blesiahtigt.
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2.3.3 Proteinchemische Markierungsmethoden
2.3.3.1 Reduktive Methylierung vor™Saporin

Zielsetzung der im Folgenden beschriebenen Versuanedie Herstellung eines Tritium

markierten*Saporins. Die reduktive Methylierung beruht auf Satsache, dass sich primare
Aminogruppen mit Formaldehyd zu den entsprechehaéren umsetzen lassen.

Das Imin lait sich in einem weiteren Schritt mittiNemborhydridreduzieren, so dass die
entsprechenden Mono- und Dimethylderivate des Aramstehen. Bei der Reaktion muss in
alkalisch gepufferter Loésung gearbeitet werden,dass die Aminkomponente mdglichst
deprotoniert vorliegt.

Als Methylierungsstellen kommen bei Proteinen éi@minogruppen von Lysinresten in

Frage. Geht man davon aus, dass d@diminogruppe des Lysins einen pKs von ~ 10
aufweist, sollte nach

pH = pKs + Ig [A]/[HA]

der pH der Pufferldsung theoretisch bei 12 liegen,ein Base/Saure-Verhéaltnis von 100:1
zu erhalten. Da die meisten Proteine bei diesemdpHaturiert werden, sollte als pH-
Obergrenze der isoelektrische Punkt (IP) des estbpnden Proteins herangezogen werden.
Im Falle des basischéfiSaporins mit 25 Lysinresten betragt der<i® (Korennykh et al.,
2007). Als Puffer wurde ein schon in friiheren Atbeiverwendeter Borsaurepuffer (pH 8,9)

verwendet (Means & Feeney, 1995).
2.3.3.2 Reduktive Methylierung vor™Saporin (Methyl-"*Saporin)

Da die Produktion vofi®Saporin kosten- und zeitintensiv ist, wurde dasfateen mit der
Aminosaure Lysin optimiert. AnschlieBend erfolgie ¥erwendung de¥Saporins. 500 pl
(2 mg/ml) "Saporin wurden 24 Stunden gegen Borsaurepuffeiv),pH 8,9 (Means &
Feeney, 1995) in einer 500ul-QuixSep-Mikrodialyisagrsel dialysiert. Als Dialysemembran
wurde eine Membran aus regenerierter Zellulosel{Zedns-ROTH-V-Series) mit einem
MWCO von 1000 verwendet. Nach Beendigung der Dealysirde die Membran mit einer
Kanule durchstochen und in ein 2 ml Reaktionsuviedrtiihrt. Die Proteinldsung wurde fiir 10

min auf Eis gerihrt. Anschlieend wurden Uber 30 rgalle 10 min) jeweils 46 ul
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Formaldehyd (37 %) (0°C) und 46 pl NaBHisung (1 mg/ml in 0,01 M NaOH) (0°C)
zugegeben.

Die Loésung wurde entnommen und auf eine BioGel Rfid@) 4,5 x 0,7 cm Saule gegeben.
Das Saulenmaterial wurde zuvor entsprechend denfdbhpgen des Herstellers in PBS
hydratisiert und anschlief3end in die Saule Ubetfuhr

Als Elutionsmittel diente PBS. Insgesamt wurdenFit&ktionen a 200 pl aufgefangen. Alle
Fraktionen wurden mit pH Papier (ab Fraktion 13akdéich) auf ihren pH Wert Gberprift und
die Proteinkonzentration (Fraktion 5-9) mitteBradford-Assay (2.3.1)bestimmt. Die
biologische Aktivitat des Methyl*Saporins wurde in Kombination mit Saponinum albym (
ng/ml) in absteigenden Konzentrationen von 6,0%M — 7.5x10° M in ECV-304-Zellen
(2.2.2.1) mittels XTT-Assay (2.2.1.3) Uberpruft.

2.3.3.3 Markierung von"sSaporin mit Tritium

"*Saporin (1,1 mg, 500 pl) wurde wie unter 2.3.3.8cheieben 24 Stunden dialysiert. Die
Lésung wurde entnommen, auf Eis gestellt (0°C) gendihrt. 62,8 ud*'NaBH, (25 mCi, 15
Ci/mmol) wurden in 144 ul NaBH.6sung (1 mg/ml in 0,01 N NaOH, pH 8,9) gelost @d
Eis gestellt.

Nach 10 min wurden 50,6 ul (37 %) Formaldehyd u8dqudder NaBH-L6sung zugegeben.
Insgesamtvurden drei Volumina Formaldehyd und NaBtdsung(3 x 8,3 mCi) tUber einen
Zeitraum von 30 min zugegeben. Die Reinigung undtdinquantifizierung erfolgte wie
unter 2.3.3.2 beschrieben. Gleichzeitig wurde &tadioaktivitatsbestimmung der einzelnen
Fraktionen (je 1 pl) mittels Flussigkeitsszintiitat (2.6.1) durchgefuhrt.

2.3.3.4 Markierung von"sSaporin mit Alexa-Fluor 488 5-TFP

Hinsichtlich des pH-Optimums, bei dem eine effiteerKopplung vorhandeneg-Lysin
Aminogruppen mit Alexa-Fluor 488 5-TFP (siehe Alib.stattfinden kann, gelten dieselben
wie unter 2.3.3.1 angestellten Uberlegungen. Dadkasiomischer Sicht eine Optimierung
des Protein/Farbstoff-Verhaltnis nicht zu vertretear, wurde das molare Verhéltnis von
"*Saporin zu Alexa-Fluor 5-TFP mit 1:5 so gewahltsdalie Gefahr einer Unter- oder
Ubermarkierung moglichst gering gehalten wurde.
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2 (CH,CH,)NH

Abb. 1 Alexa-Fluor 5-TFP

Durchfiihrung: 50 pl HC®-L6ésung (0,1 M; pH 9) und 30 ul einer Alexa-FI488 5-TFP-
Lésung (5 mg/ml in DMSO) wurden zu 500 JfBaporin (2 mg/ml in PBS) gegeben und
anschlieBend fir 1 Stunde bei Dunkelheit gerihrie Reinigung erfolgte in einer
transparenten Polypropylensaule Q@& cm) mit einem in PBS hydratisierten
Polyacrylamidgel (Bio-Gel P-30 Gel). PBS diente Blstionsmittel. Die S&ule wurde in
regelmafigen Abstanden mit einer UV-Lampe (366 r@$trahlt. Dabei konnte Alexa-Fluor
488 markierted*Saporin (Alexd®*Saporin) als griin fluoreszierende Bande sichtbaragét
und die dem Alexa™Saporin entsprechende Bande ohne Fraktionierungetarfgen
werden. Die Quantifizierung erfolgte mittels BCAs®y (siehe 2.3.2). Eine Kalibrierung
wurde mit nicht markierten!*Saporin (0—2 mg/ml) durchgefiihrt. Die Bestimmung de
biologischen Aktivitat des markierten Toxins erfigign Kombination mit Saponinum album
(4 pg/ml) in ECV-304-Zellen (2.2.2.1) mittels XTTséay (2.2.1.3).

2.4 Molekularbiologische Methoden
2.4.1 SDS-Gelelektrophorese votfSaporin und Methyl™Saporin

14 pl (4 pg) Methyl*™Saporin und 10 pl (2 pdfSaporin wurden im Verhaltnis 1:1 mit
Laemmli-Proben Puffer (ergédnzt um 710 ngvMercaptoethanol) gemischt und 5 min bei
90°C erhitzt. Die Elektrophoreseapparatur wurdeammengesteckt, die Gelkdmme der
SDS-Fertiggele entfernt und die Proben anschliefaegetragen. Die Entwicklung erfolgte

bei 200 V fur 35 min. Nach Entnahme der Gele etéoldje Farbung mit einer verdinnten
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(1:1 mit Methanol 98 %) Commassie Farbeldsung @aaol). AnschlieBend wurde das Gel in
Commassie-Entfarberlosung (Bio Rad) fur 24 Sturelagelegt und entfarbt.

Die leicht gefarbten Banden von Meti{¥Saporin und™Saporin wurden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und fuir die NanoLC-ESI-MS/MS (2.412),5 Eppendorf-Tubes Uberfihrt.

2.4.2 NanoLC-ESI-MS/MS

Nach tryptischer Verdauung der dem MetMaporin und "Saporin entsprechenden
Gelbanden (2.4.1) erfolgte eine MS-Protein-ldekaifion mit anschlielBender Suche nach
Methylierungsstellen am Lysin. Bei der enzymatisci@paltung mit Trypsin oder anderen
Enzymen entsteht ein fir das Protein charakteclstis Peptidmuster. Nach einer Trennung
Uber NanoLC werden die Peptidfragmente ionisie&I(Eind nach ihrem Massen/Ladung-
Verhdltnis analysiert. Uber eine lonenfalle werdiém einzelnen Peptidfragmente selektiert
und Uber Kollision mit Neutralteilchen (Argon) eutefragmentiert collision induced
dissociatio). Dadurch wird ein Tandemmassenspektrum (MS/MS kiBp®) der
Aminosauresequenz der einzelnen Peptidfragmenteugtz Da das MS/MS Spektrum
charakteristisch fur die Peptidbruchstiicke ist, deutiber Abgleich mit einer Datenbank
(SwissProt) auf das entsprechende Protein gesemnloddethylierungen lassen sich tber
definierte Massendifferenzen identifizieren.

Alle bis auf die SDS-Gelelektrophorese in diesemsatmmenhang durchgefihrten
Untersuchungen, wurden vom FMP Berlin, Abteilungsktnspektrometrie (Dr. E. Krause)

durchgefuhrt.

Proben:
2 Gelbanden: - Bande 1 (Hauptbande, Methigaporin)

- Bande 2 (Kontrollé"Saporin)

Methode: Tryptische Spaltung im Gel ohne Reduktion/Alkylieg) NanoLC-ESI-MS/MS
(1 Verdau der Gelbande 1 wurde nach 1.5 Stundeesatygpt, um mehr
Fehlspaltungen zu erhalten), NanoLC-ESI-MS/MS (di&j@endent MS to
MS/MS switch, Q-TOF Ultima)
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Datenbank: - SwissProt 210906 (234112 Sequenzen; 8596370&)Res
- Spezialdatenbank, erstellt aus der mitgeliefeBequen?°Sap-3 sowie
den Proteinsequenzen RIP2_SAPOF, RIP3_SAPOF sawie BAPOF

Datenbankabgleich mit MASCOT auf einem lokalerv8er

Type of search : MS/MS lon Search
Enzyme : Trypsin/P
Variable modifications . Acetyl (K),di-Methylan (K),di-

Methylation (R),Me-ester (DE),Methyl (K), Methyl
(R),Oxidation (M),Propionamide (C),tri-Methylation

Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance :+100 ppm

Fragment Mass Tolerance : £ 0.05 Da

Max Missed Cleavages 3

Instrument type : ESI-QUAD-TOF

2.5 Organisch-chemische Methoden

2.5.1 Acetylierung von Saponinum album

Um den zytotoxizitatssteigernden Effekt von Sapomin album auf Ribosomen-
inaktivierende Proteine Typ | in der Zellkultur méihleu charakterisieren, sollte ein Tritium
markiertes Saponinum album hergestellt werden. &aer Markierung mit Fluorochromen
wurde wegen der hohen Wahrscheinlichkeit eines ¥dirkeitsverlustes der Saponine
abgesehen. Bei Saponinum album handelt es sich woimekhydratreiche mono- und
bisdesmosidische Triterpensaponine.

Als Markierungsziel bieten sich deshalb die Hydligryppen der Zuckerketten an. Es kamen
zwei Methoden zum Einsatz:

1. Methode A (Organikum, 13. Auflage, 1974):

100 mg Saponinum album wurde mit 2 ml Acetanhydnd 2 ml Pyridin versetzt und 1, 3,
6, 12 oder 24 Stunden geruhrt. AnschlieRend wuidezigegeben, die Losung filtriert und

der Ruckstand getrocknet. Die Bestimmung der bistdgen Aktivitat der acetylierten
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Saponine (alle 10 pg/ml in Methanol 98 %) erfolgtettels XTT-Assay (2.2.1.3) in
Kombination mit Saporin (6 nM) in ECV-304-Zellen221.7).

2. Methode B

Da die nach Methode A hergestellten Saponinderivat&ombination mit Saporin alle
biologisch unwirksam waren, wurde die Acetylierurgis noch weiter verkurzt (von 60 min
bis 3,5 min). Die zunehmende Wasserloslichkeit digoei entstehenden Saponinderivate
machte eine Abtrennung in Eiswasser unmdglich. mmkehrung zu Methode A sollten die
acetylierten Saponine nun in ein unpolares Losurggmgefallt werden. Es wurden
verschiedene Losungsmittel getestet. Als optimmalies sich hierbei Chloroform. Da die
Filtration des in die organische Phase gefalltereddischlags nur unter grof3em
Massenverlust durchgefihrt werden konnte, wurderdige Chloroformphase mit Methanol
wieder geklart.

Das Vorgehen wird im Folgenden detailliert besdiere

100 mg Saponinum album wurden mit 4 ml Acetyliesgegmisch (2 ml Acetanhydrid und 2
ml Pyridin) versetzt und verschiedene Zeiten (6D, 5, 7 und 3,5 min) intensiv geruhrt.
Nach Zugabe von 5 ml Aqua dest. und Abkihlen aufARide dreimal mit 5 ml Chloroform
extrahiert. Die LOsung wurde tropfenweise mit Metblegeklart, ber N&O, getrocknet und
das Chloroform und Methanol bei 100 mbar, 40°C atitlert. Nach azeotroper Destillation
(50 mbar, 40°C) des Pyridins mit Toluol (100 ml)eben zwischen 8 und 15 mg Acetyl-
Saponin zurick. Anschlielend erfolgte die biologesdestung der Acetyl-Saponinderivate
(5-10 pg/ml) in Kombination mit Saporin (6 nM) IlCE-304-Zellen (2.2.1.7) mittels XTT-
Assay (2.2.1.3). Eine Eigentoxizitat der Acetyl-8aime wurde ebenfalls bestimmit.

Die Acetyl-Saponinderivate wurden in Methanol/Mé&sgL:1) gelést und mit Saponinum
album als Kontrolle auf Kieselgel-60 HPTLC-Platmfgetragen. Die Entwicklung erfolgte
in einer HPTLC-Kammer mit der Oberphase einer Misthaus Essigsaure (99 %)/Aqua
dest./Butanol (10:40:50). Die Platte wurde getratkd00°C), mit Detektionsreagenz (10 ml
Anisaldehyd, 90 ml Ethanol (96 %), 10 ml konz. Sefelsaure) bespriht (Pharm. Eur. 5.
Ausgabe, 2005) und abermals getrocknet (100°C).
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2.5.2 Acetylierung von Saponinum album mit"! Acetanhydrid (3! Saponinum album)

Die Markierung mit *"!Acetanhydrid wurde wie unter 2.5.1, Methode B bestien
durchgefuhrt mit dem Unterschied, dass das Acetylgsgemisch aus 0,25 ml
M acetanhydrid (25 mCi), 1,75 ml Acetanhydrid und 2 #yridin bestand. Nach
Aliquotierung (je 1 mg) und Ldésen in 1 ml Metharaua dest. 1:1. wurden 6,7; 12; 25 und
50 pug entnommen und die Radioaktivitat mittels Siljlseitsszintillation (2.6.1) nach
Mischen mit 2 ml Optiphase Supermix Szintillationsktail gemessen. Die spezifische,
tragerfreie Aktivitat des®'Saponinum album wurde zu 36 Mcpm/mg bestimmt. Alle
Tritium-Messungen wurden mittels Flussigkeitss#ation durchgefihrt (2.6.1).

2.6 Radioanalytische Untersuchungen in der Zellkulir
2.6.1 Flussigkeitsszintillation

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Radioaktiviiiitessungen wurden mit einem Wallac-
MicroBeta-Trilux beta counter mit Optiphase SuperiBrintillationscocktail durchgefihrt.
Vor der eigentlichen Messung wurden die einzeln@bé&nh grundsatzlich in 2-ml-Eppendorf-
Tubes Uberfuhrt, mit Szintillationscocktail auf 21 nergdnzt und bis zur Klarung

homogenisiert.
2.6.2 Aufnahme vor™!'Saponinum album in ECV-304-Zellen

10 000 ECV-304-Zellen wurden in 400 pl MEM (10 % $)Qoro well (24-well Platten)
eingesat und bis zur nahezu vollstandigen (48 @indonfluenz kultiviert. Nach
anschlieBendem Waschen (PBS, 300 pl) wurden dlerzel 300 pl MEM (10 % FCS) mit
unterschiedlichen Konzentrationen &fSaponinum album (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20
oder 40 pg/ml) fur 1 Stunde im Brutschrank inkubilach Entfernung des Mediums wurde
mit PBS gewaschen (300 pl/well) und fir 15 min sippgert (200 pl). Die Zellsuspension
wurde in ein 2ml-Eppendorf-Tube Uberfuhrt, mit 3200Soluene-350 versetzt, homogenisiert
und die Radioaktivitat mittels Flissigkeitsszirmiibn (2.6.1) bestimmt.

In weiteren Experimenten wurden die Zellen fitSaponinum album (10 pg/ml) 2,5-360

min inkubiert und wie oben beschrieben fir die Bilgiseitsszintillation (2.6.1) aufgearbeitet.
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2.6.3 Liberation vort'Saponinum album aus ECV-304-Zellen

Nach Einsaat von POECV-304-Zellen in 6-well Platten wurden die Zellemje 1 ml
Medium/well bis zur nahezu vollstandigen Konflugd8 Stunden) kultiviert. Nach Zugabe

von SMH

ISaponinum album (Endkonzentration: 10 pg/ml) unustéindiger Inkubation im
Brutschrank wurden die Zellen zweimal mit 2 ml P@8 well gewaschen und mit 1 ml PBS
(10 % FCS) fur 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 oder 160 mierschichtet. Anschlie3end erfolgte die
Aktivitatsbestimmung der Uberstande mittels Fliissitpszintillation (2.6.1).

Die Zellmonolayer wurden gewaschen (2 ml PBS prdl)wenit einem Zellschaber
abgekratzt, mit 200 pl Soluene-350 solubilisierd utie zellassoziierte Aktivitat mittels
Flussigkeitsszintillation (2.6.1) bestimmt.

In weiteren Experimenten wurde die Liberation v8iSaponinum album (60miniitige
Inkubation mit 1, 3, 5, 8, 10, 15 oder 20 pg/mlk &CV-304-Zellen untersucht. Nach
Waschen mit PBS (2 ml) wurde jedes well fur jew@&G min mit 1 ml PBS (10 % FCS)
uberschichtet und die Uberstande und Zellen fur HBlgssigkeitsszintillation (2.6.1)

vorbereitet.
2.6.4 Auswaschung voi"!Saponinum album aus ECV-304-Zellen

ECV-304-Zellen wurden, wie unter 2.6.3 beschrielyer®-well Platten kultiviert, gewaschen
(2 ml PBS pro well) und mit verschiedenen Konzeiaren an®"!'Saponinum album (4—20

pg/ml) fur 1 Stunde inkubiert. Nach Uberschichteihjenl ml PBS (10 % FCS) fiir 80 min

erfolgte alle 10 min ein Wechsel gegen frischen RB5% FCS). Dies erfolgte Uber einen
Gesamtzeitraum von 60 min (6 x 1 ml Uberstanded. Radioaktivitat samtlicher Uberstande
wurde mittels Flussigkeitsszintillation (2.6.1) btesnt. Die Zellmonolayer wurden

gewaschen (2 ml PBS), abgekratzt und mit 200 plugw@-350 solubilisiert. Die

Aktivitatsmessung erfolgte wie unter 2.6.1 besdiere

2.6.5 Kompetetive Verdrangung vorr™Saponinum album mit Saponinum album

ECV-304-Zellen wurden in 6-well Platten in MEM wimter 2.6.3 beschrieben kultiviert,

gewaschen (PBS) und 1 Stunde mit 10 ugftfsaponinum album inkubiert. Nach Waschen
mit PBS wurde jedes well mit 1 ml Saponinum albumcheinander in absteigenden
Konzentrationen (40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, apdy/ml in PBS, 10 % FCS) flr jeweils 10
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min Uberschichtet (insgesamt 100 min). In einemteven Versuch wurden die Zellen

nacheinander mit aufsteigenden Konzentrationen r8apm album (0—40 pg/ml in PBS, 10

% FCS) Uberschichtet. Die Messung der Strahlungssiit der einzelnen 1-ml-Fraktionen

erfolgte mittels Fllssigkeitsszintillation (2.6.1Nach Beendigung der Auswaschphase
wurden die Zellmonolayer erneut gewaschen (PBS),emem Zellschaber abgekratzt und
nach Solubilisierung mit 200 pl Soluene-350 die iBaktivitat gemessen (2.6.1).

2.6.6 Versuche mit N-Ethylmaleimid und®™Saponinum album

ECV-304-Zellen wurden in 6-well Kulturplatten wieter 2.6.3 beschrieben kultiviert. Um
den Einfluss der Transbilayer-Lipid-Asymmetrie aufie zellulare Aufnahme von
$Msaponinum album zu untersuchen, wurden die Zelsh mlem Waschen mit PBS mit
einer Losung von N-Ethylmaleimid (0,85; 1,7 oder M pro well) fir 30 min inkubiert.
Eine mogliche Toxizitdt des N-Ethylmaleimids wurda Vorfeld mittels LDH-Assay
ausgeschlosssen.

