4 DISKUSSION

4.1 Charakterisierung geeigneter Testsysteme

411 Geegnete Zdlinien mit tumor spezifischem Antigen

Mit circa 6070 % findet man den grofen Anteil an Eisenionen (resorbiert ds Fe?*, im Blut
oxidiet zu Fe**) im menschlichen Organismus in Form von Hémoglobin in zirkulierenden
Erythrocyten, wobel Eisenionen in diessr Form der Bindung von molekularem Sauerstoff
dienen. Circa 20-30 % der Eisenionen werden in Form von Feritin gespeichert, circa 10 %
werden in Enzyme und andere Proteine wie z. B. Myoglobin und verschiedene Cytochrome
eingebaut und nur etwa 0.1 % der Eisenionen zirkulieren gebunden an Trandferrin im mensch
lichen Blut'®®> Zur zdlul&ren Eisenaufnehme bindet dessen Transportform  (ferri-Tf) an
Trandferrinrezeptoren (TfR) und der Ligand-Rezeptor-Komplex wird daraufhin interndisiert.
Durch die Anderung des pH-Wertes werden die Eisenionen in den Endosomen bei leicht
saurem pH-Wert freigesetzt und der Tf-TfR-Komplex gelangt zuriick an die Zdloberflache.
Dort dissoziiert eisenfreies gpo-Tf bal pH 7.4 vom Rezeptor, der nachfolgend fir eine erneute
Aufnehme von Eisenionen zur Verfligung deht. Der gesamte Vorgang dauert nur wenige
Minuten (circa 15 min be HepG2- Zdlen) 3¢

Da Eisenionen durch ihre Beteligung am Enzym Ribonukleotidreduktase ene essatielle
Bedeutung bel der DNA-Synthese bedtzen, befinden sch Trandferrinrezeptoren auf alen
Zellen des menschlichen Organismus mit Ausnehme der Erythrocyten.®® Deutlich erhshte
Expressonsraten findet man dabel vor dlem auf Zdlen der Leber (Eisenspeicherorgan) und
auf solchen von schndl proliferierenden Geweben, dso auf Zdlen des hdmatopoetischen
Sysems, der Plazenta und vor dlem auch af Tumorzdlen.3*'®? Das Auftreten von Trans-
ferrinrezeptoren i somit nicht ausschlieldich tumorspezifisch, doch ist trotzdem unter der
Vewendung von TfR-gpezifischen Vektormolekilen — im Gegensstz zu  herkmmlichen
Zytodatika — mit einer entscheidenden Verbesserung des Nebenwirkungsprofils zu rechnen.
Deshdb gdlen deatige Vektormolekile einen hoffnungsvollen Ansatz fir ene Vidzahl von
immuntherapeutischen  Verfahren, dso auch fir Immunotoxine dar.”? Das Wirk- sowie
Nebenwirkungspotential der hier vorgestellten Immunoadaptertoxine wird jedoch auf3er durch
die Tumorzdlspezifitt mdglicheweise auch durch enen EPR-Effekt und/oder die ver-
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anderten physiologischen Bedingungen im Zidgewebe beanfluld. Denn wie in Abschnitt 1.3,
Sdte 3 berdts erlautert, gibt es im Drug-Targeting sehr vidfdtige Konzepte, die sch nicht in
jedem Falle voneinander trennen lassen.

Wegen der im folgenden aufgefuhrten Charakteristika sollte der TfR im Rahmen dieser Arbeit
das Moddlsysem fur einen tumorspezifischen Rezeptor dargdlen: Als Testsystem stand die
humane Hepatokarzinomzdlinie HepG2 zur Verfligung, die durch zahlreiche Studien zu
intrazelluldren Trangportprozessen des TfR funktiondl sehr gut charakterisiert ist.***%* Das
ebenfdls vorhandene CHO-Zdlinienpaar, TRVb-wt- und TRVb-hTfR-Zdlen, ddlte en sehr
gutes Kontrollsystem zum Testen der Rezeptorsdlektivitd dar, da bel ansongten gleicher
Bescheffenhet nur TRVDb-hTfR-Zdlen in der Lage snd, Liganden des Trandferrinrezeptors
zu binden. ™’

Im Rahmen diessr Arbeit wurde erssmals ein nichtradioaktives Verfahren entwickdt, mit dem
die TfR-Dichte auf verschiedenen Zdlinien nachgewiesen werden kann (dehe Abschnitt
3.1.2, Seite 60). Fir HepG2-Zellen wurden auf diese Weise circa 35 10* TfR pro Zdle
detektiert. Dieser Wert konnte durch Literaturdaten aus Radioligandstudien mit [*2°1]Tf be-
statigt werden 1361541%% Gleiches gilt fir den fir TRVb-HTfR-Zelen ermittelten Wert von
circa 3.0° 10* Tf-Bindungsstdlen pro Zdle®’ In Bezug auf die Zahl der Tf-Bindungsstellen
auf den humanen HepG2-Zdlen liegt die TfR-Expressongate von den trandfizieten TRVb-
hTfR-Zdlen in enem vergleichbaren Bereich, in Bezug auf andere tumorspezifische Antigene
liegen die TfR-Dichten an den vorhandenen Zdlinien im mittleren Bereich. "8/

Inggesamt geschen erweist Sch ene zu geringe Anzahl an tumorspezifischem Antigen auf der
Zdlobeflache ds Nachtell, da de zum limitierenden Fektor fir die zdluldre Aufnahme des
Immunotoxins werden kann (Sehe Abschnitt 1.6.3, Seite 12). Anderersats kann eine reativ
niedrige Rezeptordichte auch von Vortel sain, da durch se ene homogene Konsrukt-
vertelung im Tumor ermoglicht wird. Denn bel ener sehr hohen Rezeptordichte kann das
Immunotoxin aufgrund der hohen Bindungskapazitét bereits von Zelen an der Oberfléche des
Tumors abgefangen und am tieferen Eindringen in das Gewebe gehindert werden.*°1°7

Unter Abwégung dieser fir die Auswahl enes Testsystems entscheidenden Faktoren sowie
unter Berlcksgchtigung der rdaiv enfachen Audauschbarkeit der enzelnen Liganden in
Immunoadaptertoxinen dellte der Tranderinrezeptor as tumorspezifisches Antigen  en
idedles Moddlsysem dar. Die vorhandenen Zdlinien ermdglichten auf3erdem sehr genaue
Untersuchungen bezliglich einer TfR-vermittelten Aufnahme.

412 Bestimmungder cytotoxischen Aktivitat

Wie berets in Abschnitt 2.13.1, Seite 43 beschrieben, wird die cytotoxische Aktivité von
Immunotoxinen sehr haufig durch den Einbau radioaktiv markierter Aminosduren gemessen.
Mit dem FDA-Assay konnte in der vorliegenden Arbeit ein einfaches und schnell durchfiihr-
bares, nichtradioaktives Verfaren zur Besimmung der Cytotoxizitét etabliet werden. Es
bietet zusitzlich den Vortel, da3 es im Verglech zu anderen Assays nicht sehr kostenintensv
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ist. Der Detektionsbereich des FDA-Assays wurde mit dem enes kéauflichen Prolifera-
tiongtests verglichen, wobel in beden Teds ene lineare Beziehung zwischen Zdlzahl (0-
25000 Zdlen) und detektietem Huoreszenzdgna gezeigt werden konnte (CyQuant, siehe
Abschnitt 3.2.2, Seite 63). In der Literatur werden dhnliche Vergleiche mit welteren Assays,
inshesondere mit dem MTT-Test beschrieben (siehe auch Abschnitt 2.13.1, Seite 43).1221%8:159

An verschiedenen Zdlinien konnten mittedls FDA-Assay 1Cso-Werte fir DT bestimmt werden,
welche bei circa 10°M fir HepG2- und be circa 10 M fiir die beiden TRVb-Zdlinien
liegen (dehe Abb. 3-14, Seite 74). Die geingfigigen Abwechungen gegeniber Abb. 3-46,
Seite 116 konnen auf die Vewendung unterschiedlicher DT-Chargen zurlickgefiihrt werden.
Fir die cytotoxische Aktivitd spidt die DT-Rezeptordichte auf einzelnen Zdltypen ene
entscheidende Rolle. Deshdb schwanken die in der Literatur fur DT angegebenen [Cso-Werte
sehr stk in Abhéngigkeit der verwendeten Zdlinien (Vero-Zdlen: drca 10 M, Ratten
hepatocyten: circa 10°1° M).681%0 Die hier gemessenen Werte stellen eine wesentliche Er-
ganzung zu bisherigen Literaturangaben dar und untermauern die Glltigkeit der fur DT
bekannten, cytotoxisch wirkenden Konzentrationen.

