4 Diskussion

4.1 Festphasenassay zum Nachweis von ADP-
Ribosylierungsaktivitat

Préklinische Untersuchungen fir neue tumortherapeutische Medikamente sind von
besonderer Relevanz, da nur ein geringer Teil der Wirkstoffe tatséchlich geeignete
Eigenschaften fiir weitere Analysen aufweist. Dabei ist die enzymatische Aktivitat von
Proteintoxinen ein wichtiges Charakteristikum, das bereits zu Beginn der Untersuchungen
bestimmt werden sollte. Fir N-Glycosidasen wie SAP oder Ricin ist in der Literatur ein
quantifizierbarer Adenin-Freisetzungsassay beschrieben, der auch fur chimére Toxine
anwendbar ist [84]. Dadurch kann die Qualitat chimérer Toxine bereits in einem frihen
Stadium kontrolliert werden. Fur die ADP-ribosylierenden Proteintoxine DT und
Pseudomonas Exotoxin ist bislang ein In-vitro-Assay zur Analyse der Ubertragung von
ADP-Ribose aus NAD" auf EF2 beschrieben, bei dem durch die Verwendung von
biotinyliertem NAD" die erfolgte Modifikation immunologisch in einem Westernblot
nachgewiesen wird [232]. Andere Nachweissysteme verwenden auch radioaktiv markiertes
NAD" fiir den Nachweis der ADP-Ribosylierung im Westernblot [146]. Das Problem bei
der Westernblot basierten Methode ist jedoch, dass die Effektivitat der ADP-Ribosylierung
anhand der Bandenintensitat nur semiquantitativ abgeschatzt werden kann. Daher war
eines der Ziele die Optimierung dieses Nachweises der Enzymaktivitat in einem colori-
metrischen Festphasensystem, um eine Quantifizierung der Reaktion zu ermdglichen. Das
Prinzip des Nachweises konnte beibehalten werden, da die immunologische Detektion sich
auch fir den angestrebten colorimetrischen Festphasenassay eignet. Die Voraussetzung
reinen EF2 zur Immobilisierung im Festphasensystem vorliegen haben zu massen, konnte
durch Verwendung von ™EF2 erreicht werden. Der prinzipielle Nachweis der ADP-
Ribosylierung wurde zuerst mit einer Nachweisgrenze von etwa 20 ng/ml DT gefuhrt
(Abb. 3.3). Nach Optimierung des Assays durch den Zusatz von BSA wurde dann
schliellich auch die angestrebte Nachweisgrenze von 1 ng/ml DT erreicht (Abb. 3.5).
Ohne das BSA lagert sich das NAD" méglicherweise auch unspezifisch an EF2 an und ruft
Signale hervor, obwohl keine ADP-Ribosylierung erfolgt ist. Durch den Zusatz von GTP,
das direkt an EF2 bindet [43], wurden die Signale der Proben mit und ohne DT verringert.
Maoglicherweise hat die Bindung von GTP an EF2 daher auch einen inhibitorischen
Einfluss auf die ADP-Ribosylierbarkeit von EF2 durch DT. Die unspezifische Bindung
von NAD" wurde zwar herabgesetzt, jedoch war vielleicht auch die Wechselwirkung
zwischen DT und EF2 gestort. Durch die Optimierung mit BSA wurde ein dufRerst
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sensitiver Assay zur Detektion von DT- und Pseudomonas Exotoxinaktivitat entwickelt.
Dieser Assay ist daher sehr gut geeignet, verschiedene Deletionsmutanten von DT in
Bezug auf ihre ADP-Ribosylierungsaktivitdt zu charakterisieren. Frihere Analysen zur
Verwendung von Deletionsmutationen zeigten bereits fur die katalytische Domane von DT
interessante Ergebnisse. Die Untersuchung verschiedener am N-Terminus verkirzter DT-
Varianten belegte die essentielle Rolle der ersten funf Aminoséauren fur die Wirksamkeit.
Durch Deletion wurde die Cytotoxizitat inhibiert, obwohl die ADP-Ribosylierungs-
eigenschaften erhalten blieben [28]. Bestimmte Mutationen der ersten beiden Aminoséuren
waren (berraschenderweise sogar in der Lage, die Aktivitdt der resultierenden DT-
Mutanten zu steigern. Damit bieten sich viele Mdglichkeiten, um in dem hier vorgestellten
colorimetrischen Festphasenassay gezielte Mutationen zu charakterisieren und maoglicher-
weise die katalytische Doméane genauer eingrenzen zu konnen. Ein ebenfalls im
Festphasensystem durchgefiihrter Assay von Prentice et al. dient jedoch nicht dem
sensitiven Nachweis der ADP-Ribosylierung durch Toxine, sondern nur zur Untersuchung
der Bindung von Pseudomonas Exotoxin im Komplex mit NAD" an immobilisierten EF2
[160]. Im Gegensatz dazu bietet der Aufbau des ADP-Ribosylierungsassays auch die
Madglichkeit, die ADP-Ribosylierung durch andere Toxine wie Pertussistoxin zu
quantifizieren. Vorraussetzung dafiir ist die Aufreinigung des jeweiligen Substrates und
seine Kopplung an die Festphase. Im Falle von Pertussistoxin waren dies GTP bindende
Proteine. Die ADP-Ribosylierung kann mit dem biotinyliertem NAD" immunologisch wie
hier beschrieben nachgewiesen werden.

