3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung geeigneter Zellinien

Immunotoxine zeichnen dch durch zwe  Eigenschaften besonders aus. durch eine  hohe
Cytotoxizitt und durch ene sdektive Zidzdlerkennung mittdds Antikorpern, Antikorper-
fragmenten oder zdlspezifischen Liganden. Im Rahmen dieser Arbet sehen Tumorzdlen ds
Zidzdlen im Mittdpunkt. Gedignete Zdlinien sollten den tumorzelspezifischen Rezeptor, in
diesem Fale Tranderinrezeptor (TfR), in moglichst grof}er Dichte auf der Oberflache tragen.
Eine wetere unabdingbare Eigenschaft ist die Endocytose des Rezeptors. Deshdb wurden
HepG2-Zdlen, ene humane Hepaiokarzinomzdlinie, die diesbezliglich gut charakterigert
it als humanes Modellsystem ausgewahit.

Um die Spezfitd der herzugdlenden Immunoadaptertoxine fir TfR-tragende Zdlen zu
Uberprifen, wurde ein CHO-Zdlinienpaar vewendet: TRVb-wt-Zdlen bedtzen keine en
dogene TfR-Aktivitd, wahrend TRVb-hTfR-Zdlen, die durch Transfektion mit der cDNA
des humanen Tranderinrezeptors aus TRVDb-wt-Zdlen hergestdlt wurden, ene solche
aufweisen. ™3’

3.1.1 Qualitativer Nachweisdes Transferrinrezeptors

Fur enen quditativen Nachwes des exprimierten hTfR wurden Zdlsolubilisate von HepG2-,
TRVb-wt- und TRVb-hTfR-Zdlen hergestelt und per Immunoblot mit dem monoklonden
Antikorper OKT 9 detektiert. Dieser AntikOrper it gegen die extrazdlulére Doméne des hTfR
gerichtet.™*® Als Kontrolle wurde aus humaner Plazenta gereinigter TfR aufgetragen (Abb.
3-1, humaner TfR aus Plazenta wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Hendrik Fuchs, Ingti-
tut fur Klinische Chemie und Pathobiochemie, UKBF, FU-Berlin zur Verfigung gestdlt).

Humaner TfR &% sch mit OKT9 ds eine Bande be circa 84 kDa in HepG2- und TRVb-
hTfR-Zdlen detektieren (Spuren2 und 4), TfR aus humaner Plazenta zeigt das gleiche
Laufverhdten (Spur 1), dlerdings i hier eine weitere Bande schtbar (182 kDa, vermutlich
das Dimer). In den nichttrandfizierten TRVb-wt-Zdlen [d% sch erwartungsgemdd mit OKT 9
kein hTfR nachweisen (Spur 3).
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Abb. 3-1: Quadlitativer Nachweis von hTfR in verschiedenen Zdlinien — HepG2-, TRV b-wt- und
TRVb-hTfR-Zellen wurden solubilisiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (je 60 ug Gesamt-
protein, 7.5%iges Ged). Nach Westernblot erfolgte eine Immunodetektion mit den Antikorpern
OKT 9/ RAM*. Zur Kontrolle wurde aus humaner Plazenta gereinigter TfR (0.3 pg) aufgetragen.

3.1.2 Quantitativer Nachweisdes Transferrinrezeptors

De quantitative Nachwels von funktiondlem TfR auf der Zdloberflache wurde Uber die
Bindung von biotinylietem Tf bestimmt. Nach Inkubation mit den zu untersuchenden
Zdlinien wurde gebundenes Tf durch Imitation des natrlichen TfR-Cycus vallgdndig vom
TfR abgeos (dehe Abb. 2-3, Seite 36). Die Quantifizierung efolgte mittdds enes ELISA
anhand einer Standardkurve mit biotinyliertem Trandferrin (Sehe Abb. 2-4 A, Sete 42). Zur
Berechnung der Tf-Bindungsstdlen wurde von einem Molekulargewicht von 80 kDa fur Tf
ausgegangen (133" 10719 ng/ Tf-Molekiil).

Fir TRVb-Zdlen war der Nachweis von Tf-Bindungsstdlen nicht méglich, sofern zunéchgt
eventud| Storendes Kdber-Tf entfernt wurde (dehe Abschnitt 2.11.9, Seite 35: Abldsen des
aus dem FCS (im Medium) sammenden Kaber-Tf). Die Unterlassung dieses Schrittes blieb
be HepG2-Zdlen ohne Einflul auf die Ergebnisse. Daher wurde dieser Schritt in Folge-
experimenten fir keine der Zdlinien mehr durchgefiihrt. Zur Kontrolle, ob Tf eventudl schon
wahrend der Waschschritte vom Rezeptor gelost wird, wurden die Uberstande nach Inku-
bation mit Desferd bel pH55 zundchst gesasmmdt und im ELISA untersucht. In diesen
Proben befand sch ewartungsgemd? kein biotinyliertes Tf. Zur Quantifizierung wurden die
Uberstande der ersten beiden | nkubationsschritte bei pH 8.0 herangezogen (Abb. 3-2).

Fur HepG2-Zdlen konnte mit einer Dichte von circa 35000 Tf-Bindungsstelen pro Zdle en
Wert nachgewiesen werden, der im Bereich von Literaturangaben liegt (50000 auf der
Oberflache und 100000 im Zelinneren).™®*® TRVb-hTfR-Zellen zeigten mit circa 30000 Tf-
Bindungsstdllen ene d&nlich hohe Dichte In beden Fdlen snd die Schwankungen
wahrscheinlich mit dem Abldsen enzener Zdlen vom Kulturgefdd durch die Waschvorgange
zu begrinden. Wie schon im Wedernblot gezeigt (Abb. 3-1), so konnte auch hier fast kein
TfR in den nichttrandfizierten TRV b-wt- Zdlen nachgewiesen werden.
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Abb. 3-2: Vergleich der Tf-Bindungsstellen pro Zelle be verschiedenen Zdlinien — HepG2-,
TRVbwt- und TRVbB-hTfR-Zdlen wurden mit biotinylietem Tf (1ug) inkubiert. Mit Desfera
wurden Eisenionen (Fe*") be pH 55 von Tf gelést, welches daraufhin bei pH 8.0 vom Rezeptor
dissoziierte. Die Uberstande wurden mittels ELISA quantifiziert, wobel RATf immobilisert wurde
und der Nachweis mittels Streptavidin-HRP erfolgte. Die in der Vertiefung verbliebenen Zellen
wurden gezdhlt und die Anzahl an Tf-Bindungsstellen pro Einzelzelle berechnet. Die angegebenen
Werte geben den Mittelwert und die Standardabweichung aus funf Einzelbestimmungen an, wobel im
ELISA jeweils Doppe bestimmungen durchgefihrt wurden. Der dunkle Abschnitt im unteren Bereich
stellt die gemessenen Tf-Bindungsstellen bei Kompetition mit nichtbiotinylietem Tf (100 ug pro
Ansatz) dar.

Sowohl bel HepG2- ds auch ba TRVb-hTfR-Zdlen konnte durch Zusatz eines 100fachen
Uberschusses an  nichtbiotinylietem Tf eine Kompetition im  Bindungsverhaten detektiert
werden, woraus auf eine spezifische Bindung von bictinylietem Tf an sanen Rezeptor
geschlossen werden kann.

3.2 Aktivitatsbestimmungen fur Toxine

Neben ener sdektiven Tumorzelerkennung ist fir Immunotoxine ein effektiver Membran
trander und ene hohe intrazdlul&e Cytotoxizitd entscheidend. Zur Detektion und
Quantifizieeung  diesr  beiden Paameter snd  verschiedene  Aktivitdtsbestimmungen
unerlddich. Se dienen der funktiondlen Charakteriserung von Toxinen, enzenen Toxin-
doménen und Toxinfusonsproteinen. Neben enem zdlfreien Testsysem, bel dem weder ene
Rezeptorbindung noch en Membrantrandfer Voraussstzung for die Aktivitde snd, sollte
ferner ein gesignetes Zdlsystem zur Verfligung gestellt werden.

3.2.1 ADP-Ribosylierung

Bakteridle Proteintoxine wie Diphtheriatoxin und Pseudomonas Exotoxin snd aufgrund ihrer
enzymdisch aktiven Doméne dazu in der Lage, Elongationdfaktor II (EF 1) in Anwesenheit
von NAD" an einen modifizieten Hididin (Diphthamid-715, sehe Abschnitt 1.6.2, Seite 9
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und folgende) durch ADP-Ribosylierung so zu veréndern, dald er inektiviert und die Pro-
tenbiosynthese eingestdlt wird. Diese Eigenschaft wurde zur Etablierung enes zdlfraen
Tedtsystems genutzt.

Unter Verwendung von biotinmarkieten NAD® konnte die Aktivitdt durch Nachweis einer
EF 1I-Bande bei circa 100 kDa im Immunoblot gezeigt werden @Abb. 3-3). Der Vortell dieser
Methode gegenilber anderen, wie z. B. der Verwendung von [**CJNAD* oder der Trans-
lationsnhibition in Retikulocytenlysat,®>*® it die einfache und nichtradiosktive Vorgehens-
weise.

Das Auftreten einer Bande bei circa 100 kDa zeigt, dal3 der Test auf ADP-Ribosylierung von
EF Il zur Uberpriifung der kataytischen Aktivitdt von DT und PE gut geeignet ist, wobel fir
DT auch ene quantitative Abstufung des Effekts nachgewiesen werden konnte (Spuren 1-4,
100-0.1 ng). Be hoheren Toxinkonzentrationen werden weitere Proteine von circa 40 und
90 kDa per NAD" biotinyliert. Der Ansatz ohne Toxin zeigt, dal3 in den angereicherten EF I1-
Proben keine stdrende ADP-ribosylierende Aktivitét vorhanden ist. Erwartungsgemdl erfolgt
durch die A-Kette von Ricin keine ADP-Ribosylierung von EF I, da dieses Proteintoxin mit
pflanzlichem Ursprung enen ganzlich anderen Mechanismus hat, in die Protenbiosynthese
enzugrefen (3ehe Abschnitt 1.6.2, Seite 9).
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Abb. 3-3: ADP-Ribosylierungsassay — A Schematische Darstellung der ADP-Ribosylierung von
EF 11, wobei die Biotinmarkierung von 6Bictin-17-NAD" in Punktform dargestellt ist. B Pro Ansatz
(20 ul) wurden angereicherter EF Il (10 pl), biotinylietes NAD® (5pul, Endkonzentration 50 uM),
verschiedene Toxinverdinnungen und EF 11-Puffer zusammengegeben und inkubiert (1 h, 37 °C). Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 4~ Probenpuffer gestoppt, bevor 20 ul geleektrophoretisch
aufgetrennt wurden (7.5%iges Gel). Nach Westernblot erfolgte eine Immunodetektion mit Anti-
Biotin / RAG*. Von Diphtheriatoxin (DT) wurden Konzentrationen im Bereich von 0.1-100 ng
eingeseatzt; zur Spezifitdtskontrolle wurde ein Ansatz ohne Toxin, einer mit Pseudomonas Exotoxin
(PE) und einer mit der A-Kette von Ricin (RTA, pflanzliches Toxin mit anderem Wirkungs-
mechanismus) durchgefihrt.
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3.2.2 Cytotoxizitatstest

Neben dem Nachwes der blolen Enzymektivitée kann in enem Cytotoxizitéisest die
tatsichliche Wirkung der Toxine auf enen Zdlverband Uberprift werden. Man mif¥ in der
Regd auf unterschiedliche Weise die Zdlproliferation und schliefd daraus auf das Ausma an
Toxizité.

Der FDA-Asssy wurde ads nichtradioaktive Methode ausgewdhit und zunéchst mit dem
mechanigisch  verschiedenen, kauflichen CyQuant-Zdlproliferationskit verglichen. Be  be-
den Tests konnten erfolgreich 0-25000 Zelen detektiert werden. Aufgrund der geringeren
Kosten und der ebenfals einfachen Handhabung wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit nur
noch der FDA-Asssy eingeseizt. Fir ihn konnten lineare Beziehungen fur die resultierenden
Huoreszenzagnde im Bereich von 0-50000 Zdlen nachgewiesen werden. Die Korrdations-
koeffizienten lagen fir HepG2-Zdlen bei r? = 0.95, fir TRVb-wt- und TRVb-hTfR-Zélen bei
r? = 0.98 bzw. r* = 0.97 (Abb. 3-4).

Um den Zdlen im Fdle ene Cytotoxizitdtshestimmung innerhdb der Inkubationszeit mit
den Toxinen ene auseichende Kapazitd zum Wachsdum zu lassen, wurde in Folge-
experimenten ene Ausgangszdldichte von 5000 Zdlen pro Vertiefung gewdhit (damit sind
mehr as dre Verdoppelungen innerhab der Inkubationszeit von 48 h mdglich, die Verdop-
pelungszeit betrégt circa 20 h nach initider lag-Phase).
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Abb. 3-4:  Quantifizierung verschiedener Zellzahlen mit Hilfe des FDA-Assays — HepG2-, TRVb-
wt- und TRVB-hTfR-Zdlen wurden in Dichten von 0-50000 Zelen/ Vertiefung ausgesét. Nach
16stiindiger Inkubation im Brutschrank waren die Zelen adhdent, aber noch nicht in der
Wachstumsphase. Nach zweimaligem Waschen mit Dulbecco-PBS™ und Trockenklopfen wurden die
Zdlen mit 200 Wl FDA-L6sung versetzt. Nach Inkubation im Brutschrank (1h) wurden die
Fluoreszenzsigndle gemessen (Exzitation 485 nm, Emisson 538 nm). Dargestellt sind die aus drei
Messungen erhaltenen, gemittelten Werte und deren Standardabwei chungen.
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3.3 Toxinfindung und Darstellung der funktio-
nellen Doméanen

3.3.1 Proteinsynthesainhibitoren

Im Rahmen ene antitumorden Anwendung, die sch durch minimde Effekte auf andere
Zdlen auszeichnet und ein grofdes Spektrum an Tumorzdlen zu erfassen vermag, sollten die
engestzten Toxine oder deren funktiondle Doménen vorwiegend intrazeluldre Vorgange
beainflussen, die nicht zdltypspezifisch snd. Neben einer sehr hohen Aktivité durften die zu
verwendenden Toxindoménen nicht zu grol3 sen, um enen Membrantrander mittels
Trojanischer Peptide zu gewdrlesen. Dalber hinaus <ollten die Toxine solche
Aminoséuren, die fir die sdektive Kopplung mittdds eines Crosdinkers gedignet sind, nur in
geinger Stiickzahl enthdten (optimd it en enzener Cydenrest, da die Membrantrandfer-
sequenzen entsprechend aktiviert vorliegen, sehe Abschnitt 3.4, Seite 70).

Wie in der Einletung beschrieben, snd bestimmte, die Proteinsynthese inhibierende Toxine
am begen fUr die Verwendung in Immunotoxinen geeignet. Unter diesen waren die A-Kette
von Ridn, Diphtheriatoxin und Pseudomonas Exotoxin kommerzidl verfigbar. Alle dre
Toxine haben ene A-B-Struktur und weisen in ihrem enzymatisch aktiven Tel enen zur
Kopplung geeigneten Cydeinres auf. RicinA, die kataytische Doméne von Ricin, wurde
zunéchgt ds sehr gedignet angesehen, da de in ener Form vorlag, die eine direkte Kopplung
an ene Trandersequenz erlaubte. Allerdings zeigte sch, dald Ricin aufgrund unterschiedlicher
Glykosylierungsmugter im SDS-Polyacrylamidgel ds Doppebande auftritt, was durch die
Angeben von Li et al. bestitigt wird®® Damit war ein Kopplungsnachweis sehr schwierig,
zuma auch entsprechende Antikorper nicht kommerzidl verfiigbar waren. Von Diphtheria-
toxin und Pseudomonas Exotoxin konnten dagegen sowohl das Holotoxin ds auch
entsorechende  Antikorper  erworben  werden. Obwohl bel beiden Toxinen zundchst die
enzymdisch aktiven Doménen isoliet werden mufden, boten sSe den Vortal, dal3 fur die
varschiedenen, durchzufihrenden  Aktivitdsbestimmungen  immer  ene  Pogtivkontrolle  in
Form des Holotoxins zur Verfligung stand.

3.3.2 Isolierung der aktiven Domane von Diphtheriatoxin

Die Isolierung der kataytischen Doméne (A-Kette) von Diphtheriatoxin (DT) efolgte auf
proteinchemischem Weg nach einem Vefahren von Moskaug et al.**® Sowohl Diphtheria-
toxin ds auch Pseudomonas Exotoxin verflgen Uber eine natlrliche Spdtdedle innerhab
éner proteasesendtiven Schleife (Abb. 3-5A, sehe auch Abb. 1-6, Seite 18). Diese wird
normadewese im Rahmen der intrazdluld&en Aktivierung diesr Toxine von furindhnlichen

Enzymen umgesetzt. 130

Expeaimentel efolgte die Spdtung von A- und B-Kette mit Hilfe von Trypan. Die indabile
B-Kette wurde nachfolgend durch Hitze denaturiert und abgetrennt. Die A-Kette von DT mit
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Abb. 3-5:  Tryptische Spatung von Diphtheriatoxin (DT) und Aktivitdtskontrolle — A Schematische
Darstellung von DT. Die N-terminal gelegene A-Kette vermittelt die Proteinsyntheseinhibition durch
ADP-Ribosylierung, die B-Kette die rezeptorvermittelte Endocytose. Das Dreieck deutet die Position
der physologischen Spdtgele im Molekil an. B Kommerziell erworbenes DT wurde nach der
Methode von Moskaug et al. mit Trypsin gespalten.'*® Die stabile A-Kette wurde durch Erwérmen und
Didyse von der B-Kette abgetrennt (siehe Abschnitt 2.13.4, Seite 46). Reduzierend aufgetragen,
geleektrophoretisch getrennt (12%iges Gel) und mit Coomassie angefarbt wurden 12 ug DT und
2.5ug gereinigte A-Kette von DT (DTA). C 10ng DT und 75 ng DTA wurden mit Hilfe des ADP-
Ribosylierungsassays (sehe Abb. 3-3, Seite 62) bezlglich ihrer enzymatischen Aktivitét geprift.

einer Grofe von 21 kDa konnte auf diese Weise mit Ausbeuten von 30-50 % isoliert werden
(Abb. 3-5B), wobe ihre hohe ADP-Ribosylierungsaktivitét auch nech der Reinigung nach
gewiesen werden konnte (Abb. 3-5 C).

Grundsdizlich ig fur Pseudomonas Exotoxin (PE) eine Spdtung auf die gleiche Weise denk-
bar.1*° Da aber die katalytische Doméne von PE im Gegensatz zur AKette von DT hitzeabil
Ist, konnte das aus der Trypsnspdtung resultierende, aktive PE-Fragment von circa 37 kDa
(sehe Abb. 1-4, Sete 13) nicht durch Hitzedenaturierung der Zelbindungsdoméne gereinigt
werden. Auch unter Anwendung anderer, geeigneterer Renigungssrategien (z. B. Anionen
augtauschchromatographie,  Gefiltration) erwies sch ene solche Vorgehensweise fir PE
wegen der geringen Ausbeuten ds wenig effizient, so dad nach ener Alternative gesucht
wurde.

3.3.3 Rekombinante Synthese von Pseudomonas Exotoxin-
Fragmenten

Im Gegensatiz zu Diphtheriatoxin wird bel Pseudomonas Exotoxin (PE) durch die nattrliche
Spdtgdle nicht nur die kadytische Doméne sondern auch en Tel der Trandokations-
doméne freigesetzt. Deratige Fragmente aus der enzymatisch aktiven Komponente und einem
Tell der Trandokationssequenz snd zwar wertvolle funktiondlle Kontrollen fir die geplanten
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Kopplungen an verschiedene Membrantransfersequenzen, aber fir die mechanistischen Unter-
suchungen zur zdluldren Aufnahme von Immunoadaptertoxinen nicht unbedingt erforderlich.

Die rekombinante Synthese von PE-Fragmenten erlaubte die Darstdlung unterschiedlicher,
enzymatisch aktiver Komponenten. Neben der Generierung von enheitlichen Fragmenten
bietet die rekombinante Synthese zusdtzlich den Vortel, dald grofere Mengen der enzyma-
tisch aktiven Doméne dargellbar dnd, die mit PE ds Ausgangamaerid wegen des reativ
hohen Preises nur begrenzt zur Verfligung gestanden héiten.

Da sowohl PE ds auch DT auschliedich eukaryontischen EF |1 inaktivieren, wurde fir die
Expresson en E. coli-System vorgesehen. Das entsprechende cDNA-Stiick (andog den
Aminosduren 1-3 und 253-613 von PE, aso Trandokations- und kataytische Doméne)
wurde freundlicherweise von Dr. Ira Pagan (Nationd Indtitute of Hedth, Bethesda, USA) in
Form des Vektors pVC 8 zur Verfigung gestelt'*' Zur Kontrolle der erhdtenen cDNA
wurde Uber vorhandene Redriktionsschnittstellen das Fragment PE253 (Xbal / EcoR |-
Insert) zunéchst in pBluescript 11 KS kloniert (pJK 1) und sequenziert (Abb. 3-6).