In weteren Experimenten konnte im Arbetskrels im FDA-Assay gezeigt werden, dald der
Uberlebensindex von HepG2-Zelen bei einer Konzentration von 10°° M nahezu Null ist. Wie
die im Rahmen der hier vorgeegten Arbeit wiederholt beobachteten Restiiberlebensraten von
HepG2-Zdlen bei d@ner DT-Konzentration von 10°° und 10" M diesbeziiglich zu deuten sind,
bedarf weiterer Untersuchungen.

4.1.3 ZdlfreesTestsystem zur Bestimmung der enzymatischen
Aktivitat der toxischen Doméanen

Zur Aktivitdisbesimmung von Proteintoxinen werden hauptsachlich Vefahren mit radio-
aktiven Komponenten genutzt. Dabe wird fur bakteridle Proteintoxine héufig die ADP-
Ribosylirung und damit Inaktivierung von EF 1l herangezogen.’®® In den verwendeten
Assays wird gereinigter EF Il mit *C- oder *P-markiertem NAD* und Toxin inkubiert. Ein
weterer Assay macht sich die toxinbedingte Inhibition der Proteinsynthese in einem zdlfreien
Trandationssysem zunutze’®?> woraus ein umso geringerer Einbau markierter Aminoséuren
in das synthetiserte Protein resultiert je aktiver das Toxin is. Die gemessene Radioaktivitét
is in beiden Fdlen eén Ma3 fir die enzymatische Aktivité.

Fur beide Systeme gibt es inzwischen auch nichtradioaktive und damit fir den Laborbetrieb
unproblematischere  Alternativen. Ein Testmodell verwendet Luciferase-DNA in énem In-
vitro-Trandationssystem.’®®  Aufgrund der  Trandaionsinhibition kann die  Toxinaktivité
anhand einer Abnahme der Biolumineszenz im anschlieRenden Luciferaseessay (Zusatiz von
Luciferin) besimmt werden. Dieser Assay ig nicht nur fur bakteridle, sondern auch fir
andere Toxine mit Einflud auf die Proteinsynthese anwendbar, wie z. B. Ricin as Vertreter
der RIPs.
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Da im Rahmen der vorliegenden Arbat ADP-ribosylierende Toxine im Vordergrund standen,
wurde ein ser enfach und mit geringem gpparativen Aufwand durchfUhrbarer ADP-Ribosy-
lierungsassay etebliet, bei dem angdle von radiosktiv. markietem NAD® bictinyliertes
NAD* dngesatzt wird!?® Obwohl dieser Asssy normaerweise nur quditative Aussagen be-
ziglich der enzymdischen Aktivitéd zul&¥, konnte fir DT ene konzentrationsabhdngige
ADP-Ribosylierung im Immunoblot gezeigt werden. Zusdizlich gdang der Nachwes der
katalytischen Aktivitdéde von PE, wédhrend RTA ewatungsgemd’ keine ADP-Ribosylierung
zeigte (Sehe Abb. 3-3, Sete 62). Da EF Il mit einer wesentlich hoheren Effizienz ds andere
Proteine ADP-ribosyliert wird,*®* weist dieses Tesmoddl eine ausreichende Selektivitd fiir
die verwendeten Toxine auf.

4.2  Proteinchemische K opplungsprodukte

4.2.1 Darstellung chemisch gekoppelter Adaptertoxine

Vor enigen Jdren wurde die Entdeckung von sogenannten Trojanischen Peptiden sehr
euphorisch begrild, da deratige Peptide ene nichtinvasve Einschleusung von funktiondlen
Fremdproteinen (oder Fremd-DNA) in kultiviete Zdlen ermoéglichen. Fir das Trojanische
Peptid Tat aus dem HI-Virus (Sehe Tab. 1-3, Seite 20) konnte inzwischen auch an Mausen,
aso in vivo, nachgewiesen werden, da3 ein an Tat fusonietes Fremdprotein (b-Gaak-
tosdase) nach intraperitonedler Applikation in samtliche Gewebe transportiert  wird.X®®
Aufgrund dieser Eigenschaft gellen Trojanische Peptide bal  bestimmten  Erbkrankheiten
potentille Werkzeuge fir eine Enzymsubditution oder einen Gentrander dar. Mit der
Entwicklung eines Adapters, der dch enes deratigen Peptides bedient und der enen
enfachen Audausch saner Liganden ermoglicht, snd in diesem Zusammenhang en Rehe
von zdlltypspezifischen Applikationen denkbar.

Mit Penetratin stand zu Beginn dieser Arbet eine der bekanntesten Substanzen dieser Relhe
in Peptidform zur Verfugung. Uber ene aktiviete Kopplungsgruppe in Form enes 2-
Pyridyldisulfidrestes war es moglich, Proteine mit enem freen Cydenret durch ene
Disulfidgruppe an diese Sequenz zu binden. Aufgrund des reduktiven Milieus im Zdlinnen
raum i ene deratige kovaente Bindung im Cytosol spdtbar, was se fir das hier verfolgte
Adapterkonzept interessant machte.

Fur die Auswahl des zu verwendenden Toxins waren somit folgende Kriterien von besonderer
Bedeutung: @ Die enzymatisch aktive Doméne mulde zur Grofenreduktion und zur Besaiti-
gung anderer as der cytotoxischen Eigenschaften ohne toxineigene Trandokationssequenz
dargdlbar sein und b) zur Kopplung an die Transfersequenzen war das Vorhandensein eines
Cydenretes eforderlich. Ba Pseudomonas Exotoxin kann durch proteinchemische Metho-
den die enzymdisch aktive Doméne nur inklusve eines Antells der Trandokationsdoméane
abgetrennt werden (dehe Abschnitt 1.6.3, Seite 12). Zusdtzlich zeigte sch die der Tryp-
gngpdtung folgende Aufrenigung inofern ds aufars schwierig, ds die Indabilitét der
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katalytischen Domédne ba hoheren Temperaiuren im Gegensaiz zu Diphtheriatoxin  eine
Hitzedenaturierung der  Zdlbindungsdoméne von PE unmidglich macht.!?’ Beide erforder-
lichen Kriterien werden jedoch von Diphtheriaioxin erflilt. Unter Erhdt der enzymatischen
Aktivitst gdang die efolgreche Dargdlung der A-Kette von DT nach enem Verfahren von
Moskaug et al. (Sehe Abb. 3-5, Seite 65).1%°

Die Resktion der A-Kette von DT mit aktivietem Pendrdin veligf nahezu vollgandig. Be
der Kopplung der zusitzlich zur Veflgung stehenden MTS konnten dagegen trotz Opti-
mierung der Versuchsbedingungen nur geringe Ausbeuten erzidt werden (Sehe Abb. 3-10,
Seite 71). Die durch einen sehr hohen Antell hydrophober Aminosduren verursachte schwere
Lodichkeit dieses Peptids gdlt vermutlich die Ursache fir das schlechte Kopplungsverhaten
dar. Durch Aushildung von in Wassr unlddichen Aggregeten und/oder Haftung der
Trandersequenz an der Gefdoberfléche wird diessr Resktionspartner  offendichtlich  dem
Gleichgewicht entzogen. Bel anderen, getedteten Proteinen zeigte dlerdings auch Penetratin
nicht immer en Kopplungsverhdten, das mit dem an DTA vergleichbar war. Die Kopplung
an PE velig z B. nur mit ener sehr geringen Ausbeute, so dal3 diessr Ansatiz nicht weiter
veafolgt wurde (Sehe Abschnitt 3.4.1, Seite 70). Als drittes Protein wurde GFP getestet,
welches in der vorliegenden Arbeit fir einige Versuche as Pseudotoxin mitgeftinrt wurde
(Nachweis des Transfers, Lokalisation etc.). Diese Kopplung verlief mit mittleren Ausbeuten
(9ehe Abschnitt 3.4.2, Seite 70). Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dal3 sowohl
physkochemische Parameter (schlechte Lodichket, Aggregationsneigung) as auch derische
Aspekte (schlechte Zuganglichkeit der Cydenreste) von entscheidender Bedeutung fir ene
potentielle Kopplung und deren Ausbeute sind.