Weitere Moglichkeiten zur Erhéhung der Sensitivitét des etablierten Assays bieten sich an
und wurden teilweise auch bereits untersucht. Durch Kopplung von EF2 spezifischen
Antikorpern anstelle des EF2, konnte mehr EF2 immobilisiert werden und durch
Erkennung geeigneter Epitope im EF2 der durch die Toxine ADP-ribosylierte Teil von
EF2 optimal exponiert werden. Analysen mit einem polyklonalen Kaninchenantikdrper
waren jedoch erfolglos, da der Antikdrper den nativen EF2 nicht bindet (Daten nicht
gezeigt). Ein geeigneter Antikérper zur Bindung von nativem EF2 war bisher nicht
verfiighar. Da "EF2 verwendet wird, wurden auch mit Ni-NTA beschichtete Module fiir
den colorimetrischen Festphasenassay verwendet, die jedoch auch nicht die erhofften
Ergebnisse lieferten (Daten nicht gezeigt). Um eine weitere Steigerung der Sensitivitat zu
erhalten, konnten auch nur Teile von EF2 immobilisiert werden, die jedoch ADP-
ribosylierbar sein muissen [44, 145]. Weiterhin kdnnten auch kurze, als Substrat geeignete
synthetische Peptide aus EF2 verwendet werden, die dann mdglicherweise immer noch
ADP-ribosyliert werden. Durch die geringere Grofie der Teile von EF2 oder der Peptide
konnte wesentlich mehr ADP-ribosylierbares Substrat eingesetzt werden und damit die
Sensitivitat gesteigert werden. Voraussetzung fur die ADP-Ribosylierung ist jedoch immer
das modifizierte Histidin, die Aminoséure Diphthamid [40]. Fir EF2-Fragmente, die durch
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proteolytischen Verdau gewonnen wurden, stellt die Notwendigkeit der Anwesenheit eines
Diphthamids kein Problem dar, da dies in diesem Fall durch natirliche Synthese hergestellt
wird. Fir die synthetischen Peptide misste jedoch zuerst die Aminosaure Diphthamid
zuganglich sein, damit eine ADP-Ribosylierung der Peptide erfolgen kann. Neben der
Anwendung flr die Aktivitdtsanalyse von chimaren Toxinen bietet sich dieser Assay
natlrlich auch fur die Detektion von DT zu diagnostischen Zwecken an. Da Diphtherie
auch heute trotz Mdglichkeiten zur Impfung gerade in Osteuropa noch haufig auftritt, ware
ein hochsensitiver und schnell durchfuhrbarer Assay geeignet, die Detektion von aktivem
DT zu erleichtern. Bisherige Assays beruhen ublicherweise auf der PCR basierten
Detektion der Gene von C. diphtheriae [48] oder der immunologischen Detektion von DT
[49]. Fir den Nachweis von DT miuissen jedoch (ber mehrere Tage Kulturen aus
Patientenproben anwachsen, damit genug Toxin fir die Detektion vorliegt. Jedoch tragen
nicht alle Stdamme die DNA fur DT und nicht alle Stdmme exprimieren aktives DT [47].
Nur bei einer Expression von aktivem DT besteht jedoch akute Lebensgefahr und es muss
sofort mit einem Antitoxin gegen DT behandelt werden. Um aktives DT zu erkennen,
konnte der hier entwickelte sensitive Festphasenassay eingesetzt werden. Der einzige
Nachweis von aktivem DT bestand in der Injektion von mdglicherweise DT haltigen
Patientenproben in Meerschweinchen, wurde jedoch in der zweiten Hélfte des letzten
Jahrhunderts durch die oben genannten Methoden ersetzt, die jedoch nicht aktives DT
nachweisen [2]. Als schnelle, einfache und hochsensitive Methode kann der optimierte
Festphasenassay zur Detektion von aktivem DT eingesetzt werden und bietet durch seine
Flexibilitat eine Vielzahl von Anwendungen.