Erd bem anschlie?enden Umklonieren in enen Expressonsvektor wurde das gewinschte
Tellstiick ohne toxineigene Trandokationssequenz hergestelt. Der aktiven Doméne Il mulde
dazu dlerdings en Tel der Doméane lb — deren Funktion bidang unbekannt ist — hinzugefligt
werden, da im Gegensatz zur isolierten Doméne lll nur ein solches Fragment (PE381, Abb.
3-6) ADP-Ribosylierungsaktivitét zeigt.”*
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Abb. 3-6: Schematische Darstellung von Pseudomonas Exotoxin (PE) und verschiedenen Tellfrag-
menten — Vollstandiges PE: Die N-terminal gelegene Domane la vermittelt die Rezeptorbindung,
Doméne Il den Membrantransfer und Doméne 111 die Proteinsyntheseinhibition. Das Dreieck reprasen
tiet die physiologische Spdtgele im Molekil. PE253 entspricht dem katalytisch aktiven Teil
(Doméane I11) und der Trandokationsdoméne Il nach physiologischer Spatung von PE, PE 381
entspricht der enzymatisch aktiven Doméne 111 und eéinem Teil von Doméne Ib. Es stellt das kleinste,
enzymatisch aktive Fragment von PE dar.
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Untersuchungen zur zdluldren Lokdisaion von exprimieten PE-Tealdtcken in  E. coli
ergaben, dal3 90-98 % der beiden Konstrukte PE 253 und PE 381 ins Periplasma transportiert
werden.’* Um diese Eigenschaft zu unterstiitzen, wurde das Expressonssystem pRBIPDI
auggewdhlt (freundlicheweise zur Verfigung gestelt von Frau Dr. Martina Huber-Wunder-
lich, ETH Zirich).1*'** Zur Klonierung in pRBIPDI mu¥e am 5¢Ende der Fragmente per
PCR ene Stul-Schnittstele eingefligt werden, beim kleineren Fragment zusdtzlich en Codon
fir enen Cydenrest, um ene spdere chemische Kopplung zu ermdglichen. Ansonsten wurde
auf ene Einflhrung zusizlicher Codons verzichtet. Deshdb sind die in pRBIPDI klonierten
PE-Fragmente geringfigig klener ds PE253 und PE38l. Die eforderliche Hind IlI-
Schnittstelle am 3¢ Ende wurde von der Mutiple Cloning Stevon pBluescript |1 KS gdliefert.

Die in Abb. 3-7 dargestdlten, in pRBIPDI klonierten PE-Konstrukte wurden zur Expression
zunéchg in E.coli M 83 trandormiert. Die anschlie?ende Expresson wurde zur Mini-
mierung proteolytischer Abbauprozesse be 30°C durchgefihrt (Abb. 3-8 A). In beiden
Fdlen it dne deutliche Uberexpresson der gewiinschten PE-Fragmente feststdlbar. JK 3
zeigt entsprechend der kakulierten Fragmentgrole ene enzdne Bande be 26 kDa Be
Expresson von XK 2 dagegen snd drei Banden im Immunoblot erkennbar, wobel die Bande
bel circa 45kDa der erwarteten Fragmentgrof3e entspricht, bel den beiden welteren Banden
(circa30 und 35 kDa) konnte es sich um Kettenabbriiche oder Abbauprodukte handeln.

PE 255 =pJK 2
Stu | Hind 111

< pRBIPDI I | a 111 pRBIPDI
AS 255 AS 613

Stu | Hind 111

< PpRBIPDI [~ Cys—] 11 PRBIPDI

AS 385 AS 613

PE 385 =pJK 3

Abb. 3-7: Teilfragmente von PE, kloniert in das Expressionsplasmid pRBIPDI — Zuné&chst wurden
mittels einer PCR aus pJK 1 die entsprechenden DNA-Stiicke mit einer Stu 1-Schnittstelle amplifiziert
(PE 255: Reverse/ PE-255 Stu for; PE 385: Reverse/ PE-385 Stu for; PCR mit Pwo-DNA-Poly-
merase unter Zusatz von 5% Formamid und folgendem Temperaturcyclus. 96 °C, 3 min; [96 °C,
1min; 65°C, 1min 30s 72°C, 1min]~ 25; 72°C, 5min; 16 °C). Anschlief?end wurden die
gereinigten PCR-Produkte und pRBIPDI mit Su | und Hind 11l verdaut (RBI wird aus pRBIPDI
ausgeschnitten), nach Gelextraktion ligiert und in E. coli DH5a transformiert. Der Erfolg der Ligation
wurde mittels Regtriktionsverdau und Sequenzierung positiver Klone Uberprift.
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Zur weiteren Aufarbeitung konnte JK 3 nach Periplasmeaaufschiul? erfolgreich mittels einer
Anti- PE- Affinitéschromatogrgphie  gereinigt werden (Abb. 3-8 B). Die zum Immunoblot
andogen Elutiondfrektionen wurden ebenfdls in ener Slbeféabung untersucht. Sie zeigten
dort keine Verunrenigungen, dlerdings war wie im Immunoblot eine Bande be circa 45 kDa
erkennbar, die vermutlich auf eine Dimeriserung zuriickzufiihren is. Unvortelhaft an diesem
Reinigungsverfahren war jedoch die geringe Ausbeute. Da die Konzentration des duierten
PE-Fragmentes unter der Nachweisgrenze der BCA-Proteinbetimmung lag, wurde en
ELISA eabliet, mit dessen Hilfe dch bis zu 2 ngml PE quantifizieren liellen. K 3 wurde
durch Coating immobilisert und mittds Anti-PE/ GAR* detektiert (Sehe Abb. 2-4 C, Seite
42); die Konzentration wurde anhand von PE-Standards errechnet (unterschiedliche Mengen
kommerziel erworbenes PE-Holotoxin wurden per Coating immobilisert). Somit  konnte
schligdich die Ausbeute der Reinigung bestimmt werden, se betrug 1.5ug XK 3 bezogen auf
1 mg Gesamtprotein.

Eine wetere Aufarbaitung von XK 2 in grofierem Mal3stab wurde nicht durchgefihrt, da auch
nach Variation der Expresson stets mindestens drel Banden im Westernblot sichtbar wurden
(Abb. 3-8 A), die d9ch auch durch verschiedene, getestete Reinigungsstrategien nicht vonein-
ander abtrennen lief¥en. Leider stand zur Aufklarung dieses Verhdtens weder ein dterndives
PE-Antissrum noch ein entgorechender Antikorper  fir  Kontrolluntersuchungen  zur Ver-
fugung. Eine kogenintensve Sequenzierung wurde nicht in Betracht gezogen, da es sch bel
JK 2 nur um en Kontrollkonstrukt handelte.
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Abb. 3-8: Expression von JK 2 und K 3, Reinigung von JX 3 — A Zur Expression in E. coli JM 83
wurde die entsprechende Hauptkultur bei 30 °C bis zu einer OD,s, von circa 1.0 geschiittelt und tber
Nacht induziert (1 mM IPTG, im Fdle von JK 2 plus 5mM N-Acetylcystein, NAC). Nach Periplas-
maaufschlufd wurden jeweils induzierte und nichtinduzierte Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt
und im Immunoblot (12%iges Gd, Anti-PE / GAR*) sichtbar gemacht. B JK 3 konnte mittels einer
Anti-PE-Affinitétschromatographie gereinigt werden. Gezeigt it ein Immunoblot nach gelelektro-
phoretischer Auftrennung der Fraktionen, wobel fir Auftrag und Durchflu? nur die Héfte des
Probenvolumens eingesetzt wurde.
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3.34 Darstelung von GFP als Pseudotoxin

Neben den Toxinadapterkonstrukten wurden auch entsprechende nichttoxische Konstrukte
hergestelt. Dahinter stand die Uberlegung, dal3 bel  verschiedenen Experimenten unter
Umgdnden Tedzdlen unter dem Einflul der Toxine absterben, was ene Visudiserung der
Trangportvorgénge  behindern  koénnte. Da  Green-Fluorescent-Protein (GFP) in der Zdle
bekanntermalien keinen gravierenden Einflud auf den Stoffwechsd hat — sonst wére sain
Einsstz ds Fudonsprotein bel Trandfektionen nicht mdglich — eignete es sch ds Pseudotoxin
fr diese Applikation ganz besonders. Weltere Vortelle waren seine Eigenfluoreszenz, die
moglicherweise fir andytische Zwecke genutzt werden konnte, und saine Grole, die mit
27 kDa in enem dnlichen GroRenbereich liegt wie die katdytischen Doménen der verwen
deten Proteintoxine Diphtheriatoxin und Pseudomonas Exatoxin.

Mit dem freundlicherweise von Simon Topdl, ETH Zirich zur Vefigung gesdlten Plasmid
PRBIGFPw3-lac** wurde rekombinantes GFP in groRer Ausbeute hergestellt (circa 10—
30mg/l Kultur). Abb. 3-9 zeigt die Ergebnisse der verschiedenen, durchgefiihrten Reini-
gungsschritte, wobel nach der Gdfiltration eine Reinheit von circa 95% im Slbergd erzidt
werden konnte (Spur 5).
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Abb. 3-9: Darstdlung von GFPuv3 — Das Plasmid pRBIGFPuv3-lac wurde in E. coli DH5a trans-
formiert und in LB-Medium exprimiert (1mM IPTG, 14 h). Das Pellet wurde in PBS (46 mM
Na,HPO,, 17 mM NaH,PO,, 68 mM NaCl, pH 7.4) unter Zusatz von DNAse (10 pg/ml) und Lysozym
(1 mg/ml) resuspendiert und aufgeschlossen (37 °C, 1h und Ultraschall). Der Uberstand (20000 g,
30 min) wurde im Wasserbad bei 60 °C inkubiert (30 min) und von ausgefalenem Protein befreit
(zunéchgt Filtration, dann Zentrifugation 20000~ g, 30 min). Der gegen Tris-Puffer (20 mM, pH 8.0)
dialysierte Uberstand wurde nachfolgend einer Anionenaustausch- (Mono Q, Hochsalzpuffer mit
0.5M NaCl) und einer hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC Resource-Phenyl, Hochsalz-
puffer mit 1.5M (NH,),S0,) zugefiihrt. Nach Konzentrierung der Elutionsfraktionen (Centriprep 30)
efolgte as letzter Reinigungsschritt eine Gefiltration (Superdex 75). Gezeigt snd die einzelnen
Stufen der Reinigung im Silbergdl (12%iges Gdl).
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34  Chemische Kopplung von Transfer sequenzen
und Toxinfragmenten

Zum Zetpunkt der Experimente war nur ene enzige Membrantrandfersequenz in Protein-
oder Peptidform kommerzidl verfigbar, namlich Peneratin® In Auftragsynthese wurde
deshdb eine weitere Sequenz hergestellt, die MTS! Mit Hilfe des Crosdinkers SPDP wurde
das MTS-Peptid an seinem N-Terminus so &ktiviet (Sehe Abb. 2-7, Sete 47), dald es in
dersdben Form wie gekauftes, aktiviertes Penetratin vorlag. Beide aktivierten Sequenzen
waren damit in der Lage, Uber ihren 2-Pyridyldisulfidsubdituenten unter Ausbildung ener
Disulfidbriicke an einen Cysteinrest im Toxinmolekil zu koppeln.

341 Kopplungen an verschiedene Toxinfragmente

Kopplungen an die A-Kette von DT: Die zuvor geenigte A-Kette von DT (sehe Ab-
schnitt 3.3.2, Seite 64) wurde zundchst zur Ermittlung der gesigneten Resktionsbedingungen
mit der polaren Transfersequenz Penetratin  (PEN) gekoppelt. Weltere Optimierungen der
Kopplungsbedingungen wurden anschliellend mit der MTS eforderich, da diese aufgrund
Uberwiegend unpolarer Aminosturereste (Sequenzen dehe Tab. 1-3, Seite 20) en anderes
Kopplungsverhaten as Penetratin zeigte (Abb. 3-10).

Unter geeigneten Bedingungen konnten sowohl DTA-PEN as auch DTA-MTS synthetisert
werden (Spuren3 und 4). Das Ergebnis beider Resktionen war dlerdings trotz Optimierung
sehr unterschiedlich. So war mit ener nahezu vollstdndigen Ausheute die Kopplung an PEN
sehr effektiv, dagegen war die Kopplung an die MTS von ener sehr geringen Ausbeute
gekennzeichnet. Im Slbergd i die Kopplung in beden Fdlen in enem Molekular-
gewichtsshift bezogen auf DTA ekennbar (im Fdle der MTS-Kopplung, Spur 4, handdt es
sch um die schwache Bande be circa 25kDa). Das Ergebnis konnte mittels Westernblot
bestétigt werden.

Kopplung an PE 385 bzw. JK 3: Da die Kopplung von aktiviertem Penetratin an DTA unter
anndhernd vollséndiger Umsetzung  verlief, wurden zunéchg mit diessr Trandersequenz
Kopplungsversuche fir J 3 unternommen. Unter verschiedenen  Resktionsbedingungen
konnte dabel sets eine geringe Kopplungsrate erzidt werden. Trotz der Moglichkeait, ene
Reinigung durchzuftihren, wurde aufgrund der geringen Ausbeuten, der geringen Menge an
zur Vefigung gehendem X 3 und damit auch JK 3-PEN sowie weiteren potentiellen
Proteinverlugten bei einer Aufreinigung von diesem Ansatz abgesehen.

3.4.2 Kopplungvon Penetratin an GFP

Zur Kopplung von PEN an GFP wurden mehrere Versuchsreihen durchgefuhrt. Da zu dem
Zatpunkt, as die Versuche durchgefiihrt wurden, noch kein Antikdrper gegen GFP im Labor
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Abb. 3-10: Kopplung von DTA an verschiedene Membrantransfersequenzen — A Schematische
Dargtellung der Kopplung. Ausgegangen wird von isolierten, enzymatisch aktiven Toxindoménen, die
bedingt durch einen Cysteinrest freie Sulfanylgruppen enthalten. Nach Aktivierung as 2-Pyridyl-
disulfid werden die Transfersequenzen MTS und PEN unter Freisetzung von Pyridin-2-thion Uber eine
Disulfidbriicke an das Toxinmolekll gekoppelt. B Nachweis der Kopplung von DTA an PEN und
MTS. PEN wurde in 2fach molarem UberschulR zu DTA gegeben und fiir 2.5 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die aktivierte MTS wurde in 15fach molarem Uberschu? zu DTA gegeben und fir 2 h bel
45 °C inkubiert. Die Silberfarbung zeigt vollstandiges DT sowie das Ausgangsprodukt DTA (je 1 Q)
und die Kopplungsprodukte (jeweils 1 ug ohne weitere Aufreinigung) nach geleektrophoretischer
Auftrennung (12%iges Gdl, nichtreduzierend).

vefligbar war, wurde biotinyliertes Penetratin eingesetzt, so dal3 eine Kopplung mit Anti-
Biotin-Antikorper nachwelsbar war. Da GFP Uber zwe Disulfidgruppen verflgt, konnten
zwei Kopplungsprodukte aber auch oligomere Addukte detektiert werden (Abb. 3-11).

Mit ener sequentidlen Zugabe &guimolarer Mengen PEN konnte nach und nach ene
Seigerung der Kopplungsrate erziet werden (Spuren2—4). Die Ausbeute igt dlerdings nicht
héher ds die, die mit sofortiger Zugabe eines Sfachen Uberschusses von PEN erzidt wird
(Spur 5). Der Zusatz von TCEP (Tris-(2-carboxyethyl)phosphin) zur Reduktion von Disulfid-
gruppen wurde vom Penetrainherstdler empfohlen.'® Die Reduktion der Disulfidgruppen
von GFP fuhrt bei pH4 zur Ausbildung oligomerer GFP-PEN-Addukte (Spur 6), wahrend der
Zusatz von TCEP ohne Absenkung des pH-Wertes en vdlliges Ausbleiben der Kopplungs-
resktion zur Folge hat (Spur 7).

Trotz weiterer Optimierungsversuche konnte die Ausbeute der Kopplung von GFP mit PEN
nur kaum verbessert werden. Deshab wurden die Kopplungsansitze zur Reindargtelung von
GFP-PEN ener Anionenaustauschchromatographie  (Mono Q) unterzogen. Mittels  dieses
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Abb. 3-11: Kopplung von biotinyliertem PEN an GFP — Die unterschiedlichen Versuchsansétze sind
im oberen Tell as Silbergd (12%iges Gd) und im unteren Teil ds Immunoblot (Anti-Biatin / RAG*)
gezeigt. Es ist darauf zu achten, dal3 mit der Anti-Biotin-Detektion nur gekoppelte Produkte sichtbar
gemacht werden. Alle Inkubationen wurden bel Raumtemperatur durchgefuhrt, as Vergleich wurde in
Spur 1 gereinigtes GFP aufgetragen. Fir die Ansédtze 1-3 wurde GFP mit einer &guimolaren Menge
PEN versetzt und fur 2h inkubiert (&guimolar, Inkubation 2h), danach wurde erneut eine &quimolare
Menge PEN zugegeben und fiir weitere 2h inkubiert (2fach molarer UberschuB3, Inkubation 4 h). Der
Vorgang wurde im AnschluR noch einmal wiederholt (3fach molarer UberschuB3, Inkubation 6h). Bei
Ansatz 4 wurde sofort ein 5fach molarer Uberschul PEN zugegeben und fir 6 h inkubiert. Fir die An-
sdtze 5 und 6 wurde GFP zunéchst mit TCEP (Tris-(2-carboxyethyl)phosphin) vorbehandelt (Ansatz 5:
pH 4.0, bmin; Ansatz 6: pH 7.4, 5min), bevor PEN in &uimolarer Menge zugegeben und fur 2h
inkubiert wurde.

Vefahrens konnte GFP-PEN erfolgreich von GFP getrennt werden (Abb. 3-12). Da die
Disulfidoriicken in gerenigtem GFP-PEN unter Lagerung bel 4°C sehr leicht reduziert
wurden, wurde den Elutiondraktionen zur Stabiliserung oxidiertes Glutathion in 100fach
molarem Uberschul® zugesetzt. Die anschliel}ende Lagerung erfolgte bei - 20 °C.

3.4.3 Funktionsanalyse der gekoppelten DT-Konstrukte
3.4.3.1 Cytosolische Spaltbarkeit der Disulfidgruppe

Voraussetzung for die Wirkung der hergestdlten Kondrukte ist die Spdtung der
Disulfidgruppe zwischen MTS bzw. PEN und Toxin im Cytosol. So wird — zur Vermeidung
unspezifischer Effekte auf benachbarte Zdlen — erecht, dal? die nach Membrandurchtritt
cytotoxisch wirkende Toxindoméne freilgesetzt und nicht wieder mittds der Transfersequenz
aus dem Zdlinneren hinaus geschleust wird.

Disulfidgruppen snd unter reduktiven Bedingungen spdtbar. Zur  Quantifizierung  der
cytosolischen Spdtbarkeit wurde DTA-PEN mit Cytosol von HepG2-Zdlen — prépariert nach
der Methode von Dignam (ohne b-Mercaptoethanol) — versetzt und inkubiert (Abb. 3-13).
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Abb. 3-12: Reinigung von GFP-PEN — Gekoppeltes GFP-PEN wurde gegen Startpuffer (20 mM
Tris/ HCI, pH 8.0) didysert und auf die ebenfalls mit diesem Puffer &quilibrierte Mono Q-Saule
aufgetragen. Die Elution erfolgte unter kontinuierlicher Zugabe von Hochsdzpuffer (20 mM
Tris/ HCI, pH 8.0+ 0.5M NaCl, 6-50% Hochsdzpuffer in 20 CV). Tell A zeigt das Elutionsprofil
unter Anwendung des Gradienten (UV-Detektion bel 280 nm), Tell B zeigt die korrespondierenden
Elutionsfraktionen nach geleektrophoretischer Auftrennung (12%iges Gel) in ener Silberfarbung
(oben) und ds Immunoblot (unten). Die Detektion erfolgte aufgrund der Biotinylierung von PEN mit
Anti-Biatin / RAG*. Deshab werden im Immunoblot nur die Kopplungsprodukte angeférbt
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Abb. 3-13: Cytosolische Spatbarkeit der in DTA-PEN enthdtenen Disulfidbricke — In einem
Gesamtvolumen von 60 ul wurde DTA-PEN (1.5 pg) mit einer HepG2-Cytosolfraktion nach Dignam
(circa 50 pg Gesamtprotein) in An- oder Abwesenheit von PIC-Mix (1l / Ansatz, siehe Abschnitt
2.11.8 Seite 35) versetzt und bei 37 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden jewells
Proben entnommen (je 20l zu den Zetpunkten 0.5, 30, 120 min). Die Proben wurden gek
elektrophoretisch aufgetrennt (12%iges Gel, nichtreduzierend) und mittels eines Immunoblots (Anti-
DT / RAG*) detektiert. Als Kontrolleist in der ersten Spur DTA-PEN (0.5 ug) aufgetragen.

Die Abspdtung der Trandersequenz wird in enem Molekulargewichtsshift deutlich (Spur 1
gegentber dlen anderen Spuren). Somit zeigt die Disulfidgruppe in dlen Ansdizen die von
ihr erwilnschte Spdtbarkeit im reduktiven Milieu des Cytosols. Diese ig zeitabhéngig, doch
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i unmittelbar nach Zugabe von Cytosol schon en groler Tel der Bindung gespdten. Die
chemisch bedingte Spdtung &% sich, wie ewartet, nicht durch Zugabe von Protesse
inhibitoren verhindern (PIC-Mix, Spuren 2—4).

3432 Cytotoxizitatstest mit DT-Konstrukten

Im Fdle ener funktiondlen Transfersequenz <ollten die Kondrukte in der Lage sain, ins
Cytosol zu gdangen, wo die — aufgrund des reduktiven Milieus — freigesetzte A-Kette von DT
ihre proteininhibierenden Eigenschaften entfdten und cytotoxisch wirken kann. Da die A-
Kette trotiz der Warmebehandlung wahrend der Aufreinigung ADP-ribosylierende Aktivitét
aufweis (sehe Abb. 3-5, Seite 65), wurden die Konstrukte DTA-PEN und DTA-MTS vor
dem Cytotoxizitdsassay nicht auf diese Eigenschaft hin Uberprift, zumd die Tranderse
quenzen im Cytosol abgespdten werden und somit keinen Einfluld auf die kadytische
Aktivitét von DTA nehmen konnen.