Da DT im Rahmen dieser Arbet nicht aus seinem Herkunftsorganismus gereinigt, sondern
kommerziell erworben wurde, danden immer nur sehr kleine Mengen Toxin zur Verfigung.
Das protenchemische Vefahren zur Dargdlung von DTA (3ehe Abb. 3-5, Sate 65) ging
aufgrund seiner Ausbeuen berdts mit ener deutlichen Reduktion an  Ausgangsmeterid
enher. So gdang ba molaren Ausbeuten im Bereich von 30-50 % die Dargellung von circa
200 ug DTA aus 1 mg DT. Die resultierende Menge an Kopplungsprodukt, insbesondere im
Fdle von DTA-MTS, war jedoch so gering, da3 eine Renigung, die dsets mit welteren
Proteinverlusen enhergeht, nicht in Betracht gezogen wurde. Aufgrund der annéhernd
vollgéndigen Umsstzung von DTA mit Pendrain sand dlerdings ein  Endprodukt zur
Vefigung, mit dem nachfolgend funktiondle Untersuchungen fir die cytosolisch spdtbare
Bindung durchgeftihrt werden konnten.

Da rekombinant hergestelltes GFP in ausreichender Menge zur Verfigung stand, konnte auch
das Kopplungsprodukt GFP-PEN reativ einfach in groleren Mengen dargestellt werden.
Deshdb wurde fir diesss Kongrukt ene Renigungamethode entwicket, mit der unge-
koppeltes GFP effizient von gekoppeltem getrennt werden konnte (Sehe Abb. 3-12, Seite 73).
Die Disulfidbricke in gerenigtem GFP-PEN zeigte jedoch unter Lagerung be 4°C ene
ausgepragte Ingtabilitat. Durch Zusatz von eénem 100fach molaren UberschuR an oxidiertem
Glutathion und Lagerung bel - 20 °C gdang es, diese Problematik erfolgreich zu 16sen.
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4.2.2  Funktionalitat der chemisch gekoppelten Adapter-
kongtrukte

Im Rahmen diesr Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 sch die Disulfidgruppen von DTA-
PEN mit Cytosolfraktionen, hergestellt nach einem Verfahren von Dignam et al.,'® spalten
lassen, was die generdle Eignung dieser funktiondlen Gruppe fir den Adapter klar verdeut-
licht (Sehe Abb. 3-13, Seite 73). Be da Betimmung der Trandferaktivitdt von MTS und
PEN mittedls FDA-Assay zeigten beide Tranderpeptidkonstrukte bemerkenswerterweise
jedoch en &hnliches Verhdten wie die A-Kette von DT (dehe Abb. 3-14, Sate 74). Be
DTA-PEN und DTA-MTS wurde anhand dieses Verhdtens vermutet, dal? beide Trans-
ferssguenzen nicht in der Lage dnd, DTA ins Cytosol zu leiten. Ba DTA konnte aufgrund
von Literaturdaten mit dem hier beobachteten Effekt gerechnet werden, es verhidt sch dso
erwartungsgeméa %

Aufgrund der berets beschriebenen Ingabilitdée von GFP-PEN lag es nahe, dal3 auch die
anderen disulfidgekoppelten Kongtrukte, DTA-PEN und DTA-MTS, eine gewise Indabilitét
aufweisen. Weitere Experimente bestétigten, dald3 die Disulfidgruppen von DTA-PEN tat-
sachlich wahrend der Inkubation bel 37 °C gespdten werden. Offengchtlich entsteht im
Zdlkulturmedium bereits durch die Lyse von nur wenigen Einzdzdlen en so hohes reduk-
tives Potentid oder aber der Prozeld wird durch die Freisstzung von Disulfidisomerasen s0
sehr beschleunigt, dal3 es vermehrt zu einer Spatung der Konstrukte kommt, wodurch en
Trander von DTA per se verhindet wird. Durch Zusatz von oxidietem Glutathion (in
10*fach molarem Uberschul?) konnte zwar im Zdlkulturiberstand die Spatungsneigung von
DTA-PEN deutlich reduziet werden, doch lie3 sch en solcher Stabilitdtsgewinn in
Anwesenheit von HepG2-Zdlen nicht beobachten (sehe Abschnitt 3.4.3.3, Seite 75). Litera
turangaben bezlglich anderer immunologischer Konzepte konnten jedoch mit diesen Ver-
suchen bestétigt werden. Zur Stabilitétsverbesserung werden im Rahmen anderer Konzepte
insdbesondere solche Linker as vortellhaft beschrieben, deren Verknipfung beispidsvese in
Form ener derisch geschitzten Disulfidgruppe oder ener — hier aufgrund unzureichender
Spaltungsneigung im Cytosol nicht anwendbaren — Thioetherbindung redlisiert ist.166-168

4.3 Rekombinante Darstellungsweise

Aufgrund der umfangreichen Erfahrungen durch die Experimente zur chemischen Kopplung
wurde das Toxinfragment DTA auch fur die weteren Versuche, wie z. B. die Untersuchung
der Trandferaktivitdt der verwendeten Peptide, ausgewdhlt. Um enhetliche Addukte zu
ehdten — das Ausmal? einer chemischen Kopplung ig oftmas nur schwer zu quantifizieren —
wurden die entsprechenden Kongrukte rekombinant dargestellt. Diese Vorgehensweise war
des weiteren aus Grinden hoherer Konstruktausbeuten und besserer Reinigungsmdglichkeiten
durch einen fusonerten Tag besonders gut fir weltere Entwicklungen gesignet.

Um einen bel der Vefahrensoptimierung unbesbsichtigten Abbau der fur die Uberpriifung der
Tranderaktivitdée herzugelenden Kongrukte DTA und DTA-MTS zu verhindern, wurde
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zunéchs auf ene cytosolisch spdtbare Bindung verzichtet. Beide Kongrukte konnten in
Form enes His-Patch-TRX-Fugongproteins Uberexprimiert werden, fir das ene Affinitdt zu
zweiwertigen Metdlionen beschrieben ist (Sehe Abb. 3-17, Sdite 79).1%? Jedoch zeigte der
Fusonsantell in Vebindung mit DTA keine auffdlend ausgepragte Affinitét zu Nickeionen
(Ni**). Somit bot dieses Verfahren zwar enersdits den Vortell einer hohen Expressonsrate,
doch konnte es anderersaits die Forderung nach ener effizienten Reinigung nicht erfillen
(dehe Abb. 3-18, Seite 80). Da es aul¥erdem nicht moglich war, den TRX-Fusonsantell ohne
Proteolyse von DTA und DTA-MTS abzuspdten (Sehe Abschnitt 3.5.4.3, Seite 81), blieb
san Einfluld auf die Trandertétigket der MTS ungeklart.