4.2 Chimare Toxine gegen Interleukin-2 Rezeptor

Eine erhohte Expression des IL2R bei Lymphomen und Leukdmien begriindet das
Interesse an IL2R als Ziel von antitumoralen Wirkstoffen. Daher war eines der Ziele der
Doktorarbeit die Entwicklung und Charakterisierung neuer chimarer Toxine, die an IL2R
binden. Die drei chiméren Toxine mit 1L2(35), IL2 und dem single chain Fv-Fragment
RFT5 wurden erfolgreich kloniert und exprimiert (Abb. 3.7). Bei den Untersuchungen zur
In-vitro-Aktivitat von DTA konnnte fur alle drei Konstrukte erfolgreich die enzymatische
Aktvitdt von DT nachgewiesen werden (Abb. 3.8). Bei der Charakterisierung der
Cytotoxizitat von IL2R exprimierenden Zellen wurde jedoch fir keines der chiméren
Toxine eine cytotoxische Wirkung festgestellt (Abb. 3.9). Um dieses Problem weiter zu
analysieren, wurde die Bindung der chimdren Toxine an die Zellen im FACS detektiert
(Abb. 3.10). Offensichtlich waren die chimdren Toxine jedoch nicht in der Lage, an die
Zellen wesentlich starker zu binden als eine Kontrolle ohne Ligand. Mit diesem Ergebnis
kann auch die mangelnde Cytotoxizitéat erklart werden, da die Konstrukte ohne erfolgte
Bindung an den IL2R nicht von den Zellen aufgenommen werden kdénnen. Die
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mangelhafte Bindung muss jedoch aus strukturellen Behinderungen der Proteine
erwachsen, da in der Literatur fur die Liganden eine Bindung an IL2R beschrieben wurde
[46, 52, 231]. Fur IL2 und RFT5 sind sogar chimére Toxine beschrieben, die erfolgreich
IL2R exprimierende Zellen toten konnten. IL2 ist Teil des bereits zugelassenen
Medikamentes Ontak [200], bei dem IL2 sogar wie hier mit DT verknlpft ist. Jedoch
wurde in Ontak auch die Translokationsdomane von DT verwendet, wahrend hier
ausschlieBlich die katalytische A-Kette in Kombination mit einem MTP eingesetzt wurde.
Das single chain Fv-Fragment RFT5 gegen die a-Untereinheit von IL2R wurde ebenfalls
bereits erfolgreich als Teil eines Immunotoxins verdffentlicht [12]. Jedoch wurde in dieser
Veroffentlichung die katalytische Doméne und die Translokationsdoméne von
Pseudomonas Exotoxin eingesetzt. Die 1L2(35)-Sequenz stellt eine Kombination aus zwei
veroffentlichten Sequenzen dar. Von Eckenberg et al. wurde beschrieben, dass die ersten
30 Aminoséuren von IL2 fur die Bindung von IL2 an die B-Untereinheit des IL2R
verantwortlich sind [46]. Der IL2R kann in zwei Formen als funktionaler Rezeptor mit
unterschiedlichen Affinitdten vorliegen. Als hochaffiner Komplex aus allen drei
Untereinheiten oder als Komplex mit intermediater Affinitdt aus den (- und y-
Untereinheiten [66]. Eine weitere Veroffentlichung von Zav’yalov et al. belegte die
Relevanz der Aminosduren 27-35 von IL2 fiir die Bindung mit dem Komplex aus - und
v-Untereinheit [231]. Die Kombination der beiden Sequenzen zu IL2(35) mit den ersten 35
Aminosauren von IL2 erschien sinnvoll, um eine geeignete Bindung an IL2R zu erhalten.
Durch einen Vergleich mit dem vollstandigen IL2 sollte eine Abschétzung erfolgen, ob die
Verkleinerung des Liganden noch eine ausreichende Bindung des chimédren Toxins
ermoglicht und eine Verwendung als gerichtete Bindungsstruktur rechtfertigt. Da jedoch
keines der chimdren Toxine in der Lage war, wesentlich starker an die Zellen zu binden als
die Kontrolle und dadurch auch kein cytotoxischer Effekt hervorgerufen werden konnte, ist
zu vermuten, dass durch die Kombination mit DTA und dem Adapter die Bindung an IL2R
verhindert wurde. Dabei muss die Aufnahme der chimdren Toxine nicht sehr effektiv sein,
da bereits wenige Toxinmolekile in einer Zelle ausreichen, um die Proteinbiosynthese
vollstdndig zu inhibieren und die Zelle zu téten [227]. Die verwendeten L540Cy-Zellen
kdénnen kein Problem fir die geringe Bindung und Aufnahme dargestellt haben. Sie
wurden in der Literatur als T-Zelllymphomzelllinie beschrieben [101], die auch in
Untersuchungen mit Immunotoxinen aus RFT5 und Pseudomonas Exotoxin erfolgreich
eingesetzt wurde [11]. Cytotoxizitatsassays mit den L540Cy-Zellen und Immunotoxinen
mit RFT5 bestatigten den erwarteten Erfolg durch starke Bindung und daraus
resultierender hoher Cytotoxizitdt (Daten nicht gezeigt). Demnach wird wahrscheinlich
durch eine bestimmte Konformation von DTA die Bindung der hier verwendeten Liganden
an ihren Rezeptor verhindert. Ein Indiz fir ein mdgliches Behindern der korrekten
Ausbildung der Ligandenstruktur durch DTA bildet die Tatsache, dass die chimdren
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Toxine in den spaltbaren Sequenzen nicht durch Furin oder apoptotische Zelllysate
gespalten werden konnten (Daten nicht gezeigt). Obwohl die Aktivitdt von DTA in den
Fusionsproteinen vollstandig erhalten blieb, sind die Gbrigen Funktionen und insbesondere
die Rezeptorbindung nicht vorhanden. Da die Proteine alle denaturierend aufgereinigt
werden mussten, ist es moglich, dass bei der Renaturierung zwar l6sliche aber dennoch
falsch gefaltete Proteine gebildet wurden. Es ist anzunehmen, dass Fusionsproteine, fir die
nur die katalytische Domdne von DT verwendet wird, auch eher unl6slich sind oder
unglnstige intramolekulare Verbindungen ausbilden. In der Literatur sind bisher
ublicherweise zwei Varianten von DT in chiméren Toxinen verwendet worden, die jeweils
die Translokationsdoméne von DT beinhalteten. Einerseits die ersten 389 Aminosduren
von DT in dem bereits zugelassenen Wirkstoff Ontak [62] und aufRerdem die ersten 486
Aminosauren von DT in dem Konstrukt DABugslL2 [222]. Wurden bei diesen
Fusionsproteinen die ersten 60-90 Aminosauren der Translokationsdoméne deletiert,
resultierten daraus vollstdndig untoxische Proteine [212, 223]. Offensichtlich ist die
Translokationsdoméne von DT fir funktionierende chimére Toxine mit DT und IL2 als
Liganden unerlésslich und kann nicht durch MTPs substituiert werden. Jedoch kann durch
die Wahl anderer Liganden die Gesamtstruktur des Fusionsproteins auch positiv
beeinflusst werden, so dass in der Kombination mit anderen Liganden an DTA durchaus
eine Bindung des Liganden an seinen Rezeptor und die resultierende Aufnahme des
chiméren Toxins in die Zelle denkbar ist.