Zur Charakteriserung der cytotoxischen Effekte wurde der FDA-Assay eingesetzt. Von den
Zu tesdenden Konsrukten (sehe Abb. 3-10, Seate 71) wurden verschiedene Verdinnungen
hergestdIt, mit denen HepG2-, TRVb-wt- und TRVb-hTfR-Zdlen fur 48 h inkubiert wurden.
In Abb. 3-14 snd exemplarisch die Ergebnisse von HepG2-Zdlen aufgefihrt. Kommerzidl
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Abb. 3-14: Cytotoxizitésbestimmung fir verschiedene DT-Konstrukte an HepG2-Zdlen — Die
cytotoxische Aktivitée von DTA-PEN und DTA-MTS wurde mittels FDA-Assay bestimmt. 5000
Zdlen/ Vertiefung wurden in Endkonzentrationen (c) von 10 ‘=10 *°> M mit den Konstrukten versetzt
und fur 48 h im Brutschrank inkubiert. Anschlief3end wurde grindlich gewaschen und FDA-L6sung
zugesetzt. Nach Inkubation im Brutschrank (1 h) wurden die Huoreszenzsignale (Exzitation 485 nm,
Emisson 538 nm) gemessen. Die gemittelten Uberlebensindizes und deren Standardabweichungen
wurden aus mindestens drei Messungen berechnet. Als Kontrolle wurde sowohl kommerziell erwor-
benes DT as auch gereinigte A-Kette von DT eingesetzt.
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eworbenes DT zeigt be dlen untersuchten Zdlinien ene sehr ausgeprégte cytotoxische
Aktivitd, die sch in einem konzentrationssbhangigen Abfal der berechneten Uberlebens-
indizes zeigt. Der anhand der aufgenommenen Werte abgeschétzte 1Cso-Wert liegt im Bereich
von 101°M fiir HepG2-Zellen, wobe bei einer Konzentration von 10"’ M immer noch circa
35% der Zdlen Uberleben. Fur die beiden TRVb-Zdlinien liegen die 1Cso-Werte circa eine
Zehnerpotenz niedriger (10 ** M) und mindestens 90 % der Zellen werden bereits bei ener
K onzentration von 10 ° M abgetétet.

Die A-Kette von DT zeigt im Bereich von 10 °-10"° M keine cytotoxische Aktivitét. Erst bei
@ner Konzentration von 10" M beobachtet man enen leichten Abfal der Kurve. Ahnlich
verhdten dch interessanterweise auch die getesteten Kongrukte mit  Transfersequenzen
(DTA-PEN und DTA-MTYS), dle drei Kurven laufen annghrend pardldl.

34.3.3 Stabilitat der Disulfidgruppe

Da im Cytotoxizitdtstest nur eine sehr geringe Aktivitdt der gekoppelten DTA-Konstrukte
nachgewiesen werden konnte, waren folgende Aspekte abzukldren, namlich, ob nur der
kritische Schritt des Membrantransfers nicht effektiv genug war oder ob die Kongtrukte gar
nicht mehr in ene tranderaktiven Form vorlagen. Zur Klarung der zweten Fragestedlung
wurden verschiedene Untersuchungen zur Stabilitt von DTA-PEN im  Zdlkulturmedium
durchgeftihrt (Abb. 3-15).

An enem Molekulargewichtsshift erkennt man den Abbau von DTA-PEN (siehe auch Abb.
3-13, Sate 73). Im zdlfrden Milieu Snd beal Inkubation mit Kulturmedium nach 6 h ungefahr
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Abb. 3-15: Stahilitét der in DTA-PEN enthatenen Disulfidbriicke — Zur Stabilitétsprifung wurden in
6-Well-Platten je 3° 10° HepG2-Zellen pro Vertiefung ausgesit. Nach 16 h wurde das Kulturmedium
abgenommen (Zdlkulturiberstand), die Zellen gewaschen und DTA-PEN zugesetzt (in Kultur-
medium, in Kulturmedium ohne FCS oder in Dulbecco-PBS™, 5° 10° M). A Zdlfrei wurde DTA-
PEN entweder mit Kulturmedium oder mit Zellkulturiiberstand (Siehe oben) versetzt, wobel jeweils
fir 6h bei 37 °C inkubiert wurde. B Unter Zusatz eines 10*-fach molaren Uberschul? an oxidiertem
Glutathion (GSSG) wurde DTA-PEN zdllfrei mit Dulbecco-PBS™ und in der Zelkultur in Dulbecco-
PBS™ oder Kulturmedium inkubiert (5h, 37 °C). Alle Proben wurden gelelektrophoretisch aufge-
trennt und mittels Immunoblot (Anti-DT / RAG*) sichtbar gemacht. Als Kontrolle wurde jeweils
DTA-PEN (0.1 pg) aufgetragen.
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die Hafte der Disulfidgruppen umgesetzt (A, Spur 2), verwendet man Zdlkulturiberstand, so
iIg nach diesr Zeit gar kein Kopplungsprodukt mehr schtbar (A, Spur 3). Densdben Effekt
beobachtet man in Anwesenheit von HepG2-Zdlen ba Verwendung von Kulturmedium oder
Kulturmedium ohne FCS (A, Spuren4 und 5). Einzig be Inkubation der Zdlen in Dulbecco-
PBS™ it nach 6 h noch ein geringer Prozentsatz K opplungsprodukt nachweisbar (A, Spur 6).

Wurde ein &nlicher Versuch in Anwesenheit enes 10*fach molaren Uberschusses an
oxidiertem Glutathion durchgefiihrt, so konnte die Spatung von DTA-PEN durch Zdlkultur-
Uberstand (dso zdlfre) fast vollsandig verhindert werden (B, Spur 2). In Anwesenhet von
HepG2-Zdlen und Inkubation in Dulbecco-PBS™ blieb unter Glutathionzusatz Uber die
Héfte des Kopplungsproduktes intakt, in Kulturmedium kam es jedoch zu einer vollstandigen
Umsetzung (B, Spuren 3 und 4).

Da Zusaz von oxidietem Glutathion bietet somit unter geeigneten Bedingungen enen
gewissen Schutz vor ungewollter Spdtung, doch it bel Zelen der potentidl negative Effekt
eines so groken Uberschusses an oxidiertem Glutathion auf Wachstum und andere Funktionen
zu bedenken, welcher hier nicht weiter untersucht wurde.

3.5 Rekombinante Synthese von Toxinfragmenten
mit Transfersequenz

Da be den chemisch gekoppdten Kongrukten be fehlender Cytotoxizitdt keine genauen
Rickschliisse auf einen Membrantransfer gezogen werden konnten, bot es sch an, DTA und
Trandfersequenz direkt rekombinant miteinander zu fusonieren und zu exprimieren. Die 0 in
grolerer Menge herstdlbaren Kondrukte sollten wegen der fehlenden Spatgele nicht
abgebaut werden und somit lénger die Moglichkeat fir einen Trander bieten. Diese Versuche
wurden nur fir DTA durchgefiihrt, da ba PE in friheren Versuchen Probleme mit dem
Antikorper und der Renigung auftraten (Sehe Abschnitt 3.3.3, Seite 65). Auljerdem it en
Kongrukt mit DTA fir enen spdteren Austausch gegen andere Toxine geeigneter, da diese
(z B. Rian, Abrin, Viscumin oder Shigatoxin) ene identische Anordnung in der Doménen
abfolge aufweisen, wahrend ein Audausch gegen PE aufgrund dessen inverser Doménen
sruktur (Sehe Abb. 1-3, Seite 12) nur unter grol3erem Aufwand zu rediseren i, Zusézlich
ig nicht fir dle Trojanischen Peptide beschrieben, dal3 sie sowohl N- as auch C-termind
fusoniert enen Transfer vermitteln.

Fur die Klonierung wurde zundchst nur die MTS vorgesehen, da diese im Gegensatz zu PEN
in der Lage i, grofiere Proteine in Zelen zu transportieren. Fir Penetratin sind Transfers fir
Proteine von maximad 12kDa beschrieben,® wahrend mit der MTS berdits erfolgreich
Proteine bis zu 45 kDain Zdlen geschleust werden konnten.*
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351 Klonierungvon DTA

Die cDNA der A-Kette von Diphtheristoxin wurde freundlicherweise von Dr. Sur Olsnes
(Institute for Cancer Research, Odo, Norwegen) in Form des Vektors pKD 52 zur Verfiigung
gestdlt (analog DT-Aminosturen 2-189, katdytische Doméane). Ariansen et al. zeigten, dali3
das resultierende Fragment nach Assoziation mit der ebenfdls durch In-vitro-Trandation
hergestelten B-Kette von DT enen mit natlrlichem DT vergleichbaren 1Cso-Wert an Vero-
Zdlen aufweist.*®

Das Expressonsplasmid sollte die Eigenschaften haben, das Zidprotein in grol¥eren Mengen
zu produzieren und eine einfache Reinigung zu ermdglichen. Grof3e Mengen an gut Iodichem
Proten erhdt man oft, indem man Fusongroteine mit z B. GlutathionS-Transferase,
Thioredoxin oder Matosebindungsprotein  exprimiert.  Alle drel Vaianten erlauben ene
Reinigung Uber den Fusongel, der sch anschliefend durch gezidte Proteolyse (Entero-
kinese, Thrombin) entfernen [&%. Fir die vorliegende Arbeit wurde Thioredoxin (TRX,
11.7kDa) ds Fusonspartner ausgewdhlt, und zwar ein modifiziertes, sogenanntes His-Patch
TRX,'%? wdches durch gezidte Verdnderungen ene ehdhte Affinitd zu zwewertigen
Metdlionen aufweis. Somit bot dch die Mdglichkeit ener Reinigung Uber ene Metdlchdat-
Affinitdsmatrix an; dternaiv. waren Renigungen Uber ene Thio-Bond-Matrix, die auf der
Affinitdt von redoxsendtiven, vicinden Disulfidgruppen an Arsen berunt, oder eine Antikor-
peraffinitétschromatographie mit Anti- Thio- Antikdrpern denkbar.

De Vektor pThioHis, der fir die Expresson von His-Patch-Fusonsproteinen geeignet i,
liegt in dre unterschiedlichen Lesarahmen vor. Fur die Klonierung von DTA wurde
pThioHis B eingesatzt. Auf diese Weise konnte DTA aus dem erhaltenen Vektor pKD 52 Uber
Ncol/Xhol im richtigen Leserahmen direkt in das Expressonsplasmid kloniert werden
(pJK 4). Im Fdle einer Abspdtung des Fusonsantells durch Enterokinase verblelben am N-
Terminus von DTA zwe zusizliche Aminosduren (Vd, Pro). In pKD 52 befindet sich hinter
dem Stopcodon noch eine Sequenz von circa 270 Basenpaaren, deren Bedeutung unklar i,
die aer aufgrund der gewdhlten Klonierungssirategie auch in pXK 4 enthdten ig. Zum
Abschlufd wurde die Klonierung durch Sequenzierung bestétigt (Sehe unten, Abb. 3-16).

3.5.2 Klonierungvon DTA-MTS

Zun&chs wurde die MTS, die je zwe Redriktionsschnittstellen an 5¢ und am 3¢Ende
(Kpnl/Ndel bzw. Apal/EcoR|) enthdt, in pBluescript Il KS kloniet. Dazu wurden zwel
komplementdre Oligonukleotide mit Uberhdngenden Enden fir die terminden Schnittstelen
kommezidl synthetiset (MTSfor und MTSrev), e@nzdn mit T4-Polynukleotidkinase
phosphoryliet und abschliefend be  Raumtemperatur  hybridisert. Der Vektor pBlue-
seript 11 KS wurde fir die Klonierung mit Kpnl und EcoR| linearidgert. Die nach der
Klonierung erhdtenen Klone wurden Uber eine vorhandene Apa I-Schnittstele auf Anwesen
heit des Insarts geprift (pBluescript Il KS dleine hat diese Schnittstele nicht) und  zur
Kontrolle sequenziert (pXK 5).
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pJK 4
Nco | Xho |

< pThiotisB | TRX H DTA pThioHis B >

A As2-189

Nco | EcoR |

< pthiotis | TRX__H DTA HE orhionis B >
A

Abb. 3-16: Klonierte DTA-Konstrukte zur Expression — pJK 4 repréasentiert das Expressionsplasmid
fur DTA, hergestellt durch Klonierung tber Nco | / Xho | aus pKD 52. pJK 7 reprasentiert das Expres-
sonsplasmid fir DTA-MTS, wobel zunéchst die MTS dleine (pJK 5), dann zusammen mit DTA
(pJK 6, PCR aus pJK 4) in pBluescript I KS kloniert wurde. Nach PCR aus pJK 6 (Reverse/ MTS
EcoR S rev; 96 °C, 3min; [96 °C, 1 min; 60 °C, 1min 30, 72°C, 2min] = 25; 72 °C, 5min; 16 °C)
konnte das Produkt Uber Nco | / EcoR | in pThioHis B kloniert werden. Die Striche stellen zusétzlich
eingefligte Aminosauren dar, das Dreieck zeigt die Position der im Vektor enthatenen Enterokinase-
schnittstelle.

Zur Klonierung von DTA in pX 5 wurde zunéachst DTA mittes PCR aus pJK 4 mit ener C-
terminden Nde |-Schnittstdle amplifiziet (Trx for/ DTA Nde rev), anschliel®end Uber Kpn |
und Nde | einkloniert und zur Kontrolle sequenziert (pXK 6).

Zur spateren Expresson wurde dem DTA-MTS-Insert aus pJK 6 in einer weiteren PCR ein G
termindes Stopcodon  hinzugefiigt (Reverse/ MTS EcoR S rev), so dad es schlieldich Uber
Nco | / EcoR 1 in pThioHis B kloniert werden konnte (pJK 7, Abb. 3-16). Wie auch bel pXK 4
wurden durch die Klonierungen — im Fdle ener Abspdtung des Fusonsantells durch
Enterokinase — am N-Teminus von DTA zwe (Vd, Pro) und zwischen DTA und MTS durch
die Nde |- Schnittstele ebenfdls zwe zusétzliche Aminosiuren (His, 1le) eingefligt.

3.53 Expressonde DTA-MTS-Konstrukte

Da dle Klonierungsansiize sandardmédg in E. coli DH5a transformiert wurden, wurden die
Kongtrukte pJK 4 und pJXK 7 zundchg in diessm Stamm exprimiert. Er it ebenso wie der
TOP 10-Stamm, der vom Hergeler empfohlen wird, rekombinations- (recAl) und endo-
nukleasedefizient (endAl). In Optimierungsversuchen zeigte sch dlerdings (wie auch be Lu
et al. beschrieben)®? dal} en proteasedefizienter E. coli-Samm zur Expresson am gedig-
netsten is. In diesem Fal wurden BL21-Zdlen verwendet. Es handdt sch dabel um enen
OmpT-défizienten Stamm, d. h. ihm fehlt die Protease der aul3eren Membran in E. coli, die
zwischen Arg-Arg schneidet (Abb. 3-17).

Ba XK 4 (jewels Spuren1-3) et man im Coomassegd ene deutliche, mit Induktion
zunehmende Bande zwischen 30 und 40kDa (DTA 21kDa, TRX 12kDa). Im Westernblot
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Abb. 3-17: Expression von JK 4 und JK 7in E. coli BL21 — Zur Expression wurden die Konstrukte
in BL21-Zdlen transformiert. Positive Klone wurden Uber Nacht in einer Flussigkultur (4 ml) angezo-
gen, an Morgen 1:25 mit 2Y T-Medium verdiinnt und bis zu einer ODsso Von 0.5 bel 37 °C geschiittelt.
Nach Abnahme einer Kontrollprobe (1 ml, Oh) wurde mit IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziert.
Weitere Proben wurden nach 1h und nach 3h entnommen. Nach Zentrifugation wurden die Pelletsin
Lysepuffer (je 300 pl, 50mM Tris/ HCl, pH 7.5, 500 mM NaCl) resuspendiert, mittels Ultraschall
aufgeschlossen und abzentrifugiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung (12%iges Gel) wurden
die exprimierten Proteine (jeweils nichtinduziert, 1h induziett, 3h induziert) entweder mittels
Coomassiefarbung A, 25 ul Lysat) oder im Immunoblot 8, Anti-DT / RAG*, 5ul Lysat) sichtbar
gemacht.

wird bedtétigt, dal3 es sch dabe um das zu exprimierende DTA-Fusongprotein handet. Im
Fdle von K 7 (jewels Spuren4-6) kann man en vergleichbares Verhdten beobachten.
Auch hier kommt es zu ener Uberexpresson des Fusionsproteins. Die durch die MTS
vaursachte hohere Masse kann man in e@nem geringen Molekulargewichtsshift im Gd
erkennen. Im Fale von XK 4 seht man im Blot nach 3h Induktion eine schwache Bande be
20 kDa. Es konnte sich hierbel um DTA handeln, welches wahrend der Expresson von ener
bakteridlen Protease im Bereich der Enterokinaseschnittstelle umgesetzt wurde. Um weitere
Abbauresktionen zu verhindern, wurde fir die Expresson von JK 4 und XK 7 deshdb die
Induktionsdauer von 3 h nicht Uberschritten.

3.54 Renigungrekombinanter DTA-MTS-Konstrukte

3.54.1 Reinigung tber den TRX-Fusionsanteil

Im Anschlud an die Expresson konnten die DTA-Fusionsproteine Uber die Metdlaffinitét des
verdnderten TRX (His-Patch) gereinigt werden. Dabel war zu beachten, dald3 die Fusions-
proteine wéhrend der gesamten Aufarbetung und Renigung nicht unter denaturierende
Bedingungen gelangen durften (Hitze, Detergens), da die His-Patch-Medlaffinitdt auf der
richtigen Lage zweler Higtidine zueinander beruht, also auf einer intakten Tertiarstruktur.

Als Affinitdsmatrix wurde NENTA-Agarose verwendet, die Renigung efolgte ndiv (Sehe
Abschnitt 2.14.4.2, Seite 49). Abb. 3-18 zegt das Ergebnis ener solchen Renigung fur XK 4
(Spuren 1-6) und K 7 (Spuren 8-13).
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Abb. 3-18: Renigung von TRX-Fusionsproteinen Uber Ni-NTA — Die Reinigung wurde im Batch
Verfahren durchgeftihrt. Die exprimierten Fusionsproteine JK 4 und JK 7 wurden mittels Ultraschall
aufgeschlossen und abzentrifugiert. Die Lysate wurden mit der Affinitétsmatrix inkubiert (45 min Gber
Kopf geschittelt, Raumtemperatur), dann dreima gewaschen und €uiert (100 MM Imidazol und
anschlief3end 100 mM EDTA). Die Fraktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (12%iges Gel)
und mitteds Immunoblot (A, Uberstand und Waschfraktion 10 pl, Elutionsfraktionen 25 pl) sowie
durch Silberfarbung sichtbar gemacht (B, 20 ul pro Fraktion).

In beden Fdlen kann ene Bindung des modifizieten TRX-Antels an die Affinitésmatrix
nachgewiesen werden (K 4 bzw. JK 7 befindet sch nicht in der 3. Waschfraktion wohl aber
in den Elutiondraktionen). Allerdings ig diese Bindung nur sehr schwach (Fusionsprotein
auch in den Waschfraktionen, Spuren2-3 und 9-10) und nicht sehr spezifisch fur die TRX-
Fusonsproteine  (Elutiondfrektionen im  Silbergd, Spur 5 bzw. 12). Das Bindungs- und
Elutionsverhdten lie? sch weder durch verénderte Waschbedingungen noch durch einen
langsamen Imidazolgradienten zur Elution optimieren.

3.5.4.2 Reinigung Giber Anionenaustauschchromatographie

Da die geinge Affinitd in der Medlchdatchromatographie nur dem His-Patch-Fusongel
zugechrieben werden konnte, wurde von den anderen, mdglichen Reinigungsstrategien Uber
diesen Proteinanteil abgeschen. Statt dessen wurde aufgrund eines Ubergewichts an sauren
Aminosduren in beiden Fusonsproteinen, K 4 und JK 7, ene Anionenaustauschchromato-
graphie angedtrebt. Mit dieser Methode konnten gute Reinigungseffekte in nur einem einzigen
Schritt erzidt werden (Abb. 3-19). Die Bindungskepazitét der verwendeten Sdule war so
hoch, dal3 mit enem Saulenlauf aus ener Expresson von 20ml circa 30 ug XK 4 geranigt
werden konnten. JK 7 wurde nicht ganz 0 rein von der Saule duiet wie XK 4, lag aber
mengenm&dg in einem ahnlichen Bereich vor.
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Abb. 3-19: Reinigung von TRX-Fusionsproteinen mittels Anionenaustauschchromatographie — Die
exprimierten Fusionsproteine JK 4 und JK 7 wurden in PBS mittels Ultraschal aufgeschlossen und
anschliel3end Uber eine Mono Q-Séule gereinigt (siehe Abschnitt 2.14.2, Seite 48). Unter Anwendung
eines NaCl-Gradienten euierten beide Proteine bei circa 25-30 mS/cm. Die Hauptel utionsfraktionen

(je 10 ul) wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (12%iges Gel) und in einer Coomassieférbung
sichtbar gemacht.

35.4.3 Abspaltung des TRX-Fusionsanteils

In dem Vektor pThioHisB ig am C-Teminus des TRX-Molekils eine Enterokinaseschnitt-
ddle integriet (A-Asp-Asp-Asp-Lys, Sehe Abb. 3-16, Seite 78), Uber deren Spatung der
Fusonsantell abgetrennt werden kann. Die durch  Anionenaustauschchromatographie  tell-
gereinigten Frektionen wurden nach der Methode von Lu et al.'® mit rekombinanter
Enterokinase umgesetzt (Abb. 3-20).
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Abb. 3-20: Enterokinasespaltung von JK 4 — Das Fusionsprotein JK 4 (nach Mono Q-Saule, dia-
lysert gegen EK-Puffer (siehe Abschnitt 2.16.4, Seite 58), circa 1 g pro Ansatz) wurde mit
verschiedenen Mengen Enterokinase (EK-Max) versetzt und bel unterschiedlichen Temperaturen fur
16 h inkubiert. Die Proben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (12%iges Gel) und mit einer
Silberfarbung sichtbar gemacht. Schematisch dargestellt sind potentielle Spatprodukte von JK 4. Das
schwarz ausgefilite Dreieck zeigt die Enterokinaseschnittstelle, das nichtausgefillte Dreieck zeigt die
Position einer dhnlichen Sequenz in DTA.
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Erwartet wurde, dal3 nach Zugabe von Enterokinase je eine Bande be 21 kDa (DTA) und bei
12 kDa (TRX) auftritt. Be den unterschiedlich gewdhlten Spatungsbedingungen (Spuren2—
6) seht man zwar tatsichlich eine Abnahme des Fusionsproteins XK 4 (A, bel 33 kDa), doch
tauchen Abbaufragmente in anderen Molekulargewichtsbereichen ds ewartet auf. Ein
Fragment liegt im Bereich zwischen 15 und 20 kDa (B), ein weiteres zwischen 10 und 15 kDa
(C/D) und en drittes ba weniger ds 10kDa (E). Nach Erscheinen dieses unerwarteten
Muders wurde die Sequenz von DTA auf ene Homologie zur Enterokinaseschnittstele hin
untersucht. Dabel gellte Sch heraus, dald die Aminosduren 47-51 mit der Sequenz Asp-Asp-
Asp-Trp-Lys der Konsensussequenz von Enterokinase sehr dhnlich sind. Die méglichen
Spdtfragmente aufgrund beider potentidler Schnittstdlen snd im linken Tell von Abb. 3-20
dargestelt. Vergleicht man diese mit dem taisachlich erhdtenen Fragmentmuster, so erscheint
ene Spdtung der Sequenz aus DTA sogar beglingtigt gegeniiber der Enterokinaseschnittstelle
aus dem Vektor. Eine Detektion der Abbaufragmente gelang weder mit eénem Anti-DT- noch
mit enem Anti-Thio-Antikorper, weshdb fir die Dagdlung eine Slberfabung gewdhit
wurde. Die zahlreichen Nebenbanden snd durch die Vewendung anderer Elutionsfraktionen
asder in Abb. 3-19 gezeigten bedingt.