Anschlielend wurden die Zellen mit 2 ml PBS pro Iwgéwaschen, mit 10 pg/ml
$Msaponinum album fir 1 Stunde inkubiert, erneut gewan und schlieRlich mit 1 ml PBS
(10 % FCS) fur 80 min Uberschichtet oder wie urgd.4 beschrieben 60 min mit PBS
Uberschichtet. Nach einem weiteren Waschgang m& ®Brden die Zellen wie unter 2.6.4

beschrieben fur die Flissigkeitsszintillation (2)6:orbereitet.x
2.6.7 Versuche mifl™"Saporin in der Zellkultur
2.6.7.1 Optimierung der einzusetzenden Konzentratioan *""*Saporin

Nach Einsaat von ECV-304-Zellen (10 000/well) invidll Kulturplatten und Kultivierung
der Zellen bis zur nahezu vollstadndigen (48 Stuhd#@mfluenz wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit Saponinum album (Endkonzentrafiqng/ml) 15 min inkubiert. Nach
Zugabe vori'"sSaporin (Endkonzentration: 12 nM, 24 nM oder 48 )nyrde fiir eine und
zwei Stunden bei 37°C in einem Gesamtvolumen vdh B2 MEM inkubiert. Als Assay-
Medium diente mit 20-mM-Hepes-gepuffertes-MEM. Detmavurde folgender Waschzyklus
durchgefuhrt: 1 x PBS (4°C); 1 x 0,2 M GlycinpuffpH 2 mit 0,15 M NaCl (4°C); 2 x PBS
(4°C). Nach Solubilisation mit 0,1 M NaOH-L6sung 5Q1 ul/well) erfolgte die

Radioaktivitdtsbestimmung mittels Flissigkeitssiation (2.6.1).
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2.6.7.2 Endozytose-Assay mit "*Saporin

ECV-304-Zellen wurden wie unter 2.6.7.1 beschrielian24-well Platten kultiviert,
gewaschen (PBS) und mit oder ohne (Kontrolle) Seypon album (Endkonzentration: 4
pg/ml) 15 min inkubiert. Nach Zugabe d&8"*SaporingEndkonzentration: 48 nM) wurden
die Zellen in einem Gesamtvolumen von 320 pul 20mépés gepuffertem MEM 2, 4, 7, 15,
30, 60, 120 oder 240 min bei 37°C im Brutschrarkibiert. Die Zellen wurden anschlie3end
wie unter 2.6.7.1 beschrieben gewaschen und fir Fdiessigkeitsszintillation (2.6.1)

vorbereitet.
2.6.7.3 Exozytose von intaktem und degradierterff™*Saporin

ECV-304-Zellen (1&well) wurden in 6-well Platten eingesat, bis zahezu vollstandigen
Konfluenz kultiviert (48 Stunden), mRBS gewaschen und weiter mit oder ohne Saponinum
album (Endkonzentration: 4 pg/ml) 15 min inkubieMach Zugabe vort'"sSaporin
(Endkonzentration: 48 nM) wurden die Zellen in @n&esamtvolumen von 900 ul Hepes
gepuffertem MEM 4 Stunden inkubiert und nach Emiéerdes Assay-Mediums zweimal mit
PBS gewaschen. Nach dem Uberschichten mit 1 ml $igppuffertem MEM erfolgte nach
15, 30, 60, 120, 180 oder 240 min ein Mediumwelapsgen frisches Zellkulturmedium. Die
entfernten 1-ml-Uberstande wurden auf 10 % TCA estgjlt (Batelli et al., 2004), in einer
Kihlzentrifuge bei 4°C 20 min gelagert und schigfRl min bei 1000 zentrifugiert. Nach
Solubilisation des Proteinpellets mit 200 pl Sok3®0 erfolgte die Tritiumbestimmung
(2.6.1). Nach Mischen der nach der Zentrifugatiofalenden Uberstande mit Optiphase
Supermix (1 ml) erfolgte die Aktivitatsbestimmungitels Flussigkeitsszintillation (2.6.1).

2.6.7.4 Zellulare Halbwertszeit (1, *""™SSaporin)

Zur Bestimmung der zellularen Halbwertszeit v8H"*Saporin wurden ECV-304-Zellen in
24-well Platten wie unter 2.6.7.1 beschrieben widtt, 15 min mit Saponinum album und
schlieRlich 4 Stunden mit 48 nff™sSaporin inkubiert. Das Assay-Medium wurde entfernt
und die Zellen fir 0, 60, 120 oder 240 min mit $00rischem Assay-Medium Uberschichtet.
Die Uberstande wurden entfernt und die verbliebetedimonolayer wie folgt gewaschen: 1
x PBS (4 °C); 1 x 0,2 M Glycinpuffer, pH 2 mit 0,MNaCl (4 °C); 2 x PBS (4 °C). Nach
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Solubilisation mit 0,1 M NaOH-L6sung (150 pl/wetlifolgte die Radioaktivitdtsbestimmung
mittels Flussigkeitsszintillation (2.6.1).

2.6.7.5 Bestimmung von intaktem und abgebautem irdzellularem *""SSaporin

Nach Einsaat von ECV-304-Zellen in 6-well Platt@r6(7.3) wurden die Zellen 15 min mit
Saponinum album vorinkubiert und mit 48 nW"Saporin fiir 30, 60, 120 oder 240 min
inkubiert. Das Assay-Medium wurde entfernt und déflen gewaschen (1 x PBS (4°C); 1 x
0,2 M Glycinpuffer, pH 2 mit 0,15 M NaCl (4°C); 2PBS (4°C)). Nach Lyse der Zellen mit
0,5 ml/well Triton-X (0,05 %) wurde der Uberstand,5§ ml) entfernt, auf 10 % TCA

eingestellt und anschlieRend 20 min in einer Kiftizieige bei 4°C gekuhlt und 2 min bei
1000@ zentrifugiert.

Der Uberstand wurde entfernt, mit Optiphase Super(i,5 ml) gemischt und die

Radioaktivitdt mittels Flussigkeitsszintillation .§21) bestimmt. Die Solubilisation des
Proteinpellets erfolgte mit Soluene-350 (2.6.7.8§ Wie Radioaktivitatsbestimmung nach

Mischen mit Optiphase Supermix (2.6.1).

2.6.7.6 Hemmung der Internalisierung vort™"Saporin bei 4°C

ECV-304-Zellen wurden in 24-well Platten einge46(7.1), gewaschen (PBS) und mit oder
ohne Saponinum album 15 min bei 4°C inkubiert. imem Parallelansatz erfolgte eine
Inkubation bei 37°C. Nach Zugabe v8{"*Saporin (Endkonzentration: 48 nM) wurden die
Zellen entweder bei 4°C oder 37°C fur 7,5; 15; 8@ro60 min inkubiert. Das Waschen und
die Aufarbeitung fur die Flussigkeitsszintillatierfolgten wie unter 2.6.7.1 beschrieben.

2.6.7.7 Einfluss verschiedener Hemmstoffe auf diaternalisierung von *""Saporin

Alle im nachfolgenden beschriebenen Endozytoseysssairden nach Einsaat von ECV-
304-Zellen in 24-well Platten (2.6.7.1) durchgetihmMach Inkubation mit den
entsprechenden Substanzen in der Reihenfolge: Heffr8aponinum albuni!f"sSaporin
wurden die Zellen prinzipiell wie folgt gewaschdnx PBS (4 °C); 1 x 0,2 M Glycinpuffer,
pH 2 mit 0,15 M NacCl (4 °C); 2 x PBS (4 °C), solligert (150 pl 0,21M NaOH) und im beta

counter vermessen (2.6.1)
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2.6.7.7.1 Einfluss von Antie2M-R/LRP auf die Internalisierung von **"sSaporin

ECV-304-Zellen wurden 60 min mit 1, 2 oder 4 pgiArM-R/LRPin 300 pl Medium (1,5
% FCS) pro well inkubiert. Nach Entfernung des Mieas wurden die Zellen 15 min mit
Saponinum abum (4 pg/ml) in 300 ul Hepes (20 mMyuffertem MEM pro well und
anschlieRend 30 min mit""*Saporin (48 nM) inkubiert.

Die Aufarbeitung fir die Flussigkeitsszintillatienfolgte wie unter 2.6.7.7 beschrieben.

2.6.7.7.2 Einfluss von Chlorpromazin, Bafilomycin A, Amilorid, Filipin I,

Phenylarsenoxid und Heparin auf die Internalisierurg von*""saporin

ECV-304-Zellen wurden 30 min mit Chlorpromazin (80, uM), Bafilomycin Al (2, 20, 200
nM), Phenylarsenoxid (2,5; 5; 10 uM), Filipin 110,87; 0,75; 1,5; 3 uM), oder Amilorid
(0,75; 1,5; 3; 6 mM) inkubiert. Nach 15 min der 30iitigen Vorinkubation mit den
Hemmstoffen erfolgte die Zugabe von Saponinum allianmdkonzentration: 4 pg/ml). Nach
Inkubation mit""sSaporin (Endkonzentration: 48 nM) fur 30 min wurdte Zellen fiir die
Flussigkeitsszintillation aufgearbeitet (2.6.7.7).

Um den Effekt von Heparin auf die Endozytose v6H'*Saporin zu untersuchen, wurden
zuvor hergestellte Losungen vol"™Saporin (48 nM) mit Heparin in verschiedenen
Konzentrationen (15, 29, 58, 234 468 und 937 pggatpischt und in Eppendorf-Tubes 15
min bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zbg der ,heparinisiertert""Saporin-
Losungen zu den Zellen mit nachfolgender InkubatiorB0 min. Kontrollldsungen wurden
entsprechend ohne Heparin nur mit PBS inkubier. \Reitere Aufarbeitung erfolgte gemaf
2.6.7.7

2.6.8 Charakterisierung der Saponin bedingten endasnalen Destabilisierung
2.6.8.1 Ultrazentrifugation des post-nuklearen Ubestandes

10x1¢ ECV-304-Zellen wurden in 75 c¢mGewebekulturflaschen in MEM bis zur
vollstandigen Konfluenz kultiviert, gewaschen (PB%p min mit oder ohne Saponinum
album (4 pg/ml) und schlieBlich 4 Stunden fit"*Saporin (96 nM) inkubiert. Die Zellen
wurden zweimal gewaschen (PBS, 4°C) mit 10 ml MEMt (oder Saponinum album (4

pg/ml) Gberschichtet und fur weitere 30 min inkubi®as Medium wurde nach 30 min (mit
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oder ohne Saponinum album) gewechselt. Nach waei@emin wurde das Medium entfernt
und die Zellen von jeweils 4 Gewebekulturflasche® iml PBS (4°C, mi€Complete midi*)
abgekratzt. Die Zellsuspension wurde in einen ERater-Homogenizer (4°C) tberfuhrt und
durch 20 Zyklen homogenisiert. Das Homogenisat wioei 4°C, 50§, 15 min zentrifugiert,
die nukleare Fraktion entfernt und der post-nuldddberstand bei 100 0§@4°C) 1 Stunde
zentrifugiert (Optima L-90 K, Rotor Ti 70.1, BeckmaCoulter). Nach Huber et al. (2003)
und Pasquali et al. (1997) lasst sich auf dieses@veiie Abtrennung des Zytosols erreichen.
Die Aktivitdt von jeweils 200 ul der zytosolischerFraktion wurde mittels
Flussigkeitsszintillation (2.6.1) bestimmt. DasdBsomen und Lysosomen enthaltende
100 00@ Pellet wurde mit 200 pl Triton X (0,05 %) solubiért und ebenfalls gemal 2.6.1

analysiert.

2.6.8.2 Durchflusszytometrische Charakterisierung dr Endosomenintegritét

ECV-304-Zellen (1f) wurden in 24-well Platten eingesat, 24 Stunddtiiert und 1 Stunde
mit Saponinum album (5, 10 oder 20 pg/ml) inkubi®tach Zugabe von Acridinorange (4
pg/ml) wurden die Zellen weitere 30 min inkubields Medium entfernt and anschliel3end 15
min trypsiniert (200 pl). Schlie3lich wurden 300 MEM (10 % FCS) pro well zugegeben
und die Zellen (500 ul) durch vorsichtiges auf- uwmgpipettieren weiter vereinzelt. Die
durchflusszytometrische Analyse erfolgte wie in.2.2 beschrieben. Nach Definition einer
Region im FSC/SSiot plot wurde die Hauptpopulationen nach Flg8gatedund die

Medianfluoreszenz ermittelt.

2.7 Charakterisierung des Saponinum album

2.7.1 Hydrolyse und HPLC

Saponinum album stellt ein auferordentlich kommexgemisch aus strukturell eng
verwandten Triterpensaponinen mit identischem Agtycvom Oleanantyp dar. Die
strukturelle Vielfalt der einzelnen Saponine las&h vor allem auf die unterschiedlichen
Verknupfungsmuster der Zuckerbausteine des Zudessesam Gg des Aglycons

zuruckfuhren, was die chromatographische Reinigumd) Isolierung einer Reinkomponente
extrem erschwert und darliber hinaus =zeit- und kogeEnsiv erscheint. Da die

Hydrolyseempfindlichkeit eines Esters von sterischEaktoren des entsprechenden
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Alkoholrestes abhéngt, sollten nicht alle Saponmeleichem Mal3e hydrolysierbar sein.
Insbesondere die Komplexitat der Zuckerverzweigangen Gg des Zuckeresteres muss
deshalb einen entscheidenden Einfluss auf die Hygempfindlichkeit des jeweiligen
Saponins ausiben.

Durch eine Hydrolyse entsprechender hydrolyseerdpdimer Saponine sollte die
Komplexitat des Rohsaponingemisches reduziert umel éhromatographische Aufreinigung
und Isolierung eines Reinsaponins ermdglicht werdéa diesem Zweck wurde 1 g
Saponinum album eingewogen, in 100 ml NaOH-L6s@@gniM) aufgelést und 24 Stunden
bei 40°C geruhrt. Alternativ wurde fir 1 oder 2 i&tan unterRuckfluss erhitzt. Nach
Abkuhlung der Lésung wurde bis zur sauren ReaktiinEssigsaure (99 %) angesauert und
dreimal mit 40 ml 1-Butanol ausgeschittelt. Nachmddrocknen Uber N&O, und
Destillation im Vakuum (30 mbar, 40°C) konnte eRehsaponinfraktion gewonnen werden
(621 mg). Nach dem Loésen in Methanol/Aqua dest)(ind der Filtration wurde das
Saponingemisch auf eine RP 18 Saule (UltraSep EBnPRP 18E, 250 x 8 mm, 7 um)
aufgegeben (je 0,5 ml mit 50 mg/ml). Die Elutioriogte mit einem Methanol (20 %-70
%)/Aqua dest. (0,01 % TFA) Gradient, tber 60 mindieer Durchflussrate von 1,5 ml/min
(Detektion bei 210 nm).

Die entsprechendelReakswurden aufgefangen und Aliquote wurden fir die-ESF-MS-
Analyse entnommen (2.8). Das Methanol wurde evapound das restliche Wasser mittels
Gefriertrocknung entfernt. Die Bestimmung der zgkischen Aktivitat des Reinsaponins in
Kombination mit Saporin erfolgte in ECV-304-Zellgh2.1.7) mittels XTT-Assay (2.2.1.3)

2.8 ESI-TOF-MS

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten ESI-TRB-Messungen wurden an einem
Agilent 6210 ESI-TOF (Santa Clara, USA) von dervé&mabteilung Massenspektrometrie,
FU-Berlin Fachbereich Chemie, Biologie, Pharmazieckgefihrt.

2.9'"H/C-NMR

Die Strukturanalytische Charakterisierung des ést#n Saponins wurde freundlicherweise

von Dr. Peter Schmieder, FMP Berlin, und PD Dr.sKnia Jenett-Siems (FU-Berlin, Institut

fur Pharmazie) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen in U-937-Zellen

3.1.1 Vorbemerkung

Im zeitlichen Verlauf der in dieser Arbeit vorgdkts Untersuchungen zur synergistischen
Zytotoxizitdt wurde anfanglich vermutet, dass dme Monozyten beobachtete, Saponinum
album abhangige Zytotoxizitatssteigerung Ribosomaeaktivierender Proteine vom Typ | auf
eine Induktion der Phagozytose zuriickzuftihren ls@mte (Weng, 2005).

Fur die Bearbeitung dieser Fragestellung, sollie Bhagozytosemodell etabliert und die
immunmodulatorischen Eigenschaften der Gypsoptptasae untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden monozytare U-937-Zellen IfFM-y (1000 U) oder PMA (20 nM)
zu Makrophagen differenziert. Um eine Toxizitat &goninum album mit oder ohne Saporin
zu untersuchen, wurden die Zellen nach untersdblesit Differenzierungszeiten mit
Saponinum album +/- Saporin oder nur Saporin firtese 72 Stunden inkubiert.
Anschlie3end erfolgte die Untersuchung der Phagseymodulierenden Eigenschaften des

Saponinum album im Zellmodell.

3.1.2 Festlegung der Differenzierungszeit mit IFN-

U-937-Zellen lassen sich durch IFRN:LO00 U) zu Makrophagen differenzieren (Yamamadto e
al.,, 2002). Um eine Zytotoxizitdt von Saponinum uaib beim Phagozytose-Assay
auszuschlieBen und das Vorhandensein der synedhisti Zytotoxizitat mit Saporin zu
gewabhrleisten, wurden U-937-Zellen mit IFRNELO0OO U) differenziert und anschlieend mit
Saponinum album (2-5 pg/ml) +/- Saporin (6 nM) odearr Saporin (6 nM) inkubiert. Wie
Abb. 1b zu entnehmen ist, zeichneten sich die Misgkn von Saponinum album (3-5 pg/ml)
mit Saporin (6 nM) durch eine signifikante Zytotoixét in U-937-Zellen aus, die 0, 24 oder 48
Stunden mit 1000 U IFN-differenziert wurden.

Eine Eigentoxizitdt von Saporin (6 nM) konnte fudlea Zellen unabhangig vom
Differenzierungsstatus ausgeschlossen werden (Al). Fur alle weiteren Experimente,
insbesondere fir die Untersuchung der Phagozytdseulerenden Eigenschaften des
Saponinum album wurden U-937-Zellen 48 Stunden X000 U IFNy differenziert. Unter

diesen Bedingungen konnte eine durch Saponinum malbeerursachte Zytotoxizitat
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ausgeschlossen (Abb. 1c, schwarze Balken) und wg@toxische Synergismus zwischen
Saponinum album und Saporin beobachtet werdene(sfdib. 1b). Da Saponinum album
gegenuber nicht differenzierten U-937-Zellen einarke Zytotoxizitdt (Abb. 1c) aufwies,
konnten dort keine eindeutigen Schlussfolgerundssr das Vorhandensein des zytotoxischen

Synergismus gezogen werden.
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Abb. 1Zytotoxizitat von Saponinum album (2-5 pg/ml) +/p8an (6 nM) und Saporin.

U-937-Zellen wurden mit IFN-0, 24 oder 48 Stunden differenziert und anschtidf3git Saponinum album (2-5
png/ml)/Saporin (6 nM) (b), nur Saporin (a) oder Baponinum album (c) inkubiert. Saponinum albunctrette
sich durch eine von der Differenzierungszeit abigagZytotoxizitat mit einem Toxizitatsminimum beB 4
Stunden (c) aus. Mischungen von Saponinum albunug{nl) mit Saporin (6 nM) waren gegentuber U-937-
Zellen, die 24 Stunden mit 1000 U IRNdifferenziert wurden, nicht zytotoxisch (b). Himga waren die
Mischungen von Saponinum album (3-5 pg/ml) mit $i@p@6é nM) gegenlber allen Zellen signifikant
zytotoxisch (b). Alle Werte stellen Mittelwerte a@sEinzelmessungen dar und wurden auf die Werte der
Negativkontrollen (nur IFN-differenzierte Zellen) bezogen, n=2.

*signifikant, p=0,05, U-Test
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3.1.2.1 LDH-Freisetzung aus nicht differenzierten t837-Zellen

Die Toxizitdt von Saponinen wird héaufig auf die nbeanolytischen Eigenschaften der
Saponine zurtckgefuhrt (Francis et a., 2002).

Ob die gegenulber U-937-Zellen durch Saponinum albemarsachte Toxizitat (3.1.2) auf eine
Lyse der Zellmembran zurtickzufihren war, solltetetst LDH-Freisetzungs-Assay bestimmt
werden. LDH ist ein intrazellular lokalisiertes nz, das bei einer Membranschadigungen aus
der Zelle austritt. Aus diesem Grund eingnet siah Detektion der LDH-Freisetzung zur
Feststellung einer Saponin bedingten Membranpdibora

U-937-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzettreen Saponinum album inkubiert und
anschlieBend die LDH-Aktivitdt im Zellkulturiberath mittels LDH-Freisetzungs-Assay
bestimmt. Die in Abb. 1b (3.1.2) dargestellte Eigeizitat von Saponinum album gegentber
U-937-Zellen war nicht auf die Saponinen im allgemea zugewiesene Lyse der Zellmembran
zuruickzufihren (Abb. 2). Dies zeigt aul3erdem, amssdurch Saponinum album vermittelte
zytotoxische Synergismus nicht auf den Saporinfesandurch Saponinum album induzierte

Poren zuriickzufiihren ist.

04 pg/ml m8 pg/ml #16 pg/ml & 20 pg/ml W28 pg/ml

120 4
100 4
80 1
60 -
40
20 -

Freisetzung [%]

5,0 10,0 o 20,0 40,0
Zeit [min]

Abb. 2 Saponinum album (SA) induzierte LDH-Freisetzung de&37-Zellen.
SA-Konzentrationerx 16 pg/ml verursachten keine signifikante Lyse deitmembran. Kontrollzellen wurden
nicht mit Saponinum album behandelt. Die WertdesteMittelwerte aus je 5 Einzelmessungen dar, n=2.

*signifikant zur Kontrolle, p=0,1 U-Test

3.1.3 Festlegung der Differenzierungszeit mit PMA

Nach Differenzierung von U-937-Zellen mit PMA (2Mph(Jang et al., 2005) zu Makrophagen
und Inkubation mit Saponinum album (2-5 pg/ml) +%aporin (6 nM) zeigten PMA

behandelte Zellen eine vom Differenzierungsstatushaagige Sensitivitdt gegenuiber
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Saponinum album/Saporin. Die geringste Empfindi@hkegeniber Saponinum album (2-5
pg/ml)/Saporin (6 nM) wiesen solche U-937-Zeller, alie lediglich 24 Stunden mit PMA

inkubiert wurden (Abb. 3b). Dabei zeigte Saponinalibbum im Konzentrationsbereich 4-5
png/ml eine signifikante Zytotoxizitat (Abb. 3c). [, die 72 Stunden mit PMA differenziert
wurden, erwiesen sich am unempfindlichsten gegenidmem Saponinum album (Abb. 3c).
Dahingegen zeigten die entsprechenden MischungerSaponinum album (3-5 pg/ml) mit
Saporin (6 nM) eine starke zytotoxische Aktivitétbb. 3b). Dies war auch bei Zellen zu
beobachten, die 48 Stunden mit PMA behandelt wurd#ardings war Saponinum album im

Konzentrationsbereich 3-5 pg/ml signifikant zytosock. Fur alle weiteren Versuche,
insbesondere fur die Untersuchung der potentiele d?hagozytose stimulierenden

Eigenschaften von Saponinum album, wurden die Z&lStunden mit PMA differenziert.

W72 Std. P,

@ 48 Std. PMA +Saparin -Saporin
024 Std. PhA, 140 160 -
140 -
120 4 140 +
120 4 ’ 120 ]
100 *
100 4 ] 100
—_ g0 4 .
£ 80 o -
i *
= B0 *
§ 60 - ) * B0 -
40 4
40 A A 40 4
20 20 20
o a L o4
2 3 4 5 2 3 4 5
Saporin (6 nhd Saponinum album [pgini] Saponinum album [pgsiml]
a b c

Abb. 3 Zytotoxizitat von Saporin (a) Saponinum album (2+&'ml) mit Saporin (6 nM) (b) und Saponinum
album (c). Saponinum album zeichnete sich durch eon der Differenzierungszeit abhangige Zytotdaéizimit
einem Toxizitdtsminimum bei 72 Stunden Inkubatioih PMA (c) aus. Reines Saporin war nicht zytotokiga).
Mischungen von Saponinum album (2-5 pg/ml) mit S&pd6 nM) waren in Abhangigkeit von der
Differenzierungszeit unterschiedlich zytotoxisch. (Blle Werte stellen Mittelwerte aus 8 Einzelmasgen dar
und wurden auf die Werte der Negativkontrollen (AMA differenzierte Zellen) bezogen, n=2.

*signifikant, p=0,05, U-Test
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3.1.4 Adharenz differenzierter U-937-Zellen

Im Zuge der monozytaren Differenzierung zu Makra@rawerden verstarkt Rezeptoren zu
extrazellularen Adharenzfaktoren wie Fibrinonelduf der Zelloberflache exprimiert (Boles et
al., 2000). Da bei den spateren Untersuchungenmadirgewaschen werden sollte, war eine
Adharenz  der differenzierten U-937-Zellen an die n&istoffoberflache der
Gewebekulturplatten von besonderer Wichtigkeit. &elPoly-L-Lysin (0,1 mg/ml) wurden
Gelatine (10 mg/ml), Collagen A (1 mg/ml) und Fibe&tin (75 pg/ml) hinsichtlich ihrer
Adharenz vermittelnden Eigenschaften untersucht.

