) ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund der schwerwiegenden Nebenwirkungen von herkdmmlichen Zytodtatika gewinnen
immuntheragpeutische Verfahren be der Behandlung von Krebserkrankungen zunehmend an
Bedeutung. Die Verwendung von Immunotoxinen Stellt dabel ein vidversprechendes Konzept
dar. Das antitumorde Potentid dieser Verbindungen, die sich aus enem tumorspezifischen
Antikorper, Antikorperfragment oder Liganden und ener hochaktiven, toxischen Doméne
enes Proteintoxins zusammensatzen, wird durch ene Vidzahl von Faktoren beeinfluld. Dies
and bespidswvese die Sdektivitét des zidzdlspezifischen Liganden, die cytotoxische Akti-
vitdt der katalytisch aktiven Doméne enes Proteintoxins, die Immunogenitét, Toxizitd und
Stabilité des Gesamtkongtruktes und dessen Fahigkeit zur effektiven Tumorpenetration, die
sich umgekehrt proportiond zu seiner Grofie verhdt.

Berats vorhandene Immunotoxine auf der Bass von Diphtheristoxin oder Pseudomonas
Exotoxin beinhdten sowohl die cytotoxische Domédne ds auch die toxineigene Trans-
lokationsdomane. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten molekulare Adapter entwickelt
werden, die die toxineigene Trandokationsdoméne ersetzen und zu ener effektiven sowie
irreversblen Aufnahme der reinen toxischen Doméne ins Cytosol der Zidzdlen fuhren. Der
Adapter besteht aus einem toxinunabhéngigen Membrantransferpeptid (Trojanisches Peptid),
das N-termind von ener cytosolisch und C-termind von einer endosoma  spatbaren Bindung
flankiert wird.

Die zdlulae Aufndhme enes deratigen Immunoadaptertoxins kann man dch somit wie folgt
vorsdlen: Bedingt durch den tumorspezifischen Liganden efolgt zunéchst die Interndi-
serung des Gesamtkongtruktes mit  anschlielfender Spatung der endosomal  spatbaren
Bindung. Dadurch wird das Trojanische Peptid aktiviet und vermittelt den Trandfer der
cytotoxischen Doméne ins Cytosol. Nach Spdtung der cytosolisch spdtbaren  Bindung
akkumuliert die cytotoxische Komponente, da se durch die Freisstzung der Transfersequenz
nicht mehr membrangangig is. Angdangt an ihrem Wirkort, dem Cytosol, fihrt eine durch
die toxische Doméne vermittelte Inhibition der Proteinbiosynthese schliefdich zum Zdltod.

Als cytotoxisches Agens wurde Diphtheriatoxin  verwendet, dessen enzymatisch aktive A-
Kette sowohl mittes proteinchemischer ds auch mittels rekombinanter Methoden erfolgreich
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dargestelt werden konnte. Mit einem enfach und schnel durchftihrbaren, nichtradioaktiven
Asssy konnte fir dle Diphtheriatoxinkongtrukte ene toxinvermittelte ADP-Ribosylierung
von Elongaionsfektor I nachgewiesen werden, durch die in vivo die Proteinbiosynthese
inhibiet wird. Dabel konnte ersmdig gezeigt werden, dald C-terminde Fusonsantelle mit
einer Grole von bis zu 5 kDa ohne Einfluld auf die enzymatische Aktivitét der A-Kette von
Diphtheriatoxin bleiben.

Als tumorspezifisches Antigen wurde im Rahmen diesr Arbet der Tranderrinrezeptor
verwendet. Mit Hilfe eines neu entwicketen, nichtradioaktiven Assays zur Quantifizierung
von Tranderinbindungsstellen konnten bekannte, mit Radioliganden emittelte  Rezeptor-
dichten af ener humanen Hepatokarzinomzdlinie und zwe weteren Zdlinien bedétigt
werden. Fir en aus zwdlf Aminosduren bestehendes, trandferrinunabhangiges Peptid,
welches im Rahmen diesr Arbeit den natlrlichen, tumorspezifischen Liganden Tf ersetzen
konnte, lie3 sch in Verbindung mit verschiedenen Toxinkonstrukten ersmdig eine konzen
trationsabhéngige Tranderrinrezeptorbindung in einem zdlfreen System zeigen.