Die Vetealung der beden DTA-Kondrukte in Zdlsolubilissten und einzenen Zdlfraktionen
zeigte keinen Unterschied zwischen dem DTA-Kongrukt mit oder ohne MTS (sehe Abb.
3-21, Seite 83). Da fur Thioredoxin ene Lokdisation an den Verbindungsstellen der inneren
und ZuReren Membran von E. coli beschrieben wird®® konnte diese Eigenschaft bel den
durchgefihrten Experimenten moglicherweise dazu gefuhrt haben, dald dch zwar bede
Kongrukte an die Membran von HepG2-Zdlen anlagern, dal3 aber ein vollséndiger Trander
mit Hilfe der MTS verhindet wurde. Des weteren ig fir TRX sdbst auch en entgegen
gesetzter Transport aus der Zelle heraus beschrieben, dessen genauer Mechanismus jedoch
unklar bleibt.*"°

Die Experimente mit den dargestdlten TRX-Fusionsproteinen ergaben daher zwar sehr
aufschiul¥eiche, doch fir die hier verfolgten Zide nur unter Einschrankungen welterflihrende
Ergebnisse. Zur Vermedung der problematischen Enterokinasespaltung wurden die folgenden
Adaptertoxine entweder ohne Tag oder mit einem enfachen His-Tag kloniet, der keine
Abspdtung erforderte. Da der Adapter zur Belbehdtung der natirlichen Doméanenabfolge von
Diphtheriatoxin C-terminad angeordnet wurde, wurde der Tag N-temind fusoniert. Als Ex-
pressonssystem wurde das durch den T7-Promotor kontrollierte pET-System ausgewdhlt,
wdches fir dne ganze Rehe #hlicher Konsrukte ebenfals Anwendung findet®0131172
Mogdlicheweise bedingt durch das klonierungsbedingte Fehlen des T7-Terminators sowie des
|o6dichkeitsverbessernden  TRX-Fusonsanteils waren die Expressionsraten der  pET-Kon-
drukte verglichen mit denen der TRX-Fusongproteine wesentlich geringer, doch gdang es
problemlos, die fur nachfolgende Experimente bendtigten Mengen an Adaptertoxinen zu
gynthetiseren (Sehe Abb. 3-31, Seite 95).

Da dch die spezidl zur Tedung des ESP ebenfdls im pET-System dargestdlten GFP-
Kongrukte (sehe Abschnitt 3.6.6, Seite 97) im Gegensaiz zu den ligandfrelen Adapter-
kongtrukten wiederum durch eine stérkere Expresson auszeichneten, konnte gezeigt werden,
dal} das Fehlen des T7-Terminaors nicht die wesentliche Ursache fir die geringen Ausbeuten
dargdlte. Vidmehr scheint tatsdchlich die Verwendung eines Fusionspartners, wie TRX oder
auch GFP, in Bezug auf die Ausbeuten einer Expresson vortelhaft zu sein. Eine besonders
exponierte Lage der Transfersequenzen in den Adaptermolekilen und ihre Membranaffinitét
tragen moglicherweise aul3erdem dazu bel, dal3 eine effektive Freisetzung der Konsrukte bel
Bakterienlyse unter nicht denaturierenden Bedingungen verhindert wird.
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Die Renigung der Adapterkonstrukte Uber ihre Tag-bedingte NP*-Affinitdt zeigte unter
nativen Bedingungen, dal3 der N-termind gelegene Tag — vermutlich aus gerischen Griinden
— nur schlecht zugénglich ist und deshdb keine Bindung an Nickeionen (N#") erfolgt. Fir
den mit circa 12kDa zwar wesentlich groleren His-Patch-Fusonsantell konnten méglicher-
wese shnliche Verhdtnisse fir die relaiv schwache Bindung verantwortlich sdin.’? Unter
denaturierenden Bedingungen gelang es jedoch den Tag zu aktivieren, so dad fir enige
Immunoadaptertoxine ene Renigung Uber ihre Tag-bedingte Metdlionenaffinitdt durchftinr-
bar war. Auch wenn die Renigung unter denaturierenden Bedingungen oft unproblematischer
ist,)”® snd unter Umsténden denaturierende Bedingungen hier von Vorteil, da durch zdlulére
Proteasen bedingte Abbauprozesse minimiert werden. '’

44  Funktionsanalysen

44.1 ADP-Ribosylierung mittels Diphtheriatoxin A-K ette

Da es gch ba DT um en Toxin mit bakteridlem Ursprung handdt, welches daher keine
sdtenen Codons und dlenfdls eine geringe Toxizitd gegeniber Bakterien aufwels, war ene
efolgreiche rekombinante Expresson von DTA unter Erhat der enzymatischen Aktivitdt sehr
wahrscheinlich. Im Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch auch solche Kongrukte hergestellt,
mit denen der Einflul ener C-teeminden Fuson von mehr ads 5kDa grofien Peptiden an
DTA Uberprift werden konnte. Bisher wurden &hnliche Kongrukte nur beziglich ihrer
Reassozigtionsfzhigkeit mit der B-Kette von DT untersucht®® so dal? hier erstmas gezeigt
werden konnte, dald solche Fusonsproteine auch ene mit DT vergleichbare enzymatische
Aktivité aufweisen (Sehe Abb. 3-34, Seite 100).

Die Bestimmung der ADP-Ribosylierungsaktivitét zeigte, dald Kondrukte mit einem N-
terminden His-Tag, die unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt wurden, nach ener
Didyse ds Rendurierungsmainahme ebenfdls volle enzymatische Aktivitéd bedtzen. Mit
einem Konstrukt bestehend aus RTA und DTA konnte Vergleichbares bereits gezeigt werden,
namlich da3 N-terminde Fusonen an DTA keinen Einflul auf dessen enzymatische Aktivitét
haben.!'® Die in diessm Zusammenhang beschriebene Sitigung der ADP-Ribosylierung von
EF Il gibt zusizlich Hinwese darauf, warum im Rahmen dieser Arbeit neben EF Il noch
weitere Proteine ADP-ribosyliert wurden (sehe Abb. 3-3, Sate 62). Wahrend die Séttigung
asf eine limitierende Menge an vorhandenem NAD" zuriickgefiihrt wurde''® weist die ADP-
Ribosylierung anderer Proteine auf eine Limitation von EF Il hin. In beden Fdlen is dso das
molare Verhdtnis von isolietem EF Il zu NAD" ausschlaggebend. Leider konnte ein genauer
Verglech der engesetzten molaren Verhdtnisse nicht durchgefiihrt werden, da jeweils nur
angereicherter und kein gerenigter EF 11 Verwendung fand.

Sehr beachtenswert war im Rahmen der Aktivitétsuntersuchungen die Tatsache, dal3 expri-
miertes DTA (XK 16) im Gegensaiz zu den Adaptertoxinen keine Bindung an Blaugd zegte
(9ehe Abschnitt 3.6.5, Seite 96), jedoch enzymatisch voll aktiv war. Durch die srukturelle
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Ahnlichkeit zu NAD" héte die ausbleibende Bindung an Cibacron Blue eher das Gegentell
vermuten lassen. Da be den bindenden Konstrukten neben DTA nur die spdtbaren Sequent
zen im Adspter identisch snd, wird mdglicherweise durch diese eine unspezifische Bindung
an die Matrix und nicht an den Farbstoff Cibacron Blue bewirkt.