Fibronektin erwies sich als optimales Beschichtoeggenz, bei dem im Vergleich zu den
anderen Beschichtungsreagenzien ein Maximum amrZeln well-Boden haften blieb (Abb.
4a und b).

Abb. 4 Adhéarenz differenzierter (IFN-48 Stunden) U-937-Zellen nach Beschichten vorw@b-Platten mit
Fibronektin (75 pg/ml) und zweimaligem Waschen RBS (a). Adhédrenz PMA (20 nM) differenzierter U-937
Zellen nach Beschichten von 96-well Platten mitr&iitektin (75 pg/ml) und zweimaligem Waschen mit RBS
Bedingt durch verstérkte, interzellulare Wechsdtwig bilden PMA differenzierte U-937-Zellen Zellbesaus
(Cabanas et al., 1990; Hattori et al., 1983).
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3.1.5 Phagozytose-Assays

3.1.5.1 Charakterisierung von Alexa-Latex-Partikeh

Fur die Untersuchung der Phagozytose induzieretifiganschaften des Saponinum album
sollte ein Phagozytosemodell etabliert (3.1.1) wardDie fur die Phagozytose-Assays
notwendigen Partikel wurden vorab auf ihre Verweardbit hin Gberprift und entsprechend
charakterisiert. In dieser Arbeit wurden 1-pum-Amiratex-Partikel und FITC.coli
verwendet.

Die mit Alexa-Fluor 5-TFP markierten Amino-Latex+Rkel (2.2.3.1) wurden zur n&heren
Charakterisierung fluoreszenzmikroskopisch (2.2.316d durchflusszytometrisch (2.2.3.5)
untersucht. Nach Anregung bei 488 nm zeigten diekiexden Latex-Partikel eine starke
Griunfluoreszenz (Abb. 5a). Die durchflusszytometres Analyse ergab die in Abb. 5b
dargestellte Normalverteilung mit geringer Variabas liel3 auf eine, fir den Phagozytose-
Assay notwendige, homogene FluoreszenzmarkierumgAdeno-Latex-Partikel schlie3en.
Die Internalisierung nicht homogen gefarbter Paitilhatte zu einer Teilung der zu

analysierenden Zellpopulation gefthrt.

190

Events

10° 10! 102 102 10t
FL-1

a b
Abb. 5
Latex-Partikel (1 pm) wurden mit Alexa-Fluor 488T6P markiert und anschlieend fluoreszenzmikrosabpi
(a) und durchflusszytometrisch (b) analysiert. Nachegung bei 488 nm konnten die Partikel als isiemgrin
fluoreszierende Punkte sichtbar gemacht werden. d@iechflusszytometrische Analyse ergab die in (b)

dargestellte Normalverteilung, was auf eine homedénoreszenzmarkierung der Partikel schlief3en.lass
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3.1.5.2 Charakterisierung FITC makierter Escherichia coli-Partikel

Wie unter 3.1.5.1 erwahnt, mussten fir die PhagseyAssays dieE.coli-Partikel
entsprechend charakterisiert werden. Die Bakteaem&ntration der FITE.coli (K-12 strain)
wurde mittels Hamocytometer zu 4Xi@l bestimmt. Nach der durchflusszytometrischen
Analyse ergab sich die in Abb. 6 dargestellte Ndveréeilung, was auf eine homogene

Markierung der Bakterien schlie3en lasst.

128

Everts

Abb. 6 FACS-Histogramm der FITE:coli. Die Normalverteilung lasst auf eine homogene &iédghbschlieRen.

3.2 Untersuchungen zu Phagozytose induzierenden Eigschaften des Saponinum album

3.2.1 Allgemeines zum Auswertungsverfahren

Da das Ausmald der Phagozytose grundsatzlich voArtieles verwendeten Partikels und der
Partikeldichte abhangt, muss in jedem Einzelfalh @ptimales Zell/Partikel-Verhaltnis
experimentell ermittelt werden. Zu diesem Zweck demr unterschiedliche Zell/Partikel-
Verhéltnisse nach Differenzierung der U-937-Zelkait IFN-y (1000 U, 48 Stunden) oder
PMA (20 nM, 72 Stunden) untersucht. Die Verhdaltaidsetrugen fir alle untersuchten
Partikelspezies 1/6, 1/12, 1/25, 1/50 und 1/100chNantsprechender Aufarbeitung wurden
jeweils 1 Zellen mittels Durchflusszytometrie (2.2.3.5) aységrt.

Im Folgenden wird das Auswertungsverfahren deredmen Phagozytose-Assays erlautert.
Abb. 7a stellt demlot-plot IFN-y differenzierter U-937-Zellen dar (schwarze Purdtke), die
nicht mit fluoreszenzmarkierten Partikeln inkubierirden (Kontrollzellen). Auf der y-Achse
ist die durch differenzierte U-937-Zellen bedingigtofluoreszenz und auf der x-Achse ist das
von den Zellen bei der Anregungswellenlange (488 gestreute Licht, deforward Scatter
(FSC) abgetragen. Er ist ein Mal} fur die Gro3ezadlen, da grofRere Zellen intensiver streuen

als kleine.
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Davon ausgehend, dass nach Internalisierung flzenesnarkierter Partikel eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitat stattgefunden hat, wurde Aswertung der einzelnen Phagozytose-
Assays eine Region R1 irdot-plot definiert und alle nach Phagozytose entsprechender
fluoreszenzmarkierter Partikel in Region R1 fallerid-937-Zellen gezahlt (vgl. Abb. 7a/b).
Diese in Region R1 fallende Zellanzahl wurde anefleind auf die gezahlte Gesamtzellzahl
(10" bezogen und prozentual ausgedriickt. Fiir die smtaung einer durch Saponinum
album induzierten Phagozytose war dieses Auswesttartphren ausreichend, da maogliche
Unterschiede zwischen Saponinum album behandeltegfenz und Kontrollzellen (ohne

Saponinum album) festgestellt werden konnten. Awsget wurde nach
yi= %/ 10'x100[%].
y; ist der prozentuale Anteil phagozytierender Zelach der Zeit t, und; die Zellzahl der

nach dieser Zeit in Region R1 detektierten Zell&ne Phagozytose aller zu untersuchenden

Zellen wurde jeweils mittels Fluoreszenzmikrosko@e.3.6) bei 488 nm Uberprift.

10+

103

FL-1
10

10!

Abb. 7 Auswertungsverfahren der Phagozytose-Asqaysstellt die Autofluoreszenz IFNdifferenzierter U-
937-Zellen dar. Uber den als Punktwolkt-plo) dargestellten U-937-Zellen wurde eine Region Rfiniert.

Nach Phagozytose fluoreszenzmarkierter Partikel &ne Verschiebung entsprechender Zellen nachdi(k).
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3.2.2 Optimierung des Zell/Partikel-Verhaltnissesfir Phagozytoseuntersuchungen mit
IFN-vy differenzierten U-937-Zellen

Wie unter 3.2.1 erwdhnt musste fur jede verwen®etgikelart ein optimales Zell/Partikel-
Verhaltnis (Z/P) experimentell ermittelt werden.eBes Verhaltnis wurde vorab fir IFN-
differenzierte U-937-Zellen optimiert. Wie untenrgestellt (Abb. 8, nahm die Anzahl
phagozytisch aktiver Zellen mit steigendem Partiketschuss nach dreistiindiger Inkubation
von 6x (Z/P-Verhaltnis: 1/6) nach 100x (Z/P-Vethel: 1/100) zu. Die Auswertung erfolgte
wie in 3.2.1 beschrieben. Fur alle weiteren Untelnsngen mit Alexa-Latex- Partikeln wurde

ein Z/P-Verhéltnis von 1/100 verwendet.

30 ~
20 A

10 A

.

0 6Xx 12x 25x 50x 100x

Phagozytierende Zellen [%]

Partikellberschuss

Abb. 8 Optimierung des Zell/Partikel-Verhaltnis¢g&-Verhaltnis).

Differenzierte (IFNy, 1000 U, 48 Stunden) U-937-Zellen wurden mit defiten Uberschiissen Alexa-Latex-
Partikel inkubiert. Die Anzahl phagozytisch aktiv&ellen nahm mit zunehmendem Partikeliiberschusséwon
(Z/P-Verhaltnis: 1/6) nach 100x (Z/P- Verhaltnisla0) zu, n=2



Ergebnisse 44

3.2.2.1 Phagozytose von Alexa-Latex-Partikeln (IFN¢ differenzierte U-937-Zellen)

Nach Optimierung des Zell/Partikel-Verhaltnissesdem IFN-y differenzierte U-937-Zellen

fur 1, 2, 3 und 6 Stunden mit einem 100-fachenilkdiiberschuss inkubiert. Die Inkubation
erfolgte entweder mit Saponinum album (4 pg/ml)rodene (Kontrolle). Die Auswertung

wurde wie unter 3.2.1 beschrieben durchgefiihrt. Phagozytose von Alexa-Latex-Partikeln
wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie Uberpriuft (ABb). Die Anzahl phagozytisch aktiver
Zellen konnte durch simultane Inkubation mit Sapam album nicht gesteigert werden.
(siehe Abb. 9a). Dies zeigte, dass Saponium albemek Einfluss auf die unspezifische
Phagozytose nicht opsonierter Alexa-Latex-Pargkeliibte.

40 + mmit SA (4 ug/ml)  aohne SA

35 4
30 4
25 ~
20 ~

15 A

Phagozytierende Zellen [%]

Zeit [Stunden]

a b

Abb. 9 Phagozytose IFN-differenzierter U-937-Zellen.
Differenzierte U-937-Zellen wurden mit oder ohnep&ainum album (SA) (4 pg/ml) mit einem 100-fachen
Uberschuss an Alexa-Latex-Partikeln fiir 1-6 Stunisdmbiert. Die simultane Inkubation mit Saponinatbum

fhrte nicht zu einer Steigerung der Anzahl phatjezly aktiver Zellen (a). Die Partikel wurden pbagtiert (b),
n=2.
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3.2.2.2 Phagozytose von lgG-Alexa-Latex-PartikeldEN- y differenzierte U-937-Zellen)

Um den Einfluss von Saponinum album auf die Rezeyanmittelte Phagozytose der Alexa-
Latex-Partikel zu untersuchen, wurden Alexa-LatextiRel mit humanem IgG osponiert und
der unter 3.2.2.1 beschriebene Phagozytose-Asdajiesen Partikeln wiederholt.

Nach Differenzierung mit IFN-und Inkubation mit oder ohne Saponinum album gamb)
wurden die Zellen mit einem 100-fachen Uberschggd bpsonierter Alexa-Latex-Partikel
inkubiert und anschlieRend mittels Durchflusszyttoieenalysiert.

Zu Kontrollzwecken erfolgte eine fluoreszenzmikrogische Prifung der entsprechenden
durchflusszytometrischen Zellproben. Wie Abb. 1@bentnehmen ist, wurden die Partikel
phagozytiert. Durch simultane Inkubation mit Saponn album konnte die Zahl phagozytisch
aktiver U-937-Zellen nicht signifikant gesteigerenden (siehe Abb. 10a). Die Opsonierung
mit humanem IgG hatte allerdings sowohl in Sapominalbum behandelten als auch in
Kontrollzellen eine starke Aktivierung phagozytisohktiver Zellen zur Folge.

100 + = ohne SA
90 4 A mit SA (4 pg/ml)
g 80
E 70 A 1
S 60 -
(]
2 50 3
g x
.g 40 4
S []
g 309 .-
=
o 20
10 - I 20um
0 t

Zeit [Stunden]

a b

Abb. 10 Phagozytose von IgG-Alexa-Latex-Partikeln.

Nach Differenzierung mit IFN-wurden U-937-Zellen in Gegenwart eines 100-factibrrschusses IgG-Alexa-
Latex-Partikel +/—= Saponinum album (SA) (4 ng/mh61Stunden inkubiert. Die simultane Inkubation &#&
fuhrte zu keiner Induktion der Phagozytose (a). Differenzierte U-937-Zellen wurden 3 Stunden ngGt
Alexa-Latex-Partikeln inkubiert und anschlieRendttefs Fluoreszenzmikroskopie (2.2.3.6) illuminieRie

Partikel wurden phagozytiert (b), n=2
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3.2.3 Phagozytose vok.coli Bakterien (IFN- y differenzierte U-937-Zellen)

Um den Einfluss der Partikelart auf die potentidlirch Saponinum album induzierte
Phagozytose zu untersuchen wurden als néchstek-Ba&terien verwendet. Zuerst erfolgte
wieder die Optimierung des Zell/Partikel-Verhalgss.

U-937-Zellen wurden mit IFN-(1000 U ) differenziert und nach Inkubation (3 r&tan) mit
dem 12- bis 100-fachen Uberschuss an FITC markieBeoli Bakterien das optimale
Zell/Bakterien-Verhaltnis bestimmt. Bei einem 12Han Uberschuss zeigten ~60 % der
Zellen eine phagozytische Aktivitat (Abb. 11) Flleaveiteren Untersuchungen wurde mit
einem 12-fachen Bakterienliberschuss gearbeitet.

100 -

90 -
80 -
70
60 -
50 -
40 -
30 A
20 -
10 -
ol L ‘ ‘ ‘
0 12x 25x 50x

100x

Phagozytierende Zellen [%]

Bakterienliberschuss

Abb. 11 Optimierung des Zell/Bakterien-Verhaltnsse
U-937-Zellen wurden mit IFN-differenziert und anschlieRend mit verschiedenberEchiissen (12x bis 100x)
FITC markierterE.coli fur 3 Stunden inkubiert. Als optimal erwies si¢h &2-facher Uberschuss bei dem ~60 %

der Zellen phagozytisch aktiv waren, n=2.
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3.2.3.1 Phagozytose FITC markierteE.coli (IFN- y differenzierte U-937-Zellen)

Nach Ermittlung des optimalen Verhaltnisses (3.218)Igte die zeitabhé&ngige Untersuchung
der Phagozytose von FITC markierten Bakterien M-jHdifferenzierten U-937-Zellen. Dabei
wurde entweder mit oder ohne Saponinum album (4n])ghkubiert. Wie Abb. 12b zu
entnehmen ist, wurden die Bakterien phagozytielierdings konnte hinsichtlich der Anzahl
phagozytisch aktiver Zellen kein Unterschied zwestlsaponinum album behandelten Zellen
und Kontrollzellen festgestellt werden (Abb. 128pn einer Saponinum album bedingten

Induktion der Phagozytose kann deshalb nicht asggm werden.

100 - A ohne SA
90 - m SA (4 pg/ml)
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Abb. 12 Phagozytose von FITE.coli-Bakterien.

Differenzierte (IFNy, 1000 U) U-937-Zellen wurden mit einem 12-fachelbet$chuss FITC markierté.coli
inkubiert und die Saponinum album (SA) induziertafozytose mittels FACS (2.2.3.5) analysiert. Wis éb)
ersichtlich, wurden die Bakterien phagozytiert. eAdlings konnte kein Unterschied hinsichtlich derzam

phagozytisch aktiver Zellen festgestellt werden fa2.
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3.2.3.2 Phagozytose IgG opsonierter FITC markierteE.coli (IFN- y differenzierte U-937-
Zellen)

Um den Einfluss des Saponinum album auf die IgGnitezlte Phagozytose det.coli-
Bakterien zu untersuchen wurdéncoli-Bakterien mit IgG opsoniert und ein Phagozytose-
Assay durchgefuhrt.

U-937-Zellen wurden wie unter 2.2.3.4 beschriebédfergnziert und mit einem 12-fachen
Uberschuss an 1gG-FITE:coli fur 1, 2, 3 und 6 Stunden inkubiert. Dabei erfelgine Co-
Inkubation mit oder ohne Saponinum album. Die Asalund Auswertung erfolgte wie unter
3.2.1 erlautert. Wie in Abb. 13b dargestellt, wurddie Phagozytose mittels
Fluoreszenzmikroskopie Uberprtift.

Auch bei IgG-FITCE.coli konnte beziglich der Anzahl phagozytisch aktivetleh kein
Unterschied zwischen Saponinum album behandeltélenzend Kontrollzellen festgestellt
werden (Abb. 13a). Von einer Saponinum album veehten Auslosung der Phagozytose darf
also nicht ausgegangen werden.
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Abb. 13 Differenzierte U-937-Zellen (IF)-1000 U ) wurden mit einem 12-fachen Uberschu&s T C-E.coli
inkubiert und die Saponinum album (SA) (4 ng/mfunierte Phagozytose mittels FACS (2.2.3.5) anatysDie
Bakterien wurden phagozytiert (b). Die Co-Inkubatimit SA verursachte keine Zunahme der Anzahl
phagozytisch aktiver Zellen (a), n=2.
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3.2.4 Phagozytoseuntersuchungen in PMA differenzitan U-937-Zellen

3.2.4.1 Phagozytose von Alexa-Latex-Partikeln undyz-Alexa-Latex-Partikeln

Im Anschluss an die Phagozytoseuntersuchungen iNtyl differenzierten U-937-Zellen

wurden dieselben Untersuchungen mit PMA (20 nM, Stinden) behandelten Zellen
durchgefuhrt. Ein moglicher Einfluss des Differammngs-Agens auf die potentiell von
Saponinum album modulierte Phagozytose sollte sgemchlossen werden. Hierbei kommen
insbesondere die durch IFNinduzierte 1I9G-Rezeptorsynthese (Yamamoto et28i02) und

PMA ausgeldste Expression vtoil-like Rezeptoren (Jang et al., 2005) in Frage. Wie Adb. 1
zu entnehmen ist, konnte weder fir Alexa-LatexiRalrtnoch fir entsprechende IgG
opsonierte Partikel ein Unterschied hinsichtlichr d@ahl phagozytisch aktiver Zellen in

Saponinum album behandelten Zellen und Kontrokretlestgestellt werden.

ohne SA, Alexa-Latex-Partikel

60 . Emit SA (4 ug/ml), Alexa-Latex-Partikel

B ohne SA, lgG-Alexa-Latex-Partikel
50 - .
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S Partikel
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Abb. 14 Phagozytose von Alexa-Latex-Partikeln ug@-lAlexa-Latex-Partikeln in PMA differenzierten (3B
Zellen. Hinsichtlich der phagozytischen Aktivitabrinte kein signifikanter Unterschied zwischen Sapam
album (SA) behandelten Zellen und Kontrollzellerst@estellt werden. Eine SA bedingte Induktion der

Phagozytose konnte somit ausgeschlossen werden, n=2
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3.2.4.2 Phagozytose von FITE.coli und IgG-FITC- E.coli in PMA differenzierten
U-937-Zellen

Nach Differenzierung von U-937 Zellen mit PMA (2Mn72 Stunden) (2.2.3.4) erfolgte die
Inkubation mit einem 12-fachen Uberschuss an FEI&li oder IgG-FITCE.coli fur 1-6

Stunden mit oder ohne Saponinum album. Wie aus Ablersichtlich, konnte durch simultane
Inkubation mit Saponinum album keine Steigerung Alezahl phagozytisch aktiver Zellen
erreicht werden. Von einer Saponinum album ausgmidsiduktion der Phagozytose ist somit

nicht auzugehen.

B ohne SA, FITC-E.coli
507 mmit SA (4 pg/ml), FITC-E.coli
O mit SA (4 pg/ml), 1gG-FITC-E.coli

451 mohne SA, IgG-FITC-E.coll
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Abb. 15 Nach Differenzierung von U-937-Zellen miviR (20 nM, 72 Stunden) erfolgte die Inkubation mit
einem 12-fachen Uberschuss FIEG:oli oder 1gG-FITCE.coli fiir 1-6 Stunden mit oder ohne Saponinum album
(Kontrollzellen). Es konnte kein Unterschied himdiich der Anzahl phagozytisch aktiver Zellen zvhisn

Saponinum album behandelten und Kontrollzellergiestellt werden, n=2.
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3.3 Untersuchungen zur synergistischen Zytotoxizita

3.3.1 Vorbemerkungen

Der thematische Hintergrund, der in dieser Arbeitcgefliihrten Untersuchungen, war die
Beobachtung, dass die wassrigen Rohextrakte A&grostemma githagd.. eine starke
Zytotoxizitat in ECV-304-Zellen aufwiesen (Hebegté Melzig, 2003). Nahm man friher an,
dass dies hauptsachlich auf die in der Pflanzeaétetien Triterpensaponine zurtickzufihren
sei (Teuscher & Lindequist, 1988), konnte spateregg werden, dass der beobachteten
Zytotoxizitat ein Synergismus zwischen dem RIP T{p.3) Agrostin und den entsprechenden
Agrostemmasaponinen zu Grunde lag (Hebestreit &zigel2003). Derselbe Synergismus
wurde zwischen Gypsophilasaponinen abBgpsophila paniculataL. und Agrostin oder
Saporin (ebenfalls ein RIP Typ I) beobachtet (Habkédset al., 2006). In der vorliegenden
Arbeit wurde ausschliel3lich ein Saponinextrakt (®apum album) aus den Wurzeln von
Gypsophila paniculatd.. verwendet. Da RIPs vom Typ | (z.B. Agrostin uBdporin) im
Gegensatz zu RIPs vom Typ Il (z.B. Viscumin) Ubesink den Zellmembrantransfer
vermittelnde B-Kette verfligen, zeichnen sich Agrosind Saporin durch eine in niedrigen
Konzentrationen fehlende Zytotoxizitat aus (Peumetral., 2001). In diesem Zusammenhang
wurde die zytotoxizitatssteigernde Wirkung der Gygslasaponine auf Agrostin und Saporin

auf eine Saponin induzierte Endozytose der RIP Vgml zuriickgefihrt.

3.3.2 Zytotoxizitatsuntersuchungen in H-2171-, SK-NSH-, ECV-304-, THP-1-, HL-60-,
MOLT-3-und HEP-G2-Zellen

Da bis dato keine Untersuchungen zur Zellspezifithits zytotoxischen Synergismus
durchgefuhrt wurden, sollte die von Saponinum alburduzierte Toxizitatssteigerung
Ribosomen-inaktivierender Proteine vom Typ | in giaden, malignen Zelllinien
charakterisiert werden: H-2171 (Lunge), SK-N-SH rfdasystem), ECV-304 (Blase), THP-1
und HL-60 (primares Immunsystem), MOLT-3 (sekunddremunsystem), HEP-G2 (Leber).
Nach Prufung der Einzelsubstanzen auf ZytotoxiZ&@poninum album und Saporin) wurden
anhand der Ergebnisse entsprechender Voruntersgehuriir die jeweilige Zellart
Konzentrationen an Saporin und Saponinum albungdéesgt, fir die keine Zytotoxizitat
beobachtet wurde. Dies erklart die teilweise uwet@esllichen Konzentrationen in Abb. 16.

Wie dort zu sehen ist, fuhrte die alleinige Inkudsatmit Saponinum album oder Saporin in



Ergebnisse 52

keiner der untersuchten Zelllinien zu einer sidwafiten Zytotoxizitat. Dahingegen erwiesen
sich die entsprechenden Mischungen als signifikgaatoxisch.