4.3 Analyse unterschiedlicher Membran-
transferpeptide als Bestandteil des Adapters

Der Transport von Makromolekilen bietet fiir viele Bereiche, vor allem in der Medizin zur
Verbesserung der Aufnahme von Medikamenten, viele Anwendungsmaglichkeiten. In der
Literatur wurden mittlerweile einige Peptide beschrieben, die die erwiinschten Féahigkeiten
aufweisen [65]. Zur Analyse der Rolle dieser sogenannten MTPs im molekularen Adapter
der chimdren Toxine wurden daher hier sechs Fusionsproteine mit Adapter und
unterschiedlichen MTPs verglichen. Alle Proteine waren in der Lage, EF2 durch ADP-
Ribose aus NAD" zu modifizieren (Abb. 3.14). Demnach hatte die Verwendung des
Adapters fur keines der Konstrukte negative Auswirkungen auf die Enzymaktivitat des im
Fusionsprotein vorhandenen DT. Die Analyse des cytotoxischen Potentials ergab fur die
untersuchten Proteine jedoch wesentliche Unterschiede. Wéhrend die chiméren Toxine mit
TLM und ohne MTP gute I1Cso-Werte unter 20 nM erreichten, zeigten die Ubrigen Proteine
weniger Cytotoxizitat. Insbesondere die beiden Konstrukte mit HA2 und HA2(4E) konnten
nur geringe Cytotoxizitaten bewirken. Bei der Analyse der chimaren Toxine auf den NIH-
3T3-Zellen waren genau die chiméren Toxine, die zuvor auf den EGFR exprimierenden
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HER14-Zellen die geringste Cytotoxizitit gezeigt hatten, am wirkungsvollsten. Daher kann
vermutet werden, dass die HA2- und HA2(4E)-Sequenz stérkere unspezifische
Wechselwirkungen mit den Oberflachen der Zellen eingehen und dadurch die Aufnahme in
die Zellen auch auf den NIH-3T3-Zellen ohne humanen EGFR erreichen. Wie der
Vergleich der cytotoxischen Wirkung der chiméren Toxine mit EGF zeigt (Abb. 3.15 und
Tab. 3.2), kommt fur die chiméren Toxine mit HA2- und HA2(4E)-Sequenz auf den
HER14-Zellen vorwiegend die starke unspezifische Bindungskomponente und hdchstens
eine schwache spezifische Bindung an EGFR zum Tragen, weshalb diese chimaren Toxine
nicht die Spezifitdit der anderen Fusionsproteine erreichen. Bei dem Vergleich der
chimaren Toxine ohne EGF ergab sich fiir die vier getesteten Konstrukte mit TLM, MTS,
SynB1 und ohne MTP jeweils auf den HER14-Zellen eine hohere Wirkung als auf den
NIH-3T3-Zellen. Da die dabei gemessene Cytotoxizitdt nur aufgrund unspezifisch
aufgenommener Toxine hervorgerufen worden sein konnte, unterscheiden sich die HER14-
Zellen offensichtlich starker von ihrer Parentalzelllinie NIH-3T3 als angenommen werden
konnte. In Bezug auf diese Ergebnisse handelt es sich bei der durch die chiméren Toxine
mit EGF und den HA2-Sequenzen festgestellten Cytotoxizitat moglicherweise auch nur um
zelltypbedingte Unterschiede. Wahrend auf den HER14-Zellen ein 1Cso-Wert von 100 nM
flr die beiden Konstrukte bestimmt wurde, lagen die 1Cso-Werte fur NIH-3T3-Zellen bei
500 und 300 nM. Die augenscheinlich gesteigerte Wirkung auf den HER14-Zellen liegt
jedoch vielleicht nur in einer groReren Empfindlichkeit der HER14-Zellen begriindet. Die
Kontrolle "°DT390-EGF mit der natiirlichen Translokationsdoméane von DT konnte den
niedrigsten 1Cso-Wert auf HERZ14-Zellen bewirken, was darauf hindeutet, dass der
Membrantransfer durch die natirliche Translokationsdoméne von DT am wirkungsvollsten
ist. Jedoch liegt die 1Cso flr vollstdndiges DT im pikomolaren Bereich, so dass die
Wirkung von "°DT390-EGF immer noch wesentlich schwécher ist als die von natiirlichem
DT. Ein wichtiger Unterschied zwischen dem hier untersuchten Fusionsprotein und
natrlichem DT liegt in der unterschiedlichen Zielstruktur und den moglicherweise
unterschiedlichen Aufnahmemechanismen [121]. Vor allem auch die Anzahl der
Rezeptoren und die Effizienz der Bindung und Aufnahme sind fiir die gemessene
Cytotoxizitat der Fusionsproteine von erheblicher Relevanz [68]. Ein in der Literatur
beschriebenes chimdres Toxin aus EGF und den ersten 389 Aminosduren von DT konnte
jedoch die cytotoxische Wirkung von DT im pikomolaren Bereich erreichen [178]. Eine
mdogliche Ursache fir die wesentlich geringere Cytotoxizitdt des hier untersuchten
"®DT390-EGF konnte in der Menge des auf der Zelloberflache exprimierten EGFR
begriindet sein. Die Expression von EGFR auf den HER14-Zellen ist im Vergleich zu
anderen EGFR Uberexprimierenden Zelllinien relativ gering [71, 99]. Das bedingt dann
auch eine verringerte Aufnahme der chimdren Toxine im Vergleich zu anderen Zellen. Um
die Bindung der chiméren Toxine und mdogliche Einflisse durch die MTPs auf die
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Zellbindung zu ermitteln, wurden die Zellbindungsanalysen durchgefiihrt. Die Ergebnisse
waren sehr aufschlussreich, konnten sie doch belegen, dass die verschiedenen EGF
tragenden chiméren Toxine bei 4 °C miteinander vergleichbare Bindungssignale an
HER14-Zellen aufwiesen (Abb. 3.17). Die Durchfiihrung des gleiches Versuches bei 37 °C
ermoglichte die Detektion solcher chimarer Toxine, die trotz der Mdglichkeit der
Aufnahme in die Zellen durch die physiologische Temperatur noch an der Zelloberflache
detektiert wurden. Die Fusionsproteine mit SynB1, HA2 und HA2(4E) zeigten bei 37 °C
sogar starkere Signale im Vergleich zur Zellbindung bei 4 °C. Offensichtlich wurden diese
Konstrukte nicht in die Zellen aufgenommen. Eine Erhéhung der Signale kann durch die
hohere Inkubationstemperatur erklart werden, die eine schnellere Kinetik der Bindung an
die Zellen bewirkt. Um diesen Punkt vollstandig auzugleichen, hatten die Bindungszeiten
erheblich verlangert werden missen. Dagegen war eine Signalverringerung fiir die EGF
tragenden Konstrukte mit TLM, MTS und ohne MTP sowie fir "°DT390-EGF gemessen
worden. Die zum Vergleich durchgefiihrte Analyse der Zellbindung an NIH-3T3-Zellen
zeigte fur die letztgenannten Proteine fast keine Bindung sowohl bei 4 °C als auch bei
37 °C auf, so dass flr diese Konstrukte unspezifische Bindungen ohne definierte Rezeptor—
Ligand—Wechselwirkung keine Rolle spielen (Abb. 3.17). Die drei EGF tragenden
Fusionsproteine mit HA2, HA2(4E) und SynB1 wiesen zwar bei 4 °C nur wenig starkere
Zellbindungssignale auf, in der Messung bei 37 °C waren die Signale dieser drei chiméren
Toxine aber auf dem gleichen Niveau wie bei HER14-Zellen, was erneut die erhebliche
unspezifische Bindung dieser Fusionsproteine an die Zelloberflache belegt. Die Inhibition
durch EGF, das in 10facher Konzentration vor den chiméren Toxinen auf den Zellen
inkubiert wurde, bewies die Rezeptor unabhéngige Bindung der EGF tragenden chimaren
Toxine mit HA2(4E) und SynB1, da diese nur im geringen Ausmal} durch EGF inhibiert
wurden. Die Bindung von dem Konstrukt mit HA2 konnte starker durch EGF gehemmt
werden, so dass fiir dieses Protein die Bindung an den EGFR eine stérkere Rolle spielte als
fir die anderen beiden Fusionsproteine. Die Bindung war jedoch wesentlich geringer als
die der dbrigen chimdren Toxine. Die Messungen zur Zellbindung der EGF freien
chimaren Toxine ergaben zwar eine deutliche, aber unspezifische Bindung aufgrund von
SynB1. Die HA2- und HA2(4E)-Sequenzen ohne EGF konnten nicht analysiert werden, da
eine Expression dieser Proteine nicht moglich gewesen war.