4.4.2 Charakteriserung desendosomal spaltbaren Peptids

Eine groe Anzahl an Proprotenen missen fir ihre Aktivierung zunéchgst proteolytisch
gespdten werden. Zu diesen gehdren unter anderem enige Serumproteine, Hormone, Wachs-
tumdfaktoren, Zeloberfléchenrezeptoren und auch Proteintoxine. Be viden wird dazu ene
Furinschnittstelle gespalten. Die Protesse Furin ist eine Ca’*-abhangige Serinprotesse, die
ihre kataytische Aktivitdt Uber enen breiten pH-Berech bebehdt. Se ig en ubiquitér
exprimiertes Transmembranprotein und kommt sowohl in Assoziation mit dem Trans-Golgi-
Netzwerk ds auch mit der Plasmamembran und dem endosomalen Systlem vor. Das dlge-
meine Konsensusmotiv fur Furin lautet Arg-X-LysArg-Arg, wobel auch Arg-X-Arg-X-X-
Arg moglich ist.%%17°

Die Proteintoxine DT und PE enthdten jewells in ener strukturell exponierten, proteasesen
gtiven Schlefe ein Erkennungsmotiv, fir dessen Spdtung furinghnliche Enzyme (Proprotein-
convertasen) verantwortlich gemacht werden (sehe Abb. 1-6, Seite 18).%! Tele dieser
Schieifen wurden bereits mehrfach dazu genutzt, spdtbare Linker in Vektorkonstrukte
e@nzubringen. Im Fale enes rekombinant hergestelten Immunotoxins aus Redrictocin (Ri-
bonuklease aus Aspergillus restrictus) und einem scF-anti-TfR-Fragment wurde durch
Einflhrung enes Tels der spdtbaren Sequenz von PE abhéngig von den getesteten Zelinien
eine 2-30fach hohere Cytotoxizité beobachtet.?” Konstrukte bestehend aus der A-Kette von
Ricin und Protein A (aus Staphylokokken) zeigten nach EinfUhrung der Spdtsequenz von DT
und Zugabe von zellspezifischen Antikorpern ebenfalls eine erhdhte cytotoxische Aktivitzt 28

Im Rahmen dieser Arbeit wurden gezidt nur die Konsensusmotive innerhab der protease-
sengtiven Bereiche von PE und DT ausgewdhlt und zum endosomd spatbaren Peptid (ESP)
zusammengefuigt (Sehe Abschnitt 7.2.1.2, Saite 148). Aus den Literaturdaten geht hervor, dal3
troiz Verwendung diessr beiden Sequenzen Furin nicht unbedingt dleine fir eine Spatung
verantwortlich sein muR und dai} diese auch auRerhab der Endosomen erfolgen kann.13%:17
Moglicheweise dienen die zwel basschen Reste innerhab des proteasesenstiven Bereiches
von DT (AS 192-193. ArgArg) ds Erkennungsmotiv fir eine dternative Spatungsresktion
durch verwandte Proproteinconvertasen wie beispidlsweise PC6B.}"" Da vollsténdiges DT
zusitzlich noch Uber eén weteres Furinmotiv im Bereich der AKette (AS 170-173: Arg-Gly-
Lys-Arg) verfugt, welches nicht zu sainer Aktivierung beitrdgt noch wahrend dieser gespdten
wird, ist aul¥erdem davon auszugehen, dald die Expostion der moglichen Spaltsequenz an der
Oberflache des Molekiils von entscheidender Bedeutung i<t.

Das ESP wurde zu seiner Testung in einem Kongrukt kloniert, das DTA, den Adapter (mit
CSP, MTS und ESP) und eGFP enthielt. Da die Protease Furin hohe Expressonsraten in sehr
viden Geweben zeigt und ihre cDNA urspringlich aus denen in dieser Arbet ds humane
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Testzellinie verwendeten HepG2-Zdlen isoliet wurde!’® war ihre Anwesenheit in den
verwendeten Membranfrektionen von HepG2-Zdlen wahrschenlich. Wie ewartet  konnte
deshdb sowohl mit rekombinantem, humanen Furin wie auch mit Membranfraktionen von
HepG2-Zdlen ene Spdtung des ESP bel pH 7.4 nachgewiesen werden (sehe Abb. 3-35,
Seite 101), die unter Zugabe enes kompetitiven Furinconvertaseinhibitors verhindert werden
konnte. Allerdings lie3 sch unter Inhibition bei dem Kongrukt JK 19 (ohne CSP) en
geringflgig groferes Fragment im Immunoblot detektieren, welches sch ba JK 18 (voll-
sandiger Adepter) eventudl aufgrund der geingeren Intendtéten der Banden nicht
nachweisen ligd Unter nicht optimaen Bedingungen fir Furin, hier die Anwesenheit des
Inhibitors, wird das PE-Spdtungsmotiv. méglicherweise bevorzugt gegeniber dem von DT
geschnitten. Dies sd@nde zwar im Gegensatz zu den oben beschriebenen Publikationen, die nur
fur DT ene dtenative Spdtung des Furinmotives aufgrund der zwe  aufeinanderfolgenden
Argininreste beschreiben, doch konnte eine dternative Spatung bei JK 18 unter Zugabe von
Membranen ebenfals bei pH 5.5 beobachtet werden, also dem pH-Optimum firr PE.®*

Da die dternaive Spdtddle anhand des GroflRenunterschiedes im Immunoblot nicht exakt
definiert werden konnte, ware zur genauen Klérung des Sachverhdtes enersdts eine N-
terminde Sequenzierung der erhdtenen eGFP-Fragmente snnvoll gewesen. Andererseits war
die Sequenzierung gar nicht erforderlich, da die Spatung des ESP an dch fir seine Anwent
dung im Adapter ads ausreichendes Kriterium gilt. Durch unterschiedliche Reaktionskinetiken
unter Anwesenheit verschiedener Mengen Membranfraktion konnte zusdtzlich demondtriert
werden, dald es sich dabe um ene spezifische enzymatische Spatungsresktion handdt (sehe
Abb. 3-36, Sate 102). Die durchgefiihrten Experimente lassen unter Beachtung von Literatur-
daten aulerdem auf eine potentidl endosomae Lokaisation der Spatung schlielen.®
Ebenfals denkbar — auch unter Beriickschtigung der intrazellul&ren Wanderungsrouten von
Furin Uber das Trans-Golgi-Netzwerk, die Zdloberflache und das endosomde Sysem — id
jedoch eine Spdtung im unmittelbaren Umfed der Zielzdle. Diese Mdglichkeit wird experi-
mentell zum Tel dadurch bedtétigt, dald die Stabilitdt des ESP im Zdlkulturmedium auf eine
Halbwertszeit von circa4 h begrenzt ist (Sehe Abb. 3-37, Seite 103).

443 Charakteriserung descytosolisch spaltbaren Peptids

Die funktiondle Charakteriserung der rekombinant hergestellten, cytosolisch spdtbaren
Sequenzen war nicht Bestandtell der hier vorliegenden Arbeit. Durch verschiedenartig prépa
riete Cytosolfraktionen konnte aber bereits an einem anderen Adapterkonstrukt mit Sgporin
ds toxischer Komponente eine Spaltung des CSP beobachtet werden.?

4.4.4  Transferrinrezeptorbindung des TRBP

Wie berats in Abschnitt 3.8, Sete 104 néher erlautert wurde, gibt es fir die Verwendung
eénes anderen Rezeptorliganden anddle des natlrlichen Tf zur Hersdlung vollstdndiger

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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Immunoadaptertoxine ene Relhe von Grinden. Die Vewendung enes interndiserungs-
fahigen, TfR-bindenden Peptids stdlt daher eine vidversprechende Alternative zu Tf dar.

Zunéchst sollte das von Lee et al. fur entsprechende GFP-Kongtrukte beschriebene Bindungs-
und Endocytoseverhdten des Transferrinrezeptor-Bindungspeptids (TRBP)  nachvollzogen
werden.’®* Dazu wurden molekularbiologisch mehrere eGFP-Konstrukte hergestellt, deren
verschiedene Komponenten entweder mit einem Adapter oder direkt verbunden waren (Sehe
Abschnitt 3.8.3, Seite 109). Die adapterbasierten eGFP-Kondrukte zeigten im Rahmen ihrer
Aufreinigung ene ausgeprégte Ingabilitét, die auf ene Spatung des ESP  zurtickzufihren
war. Obwohl fur die Expresson der OmpT-ddfiziente E. coli-Stamm BL21(DE3) verwendet
wurde, konnten homologe bakteridle Proteine wie beispidswveise OmpP fir die Spatung der
beiden Arg-Reste im Furinmotiv von DT verantwortlich sein.'”® Dieses Verhdten veranschaur
lichte emeut die bereits mehrfach diskutierte Bedeutung ener geeigneten, réaumlichen
Ausichtung besimmter funktiondler Sequenzen. Offengchtlich liegen sowohl die Disulfid-
gruppen ba chemischer Kopplung ds auch das ESP in rekombinant hergestellten GFP-
Kongrukten rdumlich so exponiert, dal3 fir beide eine erhthte Spatungsneigung gegeniber
anderen Konstrukten resultiert.