Dies ist als Hinweis darauf zu deuten, dass debdtdeten synergistischen Zytotoxizitat ein
allgemeiner Saponinum album induzierter Mechanismaus Grunde liegt, der eine
Sensibilisierung gegenuber RIPs Typ | zur Folge hat

140 -

B SA/ Saporin  E Saporin OSA
120 +

100 -

80 -

Viabilitat [%6]

60 -

40 ~

20 +

H-2171 HEP-G2  SK-N-SH ECV-304 HL-60 MOLT-3 THP-1

Abb. 16 Zellspezifitat der synergistischen Zytomtét.

ECV-304-, SK-N-SH-, HEP-G2-, H-2171- und HL-60-&#ll wurden simultan mit Saponinum album (SA) (4
pg/ml) +/-Saporin (6 nM) oder Saporin (6 nM) fur Bunden inkubiert. Bei MOLT-3-Zellen erfolgte die
Inkubation mit 3 pg/ml Saponinum album und 6 nM @ap und bei THP-1-Zellen mit 2 pg/ml Saponinum
album und 0,6 nM Saporin. Wie ersichtlich, warea Biischungen aus Saponinum album und Saporin gignif
zytotoxisch. Dahingegen zeigten die entsprechemdenosubstanzen keine zytotoxische Aktivitat. Alleckté

stellen Mittelwerte aus 8 Einzelmessungen dar undden auf die Werte der Negativkontrollen (unbeledted
Zellen) bezogen, n=2.

*signifikant, p=0,05, U-Test
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3.3.3 Derivatisierung vonHistidin tagged Saporin ("*Saporin)

Fur die ndhere Charakterisierung des der synesgisn Zytotoxizitat zu Grunde liegenden
Mechanismus wurden verschiedene DerivatisierungsnSaporins durchgefuhrt. Ziel war die
Herstellung einer in der Zellkultur noch hinreicdezytotoxisch aktiven Saporinvariante. Auf
Grund moglicher Verunreinigungen nativen SaporiRsufmans et al., 2001) wurde fur die
Markierungsversuche inEscherichia coli exprimiertes, dem Saporin-3 entsprechendes
hSSaporin vewendet (Weng et al., 2008).

Zusammenfassend sollen im Folgenden die im Rahmeserd Arbeit durchgefihrten
Modifikationen de§"iSSaporins mit Alexa-Fluor 488 5-TFP, Natriumborhygdfiormaldehyd
und Natriuni™'borhydrid/Formaldehyd beschrieben werden.

3.3.3.1 Markierung von™Saporin mit Alexa-Fluor 488 5-TFP

"SSaporin wurde, wie unter 2.3.3.4 beschrieben méxaiFluor 488 5-TFP umgesetzt und
anschlieBend mittels GroRenausschlusschromatogrgeheinigt. Die Konzentration wurde zu
826 pg/ml Alexd™Saporin ermittelt. AnschlieRend erfolgte die biddohe Testung in

Kombination mit Saponinum album (4 pg/ml). Ale¥&Saporin erwies sich in Kombination

mit Saponinum album als stark zytotoxisch (Abb.)17b
3.3.3.2Reduktive Methylierung von ™Saporin mit Natriumborhydrid/Formaldehyd

"SSaporin wurde, wie unter 2.3.3.2 beschrieben mititdaborhydrid/Formaldehyd methyliert
und mittels GrélRenausschluss-Chromatographie aifget.

Die Proteinquantifizierung erfolgte mittels BradleAssay (2.3.1) anhand einer MifSaporin
erstellten Kalibrierfunktion.

Methyl-"*Saporin (4 pg) und 2 p§°Saporin wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen, die
entsprechenden Banden (Abb. 17a) nach Commasdettgiherausgeschnittenen und mittels
NanoLC-ESI-MS/MS (3.3.3.2.1) analysiert. Die Bestiong der zytotoxischen Aktivitat in
Kombination mit Saponinum album (4 pg/ml) erfolgtattels XTT-Assay (2.2.2.1). Die
entsprechenden Mischungen von Saponinum album ueithyM"*Saporin erwiesen sich als
stark zytotoxisch (Abb. 17b).



Ergebnisse 54

Abb. 17a SDS-Gelelektrophorese von 4 pg Metfi&aporin (linke Bande) und 2 |i§Saporin. Beide Banden
wurden herausgeschnitten und mittels NanoLC-ESINIES(3.3.3.2.1) analysiert.

B Alexa-hisSaporin/SA (4 pg/ml) £ Alexa-hisSaporin
O Methyl-hisSaporin/SA (4 pg/ml) B Methyl-hisSaporin

120 ~
100 -
80 -

60 -

Viabilitat [%]

40 -

20 -

7,5E-09 1,5E-08 3,0E-08 6,0E-08
Konzentration [nM]

Abb. 17bZytotoxizitat von Methyl™Saporin und Alexd®Saporin jeweils in Kombination mit Saponinum album
(SA) in ECV-304-Zellen nach 4 Stunden Inkubation.

Die simultane Inkubation beider Toxinderivate m@ép8Sninum album verursachte starke Zytotoxizitate Di
Viabilitatsbestimmung erfolgte mittels XTT-Assay.221.3). Entsprechende Kontrollen wurden wederTitin
noch mit Saponinum album behandelt. Alle WertdesteMittelwerte aus 8 Einzelmessungen dar und wuedd
die Werte der Negativkontrollen (unbehandelte Zgllgezogen, n=2.

*signifikant zur Kontrolle, p=0,05, U-Test
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3.3.3.2.1NanoLC-ESI-MS/MS von Methyl-"*Saporin

Um die Methylierung de$Saporins zu tberpriifen wurde die aus der Gelelphtnese
erhaltene Bande 1 (MethYfSaporin) (Abb. 17a) tryptisch gespalten, mittelsndlaC
aufgetrennt und mit ESI-MS/MS analysiert. Das Prolioder vom FMP durchgefuhrten
Analyse von Methy[*Saporinist nachfolgend aufgefilhrt. Es wurden eine Mischwog
Isoformen des Saporins und zwei bakterielle Pretédentifiziert (Tab 1a). Dies ist auf die
rekombinante Expression des Saporing.coli-Bakterien zurtickzufihren.

HiSSaporin-3 konnte in der Bande 1 mit sehr hot®egquence Coveragdentifiziert werden
(86 % im Normalverdau). Somit konnten 22 der 24 ihysminosauren de$™Saporin-3

eindeutig nachgewiesen werden.

Tab. 1 Ergebnisse der NanoLC-ESI-MS/MS-Analyse Methyl-"*Saporin. Es wurden Isoformen des Saporins
(Tab. 1a) und eine Vielzahl mono- und dimethylierReptide detektiert (Normalverdau). Dies bewies di

Methylierung ensprechender Aminogruppen (Tab. 1b).

Tab la
Bande 1 . . o .
(P27559) Ribosome-inactivating protein
saporin-2 precursor RIP2_SAPOF 2110 141
(P20656) Ribosome-inactivating protein
saporin-6 precursor RIP6_SAPOF 1580 123
(P27560) Ribosome-inactivating protein
saporin-3 RIP3_SAPOF 933 45
(POACJ8) Catabolite gene activator (CAMP
receptor protein) CRP_ECOLI 564 16
(POA9K9) FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase slyD SLYD_ECOLI 354 12
Tab 1b
Pos| Start | End | Observed | Mr(calc) Miss  |Sequence Modification ion
77 70 78 472.80 943.58 1 GTVSLGLKR Methyl (K) 48
77 70 78 479.80 957.60 1 GTVSLGLKR di-Methylation (K) 43
144| 136 146 | 616.31 |1230.63 1 NAQITQGDKSR Methyl (K) 59
144| 136 146 | 623.30 |1244.65 1 NAQITQGDKSR di-Methylation (K) 61
144 136 147 | 453.91 |1358.73 2 NAQITQGDKSRK Methyl (K) 28
oder
147
144 136 147 | 687.38 |1372.74 2 NAQITQGDKSRK di-Methylation (K) 28
oder
147
171 169 175 | 415.25 828.48 1 VVKNEAR Methyl (K) 40
171 169 175 | 422.25 842.50 1 VVKNEAR di-Methylation (K) 52
199 192 199 | 496.79 991.57 0 YIQNLVTK Methyl (K) 50
199 192 204 | 803.95 |1605.89 1 YIQNLVTKNFPNK di-Methylation (K) 43
204| 200 210 | 677.33 |1352.64 1 NFPNKFDSDNK di-Methylation (K) 39
220 220 230 | 590.83 |1179.65 1 KISTAIYGDAK Methyl (K) 75
220 220 230 | 597.82 |1193.67 1 KISTAIYGDAK di-Methylation (K) 55
230| 221 236 | 575.97 |[1724.91 1 ISTAIYGDAKNGVFENK di-Methylation (K) 39
236| 231 244 | 811.38 |1620.76 1 NGVFNKDYDFGFGK Methyl (K) 64
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236 231 244 | 818.38 |1634.77 1 NGVFNKDYDFGFGK di-Methylation (K) 71

244 237 246 | 609.30 |1216.59 1 DYDFGFGKVR Methyl (K) 39

244| 237 246 | 411.20 |1230.60 1 DYDFGFGKVR di-Methylation (K) 53

261| 247 263 | 664.70 |1991.09 2 QVKDLQMGLLMYLGKPK Methyl (K); Oxidation 43

(M)

261| 247 263 | 506.27 |2021.11 2 QVKDLQMGLLMYLGKPK di-Methylation (K); 2 23

oder Oxidation (M)

263

261| 250 263 | 545.63 |1633.89 1 DLQMGLLMYLGKPK di-Methylation (K) 49

oder

263

261| 250 263 | 550.96 |1649.89 1 DLQMGLLMYLGKPK di-Methylation (K); 29

oder Oxidation (M)

263

261 250 263 | 551.62 |1651.87 1 DLQMGLLMYLGKPK Methyl (K); 2 Oxidation| 36

oder (M)

263

261| 250 263 | 556.30 |1665.88 1 DLQMGLLMYLGKPK di-Methylation (K); 2 31

oder Oxidation (M)

263

261| 250 263 | 560.97 |1679.90 1 DLQMGLLMYLGKPK di-Methylation (K); 22

oder Methyl (K); 2 Oxidation

263 (M)

261| 250 263 | 847.96 |1693.91 1 DLQMGLLMYLGKPK 2 di-Methylation (K); 2 | 38
+ Oxidation (M)

263

3.3.3.3 Charakterisierung von™"Saporin

Nach Optimierung der reduktiven Methylierung mithtradioaktiven Chemikalien und Testen
des entstandenen Methylderivates in der Zellkulturde tritiummarkiertes Natriumborhydrid
(25 mCi, 15 Ci/mmol) (2.3.3.3) fur die Herstelludgs eigentlichenTracersverwendet. Dabei
wurde exakt nach der mit ,kaltem® Natriumborhydrptimierten Methode gearbeitet
(2.3.3.2).

Den einzelnen Fraktionen aus der GrofRRenauschlussetographie wurde je 1 pl zur
Aktivitatsbestimmung (2.6.1) entnommen. Wie Abba 18eite 57) zu entnehmen ist, nahm die
Radioaktivitdt von Fraktion 2 bis 5 zu, fiel danorapt ab und stieg in Fraktion 7 schlief3lich
massiv an. Die abrupte Radioaktivititsabnahme iaktlem 6 war auf einen geringen
Proteingehalt zurtckzufuhren, der in Fraktion 7meeiter abnahm (Abb. 18b). Die starke
Radioaktivititszunahme in Fraktion 7 war eluiertéberschiissigert'Borhydrid geschuldet
(a). Die spezifische Aktivitat wurde zu 120 GBg/mreaechnet. Fur Zellkulturexpermimente
wurden die Fraktionen 3-5 nach Proteinquantifizigranhand der in Abb. 18c dargestellten

Kalibrierfunktion verwendet.
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Abb. 18 Charakterisierung véh™Saporin.

Je 1 ul wurde den Fraktionen aus der GroRenausschitomatographie entnommen und mittels
Flissigkeitsszintillation (2.6.1) die Radioaktitithestimmt (a). Anschlielend wurde mittels Bradféssay
(2.3.1) quantifiziert (b) und anhand einer Kalibfumktion (c) die Proteinkonzentration der einzeligaktionen

ermittelt.
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3.3.4 Vergleichende Toxizitatsuntersuchungen in ECA304-Zellen

Um die von Saponinum album induzierte toxizitatgeiende Wirkung auf Saporin zu
veranschaulichen, erfolgte ein Toxizitatsvergleroiit Viscumin ausViscum albumL. im
Zellmodell (ECV-304-Zellen). Viscumin (Lf3: 2,4-80 pg/kg, Maus) ist neben Abrin (¢
0,7 pg/kg, Maus) audbrus precatoriusd.. und Ricin (Lo 2,7 png/kg, Maus) auRicinus
communis L. eines der toxischsten Ribosomen-inaktivierend@roteine vom Typ |l
(Marquardt & Schéafer, 2004).

Wie aus Abb. 19a (Seite 59) ersichtlich weisen d@nzentrations-Effekt-Kurven in der
halblogarithmischen Darstellung vergleichbare sigi®d/erlaufe auf. Die Kombination von
Saporin mit Saponinum album fiihrte also zu einen déscumin vergleichbaren toxischen
Aktivitat. Zur Ermittlung der Gl-Werte von Viscumin und Saporin (mit Saponinum aipu
wurde mit den, im linearen Bereich von Abb. 19armlichen Messwerten jeweils eine lineare
Regression durchgefihrt.

Die ermittelten GJ-Werte betrugen fiir Saporin/Saponinum album (4 ljg48,5x10% M
und fur Viscumin 21,5x18% M. Die Kombination von Saporin mit Saponinum albéiihrte
also zu einer der Lektineinheit (B-Kette) von Visdn vergleichbaren Transfereffizienz der
entsprechenden N-Glycosidase.

Nach Harris (1994) lasst sich die Empfindlichkeitgemein als Signalanderung (hier
Zytotoxizitat) bezogen auf Konzentrationsanderue§nieren. Mathematisch entspricht dies
der Steigung.

Durch Bildung des Quotienten aos= —1974,9 fur Viscumin (Abb. 19b) und = -849,7 fur
Saporin (19b) konnte eine 2,3-fach héhere zelluErgfindlichkeit fir Viscumin abgeleitet
werden.

Der Saponinum album vermittelte Transfer von Sapims Zytosol erfolgt also nicht mit einer
dem Vicumin entsprechenden Transfereffizienz deistlen N-Glycosidase da eine Erhdhung
der Saporinkonzentrationen zu keiner so starkenalione der Zytotoxizitat fuhrt als die
Variation der Viscuminkonzentration.

Dies ist auf einen abweichenden Aufnahmemechanisiessviscumins zurickzufiihren, der
Uber die an zellulare Galaktosereste bindende hehterheit (B-Kette) vermittelt wird
(Mikeska et al., 2005).
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Abb. 19 Zytotoxizitat von Saporin mit Saponinumuatb (SA, 4 pg/ml) und rViscumin in ECV-304-Zellen.

Die Konzentrations-Effekt-Kurven von Viscumn und p8an/Saponinum album (a) weisen vergleichbare
Verlaufe auf. Mit den nach linearer Regression kehan Geradengleichungen wurde eig,Gbn 21,5x10% M

fiir rViscumin und 42,5x18% M fiir Saporin/SA errechnet. Hieraus konnte auf eBaponin abhéngige, der
Lektineinheit (A-Kette) von Viscumin vergleichbavembrantransfereffizienz der entsprechenNe@lycosidase
geschlossen werden. Alle Werte stellen Mittelwextes 8 Einzelmessungen dar und wurden auf die Vdente

Negativkontrollen (Losungsmittel behandelte Zellbayogen, n=2.
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3.3.5 Hemmung der Saponinum album/Saporin Zytotoxirat

3.3.5.1 Vorbemerkung

Ausgehend von der Hypothese, dass die synergistidgtotoxizitdt zwischen Saponinum
album und Saporin auf einer Saponin abhéngigenkimau der Saporinendozytose beruht
(Hebestreit et al., 2003 und 2006), wurde ein Hetofhabhangiger inhibitorischer Effekt auf
die Saporin/Saponinum album Zytotoxizitéat untersutles sollte Informationen tber den der
Saporinendozytose zu Grunde liegenden Aufnahmemeshas liefern. Hierbei wurden
Chlorpromazin, Imipramin (Wang et al., 1993; Dayaét 2001; Maginnes et al., 2005) und
Cyclosporin A (Wang et al.,, 2007; Wang & Heitmar§03; Marks & McMahon, 1998;
Engisch & Nowycky, 1998) als Inhibitoren der Clathabhangigen und Filipin 1ll (Schnitzer
et al.,, 1994) und Okadiinsdure (Botos et al., 200Bs et al., 2004) als Hemmstoffe der
Caveolae abhangigen Endozytose verwendet. CytashaB (Ilvanov, 2008) wurde als
Inhibitor der Makropinozytose und Bafilomycin AlsaHemmstoff der vakuolaren ATPase
(Bowmann et al., 1988) eingesetzt.

Da die ausgewahlten Hemmstoffe bei langerer Inkabatbenfalls Zytotoxizitat hervorrufen,
musste im Vorfeld zu den eigentlichen Versucher eiicht toxische, hemmstoffspezifische
Konzentration ermittelt und die Inkubationszeit rdgm entsprechenden Inhibitor reduziert
werden. Auf diese Weise sollte es moéglich seinerinytotoxizitatsinhibierenden Effekt des
jeweiligen Hemmstoffes aufzudecken. Eine Reduktlen Hemmstoffinkubationszeit wurde
Uber die Ermittlung einer zum Auftreten von sigkafinter Zytotoxizitat erforderlichen
Mindestinkubationszeit mit Saporin/Saponinum albameicht. Wie Abb. 20 (Seite 61) zu
entnehmen ist, trat bei einer Saporin/Saponinuramalinkubationszeit von 3 und 4 Stunden
ein signifikant zytotoxischer Effekt auf. Fir aleeiteren Experimente wurden die Zellen 4

Stunden mit Saporin/Saponinum album inkubiert.
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Abb. 20 Zytotoxizitdt von Saporin (6 nM)/Saponinumlbum (SA, 4 pg/ml) nach verschiedenen
Inkubationszeiten.
Nach 3 und 4 Stunden trat ein signifikant zytotokey Effekt auf. Die Viabilitit wurde mittels XTTsAay

(2.2.1.3) bestimmt. Alle Werte stellen Mittelwerdeis 8 Einzelmessungen dar und wurden auf die Wieste
Negativkontrollen (unbehandelte Zellen) bezoger2.n=
*signifikant, p=0,05, U-Test
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3.3.5.2 Hemmung der Saporin/Saponinum album Zytotaxitat

Wie unter 3.3.5.1 erwahnt, musste fur jeden eirigess®e Hemmstoff eine optimale, nicht
toxische Konzentration experimentell ermittelt wesxd Nach Ermittlung der entsprechenden
Konzentrationen wurden ECV-304-Zellen 30 min mitndelemmstoffen inkubiert und
anschlieBend fur weitere 4 Stunden mit Saporin/Gapon album behandelt. In Abb. 21a ist
die Hemmstoff verursachte Inhibition der Saporip@anum album induzierten Zytotoxizitat
dargestellt. Eine Eigentoxizitdt der Hemmstoffe hien ausgeschlossen werden (weil3e
Balken). Die schwarz/weild gestreiften Balken stetiee Saporin/Saponinum album Toxizitat
aus den jeweiligen Versuchsreihen dar, in denened&prechende Hemmestoff untersucht
wurde. Da die Versuchsreihen an unterschiedlicregem durchgefihrt wurden, unterschieden
sich auch die jeweiligen Positivkontrollen (Sapaponinum album) voneinander (Abb. 21,
schraffierte Balken). Auf Grund einer moglichen éngpxizitdt der Hemmstoffe wurden die
entsprechenden Messwerte aul3erdem einem Signifdstr(k)-Test) unterzogen.

Okadiinsaure (0OS), Filipin 1l (FIL) und Cytochalas B (CYT. B) zeigten keine
Abschwachung der Saporin/Saponinum album induzierfgitotoxizitat. Offensichtlich
spielten eine Caveolae abhangige Endozytose undopiakzytotische Prozesse bei der
Aufnahme des Saporins keine Rolle .

Chlorpromazin (CPZ), Imipramin (IMI) und CyclospoeriA (CIS.A) verursachten eine
signifikante Abnahme der Saporin/Saponinum albumirggen Zytotoxizitat. Dies kann als
Hinweis auf eine Saponinum album induzierte, Clatiermittelte Endozytose des Saporins
interpretiert werden. Bafilomycin Al, ein Hemmstd#r vakuolaren ATPase (Bowmann et al.,
1988) und des Transports zwischen frihen und spBtefosomen (Bayer et al., 1998)
verursachte ebenfalls eine signifikante Hemmung Sigporin/Saponinum album bedingten
Zytotoxizitat. Das mittels Clathrin abhangiger Emglmse internalisierte Saporin gelangt also
in das endosomale Transportsystem und wird in heifenden Endosomen in tiefere
Zellkompartimente transportiert, wo auf bisher nouotht geklarte Weise die Liberation ins
Zytosol erfolgt. Diese Annahme wird durch Untersumien mit Alexd®*Saporin gestitzt.
ECV-304-Zellen wurden 30 min mit dem Mikrotubuluesnimenden Nokodazol (5 pM) und
anschlieRend mit Alex3%Saporin/Saponinum album (4 pg/ml) fiir 6 Stunderuliért. Da
kein Weitertransport entlang der Mikrotubuli mehfolgen konnte, akkumulierten Alexa-

hsSaporinmolekiile in endosomalen Vesikeln (vgl. Abtb und c).
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Abb. 21a Hemmung der Saporin/Saponinum album Zyinitét in ECV-304-Zellen.

Chlorpromazin (CPZ), Imipramin (IMI), Bafilomycin JA(BAF) und Cyclosporin A (CIS. A) verursachtenesin
signifikante Abschwéchung der Saporin/SaponinunurallfSA) Zytotoxizitat (schwarze Balken). Okadiinsgiu
(OS), Filipin Il (FIL) und Cytochalasin B (CYT. Bjeigten hingegen keinen hemmenden Effekt auf digfn
ISA Zytotoxizitat. Bei den untersuchten Hemmstoffkentrationen trat nach 4,5 Stunden Inkubation &ein
inhibitorbedingte Zytotoxizitat auf. Da der Effekder Hemmstoffe auf die Saporin/Saponinum album
Zytotoxizitdt an unterschiedlichen Tagen untersuchtirde, unterschieden sich auch die jeweiligen
Positivkontrollen (Saporin/SA) voneiander.

Alle Werte stellen Mittelwerte aus 8 Einzelmessundar und wurden auf die Mittelwerte der Negativikolen
bezogen (Losungsmittel behandelte Zellen).