3.5.5 Funktionsanalyse von
rekombinanten DTA-MTS-Konstrukten

Auch wenn ene Abgpdtung des TRX-Fusongeils nicht ereicht werden konnte, so sollten
die Kongrukte dennoch auf ihre Funktion hin untersucht werden. Nachdem im FDA-Assay
keine cytotoxische Wirkung nachgewiesen werden konnte, lag besonderes Interesse auf dem
Nachweis der zelulé&ren Lokdisation der Proteine nach Inkubation mit HepG2-Zdlen. Da
sch beide DT-Antikorper (Anti-DT und Mab DTA) fir diese Applikation ds nicht sengtiv
genug erwiesen, wurden die nach Mono Q-Renigung erhdtenen XK 4- und XK 7-Fraktionen
zunéchst bictinyliert.

3551 Nachweisvon DTA-MTS-Konstrukten im Zelsolubilisat

Dadurch, dal} keine Spdtdedle (Disulfidoricke) im Molekil vorhanden i, konnten die
Kongrukte ohne Bedenken Uber ene langere Zeit mit den Zdlen inkubiert werden. Ein
moglicher Trander i zwar grundsdizlich schon nach etwa 30 min feststdlbar, nimmt aber
mit der Zeit zu.' Deshab wurde eine Inkubationsdauer von 7 h gew#hit. Zur Untersuchung,
ob die Kongrukte von HepG2-Zdlen aufgenommen werden oder zumindest an diese binden,
wurde zunéchst ein Nachweisim Zdlsolubilisat durchgefihrt.

Abb. 3-21 zeqgt, dad K 4 und XK 7 gleichemal3en biotinyliet wurden (Spurenl und 4),
wobe die zahlreichen Begletbanden be JK 7 auf den geringeren Reinhetsgrad der Elutions-
fraktionen der Anionenaugtauschchromatographie  zurlickzufihren  snd. Wéhrend in den
Uberstanden (Spuren2 und 5) vergleichbare Bandenmuster wie vor der Inkubaion zu
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Abb. 3-21: HepG2-ZdIsolubilisate nach Inkubation mit DTA- und DTA-MTS-Konstrukten — Die
mittels einer Mono Q-Anionenaustauschchromatographie gereinigten Lysate von JK 4 und JK 7
wurden mit einem 50fach molarem Uberschul? an SulfoNHS-LC-Biotin inkubiert (3h tiber Kopf
geschiittelt, Raumtemperatur) und zur Abtrennung von Uberschiissgem Biotinylierungsreagens
didysiert. AnschlieRend wurden HepG2-Zdlen (5° 10° Zellen pro 6Well) mit bictinyliertem JK 4
und K 7 (Endkonzentration jeweils 0.1 uM) versetzt und fir 7h im Brutschrank unter gelegentlichem
Schwenken des Uberstandes inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen sorgfatig mit
Dulbecco-PBS™ gewaschen, in Solubilisierungspuffer abgeschabt und solubilisert (150 pl / Ver-
tiefung, Uber Kopf bel 4°C fir 16 h inkubiert, abzentrifugiert 20 min, 22000 g). Die bictinylierten
Fusionsproteine (vor Inkubation, 10 pl), die Zdlkulturiberstdnde rach 7h Inkubation (20 ul) und die
Solubilisate (Uberstdnde nach Zentrifugation, 30 pl) wurden gelelektrophoretisch  aufgetrennt
(12%iges Gd) und mittels Immunoblot (Anti-Biotin / RAG*) detektiert. Eine Inkubation der Zellen
mit Dulbecco-PBS™ zeigte kein Signdl.

beobachten sind, ist sowohl bei JK 4 (Spur 3) ds auch ba JK 7 (Spur 6) im Solubilisat nur
ene Bande in Hohe der entsprechenden TRX-Fusonsproteine zu erkennen. Die enzene
Bande bat K 7 zeigt, dad dieses MTS-enthdtende Fusionsprotein anders ds die vorhandenen
Beglaitproteine mit HepG2-Zdlen wechsdwirkt. Jedoch dirfte dieses Verhdten eher auf den
TRX- oder den DTA-Antel zurlickzufihren sain, da auch XK 4 ene Bande im Solubilisat
aufwed.

3552 Nachwesvon DTA-MTS-Konstrukten in unterschiedlichen
Zdllfraktionen

Aus dem Vorhandensain beider Konstrukte (K 4 ohne und K 7 mit MTS) im Solubilisat
konnte nicht unbedingt darauf geschlossen werden, dald3 kein Membrantransfer stattgefunden
hette. Es besteht namlich die Moéglichket, dal3 nur die Vertelung der Konstrukte in der Zdle
unterschiedlich i, da3 z. B. K 4 mit der Membran assoziiert i wahrend JK 7 ins Cytosol
gdangt. Um diesr Fragestellung nachzugehen, wurden HepG2-Zdlen mit K 4 und K 7
inkubiert und anschliel}end verschiedenen Methoden der Zdlfraktionierung unterzogen (Sehe
Abschnitt 2.11.7, Seite 33 und Abb. 3-22).
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Abb. 3-22: HepG2-ZdlIfraktionierung nach Inkubation mit DTA- und DTA-MTS-Konstrukten —
HepG2-Zdlen wurden ausgesit und mit biotinyliertem JK 4, JK 7, Tf oder Dulbecco-PBS™ inkubiert
(fur 4.5-6 h, 37 °C). Biotinyliertes Tf diente anhand seiner Verteilung as Kontrolle fur die verschie-
denen Zentrifugationsschritte wéhrend der Fraktionierung. Anschlief3end wurden verschiedene Anteile
der erhaltenen Zellfraktionen gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Anti-Biotin / RAG* im
Immunoblot detektiert (immer JK 4, K 7, Tf, PBS). A Zdlfraktionierung durch differentielle
Zentrifugation; circa 2° 10° Zellen wurden fir 4.5h mit den Konstrukten inkubiert, gewaschen, in
Fraktionierungspuffer resuspendiert und @r Douncing homogenisiert. Die Pellets P1, P2 und P3
wurden jeweils in PBS T, solubilisert. Die Cytosolfraktion wurde vor dem Auftrag mittels Aceton-
falung konzentriert. B Zdlfraktionierung nach Dignam; circa 1° 10> Zellen wurden firr 6h mit den
Konstrukten inkubiert, gewaschen und in Dignam A-Puffer homogenisiert (Inkubation 16 h, 4 °C).
Aus P 1 wurde durch Zugabe von Dignam C-Puffer Kernlysat hergestellt, P 2 und P 3 wurden jeweils
in PBS T, solubilisert.
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Betrachtet man zunéchst die Vertelung von biotinylietem Tf (jewells die 3. Spur), so findet
es 9ch in Tal A der Abbildung Uberwiegend in den Pdlets P2 und P 3 wieder, was ener
Lokdisdion in der Membran und in den lechten Organdlen entspricht. In Teill B befindet
gch hiotinylietes Tf vorwiegend in der Fraktion der leichten Organdlen (P3). In beiden
Fdlen simmt die Vertellung mit der Erwartung Uberein, da Tf an den Tf-Rezeptor bindet und
sch daher wie ein membransténdiger, endocytoseektiver Rezeptor verhdlt.

Fur die Kongrukte &% sich in beden Fdlen vor dlem ene Anhaufung in der Fraktion der
leichten Organdlen beobachten (in A: P2, in B: P3). Nach differentidler Zentrifugation (A)
|&% sch ebenfdls en beachtlicher Tell der Kondrukte in der Membran wiederfinden (P 3).
Jedoch zeigt dch in beiden Fdlen — adhnlich wie ba den entsorechenden Zdlsolubilisaten —
kein mengenméddger Unterschied zwischen K 4 ohne MTS und JK 7 mit MTS. Zu vermuten
ist, da3 der nicht entfernte TRX-Fusongel enen negativen Einflud auf die Funktion der
Proteine hat und somit einen MTS-bedingten Transfer direkt durch die Cytoplasmamembran
verhindert.

3.6 Klonierung, Expression und Reinigung von
Adaptertoxinen

Mit der direkten Fuson der toxischen Domane von DTA und der Transfersequenz MTS
konnte — vermutlich durch den nicht entfernten TRX-Antel im exprimieten Protein — en
Membrantransfer nicht klar gezeigt werden. Mit solchen Kongrukten wére aber ohnehin nur
en Transfer durch die Zelmembran nachweisbar gewesen. Zwar kann man durch Absenken
des pH-Wertes im Zdlkulturmedium endosomde Verhdtnisse nachahmen, so da z. B. die
A-Kette von Diphtheriatoxin direkt von der Zelloberfléche ins Cytosol gelangen kann,*? doch
kémen diee atifizidlen Bedingungen fur enen Einsaz in vivo nicht in Beracht. Daher
wurden im folgenden Kongrukte hergestelt, die enen gerichteten Transport von den
Endosomen ins Cytosol bewirken.

Dazu wurden zwe funktionele Gruppen bendtigt, die zusammen mit der Transfersequenz
enen Adapter bilden (3ehe Abb. 1-8, Sate 23). erstens ene cytosolisch spdtbare Sequenz
(CCU) und zwetens eine endosomd spdtbare Sequenz (ECU). Da weiterhin die rekom-
binante Synthese ds rationdler und damit vortelhafter angesshen wurde, mulden beide
funktiondllen Gruppen peptidischen Ursprungs sein. Es wurde mit und ohne enen Tag
gearbeitet, um eneasdts die Moglichkeiten einer anschlief®enden Reinigung zu vergrolemn
und anderersaits den Einflul des Tag auf die Proteinfunktion Uberprifen zu konnen. Aller-
dings sollte der Tag am Molekil verbleiben kénnen, um Abspdtungsprobleme zu verhindern.
Dazu bot sch en 6  His-Tag an, fir den eine N-terminde Lokalisation vorgesehen wurde.
Dies ermiglichte das Einfligen enes Cydenrestes an C-Terminus, Uber den der tumorzdl-
gpezifische Ligand entweder direkt oder Uber enen pH-labilen Crosdinker (Spatung im
Endosom, dso additiv zur peptidischen Sequenz) gekoppelt werden konnte.
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3.6.1 Klonierungvon DTA-MTS-Adaptertoxinen

Da DTA-MTS ds Insert bereits im Vektor pJK 6 vorlag (Sehe Abschnitt 3.5.2, Seite 77),
wurde zundchgt aus diessm en Adaptertoxin kloniert. Begonnen wurde mit der Klonierung
der endosoma spdtbaren Sequenz, die die natlrlichen Spatsequenzen der proteasesendtiven
Bereiche von PE und DT enthdt (ESP = endosoma spatbares Peptid, RHRQPRGNRVRRS,
gehe Abschnitt 7.2, Seite 148). Aulerdem ig in ihr eine weitere Redtriktionsschnittstelle fr
Smal und Xmal enthdten, Uber die en tumorspezfischer Ligand auch direkt fusoniert
werden kann. Am 3¢Ende befinden sch ein Cystein und zwe Stop-Codons. Das ESP wurde
in Form von zwei komplementéren Oligonukleotiden passend zu pJK 6 mit Uberhdngen fir
gne Apal- und ene EcoRI-Schnittddle kommezidl synthetisert (ESP for/ ESP rev),
anchlielZend phosphoryliet und schlieldich  hybridisert. Der Vektor pX 6 wurde mittels
Redriktionsverdau mit Apal und EcoR| fir die Ligation vorbereitet. Die Kontrolle der
Ligation efolgte durch Kolonie-PCR mit den Primen T 7 und DTA-265 for (Abb. 3-23).
Von den im Agarosegd gezeigten, getesteten Klonen benhdten zwe die ESP, namlich die,
be denen en groRReres PCR-Fragment zu sehen ist (Spuren snd mit eénem Stern gekenn-
zeichnet). Von diesen Klonen wurde Plasmid-DNA prépariert, die zur Kontrolle sequenziert
wurde (pJK 8).

pJK 6
Nco | EcoR |
< pBlue DTA ~|E pBlue >
_> ‘_
DTA-265 for T7
pJK 8
Nde | Apall
< pBlue DTA &l pBlue >
_> 4_
DTA-265 for T7

Abb. 3-23: Kolonie-PCR zur Kontrolle der Klonierung ESP in pJK 6 — Der Vektor pJK 8 wurde aus
pJK 6 wie folgt kloniert: Die Oligonukleotide ESP for und ESP rev wurden einzeln phosphoryliert
(2h, 37 °C) und nach Inaktivierung der Kinase (15 min, 72 °C) hybridisert (Abkihlprogramm siehe
Abschnitt 2.15.11.2, Seite 55). pJK 6 wurde zundchst mit Apa | (2h, 25 °C), dann mit EcoR | (2h,
37 °C) geschnitten, per Gelextraktion gereinigt und mit dem hybridiserten ESP ligiert (16 h, 14 °C).
Anschlielfend wurde in kompetente E. coli DH5a transformiert. Als Ligationskontrolle wurde eine
Kolonie-PCR mit den Primern T 7/ DTA-265 for durchgefuhrt (Temperaturcyclus. 96 °C, 5 min;
[96 °C, 30s, 55°C, 30s, 72°C, 2min] ~ 35; 72°C, 2min; 16 °C). Die geeektrophoretisch aufge-
trennten PCR-Ansitze der getesteten Klone sind rechts gezeigt (2%iges Agarosegel), auf der linken
Seite sind die Vektoren pJK 6 und pJK 8 dargestellt. Die Pfelle zeigen die Lage der fur die Kolonie-
PCR verwendeten Primer und somit die Grofe des zu erwartenden PCR-Produktes an. Die
Bezeichnung pBlue steht fur pBluescript 11 KS.
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Fur die Klonierung der cytosolisch spdtbaren Sequenz (CSP = cytosolisch spatbares Peptid,
YVHDEVDRGP, sehe Abschnitt 7.2, Seite 148), die unter anderem Erkennungsmotive fir
die Caspasen1 und 3 enthdlt, gand in pJX 6 und pJK 8 nur noch eine Nde I-Schnittstele (3¢
Ende DTA, 5¢Ende MTS) zur Vefligung. Mit ener Klonierungsstrategie vergleichbar der fir
das ESP ewies sch der Einbau des CSP Uber diese ene Schnittstele as schwierig.
Aulerdem war darauf zu achten, dal3 die einzelnen Komponenten des Adaptertoxins stets
getrennt  voneinander auswechsdbar bleben. Da dies im Fdle enes Audausches der
Toxindoméne bel ener solitéren Nde I-Schnittstelle nicht gewéhrleistet werden konnte, wurde
von Herrn Iring Helder (Inditut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie, UKBF, FU-
Belin) eén CSP mit ener Nhel- und ener Ndel-Schnittstele (5¢ bzw. 3¢Ende) in en
entsprechendes Toxinkonstrukt kloniert (plH, Abb. 3-24).

pIH

Nco | Sac |l

< pET11d |~Tag—  Saporin
/ \

Nhe | Nde | Apal EcoRI
-A-S{CSP|-H-M BVYIIER A-G-P-N-F
10 AS 12 AS

Abb. 3-24: Toxinkonstrukt plH mit CSP — Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von Herrn
Iring Heider (Ingtitut fur Klinische Chemie und Pathobiochemie, UKBF, FU-Berlin) zur Verfligung
gestellt. Zwischen eine Nco I- und Nhe I-Schnittstelle ist ein 6 His-Tag und die Toxinkomponente
(Saporin) kloniert, zwischen Nhel und Nde | befindet sich dis CSP, dem sich die MTS mit einer
Apa |- und einer EcoR I-Schnittstelle anschliefdt. Das gesamte Konstrukt befindet sich in dem zur
Expression geeigneten Vektor pET 11d; die Ausschnittsvergrof3erung zeigt die durch die Klonierung
zusdtzlich eingebrachten Aminoséuren im 1-Buchstabencode (siehe Abschnitt 7.3.2, Seite 149).

Das Toxinkonstrukt plH diente zur vollstandigen Klonierung des Adapters. Aus pJK 8 wurde
mit Hilfe eéner PCR en DNA-Abschnitt amplifiziert, der sowohl MTS und as auch ESP
enthidt. Nach Geextraktion wurde das Fragment mit Ndel und EcoR| verdaut und in den
ebenso aufgeschnittenen Vektor plH kloniert, um das ESP enzufligen. Der Erfolg der
Klonierung wurde mittedls Kolonie-PCR kontrolliert. Von postiven Klonen wurde Plasmid-
DNA prgpariet und sequenziert. Das resultierende Plasmid pJK 9 im Vektor pET 11d setzt
gch zusammen aus Tag, Toxin (Saporin), CSP, MTS und ESP (Abb. 3-25).

Zur Fetiggdlung der vollgdndigen DTA-Kondrukte mul¥e in enem letzten Schritt der
Toxinantell in pX 9 durch die A-Kette von DT ersetzt werden. Fur ein Konstrukt ohne
6 " His-Tag wurde DTA aus pJK 6 mit einer Nhe |-Schnittstelle an 3¢Ende amplifiziet und
Uber Ncol/Nhel enkloniet (pXK 10). Ein 6" HisTag an 5¢Ende von DTA wurde mit
Hilfe von entsprechenden Primern (DTA Nhe rev/ Nco H DTA for) durch Amplifikation aus
pJ 6 und Klonierung Uber Ncol/Nhel engefigt (pXK 11). In beiden Fdlen wurde die
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Klonierung mittels einer Kolonie-PCR mit einem DTA- und einem vektorspezifischen Primer
Uberpriift, podtive Klone wurden zusdtzlich sequenziert. In Abb. 3-25 snd die vallsténdigen,
in pET 11d klonierten DTA-Adapterkonstrukte dargestelit.

pJK 9
Nco | Sac Il

< pET11d | Tag— " 'Saporin BHE-5| peT120 >

/\

Nhe | Nde | Apal Xmal EcoR |
-A-S-CSP-H-M-A-G-P- ESP |- P - G - Cystein - Stop - Stop
10 AS 12 AS 13 AS
pJK 10
Nco |
< pET11d DTA 34 %@
pJK 11

Nco | Hind 111

< pET11d (6" His— DTA BHEHS| pET 20 >

Abb. 3-25: pJK 9 und klonierte DTA-Adapterkonstrukte mit MTS — Fir die Klonierung von pJK 9
(ESP in plH) wurde zunéchst aus pJK 8 ein DNA-Abschnitt mit MTS und ESP amplifiziert
(T 7/ DTA-265 for, sehe Abb. 3-23, Temperaturcyclus. 96 °C, 3min; [96 °C, 1min; 60 °C, 305,
72°C, 1min] © 25; 72 °C, 5min; 16 °C) und mittels Gelextraktion gereinigt. Nach Verdau mit Nde |
und EcoR | (2h, 37 °C, anschlielf®end Enzyminaktivierung 20 min, 65 °C) erfolgte die Klonierung in
den ebenso geschnittenen Vektor plH. Fir die Klonierung von pJK 10 wurde DTA mit einer Nhe |-
Schnittstelle am 3tEnde aus pJK 6 amplifiziert (Pwo-Polymerase, Reverse/ DTA Nhe rev, Tempe-
raturcyclus. 96 °C, 3min; [96 °C, 1min; 65°C, 1min 30s, 72°C, 2min] = 25; 72 °C, 5min; 16 °C).
Das PCR-Produkt wurde mittels Geneclean gereinigt und mit Nhe | und Nco | verdaut (2h, 37 °C,
anschliefRend Enzyminaktivierung 20 min, 65 °C). Der Vektor pJK 9 wurde ebenfals mit Nhe | / Nco |
verdaut. Um eine Reinigung zu umgehen, wurde diesem Verdau Hind |11 zugefligt, welches innerhalb
des Saporinbereiches schneidet (2 h, 37 °C, anschlief3end Enzyminaktivierung 20 min, 65 °C). In der
anschlief3enden Ligation wurde bevorzugt DTA eingebaut, da eine Religation aus drel Tellen seltener
vorkommt. Fir die Klonierung von pJK 11 wurde ebenfalls eine PCR aus pJK 6 durchgefuhrt, aler-
dings unter Verwendung von Tag-Polymerase. Durch entsprechende Primer konnte so am 5¢Ende von
DTA ein 6" His-Tag mit einer Nco I- und einer Hind I11-Schnittstelle eingefligt werden (Nco H DTA
for / DTA Nhe rev, Temperaturcyclus siehe Pwo-PCR). Die folgenden Schritte wurden analog zu
denen der Klonierung von pJK 10 durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt das Saporinkongtrukt pJK 9 und
die beiden klonierten DTA-Adapterkonstrukte pJK 10 und pJK 11, wobe fir pJK 9 die Adapterregion
vergrof3ert dargestellt ist. Bei pJK 10 und pJK 11 schlieft sich die aufgefiihrte Sequenz unmittelbar an
Asparagin-189 von DTA an. Die durch die Schnittstellen zusétzlich eingefligten Aminosauren sind im
1-Buchstabencode dargestelIt (siehe Abschnitt 7.3.2, Seite 149 und Abschnitt 7.2, Seite 148).