Unter Verwendung von eGFP und eGFP-TRBP wurden die funktiondlen Tests somit andog
Zu Lee et al. durchgeflhrt, be dem ds Testsysem Uberwiegend ein CEF-Zdlinienpaar
(Fibroblagten aus Hihnchenembryonen) verwendet wurde, das den hier verwendeten TRVb-
Zdlen s=r dmlich ig. Die TfR-vermittdte Bindung und Endocytose von GFP-TRBP
gegentber GFP wurden bel Lee et al. durch verschiedene Immunfluoreszenzuntersuchungen
gezeigt, wobe fluoreszenzmarkiertes Tf jewels ds Vergleich diente. An CEF-hTfR-Zdlen
wurde sowohl be 4°C (keine Endocytose) ds auch bei 37 °C en ahnliches Vertelungs-
muster von GFP-TRBP und Tf beobachtet, welches in Kolokaisationsstudien (nur bei 37 °C)
bestétigt wurde ™

Be den im Rahmen dea vorliegenden Arbeit durchgefUihrten Immunfluoreszenzstudien mit
eGFP und eGFP-TRBP konnten die beschricbenen Vertelungsmuster an HepG2-Zdlen
weder unter Methanolfixierung noch unter andloger Versuchsgestaltung zu Lee et al. repro-
duziert werden (9ehe Abschnitt 3.8.4, Seite 110). Als Kontrolle fur die Methodik wurde
zusizlich Tf eingesstzt. Aufgrund der beobachteten zdlul&ren Vertelungsmuster erschien es
jedoch sehr unwahrschenlich, dald die Zdlpréparation nach Lee et al. tatsachlich ene
Permegbiliserung der Zellen bewirkt.

Das TfR-Bindungsverhdten von eGFP-TRBP wurde im Rahmen diessr Arbet zusdtzich
mittels eines ELISA Uberprift (Sehe Abschnitt 3.8.4, Seite 110). Dabei konnte bedingt durch
das TRBP keine bessere TfR-Bindung as be eGFP sebst beobachtet werden. Vermutlich
werden durch eine aus sterischen Grinden geschitzte Lage des Bindungspeptids die Anfor-
derungen fir ene Rezeptorbindung nicht erflllt. Auch diese Daten stehen im Widerspruch zu
den an CEF-hTFR-Zdlen mit Radioliganden beschriebenen Dissoziationskongtanten von GFP
und GFP-TRBP, die sich ungefahr um den Faktor 10° unterscheiden.® Untersuchungen mit
entsorechenden  Konstrukten mit  Adapter, der in diesem Fdl ads Abstandhdter weitere
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Informationen  beziiglich der Rezeptorbindung versprach, konnten aufgrund der  hohen
Ingtabilitét dieser Konstrukte nicht durchgeftihrt werden.

Unter Berlickschtigung der bereits mehrfach diskutierten Bedeutung einer geeigneten raum-
lichen Orientierung verschiedener Sequenzen enes Molekils zueinander wurden waetere
TRBP-Kongrukte synthetisgert, um dessen Bindungseigenschaften auch in @nem anderen
molekularen Zusammenhang zu untersuchen. Mit verschiedenen DTA-Kongrukten zeigte
sch, dad die TRBP-baserten Kongrukte gegeniber denen ohne TRBP ene dtérkere TfR-
Bindung aufweisen (Sehe Abb. 3-44, Seite 113).

Da die cytotoxische AKette nicht fir den Zedlkontakt verantwortlich ist und die BKette nicht
an TfR bindet (Sehe Abschnitt 1.6.2, Seite 9), entsprach die fehlende Bindung von DT den
Erwartungen. Wahrend sich das Konsrukt JK 11 ebenfdls erwartungsgemd? verhidt, zeigte
JK 15 wdches sch nur durch eine andere Trandfersequenz von J 11 unterscheidet (TLM
dat MTS), ene hohere Affinitdt zum TfR. Dieses Ergebnis liel3 sch nach den vorliegenden
Betrachtungen zunéchst nur auf die TLM zurtickfihren. Das DTA-andoge Konstrukt JK 16
zagte im Gegensaiz zu DT en unspezifisches Bindungsverhdten. In diessm Zusammenhang
is die fenlende Bindung von X 16 an Blaugd erneut erwdhnenswert (Sehe Abschnitt 4.4.1,
Sdte 125), denn unter Umgténden tragt in beiden Fdllen die rekombinante Hergellung der
adapterfreen A-Kette zu den verénderten Bindungseigenschaften bei. Allerdings konnen die
grukturellen Verdnderungen durch diese Art der Herstedllung nicht sehr gravierend sein, da in
beiden Fdlen die enzymatische Aktivitd unverandert erhdten bleibt. Im Zusammenhang mit
der Blaugelbindung wurde die Moglichkeit in Betracht gezogen, dal3 dlein die Adapter-
sequenzen flr die Bindung an Blaugd oder andere Matrizes verantwortlich snd. Die
Vermutung |83 sich hier jedoch nicht bestétigen, da entsprechende Kongtrukte auf der einen
Saite zwar unspezifisch (JK 15) auf der anderen Seite aber auch gar nicht binden (JK 11).

Von den TRBP-enthdtenden Kongdrukten zeigte K 22 ene dake Bindung, gefolgt von
JK 21 und XK 23. Der Vergleich von XK 22 und JK 21 verdeutlicht, dal3 durch den Adapter,
der vermutlich ds Absandhdter fir eine bessere réumliche Exposition des TRBP sorgt, eine
hohere Bindung resultiert. Die Ergebnisse von JK 23 zeigen jedoch deutlich, dal3 die in einem
Abstandhdter verwendeten Sequenzen ebenfdls einen wesentlichen Betrag zur Bindungs-
dfinitét lagen. K 22 und 23 unterscheiden sch nur in der Art der Membrantransfersequenz,
wobe die MTS vor dlem durch eine Anhdufung von unpolaren Aminosiuren gekennzeichnet
i, wahrend die TLM finf Aminosauren mit polaren Satenketten enthdt (Sehe Abschnitt
7.2.1.1, Seite 148). Untr Umddnden gsdlt die MTS aufgrund der nicht vorhandenen
Mdaglichket zur Aushildung von Wasserdtoffbriickenbindungen  einen wesentlich  besseren
Abgstandhdter dar als die TLM. Bel der TLM scheint $ch der Effekt geradezu umzukehren, so
dal3 die Struktur derart kompakt und Stabilisert ist, dald ohne Adapter (K 21) eine bessere
Bindung beobachtet werden kann ds mit diesem.

Untersuchungen zur der Spatbarkeit des ESP — die Spdtbarkeit wurde hier zdlfra mit einem
MTS-basierten Adapter nachgewiesen — sind unter Berlickschtigung dieser Aspekte ebenfdls
fir die anderen Trandferpeptide aufschluf¥eich. Entscheidender Parameter fir die Zugang-
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lichkait und Spaltung des ESP im Kontext mit der TLM durfte sain, ob das CSP, das ESP
oder bede zusammen in Wechsdwirkung mit der Trandfersequenz treten und schlieldich zu
einer engeren raumlichen Packung der Struktur beitragen.

Nach Lee et al. ig die TRBP-Bindungsselle an Rezeptor nicht identisch mit der Tf-
Bindungsstedlle®! Somit waren Kompetitionsstudien von TRBP-hdtigen Konstrukten mit Tf
im Rahmen diesr Arbeit nicht eforderlich. Die Bindung des TRBP an den TfR ddlt enen
relevanten Parameter fUr die angedrebte Verwendung in Immunotoxinen dar. Der sehr dhn-
liche Velauf der Bindungskurven von TRBP-baseten und TRBP-freen Kondrukten im
Berech von 0-500 ng zeigt in diessm Zusammenhang, dal? bei der Entwicklung des Adapters
versucht werden olite, eine derische Konformation zu eziden, die unabhéngig von der
Natur der Liganden diesem genligend Raum bietet, seine Bindungsaktivitét voll zu entfaten.