*signifikant zur Positivkontrolle p =0,05, U-Test
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C

Abb. 21b/c Fluoreszenzmikroskopische Bilder (60Bx, 488 nm) von ECV-304-Zellen die mit (b) oder eHi)
Nokodazol 30 min und nach Zugabe von Al&%&aporin 6.5x10 M/Saponinum album (4 pg/ml) 6 Stunden
inkubiert wurden. Im Vergleich zu den Kontrollzellererursachte Nokodazol eine Akkumulation von Alexa

"SSaporin in endosomalen Vesikeln (b). Der MafRstatheeAbbildungen ist in (b) dargestellt
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3.3.6 Untersuchungen mit!""*Saporin
3.3.6.1 Vorbemerkung

Da die Nachweisgrenze radioaktiv markiert@racer weit unter der entsprechender
fluoreszenzmarkierter Varianten liegvurde eine tritummarkierte Variante d&&Saporins

hergestellt. Damit sollte insbesondere eine Sapomiraloum bedingte Modulation der
hSsaporininternalisierung eindeutig festellbar séiach Optimierung und Durchfiihrung der
Endozytose-Assays wurden weitere Transportstudierchdefihrt, die alle eine prazise
Charakterisierung der Saponinum album abhangiggnergistischen Toxizitat zum Ziel

hatten.
3.3.6.2 Optimierung der®""*Saporinkonzentration

Ausgehend von der Hypothese der Saponinum alburazieden Saporininternalisierung
wurde der Endozytose-Assay mit Saponinum album rmbdieen ECV-304-Zellen
durchgefuhrt. Nach Vorinkubation mit Saponinum atb(# pg/ml) erfolgte die Zugabe von
3Hssaporin in verschiedenen Konzentrationen und eigiéeve Inkubation fiir eine und zwei
Stunden (2.6.7.1).

700 -
0O 1 Std.

600 1 W2 Std.

500 -
400 -

300 A

Radioaktivitat [cpm]

200 A

100 -
12 24 48
NS anorin [NV

Abb. 22 Optimierung des Endozytose-Assays.
ECV-304-Zellen wurden zuerst mit Saponinum albump@ml) und anschlieend mit 12, 24 oder 48 nM
3Hssaporin fur 1 oder 2 Stunden inkubiert. Als Arbeitszentration wurden 48 nM gewahlt. AnschlieRend

wurden die Zellen gewaschen und die zellulare Rediaitat bestimmt.
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3.3.6.3 ¥MMssanorinendozytose

Nach Ermittlung einer fiir die Untersuchung dé&f"Saporinendozytose optimalen
Konzentration wurden ECV-304-Zellen Uber verschiedeZeitraume (2-240 min) mit
Hssaporin(48 nM) +/- Saponinum album (4 pg/ml) inkubiert§Z.2). Wie aus Abb. 23
ersichtlich, unterschied sich dit"*Saporinendozytose in mit Saponinum album behandelte
Zellen nicht signifikant von Kontrollzellen, die sachlieBlich mit®""sSaporin inkubiert
wurden. Von einer Saponinum album induzierten Sapodozytose darf also entgegen

friherer Hypothesen (Hebestreit et al., 2005) naclsgegangen werden.

1000 A 3[H]hissaporin (48 nM) mit SA (4 pg/ml)
B 3[H]hissaporin (48 nM) ohne SA

900 - %

800 - L

700 - é

600 -
500 +

400 +

300 + E

200*5
|

100 ?

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Zeit [min]

Radioaktivitat [cpm]

HEHCA

Abb. 23 Endozytose vo™Saporin.
ECV-304-Zellen wurden 2—240 min niff™™Saporin +/- Saponinum album inkubiert. AnschlieBenniden die
Zellen gewaschen und die zelluldare Radioaktivit#timmt. Es konnte kein signifikanter Unterschiatsithtlich

der®*"ssaporinendozytose festgestellt werden.
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3.3.6.4 Exozytose von unmodifiziertem und degradieem *""sSaporin

Wie in Abschnitt 3.3.6.3 dargelegt, kann die dur@aponinum album bedingte
Zytotoxizitatssteigerung von Saporin nicht auf eimirch Saponinum album ausgeldsten
Induktion der Toxinendozytose beruhen. Denkbar alérdings eine Saponinum album
vermittelte Modulation exozytotischer Prozesse irdaktem oder degradiertetfi!"*Saporin.
Hierfiir wurden ECV-304-Zellen 4 Stunden mit 48 AM"™Saporin +/- Saponinum album (4
pg/ml) inkubiert und anschliel3end Uber ZeitrAumenschiedlicher Dauer (15-240 min) mit
frischem Medium bedeckt.

Die entsprechenden Uberstande wurden auf 10 % Ti@destellt und die Radioaktivitat in
den TCA unldslichen Anteilen als MaR fiir die Examg von nicht degradiertetfi!™*Saporin
bestimmt. Umgekehrt diente die im TCA l6slichen dihtdetektierte Aktivitat als Mal3 fur
degradiertes’™"*Saporin (Batelli et al., 2004). Es konnte kein Higanter Unterschied
beziiglich der Exozytose von unmodifiziertem und rddigrtem *""sSaporin festgestellt
werden (Abb. 24). Die schon nach 15 min detektiB€ioaktivitdt von 600—700 cpm deutete
auf eine sofort nach Entfernen d&8"*Saporin enthaltenden Mediums einsetzende Exozytose
des*""ssaporins hin. Die in den Uberstanden bestimmteiividten sowohl des intakten als
auch des degradiertéi!"*Saporins nahmen kontinuierlich ab und waren na¢hn2ié nahezu

auf das Hintergrundrauschgasunken.
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800 -
B Exozytose 3[H]hisSaporin mit SA (4 pg/ml)

700 - O Exozytose 3[H]hisSaporin ohne SA

600 - Exozytose 3[H]hisSaporin (degradiert) ohne SA
= Exozytose 3[H]hisSaporin (degradiert) mit SA (4 pg/ml)
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g
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Abb. 24 Exozytose vorl""*Saporin.

ECV-304-Zellen wurden 4 Stunden mit 48 ni"Saporin +/- Saponinum album (4 pg/ml) inkubiert und
anschlieBend fir 15, 30, 60, 120, 180 oder 240 miinfrischem Medium bedeckt. Die einzelnen Uberdgin
wurden auf 10 % TCA eingestellt und die Aktivitdtden TCA unldslichen Anteilen als Mal3 fir intaktesl die
Aktivitat in den TCA loslichen Anteilen wurde alsd@ fir degradierted™"*Saporin bestimmt. In Saponinum
album behandelten Zellen konnte beziiglich der Etasey von intaktem und degradiertéfii"*Saporin kein
signifikanter Unterschied zu Kontrollzellen festgdlsé werden. Kontrollzellen wurden ausschlief3lichit

3Hssaporin inkubiert.
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3.3.6.5 Zellulare Halbwertszeit (12l Saporin))

Die zellulare *"Ssaporinhalbwertszeit wurde in ECV-304-Zellen nacterstindiger
Inkubation mit*"MSSaporin +/~ Saponinum album (4 pg/ml) bestimmt.{24. Die Zellen
wurden gewaschen und verschiedene Zeiten (0—24PpmiirMedium inkubiert. Anschliel3end
erfolgte die Bestimmung der zellassoziierten Rddie@at. Mit y = —90,1 Ink) +798,2 fur
SHssaporin +/~ Saponinum album (4 pg/ml) upe -92,5 Ing) + 809,6 fur’M"sSaporin
lieR sich eine zellulare Halbwertszgip(*l"""Saporin) von 78 min fiir mit Saponinum album
behandelte Zellen und 75 min fur Kontrollzelleneatgn (Abb. 25).

990 - & 3[H]hisSaporin mit SA (4 pg/ml) y =-90,1Ln(x) + 798,2

890 - m  3[H]hisSaporin y =-92,5Ln(x) + 809,6

590 -

Radioaktivitat [cpm]

490 -

390 -

290

0 50 100 150 200

Zeit [min]

Abb. 25 Zellulare Halbwertszeit vai™Saporin.
Die t(M"Saporin) betrug fir Saponinum album (SA) behandadtéen 78 min und fiir Kontrollzellen (ohne

SA) 75 min Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen fesswerten festgestellt werden.
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3.3.6.6 Bestimmung von intaktem und degradiertem inazellularem *""sSaporin

Konnte in 3.3.6.4 eine Saponinum album bedingte Waitn der Exozytose von intaktem und
degradiertem?™"sSaporin ausgeschlossen werden, sollte in einenereeitExperiment der
Einfluss von Saponinum album auf den direkten metalaren Abbau ded™"Saporins
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden ECV-3@ded 30-240 min mit 48 nM
SHhssaporin +/— Saponinum album (4 pg/ml) inkubiert undch den entsprechenden
Inkubationszeiten mit Triton-X lysiert. Nach Einlite der Zelllysate auf 10 % TCA erfolgte
die Radioaktivitatsbestimmung in den TCA unldslichAnteilen als Mal3 fur intaktes Saporin.
Die Aktivitatsbestimmung in den l6slichen Anteilegrfolgte als Mald fur degradiertes
SHhssaporin (Batelli et al., 2004). GemaR Abb. 26 telgler *™""Saporinabbau in
Saponinum album behandelten Zellen sowie Kontridilmam betrachteten Zeitraum von 30—
240 min einer Kinetik 0. Ordnung, also mit einemg&@anten Abbaugeschwindigkeit. Des
Weiteren konnte kein signifikanter Unterschied huh8ich des intrazellularen Abbaus von
SHissaporin zwischen Saponinum album behandelten Zelfeh Kontrollizellen festgestellt
werden. Ein Saponinum album bedingter, hemmendeftugs auf den*""*Saporin-Abbau
hatte zu einer signifikanten Abnahme des Anteilsiegradiertemi™"Saporin und umgekehrt
zu einer bedeutenden Zunahme an intaki&h*Saporin filhren miissen. Beides war nicht der
Fall.
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B 3[H]hisSaporin / SA (4 pg/ml)

[0 3[H]hisSaporin

F4 3[H]hisSaporin degradiert / SA (4 pg/ml)
3[H]hisSaporin degradiert
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Abb. 26 Intrazellulare Degradation v Saporin.
Es konnte kein signifikanter Unterschied hinsidftlides *""Saporinabbaus zwischen Saponinum album

behandelten Zellen und Kontrollzellen festgestedtden.
3.3.6.7 Hemmung der Internalisierung vort!sSaporin bei 4°C

Nach der Untersuchung der Saponinum album bedingt®fodulation der
SHssaporinendozytose  und Exozytose zielten die weitetexperimente auf die
Charakterisierung des Aufnahmemechanismus VoW Saporin in Saponinum album
behandelten ECV-304-Zellen. Die ATP-Abhangigkeit #8"*Saporininternalisierung wird in
Abb. 27 verdeutlicht. Der unter 3.3.6.3 beschmeb&ndozytose-Assay wurde bei 37°C und
simultan bei 4°C durchgefuhrt (2.6.7.6). Die Inkiiwa bei 4°C flhrte zu einer starken
Hemmung def™"*Saporininternalisierung (Abb. 27)
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Abb. 27 Temperaturabhangigkeit ?&"*Saporinendozytose in Saponinum album (SA) behamidlellen und
Kontrollzellen (ohne SA).

ECV-304-Zellen wurden 7,5-60 min mit 48 ni1"*Saporin bei 37°C oder 4°C inkubiert. Die Inkubatioei
4°C fihrte zu einer starken Hemmung d€f"Saporininternalisierung sowohl in SA behandelten alch in

Kontrollzellen.
3.3.6.8 Einfluss verschiedener Hemmstoffe auf diaternalisierung von *"sSaporin

Um den hemmenden Einfluss verschiedener Substamszéndie Internalisierung des

SHssaporins zu untersuchen, wurden ECV-304-ZellenAwazabe des Saponinum album (4
ng/ml) und®"ssaporins (48 nM) mit den entsprechenden Inhibitex@imkubiert (2.6.7.7).

Der Effekt des anionischen Heparins wurde nachr &fieeinkubation entsprechender Aliquote
SHssaporin (48 nM) mit unterschiedlichen KonzentragionHeparin und anschlieBender
Zugabe zu den Zellen untersucht.

Die Ergebnisse sind im Folgenden tabellarisch zosangestellt (Tab. 2). Hemmstoffe der
Clathrin vermittelten Endozytose (lvanov, 2008 hsiauch 3.3.5.2) wie Chlorpromazin oder

SMsgaporinendozytose.

Phenylarsenoxid verursachten eine signifikante Abma der
Bafilomycin Al, das zu einer signifikanten Abnahnt®r Saporin/Saponinum album
Zytotoxizitat fuhrte (3.3.5.2), Ubte dagegen keindremmenden Einfluss auf die
SHissaporinendozytose (48 nM) aus. Der signifikant mateemmende Effekt des Heparins
(29, 468 ug/ml) ist eher auf eine unspezifischerbiktion anionischer Gruppen des Heparins

mit dem basischef*Saporin (Korennykh et al., 2007) zuriickzufilhrenr Begen der2-
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Makroglobulin-Rezeptor gerichtete Antikdrper An2M-R/LRP fuhrte zu keiner Hemmung

der*M"ssaporinendozytose. Dieses Ergebnis steht in Utstieimung mit friiheren Arbeiten
(Bagga et al., 2003).

Tab. 2 Hemmstoff bedingte Inhibiton d&f"*Saporinendozytose in Saponinum album behandeltevt 363-

Zellen. Ey: Endozytose vort™"Saporin in mit Hemmstoff und Saponinum album bek#ed Zellen.Ey:

Endozytose vof"sSaporin in Kontrollzellen (ohne Hemmstoff )
*signifikant U-Test, p= 0,05

Hemmstoff

[En C'™Ssaporin ) /Ex (™S Saporin)] x 100

Bafilomycin Al

Chlorpromazin

200 nM
20 nM
2 nM

60 uM
30 uM

Phenylarsenoxid 10 pM

Anti-a2M-

Filipin 111

Amilorid

Heparin

5 uM
2,5 uM

1 g
2 ug
4 ug

3 uM
1,5 pM
0,75uM
0,37uM

6 mM
3 mM
1,5 mM
0,75mM

937 pg/ml
468 pg/ml
234 pg/ml
58 pg/ml
29 pg/ml
15 pg/mi

100+ 4
104+ 7,7
90 + 4.8

69* + 13
78 7,2

26 +12
53*+ 10
51*+ 10

116+ 8
107 £ 17
95 = 9

91
87
97
99

4

11
7,6

14

H o+ 1+

116 + 14
101 £ 19
99 +10
103+ 5,5

84 *15
74* + 24
86 + 8
85 + 21
76+ 4
79 +11
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3.3.7 Ultrazentrifugation

Wie in 3.3.6.3 — 3.3.6.4 beschrieben fuhrte Saponimalbum zu keiner Modulation der Endo-
und Exozytose vori""SSaporin. Die Beobachtung, dass das den endosorfasersport
hemmende Bafilomycin A1 (Bayer et al., 1998; Bowmah al., 1988) zu einer signifikanten
Hemmung der Saporin/Saponinum album Toxizitat §323.und nicht zu einer Modulation der
SHhssaporinendozytose (3.3.6.8) fiihrte, deutete aué eimrstarkte, Saponin vermittelte
Saporinliberation aus endosomalen Vesikeln hin.hBkéssollte mittels Ultrazentrifugation
das Zytosol (Huber et al., 2003 und Pasquali et1897) Saponinum album behandelter und
entsprechender Kontrollzellen nach Inkubation #lt**Saporin isoliert werden. Wie aus Abb.
28 ersichtlich, konnte in Saponinum album behaedelZellen nach Inkubation mit
SHissaporin eine signifikant hohere Radioaktivitat #eeet werden als in Kontrollzellen, die
nicht mit Saponinum album behandelt wurden. Diégzstdie Hypothese einer Saponinum
album vermittelten, verstarkten endosomalen Lib@nates Saporins aus entsprechenden
endosomalen Vesikeln.

Die relative zytosolassoziierte Radioaktivitéat vb& % in der Kontrolle (ohne Saponinum
album) lasst sich auf die Ruptur endosomaler Mend@ravéhrend der Aufarbeitung fur die
Ultrazentrifugation zurtckfihren. Bei den einget®izKonzentrationen (96 nM) ware auch

eine partielle Aufnahme des Saporin ins Zytosoktan

B SA (4 pg/ml)
Oohne SA

[ZF/ZF+EF]100

Abb. 28 Zytosolische Radioaktivitdt Saponinum albuehandelter ECV-304-Zellen.

Nach Inkubation mit Saponinum album respektit&"*Saporin (96 nM) wurden die Zellen fir die
Ultrazentrifugation aufgearbeitet. AnschlieBendlgte die Radioaktivitatsbestimmung der Endosonadtifon
(EF) und Zytosolfraktion (ZF). Zur Auswertung wurdelie Aktivitatsquotienten (ZF/ZF+EF) gebildet und
prozentual ausgedriickt. Die zytosolassoziierte dé¥ddivitdt war in Saponinum album behandelten Zelle
signifikant hoher als in Kontrollzellen, die nurtf"™Saporin inkubiert wurden. Alle Werte stellen Mitteirte

aus je drei Messungen dar. * signifikant zur Koliér@-Test: p< 0.05)
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3.3.8 Durchflusszytometrische Charakterisierung deEndosomenintegritat

Die in 3.3.7 aufgestellte Hypothese einer Saponimalbum vermittelten Permeabilitats-
erhohung endosomaler Kompartimente sollte in eid@mdinorange-Endosomen-Integritats-
Assay Uberprift werden. Davon ausgehend, dass Baponalbum eine transiente oder
permanente Permeabilisierung endosomaler Membraaamsacht, konnte tUber den durch
Membranporen stattfindenden Verlust von Acriding&(i\O)-Molekilen eine Abnahme der
AO bedingten Rotfluoreszenz beobachtbar sein. A®umakiliert nach einem ,lonenfall-

Prinzip* in aciden Zellkompartimenten (TragagnosD&rzynkiewicz, 1994; Kagedal et al.,
2001).

ECV-304-Zellen wurden zuerst mit verschiedenen kotrationen Saponinum album und
anschlieBend mit AO inkubiert. Wie Abb. 29 zu ehimen ist, fuhrte die Inkubation mit

Saponinum album zu einer leichten Abnahme der EBmanzintensitdt durch in aciden
Endosomen akkumulierte AO-Molekile. Der Verlust &0 kann mdoglicherweise auf die

durch Saponinum album verursachte Destabilisieemdpsomaler Membranen zurtickgefuhrt
werden. Statistisch kann dieser Unterschied jedatit gesichert werden, so

dass diese Ergebnisse weniger als Beweis, sondereimweiteres Indiz flr eine Saponin

induzierte Destabilisierung endosomaler Kompartim@mgesehen werden muss.

7,8
4
7,6 4
74 4
7,2

7 4

6,8 -

Fluoreszenz (670 nm)

6,6 -

6.4 -

6,2 -

6 T T 1
0 10 20 30
Saponinum album [ug/ml]

Abb. 29 Untersuchung der Endosomenintegritét.
ECV-340-Zellen wurden mit 0, 5, 10 und 20 pg/ml &pum album und Acridinorange (4 pg/ml) inkubiéte
Behandlung mit Saponinum album fuhrte zu einerhkgic Abnahme der Acridinorangefluoreszenz. Dies ist

moglicherweise auf eine Saponin bedingte Destailiag endosomaler Kompartimente zurtickzufihre@, n=
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3.43"saponinum album
3.4.1 Partialsynthese und Testung markierter Saponum album Derivate

Fur die Herstellung eines in der Zellkultur zu vendenden Saponinum albuiiracers
wurden nach verschiedenen Methoden (2.5.1) Sapwetylderivate partialsynthetisiert und
anschlieBend die Zytotoxizitat in Kombination magrin bestimmt. Anhand der Daten aus
erneuten Zytotoxizitatsuntersuchungen wurde einreithend biologisch aktives Derivat
ausgewahlt und anschlieBend néaher charakteri¥ibet.aus Abb. 30a ersichtlich, erwies sich
eine Acetylierungszeit von 3,5 min als optimal, dil@a entsprechenden Saponinderivate (8
pg/ml) keine Toxizitat und im Vergleich zu den arefe Acetylderivaten die stéarkste
zytotoxitatssteigernde Wirkung auf Saporin (6 nMigten.

B Acetyl-Saponin (8 pg/ml)
0O Saporin (6 nM) / Acetyl-Saponin (8 pg/ml)

120 4
100 -
80 ~

60 1 =«

Viabilitat [%]

40 ~

20 ~

3,5 7 15 30 60 120

Acetylierungszeit [min]

Abb. 30a Abhangigkeit zwischen Acetylierungszeid atytotoxizitat.

Eine Acetylierungszeit von 3,5 min erwies sich ggimal, da in Kombination mit Saporin (6 nM) de#rkste
zytotoxische Effekt auftrat und eine Toxizitat demponine ausgeschlossen werden konnte. Alle Weeliers
Mittelwerte aus 8 Einzelmessungen dar und wurddrdieuWerte der Negativkontrollen (unbehandelteletgl
bezogen, n=2.

*signifikant zur Kontrolle, p=0,05, U-Test
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Fur alle weiteren Untersuchungen wurde Saponinitomnal3,5 min acetyliert. In Kombination
mit Saporin (6 NnM) wurde die Gldes entsprechenden Acetyl-Saponinum album gem&3 Ab
30b mit 8,6 pg/ml bestimmt. Die §lvon Saponinum album in Kombination mit Saporin (6
nM) wurde mit 3,9 pg/ml bestimmt. Die Markierungsd8aponinum album mit Acetyl-
Gruppen fihrte also zu einer um den Faktor 2,6 latneaden, zellularen Empfindlichkeit der
Saponinum album vermittelten Saporintoxizitats&rigg. Vergleicht man die Steigungen der
beiden Geraden wird ebenfalls ersichtlich, dassi@s um zwei strukturell unterschiedliche
Saponine handelt. Hatieine durch zellulare Esterasen katalysierte Hydmlgler Saponin-
Acetyl-Ester stattgefunden, hatte die lineare Resiom der Zytotoxizitatsdaten von Acetyl-
Saponinum album/Saporin und Saponinum album/Sagaridentischen Geradengleichungen,
ICs-Werten und Steigungen der Dosis-Effekt-Kurven @ihmuissen. Um eine potentielle
Verunreinigung mit nicht acetyliertem Saponinumuatbauszuschliel3en erfolgte die weitere
Charakterisierung mittels HPTLC auf Kieselgel-6&§jlatten.

& Acetyl-SA mit Saporin (6 nM)

120 - = SA mit Saporin (6 nM)
100 4 ®
y = -13,5x + 100,9

. 80+ I
~ y =-5,1x + 94,6
:j@‘
Z 601
8
2 g I

40 -

20 A

O T T 1
0 5 10 15

Konzentration [pg/ml]

Abb. 30b Bestimmung der glvon Saponinum album (SA) und Acetyl-Saponinum all{Acetyl-SA) jeweils in
Kombination mit Saporin (6 nM) in ECV-304-Zellen.