ESP
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3.6.2 Klonierungweterer DTA-Adaptertoxine

Eine der Hauptvoraussetzungen fir die Funktionswveise von vollsdndigen Immunoadapter-
toxinen is en efizienter Membrantrandfer. Unter Annahme einer Spdtung des ESP (wegen
der enthdtenen nalrlich vorkommenden Sequenzen) i somit die Testung verschiedener
Trandersequenzen  en  wichtiger Schritt zur  Entwicklung enes optimaen Kongruktes.
Deshdb wurde die Transfersequenz von Rojas et al. (MTS) im folgenden entweder durch
Penetratin (PEN) oder durch ein sogenanntes TLM ersetzt® Be letzterem handdlt es sich bei
um das Trandokationsmotiv der PreS2-Doméane von Oberflachenantigenen des Hepatitis-B-
Virus (dehe Tab. 1-3, Sate 20, Sequenzen dler verwendeten Transferpeptide siehe Abschnitt
7.2, Seite 148).

Fur die Klonierung der beden Transfersequenzen PEN und TLM wurde eine etwas andere
Strategie ds fur die Klonierung von MTS und ESP verfolgt. Da die zur spéateren Hybridi-
geung enzen besdlten, verhdtnismddg langen Oligonukleotide oft sehr fehlerhaft waren,
wurden in diesem Fdle solche Oligonuklecotide bedtdlt, die as Primer fir ene PCR
verwendet werden konnten. Da eine Klonierung tUber Apal am 3tEnde der MTS wegen eines
weiteren Vorkommens diessr Schnittstelle im Vektor pET 11d nicht empfehlensvert war,
wurde Uber die Ndel-Schnittsdle am 5¢Ende der MTS kloniert. Dazu wurde mit ent-
gprechenden Oligonukleotiden fir PEN und TLM (Nde PEN ESP for, Nde TLM ESP for) und
enem Vektorprimer (pET 11d-200 rev) eine PCR durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden
anchliefiend, wie auch der Vektor, Ndel /EcoR | verdaut und ligiert. Unter Verwendung von
pJK 10 ds Vektor konnten Adaptertoxine ohne Tag, unter Verwendung von pJK 11 solche
mit Tag kloniert werden (pJK 12-15, Abb. 3-26).

Wegen der groffen Mengen RNA in den DNA-Prgparationen von Plasmiden mit pET 11d-
Ursorung erwies sgch ene Sequenzierung bereits be pJK 10 und pJK 11 as problematisch
(sehe oben). Dennoch mufden die Sequenzen wegen der durchgefUhrten PCR bestétigt
werden. Dazu wurden die vollgdndigen Insats Uber die Redriktionsschnittstelen
Ncol/EcoR| in den Klonierungsvektor pLitmus28 umkloniert, der bede Schnittstellen
innerhdb sainer Multiple Cloning Ste trégt. Diessr Schritt erdffnete die Moglichkeit einer
DNA-Prgparation mit geringer RNA-Verunreinigung und zusdzlich hoherer Ausbeute. Auf
diese Weise konnten die Sequenzen von pJXK 12-15 bedtédigt werden. Als zusdzliche
Kontralle fir pJK 10 und pJK 11 wurde nachtréglich ebenfdls ene deratige Klonierung mit
anschlieffender  Sequenzierung  durchgefiinrt. Die resultierenden Plasmide in pLitmus 28 sind
durch ein zusétzliches,,L“ gekennzeichnet (pJK 10L—pJK 15L).

3.6.3 Klonierungder DTA-Kontrollen

Im Fdle ener Expresson der Konstrukte pJK 10-15 ig eine Kontrolle in Form der enzyma-
tisch aktiven A-Kette dleine fir die funktiondle Charakteriserung unerlddich. Durch diee
Kontrolle i man in der Lage, den Einflud des Adapters auf die enzymatische Aktivitét im
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< pET 11d DTA % pET 11d >

pJK 12
Nde | Apa |
-H-M-E=ENE- A-G-P -
16 AS
pJK 14
Nde | Apa |
-H-M-IEN-A-G-P-
12 AS

< PpET11d (6" His— DTA % pET 11d >

pJK 13
Nde | Apa |
-H-M-=NE A-G-P -
16 AS
pJK 15
Nde | Apa |
-H-MISN-G-G-P-
12 AS

Abb. 3-26: Adaptertoxine mit den Transfersequenzen PEN und TLM in pET 11d — Zur Klonierung
der Transfersequenzen PEN und TLM wurden PCRs mit den spezifischen Primern Nde PEN ESP for
bzw. Nde TLM ESP for und &m Vektorprimer pET 11d-200 rev durchgefihrt (Pwo-Polymerase,
Temperaturcyclus. 96 °C, 3min; [96 °C, 1min; 68°C, 1min 30s;, 72°C, 2min] = 25; 72 °C, 5min;
16 °C, Template pJK 10). Nach Reinigung mittels Geneclean wurden die PCR-Produkte sequentiell
mit Ndel (2h) und EcoR | (1h) verdaut und die Enzyme anschlief3end hitzeinaktiviert (20 min,
65 °C). Als Vektoren dienten pJK 10 und pJK 11, die vor der Ligation ebenfals mit Nde | / EcoR |
verdaut und per Gelextraktion gereinigt wurden. Dargestellt sind die aus den Klonierungen resul-
tierenden Plasmide. pJK 12 und pJK 14 stammen aus der Klonierung in pJK 10 ohne Tag, pJK 13 und
pJK 15 stammen ab von pJK 11 mit 6 His-Tag. In den AusschnittsvergroRerungen sieht man die
durch die Klonierung eingebrachten Aminosduren (siehe Abschnitt 7.3.2, Seite 149 und Abschnitt 7.2,
Seite 148). Hierbe ist bel JK 15 das Glycin gegeniber dem sonst immer vorkommenden Alanin am C-
Terminus der TLM zu beachten.

zdlfreden Milieu und in der Zdlkultur zu untersuchen. Gekauftes vollgéndiges DT gdlt in
beiden Félen die Pogtivkontrolle dar.

Fur die Klonierung von DTA wurden mittels entsprechender Primer (Reverse/ DTA EcoR S
rev (ohne Tag) bzw. Nco H DTA for/DTA EcoR S rev (mit Tag)) aus dem Template pXK 6
solche DNA-Stiicke amplifiziert, die an ihrem 3¢Ende zwe Stop-Codons und eine EcoR |-
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Schnittstdle aufweisen. Nach Redriktionsverdau mit Nco |l und EcoR | wurden diese in den
ebenso verdauten Vektor pJK 10 ligiert (pJK 16 und pJK 17, Abb. 3-27).

Der Erfolg der Ligation wurde durch Redriktionsverdau Uberprift. Die Inserts von podtiven
Klonen wurden Uber Ncol/EcoRI in pLitmus28 kloniert und zur Kontrolle sequenziert
(pIK 16L und pJK 17L).

3.6.4  Expresson der Adaptertoxine

Die Serie der pET-Vektoren delt ein bakteridles Expressonssystemn dar, welches unter der
Kontrolle des T7-Promotors und des Laktose-Operons steht. In speziellen E. coli-St&mmen
mit der Zusazbezeichnung ,DE3* i das T7 RNA-Polymerasegen unter Kontrolle des
lacUV5-Promotors und des Laktose-Operons in das Bakteriengenom integriert  (z. B.
BL21(DE3)). Unter Zusatz von IPTG, enem nicht metaboliSerbaren Pseudosubstrat fir den
lac-Repressor  (physiologisch Laktose oder Allolaktose, Metabolit des Laktosestoffwechsels),
wird T7 RNA-Polymerase gebildet, die anschliellend zur Transkription des Zielgenes —
Kloniert in pET 11d — beitrégt.

Fur die Optimierung der Expresson wurde vor adlem mit pJK 10 gearbeitet. Nach Trans-
formation in E. coli BL21(DE3), einen proteasedefizienten Bakteriengamm (sehe Abschnitt
3.5.3, Sate 78), wurden verschiedene Ansitze zur Expresson durchgefihrt. Nachdem erste
Experimente ohne weitere Zusitze nur zu einer geringen Uberexpression fihrten, wurde
versucht, durch Zugabe von Glucose oder Rifampicin, ene Hintergrundexpresson zu unter-

pJK 16

Nco | EcoR |

< pET 11d DTA | Stop- Stopq pET 11d >

pJK 17

Nco | Hind Il EcoR |

< PpET11d 6" His— DTA — Stop - Stop-{ pET 11d

:

Abb. 3-27: DTA-Kontrollen — Dargestellt sind pJK 16 und pJK 17, die nur die codierende Sequenz
von DTA enthalten (mit oder ohne Tag) und fur die Expresson in pET 11d kloniert wurden. Zur
Klonierung von pJK 16 wurde aus pJK 6 eine PCR mit den Primern Reverse/ DTA EcoR Srev durch
gefahrt, fur pJK 17 fanden Nco H DTA for und DTA EcoR S rev Verwendung (Pwo-Polymerase,
Temperaturcyclus. 96 °C, 3min; [96 °C, 1min; 60 °C, 1min 30s, 72°C, 2min] = 25; 72 °C, 5min;
16 °C). Nach Geneclean-Reinigung wurden die PCR-Produkte mit Nco | und EcoR | verdaut (1.5 h)
und danach die Enzyme hitzeinaktiviert (20 min, 65 °C). Fir die Ligation diente pJK 10 als Vektor,
der ebenso verdaut und Uber Gelextraktion gereinigt wurde.
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driicken. Solange ausreichend Glucose im Medium ist, wird eine durch Laktoseverunreini-
gungen bedingte Hintergrundexpresson reduziert. Rifampicin  dagegen fihrt durch ene
Inhibition der RNA-Polymerase des Wirtes zu einer verminderten Expresson von bakteridlen
Proteinen, so da’ Transkription und Trandation des Zielgenes effizienter ablaufen kénnen.'*’
Die Ergebnisse der entsprechenden Optimierungsversuchesind in Abb. 3-28 gezegt.

Die Expresson unter Zusaz von Rifampicn zum Zetpunkt der Induktion (Spur 2) unter-
scheidet sch nur minima von der ohne wetere Zusdize (Spur 1). Gibt man Rifampicin erst
25 min nach Induktionsstart zu (Spur 3), 0 ist zwar die Hintergrundexpresson an bakteriellen
Proteinen geringer, dafir aber auch die Expresson des Zielgenes. Unter Glucosezugabe
(Spur 4) st die beste Expresson zu beobachten, dlerdings werden auch deutlich mehr
bakterielle Proteine exprimiert, was eine anschlief3ende Reinigung erschwert.

Daher wurden weitere Ansétze zur Optimierung der Expresson unternommen. pJK 10 wurde
zusammen mit pREP 4 (Qiagen) trandformiert und exprimiert. pREP 4 codiert fir den lac-
Repressor und begrenzt somit — wie auch Glucose — unerwiinschte Transkriptionsprozesse vor
der IPTG-Induktion. Auf3erdem wurde das Insert aus pJK 10 Uber Ncol und EcoR| in den

&
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Abb. 3-28: Expression von pJK 10 unter Zusatz von Glucose oder Rifampicin — Aus einer Uber-
nachtkultur von pJK 10-tragenden BL21(DES3)-Zellen wurden vier Ansédtze (je 20 ml) zur Expression
angeimpft (CircleGrow-Medium plus Ampicillin). Alle Ansétze wurden bei 37 °C bis zu einer ODssq
von circa 1.1 geschittelt und mit ImM IPTG induziert. Ansatz 1 enthielt keine weiteren Zusétze,
Ansatz 2 wurde zusammen mit der Zugabe von IPTG Rifampicin (100 pg/ml) zugesetzt, Ansatz 3
wurde 25 min nach IPTG-Zugabe mit Rifampicin (100 pg/ml) versetzt und Ansatz 4 wurde von
Beginn an Glucose (0.5 % (w/v)) zugefigt. Nach 3h Induktion wurde jeweils eine Probe enthommen
(1ml), abzentrifugiet und das Pelet in Tris-Puffer (100 ul, 20mM, pH 7.5 mit Lysozym
aufgeschlossen (0.5 g, 15 min, 30 °C). Nach gelelektrophoretischer Auftrennung (12%iges Gel) von
jewells 10l Lysat wurde in A eine Coomassieférbung, in B eine Immunoféarbung mit Anti-
DT / RAG* durchgefihrt.
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ebenso aufgeschnittenen Expressionsvektor pBadMycHis C kloniert (pJK 10B) und sowohl in
TOP 10- ds auch in LMG 194-Zdlen exprimiet (Abb. 3-29). Dieses Vektorsyssem wurde
deshdb ausgewdhlt, da es mit sehr geringem Aufwand eine Umklonierung erméglichte und da
es mit enem adabinosainduziertbaren Promotor Uber enen vollig anderen  Aktivierungs-
mechanismus verflgt as das pET- System.

Bem Veglech der verschiedenen Ansdze 1d% sch erkennen, dal3 die Expresson unter
Kotrandormation von pREP4 (Spur 1) am dékgen ist. Im Coomassiegd deht man ene
deutliche Bande bei circa 25kDa, dlerdings snd im Vergleich zu dem Ansaiz ohne pREP 4
(Spur 2) verst&rkt Abbaubanden im  Immunoblot zu beobachten. Beide Expressonen im
pBadMycHis-System (Spuren3 und 4) zegen ene mit pET 11d (Spur 2) verglechbare
Expressonsrate, wobel hauptséchlich ein kleineres Produkt entsteht. Da beide Bakterien
sanme nicht proteasedefizient sind, lassen die kleineren Fragmente auf eine Abbaureaktion
schlief3en (Spdtung innerhalb des ESP, potentidlle Spaltstdle fir OmpT).
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Abb. 3-29: Koexpression von pJK 10 mit pREP 4 in BL21(DE3) und Expression von pJK 10B in
TOP 10- und LMG 194-Zédllen — Zur Expression wurde pJK 10 einma dleine und einma mit pREP 4
zusammen in BL21(DE3) transformiert. Zur Klonierung von pJK 10B (in pBadMycHis C) wurde das
Insert zunéchst aus pJK 10 herausgeschnitten (Nco | / EcoR I) und in den ebenso aufgeschnittenen
Vektor kloniert. Der Erfolg der Ligation wurde durch Restriktionsverdau Uberprift und positive Klone
wurden sowohl in TOP10- ads auch in LMG 194-Zdlen transformiert. Zur Expresson wurden
folgende Ubernachtkulturen angeimpft (alle mit Ampicillinzusatz): pJK 10 mit pREP 4 in CircleGrow-
Medium und zusdtzlichem Kanamycinzusatz, pJK 10 in CircleGrow-Medium, pJK 10B / TOP 10 in
CircleGrow-Medium und pJK 10B / LMG 194 in RM-Medium. Die Ansdtze wurden am Morgen 1.1
mit den entsprechenden Medien verdinnt und bis zu einer ODgo, VON circa 0.5-0.8 geschiittelt. Zur
Induktion wurde den pET 11d-Ansdtzen 1mM IPTG, den pBad-Ansitzen 0.002 % (w/v) Arabinose
zugesetzt. Nach 2.5h Induktion wurden die Bakterienpellets in Tris-Puffer resuspendiert (20 mM,
pH 7.5) und mit Lysozym aufgeschlossen (15 min, 30 °C). Jeweils 50 pg (A) oder 25 pug (B) Gesamt-
protein wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (12%iges Gel) und mittels Coomassieférbung @)
bzw. Immunodetektion mit Anti-DT / RAG* (B) sichtbar gemacht.
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Aus den Ergebnissen der verschiedenen Expressionsversuche wurde geschlossen, da3 ohne
weltere Zusitze eine Expresson der pET 11d-Konsrukte in E. coli BL21(DE3) zwar nicht die
hochgen Ausbeuten erbringt, doch aufgrund der geringen proteolytischen Abbauprozesse
trotzdem vorteilhaft ist.

Zetgleich sollte in ener weteren Versuchsehe geklat werden, ob es durch eine Variation
des Bakterienaufschlusses moglich i, die Ausbeute an Zidprotein zu erhdhen. Dazu wurde
pJK 10 mit pREP 4 in E. coli BL21(DE3) kotransformiert und exprimiert. In einer Versuchs-
relhe wurden die Bakterienpdlets zundchgt mit Ultraschall aufgeschlossen und anschliel?end
vaschiedene  Ammoniumsulfaifdliungen (2245 % (w/v)) durchgefihrt. In einer  anderen
Serie wurden die Pdlets mit Lysozym aufgeschlossen und anschlielend unterschiedlich lange
mit Ultraschdl behanddt. Die verschiedenen Lysate wurden im Immunoblot auf freigesetzte
Menge an Zidprotein und im Coomessegd auf freigesstztes Gesamtprotein getestet. Ein
DNA-Agaosege zeigte gleichzatig freigessizte Nuklensuren, die wegen ihrer negativen
Ladung ene Renigung mitteds Anionenaustauschchromatographie  erheblich  erschweren
konnen (Abb. 3-30).
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ADbb. 3-30: Versuchsrethen zur Effizienz verschiedener Methoden des Bakterienaufschlusses —
pJK 10 wurde mit pREP 4 in BL21(DE3) kotransformiert und in zwei Ansdtzen unter Anwesenheit
von Kanamycin as Sdektionsantibiotikum fir pREP 4 exprimiert. Ein Ansatz wurde zunéchst mit
Ultraschall behandelt (6° 10s mit der Gerdteinstellung Stufe 3-4, Intensitét 30—40 %), dann mit
unterschiedlichen Mengen Ammoniumsulfat gefdlt und resuspendiert. Der zweite Ansatz wurde
zunéchst mit Lysozym inkubiert (5pug/ml Lysat, 15 min, 30 °C), anschliel?end unterschiedlich oft mit
Ultraschal behanddt (Ultraschall gibt hier die Anzahl an einzelnen Ultraschallstézen nit der Geréat-
eingtellung Stufe 3-4, Intensitdt 3040 % an) und abzentrifugiert (4 °C). Im oberen Teil der Abbildung
sind die verschiedenen Lysate in einer Coomassieférbung nach gelelektrophoretischer Auftrennung
(12%iges Gel) zu sehen, im unteren Teil ist ein entsprechendes Agarosegel gezeigt.
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Im Immunoblot (nicht gezeigt) snd unter Aufschlul? mit Lysozym nur kleine Unterschiede in
der Expressongate erkennbar. Mit zunehmender Intendtéd der Ultraschdlbehandlung seigt
die Ausbeute langsam an, jedoch lassen sich auch vermehrt Abbauprodukte wie in Abb.
3-29 B, Spur 1 erkennen. Zur Beurteilung der verschiedenen Lysemethoden ist es daher snn-
voll, das Coomassegd heranzuziehen. Nach Ultraschdlbehandlung und  anschlief3ender
Fdlung geht man mit ener deigenden Menge Ammoniumsulfat sowohl eine Zunahme an
Zidprotein wie auch ene Zunahme an freigesetzten bakteridlen Proteinen (Spuren2-4). Das
Ausmal der bekteridlen Verunreinigung i im Fdle eines Aufschlusses aleén mit Lysozym
am geringsen (Spur ganz rechts). Unter Anwendung von Ultraschdl erhoht sch zwar die
Ausbeute an Zidprotein, alerdings auch die Freisstzung bakteridler Proteine. Das DNA-
Agarosgd im unteren Tel zeigt, dal3 im Fdle ener intensven Ultraschallbehandlung grofie
Mengen an Nukleinsduren freigesetzt werden (Spurenl1-4), die sch auf ene anschlief3ende
Reinigung negativ auswirken konnen. Eine Lysozymbehandlung fuhrt jedoch nicht zur Fre-
setzung von Nukleinsduren und et deshdb die geeignetere Aufschlufdechnik dar.

Zusammenfassend ergab die Abwégung der Faktoren Ausbeute an Zielprotein, proteolytischer
Abbau und bakteridle Verunreinigungen bel verschiedenen Lyseprozessen folgende Strategie
fir die Expresson der Ubrigen Adaptertoxine Expresson ds pET 11d-Konstrukte in
BL21(DE3), Induktion bel ener ODsso von circa 0.8 Uber eine Dauer von 2-3 h, anschlief3end
Aufschiu? mit Lysozym und eventudl ene sanfte Ultraschdlbehandlung. In Abb. 3-31 ist
eine derartige Expresson nebeneinander fur ale Adaptertoxine ohne Tag dargestellt.
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Abb. 3-31: Expression von pJK 10, pJK 12, pJK 14 und pJK 16 in BL21(DE3) — Aus entsprechenden
Ubernachtkulturen wurden Hauptkulturen (je 100 ml, LB-Medium mit Ampicillin) angeimpft und bis
zu einer ODss von circa 0.8 geschuttelt. Nach Entnahme einer Probe (1 ml) wurde nach Zugabe von
IPTG (1 mM) fur 2hinduziert. Eine weitere Probe wurde entnommen, bevor der Rest der Kultur fir
spétere Versuche abzentrifugiert und das Pellet bel - 20 °C eingefroren wurde. Die abzentrifugierten
Proben wurden in Tris-Puffer (300 yl, 20mM, pH 7.5) resuspendiert und kurz (2 Intervale) mit
Ultraschall behandelt. Nebeneinander aufgetragen sind jeweils die Proben vor (-) und nach (+)
Induktion (je 20ul), gezeigt nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Detektion im Immunaoblot
(Anti-DT / RAG*).
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3.6.5 Reinigung der Adaptertoxine

Fir die Renigung der verschiedenen Adaptertoxine sanden mehrere Moglichkeiten  zur
Verfigung. Da dle Kondrukte so kloniet wurden, dal3 se auch mit 6~ His-Tag exprimiert
werden konnen, wurde zunéchs die Renigung mit Hilfe ener Medlaffinitdtschromato-
graphie durchgefihrt. Unter nativen Bedingungen konnte fir JK 11 im Immunoblot zwar eine
Bindung an NP*-Cheasepharose gezeigt werden, dlerdings kam es nicht zu ener fir ene
Detektion im Silbergel ausreichenden Anreicherung des Zielproteins.