445  Charakteriserung des Membrantransfers

Mit der Fetiggdliung vollgandiger Immunoadapterkonstrukte konnte schlieldich die von
Anfang an ds kritischster Parameter geltende Trandferaktivitdt der verwendeten Trojanischen
Peptide untersucht werden. Fir die Untersuchung der genauen Funktionsweise des Adapters
in der Zdlkultur snd sowohl die Geschwindigket ds auch die Spezifitéd der ESP-Spdtung
sehr wichtig, doch gtellen se kein entscheidendes Kriterium dar: Im dem Fdl, dal3 das ESP
nicht ausreichend schnell gespdten wird, wandert ein intaktes Immunoadapterkonstrukt an die
Zdlobeflache zurick. In Bezug auf die Spezifitd id ene Spdtung, die nicht e im
Endosom sondern berets an der Zdloberfléche sattfindet, schon eher kritisch. Die entstehen
den Fragmente verflgen Uber dnen univerdlen Zdlaufnahmemechanismus und  kdnnen
somit unerwiinschte Effekte verursachen. Jedoch it zu beachten, dal3 die Untersuchungen
zunéchs nur an einer homogenen Zdlpopulation durchgefiihrt werden sollten und dal3 ene
Optimierung der spaltbaren Sequenzen auch noch zu einem spéteren Zeitpunkt erfolgen kann.
Unter Beachtung der Literaturdaten konnte es ohnehin sein, dal3 ein Trandfer direkt durch die
Cytoplasmamembran nach Spdtung des ESP an der Zdloberflache an wahrschenlichgen i,
denn fir keine der verwendeten Transfersequenzen wurde bidang ene Trandokation durch
die endosomale Membran beschrieben.

Potentidl kann der durch die verwendeten Trojanischen Peptide vermittdte Transfer auch in
umgekehrter Richtung erfolgen. Deshdb wird die Akkumulation der Toxindoméne im
Cytosol erst durch eine Spatung des CSP ezidt. Im Fdle von DTA kann dann bereits en
enziges, intrazdlulér lokalisertes Molekll aufgrund seiner hohen Aktivitéd ene Inhibition
der Proteinbiosynthese und nachfolgend den Zelltod bewirken.*® Somit sind wenige Molekille
DTA wesentlich bessr mittds ihrer  Cytotoxizitéd ads mit immunologischen Vefaren
detektierbar. Der mit den Immunoadaptertoxinen und entsprechenden Kontrollen  durchge-
fihrte FDA-Assay erbrachte sehr beachtenswerte Ergebnisse (Sehe Abb. 3-46, Sete 116). DT
zeigte ds Pogtivkontrolle eine ausgeprégte cytotoxische Aktivitdt an HepG2-Zdlen und an
beiden TRVb-Zdlinien, die sich in einem Abfdl der Uberlebensindizes zeigte. Alle anderen,
getesteten Kongtrukte zeigten keinerlel Einflud auf die Uberlebensindizes.
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Ausgehend von dem hier vorgestditen Moddl zur zdlul&en Aufnahme von Immunoadapter-
toxinen (3ehe Abb. 1-8, Seite 23) konnen ganz verschiedene Faktoren fir das Ausbleiben der
cytotoxischen Wirkung verantwortlich san:

1. Die TRBP-Bindung und Endocytose mittds TfR ist zu schwach. Nach Lee et al. liegen
zwar GFP-TRBP-Kongrukte mit Tf in der Zelle kolokaisert vor,*! doch konnten diese
Ergebnisse unter den vorgegebenen Versuchsbedingungen im Rahmen diessr Arbet nicht
bestdtigt werden. In Verbindung mit DTA konnte zwar ene Affinitdd des TRBP fir
gereinigten TfR gezeigt werden, dlerdings bleibt das Ausmald der Spezifitdt dieser TfR-
Bindung aufgrund der beschriebenen, unterschiedlichen Bindungsarede von TRBP und Tf
am Rezeptor noch Gegengtand der Diskussion. Von Lee et al. wurde die TfR-Spezifitét nur
an zwe veschiedenen Zdlinien gezeigt (CEF-Zdlen, Sehe oben), die bede nicht
humanen Ursprungs snd. Die Ergebnisse von Versuchen an humanen Hela-Zdlen wurden
nicht dargetelt. Uberhaupt fehlt bei den Versuchen von Lee et al. d@n zdlfreies Verfahren
z2um Nachwels einer darken und spezifischen Bindung wie beisiidsweise ein ELISA oder
eine Koimmunprézipitation.

2. Ba ene nur schwach vorhandenen Bindung an den TfR kann in der Zdlkultur zusiiz-
lich das Shedding des Zidantigens (Abspdtung ener nicht membrangtdndigen, |6dichen
Form) zu einem entscheidenden Einflu¥aktor werden. Liegt zuvid |6diches Antigen im
Medium vor, so besteht die Gefahr, dal3 das Immunoadapterkonstrukt abgefangen wird,
bevor es die Zidzdlen erdacht. Da sowohl im Kulturmedium von HepG2- wie auch in
dem von TRVb-Zdlen lodicher TfR nachgewiesen werden konnte®%'8! liegen auch hier
potentielle Ursachen fur den ausbleibenden cytotoxischen Effekt vor.

3. Die Spdtung des ESP ig zu langsam. Da fur die Immunoadapterkonstrukte diesbe-
ziglich keine Kinetik durchgefihrt wurde, konnen hier nur die Untersuchungen zur
Stabilitét der Kondrukte nach 48stiindiger Inkubation mit den Zellen herangezogen werden
(sehe Abschnitt 3.8.5.2, Sate 114), bel denen eine ESP-Spdtung fur die TRBP-hdtigen
Kongrukte gezeigt werden konnte. Der durch die Spatung verursachte Grolenunterschied
war be den TRBP-hdtigen Kongrukten XK 22 und 23 bereits so gering, da3 fur die
andogen TRBP-freilen Konstrukte JK 11 und 15 keine Aussage beziiglich einer Spatung
moglich war. Allerdings ig auch hier e@ne Spatung wahrschenlich. Die Inhibition der
Trojanischen Peptide konnte somit dlenfdls noch auf die an ihrem C-Terminus von dem
ESP verbliebenen Aminoséuren zurlickzufihren sain. Doch igt dies eher unwahrscheinlich,
dakleine, fusonierte Tags in der Rege auch ohne Einfluf3 bleiben.

4. DTA wird durch zdlulé&re Komponenten inaktiviert. Bel erfolgreicher Trandoketion ins
Cytosol vermittdt die A-Kette von DT ene ADP-Ribosylierung am EF I, wodurch dieser
irreversbe inhibiet wird. Zusétzlich wird in den Zdlen die Apoptose durch bidang nicht
geklate Mechanismen engdeitet.’® Nach neueren Untersuchungen kann die Haupt-
effektorcaspase Caspase 3 jedoch auch DTA spdten und so inaktivieren. Als Schnittstele
wird die Aminosaure Ap-8 in DT angegeben, wobei das gesamte Motiv mit Asp-Va-Val-
Asp (AS 4-8 von DT) dem Konsensusmotiv der Caspase3 (Asp-Glu-Va-Asp) sehr
ghnlich i.1%? Allerdings ist aufgrund der irreversblen Hemmung von EF Il und der hohen
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Cytotoxizité von DT in vivo nicht davon auszugehen, dald der dargestdlte Effekt schnel
und effizient genug ablauft, um fir die nicht detektierte Toxizitdt der hier verwendeten
Kongtrukte verantwortlich zu sain.