Die Glso von Acteyl-SA wurde entsprechend der Geradengleighmit 8.6 pg/ml und von SA mit 3,9 pg/ml
bestimmt. Alle Werte stellen Mittelwerte aus 8 HEhmessungen dar und wurden auf die Werte der
Negativkontrollen (unbehandelte Zellen) bezoger2.n=

*signifikant zur Kontrolle, p=0,05, U-Test
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Als Elutionsmittel diente die obere Phase einerigsssire (99 %)/Aqua dest./Butanol-

Mischung (10:40:50). Wie aus Abb. 30c ersichtlicimterschieden sich die entsprechenden
acetylierten Saponinderivate hinsichtlich ihres tibhsverhaltens in dem verwendeten

FlieBmittel. Die linke Bahn (a) entspricht daber deissrigen Matrix, aus der die acetylierten
Saponine extrahiert wurden. Der Vergleich mit denk®en der darauffolgenden Bahnen (b, c,
d) lasst eine nahezu quantitative Extraktion deetpleSaponine aus der Reaktionsmatrix
erkennen. Dabei entsprechen die Bahnen b, ¢ urabdngderivaten, die 3,5 min (b und d)

oder 7 min (c) acetyliert wurden. Das im VerglemhSaponinum album (Bahn e) verursachte
~Schmieren* der acetylierten Saponinderivate Ubergesamte Laufstrecke ist ein typisches
Kennzeichen der Acetyl-Saponine und wirkte sicthhi@achteilig auf die Auswertung aus, da
eine Verunreinigung der Acetyl-Saponine mit niclddifiziertem Saponinum album eindeutig

ausgeschlossen werden konnte (vgl. Bahnen a-d3¥ @tibrigte eine FlieRBmitteloptimierung.

Abb. 30c HPLTC-Chromatogramm verschiedener Sapemnivate.

Saponinum album wurde 3,5 min (Bahn b und d) odeiry (Bahn c) acetyliert und die entsprechendentykce
Derivate auf Kieselgel-60-Platten aufgetragen. Bahnentspricht Saponinum album und Bahn a der
Reaktionsmatrix, aus der die Acetyl-Saponine extralvurden. Eine Verunreinigung der Acetyl-Derizaturch

Saponinum album konnte ausgeschlossen werderBaghen b,c,d, mit e).
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3.4.2 Spezifische Aktivitat vort™ Saponinum album

Nach Optimierung der fur die Markierung notwendigkeetylierungszeit und Testung der
entsprechenden Saponinderivate erfolgte die Radibeye des'™Saponinum album mit
tritiummarkiertem Acetanhydrid (25 mCi). Die Radktigitat von jeweils6,7; 12,5; 25 und 50
g™
gegen die entsprechenden Massen die von ihnen st Radioaktivitat aufgetragen. Es

ISaponinum album wurde mittels Fliissigkeitsszintoka (2.6.1) bestimmt. In Abb. 31 ist

konnte eine spezifische Aktivitat von 36,8 Mcpm/MiiSaponinum album errechnet werden.
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18 . R®=0,99
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Abb. 31 Bestimmung der spezifischen Aktivitat vBhSaponinum album.
Nach Synthese deé¥Saponinum album und Aktivitatsbestimmung von 62,5125 und 50 pg ergab sich der
oben dargestellte lineare Zusammenhang zwischerseM§sg Saponin) und Radioaktivitat. Die spezifische

Aktivitat konnte zu 36,8 Mcpm/mg errechnet werden.



Ergebnisse 80

3.4.31n vitro Untersuchungen mit*"!Saponinum album
3.4.3.1 Zeitabhangige Aufnahme voA™!Saponinum album

Nach Inkubation von ECV-304-Zellen nift'Saponinum album (10 pg/ml) fiir 2,5-360 min
erfolgte die Bestimmung der zellassoziierten Rddiogdt mittels Fllssigkeitsszintillation.
Die Inkubation mit*"!Saponinum album filhrte tiber einen Zeitraum von 60 nu einer
kontinuierlichen Aufnahme vol'Saponinum album. Nach 60 min trat Sattigung eia atich
nach einer verlangerten Inkubation von bis zu 3@0mcht aufgehoben werden konnte.
Wahrscheinlich war nach 60 min esteady staterreicht, in dem die aufgenommene Menge
an Saponin der abgegebenen entsprach (Abb. 32).

10000

1000 + ¥

Radioaktivitat [cpm]
L]
o
—o—

100 T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 420

Zeit [min]

Abb. 32 Zeitabhangige Aufnahme v Saponinum album.
Nach Inkubation von ECV-304-Zellen mit"’Saponinum album (10 pg/ml) fir 2,5-360 min wurde di
zellassoziierte Radioaktivitat bestimmt. Bis zurB erfolgte eine zeitabhangige Aufnahme V6¥Saponinum

album in die Zellen, gefolgt von einer SattigungieAVerte stellen Mittelwerte aus 5 Einzelwertem, chee2.
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3.4.3.2 Konzentrationsabhéngige Aufnahme vofi!Saponinum album

ECV-304-Zellen wurden mit 1-40 pg/ml fur 1 Stunckubiert und anschlielend mittels
Flussigkeitsszintillation analysiert (2.6.1).

Es wurde eine konzentrationsabhéngige, moglicheavdiffusionsbedingte Einlagerung von
$Msaponinum album in die Zellen beobachtet (Abb. 33).
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Abb. 33 Konzentrationsabhangige Einlagerung ¥dsaponinum album.
ECV-304-Zellen wurden mit 1-40 pg/ml fir 1 Stund&ubiert und anschlieBend mittels Fussigkeitsdlatibn
analysiert. Die Aufnahme vol’Saponinum album in ECV-304-Zellen war konzentragarhangig. Alle Werte

stellen Mittelwerte aus 5 Einzelwerten dar, n=2.
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3.4.3.3 Kompetition von®!'Saponinum album

Um die Interaktion zwischerf"!Saponinum album und potentiellen membranstandigen
Bindungsstellen naher zu charakterisieren, sollte ginem Kompetitions-Assay die
Bindungsspezifitat der nach einer Stunde gebundefdBaponinum album Molekiile
bestimmt werden. Dabei wurden die nach einstiindigkubation mit Saponin gesattigten
Zellen sequentiell mit jeweils verschieden konzenien Saponinum album Lésungen
(entweder aufsteigend von 0-40 pg/ml oder abstdigemn 40-0 pg/ml) Uberschichtet.
Anschlieend wurde die Radioaktivitat in allen Ldgen und den verbleibenden
Zellmonolayern bestimmt. Die durch die Konzentragie@ihe 40-0 pg/ml verdrangten Anteile
an *Msaponinum album hatten bei einer spezifischen, pterartigen Bindung von
$Msaponinum album signifikant hoher sein missen, idaLdsungen entsprechend ihrem
Konzentrationsgefalle eine hbhere Kompetitionsatéivbesallen. Um eine Vergleichbarkeit
der erhaltenen Datensatze zu ermoglichen, wurdenVéérte jeweils auf die zellassoziierte
Restradioaktivitat bezogen, ausgedrickt Agerstand Av) / Azelien(AZ).

Wie in Abb. 34 dargestellt, unterschieden sich@ietienten Agperstand(Av) / Azelien (Az) der
Konzentrationsreihen 40-0 pg/ml und 0-40 pg/ml insipnifikant. Sofern eine Bindung des
3Msaponinum album stattfindet, muss von einer unfipelzen durch Saponinum album nicht

kompetetierbaren Bindung ausgegangen werden.

m 40-0 pg/ml 0 0-40 pg/ml

5 ﬂﬂﬂ.ﬁa.wm

40/0 pg/ml  35/5 pg/ml 30/10 pg/ml  25/15 pg/ml 20/20 pgml 15/25 pg/ml  10/30 pg/ml  5/35 pg/ml  0/40 pg/ml

¢ (Saponinum album)

Abb. 34 Kompetition vori*!Saponinum album.

ECV-304-Zellen wurden 60 min mit 10 pg/f’Saponinum album inkubiert, gewaschen und anschiiReit
Loésungen steigender (0—-40 pg/ml) oder abnehmendieérO( ug/ml) Konzentration an Saponinum album
Uberschichtet. Alle Werte wurden auf die jeweilige]lassoziierte Restradioaktivitdt bezogen, ausgdd als
Agpberstand Au) / Azetien (A2). Hinsichtlich der durch die verschiedenen Koneagignsreihen verdréngten Anteile an

*Hsaponinum album konnte kein signifikanter UntersdHestgestellt werden, n=2,
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3.4.3.4 Liberation von**!Saponinum album aus ECV-304-Zellen

Wie in Abschnitt 3.4.3.1 dargelegt fand nach einstger Inkubation mif"!Saponinum album
keine weitere Aufnahme volf’Saponinum albunin die Zellen statt. Um eine aus den Zellen
stattfindende Liberation von Saponinmolekilen zuersuchen, wurden ECV-304-Zellen
durch einstiindige Inkubation mitSaponinum album gesattigt und anschlieBend 2,5-160
min mit FCS haltigem PBS uberschichtet. Unmittelbach Entfernen de¥"'Saponinum
album enthaltenden Mediums fand eine Saponinlitlmeratin die entsprechenden
Zellkulturiberstande statt (Abb. 35a). Dabei nahenzéllassoziierte Radioaktivité®feer) ab
und die in den zugehdrigen Zellkulturiiberstdndetektierte entsprechend zAgferstand-
Nach 40 min galt nédherungsweis®)Aien = (A)uberstande IM weiteren Verlauf wurde mehr
Saponin aus den Zellen in die Uberstande vertsifich 80 min war ein Gleichgewicht
erreicht, das sich Uber einen Zeitraum bis 120 murch einen nahezu konstanten
Aktivitatsquotienten AQ =A)uberstand(A)zellen aUSZEIChNELE.

Der Verteilungskoeffizient P = [GJ/[C]n0 wird in der Toxikologie zur Beurteilung der
Lipophilie eines Stoffes herangezogen und stelt\derhéltnis der Stoffkonzentration in einer
wassrigen (G0 ) und einer organischen Phase dagJCP wird normalerweise als logP
ausgedruckt und stellt eine stoffspezifische Vangskonstante dar. Der in Analogie zu logP

gebildete logAQ war fur alle untersuchten Konzeidreen nahezu konstant (Abb. 35b).
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Abb. 35 Liberation vori!Saponinum albunt{’SA).

(a) Nach Inkubation der ECV-304-Zellen niff’Saponinum album fiir 60 min und Uberschichten mitSPB
erfolgte die Radioaktivitdtsbestimmung nach 2,51; 20; 40; 80 oder 160 msowohl in den Zellen als auch in
den Uberstanden. Es fand eine zeitabhangige Ritellueig von®"'Saponinum album in die entsprechenden
Uberstande statt. Nach 80 min war ein Distributipgishgewicht erreicht. (b) ECV-304-Zellen wurdeit & 3,

5, 8, 10, 15 oder 20 pg/mt!Saponinum album fiir eine Stunde inkubiert und 86 mit PBS (iberschichtet.
AnschlieRend erfolgte die Aktivitatsbestimmung iendUberstanden und den entsprechenden Zellmonalayer
Der logAQ (siehe Text) war fir jede Konzentratioahezu konstant. Alle Werte stellen Mittelwerte &us

Einzelwerten dar , n=2.
3.4.3.5Erschopfende Liberation von *"'Saponinum album aus ECV-304-Zellen

Wie in Abschnitt 3.4.3.4 dargelegt, stellte sich 8aponinverteilungsgleichgewicht zwischen
Uberstand und Zellen ein, das sich uUber einen Kuraionsbereich von 1-20 pg/ml durch
nahezu konstante logAQ-Werte auszeichnete.

Zur weiteren Charakterisierung wurden die ZellemeeiStunde mit verschiedenen

Konzentrationen (4—20 pg/mifSaponinum album inkubiert, gewaschen, 80 min rAiSF
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haltigem PBS uberschichtet, abermals gewaschenaoedhlie3end 6-mal mit jeweils 1 ml
PBS (10 % FCS) fur jeweils 10 min inkubiert. Dudik stdndige Erneuerung (alle 10 min) des
Puffers sollte entsprechend dem Verteilungsgleishge AQ = (A)uberstand(A)zelen €iNE
kontinuierliche Stdrung der Gleichgewichts und goRiickverteilung von Saponinmolektlen
in den Uberstand erreicht werden. Die in den eimeel 1-ml-Uberstanden detektierte
Radioaktivitdt nahm tber einen Gesamtzeitraum mé kontinuierlich auf teilweise nicht
signifikante Werte ab (siehe Abb. 36). Die einzaldeml-Uberstande sind in Abb. 36 von 1
bis 6 nummeriert.

Ein komplettes Auswaschen des von den Zellen aofgemenen®"!Saponinum album war
allerdings nicht mdglich, da nach Beendigung desd&hNayklus nach 60 min weiterhin eine
betrachtliche, zellassoziierte Aktivitatsmenge litecBalken in Abb. 36) detektiert werden
konnte. Dies lasst darauf schlieRen, dass entweidesignifikanter Anteil ari''Saponinum
album internalisiert und so intrazellular akkumdlieder auf Grund der membranaktiven
Eigenschaften von Saponinen ein Teil dé%Saponinum album fest in die Zellmembran
eingelagert wurde. In beiden Féllen ware ein Aushes des gebundenen und

aufgenommenen Anteils nicht mehr maéglich.

020 pg/ml
L %
3000 W10 pg/ml
* W6 pg/mi
2500 1 @4 pg/ml
€
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Abb. 36 Erschépfende Liberation vofi’Saponinum album aus ECV-304-Zellen.

ECV-304-Zellen wurden 1 Stunde mit 4-20 pgifiiSaponinum album inkubiert, 80 min mit PBS tiberduteit
und anschlieRend 6-mal mit PBS (1 ml) fiir jewebsmin inkubiert. Die Radioaktivitat nahm in den Witénden
(nummeriert von 1 bis 6) kontinuierlich auf teilseinicht signifikante Werte ab. Die Restaktivithtlen Zellen
(rechte Balken) war von der zellassoziierten Sapoenge vor dem Waschzyklus abhéngig (linke Balkahg.

Werte stellen Mittelwerte aus 5 Einzelwerten da2.n

*signifikant zur Kontrolle (ohné™Saponinum album), p=0,05, U-Test
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3.4.3.6 Einfluss von N-Ethylmaleimid auf die Aufname von®"Saponinum album

Um den Einfluss maoglicher Transportproteine auf dignahme des™Saponinum album
naher zu charakterisieren, wurde das unspezifiSiHeGruppen-Reagenz N-Ethylmaleimid
(NEM) verwendet. InsbesondeFdippasenkonnten hierbei als Transportproteine eine Rolle
spielen. Dies wird fur andere Substanzen wie Aykiine diskutiert (Regev & Eytan, 1997).
Flippasen sind nattrlicherweise am Phospholipid-flipping gehien &uferer und innerer
Membranhalfte beteiligt und neben den sogenanfeppasenund Scramblasenan der
Aufrechterhaltung der Transbilayer-Lipid-Asymmetbeteiligt (Daleke, 2003). Bedingt durch
diese Asymmetrie unterscheiden sich &ufRere undrandembran in ihrer Lipid- und
Cholesterol-Zusammensetzung (Daleke, 2003).

So finden sich Phosphatidylcholin und Sphingomyeiauptsachlich in der &ufReren und
Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin Is@gblich in der inneren Schicht der
Plasmamembran. Die Aufrechterhaltung dieser Asymengit fir die Membranhomdostase
essentiell (Daleke, 2003). Welchen Einfluss dieetsthiedlichen Zusammensetzungen der
beiden Membranschichten auf die Aufnahme und dadigsvermdgen des festgebundenen
Saponinanteils (siehe 3.4.3.5) auslben, solltehdgezielte Storung der Lipid-Asymmetrie
untersucht werden. Da NEM Flippasen inaktiviert¢gBet al., 2003) wurden ECV-304-Zellen
entweder mit (0,85—-3,7 uM) oder ohne (Kontrolle)NNBO min vorinkubiert.

Die eingesetzten Konzentrationen wurden im Vorfeldtels LDH-Assay bestimmt und
zeigten keine Zytotoxizitat. Nach Inkubation rift!Saponinum album (10 pg/ml, 1 Stunde)
wurde 80 min wie oben beschrieben (3.4.3.5) mit RBSrschichtet und die zellassoziierte
Radioaktivitdt in NEM behandelten Zellen und Kotizellen (ohne NEM) bestimmt. Zur
Auswertung wurden die Quotienten aus den Aktivititem NEM behandelten und
Kontrollzellen gebildet AnemyAkontrolie). Hatte NEM einen Einfluss auf die Insertion von
$Msaponinum album ausgetibt, hatte dieser Quotientunegr 1 liegen miissen. Wie aus Abb.
37a ersichtlich, war dies nicht der Fall.

In einem weiteren Ansatz wurden die Zellen wie obeschrieben mit!Saponinum album
inkubiert, 80 min mit PBS Ubreschichtet, anschlre3ggdoch 6-mal mit je 1 ml PBS (10 %
FCS) fur je 10 min Uberschichtet. Danach erfolgte d@estimmung der zellularen
Radioaktivitat (Abb. 37b). Die Darstellung der Bogesse erfoglte wie oben beschrieben. Wie
aus Abb. 37b ersichtlich, zeigte NEM keinen hemneend&influss auf die Insertion von
$Msaponinum album. Die Lipid-Asymmetrie der Plasmaimem spielt bei der Aufnahme

von Saponinum album offensichtlich keine Rolle.
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Abb. 37 Einfluss von N-Ethylmaleimid auf die Insert von*"'Saponinum album.

ECV-304-Zellen wurden 30 min mit NEM (0,85-3,7 ubtjer ohne NEM (Kontrollzellen) vorinkubiert und mit
10 pg/mPPMSaponinum album gesattigt. Danach wuiiSaponinum album entweder 80 min (a) oder 140 min
(b) ausgewaschen. Anschlie3end erfolgte die Beatingrder zellassoziierten Radioaktivitdit. NEM Ubgnken
Einfluss auf die3[H]Saponinum album Aufnahme aubnevy= Radioaktivitat in NEM behandelten Zellen.

Akontrolle= Radioaktivitat in Kontrollzellen (ohne NEM). Allé¢/erte stellen Mittelwerte aus 5 Einzelwerten dar,

n=2.
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3.4.3.7 Prufung auf lineare Zusammenhénge

Zwischen den nach 80 min Auswaschen erhaltenehgszgekiierten Radioaktivitatswerten
(3.4.3.4) und den initialed™Saponinum album Konzentrationen, mit denen dieefell
Stunde inkubiert wurden (3.4.3.2), bestand nach. A8bein linearer Zusammenhang (Zellen,
80 min). Dasselbe wurde fur Zellen festgestellte agiach dem 80 min andauerndem
Uberschichten mit PBS weitere 60 min mit frischeBSPausgewaschen (3.4.3.5) wurden
(Zellen, 140 min).
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Abb. 38 Prifung auf Linearitat.
Die nach 80 und 140 min Spiilen detektierte, zadlamste Radioaktivitat stand in linearer Beziehungder

initialen Saponinkonzentration, mit der die ZelleStunde inkubiert wurden.
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3.5 Liberations — und Zytotoxizitatsversuche mit Sponinum album

Wie in Abschnitt 3.4.3.5 gezeigt, blieb ein Teisdeach Inkubation mit!Saponinum album
in die Zellen eingelagerten Anteils dauerhaft gelmm

Dieser gebundene Anteil war fur die Ausldésung dapdhin vermittelten, zytotoxizitats-
steigernden Wirkung auf Saporin ausreichend. In.A%wurden ECV-304-Zellen 1 Stunde
mit nicht modifiziertem Saponinum album (4 pg/mbr f60 inkubiert und anschlie3end
entsprechend den mitSaponinum album durchgefiihrten Versuchen fiir inge<at0 min
mit PBS (10 %) FCS (siehe 3.4.3.5) ausgewascheschiel3end erfolgte die Zugabe des
Saporins. Dann wurde fur weitere 72 Stunden inktibimd die Viabilltat bestimmt. In
Kontrollzellen erfolgte keine Auswaschung des Samam album. Diese wurden durchgehend
mit Saponinum album/Saporin inkubiert. Das Auswascton Saponinum album verursachte
keine Zytotoxizitatsabschwachung (Abb. 39).

Es kann also von einer lang andauernden, Sapordindien zellularen Sensibilisierung

gegenuber Saporin ausgegangen werden.
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Abb. 39Liberations- und Zytotoxizitatsversuche mit Saponinalbum.

ECV-304-Zellen wurden 60 min mit 4 pg/ml Saponinalibum (SA) inkubiert. SA wurde anschliel3end insgdsa
140 min ausgewaschen. Danach erfolgte die Sapgatmeu (6 nM). Als Positivkontrolle wurde SA (4
pa/ml)/Saporin (6 nM) (P. K) verwendet. Kontrolliesi (K) wurden demselben Waschprocedere unterwavien
SA behandelte. Die Menge des fest gebundenen Anteih SA (140 min) war fur die Auslosung der
zytotoxizitatssteigernden Wirkung auf Saporin aigdrend. Alle Werte stellen Mittelwerte aus 8 Mesgese dar,
n=2.

*signifikant zur Positivkontrolle, p=0,05, U-Test
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3.6 Saponinum album

Wie unter 1.1 beschrieben, stellt Saponinum albumkemplex zusammengesetztes im DAB
7 monographiertes Gemisch aus Triterpensaponingndda ausGypsophila paniculatd..
gewonnen wird. Die chromatographische Auftrennueg 8aponinrohgemisches ist material-,
zeit- und kostenintensiv.

Ziel der in dieser Arbeit durchgefiihrten phytochg&rhen Untersuchungen des Saponinum
album war nicht die Isolierung samtlicher Einzellmmenten, sondern die gezielte Separation
eines - vor allem fur die zielgerichtete Tumortipgea(Bachran et al., 2009) notwendigen -
Reinsaponins. Samtliche bis dato durchgefihrtererdnthungen zur Saponin vermittelten,
toxizitatsstimulierenden Wirkung Saporin basierteimarer Toxine wurden mit dem

Rohsaponingemisch Saponinum album durchgefihrthiaacet al., 2009).
3.6.1 ESI-TOF-MS

Um sich einen Uberblick Uber die in Saponinum albuonkommenden Komponenten zu
verschaffen, wurde das Rohsaponingemisch mittelsTE&-MS analysiert.

Fragmentierungsreaktionen konnen bei dieser Vormbeise vernachlassigt werden. Uber
die Detektion der Molekularionen konnte ein repnéiatves Bild des Inhaltsspektrums von
Saponinum album erzeugt werden (siehe Abb. 40)afé&im/zwurden Signale detektiert. Dies

unterstreicht die aul3erordentliche Komplexitat 83aponinrohgemisches.
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Abb. 40 ESI-TOF-Massenspektrum von Saponinum albDia. Vielzahl detektierter Signale unterstreiché di
aul3erordentliche Komplexitat des Saponinum album.
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3.7 Isolation eines Saponins aus Saponinum album

Auf Grund bisheriger Untersuchungen zum zytotoxesclsynergismus zwischen Saponinum
album und Saporin (Hebestreit, 2005) oder Sapaasienten chimaren Toxinen (Bachran et
al., 2006) kann davon ausgegangen werden, dassiSapuait einem ungeféahran/z > 1500
eine im Sinne des zytotoxischen Synergismus bistdg Aktivitat aufweisen. Im Fokus des
Interesses standen deshalb die in Abb. 40 dargeat8laponine mit 1508 m/z< 1800, die im
Folgenden alsZiel-Saponinebezeichnet werden.

Da die eigentliche Auftrennung des Saponinum almittels HPLC erfolgen sollte, musste in
Voruntersuchungen ein geeignetes Saulenmateriaiteltrverden.