Eine wetere Mdoglichkeit der Renigung bigtet eine  Anti- DT-Antikorperaffinitdtschromato-
grgphie. Da fir ene solche Reinigung grolere Mengen Antiserum nitig gewesen wéren (nur
kommerzidl erhdtlich, deshdb sehr kogtenintensv) und da be der Reinigung von XK 3 ene
vergleichbare Matrix nur Uber ene geringe Bindungskepazitét verflgte, wurde von dieser
Strategie abgeschen. Es konnte jedoch trotzdem eine auf dem Toxinantell basierende Affini-
tétschromatographie ohne Zuhilfenahme des Tags angewendet werden. Aufgrund der Bin-
dungseffinitst der A-Kette von DT zu NAD® wurde eine Blauge- Affinitdschromatographie
durchgefiihrt, bei der eén mit NAD" strukturdl verwandtes Farbstoffmolekiil (Cibacron Blug)
ds Ligand fir die Affinitésmatrix fungiet. Dieses Vefaren ig inofern vortellhaft, da es
neben der Reinigung auch Rickschlisse auf ene enzymatische Aktivitdt der Proteine zuldy,
fir die die Bindung von NAD" eine zentrde Rolle spidt. Wiederum wurde fir eine Opti-
mierung des Vefahrens zunachs nur pXK 10 herangezogen. Nach Expresson in E. coli
BL21(DE3) wurde das Lysat auf eine HiTrap Blue-(Blaugd-)Saule aufgetragen, mit deter-
genshdtigem Puffer gewaschen und anschlie?end mit Hochsdzpuffer duiet (Abb. 3-32 A).
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Abb. 3-32: Renigung von JK 10 Uber HiTrap Blue und Gdfiltration — pJK 10 wurde in BL21(DE3)
transformiert und exprimiert (20 mi-Ansatz). Das Pellet wurde in Tris-Puffer (20 mM, pH 7.5) auf-
geschlossen (Lysozym, 10 min, 30 °C, 15 Ultraschallstof3e). Anschlief?end wurde dem Lysat 150 mM
NaCl und 0.2% (w/v) Brij 58 zugesetzt und die Reinigung durchgefihrt (siehe Abschnitt 2.14.4.1,
Seite 49). Die Endreinigung der vereinigten Elutionsfraktionen erfolgte nach Diayse (20 mM Tris,
pH 7.5) und Konzentrierung (Centriprep 30) mit Hilfe einer Gelfiltration (Superdex 75 in PBS). In A
snd in einem Immunoblot die unterschiedlichen Fraktionen der Blaugek-Affinitétschromatographie
nach gelelektrophoretischer Auftrennung dargestellt (12%iges Gd, Anti-DT / RAG*), Tel B der
Abbildung zeigt die Elutionsfraktionen der Géfiltration nach geleektrophoretischer Auftrennung
(12%iges Gel) und Silberfarbung.
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Zur Endrenigung wurde mit den vednigien Elutiondrektionen der  Affinitéschrometo-
grephie eine Gdfiltration durchgefiiit. Die duierten, K 10 enthaltenden Fraktionen wurden
gchligdich im Silbergd andysiert (Abb. 3-32 B).

Die Renigung mittds ener Blaugd-Affinitdtschromatographie konnte fir das Adaptertoxin
XK 14 ebenfdls efolgreich durchgefihrt werden. XK 16 (DTA-Kontrolle) dagegen zeigte
Uberraschenderweise unter densdben  Reinigungsbedingungen nur ene geringe  Bindungsaffi-
nitét gegentiber der Matrix. Die Kongrukte JK 10 und 14 bestzen jewells zwel Cydteinreste,
die zur Ausbildung ener intramolekularen Disulfidbriicke fahig Snd. Da JK 16 nur Uber einen
enzenen Cydenrest (Cys-186) verflugt, wurde vermutet, dald sch eventudl Dimere bilden,
die nicht NAD*-bindungsfahig sind. Allerdings konnte auch nach Zugabe von DTT (5mM)
oder reduzietem Glutathion (10 mM) keine gedtegerte Affinitét zur Blaugdmarix gezegt
werden. Nachdem auch in weteren Optimierungsversuchen (Auftrag ohne NaCl und / oder
ohne Detergens) keine wesentliche Bindung an die Matrix festgestdllt werden konnte, wurde
eéne andere Renigungsstraiegie — anwendbar fur dle Adapterkonstrukte — entwickdt. Hier
bot dch die Anionenaustauschchromatographie an, die berats fir die DTA-MTS-Konstrukte
erfolgreich eingesetzt werden konnte (Sehe Abschnitt 3.5.4.2, Seite 80).

Unter Anwendung ener Kombination aus Mono Q-Anionenaustauschchromatographie und
anchliefender  Gefiltration (Superdex 75) konnten ale Adaptertoxine ohne Tag mit hin
reichender Ausbeute und Reinhet dargestellt werden, so dal3 im Anschiud funktiondle Tests
durchgefihrt werden konnten.

3.6.6 Darstelung von eGFP-Adaptertoxinen

Aufgrund der Randlage der endosomal spdtbaren Sequenz in den klonierten Adaptertoxinen
eschien es snnvall, ebenfdls Kongrukte mit enem verandeten C-Terminus herzugdlen.
Durch Fusgon enes rdativ ineten Proteins C-termind zum ESP wurden solche Adaptertoxine
hergestdlt, bei denen enersdts eine Spdtung des ESP gut nachweishar i (deutlicher Mole-
kulargewichtsshift im Gd) und be denen anderersdts der derische Einflul eines péteren
Liganden untersucht werden kann.

Als Fusongpartner wurde das enhanced-Green-Fluorescent-Protein  (eGFP)  ausgewdhlt,
dessen cDNA in Form des Vektors pEGFP-N3 zur Verflgung stand. Dieser Vektor wird
normaewease fir ene eukaryontische Expresson von GFP-Fusonsproteinen eingesetzt. Das
enthdtene eGFP ig durch verschiedene, dille Mutationen fir ene solche Expresson
optimiert und verfigt im Gegensatz zu GFP (natirliche Form aus Aequorea victoria) Uber
ene intendvere FHuoreszenz (Exztatiion 488 nm, Emisson 507 nm; bedingt durch die Muta
tionen: Leu64 dat Phe und Thr-65 datt Ser). Mit den durchgefihrten Verdnderungen wur-
den jedoch keine seltenen Codons fur eine Expression in E. coli in die Sequenz eingebracht.

Somit konnte eGFP aus dem vorhandenen Vektor in einer solchen Weise amplifiziert werden,
dal3 es Uber Xmal und EcoRI in pX 10L kloniert werden konnte (pJK 18L). Das resul-
tierende Kongrukt enthdt den vollsdndigen Adepter, flankiet von DTA und eGFP. Zur
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Kontrolle ener ESP-gpezifischen Spatung wurden zusizlich Kongrukte ohne funktionele
Peptide hergestellt. Dazu wurde das Insert aus pJK 8 Uber Ncol /EcoR | zundchgt in plLit-
mus 28 kloniert (pJK 8L). AnschlieRend konnte eGFP genauso wie bei pJK 10L fusoniert
werden (pJK 19L). Nach Bedtédtigung der Sequenzen wurden die Nco | / EcoR I-Inserts von
podtiven Klonen in den ebenso aufgeschnittenen Vektor pJK 10 (dso pET 11d-Bass)
kloniert. Die entsprechenden Plasmide pJK 18 und pJK 19 snd in Abb. 3-33 dargestdlt. Das
Kongtrukt pMS, welches weder ESP noch CSP enthdt wurde freundlicherweise von Herrn
Dr. Mak Sutherland (Indtitut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie, UKBF, FU-Berlin)
zur Verflgung gestdlt.

Zur Expresson wurden die Plasmide pJK 18, pJK 19 und pMS in E. coli BL21(DE3) trans-
formiet und in CirdeGrow-Medium zur Expresson gebracht. Fir dle dre Kongrukte
konnten wesentlich bessere Expressonsraten erzidt werden as fir die Adaptertoxine dleine
(ds visudle Kontrolle konnte die Huoreszenz des Bakterienpdlets herangezogen werden).
Unter Umsténden hat die Fuson mit eGFP enen dhnlichen Effekt wie die TRX-Fuson be
den DTA-MTS-Kongrukten, namlich dal3 die Affinitdt der MTS gegentber lipophilen Struk-
turen durch einen Fusonspartner reduziet wird. Nach Bakterienlyse (Lysozym und Ultra-
schdl, dann Ultrazentrifugation 100000~ g, 30 min) wurden die Kongrukte mittels ener
Mono Q-Anionenaustauschchromatographie  und  anschlief¥ender  Gdfiltration  (Superdex 75)

gerenigt.

pJK 18 Nco | Xma | EcoR |

< pET 11d DIA [BHHE g eGFP PET11d >
pJK 19 Apal Smal

< pET 11d DA 43 eGFP pET11d >
pMS

< pET 11d DTA E eGFP PET11d >

Abb. 3-33: eGFP-Adaptertoxine zur funktiondlen Charakteriserung des ESP — Zur Klonierung
wurde zunéachst aus pEGFP-N3 die cDNA von eGFP so amplifiziert, dal3 am 5¢Ende eine Xma |- und
am 3¢Ende neben einem Stop-Codon eine EcoR [-Schnittstelle vorlag (Pwo-Polymerase, Primer: Xma
eGFP for und eGFP EcoR S rev, Temperaturcyclus. 96 °C, 3min; [96 °C, 1 min; 60 oder 62 °C, 1 min
30s, 72°C, 2min] © 25; 72 °C, 5min; 16 °C). Das PCR-Produkt wurde Uiber Geneclean gereinigt und
ebenso wie die entsprechenden Vektoren pJK 10L und pJK 8L mit Xma | und EcoR | geschnitten und
nach Gelextraktion ligiert. Eine Kontrolle der Ligation erfolgte Uber Restriktionsverdau mit Nco | und
EcoR |, wobei positive Klone durch ein um die DNA von eGFP grofReres Insert gekennzeichnet waren.
Nach Kontrollsequenzierung wurden die entsprechenden Nco | / EcoR I-Inserts in den ebenso vor-
bereiteten Vektor pJK 10 (adso pET 11d-Basis) kloniert. Fur die Konstruktion von pMS wurde pJK 19
zunéchst mit Apa | aufgeschnitten und mit Klenow-Fragment inkubiert (36-5¢Exonukleasesktivitét),
anschliefRend wurde mit Sma | verdaut und nach Reinigung religiert.
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3.7 Funktionsanalyse der Adaptertoxine

De Adapter besteht neben einer Membrantransfersequenz im Zentrum aus zwel funktionellen
Gruppen, die in unterschiedlichen Zdlkompartimenten gespdten werden sollen (Sehe Ab-
shnitt 3.6.1, Seite 86). Der tumorspezifische Ligand vermittelt Uber die Endocytose des
Ligand- Rezeptor-Komplexes die zdlul&re Aufnahme des Immunoadaptertoxins. In den Endo-
somen efolgt ene Spdtung der funktiondlen Gruppe C-termind der Trandfersequenz,
wodurch diese aktiviert wird. Nach efolgreichem Membrandurchtritt ins Cytosol wird hier
die enzymatisch aktive Toxindomane N-termina der Trandfersequenz abgespaten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktionsweise des endosomal spatbaren Peptids (ESP)
genauer untersucht. Entsprechende Untersuchungen flr die cytosolisch spdtbare  Sequenz
(CSP) wurden von Hern Iring Heider (Indtitut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie,
UKBF, FU-Belin) durchgefihrt. Mit unterschiedlich préparierten Cytosolfraktionen  aus
HepG2-Zdlen (mit und ohne Induktion ener Apoptose durch Staurosporin) konnte ene
Spaltung des funktionellen Peptids CSP nachgewiesen werden.V

3.7.1  Funktionsanalyse der enzymatischen Aktivitat von
Adaptertoxinen

Da die Adaptertoxine noch nicht Uber enen tumorzelspezifischen Liganden verfiigen, sollte
im Rahmen ene Funktionsandyse weniger ihre zdlgebundene Wirkung ds vidmehr ihre
enzymatische Aktivitst im zdlfrden Milieu untersucht werden. Dies war inshesondere aus
zwe Grinden von spezidlem Interesses Es gdt zu zeigen, dald die in E. coli exprimierte
adapterfreie A-Kette von DT (XK 16) enzymatisch aktiv i (auch wenn keine Bindung an
Blaugd festzusdlen war, dehe Abschnitt 3.6.5, Seite 96) und dal3 der hinzugefiigte Adapter
keinen Einfluld auf ihre Aktivitét het.

Zum Nachweis ener Aktivitd im zdlfraen Milieu wurde mit den gereinigten Adapter-
kongrukten en ADP-Ribosylierungsassay durchgefihrt (Abb. 3-34). Als Pogtivkontrolle
diente gekauftes DT und as Negativkontrolle diente ein Lysat aus einer pET 11d-Kultur in
BL21(DE3).

Am Auftreten einer Bande be circa 100 kDa erkennt man die Umsstzung von EF Il mit
biotinylietem NAD®, was auf dne enzymaische Aktivitd der Toxinkongrukte hinweist.
Neben der Pogtivkontrolle DT (Spur 1) snd auch XK 10, K 12, JK 14 und J 16 aktiv
(Spuren 2-5). An der fehlenden EF I1-Bande in der pET 11d-Kontrolle (Spur 7) erkennt man,
dad die in den Adaptetoxinfraktionen vorhandenen bakteridlen Verunreinigungen keine
ADP-ribosylierende Aktivitdt aufweisen. Somit zeigt sich, da3 die in BL21(DE3) exprimierte
A-Kete von DT trotz fehlender Bindung an Blauge enzymatische Aktivitét bestzt. Die
verschiedenen Adapter nehmen keinen Einfluld auf ihre Aktivitét.

1 siehe Publikationsverzeichnis Heidler, I. et al. A specific cytosolic cleavable peptide for improved trapping

inside the cytosol. Eur J Biochem268 S 1, 178 (2001)
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Abb. 3-34: ADP-Ribosylierungsassay mit gereinigten Adaptertoxinen — Nach Mono Q-Saule und
Geffiltration wurden gleiche Mengen der verschiedenen Adaptertoxine (Immunoblot und Silberge
dienten zur Abschétzung) im ADP-Ribosylierungsassay (sSehe Abb. 3-3, Seite 62) eingesetzt. Als
Positivkontrolle diente DT (100 ng), as Negativkontrolle wurde ohne Toxin (nur mit PBS) oder mit
einem pET 11d-Lysat aus BL21(DE3) gearbeitet. Gezeigt ist der Immunoblot (Anti-Biotin / RAG*)
nach gelelektrophoretischer Auftrennung (7.5%iges Gel).

3.7.2 Funktionsanalyse der spaltbaren Sequenzen im Adapter

Mit XK 18, JK 19 und MS gand eine Serie von Kongrukten zur Verfliigung, mit denen die
tatsichliche Spaltung der endosomda spdtbaren Sequenz ESP sehr genau untersucht werden
konnte. Mit JK 18 war der Nachweis der Spdtbarkeit im Gesamtkonstrukt maoglich, wobel der
Einfluld enes Liganden von cdrca 25kDa untersucht werden konnte. Experimente zur
Spdtung von K 19 und MS ermdglichten Riickschltisse auf die Spezifitét.

Fur die funktiondlle Charakteriserung des ESP wurden die Konstrukte entweder mit rekom
binantem Furin oder mit Membranfraktionen aus HepG2-Zelen inkubiert. Rekombinantes
humanes Furin diente as Pogtivkontrolle daflr, dald diese Protease tatséchlich in der Lage i,
die protessesendtiven Bereiche im ESP (wie auch in DT und PE) zu spdten. Mit ener
Spatung des ESP durch HepG2-Membranfraktionen sollte das Vorkommen dieser Protease in
dem Ubewiegend vewendeten zdlul&ren Moddlsyssem nachgewiesen werden. Waetere
Rickschlisse auf die Spezifitt der Spdtung durch Furin ebrachte die Zugabe enes
kompetitiven  Furinconvertaseinhibitors  (Decanoyl-Arg-Vd-Lys-Arg-chlormethylketon,  Abb.
3-35).

Betrachtet man zunéchgt die linke Hafte des Immunoblots, so seht man bel den Spuren ohne
Furinconvertasainhibitor (Spurenl, 3, 5), dal3 sowohl JK 18 as auch JK 19 furinsengtiv ig.
Dies wird am Auftreten einer kleneren eGFP-Bande bel circa 28 kDa deutlich, die dem
schematisch aufgezeigten Fragment in Tal A der Abbildung entspricht. MS wird erwartungs-
gemdl nicht verdaut. Unter Zugabe des Inhibitors (Spuren2, 4, 6) wird der furinbedingte
Abbau von J 18 und XK 19 durch Kompetition vollsténdig unterdriickt, bei MS hat die
Zugabe keinen Einflul.
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Abb. 3-35: ESP-Spdtung durch rekombinantes Furin oder HepG2-Membranfraktionen in An- oder
Abwesenheit des Furinconvertaseinhibitors Decanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-chlormethylketon — Circa
0.5 g gereinigtes Protein (JK 18, 19 oder MS in 20 mM Tris, pH 7.4 unter Zusatz von 150 mM NaCl,
1mM CaCl, und 1.2mM MgCl,) wurden entweder mit 0.1 U rekombinanter Furinconvertase oder
25 ug HepG2-Membranfraktion (Zdlfraktionierung durch differentielle Zentrifugation, sehe Ab-
schnitt 2.11.7.2, Seite 35) versetzt und fur 4h bei 37 °C inkubiert. Bel Inhibitionsstudien wurde
zunéchst 10 min mit Furinconvertaseinhibitor vorinkubiert (Endkonzentration 100 uM). In A it
schematisch eine durch Furinconvertase (FC) bedingte Spaltung der verschiedenen Konstrukte mit den
resultierenden eGFP-Anteilen dargestellt, fals die Spatung erwartungsgemdld innerhalb des ESP
efolgt. B zeigt den Immunoblot (Anti-GFP / RAM*) nach gelelektrophoretischer Auftrennung der
verschiedenen Ansétze jewells ohne (- ) und mit (+) Zusatz von Furinconvertaseinhibitor.

Ahnliche Verhdltnisse lassen sich im rechten Tell des Immunoblots unter Verwendung von
HepG2-Membranen beobachten. Die in der Membranfraktion vorhandenen Proteasen haben
keinen Einflud auf MS (Spur 7), wahrend JK 18 und JK 19 gespdten werden. Es entsteht
jewells en Spatprodukt dersdben Grofe wie bei der Inkubation mit Furin (Spuren9, 11).
Somit ig anzunehmen, dald beide Konsrukte an dersdben Stelle durch Furinconvertase oder
im Fdle von HepG2-Membranen auch durch ene andere furindhnliche Proproteinconvertase
gechnitten werden. Unter Zugabe des Furinconvertasainhibitors 18 sch fir MS kein Effekt
erkennen, wahrend sich der Abbau von JK 18 vollsgandig inhibieren 1% (Spur 8 bzw. 12).
Be XK 19 beobachtet man ebenfdls eine Inhibition der furingpezifischen Spatung. Allerdings
tritt ein anderes, groleres eGFP-Fragment auf, welches moglicherweise auf eine Spatung
innerhab der Konsensussequenz der spdtbaren Region von PE zurlickzufUhren ist (Spur 10).

In weiteren Versuchen konnte nachgewiesen werden, dal3 K 18 auch bei pH 5.5 unter Zugabe
von Furin oder HepG2-Membranfraktionen gespdten wird (nicht gezeigt). Die Versuche
wurden im Gegensaiz zu den hier gezeigten mit Anti-DT-Antikorper durchgefihrt. Dabe fid
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auf, dald unter Zugabe von Membranen bei pH55 (&hnlich wie hier ba XK 19) en zweltes,
kleineres Fragment auftrat. Auch dieses konnte auf eine dternative Spatung der PE-Schnitt-
gdle zuriickzufihren sain.

Eine sehr schndl ablaufende Spatungsresktion it fir die endosoma spdtbare Sequenz nicht
0 essentidl wie fir die cytosolisch spdtbare, da en Ausbleben der Spdtung dlenfals zu
einem Recycding des unverdnderten Immunoadaptertoxins fuhrt, so dad die unspezifische
Toxizitd nicht erhdht wird. Da &er die gezeigten Inhibitionsversuche ds Endpunkt-
bestimmungen mit ener rdativ langen Inkubationszet von 4 h durchgefiihrt wurden, wurde
im folgenden der Resktionsverlauf vor dlem unter kirzeren Inkubationszeiten untersucht, die
ene Veawdldauer in den Endosomen ndher kommen. Um ene Spdtung im Zelsystem nach
zuahmen, wurden fir diese Vesuche ds Proteasequelle nur  HepG2-Membranfraktionen
verwendet. Die Kinetik wurde exemplarisch fir K 19 untersucht (Abb. 3-36).

An der Intensitédt der Bande des eGFP-Fragments (circa 28 kDa) kann man den Zetverlauf
der Spatung ablesen. Wesentliche Veranderungen zeigen sch hier vor dlem be den frihen
Zeitwerten (15min, 30 min und 1 h), wobel das Ausmal3 der Spatung von der Konzentration
der HepG2-Membranen abhdngig ist. Die denstometrische Analyse ergab, dald bereits nach
15mindtiger Inkubation 10 % (40 pg Membranfraktion, Spur 2) bzw. 3% JK 19 (20 uyg Mem-
bran, Spur 7) ds Spdtprodukt vorliegt. Nach einer eingtindigen Inkubation liegen die Werte
bel 37 bzw. 23 % (Spuren4 bzw. 9). Nach 4h liegen in Anwesenhet von 40 ug Membran 49,
in Anwesenhet von 20 g Membran 35% JK 19 as Spatprodukt vor (Spuren6 bzw. 11).