5. Der Trander findet nicht gtatt oder das Konstrukt wird wieder aus der Zdle geschleust.
Da der fur die Trojanischen Peptide beschriebene, oftmals temperaturunabhangige Transfer
keine Endocytose und keine Ligandenbindung vorausseizt, konnen Konstrukte, bel denen
das ESP gespdten id, auch ohne Ligand durch die Cytoplasmamembran in die Zdlen
gelangen. Be aushlebender Cytotoxizitd i somit en nichterfolgter Transfer oder en
Trander mit anschlielfendem Rickiransport in den Extrazdlularaum denkbar. Mogliche
Mechanismen dafir Snd en ebenso passver Transport aus der Zdle hinaus wie in die
Zdle hinegn oder ein aktiver Exportmechanismus. Passve Mechanismen snd insofern
unwahrscheinlich, da mit ener Glaechgewichtsaingdlung zwischen Intraa und Extra
zdlularaum zu rechnen id. Durch die cytosolisch spdtbare Sequenz sollte die Verteilung
sogar zugunden einer Akkumulation im Cytosol verschoben sein. Als aktive Mechanismen
kommen solche in Frage, die bedts in Verbindung mit multiressenten  Tumorzdlen
beschrieben worden sind (z. B. P170-Glykoprotein).*8%183

Insgesamt betrachtet snd die wahrscheinlich wichtiggen Faktoren, die fur die ausgebliebende
cytotoxische Aktivitdt der hergestditen Immunoadaptertoxine verantwortlich sind, sowohl die
schwache TfR-Bindung von TRBP-Kongrukten in der Zdlkultur ds auch die von Tro-
janischen Peptiden vermittete Trandokation der A-Kette von DT ins Cytosol. Bestétigt wird
diese Vermutung durch Ergebnisse von Fanes et al.,'®* nach denen die Transferpeptide Tat
und VP 22 (dehe Tab. 1-3, Seite 20) nach N-terminder genetischer Fuson mit DTA zwar
ene Zdlbindung zeigen, die vermutlich durch ihre basschen Zentren und deren Affinité zu
Heparanen auf der Zeloberflache bedingt ist, jedoch im Konzentrationsbereich von 10 -
101°M kenerle cytotoxische Aktivitdt gegeniber Vero-Zdlen aufwesen. Erst in Verbin-
dung mit der B-Kette konnte fir Tat-DT en cytotoxischer Effekt vergleichbar dem von
reinem DT gemessen werden (ICso-Wert von circa 103 M), wobe die Aufnahme von Tat-
DTA (ber den toxinggenen Aufnahmemechanismus efolgte Diese Ergebnisse verdeut-
lichen, dal3 eine Tat-vermittdte Aufnahme von DTA — fdls Se Uberhaupt dettfindet — min-
destens um den Faktor 10 000 schwicher ist as die tiber den toxineigenen Mechanismus.84

N-termind an DTA fugoniet bleben die beiden Transferpeptide Tat und VP 22 dso ohne
Effekt auf dessen Trandokation. Ein &hnliches Verhdten der in diessr Arbet verwendeten
Tranderpeptide MTS und TLM kdnnte somit fir den ausgebliebenen cytotoxischen Effekt der
hergestellten Kongrukte verantwortlich sein, wobe die Peptide hier jedoch C-termind
fusoniert and. Da im Rahmen dieser Arbeit mehrfach gezeigt werden konnte, dal3 derartige
Fusonsatelle ohne Einflud auf die ADP-Ribosylierungsektivitéd von DTA bleiben, konnten
Sudien mit C-termind fudonietem Ta und VP 22 fir das hier verfolgte Adapterkonzept
sehr hilfreiche Anhdtspunkte dariiber liefern, ob ein Einsatz dieser beiden Transfersequenzen
gnnvall ig.
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Da in der vorliegenden Arbeit wiederholt gezeigt werden konnte, dal3 die enzymatisch aktive
A-Kette von DT durch C-teminde Fudonsatele nicht an ADP-Ribosylierungsaktivitét
veliat, ddlt de ds rein kataytische, hochaktive Enzymdoméne ein ausgezeichnetes Modell-
sysem zur Testung der hergestdlten molekularen Adapter dar. Trotzdem sollte in Betracht
gezogen werden, dald — obwohl durch Verkleinerung des fir die Aufnahme verantwortlichen
Antells mit ener verbesserten Tumorpenetration zu rechnen i — eventudl andere Toxine
noch intendver von dem hier vorgestdlten Adapterkonzept profitieren konnen. Der sehr
effektive toxineigene Trandermechanismus von DT ig mit groler Wahrscheinlichket nur
schwer durch ein anderes System zu verbessern, wahrend bel z. B. ribosomeninaktivierenden
Toxinen mit Sngle-chain-Struktur (Sgporin, Dianthin), die Uber keinen eigenen Aufnahme-
mechanismus verflgen, der Adapter einen wesentlichen Betrag zu ihrer zdlul&en Aufnahme
leisten konnte. Fir solche Toxine und auch fur sehr polare, niedermolekulare Zytostatika und
Oligonukleotide, die nicht in der Lage snd, passv durch die Zdlmembran zu diffundieren,
sellen die entwickelten Adapter ein vidversprechendes neues Konzept dar.

Ein ebenfdls wichtiger Schritt zur Optimierung der vorliegenden Immunoadapterkonstrukte
dirfte die Vewendung anderer tumorspezifischer Liganden sein. Hier bigen dch klene
tumorspezifische Liganden wie beispidsweise Interleukin2 oder der epidermale Wachstums-
fektor (EGF) an, deren Vewendung jedoch eine Anderung des zdlularen Testsystems
efordet. Im Fale ener weteren Vewendung von Transferrinrezeptor as tumorgpezifisches
Antigen gdlt neben Tranderin sdlbst auch HFE ene Alterndive dar. Es handdt sch dabel
um en Genprodukt, das mit dem Auftreten der Hamochromatose in Verbindung gebracht
wird!®® Durch sdne Bindung an den TfR vermindet es desen Bindungsaffinitét fir
esenbeladenes Trandferrin. Fir die Rezeptorbindung von HFE wird dessen al/a?2-Doméane
verantwortlich gemacht.’®® Sie it srukturell gut von den (brigen Doménen abzugrenzent®’
und erscheint daher mit ener Grole von circa 20kDa fir ene Anwendung as tumor-
spezifischer Ligand in Immunoadapterkonstrukten sehr geeignet.

Erde Untersuchungen mit nach diesen Vorgaben optimierten Adapterkonstrukten wurden
bereits durchgefihrt und lieferten sehr vidversprechende Ergebnisses So konnte mit einem
Kongrukt bestehend aus Sgporin, einem TLM-baserten Adapter und EGF eine dtarke, zid-
zellspezifische Toxizitét nachgewiesen werden.V

Neben der Testung verschiedener Toxine und Liganden ist schliefdich auch der Austausch der
verwendeten Trandferpeptide snnvoll. Da der podtulierte  Aufnahmemechanismus fur  Immu-
noadapterkongtrukte zundchst eine Endocytose beinhdtet, gilt insbesondere die Verwendung
von Peptiden mit endosomadem Wirkort ds erfolgversprechend. Diese Sequenzen werden erst
durch die pH-Wertdnderung in den Endosomen mittds Konformationsinderung und Aus-

1 siehe Publikationsverzeichnis Heidler, I. et al. A cleavable adapter to reduce non-specific cytotoxicity of

recombinant immunotoxins. Int J Cancer (eingereicht)
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bildung einer amphiphilen, hdikden Struktur aktiviet und fihren durch Porenbildung in der
endosomden Membran zu ener Aufnahme ins Cytosol. Se snd im Gegensatiz zu den nicht
pH-sengtiven Sequenzen, die sch vor dlem durch basische Zentren auszeichnen, meist durch
das Vorhandensasin von sauren Aminosduren gekennzeichnet. Untersuchungen beziiglich einer
Anwendbarkeit solcher Peptide flr verschiedene Targeting-Systeme gehen unter anderem von
den Peptiden HA 2 (aus dem Hamagglutinin des Influenza-Virus)'®® und KFT 25 (aus dem
Protein G des veskuldren Stomatitis-Virus)'®® aus, weiterhin finden synthetische Modell-
peptide (z. B. GALA)'® Verwendung.