Aufgrund der Ingabilitét der proteinchemisch synthetiserten Adapterkonstrukte wurde ene
rekombinante Dargdlungsvese entwickdt, mit der Immunoadaptertoxine effizient und mit
enhdtlicher Zusammensetzung dargestelt werden konnten. Die enzelnen Bedtandtelle des
Adapters konnten erfolgreich Uber gerichtete Klonierungsprozesse synthetisert werden. Die
cytosolisch spatbare Sequenz wurde dabel durch die Erkennungsmotive von Caspase 1 und 3
und enem in Hefezdlen spdtbaren Tripeptid reprasentiert. Die endosoma spatbare Sequenz
seizte Sch aus den in Pseudomonas Exotoxin und Diphtheriaioxin enthatenen Erkennungs-
motiven fur die Proteese Furin zusammen. Als Membrantransfersequenz fanden dra ver-
schiedene Trojanische Peptide Verwendung (Penetratin, MTS und TLM).

Mit Hilfe von rekombinanter, humaner Furinconvertase konnte die besbsichtigte Spatung der
Im Adapter verwendeten, endosomd spdtbaren Sequenz durch Furin oder furindhnliche
Enzyme aus Membranfrektionen der Hepaokarzinomzdlinie HepG2-Zelen nachgewiesen
werden, wobel die cytosolisch spatbare Sequenz wie gewlnscht unverandert blieb. Mit ener
Habwetszat im  Zdlkulturmedium von cdrca vier Sunden konnte die Stebilitdt  der
rekombinant hergestellten, endosoma spdtbaren Sequenz gegenlber einem zuvor getesteten
chemischen Crosdinker erheblich verbessart werden. In MTS-baserten Adapterkonstrukten
konnte aullerdem gezeigt werden, dal3 ein C-termind fusionierter Ligand mit einer Grole bis
zu 25 kDa ohne Einfluf3 auf die Spatung der endosomal spaltbaren Sequenz bleibt.

Nach de efolgrechen Darstdlung verschiedener, vollgandiger Immunoadapterkonstrukte
wurden diverse Untersuchungen zur funktiondlen Charakteriserung der verwendeten Mem-
brantransfersequenzen durchgefiihrt. Mittels eines auf der Umsetzung von Fuorescendiacetat
baserenden Cytotoxizitdisassays, mit dem im Rahmen dieser Arbet an verschiedenen
Zdlinien literaturkonforme 1Cso-Werte fur Diphtheriatoxin  ermittelt werden konnten, wurde
die Funktionditét des gesamten Adapters und insbesondere der verwendeten Membrantrans-
fersequenzen untersucht. Dabel  verflgten vollsténdige Immunoadaptertoxine  interessanter-
weise nicht Uber die von ihnen ewartete cytotoxische Aktivitdt. Dieses Ergebnis kann
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dnersdts auf ene rdaiv schwache Rezeptoraffinitét des verwendeten Liganden oder auf die
von Beginn an ds ser kritischer Parameter gdtende Tranderaktivitdd der verwendeten
Trojanischen Peptide zurtickgefihrt werden. Fur die Zukunft ist daher die Untersuchung des
cytotoxischen Potentids welterer Kongrukte mit anderen tumorspezifischen Liganden und
den verwendeten Transfersequenzen von grofRem Interesse. Ergte, vidversprechende Hin-
weise diesbeziglich ebrachte in der Zwischenzeit en auf den Daten dieser Arbet
baserendes Immunoadaptertoxin ¢ mit  epidermdem  Wachdumdfaktor ds  tumorspezifischer
Ligand. Es zeigte neben einer ausgeprégten Zidzdlspezifitét auch die erhoffte cytotoxische
Aktivité. Ebenfdls sehr ausschtsreich erscheint die Verwendung solcher Transfersequenzen,
die erst unter den in den Endosomen vorherrschenden Bedingungen aktiviert werden.

Das hier ersdmdig vorgestdlte Adapterkonzept zur Optimierung von Immunotoxinen gedtettet
unter Zuhilfenahme von toxinunabhangigen, universdlen Membrantransfermechanismen ene
Akkumulaion vollig unterschiedlicher polarer Biomolekile in diversen Zidzdlen und bietet
damit die Moglichket ssner Anwendung auch im Rahmen anderer Drug-Targeting-
Konzepte. In der vorliegenden Arbeit gdang es mit Hilfe von verschiedenen Moddlsystemen
fir die enzdnen Adapterkomponenten und deren Liganden, wertvolle Erkenntnisse und
hoffnungsvalle Ansdize fir zukinftige Entwicklungen im Bereich der Tumortherapie zu

gewinnen.





