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Abstract

Certain pathogenic E. coli species use the specific adhesive FimH to attach to the urothelial
and the colonic membrane. Thus, it enables pathogenic bacteria to be internalized into the

host cells followed by infection of the tissue, causing urinary tract infections and colitis.

Mimicking this selective strategy with a targeter molecule could lead to a beneficial therapy

outcome due to the internalization into infected or cancerous cells.

The aim of this thesis was to characterize a partial peptide of the FimH (residues 132-142)
regarding its cell associative properties on bladder- and colon-carcinoma cells and compare it
to a peptide consisting of the same amino acids in a randomized order. Furthermore, the in-
ternalization potential into the cells was investigated by using different incubation tempera-

tures.

It could be evaluated that the FimH peptide had a higher binding affinity of up to 52 % for 5637-

cells and up to 39 % higher binding affinity for Caco-2 cells compared to the control peptide.

Additionally, the FimH partial peptide was internalized into 5637-cells up to 45 % more effec-

tively than the control peptide and up to 72 % more effectively into Caco-2 cells.

The peptides’ cell uptake pathways were investigated as well. Macropinocytosis was the major
uptake pathway for both, the scrambled and naturally occurring peptide sequence. After inhib-
iting this pathway, uptake of the peptides into the cells was reduced by 30 % when comparing
it to the uptake into cells that had not been inhibited in any way. Although this pathway leads
to internalization of the peptide it ends in lysosomal degradation which might not be favourable

for a targeted drug delivery system.

Due to the presented results, the FimH peptide consisting of residues 132-142 could potentially
be used as a ligand for drug-targeting vehicles in the future. Further studies could be conducted
on whether endocytosis via another specific pathway can be reached when combining all the

essential sequences. In addition, a possible cytotoxicity of the peptide should be characterised.



Kurzfassung

Bestimmte pathogene E. coli Spezies verfigen uber das Adhasin FimH, mit dem sie sich so-
wohl in der Blase als auch im Darm anheften. Im Zuge dessen kdnnen sie internalisiert werden

und Infektionen wie Harnwegsinfektionen und Colitis ausldsen.

FimH als Targeter zu nutzen, um Arzneistoffe an die Glykokalyx des Urothels oder der Mukosa
des Darms zu binden, die dann aktiv in infizierte oder mit Krebs befallene Zellen aufgenommen
werden, konnte in der Therapie von Infektionen, Blasenkarzinomen und Kolonkarzinomen vor-

teilhaft sein.

Ziel dieser Arbeit war es, Untersuchungen mit einem Teilpeptid aus FimH (Aminosauren 132-
142) an Blasen- und Darmkarzinomzellen im Vergleich zu einem Peptid aus den gleichen Ami-
nosauren und der gleichen Lange aber in randomisierter Reihenfolge durchzufihren, um des-
sen Zellinteraktionseigenschaften und Potential als Targeting-Ligand zu charakterisieren.
Dazu wurden Zellen unter verschiedenen Bedingungen mit Peptidlosungen bestimmter Kon-

zentrationen inkubiert.

Es zeigte sich, dass das FimH Teilpeptid im Vergleich zu der Kontrollsequenz eine um bis zu
52 % hoéhere Bindungsaffinitat an 5637-Zellen und bis zu 39 % hohere Bindungsaffinitat an

Caco-2 Zellen aufweist.

AuRerdem wird das FimH Teilpeptid im Vergleich zu der Kontrollsequenz um bis zu 45 %

effektiver in 5637-Zellen aufgenommen. Fir Caco-2 Zellen sind es bis zu 72 %.

Beide Peptide werden am ehesten Uber den Endocytoseweg der Macropinocytose in 5637-
und Caco-2 Zellen aufgenommen. Blockiert man diesen Weg, reduziert sich die Aufnahme
beider Peptide in beiden Zelllinien um etwa 30 % im Vergleich zu nicht behandelten Zellen.
Dieser unspezifische Endocytoseweg flihrt zu Degradation im Lysosom. Fir eine Anwendung
als Targeting-Ligand sollte durch Modifikation der Peptidsequenz ein anderer, spezifischer

Aufnahmeweg angestrebt werden.