Fur die Interaktion mit dem EGFR kdnnten neben spezifischer und unspezifischer Bindung
aber auch sterische Probleme der Fusionsproteine oder strukturelle Eigenschaften eine
wichtige Rolle spielen. Auffallig war, dass "®DT390-EGF die hochste Cytotoxiztat auf
HER14-Zellen bewirkte und gleichzeitig in der Zellbindung auch wesentlich besser binden
konnte als alle anderen Fusionsproteine mit EGF, obwohl fir die Bindung nur EGF
verantwortlich sein sollte. Mdglicherweise ist EGF nur in diesem Konstrukt vollstandig
zuganglich. Fur Probleme mit DTA in den anderen Konstrukten spricht ebenfalls, dass
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keine der proteasesensitiven Schnittstellen durch Verdau mit Furin und apoptotischen
Zelllysaten oder durch in Blutplasma enthaltenen Proteasen gespalten werden konnte.
Auch die Insertion von bis zu vier repetitiven Peptiden aus zehn Aminosduren als
Abstandhalter zwischen DTA wund dem Adapter konnte die Zuganglichkeit der
Schnittstellen im Adapter nicht erhéhen (unverdffentlichte Daten). Im Gegensatz zu den
zuvor diskutierten chiméren Toxinen mit Liganden fir den IL2R kdnnen die Konstrukte
mit EGF jedoch ihren Rezeptor erfolgreich binden. Daher ist méglicherweise der Einfluss
von DTA auf die Gesamtstruktur weniger relevant, wenn EGF als Ligand verwendet wird.
Das konnte an der sehr kompakten und globuléren Struktur von EGF liegen [129], die
maoglicherweise von DTA weniger beeinflusst werden kann. Nur der kurze molekulare
Adapter koénnte durch DTA verdeckt werden. Wirde das Problem einer verringerten
Zuganglichkeit des Adapters und des EGF gel6st werden, konnte méglicherweise auch die
Cytotoxizitat der Konstrukte verstarkt werden. Andere Arbeiten zeigten, dass durch
Abspaltung des tumorspezifischen Liganden vom Toxin die cytotoxische Wirkung
gesteigert wird [148]. In einer weiteren Untersuchung wurde die Effektivitat von
Immunotoxinen mit furinsensitiven Linkersequenzen analysiert und die Studie kam zu dem
Ergebnis, dass durch Verwendung des spaltbaren Linkers die Cytotoxizitdt 2—-30fach
gesteigert werden kann [74]. Bei einem chimaren Toxin mit Pseudomonas Exotoxin wurde
die Cytotoxizitat gegeniiber EGFR exprimierenden Zellen durch eine Mutation in der
Furinspaltstelle von Pseudomonas Exotoxin 100-500fach verringert, weil keine Spaltung
mehr erfolgte [32]. Eine Abtrennung des tumorspezifischen Liganden vom Toxin, wie sie
auch fur den molekularen Adapter angestrebt wird, kann daher einen erheblichen Einfluss
auf die Wirksamkeit des chimaren Toxins haben. Die erfolgreiche Spaltung des Adapters
in einem chimdren Toxin mit EGF und SAP wurde bereits gezeigt [85] und konnte die
erwartete Senkung von Nebenwirkungen in vivo auch belegen (unverdffentlichte Daten).