Eine C-18-Umkehrphase mit einem Methanol/Aqua &8t % TFA)-Gradienten erwies sich
hierbei als optimal. Saponinum album wurde untesein Bedingungen chromatographiert und
alle im Chromatogramm von Abb. 41a detektiefeaksmittels ESI-TOF-MS analysiert. Die
Ziel-Saponinewurden dabei im Bereich 40 m® R < 50 min (1,5 ml/min) eluiert. Eine
Auftrennung derZiel-Saponinein die entsprechenden Einzelkomponenten konntedaligs
nicht erreicht werden. Selbst die Re-ChromatogeapimzelnePeaksim Bereich 40 mirk R

< 50 min mit einem Aqua. dest/Acetonitril-Gardientefiihrte in entsprechenden

Vorexperimenten zu keiner zufriedenstellenden Tuegrder Saponine.
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Abb. 41a HPLC-Chromatogramm von Saponinum albune &§ Ziel-Saponinedefinierten Saponine min/z

1500-1800 (Abb. 40) wurden im Bereich 40 miR < 50 min eluiert.
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Da Saponinum album ein Multikomponentengemisch &aponinen unterschiedlicher
Molekularitat darstellt, wurde die Trennungseffizedes gewéhlten HPLC-Verfahrens durch
eine Reduktion der Stoffkomplexitat des Saponingehes erhéht.

Betrachtet man die fir das Auftreten der synelgbign Zytotoxizitat notwendigen
Strukturkomponenten (Bachran et al., 2006; Melzigak, 2005; Weng, 2005), darf das
gewahlte Verfahren zu keiner Elimination der glykicsch gebundenen Saccharide agd€s
Aglycons fuhren, so dass lediglich die amg @ebundenen Zuckerester als funktionelle
Ansatzpunkte fir eine Reduktion der StoffkomplexitéFrage kommen. Aus der organischen
Chemie ist bekannt, dass die Hydrolyseempfindlidchken Estern mit zunehmend sterischer
Komplexitat der Alkoholkomponente abnimmt. So werddethylester wesentlich schneller
hydrolisiert als die entsprechenden Isopropylester.

Es ist also davon auszugehen, dass sich mehrfaziveigte Zucker im Gegensatz zu nicht
verzweigten Zuckerresten durch eine geringere Hyseempfindlichkeit der g-Zuckerester
auszeichnen.

Da sich Glycosidbindungen im Alkalischen nicht $pallassen, wurde Saponinum album
einer alkalischen Hydrolyse unterzogen. Dabei wuetéweder 1 oder 2 Stunden unter
Ruckfluss erhitzt oder bei 40°C 24 Stunden gerihrt.

Um eine Aussage Uber den Reinheitsgrad treffendzunén, wurden alle HPL@eaksmittels
ESI-TOF-MS analysiert. Als optimal erwies sich eligdrolyse von 24 Stunden bei 40°C. In
Abb. 41b ist das zugehorige HPLC-Chromatogramminmkbb. 41c das Massenspektrum des
isolierten Saponin-1641 abgebildet.
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Abb. 41b HPLC-Chromatogramm von partialhydrolysertSaponinum album.
Das Saponin mit der Retentionszeit R= 42 min (tBeak in Abb. 41b) war besonders rein. In Able. i4fidas

zugehdrige Massenspektrum abgebildet.
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Abb. 41¢c ESI-TOF-Massenspektrum des in Abb. 41keigen Saponins mit R= 42 min.

3.7.1*H/°C-NMR

Das isolierte Saponin mih/z1641,7325 wurde von Herrn Dr. Peter Schmieder (FBéRin)
nach lésen in Pyridin mittefH/**C-NMR analysiert und die entsprechenden Daten wan F
PD Dr. Kristina Jenett-Siems (FU-Berlin) interpeeti Die nachfolgend gelisteten
Strukturdaten (Tab. 3) stehen weitgehend in Ubstieimung mit einem von Kim et al. (1997)
aus Saponinum album isolierten Saponin mitz 1641. Es finden sich jedoch geringe

Abweichungen in den Zuckern.

Tab. 3'H/**C-NMR Daten des Saponins mit m/z 1641,7325 (Pyrit5)

Gypsogenin

Kohlenstoff H-NMR C™NMR

1 1,33 38,0
0,82

2 1,80 25,0
2,09

3 4,32 85,1

7 - 55,0

5 1,43 48,2
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6 1,21 20,5
1,42
7 1,11 32,5
1,38
8 - 40,1
9 1,65 47,5
10 - 36,0
11 1,82 23,4
1,85
12 5,35 122,2
13 - 143,5
14 - 41,9
15 1,49 28,1
1,96
16 1,83 23,7
2,08
17 - 48,3
18 3,08 41,9
19 1,17 46,0
1,68
20 - 30,5
21 1,12 33,0
1.2¢
22 1,68 32,2
Kohlenstoff HL-NMR CENMR
23 10,01 211,8
24 1,42 10,8
25 0,77 15,2
26 1,00 171
27 1,18 25,7
28 - 177,0
29 0,84 32,8
30 0,81 23,0
Glukuronséaure
1 4,86 103,6
2 4,30 77,8
3 4,26 85,9
4 4,45 71,0
5 4,49 77,0
6 - n.d.
Galaktose
1 5,55 103,8
2 4,48 73,4
3 4,01 75,2
4 4,56 69,9
5 4,10 76,3
6 4,40/4,50 61,3
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Xylose (1)

1 5,32 104,7
2 3,97 74,8
3 4,08 78,2
4 4,16 70,5
5 3,66/4,30 67,0
Rhamnose

1 6,40 101,1
2 4,77 71,4
3 4,69 72,5
4 4,22 84,8
5 4,42 68,0
6 1,72 18,2
Fukose

1 5,95 94,1
2 4,61 74,1
3 4,17 76,7
4 3,97 84,0
5 3,90 71,3
6 1,53 18,2
Xylose (3)

1 5,17 105,3
2 4,05 75,1
3 4,12 77,7
4 4,12 70,4
5 3,66/4,22 66,9
Xylose (2)

1 5,01 106,6
2 4,02 75,0
3 4,05 86,8
4 4,08 68,2
5 3,50/4,23 66,6
Chinovose

1 4,96 106,2
2 4,01 75,5
3 4,04 78,1
4 3,62 76,1
5 3,69 73,0
6 1,53 16,9

Nach Vergleich der in Tab. 3 gelisteten Daten mitblizierten Strukturdaten eines
massenidentischen Saponins aus Saponinum albumdKah, 1997) lie® sich die in Abb. 42

dargestellte Struktur ableiten.
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Abb. 42 Struktur des isolierten Saponins aus Saymnialoum mit m/z 1641,7325

3.7.2 Biologische Testung des Saponin-1641

Von dem Saponin min/z1641, nachfolgend als Saponin-1641 bezeichnet, evenae fir die
weitere Charakterisierung notwendige Menge iso(igat 20 mg) und die Toxizitat sowohl mit
als auch ohne Saporin (3 nM) mittels XTT-Assay €M=304-Zellen bestimmt.

Wie aus Abb. 43a ersichtlich wies Saponin-1641 eieetlich geringere Toxizitdt gegenuber
ECV-304-Zellen auf, als Saponinum album. Allerdingsat bei Saponin-1641 die
zytotoxizitatsstimulierende Wirkung auf Saporinn(®l) erst bei 5 pg/ml auf. Bei Saponinum
album war dieser Effekt schon bei 2,5 pg/ml zu laebben (Abb. 43b).
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Abb. 43a Zytotoxizitat von Saponin-1641.

ECV-304-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrah Saponin-1641 oder Saponinum album inkubiert.
Saponinum album wies im Gegensatz zu Saponin-1Bwlstarker zytotoxische Aktivitat gegeniber EC\A30

Zellen auf. Alle Werte stellen Mittelwerte aus 8nEelmessungen dar und wurden auf die Werte der
Negativkontrollen (unbehandelte Zellen) bezogen.
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Abb. 43b Saponin-1641 induzierte Toxizitatssteiggrdes Saporins.
ECV-304-Zellen wurden simultan mit Saporin (3 nM)duverschiedenen Konzentrationen Saponin-1641 oder
Saponinum album inkubiert. Die Saponin bedingtetopizitatssteigernde Wirkung auf Saporin trat 8aponin-

1641 erst bei 5 pg/ml auf. Alle Werte stellen Mitterte aus 8 Einzelmessungen dar und wurden au\gige
der Negativkontrollen (unbehandelte Zellen) bezogen
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4. Diskussion

4.1 Hintergrund

Seit der erstmaligen Beschreibung der synergigiscBytotoxizitdt zwischen speziellen
triterpenoiden Saponinen auAgrostemma githagoL. und dem Typ | Ribosomen-
inaktivierenden Protein Agrostin (Hebestreit & Mglz 2003) ist dies auch fur ein
Saponingemisch (Saponinum album) triterpenoidernBiae ausGypsophila paniculatd..
und Agrostin oder Saporin beschrieben worden (Hesieset al., 2006). Uber die
Zellspezifitat dieser Saponin vermittelten Effektear bisher nur wenig bekannt. Das
Auftreten der synergistischen Zytotoxizitat in iasgmt sieben verschiedenen humanen
Zelllinien (3.3.2) unterschiedlicher Originalitaésist allerdings ein allgemeines Saponin
abhangiges Prinzip der Saporintoxizitatssteigersemgnuten. Bisherige Hypothesen flhrten
dies auf potentiell Endozytose induzierende Eigleaien der Saponine zurlick, was letztlich
zur verstarkten Internalisierung der erst intragat toxischenN-Glycosidasen (Saporin)
fuhren sollte (Hebestreit et al., 2006).

Ziel der vorliegenden Dissertation war die Charagierung der synergistischen Zytotoxizitat
zwischen triterpenoiden Saponinen dabgpsophila paniculata.. und Saporin sowie die

Untersuchung der Endozytose stimulierenden Eigexfisandieser Saponine.

4.2 Phagozytose

Wie unter 1.2.1 erwahnt, stellt die Phagozytose éinterform der Endozytose dar, zu der
nur auf die Elimination von Antigenen spezialisgeRellen des Immunsystems beféahigt sind.
Die Idee, durch gezielte Modulation der spezifiscloeler unspezifischen Phagozytose die
Antigenelimination zu stimulieren, ist nicht neudutiir Ginseng- (Joo & Lee, 2008; Kang et
al., 2008), Astragalus- (Xu et al., 2007; Toshkataal., 2007) und Diosgenylsaponine
(Zhang et al., 2007) beschrieben.

Um die Phagozytose stimulierenden Eigenschaften ideslieser Arbeit verwendeten
Saponinum album zu untersuchen, wurde ein Phageaytodell etabliert und der Saponin
bedingte Einfluss auf die Phagozytose in differerien U-937-Zellen untersucht. In der
Annahme, dass Saponinum album die rezeptorverteitEehdozytose stimuliert, wurde als
Differenzierungsagens IFNverwendet, da dieses in U-937-Zellen digRc(lgG-Rezeptor

Typ 1) Expression induziert (Yamamoto et al., 2002)m eine Aussage Uber die
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Rezeptorspezifitat der Saponin bedingten Phagoestosulation treffen zu kdnnen, wurden
die Zellen alternativ mit PMA differenziert, wasamaJang et al. (2005) zu einer verstarkten
Expression vorioll-like-Rezeptoren fihrt. Nach Differenzierung der U-931leh und dem
Testen der Saponinum album/Saporin Zytotoxizitédlgre die Durchfihrung der einzelnen
Phagozytose-Assays. Die Inkubation mit Saponinuoural fiihrte weder in IFN-noch in
PMA differenzierten U-937-Zellen zu einer signifikan Zunahme phagozytisch aktiver
Zellen. Dies traf sowohl fur nicht IgG opsoniertengpezifische Phagozytose) als auch fur
IgG opsonierte Partikel (spezifische Phagozytose)Dabei war die Art des verwendeten
Partikels irrelevant (siehe 3.2.2.1-3.2.4.2). Dwe friheren Arbeiten (siehe oben) fir
strukturell andere Saponine beobachtete Modulafibagozytischer Prozesse konnte flr
Saponinum album ausgeschlossen werden.

Dies steht im Widerspruch zu &lteren Untersuchungpen denen eine Gypsophilasaponin
ausgeloste Stimulation der Phagozytose um 40-—78&stgestellt wurde (Luo et al., 2006).
Die hiefur notwendigen Saponinkonzentrationen lageloch mit 10-100 pg/ml weit tber
den in dieser Arbeit verwendeten (4 pg/ml), so ddss beobachtete Induktion der
Phagozytose wahrscheinlich auf die durch Gypsogdgilanine verursachte Bildung von

Membranporen (Francis et al., 2002) zuriickzufulsen

4.3 Charakterisierung der synergistischen Zytotoxigat

Wie eingangs erwahnt (4.1), wurde die synergistisglytotoxizitdt zwischen speziellen,
triterpenoiden Saponinen und Ribosomen-inaktivideen Proteinen Typ | (RIPs Typ )
erstmalig fur Agrostemmasaponine und Agrostin Agsostemma githagd. beschrieben
(Hebestreit & Melzig, 2003). Neben Agrostemmasapeniwurde als nachstes Saponinum
album ausGypsophila paniculatd.. als Toxizitatsverstarkter von RIPs Typ | idéatert
(Hebestreit et al., 2006). Gleichzeitig erfolgtentétsuchungen zur Spezifitat des Effektes,
indem verschiedene Toxoide wie Diphtherietoxin alsrynebakterium diphtheriae
Microcristin LR aus Cyanobakterienarten wMicrocystis aeruginosa,Nigrin b aus
Sambucus nigdr. oder die Ricin-A-Kette mit Saponinum album kamiert wurden. Eine im
Vergleich zur Monoapplikation der Reintoxine sigkainte Toxizitatssteigerung konnte
allerdings nur fir Agrostin, Saporin und rekombitwnhiSSaporin festgestellt werden
(Hebestreit et al., 2006). Da eine direkte, im Sirginer Komplexbildung stattfindende
Interaktion der Saponine mit den RIPs Typ | ausglessen werden konnte, wurde die durch

den Endozytoseinhibitor Latrunculin A austrunculia magnificaverursachte signifikante
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Hemmung der Saponin/Saporin Zytotoxizitdt als Indir eine Saponin induzierte
Endozytose des Saporin interpretiert (Hebestreit.eP006).

Ergebnisse zur Temperatur- und somit ATP-Abhangigkder Saponin vermittelten
Saporinzytotoxizitat verliehen dieser Hypothesd&izlghe Plausibilitét.

Die systematische Untersuchung verschiedener Emagetyemmstoffe scheint diese
Hypothese zu stitzen, da insbesondere InhibitoenGlathrin vermittelten Endozytose,
darunter das Neuroleptikum Chlorpromazin, das kfigghe Antidepressivum Imipramin und
Cyclosporin A aus dem PilZolypocladium inflatumeine signifikante Hemmung der
Saponin/Saporin Zytotoxizitat in ECV-304-Zellen besten (3.3.5.2). Darlber hinaus Ubte
Bafilomycin Al, ein vakuolarer ATPase-Hemmstoff (Boann et al., 1988) eine starke
Inhibition auf die Saponin/Saporin Zytotoxizitat sa3.3.5.2). In HelLa-Zellen hemmte
Bafilomycin Al den vesikularen Transport zwischaihen und spaten Endosomen (Bayer et
al., 1998) und in HEP-G2-Zellen den endosomalen Ewischen spaten Endosomen und
Lysosomen (van Weert et al.,, 1994). Berlcksichtigan, dass der Mikrotubulus-
Polymerisationsinhibitor Nokodazol, der ebenfallsndendosomalen Transport zwischen
frihen und spaten Endosomen hemmt (Bayer et a®3;1®lellman, 1996; Gruenberg &
Howell, 1989), zu einer intravesikularen Akkumubati fluoreszenzmarkiertéf*Saporin-
molekile fuhrte (3.3.5.2), ist es htchst wahrsdidindass die internalisierteals chlathrin
coated vesicles umschlossenen Saporinmolekile innerhalb des endiso
Transportsystems in tiefere Zellkompartimente ggéanund im Zuge der endosomalen
Reifung von frihen zu spaten Endosomen ins Zytidsadiert werden.

Darf allerdings aus der Beobachtung einer durch mdstoffe verursachten Inhibition der
Saponin/Saporin Zytotoxizitat der Schluss gezogesrden, dass Saponinum album die
Endozytose der toxischétGlycosidase Saporin induziert ?

Die in alteren Arbeiten aufgestellte Hypothese riSaponin induzierten Endozytose des
Saporins (Hebestreit, 2005) basiert auf der Annahdass jedes in die Zelle gelangte
Saporinmolekil Zytotoxizitat verursacht. Die in $.3-3.3.6.4 dargestellten Ergebnisse
lassen diese Annahme falsch erscheinen, da dumdnBam album weder die Endo- noch
die Exozytose de¥""Ssaporin signifikant moduliert werden konnte. Dierkamissetzung fiir
das Auftreten einer Saporin verursachten Zytottétizst also nicht allein die Internalisierung
des Toxins, sondern die intrazellulare Liberatiors dSaporins aus entsprechenden
Zellkompartimenten. Die Saporin/Saponinum albumumerte Zytotoxizitat als Surrogat-
Parameter der Saporinendozytose anzusehen, figlicfioebenso in die falsche Richtung

wie die Prognose von Zytotoxizitat bei beobachtBtelozytose des Saporins.
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Allein die Kombination funktionaler Assays (Zytoiaat) mit nicht funktionalen Assays

(Endozytose) lasst die Formulierung einer exaktgpdthese zu.

Nach Herstellung und biologischem Test des Acefgdhinum album folgte die in vitro
Untersuchung de¥™'Saponinum album in ECV-304-Zellen. Dabei solltesbisondere die
Aufnahme und méglicherweise Abgabe von membrangggnem’!Saponinum album mit
den zytotoxizitatsstimulierenden EigenschaftenSigsoninum album korreliert werden.

Wie in 3.4.3.1dargestellt, fuhrte die Inkubation nilf'Saponinum album (10 pg/ml) zu einer
kontinuierlichen Aufnahme von Saponinmolekilen @VE304-Zellen. Allerdings trat nach
60 min eine zellulare Sattigung ein, da Uber eimemteren Inkubationszeitraum von 3
Stunden keine zusétzliche Aufnahme erfolgte. Diedesteady statebezeichnete Zustand
war durch ein dynamisches Gleichgewicht (Gleichgéwil) gekennzeichnet, in dem die
aufgenommene Menge Saponin der abgegebenen ehtspfaime entsprechende
Saponinrickverteilung aus den Zellen nach Stérueg @leichgewichts | wurde belegt
(3.4.3.4). In der Folge stellte sich ein weiterds, Gleichgewicht Il bezeichneter Zustand ein,
fur den die Aktivitatsquotienten aus der zellassot@n Aktivitat und der im Kulturiberstand
detektierten Aktivitatzenn/Awuperstang)fUr Ausgangskonzentrationen von 1 pg/ml bis 20mig/
konstant war (3.4.3.4).

Auch Gleichgewicht 1l stellte ein dynamisches Ghgjewicht dar, da nach Stdérung des
Gleichgewichts ebenfalls eine Saponinriickverteilungdas Zellkulturmedium erfolgte
(3.4.3.5). Durch standige Erneuerung des Kulturomadi und somit kontinuierliche Stérung
der Gleichgewichtseinstellung konnten die Zellemadeausgewaschen werden, dass die in
den Zellkulturiberstdnden detektierte Radioaktivigaf nicht signifikante Werte sank
(3.4.3.5).

Wurde in der Folge die zellassoziierte Radioakiiviiestimmt, konnte ein fest gebundener
Saponinanteil detektiert werden (3.4.3.5). Dieserted war wiederum von der initial
eingesetzten Konzentration abhéangig, mit der diBedeurspringlich 1 Stunde inkubiert
wurden (3.4.3.7). Fur die Auslésung der synergibi® Zytotoxizitat erwies sich dieser
Anteil nach urspriinglicher Inkubation der Zellent #hipg/ml Saponinum album jedoch als
ausreichend (3.5). Dies deutet auf eine lang amddae durch Gypsophilasaponine
verursachte, zellulare Sensibilisierung gegen Ribw@n-inaktivierende Proteine Typ | hin
und ist fur die zielgerichtete Tumortherapie mip&an basierten, chimaren Toxinen (1.1.2)
von grol3er Bedeutung, da so die Zytotoxizitat dexiie nachhaltig erhéht werden kann (der

Begriff der Nachhaltigkeit wird weiter unten naleslautert).



Diskussion 102

Ob es sich bei dem fest gebundenen Saponinanteikellmembrangebundenes oder um
endosomal assoziiertes, internalisiertes Saponmidite, konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht geklart werden. Nach Insertion der Saponimkidle in die Zellmembran und lateraler
Diffusion in der Membran Ebene — Plasmamembranégereein hohes Mal3 an Fluiditat
(Hollan, 1996) — koénnte jedoch eine Internalisigrimder Membranhlle detathrin coated
vesicleserfolgen und zu einer konzentrationsabhangigerazetiularen Akkumulation der
Saponine fuhren.

Nach Fusion saponinhaltiger Membranen entsprechefdansportvesikel mit frihen
Endosomen konnten Saponine in die Membran frihdrnach Folgefusion anschliel3end in
die Membran spater Endosomen gelangen. Die vomuRgskustand abhéngige Struktur
endosomaler Kompartimente (Ganley et al., 2004ffiths et al., 1990) kdnnte eine
zunehmende, saponininduzierte Destabilisierungeddosomalen Integritat nach sich ziehen
und in spaten Endosomen zur partiellen endosontdtbemation des Saporins fuhren.

Die nach Inkubation mit!"!"*Saporin im Vergleich zu Kontrollzellen signifikahibhere
zytosolische Radioaktivitat (3.3.7) in Saponinunbuah behandelten Zellen, stitzt die
Hypothese einer Saponin induzierten Lyse endosomidampartimente. Die bei den
gewdahlten Saponinkonzentrationen ausbleibende @&itotat (3.3.2) und lytische Aktivitat
(Stérmer, 2008) des Saponinum album legt keinestzoidige Lyse endosomaler Membranen
nahe, da ansonsten eine signifikante Toxizitat muaden gewesen ware. Vielmehr fihrt
Saponinum album lediglich zu einer Partiallyse esathoaler Kompartimente, die von einer
nur sehr geringen Penetrationsrate des Saporingiteégvird. Berticksichtigt man jedoch
den stark zytotoxischen Effekt der Saponinum all@apbrin Mischungen, ist es
wahrscheinlich, dass diese geringe Penetrationatdteytosolischer Seite durch die Uberaus
starkeN-Glycosidaseaktivitat des Saporins mit 140 pmol Wdgpmol Saporin pro Stunde
(Heisler et al., 2002) kompensiert wird. Die synsligche Zytotoxizitat zwischen
Gypsophilasaponinen und RIPs Typ | basiert alsohtniauf der massenmaligen,
intrazellularen Akkumulation toxischer Proteinendern auf einer Saponin vermittelten
Penetrationskatalyse einzelner Enzyme mit hoherhd&dzahl. Gypsophilasaponine kénnen
demzufolge in Analogie zu déanophorenalsEnzymophoraufgefasst werden.