Kba Mof255 1 2 4 | 25 5 1 2 4 |n|

61— —

49 | - —  S—— — [ DA HH ] eGP ]
36 —

25 —| = - e gt G —amawew || ecP |

40 pg Membran 20 ug Membran

Abb. 3-36: Kinetischer Verlauf der ESP-Spatung durch Membranfraktionen aus HepG2-Zdlen —
Jeweils 3ug gereinigtes JK 19 wurden in einem Endvolumen von 100 yl (20 mM Tris, pH 7.4 unter
Zusatiz von 150mM NaCl, 1mM CaCl, und 1.2mM MgCl,) entweder mit 200 pug oder 100 pg
Membranen aus HepG2-Zellen versetzt und bel 37 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wur-
den jewells 20 ul abgenommen (also pro Zeitwert 0.6 ug JK 19 und 40 bzw. 20 ug Membran), mit
4" Probenpuffer versetzt und anschlief3end auf Eis gelagert. Gezeigt ist der Immunoblot nach gelelek-
trophoretischer Auftrennung (12%iges Gel) und Detektion mit Anti-GFP / RAM*, wobei rechts die
den Banden entsprechenden Konstrukte schematisch dargestellt sind.
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Sowohl das unterschiedliche Ausmal? der Spatungsresktion bel  verschiedenen Konzen
trationen der Enzymqudle wie auch das Auftreten ener Sdtigung welsen eindeutig auf ene
goezifische, enzymaisch bedingte Spdtung hin, deren  Geschwindigketsverlauf  fir  ene
Anwendung in Immunoadaptertoxinen ds geeignet angesehen werden kann.

Ein weterer entscheidender Faktor fUr die Eignung der enzednen spdtbaren Sequenzen flr
Immunoadaptertoxine it ihre Stabilitét. Die Wichtigkeit dieser Eigenschaft wurde bereits bel
dem chemisch gekoppelten DTA-PEN deutlich (Sehe Abschnitt 3.4.3.3, Seite 75). Deshalb
efolgte zum Abschiul? der funktiondlen Charakteriserung des ESP ebenfdls ene Stabilitéts
untersuchung im Zdlkulturmedium. Dazu wurden HepG2-Zdlen ausgesit und in An- oder
Abwesenheit von FCS jewells mit K 18, 19 und MS fir 148 h inkubiert. Da in Gegenwart
von FCS keine veranderte Stabilitét festgestelt werden konnte, sind in Abb. 3-37 nur die
Ergebnisse der Experimente mit FCS-freem im ZdIkulturmedium dargestellt.

Am Bespid von XK 18 und JK 19 |&% sch ene gewisse Indabilitédt des ESP bereits nach
ene Stunde in der Zdlkultur nachweisen (nech denstometrischer Andyse 8 % Abbau). Zum
Zatpunkt 4 h snd im Fal von XK 18 noch 42 % der Bindungen intakt, bei JK 19 liegen noch
60 % intaktes Konstrukt vor. Nach 8h ig nur im Fdle von X 19 noch circa 20%
vollstdndiges Kongtrukt vorhanden. MS (ohne spdtbare Sequenzen) bleibt erwartungsgemald
Uber die gesamte Dauer der Inkubation sehr sabil. Allerdings tritt nach 24 h @ne schwache
Abbaubande auf, die auf der Hohe der Spatprodukte von JK 18 und JK 19 liegt. Da MS
jedoch keine ESP enthdt, mul3 hier an einer anderen Stelle geschnitten werden. Fir die beiden
anderen  Kongrukte mit ESP blebt ein solcher, unspezifischer Effekt dlerdings ohne
Bedeutung, daihre Habwertszeit bei circa4 h liegt.

kDa

0 1 4 8 24 48| 0 1 4 8 24 48 0 1 4 8 24 |h
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Abb. 3-37: Stabilitdt des ESP in der Zdlkultur — HepG2-Zellen (3~ 10° Zellen/ Vertiefung, ange-
wachsen in Kulturmedium mit FCS) wurden mit JK 18, JK 19 oder MS (circa 30 pg/ml in
Kulturmedium) in Abwesenheit von FCS im Brutschrank inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden Proben entnommen (25 ul) und geleektrophoretisch (12%iges Gel) aufgetrennt. Nach
Westernblot wurde eine Immunodetektion mit Anti-GFP / RAM* durchgefuhrt.
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3.8 Immunoadaptertoxine mit
Transferrinrezeptor-Bindungspeptid

Um vollgandige Immunoadaptertoxine herzugdlen, fehlte — ausgehend von den Adapter-
toxinen — nur noch der tumorzelspezifische Ligand. Obwohl der Trandferrinrezeptor (TfR)
nicht ausschliedich auf Tumorzellen vorkomnt, liegt er dort in deutlich hoherer Dichte vor,
da diese Zdlen fur ihre schndle Proliferation grol¥e Mengen an Eisenionen benétigen, welche
ihnen Uber Trandferrin zur Verfligung gestellt werden.

Auch wenn unter diesen Voraussstizungen zundchst der natirliche Ligand Trandferrin (Tf) ds
tumorzdlspezifischer Ligand am gedignetsten erscheint, wurde von sainer Verwendung abge-
sehen. Mehrere Argumente waren daftr ausschlaggebend: Die Expresson und Renigung der
varschiedenen Adeptertoxine war trotz Optimierung nicht o effizient, da3 man ene
chemische Kopplung Uber enen Crosdinker unter weiteren Produktverlusen in Betracht
Ziehen konnte. Eine rekombinante Fuson der Adaptertoxine mit Tf erschien zwar grund-
sdzlich moglich, war aber deswegen ungeeignet, da die cDNA von Tf ser vide sdtene
Codons fur eine Expresson in E. coli enthdt. Ein weiteres Kriterium waren die be einer
bakteridlen Expresson fehlenden Glykandrukturen. Bel de Smit et al. konnte zwar ene
rekombinante Expresson von Tf in E. coli mit Ausbeuten von circa 60 mg/l gezeigt werden,
doch bilden sich Einschlulkérper, in denen Tf in einer denaurieten Form vorliegt.*® Eine
Renaturierung is nur in enem sehr geringen Umfang maglich, die Ausbeuten liegen bel circa
5%.14° Da die — in den hier beschriebenen Adaptertoxinen — ebenfdls zu exprimierende A-
Kette von DT inaktivierend auf die Proteinsynthese von Eukaryonten wirkt, mulde zusitzlich
der Wechsd in ein anderes Expressonssysemn ausgeschlossen werden. Als weiterer Einfluf3-
faktor war die Grofee des Liganden Tf zu beachten. Zwar sollte der Ligand so grol3 sein, dal3
e in der Lage i, die Transfersequenz zunéchst zu blockieren, doch sollte er nicht so grof3
sein, dad seine Expresson zu komplex und saine Gewebepenetration zu gering sein wirde,
Unter diesen Gesichtspunkten erschien Tf mit ener Grof¥e von 80 kDa ebenfals nur bedingt
gesignet.

Da von Tranderin sedbst nur sehr wenig darlber bekannt ist, welche Sequenzabschnitte flr
seine Bindung an TfR verantwortlich snd**® war es nicht mdglich, auf kldnere Tf-Fragmente
ds tumorzdlspezifische Liganden zurlckzugreifen. Eine vergleichbare Vefahrensveise
edffnete sSch dlerdings mit @nem Tf-unabhdngigem Peptid (THRPPMWSPVWP, 12 Ami-
nosauren), fir des eine TfR-Bindung mit anschlieRender Endocytose beschrieben wird. !>t
Diesss sogenannte  Transferrinrezeptor-Bindungspeptid (TRBP) eflllte damit die wichtigsten
Voraussetzungen fir seine Anwendung ads tumorspezifischer Ligand — klein, endocytosesktiv
und exprimierbar in E. coli — und wurde daher zur Herstdlung vollstandiger Immunoadapter-
toxine herangezogen.
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3.8.1 Klonierungvon DTA-Immunoadapter konstrukten

Fur die Klonierung von vollsténdigen Immunoadaptertoxinen wurde zunéchst nur von Adap-
tertoxinen mit den Trandfersequenzen MTS und TLM (pJK 10 und pJK 14) ausgegangen, da
diese gegeniber PEN enen Transfer auch von grof3eren Proteinen zulassen (dehe Abschnitt
1.8, ab Sate 19). Zur vollsandigen Charakteriserung der entsprechenden Immunoadapter-
toxine wurde neben den vorhandenen Kontrollen (DT, DTA, DTA-Adapter) auch eine solche
bestehend aus Toxin und Ligand ohne Adapter zur Verfiigung gestellt.

Da gch das Einklonieren von Peptiden Uber eine PCR mit anschliel3endem Redtriktionsverdau
im Rahmen der Klonierung der enzenen Trandersequenzen als ginstig e'wiesen haite,
wurde nun ene dhnliche Vorgehensvese gewdhlt. Mit den Primern DTA-265 for und TRBP
EcoR S rev (hybridiset mit der ESP) wurde mittels PCR aus pJK 10L en DTA-Immuno-
adapterfragment mit MTS amplifiziet, welches nach Redtriktionsverdau Uber die Schnitt-
ddlen Nhel/EcoR1 in pXK 10L kloniert wurde (pJK 20L). Das Kondrukt aus Toxin und
TRBP ohne Adapter wurde nach Einfligen ener Xma l-Schnitistele an 3¢Ende von DTA
(DTA Xma rev/Universa) Uber Ncol/Xmal in pJXK 20L kloniet (pJK 21L). Nach
Sequenzierung wurden beide Kongtrukte tber die Schnittstellen Nco | / EcoR 1 zur Expresson
in pET 11d kloniet (pJK 20 und 21). Um fir das vollsténdige Immunoadapterkonstrukt
pJK 20 die Mdglichkeiten ener anschliel}enden Reinigung zu vergrof3ern, wurde aus pJK 11L
Uber Ncol/Nhel das 6  HissDTA-Insat in den ebenso geschnittenen Vektor pJK 20
kloniert (pJK 22). Das andoge TLM-Konstrukt wurde tber Nco | / Xmal aus pJK 20L und
pJK 14L dargestelt (pJK 23L) und anschlielfend zur Expresson dber Ncol/EcoR1 in
pET 11d kloniert (pJK 23, Abb. 3-38).

Abb. 3-38: (folgende Seite)  Klonierte TRBP-Konstrukte in pET 11d — Zur Klonierung des Trans-
ferrinrezeptor-Bindungspeptids (TRBP) wurde eine PCR mit den Primern DTA-265 for und TRBP
EcoR S rev durchgefihrt (Pwo-Polymerase, Temperaturcyclus. 96 °C, 3min; [96 °C, 1min; 55 °C,
1min 30s, 72°C, 2min] ~ 25; 72°C, 5min; 16 °C, Template pJK 10L). Das PCR-Produkt wurde
nach Reinigung mittels Geneclean mit Nhe | / EcoR | verdaut (2 h, 37 °C, Enzyminaktivierung 15 min,
65 °C) und in den entsprechend geschnittenen Vektor pJK 10L ligiert. Das eingebaute TRBP wurde
durch Sequenzierung bestétigt, anschlief?end wurde Uber Ncol/EcoR |1 in pET 11d umkloniert
(pJK 20). Zur Klonierung von pJK 21 wurde zunéchst eine PCR mit den Primern Universal und DTA
Xma rev aus pJK 10L durchgefihrt (Pwo-Polymerase, Temperaturcyclus: 96 °C, 3 min; [96 °C, 1 min;
58°C, 1min 30s; 72°C, 1min] " 25, 72°C, 5min; 16°C). Das PCR-Produkt wurde mittels
Geneclean gereinigt und ebenso wie der Vektor pJK 20L Nco | / Xma | (2h, 37 °C) verdaut, Uber
Gelextraktion gereinigt und ligiert. Nach Sequenzierung wurde Uber Ncol /EcoR |1 in pET 11d
umkloniert (pJK 21). Der His-Tag in pJK 22 wurde aus dem Nco | / Nhe I-Insert (2h, 37 °C) von
pJK 11L und dem ebenso geschnittenen Vektor pJK 20 kloniert (pJK 22). Das entsprechende TLM-
Konstrukt wurde nach Nco | / Xma I-Verdau (1.5h, 37 °C) und Gelextraktion aus pJK 20L (Vektor)
und pJK 14L (Insert) kloniert und anschlief3end in pET 11d umkioniert (pJK 23). Die Abbildung zeigt
schematisch die klonierten TRBP-Konstrukte mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen im
Expressionsvektor pET 11d. In der Ausschnittsvergréf3erung sind die durch die Klonierung zusétzlich
eingebrachten Aminoséuren zwischen dem ESP und dem TRBP im 1Buchstabencode dargestellt
(siehe Abschnitt 7.3.2, Seite 149).
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< pET 11d DTA BHEHBH I peT10 >

— T~

pJK 20
Nhe | Ndel Apal Xma | EcoR |
CSPHIRIH EsP | P - 6 FiGE cystein - Stop - top
13 AS
pJK 21
Nco | Xmal EcoRI

< pET 11d DTA HH pET210 >

Nco | Hind Il

< pET11d (-6 His— DTA BH HeHaH peT 120 >

— T~

pJK 22
Nhe |l Ndel Apal Xmal EcoR |
CSPW ESP tp-G -- Cystein - Stop - Stop
pJK 23
CSPW ESP tP-G —— Cystein - Stop - Stop

(Abbildungsbeschriftung siehe vorherige Seite)

3.8.2 Expresson und Reinigung von DTA-Immunoadapter-
konstrukten

Fur spétere funktiondle Tests wurden folgende Kongrukte exprimiert und gereinigt: DTA
(pJK 16), DTA-TRBP (pJK 21) und de Adapter- sowie Immunoadaptertoxine mit den Trans-
fersequenzen MTS (pJK 10, 11 und pJK 20, 22) und TLM (pJK 14, 15 und pJXK 23).

Die DTA-Kongrukte ohne Adapter (pJK 16 und 21) wurden in E. coli BL21(DE3) trans-
formiert und exprimiert. Die jeweligen Proteine wurden deutlich Uberexprimiert und konnten
mit Hilfe dner Mono Q-Anionenaustauschchromatographie gereinigt werden. Ahnlich wurde
be dem Adapter- und dem Immunoadapterkonstrukt pJK 10 bzw. pJK 20 verfahren. Die
Renigung der Lysate mittds Anionenaustauschchromatographie war jedoch insbesondere bel
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pJK 20 von einer 0 geringen Ausbeute gekennzeichnet, dald3 sch diese Methode ds unge-
egnet erwies.

Da die klonierten, His-Tag-tragenden Adapterkonstrukte mittels einer Metdlaffinitétischroma-
tographie unter denaturierenden Bedingungen in hoher Reinheit und ohne Aktivitétsverlust
dargestellt werden konnen, wurde diese Strategie ebenso fiir die Ubrigen, bereits klonierten
Kongrukte verfolgt. Die Adaptertoxine pJK 11 und 15 sowie die Immunoadaptertoxine
pJK 22 und 23 wurden dazu in BL21(DE3)-Zdlen transformiert und in CircleGrow-Medium
exprimiert. Die Béakterienpdlets wurden unter 8 M Harngtoff aufgeschlossen, und  die
Konstrukte Uber eine Ni-NTA-Matrix gereinigt. Anschliel®end wurde zur Renaturierung mehr-
fach gegen PBS didysert.

Abb. 3-39 zeagt exemplaisch die Renigung von X 15 mittds ener Nickd-Affinités
chromatographie. Im Auftrag (Spur 1, entspricht dem Lysat) ist bel circa 30 kDa eine sehr
intengv gefarbte Doppelbande zu erkennen. Die obere der beiden Banden entspricht dem
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Abb. 3-39: Metallaffinitdtschromatographische Reinigung von JK 15 — Der Vektor pJK 15 wurde zur
Expresson in E. coli BL21(DE3) transformiert. Zur Expression wurden 100 ml Medium (CircleGrow
mit Ampicillin) mit ener Ubernachtkultur angeimpft, bei 37 °C bis zu einer ODss, VON circa 1.0
geschittelt und unter Zusatz von 1mM IPTG fur 25h induziert. Das Bakterienpellet wurde in
Startpuffer (5ml/g Pellet) resuspendiert und aufgeschlossen (siehe Abschnitt 2.16.3.5, Seite 58).
Anschlielfend wurde das Lysat auf eine mit Ni-NTA-Agarose gefillte Saule aufgetragen und unter
denaturierenden Bedingungen gereinigt (Sehe Abschnitt 2.14.4.2, Seite 49). Um eine Vermischung
der einzelnen Elutionsfraktionen zu verhindern, wurde jewells die erste Fraktion bei pH 5.9 und
pH 45 in zwel Antellen gesammelt. Tell A zeigt die einzelnen Fraktionen der Reinigung nach
geleektrophoretischer Auftrennung und Coomassieférbung, wobei jewells gleiche Volumina aufgetra-
gen wurden. In Tell B snd die vereinigten Elutionsfraktionen im Immunoblot gezeigt (Anti-
DT/ RAG*).

1 siehe Publikationsverzeichnis Sutherland, M. et al. A novel molecular adaptor for the site-specific trapping of

Immunoctoxins— Isit functional? Clin Chem Lab Med 39 (9), A76 (2001)
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Uberexprimierten  Zielproten X 15, die untere dler Wahrschenlichkeit nach der resstenz-
varmittednden b-Laktamase (tatséchliche Grole circa 31kDa). JK 15 zagt ene vollgandige
Bindung an NFNTA-Agarose, wahrend b-Laktamase und bakteridle Proteine bereits durch
den Waschpuffer vollstdndig von der Sdule gewaschen werden (Spuren2-4). Nach einem
weiteren Waschschritt bei pH 5.9, duiert der Haupttell des Zieproteins JK 15 bel pH4.5 in
einer Reinheit von circa 95 % (Nachwels im Coomassiegd).

In Abb. 3-40 snd dle hergestdlten TRBP-Konstrukte und die entsprechenden Kontroll-
proteine dargestelt, die fir eine Funktionsandyse ndtig snd. Man kann erkennen, dal3 die
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Abb. 3-40: Exprimierte und gereinigte TRBP-Konstrukte und entsprechende Kontrollen — Tell A
zeigt den schematischen Aufbau der hergestellten Toxinkonstrukte. In Teil B sind die entsprechend
gereinigten Proteine links in einer Coomassie- und rechts in einer Immunoférbung (Anti-DT / RAG*)
nach gelelektrophoretischer Auftrennung (12%ige Gele) zu sehen. Aufgetragen wurden kommerziell
erhdtliches DT (100 ng), JK 16 und JK 21 nach Mono Q-Reinigung (Sehe unter Adapterproteine,
Abschnitt 2.14.2, Seite 48), JK 11 und JK 22 nach Renigung Uber ihre Metdlaffinitét (sehe Abb.
3-39) und en Lysat aus pET 11d in BL21(DE3) (circa 10 ug). In einem zweiten Gel wurden JK 15
und JK 23 aufgetragen, die ebenfalls durch ihre Metdlaffinitét gereinigt wurden (siehe oben). Die
Konzentrationsabschétzung erfolgte jewells anhand von DT und den Ni-NTA gereinigten Kon-
strukten, deren Konzentrationen aufgrund der hohen Reinheit auch per BCA-Proteinbestimmung zu
ermitteln waren.
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Uber  Anionenaustauschchromatographie gereinigten  DTA-Konstrukte JK 16 und JK 21 in
ene Renheat von circa 30-70 % — gemessen am Gesamtprotein — hergestellt werden konnten
(Spuren2, 3). Um be diesen Fraktionen den Einflul? der verbliebenen bakteriellen Proteine
auf die folgenden Teds auszuschlief¥en, wurde zusdtzlich ein Kontrollysat hergestdllt, fir das
der Vektor pET 11d (ohne Insert) in BL21(DE3) angezogen wurde (Spur 6). Die Uber ihre
Metdlaffinitst gereniglen Kondrukte konnten mit ener  wesentlich héheren  Reinheit
aufgearbaitet werden. Aufgrund der verbliebenen bakteridlen Verunrenigungen konnte be
enigen Kondrukten die tatsachliche Konzentration nicht mittels ener BCA-Proteinbe-
dimmung gemessen werden, deshdb efolgte eine Konzentrationsabschéizung anhand  der
gezeigten Gele.

3.8.3 Klonierung, Expression und Reinigung von eGFP-
| mmunoadapter konstrukten

Neben den DTA-Immunoadapterkonstirukten wurden zur funktionellen Charakteriserung des
TRBP auch entsprechende Kongtrukte mit GFP hergestdlt. Da die GFP-Kongrukte im
Gegensatz zu den Toxinkongrukten kein Gefahrenpotential aufweisen, konnten Se zunéchst
ene Optimierung der Tedtsyseme dienen. Aufgrund der erfolgreichen Expresson und Reini-
gung der eGFP-tragenden Kongtrukte JK 18, 19 und MS wurde fir die folgenden Klonierun-
gen ebenfdls eGFP und nicht das von Lee et al. beschriebene GFP aus dem Vektor pGFPuv
der Firma Clontech verwendet.>*

Zunéchst wurde aus dem Vektor pEGPN-3 mittedls PCR und entsprechenden Primern (eGFP
Hind for / eGFP Nhe rev) ein solches eGFP-Fragment amplifiziert, das enen Hind I11 / Nhe |-
vermittelten Audausch des DTA-Antdls in pXK 11L erlaubte (pJK 24, Abb. 3-41). Da der
Primer eGFP Hind for neben der Hind I11-Schnittstelle noch ene watere fir Nco |l enthdt,
konnte im folgenden durch die Auswahl gedgneter Redriktionsenzyme die Umklonierung in
PET 11d entweder mit Tag (Hind I11 / EcoR | in His-Tag-tragende pET 11d-Basis) oder ohne
Tag (Ncol/EcoRI in His-Tag-tragende pET 11d-Bass) durchgefiihrt werden. Im vorliegen
den Fdl wurde das Insat ohne His-Tag in pET 11d kloniert (pJK 25). Die anschlief3ende
Klonierung des Bindungspeptids TRBP in den Vektor pJK 25 efolgte andog der Klonierung
des TRBPin pXK 20 (pJK 26).