Die Idee der Verwendung von MTPs in Immunotoxinen zur Erhéhung der Aufnahme des
Toxins wurde bereits von anderen Gruppen aufgegriffen. He et al. haben ein Immunotoxin
beschrieben, bei dem zwischen dem Antikdérper und dem Toxin ein basisches MTP aus
neun Argininen eingesetzt wurde. Dieses MTP konnte in diesem Konstrukt erfolgreich
sowohl die Zellbindung und die Aufnahme als auch die resultierende Cytotoxizitat des
Toxins verstarken [82]. Allerdings war das eingesetzte Toxin Pseudomonas Exotoxin, so
dass in Kombination mit DTA der beobachtete Effekt durch ein Verdecken des MTP
maoglicherweise ausbleiben wirde. Die Arbeitsgruppe um Kleinschmidt et al. hat einen
polyionischen Linker zwischen Toxin und Ligand zum Verbinden der Teilsticke
vorgeschlagen [106]. Dabei wird das Toxin mit einem negativ geladenem Linker und der
Ligand mit einem positiv geladenem Linker separat aufgereinigt. Diese Methode kann die
Herstellung chiméarer Toxine erleichtern, da zuerst die Proteine nach denaturierender
Aufreinigung separat renaturiert werden kénnen und erst abschlieend Uber den Linker
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verbunden werden. Wie bereits zuvor diskutiert, kdnnen auch Mutationen von einzelnen
Aminosauren des N-Terminus von DT erheblichen Einfluss auf die Aufnahme des Toxins
in Zellen haben [28]. Daher ist es verstandlich, dass durch Verwendung eines aus mehreren
Teilen zusammengesetzten chiméren Toxins die Funktion durch bestimmte Bestandteile
massiv beeinflusst werden kann. AuBerdem wurde festgestellt, dass bei DT fir die
effiziente Translokation ins Cytosol die Doménen TH8 und TH9 in der Translokations-
doméne essentiell sind [211]. Fusionsproteine aus DT und EGF sind gut zur Bekampfung
EGFR Uberexprimierender Tumoren geeignet und werden auch weiterhin untersucht [122,
134]. Jedoch ist die Verwendung der eigenen Translokationsdoméne von DT fir
Fusionsproteine mit DT fiir eine hohe Cytotoxizitét relevant. Interessanterweise wurde von
Cawley et al. [24] DTA mit EGF verknlpft und es konnte fir dieses Fusionsprotein bis
30 uM keine cytotoxische Wirkung festgestellt werden. Bei Verwendung von der
katalytischen Doméne und der Translokationsdomane von DT in Kombination mit EGF
wurde allerdings eine sehr hohe Cytotoxizitat mit 2 pM festgestellt [178]. Offensichtlich ist
der durch die Translokationsdomane von DT erreichte Membrantransfer der A-Kette von
DT &auBerst effektiv. Die Verwendung von DTA ohne die Translokationsdoméne von DT
kann nur zur Entwicklung wirkungsvoller Wirkstoffe fiihren, wenn der erwinschte
Transfer in das Cytosol durch die MTPs im Adapter effektiv ablauft.

Neue Literatur hat gezeigt, dass die durch MTPs gezeigte Aufnahme von Proteinen in das
Cytosol der Zellen teilweise Artefakte von Fixierungen sein kdnnten [113, 162]. Daher
sind die MTP vermittelten Ergebnisse stets kritisch zu beurteilen. Hinzu kommt, dass die
Aufnahme von an MTPs gekoppelten Proteinen erst bei Konzentrationen im mikromolaren
Bereich erfolgte [150, 164], wahrend fiir den molekularen Adapter aufgrund der hohen
Cytotoxizitat von Proteintoxinen Wirkungen im nanomolaren Bereich erforderlich sind.
Die sehr gut untersuchte und auch fir viele Anwendungen getestete Tat-Sequenz wurde fur
die chimdren Toxine nicht verwendet, da durch die groRe Anzahl von Argininen die
Madglichkeit der Spaltung durch Furin in dieser Sequenz bestand. Andere Gruppen, die Tat
als MTP eingesetzt haben, konnten teilweise die erwarteten Wirkungen zeigen [174], in
anderen Studien erwies sich Tat jedoch als ungeeignet, so dass es fiir Anwendungen in vivo
wahrscheinlich nicht effizient genug ist [213]. Insbesondere fir DTA ist es jedoch
ungeeignet, da Falnes et al. in einer Studie mit an Tat gekoppeltem DTA keine Trans-
lokation in das Cytosol von Zellen detektieren konnten [56]. Untersuchungen mit den
MTPs Penetratin und MTS gekoppelt an DTA zur Aufnahme in Zellen zeigten nur sehr
geringe Verstarkungen der Aufnahme durch die MTPs [102]. Die Forschung an MTPs
wird jedoch weiterhin intensiv betrieben und es kénnten in den néchsten Jahren bereits
effektivere MTPs gefunden werden. Durch Verwendung dieser neuen Sequenzen im
molekularen Adapter kann die erwiinschte Verstarkung der Aufnahme des Toxins dann
mdoglicherweise erreicht werden.
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4.4 Charakterisierung unterschiedlicher Saponine
In Kombination mit chimaren Toxinen

Saponine verfligen tber eine grofle Anzahl von unterschiedlichen Wirkungen, die seit
langer Zeit untersucht werden [60, 193]. Die Vielfalt in ihren Funktionen ist
wahrscheinlich durch die Varianz in ihren Strukturen begriindet. Die permeabilisierende
Wirkung von Saponinen auf Membranen ist eine der auffalligsten Eigenschaften [133]. Bei
allen untersuchten Eigenschaften muss jedoch klar sein, dass sich das Ergebnis jeweils nur
auf ein bestimmtes Saponin bezieht. Die Eigenschaften sind durch die entsprechende
charakteristische Struktur bedingt. Viele Gruppen haben bereits die Bedeutung einzelner
Faktoren der Saponinstruktur analysiert, jedoch ist aufgrund der groRen Anzahl
unterschiedlicher Saponine immer nur eine begrenzte Aussage mdoglich. Im Bereich der
Tumortherapie gibt es bisher erst wenige Untersuchungen tber Saponine [105, 179, 185].
Durch die Ergebnisse von Hebestreit et al. und Heisler et al. kann die Rolle von Saponinen
neu uberdacht werden [83, 86]. Die Saponin vermittelte Erhdhung der Wirkstoffaufnahme
in lebende Zellen bietet hervorragende Mdoglichkeiten fiir die Tumortherapie. So kdnnen
die Wirkstoffe effizienter in die Tumorzelle transportiert werden und ermdglichen damit
einen reduzierten Einsatz von Wirkstoffen. Damit bietet sich auch die Mdglichkeit der
Verringerung von Nebenwirkungen, da der Korper des Patienten mit geringeren Mengen
des Therapeutikums belastet wird.