Dies scheint nicht fur Toxine mit Enzymaktivitatzzareffen, die wie Diphterietoxin (DT)
Uber eine die Endosomenmembran perforierende Unbeie verfigen, wodurch die toxische
Enzymuntereinheit ins Zytosol gelangen kann. InieFéés DT scheint dieser Transfer mit so
grol3er Effizienz abzulaufen, dass die Saponinuranalierursachte, endosomale Partiallyse

zu keiner Zytotoxizitatssteigerung des DT fihrennrka Diese Annahme steht in
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Ubereinstimmung mit frilheren Untersuchungen (Hebistet al., 2006), in denen
Gypsophilasaponine  keine  zytotoxizitatssteigernde irkivig auf DT  zeigten.
Gypsophilasaponine sind demgemafizymophorederen Wirkung auf Enzymtoxine ohne
Endosomen-Zytosol-Transfer vermittelnde Untereinbeschréankt zu bleiben scheint.
Vergleicht man die G§ von 42,5x10 M fiir Saporin/Saponinum album (4 pg/ml) mit der
Glsodes hoch toxischen RIP Typ Il Viscumin von 21,5%40 (3.3.4), wird die Effizienz
des diskutierten Mechanismus deutlich, so dass rdapm album als der B-Kette des

Viscumins aquivalentes Haptomer der RIPs Typ | aalgen werden kann.

Die oben erwahnte Nachhaltigkeit der Saporintoaizkonnte auf gleichgewichtsartigen
Verteilungsvorgangen der Saponine zwischen den Mamein endosomaler Kompartimente
und dem Zytosol beruhen. Uber die Einstellung meHalarer Saponingleichgewichte
zwischen Endosomenmembran und Zytosol kénnte dosalischerSaponin poohufgebaut
werden, der zur nachhaltigen zellularen Sensibiisig gegentber RIPs Typ | beitragt. Im
Sinne dieser nachhaltigen  Empfindlichkeitszunahmest ies denkbar, dass
membrangebundenes oder zytosolisch angereichesjgsnf®d im Zuge der Zellteilung auf
Tochterzellen Gbertragen wird. Danach sollte dieulzge Sensitivitdt gegeniber Saporin und
Saporin basierten chimaren Toxinen (1.1.2) mit Aezahl der Zellteilungen in Saponinum

album behandelten Zellen abnehmen.

Bei der Aufnahme des Saponinum album handelt ésusiceinen unspezifischen Prozess, da
die Aufnahme von radioaktiv markiertem Saponinunbual durch unmodifiziertes
Saponinum album nicht beeinflussbar war (3.4.38. Aufnahme des Saponinum album in
ECV-304-Zellen war zudem konzentrationsabhangig.8) und es bestand ein streng
linearer Zusammenhang zwischen der eingesetztarzdfration, mit der die Zellen 1
Stunde mit Saponin geséttigt wurden, und der z@ldgerten Saponinmenge im
Gleichgewicht 1l (3.4.3.7). Des Weiteren spielte,dilr die Aufrechterhaltung zellularer
Funktionen wichtige Membran-Lipid-Asymmetrie (Dagek2003) keine Rolle bei der
Einlagerung des Saponinum album in die Zellen 8364. Aus diesen Ergebnissen lasst sich
ableiten, dass es sich bei der Aufnahme des Saponalbum um diffusionskontrollierte

Vorgange handelt.
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Acridinorange wird pH abhé&ngig in endosomalen Korapeenten akkumuliert und bei
intakten Endosomen und Lysosomen nach einem ,leadAPrinzip” retieniert (Tragagnos
& Darzynkiewicz, 1994; Kagedal et al., 2001). Eirg@aponinum album induzierte
Endosomenperforation sollte auch von einem sigmifien Verlust intraendosomal
akkumulierter AO-Molekule begleitet sein. Dies wals Hinweis auf eine unspezifische,
durch Saponinum album verursachte Lyse entspreener@mpartimente zu werten.
Allerdings fuhrte die Inkubation mit Saponinum atb5—20 pg/ml) nur zu einer leichten, im
Vergleich zu Kontrollzellen (ohne Saponinum albumght signifikanten Abnahme der AO-
Rotfluoreszenz (3.3.8). Dies legt eine spezifisthigaendosomale Interaktion zwischen
Gypsophilasaponinen und Saporin nahe. Denkbar dspielsweise eine innerhalb friher
oder spater Endosomen stattfindende, intermedr@iablldung zwischen der am3;Qles
Aglycons gebundendrormylfunktion und entsprechendeAminolysinreste des Saporins.
Die Beobachtung, dass Saponine ohne Formylfunktisi®e Hederacosid C oder
Glycyrrhizinsaurekeinen toxizitatssteigernden Effekt auf RIPs Tygusilbten, (Melzig et al.,
2005 Weng, 2005 und der sehr hohe Lysingehalt des Saporins (Kytdn et al., 2007)
lassen diese Annahme plausibel erscheinen. Allgsdikonnte Hebestreit (2005) eine
Iminbildung unter Zellkulturbedingungen ausschlief3eDartber hinaus liegene-
Aminolysinreste im aciden Milieu der Endosomen weltend protoniert vor, so dass eine
Iminbildung nicht begunstigt wird (siehe dazu aiB.3.1). Die leichte, nicht signifikante
Abnahme der AO-Fluoreszenz in Saponinum album kiditen Zellen kann auf eine nur
sehr schwache Partiallyse endosomaler Kompartimentéckgefihrt werden. Fir den
Transfer toxischer Enzyme ins Zytosol ist diese Mmmpermeabilisierung jedoch
ausreichend (siehe auch oben).

Eine wirkstoffinduzierte Ruptur von Membranstruldnrist bisher fir eine durch DMSO
hervorgerufene, endosomale Freisetzung des Sapbéasshrieben (Geden et al., 2007).
Allerdings steht die DMSO vermittelte,125-fache Zbme der zellularen Saporin-sensitivitat
(Geden et al., 2007) in keinem Verhaltnis zur Sapon album abhangigen, um den Faktor
10° gesteigerten Saporintoxizitat (Hebestreit et &006). Daneben sind Arbeiten
beschrieben, in denen nach Applikation und UV-Bddtmg spezieller Fotosensibilisatoren
eine Ruptur endosomaler Kompartimente mit versgiirkitosolischer Freisetzung Saporin
basierter chimérer Toxine beobachtet wurde (Yiplgt2007; Weyergang et al., 2006). Als
Nachteil dieser Technologie kann die von der Bésrayszeit abhangige Toxizitat der
Fotosensibilisatoren angesehen werden, die verchudlif eine verstarkte Ruptur endo- und

lysosomaler Kompartimente zurtickzufuhren ist.
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Zusammenfassend ist auf der Grundlage der in diessertation dargestellten Ergebnisse
zur synergistischen Zytotoxizitat zwischen Gypstggaponinen und RIPs Typ | das unten

dargestellte vereinfachte FlieRschema entwickettemw (Schema 1).

,
2 " CHO p =2
Al Lopo
1A ' Extrazellulér
T’T|1|T| T|T| Zellmembran
A _ZZ p N T

1B ,
‘1G
Clathrin coated pits T =

Zytosol

Fruhes Endosom

Lysosom

1E

Spates Endosom

Legende:

T l Saponin

D Saporin

Schema 1. Stark vereinfachtes FlieRschema zum Marhas der Gypsophilasaponin abhangigen
synergistischen Zytotoxizitat.

Saponine diffundieren konzentrationsabhéngig in RPliesmamembran und werden bis zur Erreichung eines
dynamisches Gleichgewichts entsprechend riickverdittels lateraler Diffusion (symboalisiert als ppelpfeil,

1A) diffundieren Saponine in die Membranhtille sathschniirendeclathrin coated pits(1B). Durch Fusion
saponinhaltiger Membranen mit frihen Endosomen ngela Saponine in die Membran friher- und
anschlieBend spater Endosomen. Hier erfolgt adfebisingeklarte Weise eine saponinabhangige endésoma
Liberation des Saporins ins Zytosol (1D). Paralleldiesen Prozessen wird Saporin kontinuierlichebbgt
(1E) und sowohl intaktes (1G) als auch degradie3tgsorin (1F) exozytiert.
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4.4 Bedeutung desi,-Makroglobulin-Rezeptors fur Saporinendozytose

Ergebnisse friherer Arbeiten belegen eine Endoeytles Saporins (Vago et al., 2005) und
stehen insofern in Einklang mit den in dieser ArlaEirgestellten Ergebnissen zur Clathrin
vermittelten Endozytose des Saporins (3.3.5.2)erdihgs gehen viele Autoren davon aus,
dass die Saporinaufnahme Uber eine Interaktion deitn a,-Makroglobulin-Rezeptor
(Carvallaro et al., 1995) vermittelt wird, durchndenter anderem die Internalisierung von
Pseudomonasxotoxin A (Moestrup, 1994) erfolgt.

Die Inkubation mit einem gegen die extrazellulawiane (515 kDa) des-Makroglobulin-
Rezeptors ooM-R) gerichteten, monoklonalen Antikorper fuhrtedgeh nicht zu einer
Abnahme des zellulareff"™Saporin-Pools (3.3.6.8). Das heift, dassViakroglobulin-
Rezeptoren bei der Saporinendozytose entweder kahlle spielen oder auf Grund einer
fehlenden Expression desM-R auf ECV-304-Zellen keine Internalisierung dtatten kann.
Welche dieser Annahmen zutrifft, ist fir die westdProblembehandlung irrelevant, da fur
beide Féalle eine Rolle des;M-R bei der Internalisierung des Saporins ausgessbkh
werden kann. Auf Grund der Tatsache, dass die \anallaro et al., (1995) durchgefihrten
Untersuchungen zur Bindung des Saporinsogf-R im zellfreien Modell mit isolierten
Rezeptoren erfolgten, ist eine unspezifische Bigdutes Saporin amM-R nicht
ausgeschlossen. Die Beobachtung, dass die RicietfeK eine nahezu identische
Bindungsaffinitdt zuoo,M-R aufweist wie Saporin (Carvallaro & Soria 199%&)d etliche
andere Liganden amM-R binden (Moestrup, 1994) verleiht dieser Annahrlausibilitat.
Nach Bagga et al., 2003 und den Ergebnissen irediadbeit (3.3.6.8) kann eine Rolle des

a2M-R bei der Internalisierung des Saporins ausgesskh werden.
4.5 Saponinum album

Wie in 1.1 ausgefihrt stellt Saponinum album eis @ypsophila paniculatd.. gewonnenes
aul3erordentlich komplexes Stoffgemisch aus Tritespponinen (3.6) dar.

Schon bald nach der ersten Charakterisierung dargistischen Zytotoxizitat (Hebestreit &
Melzig, 2003) folgten Untersuchungen =zur Strukturkidings-Beziehung zwischen
Saponinum album und einem Saporin basierten chima@iexin (Bachran et al., 2006).
Allerdings fand die stoffliche Komplexizitat des @ainum album (3.6) bei diesen
Untersuchungen keine Beachtung und das als Haupikoemte angesehene Gypsosid A

wurde als wirksamkeitsbestimmende Komponente betieadDie Annahme, dass Gypsosid A
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als Hauptglycosid von Saponinum album anzusehe(Hmstjers Handbuch, Band 5, 1993),
geht wahrscheinlich auf Untersuchungen in den 196@éaren zurick. So wurde das aus
anderen Gypsophilaarten isolierte Gypsosid A (A). (Kochetkov et al., 1963) angeblich
auch inGypsophila paniculatd.. gefunden (Khorlin et al., 1963). Formulierungew the
triterpene saponin of Gypsophila paniculdtais identical to gypsosid(Khorlin et al., 1963)
legen den Verdacht nahe, dass schon damals Gypgosals Hauptkomponente des

Saponinum album angesehen wurde.

OH

HOOC :
< %O%O ;
Ho&&/c’ HO OH OH “CHO o O HO %\
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HO (¢] HO
HO
OH

o 9% _“o
HO

Abb. 44 Gypsosid A, das deklarierte HauptsapongSaponinum album

Entsprechend der Masse musste Gypsosid A im ESHWI@$senspektrum bei m/z ~ 1790
detektiert werden. Da bei m/z ~ 1790 im ESI-TOF-8aspektrum des Saponinum album
(3.6) kein entsprechender Molekularpeak detektieetrden konnte, ist es fraglich, ob
Gypsosid A tberhaupt in nennenswerten Mengen, gesgh denn als Hauptkomponente in
Saponinum album vorkommt.

Aufgabe der im Rahmen dieser Dissertation durchgefn Untersuchungen zur Isolation
eines Saponins aus Saponinum album war die Entwigkl eines simplen
chromatographischen Trennverfahrens. Durch eindafedrolyse des Saponinum album
konnte die Komplexizitdt des Saponinum album reeltiz{siehe auch 3.7) und nach
chromatographischer Reinigung ein Saponin isoleetden. Das isolierte Saponin-1641
besitzt die in Abb. 42 (3.7.1) dargestellte Struktind zeigte ab 5 pug/ml eine starke
zytotoxizitatsstimulierende Wirkung auf Saporin7(2). Im Gegensatz zu Saponinum album
zeichnete sich das isolierte Saponin-1641 durch gamingere Eigentoxizitat sowohl in ECV-
304-Zellen (3.7.2) als auch in epidermalen Wachstaktor-Rezeptor exprimierenden
HER14-Zellen (Weng et al., 2009) aus. Dabei wurde Tbxizitdt des chimaren Toxins

Saporin-Epidermaler-Wachstumsfaktor (Sap-EGF) d@aponinum album um den Faktor
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3090 und durch Saponin-1641 um den Faktor 4900herHdie fur das Auftreten der
synergistischen Zytotoxizitat notwendigen strukliere Vorraussetzungen sind auch in
diesem Saponin vorhanden. Dies betrifft das au€-2domen bestehende Gypsogenin, die
Formylfunktion am @ und eine am gglycosidisch gebundene Glukuronsaure, die mit
weiteren Zuckerresten verknupft ist (Weng, 2005;lAdeet al., 2005). Nach Hebestreit
(2005) trifft dies fur eine Reihe von Gypsophilagaipen zu, so dass davon ausgegangen
werden darf, dass neben Saponin-1641 eine VieinaltSI-TOF-Massenspektrum (3.6.1)
detektierter Saponine aus Saponinum album einezitatg-stimulierende Wirkung auf
Saporin und Sap-EGF aufweisen.

Es handelt sich also nicht um eine definierte, sarke Komponente, sondern um eine
Vielzahl wirksamer Saponinvarianten, die als geseines Merkmal die oben beschriebenen,
strukturellen Vorraussetzungen aufweisen.

Es darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass@lfesophilasaponine auf Grund der
unterschiedlichen Zuckerverknipfungen apg@ehr oder weniger zytotoxisch wirken. Dies
erklart die Toxizitatsunterschiede des Saponin-1g&ideniber Saponinum album (3.7.2). Im
Hinblick auf eine therapeutische Anwendung von @Gpbdasaponinen mit Sap-EGF
(Bachran et al., 2009) ist eine mdglichst geringge&toxizitat der Saponine winschenswert,
da dadurch die therapeutische Breite einer sol&erandlung vergrofRert wird. Dies macht

eine Auftrennung einzelner Saponine unbedingt deidich.

4.6 Signifikanz der synergistischen Zytotoxizitat

Die Entdeckung und erstmalige Beschreibung destayisthen Synergismus zwischen
Saponinum album und dem Ribosomen-inaktivierendeted Typ | Saporin fuhrte zu der
kombinierten Applikation der genannten Saponine entem Saporin basierten chimaren
Toxin (Sap-EGF) (siehe auch 1.1.2), das therap#utigegen EGF-positive, maligne
Tumoren eingesetzt werden soll. Die Beobachtungs di'e Kombination des Sap-EGF mit
Saponinum album zu einer 385000-fachen Verstarklemgroxinzytotoxizitéat fihrte (Heisler

et al., 2005) unterstreicht die Bedeutung von Segpon album in der zielgerichteten
Tumortherapie.

Betrachtet man die Fulle der bis heute hergestell&aporin-Konjugate, kann das
therapeutische Potential der Gypsophilasaponirtenergerden. So sind Saporin-Transferrin-
(Lizzi et al., 2005; Ippoliti et al., 1998), Sapwinsulin- (Ippoliti et al., 1996), Saporin-

Urokinase-plasminogen-Aktivator- (UPA) (Carvalla&oSoria, 1995), Anti-CD166-Saporin-
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(Piazza et al., 2005), Anti-CTLA-4-Saporin- (Cwatial., 2001), Anti-CD2-Saporin- (Tazzari
et al., 1994), Substanz-P-Saporin- (Martin & Slewit2001), Anti-CD80/CD86-Saporin-
(Bolognese et al., 2000), 192-immunoglobulin-Sapo(Kwok et al., 1999), Anti-gp185-
Saporin- (Di Lazzaro et al., 1994) und Anti-TramsfeSaporin-Konjugate (Cazzolla et al.,
1991) beschrieben.

So mannigfaltig und exotisch diese meist rekomMUifengestellten Saporin-Konjugate auch
erscheinen mogen, so mussen doch alle internaligiet nach erfolgter Endozytose aus
zellularen Kompartimenten freigesetzt werden. Diesa angloamerikanischen Raum als
endosomal escapéezeichneter Prozess findet nicht notwendig stadl stellt in der
zielgerichteten Tumortherapie ein grol3es Problem, dia dadurch die zytosolische
Anreicherung der Toxinmolekile eingeschrankt wird.

Sollte es durch die Behandlung mit Gypsophilasapamiméglich sein, auf eine schonende
und untoxische Weise zellulare Kompartimente flipdsa oder andere Enzym basierte
Toxinkonjugate mit Serinprotease (Liu et al., 2008er RNAse Aktivitdt (Newton et al.,
2009) durchlassiger zu machen, wirde dies (1) harapeutischen Renaissance des
Saponinum album fihren und (2) die zielgerichtetem®rtherapie mit enzymbasierten,
chimaren Toxinen revolutionieren, da dadurch diezesetzenden Toxinkonzentrationen
drastisch reduziert und die unerwtinschten Wirkurgjear solchen Therapie gesenkt werden

konnten.
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5. Zusammenfassung

Triterpenoide Saponine awypsophila paniculatd.. sind daftr bekannt, die Zytotoxizitat
spezieller Toxine drastisch zu steigern. Bei dieferinen handelt es sich um Ribosomen-
inaktivierende Proteine Typ | (RIPs Typ 1), die clurihre N-Glycosidase-Aktivitat einen
essentiellen Adeninrest von der ribosomalen RNApalbsn, so dass die Proteinsynthese zum
Erliegen kommt. Bisherige Untersuchungen flhrtem Slaponin abhangige aulRerordentliche
Zytotoxizitatssteigerung Ribosomen-inaktivierendBroteine Typ | auf eine Saponin
induzierte Modulation der Endozytose oder Phagaeyiurick.

Ausgehend von dieser Arbeitshypothese wurden naibliBrung geeigneter In-vitro
Modelle die Endozytose, Exozytose und Phagozytoselufierenden Eigenschaften der
Gypsophilasaponine untersucht. Durch Gypsophilasapo konnte jedoch weder die
Phagozytose nichtopsonierter oder opsonieriéescherichia-coliBakterien noch die
Aufnahme von Latex-Partikeln induziert werden. Dveiteren, im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Untersuchungen hatten die Charalgéanng der synergistischen
Zytotoxizitat zum Ziel.

In ECV-304-Zellen wurde die @ des Saporins (RIP Typ [), in Kombination mit
Gypsophilasaponinen mit 42x20M bestimmt und war mit der &l(21x10* M) des hoch
toxischen Ribosomen-inaktivierenden Proteins Ty¥igcumin, vergleichbar.

Diese aul3erordentliche Toxizitatssteigerung desoi@ap war nicht auf ECV-304-Zellen
beschrankt und konnte in weiteren sechs humandimi&si beobachtet werden. Dies deutet
auf einen allgemeinen Saponin abhangigen Mechasisaer Zytotoxizitatssteigerung
Ribosomen-inaktivierender Proteine Typ | hin.

Die Beobachtung, dass Inhibitoren der Clathrin vetten Endozytose zu einer Hemmung
der Saponin/Saporin-Zytotoxizitat fuhrten, untegtint zudem die Bedeutung der Clathrin
vermittelten Endozytose bei der Saporininternaiisig.

Gypsophilasaponine Ubten jedoch weder einen stiomnidahen Einfluss auf die Clathrin
vermittelte Endozytose noch auf die Exozytose mdksierten Saporins aus. Ein
modulatorischer Einfluss der Gypsophilasaponine deri Saporinabbau konnte ebenfalls
ausgeschlossen werden. Weitere im Rahmen diesezitAdhrchgefiihrte Untersuchungen
deuten auf eine Saponin induzierte, endosomalediming der mittels Clathrin vermittelter
Endozytose internalisierten RIPs Typ | hin. Dieser,Angloamerikanischen alsndosomal
escape bezeichnete, durch Gypsophilasaponine KkatalysiGtporintransfer liegt der

aul3erordentlichen Saporin-Toxizitatssteigerundvashanismus zu Grunde.
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Da die Endosomenmembran nicht vollstandig lysierrdwund nur sehr wenige
Toxinmoleklle das Zytosol zu erreichen scheinemrb der enzymatischen Aktivitat des
Saporins mit 140 pmol Adenin/pmol Saporin pro Stuethe besondere Rolle zu. Dadurch
kann die geringe, Saponin vermittelte Saporintene$fizienz auf zytosolischer Seite
kompensiert werden.

In Analogie zu dernlonophorenkdénnen Gypsophilasaponine demgemalEagymophore

aufgefasst werden.
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6. Summary

Triterpenoid saponins fro®@ypsophila paniculatd. are known to enhance the cytotoxicity
of type | ribosome-inactivating proteins (type IFRI These proteins exhibit N-glycosidase
activity and remove an essential adenine residwa the ribosomal RNA. Up to now it was
assumed that the saponin-mediated toxicity enhaacemf these toxins is due to a an
increased endocytosis or phagocytosis in saposatetd cells.

To scruntinize this hypothesis, appropriate inovittodels were established and the influence
of Gypsophila saponins on endocytosis, exocytasisoa phagocytosis was investigated.
Gypsophila saponins showed no influence on the ghdgsis of opsonated and non-
opsonatedEscherichia colibacteria. This was also observed for microspheres.

In combination with Gypsophila saponins the cytatdy of saporin (type | RIP) was
increased to a level similar to that of the highixic type Il RIP rViscumin. rViscumin
achieved an 1§ value of 21.5x13* M on ECV-304 cells and the combination of saporin
with Gypsophila saponins 42.5x1® M. This tremendous toxicity enhancement was not
restricted to ECV-304 cells but was observed infarther cell lines, indicating a general
saponin dependent mechanism of toxicity enhancemérype | ribosome-inactivating
proteins. It was further shown, that the interratian of saporin was mediated by clathrin-
mediated endocytsosis. However Gypsophila sapodids not modulate the clathrin-
mediated endocytosis of saporin. This was also shfow other transport processes such as
exocytosis. Degradation processes of saporin wkr@ ot influenced by the saponins.
Further experiments showed a saponin-mediated entdsescape of the N-glycosidase
saporin. Additional investigations indicate thatyofew saporin molecules traverse through
the endosomal membrane into the cytosol of sapweated cells. These low saporin
penetration rate through endosomal membranes cbaldbalanced by the strong N-
glycosidase activity of saporin with up to 140 pnamlenine/pmol saporin per h. In this

context and in analogy tonophoresGypsophila saponins could be defineceagymophores
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