Die Kongtrukte pJK 25 und 26 wurden nach Trandformation in E. coli BL21(DE3) exprimiert.
Nach enzymatischer Lyse mit Lysozym efolgte eine Mono Q-Anionenaustauschchroma-
togrephie. Die duieten Kondrukte wurden mittedls Anti-GFP-Antikorper im  Immunoblot
gchtbar gemacht, wobel dets mehrere Banden mit geringeren  Molekulargewichten ds
ewartet beobachtet werden konnten. Dieses Verhdten lield auf einen Abbau schlielen, fir
den — anhand von Grofenvergleichen — ene Indabilitét im Bereich des ESP verantwortlich
gemacht wurde. Um das Bindungspeptid TRBP dennoch in Verbindung mit eGFP auf seine
TfR-Bindungseigenschaften untersuchen zu konnen, wurde im folgenden ein  TRBP-eGFP-
Konstrukt ohne Adapter (pJK 28) und eine nur aus eGFP bestehende Kontrolle (pJK 27)
kloniert (Abb. 3-42).
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Abb. 3-41: Klonierung des eGFP-Immunoadapterkonstruktes mit der Transfersequenz MTS — Zur
Klonierung des eGFP-Adapterkonstruktes wurde zunéchst die cDNA aus pEGFP-N3 per PCR so
amplifiziert, dal3 eGFP am 5¢Ende Uber eine Hind I1l- und am 3¢Ende eine Nhe I-Schnittstelle
verflgte (Pwo-Polymerase, Primer: eGFP Hind for und eGFP Nhe rev, Temperaturcyclus. 96 °C,
3min; [96 °C, 1min; 58°C, 1min 30s;, 72 °C, 2min] ~ 25; 72 °C, 5min; 16 °C). Das PCR-Produkt
wurde Uber Geneclean gereinigt, Hind I11 / Nhe | verdaut und in den ebenso geschnittenen Vektor
pJK 11L kloniert. Die Klonierung wurde per Redtriktionsverdau und Sequenzierung bestétigt
(pJK 24). Dader Primer eGFP Hind for neben der Hind 111-Schnittstelle eine weitere fir Nco | enthélt,
ging der His-Tag be der anschlieRenden Klonierung Uber Ncol /EcoR |1 in pET 11d verloren
(pJK 25). Die Klonierung des Bindungspeptids TRBP in pJK 26 erfolgte in einer analogen Weise wie
be pJK 20 (sehe Abb. 3-38, Seite 105). Die Abbildung zeigt schematisch die klonierten eGFP-
Konstrukte. Die Bezeichnung pLit 28 steht dabel fur den Klonierungsvektor p Litmus 28.

Bel der Expresson von eGFP (pXK 27) und eGFP-TRBP (pJK 28) konnte im Immunoblot bel
JK 28 en klaer Molekulargewichtsshift — bedingt durch das zusédtzliche Bindungspeptid —
beobachtet werden (Abb. 3-43). Belde Lysate wurden einer Mono Q-Anionenaustauschchro-
matographie unterzogen und anschlief¥end fir die funktionellen Tests eingesetzt.

3.84 TRBP-Bindung an Transferrinrezeptoren

Zur Untersuchung der TRBP-Bindung an Tranderinrezeptor waren mehrere Methoden
denkbar. Am nahdliegendden war ene Untersuchung des Bindungsverhdtens mittels Immun-
fluoreszenz. Da diese Methode auch bel Lee et al. mit entsprechenden GFP-Konstrukten
beschrieben wird,**! wurden zunéchst JK 27 und JK 28 getestet. Da beide Konstrukte keinen
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Nco | Xmal EcoRI
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Abb. 3-42: Kloniertes eGFP-Immunokongtrukt und die eGFP-Kontrolle — Zur Klonierung von
pJK 27 wurde die DNA von eGFP so amplifiziert, dal3 am 5¢Ende eine Nco |- und am 3tEnde eine
Xma |-Schnittstelle vorhanden war (Pwo-Polymerase, Primer: eGFP Hind for und eGFP Xma rev,
Temperaturcyclus. 96 °C, 3min; [96 °C, 1min; 58 °C, 1min 30s, 72°C, 2min] = 25; 72 °C, 5min;
16 °C), Uber die das Fragment anschlief3end unter Ausschluf? des Adapters in pJK 24 kloniert wurde
(pJK 27L). Nach Sequenzierung erfolgte die Nco | / EcoR I-vermittelte Klonierung in pET 11d
(pJK 27). Zur Klonierung von pJK 28 wurde das Nco | / Xma |-geschnittene eGFP-Fragment in den
ebenso verdauten Vektor pJK 26 ligiert.
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%
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o

Abb. 3-43: Reinigung von J 27 und JK 28 mittels Mono Q-Anionenaustauschchromatographie —
Die beiden Plasmide JK 27 und 28 wurden nach Transformation in E. coli BL21(DE3) in CircleGrow-
Medium exprimiert (ImM IPTG, 3h). Anschlief3end wurden die Pellets in Tris-Puffer resuspendiert
und lysiert (20mM Tris/ HCI, pH 8, Lysozymzusatz und Ultraschalbehandlung, 100000~ g). Der
Uberstand wurde auf die mit Tris-Puffer aquilibrierte Mono Q-Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte
unter kontinuierlicher Zugabe von Hochsazpuffer (20 mM Tris/HCl, pH 8.0+ 1M NaCl, 6-50%
Hochsdzpuffer in 25 CV). Gezeigt ist jeweils eine Elutionsfraktion von JK 27 und JK 28 nach
geleektrophoretischer Auftrennung (12%iges Gel) und Immunoférbung mittels Anti-GFP / RAM*.

Adapter enthalten, war davon auszugehen, dald nur JK 28 mit TRBP Uber den TfR an die
Zdlen bindet und dabe en d&nliches Vetalungamusder wie de nalrliche Ligand
Trandearin zeigt. An HepG2-Zdlen konnten unter Methanolfixierung die von Lee et al.
beschriebenen  Vertellungsmuster  jedoch nicht  reproduziert werden. Nach  personlicher
Ricksprache wurde das Experiment nach den genauen Vorschriften der Autoren wiederholt.
Zur Fxierung wurden die Zdlen in ener 3%igen ParaformddehydiGsung inkubiert,
anchlie3end folgte die Permesbiliserung mittds ener 0.01%igen Tween20-Losung. Aller-
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dings konnten auch be diesr Vorgehenswveise nur wenig aussagekréftige Ergebnisse zur
TRBP-Bindung an den zdlul&ren TfR erhdten werden. Unter Verwendung von Tf resultierte
bel der von den Autoren vorgegebenen Versuchggestdtung ein Vetdlungsmuster, bei dem
eine Permegbiliserung der Zdlen sehr unwahrscheinlich erschien.

Ba ene Untersuchung der DTA-baseten TRBP-Kongrukte mittds Immunfluoreszenz héite
man fir das Toxinkongrukt JK 21 mit TRBP ene Fabung und zusitzlich en @nliches
Vertelungsmugter wie bel Tf beobachten kénnen. Der Toxinantell von K 22 und K 23 wére
unter den Versuchsbedingungen bel Funktionditdt des gesamten Adapters im Cytosol zu
finden gewesen. Allerdings zeigten sch die zur Vefigung stehenden Antikorper Anti-DT
und Mab DTA — auch wenn fir beide entsorechende Anwendungen beschrieben snd — ds
ungeeignet und ergaben keine eindeutigen Ergebnisse.

Ebenfdls uneindeutig waren die Ergebnise verschiedener Immunprézipitetionen mit TfR-
beladener Tf-Sepharose oder Anti-DT-Agarose. Als weitere Moglichkeit kam in Betracht, die
Bindung an zdlulé&ren TfR durch das Vorhandensein von TRBP-Kongrukten im Lysat nach
zuweisen. Diesr Ansatz war dlerdings aufgrund der potentidllen TRBP-Bindungsstdlen auf
HepG2-Zdlen (sehe Abschnitt 3.1.2, Seite 60), der beschriebenen TRBP-Disozigtions-
kongtante und der Nachweisgrenze eines Immunoblots nicht redisierbar.

Dagegen gdang die Entwicklung eines ELISA, der im Gegensaiz zu den beschriebenen
Methoden fir die DTA-baserten Konsrukte bessere Ergebnise liferte. Immobilisert wurde
entweder Tf, an das im Folgeschritt TfR gebunden wurde, oder es wurde direkt TfR
immobilisert. Die zwete Alternaive fihrte in der abschlieRenden Farbresktion zu hoheren
Absorptionssgnden, so dad dem TfR-Coating der Vorzug gegeben wurde (Sehe Abschnitt
2.12.6, Seite 41). Als Liganden wurden verschiedene Konzentrationen der enzdnen TRBP-
und Kontrollkonstrukte (10-1 000 ng) auf ihre TfR-Bindung getestet (Abb. 3-44).

Beim Holotoxin (DT) blebt die Bindung an TfR Uber den gesamten Konzentrationsbereich
wie ewartet aus. Betrachtet man die jewels zusammengehdrenden Paare aus Toxin und
Toxinadapterkonstrukt mit und ohne TRBP, s0 zeigen dle Konsrukte mit TRBP be den
héheren, getesteten Konzentretionen eine deutlich verstérkte TfR-Bindung gegeniber dem
Kongrukt ohne TRBP. Das Bindungsverhdten der TRBP-Kongrukte ist im gesamten Bereich
konzentrationsabhangig, wobel die Kurve ab 500ng Kongrukt pro Vertiefung langsam
flacher wird, was auf eine Sitigung hinwels. Die s&kse Bindung an TfR zegt XK 22,
gefolgt von K 21 und XK 23. Daaus |&% dch folgern, dal3 die Bindung nicht durch das
dleinige Vorhandensain enes Abgandhdters in Form des Adapters beeinflul3ar ist, sondern
vidmehr von dessen Beschaffenhet abhdngig id. Mit der Testung enes pET 11d-Lysates
konnte ein Einflu? der vorhandenen bakteridlen Verunreinigungen in K 16 und 21 auf das
Bindungsverhaten ausgeschlossen werden.
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Abb. 3-44: Konzentrationsabhangige Bindung von TRBP-Konstrukten an TfR — Fir die verschie-
denen TRBP-Konstrukte und Kontrollen (siehe Abb. 3-40, Ad(Transfersequenz) steht fir CSP-Trans-
fersequenz-ESP) wurde mittels eines ELISA ihre Bindungsaffinitét fir humanen TfR bestimmt. Dazu
wurde zundchst aus Plazenta gereinigter TfR immoaobilisert (500 ng/ Vertiefung, 90 min). Die
Konstrukte wurden in verschiedenen Konzentrationen von 10-1000 ng/ Vertiefung zugegeben (in
PBST, 2h). Anschliefend wurde nacheinander mit Anti-DT und RAG* (in PBST, je 30 min)
inkubiert. Nach Farbung mit TMB-Losung wurden die Absorptionssignde gemessen (450 nm,
Referenz 492 nm). Dargestellt sind — aufgetragen gegen die Konzentration — die gemittelten Absorp-
tionswerte und deren Standardabweichungen aus einer (JK 11) bzw. drel unabhéngigen Meldreihen
(alle anderen Konstrukte), wobei jeweils Doppelbestimmungen durchgefihrt wurden. Als Kontroll-
wert fUr den Einflul3 bakterieller Proteine auf eine TRBP-Bindung wurde ein Lysat aus pET 11din
BL21(DE3) getestet, welches Absorptionssignale im Bereich der Negativkontrolle (PBST) ergab
(nicht dargestellt).

3.8.5 Funktionsanalyse von |mmunoadaptertoxinen

Zur Funktionsandyse von vollgandigen Immunoadapterkondrukten snd  sehr vidfdtige
Anséze denkbar. Nach enem Nachwes der enzymatischen Aktivitd der im  Molekdl
enthdtenen A-Kette von DT dsnd beigiidsveise Cytotoxizitéstess, Immunfluoreszenz-
untersuchungen sowie weitere Lokdisationsstudien vorstel lbar.

3.85.1 ADP-Ribosylierungsaktivitat von TRBP-Adaptertoxinen

Nachdem der Adapter dleine ohne Einflul auf die enzymatische Aktivitdt der A-Kette von
DT blieb (Adaptertoxine, sehe Abschnitt 3.7.1, Seite 99), war auch durch das Hinzufiigen des
TfR-Bindungspeptids TRBP nicht mit einer  Abnahme der ADP-Ribosylierungsaktivitét zu
rechnen. Allerdings war die Untersuchung trotzdem von besonderem Interesse, da die Tag-
Konstrukte JK 11, 22, 15 und 23 be der Aufarbeitung denauriert vorlagen. Zwar wurden die
gereinigten Kongrukte zur Renaturierung gegen PBS didysert, doch wurde bisher nicht der
Nachweis erbracht, dal3 dieses Verfahren fir die dargestellten Konstrukte erfolgreich war.
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In Abb. 3-45 snd die Ergebnisse des ADP-Ribosylierungsassays mit den verschiedenen
TRBP-Kongtrukten gezeigt. Alle getesteten Adapter- und Immunoadapterkonstrukte besitzen
enzymatische Aktivitdt (Spuren1-6). Dieses Ergebnis zeigt, da3 weder der Adapter dleine
noch der Adapter inklusve TRBP Einflul auf die Aktivitd von DTA nimmt. Ebenfdls ig
eschtlich, dal3 en N-teminder His-Tag keinen Effekt hat und dal3 eine Didyse gegen PBS
nach der denaturierenden Reinigung der Kondrukte mit Tag ds Renaurierungsmainahme
augecht. DT, von dem verschiedene Mengen eingesetzt wurden, zeigt — wie schon zuvor —
ene konzentrationsabhangige ADP-ribosylierende Aktivitét (Spuren8-10, vergleiche Abb.
3-3, Seite 62), wahrend ein pET 11d-Lysat keine Aktivitét aufweist (Spur 7).

Veglacht man abschlieiend die Intenstden der enzednen Banden im Immunoblot, o
weisen die Banden, die aus der Testung von je circa 10ng TRBP-Konstrukt resultieren,
ungefdhr diesdbe Intensté auf wie die Bande, die aus der Umsetzung von EF Il mit 10 ng
DT gammt. Auch wenn die molaren Verhdltnisse nicht exakt Ubereinsimmen, zeigt dies
Vergleich, dald es weder durch Verdnderungen im Molekil noch bel einer Expresson der A
Kettevon DT in E. coli zu ener EinbulZe ihrer ADP-Ribosylierungsaktivitat kommt.

3.8.5.2 Cytotoxizitatstest mit TRBP-Adaptertoxinen

Fur die vollgandigen Immunoadaptertoxine JK 22 und 23 konnte eine TRBP-bedingte
Bindung an den TfR, der im Rahmen diesr Arbeit ds tumorspezifischer Rezeptor Ver-
wendung findet, gezeigt werden (Sehe Abschnitt 3.8.4, Sete 110). Ebenfdls konnte fir dle
derartigen Kongrukte eine ADP-Ribosylierungsaktivitét nachgewiesen werden. Diese wird
verusacht durch die enzymatisch aktive A-Kette von Diphtheriatoxin, die intrazdluldr zu
ener Inhibition der Proteinbiosynthese fihrt. Mit eGFP-Hilfskonstrukten konnte auf3erdem
die Umsstzung der endosomd spdtbaren Sequenz ESP durch Membranfraktionen von
HepG2-Zdlen gezeigt werden (Sehe Abschnitt 3.7.2, Seite 100).
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Abb. 3-45: ADP-Ribosylierungsaktivitét von TRBP-Konstrukten — Die enzymatische Aktivitét der
A-Kette von DT in den verschiedenen TRBP-Konstrukten und Kontrollen (sehe Abb. 3-40, Seite 108)
wurde im ADP-Ribosylierungsassay Uberpriift. Von den Konstrukten wurden jewells 10 ng eingesetzt,
fur DT wurden Konzentrationen von 1100 ng getestet. Als Negativkontrolle diente ein pET 110-
Lysat aus BL21(DE3), von dem 1ug eingesetzt wurde. Dargestellt sind die einzelnen Ansdtze im
Immunoblot (Anti-Biotin / RAG*) nach gelel ektrophoretischer Auftrennung (7.5%iges Gdl).
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Damit fehlte zu diessm Zeitpunkt fir eine vollgéndige Charakteriserung noch der Nachweis
der Funktionditét der Transfersequenzen MTS und TLM. Berets mit einem direkt fusonier-
ten DTA-MTS-Kongrukt war ein solcher Versuch unternommen worden. Mit diessr Studie
konnte alerdings nur die Assoziation der Kongtrukte an die Zdlen und der Membrandurchtritt
durch die Cytoplasmamembran detektiert werden (sehe Abschnitt 3.5.5, Seite 82). Mit der
Herstdlung von vollsdndigen Immunoadaptertoxinen bestand nun jedoch die Moglichkelt,
MTS und TLM beziglich ihrer Tranderaktivitét gegenlber der endosomden Membran zu
teten. Dazu wurde ein Cytotoxizitdtstest durchgefihrt, der durch die katdytische Aktivitét
des Toxinatels ene hohere Sendtivitd ads z B. Immunfluoreszenzuntersuchungen  ver-
sorach. Unter der Annahme, dal3 TRBP, ESP, CSP und DTA ihre jeweligen Funktionen
eflllen, wurde somit untersucht, ob die Immunoadaptertoxine JK 22 und 23 bea Trans-
feraktivitét von MTS oder TLM ene deutliche cytotoxische Aktivitét besitzen.

Als Cytotoxizitédtsassay wurde wiederum der FDA-Assay eingesetzt. HepG2-, TRVb-wt- und
TRVb-hTfR-Zdlen wurden dazu mit TRBP-Adaptertoxinen und entsprechenden Kontrollen
in verschiedenen Konzentrationen (10 '—10'° M) versetzt und fir 48h inkubiet. An-
schlieffend wurden die Uberlebensindizes bestimmt (Abb. 3-46).

DT zegt ba dlen getedeten Zdlinien eine ausgeprégte cytotoxische Aktivitdt, die dch in
einem konzentrationssbhéngigen, Starken Abfal der Uberlebensraten &ulRert. Erneut auffdlig
is die hohere Restlberlebensrate von HepG2-Zdlen gegeniber TRVb-Zdlen, die bereits
beschrieben wurde (sehe Abschnitt 3.4.3.2, Seite 74). DTA (K 16) verfigt — wie erwartet —
im gewdhlten Konzentrationsbereich nicht Uber ene cytotoxische Aktivitst. Das ent-
sprechende TRBP-Konstrukt (K 21) sollte — ohne Trandersequenz und Adspter — erwar-
tungsgemdl? auch ohne Einflu’ auf das Zdlwachstum bleiben. Dies wird durch den pardlden
Verlauf zur DTA-Kurve deutlich. Das Verhdten der Adaptertoxine (JK 11 und 15) war nur
schwer vorherzusehen, da nicht klar war, ob das dlenige Anfigen des ESP fir ene
Blockierung der Trandferaktivitét von MTS und TLM ausreichte. Dies scheint aber der Fal zu
sn, denn beide Adaptertoxine snd nicht cytotoxisch aktiv (ebenfdls padlder Verlauf zu
DTA). Interessanterweise konnte im Rahmen dieser Untersuchung jedoch auch fir die TRBP-
Adaptertoxine (K 22 und 23) kein Einflud auf das Zelwachgum von HepG2-, TRVb-wt-
und TRVDb-hTfR-Zdlen nachgewiesen werden.

Um enen Velus der enzymatischen Aktivitd der getesteten Kongrukte auszuschlief3en,
wurden die entsprechenden Kulturibersténde gesammet und auf ihre ADP-Ribosylierungs-
aktivitdt hin untersucht. Alle Kongtrukte waren auch nach der Inkubation mit HepG2-Zdlen
(48 h, 37°C) weterhin enzymatisch aktiv, wobel das entsprechende Kulturmedium dleine
keine Aktivitdt zeigte. Ebenfdls aus diesen Uberstdnden wurde die Stabilitdt der Konstrukte
per Immunoblot getestet, wobel dle Kongtrukte bis auf JK 22 und 23 unveréndert waren. Bel
den beiden TRBP-Adaptertoxinen war erwartungsgemdd ene Abnahme des Molekular-
gewichts zu erkennen, die mit der Habwertszeit des ESP im Kulturmedium erkl&t werden
kann.
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Abb. 3-46: Cytotoxizitdtsbestimmung von TRBP-Adaptertoxinen und Kontrollkonstrukten an ver-
schiedenen Zdllinien — Zur Bestimmung der cytotoxischen Aktivitét der unterschiedlichen Toxin-
konstrukte (JK 11, 15, 16, 21, 22 und 23, Ad(Transfersequenz) steht fir CSP-Transfersequenz-ESP)
wurde der FDA-Assay durchgefiihrt. Die verschiedenen Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesét
(5000/ Vertiefung; HepG2-, TRVb-wt- oder TRVEB-hTfR-Zdlen) und mit den Konstrukten in
Endkonzentrationen (c) von 10 '—10" M versetzt. Nach 48stiindiger Inkubation wurde griindlich
gewaschen und FDA-LOsung zugesetzt. Nach Inkubation im Brutschrank (1 h) wurden die Fluores-
zenzsignale gemessen (Exzitation 485 nm, Emission 538 nm) und die prozentualen Uberlebensindizes
sowie deren Standardabwel chungen berechnet (fir HepG2-Zellen aus mindestens vier, fir die TRVb-
Zdlinien aus zwei Messungen). Als Posgtivkontrolle diente gekauftes DT. In Tell A snd die
Ergebnisse fur HepG2-Zdlen dargestellt. Tell B zeigt die ermittelten Werte fir TRVb-wt und TRVb-
hTfR-Zdlen.

Die dargestdlten Ergebnise lassen verschiedene Schiuf¥olgerungen zu: die Bindungsaffinitét
der TRBP-Adaptertoxine gegeniber TfR und ihre Endocytosesktivitét reichen nicht aus,
geniigend Molekile an die Zdle zu binden und zu interndiseren oder aber die — von Beginn
an ds kritischer Faktor angesehene — Membrantransferaktivitét der hier getesteten Sequenzen
MTS und TLM ig nicht fir enen Trander von DTA aus den Endosomen ins Cytosol
gedgnet (Sehe Diskussion Abschnitt 4.4, ab Seite 125). Durch die Gesamtkonzeption der in
dieser Arbeit vorgestellten Adapterkonstrukte wird es jedoch Sets unter geringem Aufwand
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moglich sein, die jewelige Struktur auszutauschen, die sch ds ausschlaggebend fir die
ewlnchte zidzdlgpezifische Toxizitd herausstdlt. Dies gilt sowohl fir den tumor-
spezifischen Liganden, die einzelnen Adapterkomponenten ds auch fr das Toxin.