Unter diesem Aspekt wurden die Untersuchungen zur Wirksamkeit einer Kombinations-
therapie von Saponinen und chiméren Toxinen invitro an einem Zellkulturmodell
untersucht. Durch die Verwendung von sieben unterschiedlichen Saponinen sollte
aullerdem die Mdglichkeit zur Analyse bestimmter Strukturen innerhalb der Saponine
ermoglicht werden, die fur eine Kombinationstherapie von Bedeutung sind. Die erzielten
Ergebnisse belegen eindeutig, dass alle getesteten Saponine die Aufnahme des
vollstandigen chimaren Toxins M°SAP-Ad*r v-EGF und des Kontrollkonstruktes "®SAP
in Zellen verbessern (Tab. 3.5 und Tab. 3.6). Da diese Verbesserung der Aufnahme jedoch
fir beide Konstrukte sowohl in EGFR exprimierenden als auch in EGFR freien Zellen
erfolgte, war die Aufnahme zu einem gewissen Grad auch unspezifisch hinsichtlich der
Rezeptor-Ligand-Interaktion von EGFR und dem chimdren Toxin mit EGF. Durch
Analyse der Cytotoxizitatsverstarkungsquotienten flr die Saponine in Abhéngigkeit der
EGFR-Expression und der EGF abhéngigen Bindung wurde nachgewiesen, dass vor allem
Saponinum album besonders geeignet ist, die Aufnahme von "°SAP-Ad*; w-EGF zu
erleichtern (Abb. 3.23 und Abb. 3.24). Aus diesem Grund empfiehlt sich der Einsatz von
Saponinum album fur weitere Analysen in Maus-Tumormodellen. Flr andere Saponine
wie Helianthosid 2 und Ginsenosid Rd wurden ebenfalls hohe Quotienten fur die Rezeptor-
und die Ligandenspezifitat berechnet, jedoch sind die absoluten Verstarkungsfaktoren nur
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im Bereich von 10, wahrend die Verstarkung durch Saponinum album 13600fach ist.
Damit kann die Menge des applizierten chiméren Toxins kaum reduziert werden und die
erhoffte Verringerung von Nebenwirkungen wiirde geringer ausfallen. Aus diesen Griinden
sind diese beiden Saponine keine geeigneten Kandidaten flir weitere Untersuchungen.
Quillajasaponin, das zwar sehr hohe Verstdrkungsfaktoren fur die Cytotoxizitat der
chimaren Toxine bewirkt, ist jedoch aufgrund seiner unspezifischen Wirkungsweise nicht
geeignet. Dieses Saponin erhéht die Aufnahme von EGF tragenden Toxinen auf HER14-
und NIH-Zellen gleichermaRen, ohne dass an den Rezeptor gebundene chimére Toxine
vermehrt in die Zelle aufgenommen werden. Ebenso wird durch Quillajasaponin auch die
Aufnahme EGF tragender und Ligand freier chimarer Toxine ungeféhr gleichermalRen
verstarkt, womit der fur Saponinum album beobachtete Effekt der spezifischen Erh6hung
fir EGFR exprimierende Zellen nicht vorliegt.

Von den analysierten Saponinen waren nur Saponinum album und Quillajasaponin in der
Lage, die Aufnahme der chiméren Toxine um mehr als das Zehnfache zu erhéhen. Daher
liegt die Vermutung nahe, dass es bei diesen Saponinen bestimmte strukturelle
Komponenten gibt, die diese Erhéhung unterstitzen. Alle beschriebenen Saponine bis auf
Ginsenosid Rd besitzen ein triterpenoides Aglycon (Abb. 3.20). Innerhalb der Aglycon-
strukturen gibt es jedoch eine Vielzahl von Modifikationen, so dass eine eindeutige Zu-
ordnung einer bestimmten Struktur zu einer Eigenschaft der Saponine sehr schwierig ist.
Interessanterweise besitzt aber Helianthosid 2 fast das gleiche Aglycon wie Saponinum
album. Jedoch weist Helianthosid 2 an der Position C-3 nur eine Methylgruppe auf,
wahrend Saponinum album an dieser Stelle eine Aldehydgruppe besitzt. Auch Quillaja-
saponin hat an C-3 eine Aldehydgruppe, wéhrend keines der anderen Saponine an dieser
oder einer anderen Stelle des Aglycons eine Aldehydgruppe aufweist. Mdglicherweise
stellt diese Aldehydgruppe eine Voraussetzung flr die beobachtete starke Erhéhung der
Aufnahme des chimaren Toxins in die Zellen dar. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch
die Analyse von Soltysik et al., die durch chemische Modifikation der Aldehydgruppe in
QS-21 die adjuvante Funktion des Saponins verhindern konnten [192]. Die Tatsache, das
Quillajasaponin auch als Adjuvants in Vakzinen verwendet wird, unterstreicht die hier
beobachtete Fahigkeit zur erheblichen Steigerung der Aufnahme der chiméren Toxine
[149]. Dabei wird das Saponin in Komplexen mit Cholesterol, Lipiden und Immunogen als
so genannter immunostimulating complex als Vakzine eingesetzt [137, 186]. Fir die
Ligand spezifische Erhohung der Aufnahme des an den EGFR gebundenen chimaren
Toxins kann die Aldehydgruppe jedoch keine Rolle spielen, da Quillajasaponin nicht Gber
die Eigenschaft der spezifischen Erhohung verflgt. Fur diesen Effekt konnte die
Komposition und die Anzahl der Zuckerketten am Aglycon von Relevanz sein, denn in den
Zuckerketten unterscheiden sich Quillajasaponin und Saponinum album maRgeblich. Der
Verlust der Zuckerketten kann fur Saponine weitreichende Funktionsverluste bedeuten.
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Nach Hydrolyse der Zucker von Avenacin A-1 gingen die permeabilisierenden
Eigenschaften verloren [4]. Die Bedeutung der Zuckerketten fir Quillajasaponin und
Saponinum album wurde von Melzig et al. untersucht [131]. Dabei ergab sich, dass die
verzweigten Zuckerreste von erheblicher Bedeutung fir die Steigerung der Cytotoxizitat
eines zusammen mit den Saponinen auf Zellen inkubierten ligandfreien Toxins war.
Offensichtlich sind fir die Wirkungen der Saponine sowohl die Strukturen der Aglycone,
die Anzahl und Zusammensetzung der Zuckerketten sowie die Eigenschaften der Ziel-
zellen von erheblicher Relevanz. Es muss jedoch beachtet werden, dass Saponinum album
keine Reinsubstanz ist, sondern eine Mischung mit dem Hauptbestandteil Gypsosid A, dem
die in dieser Arbeit beschriebenen Eigenschaften zugeschrieben werden. Méglicherweise
sind die zu beobachtenden Effekte bei Verwendung von reinem Gypsosid A anders als bei
der Mischung Saponinum album.

Fur eine optimale Erhéhung der Aufnahme von Wirkstoffen ist die Vorinkubation von
Saponinen auf den Zellen wichtig. Die Untersuchungen von Heisler et al. hatten gezeigt,
dass eine Vorinkubation von funf Minuten fir die Steigerung der Aufnahme am Besten
geeignet ist [86]. Wenn dagegen das chimére Toxin bereits mit dem Saponin vorgemischt
wird, ist die resultierende Aufnahme des Toxins drastisch herabgesetzt. Wahrscheinlich
muss das Saponin erst eine Interaktion mit Komponenten der Membran eingehen, bevor
das chimére Toxin zugesetzt werden darf. Anderenfalls interagiert das Saponin mit dem
chimédren Toxin und kann nicht mehr mit der Membran wechselwirken, um die
Toxinaufnahme zu steigern.

Die Konzentrationen der Saponine spielen bei den beobachteten Effekten eine wichtige
Rolle. Um eine maximale Wirkung bei minimalen Nebenwirkungen, moglicherweise durch
Permeabilisierungen von Membranen durch Porenbildung, zu erreichen, wurden die
Saponine bei Konzentrationen von 1,5 ug/ml auf den Zellen vorinkubiert. Es ist zu
vermuten, dass bei hoheren Saponinkonzentrationen durch die Porenbildung der teilweise
vorhandene Ligand spezifische Effekt der Saponine verloren geht. Wie die Cytotoxizitats-
analyse der Saponine allein ergeben hatte, war diese Konzentration fur die meisten
Saponine ohne Wirkung. Eine Ausnahme bildeten Quillajasaponin und Hederasaponin C,
die bei dieser Konzentration bereits ein etwas verringertes Uberleben der Zellen bewirkten.
Madglicherweise weisen diese Saponine eine stérkere Interaktion mit den Zellmembranen
auf, wie es fur Quillajasaponin bereits beschrieben wurde [117]. Aufgrund ihrer
maoglicherweise auch invivo erhéhten Auswirkungen auf Membranen waren diese
Saponine fur weitere Studien im Mausmodell ungeeignet. Die Applikation von Saponinen
allein wurde bereits in Mengen bis zu 500 ug pro Maus und Tag als unbedenklich
eingestuft. Bei dieser Analyse von Ginseng Saponinen als alleiniges Mittel zur
Tumorbehandlung konnte bei dieser Konzentration sogar eine erfolgreiche Inhibition von
Tumormetastasierung und Angiogenese beobachtet werden [135, 171]. Die fur Saponinum
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album ideale Konzentration von 1,5 pug/ml in der Zellkultur wirde bei Mausversuchen
einer Applikation von ungefdhr 30 pug entsprechen. Im Abstand von drei Tagen
durchgefiihrte subkutane Injektionen von 30 und 100 pg Saponinum album hatten keine
erkennbaren Nebenwirkungen und wadren bei einer Untersuchung fur eine
Kombinationstherapie mit chiméren Toxinen in Mdausen denkbar. Jedoch ist zu beachten,
dass die beschriebene Erhéhung der Aufnahme ein synergistischer Prozess ist, so dass eine
Wirkung eintritt, obwohl die Einzelkomponenten der Kombinationstherapie in den
verwendeten Konzentrationen wirkungslos sind. Eine genaue Vorhersage der geeigneten
Konzentrationen fur die Kombinationstherapie gestaltet sich daher schwierig und letzlich
kdnnen die Parameter nur experimentell ermittelt werden.

Mit dem hier beschriebenen System zur Steigerung der Ligand spezifischen Aufnahme von
chimaren Toxinen, insbesondere durch Saponinum album, bieten sich hervorragende
Madglichkeiten in der Tumortherapie an, da man durch die kombinierte Anwendung von
Saponin und spezifischem Wirkstoff durch den beschriebenen synergistischen Effekt das
therapeutische Fenster einer moglichen Behandlung erweitern kann. Das bedeutet, dass die
tumorspezifische Wirkung des chiméren Toxins erhoht wird, wahrend gleichzeitig durch
die deutlich verringerte Konzentration des Toxins die Nebenwirkungen gesenkt werden
konnen.
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