Das FimH-Teilpeptid aus dem Aminosauren 132-142 zeigt somit deutliches Potential flr Drug-
Targeting sowohl an Blasenkarzinom- als auch an Darmkarzinomzellen. Weitere Studien
koénnten sich damit beschaftigen, ob das Verlangern des FimH Teilpeptids mit weiteren essen-
ziellen FimH-Resten zu einer Aufnahme in die Zelle Gber einen anderen spezifischen Endocy-

toseweg flihrt. AuRerdem sollte eine mogliche Zytotoxizitat des Peptids erforscht werden.
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1. Einleitung

1.1.Uberblick Gber FimH von E. coli

Pathogene Spezies von Escherichia coli (E. coli), wie uropathogene E. coli (UPEC) und adha-
rente und invasive E. coli (AIEC), exprimieren verschiedene adhasive Zellorganellen, um sich
am Epithel anheften und schlieRlich in dieses eindringen zu kénnen. Das kann Infektionen, wie
zum Beispiel Harnwegsinfektionen oder Colitis, zur Folge haben. Zu diesen adhasiven Zellor-
ganellen zahlen Typ 1, P, S und F1C Fimbrien (1,2). Das Typ 1 Fimbrium ist mit FimD in der
Wand des Bakteriums verankert und besteht aus sich wiederholenden FimA Domanen, an
deren Ende ein FimF und ein FimG Pilus sitzt. An deren Spitze befindet sich das Adhasin und
bakterielle Lektin FimH (3). FimH wird von 80 % der pathogenen E. coli exprimiert. Dadurch
kann das Bakterium an terminale Mannose-Reste epithelialer Glykoproteine binden und somit
das Gewebe befallen (4,5).

300-500 FimA Domanen

g
!

{/ FimD

Abbildung 1 schematische Darstellung eines Typ-1 Fimbriums von E.coli (erstellt mit Biorender)

FimH besteht aus insgesamt 279 Aminosauren. Die Aminosauren 1-156 bilden die N-terminale
adhasive Domane aus und die Aminosauren 160-279 die C-terminale Domane, mit der das
FimH an den Typ-1 Pilus gebunden ist. Ein Tetrapeptid-Loop verbindet die beiden. Eine Bin-
dungstasche, die Kohlenhydrate bindet, ist an der Spitze der adhasiven Doméane lokalisiert

und erkennt a-D-Mannosereste (1,6). Diese Bindungstasche wird aus den Aminosauren 1-157



geformt, davon sind aber nicht alle an der Bindung beteiligt. Durch Mutationsstudien wurden
die fur die Bindung essenziellen Aminosauren bestimmt, wobei die Aminosduren Asn46,
Asp47, Asp54, GIn133, Asn135, Asn138, Asp150 und Phe142 des FimH Uber Wasserstoffbri-
cken und hydrophobe Bindungen mit den Hydroxylgruppen terminaler a-D-Mannose-Reste re-
agieren. Wenn diese Aminosauren durch Mutation ersetzt werden, geht die Bindungsaffinitat
an Urothelzellen verloren (7). Diese Bindungstasche wird von einer hydrophoben Region sta-
bilisiert, die nah um sie herum liegt und firr die besonders die Aminosauren Phe1, lle13, Tyr48,
Thr51, 1le52, Tyr137 und Phe142, wichtig sind (3).

Terminale a-D-Mannose-Reste werden beispielweise am Uroplakin la im Urothel oder am
CEACAM 6 im Zwolffingerdarmepithel exprimiert (8,9). Die Bindung von FimH kann durch a-
D-Mannose und eine Reihe anderer Kohlenhydrate mit terminalen Mannoseresten inhibiert
werden (10,11). Um das FimH abzuséttigen und so dessen Bindung an das Urothel der Blase
zu verhindern, sind am Markt zahlreiche Produkte mit a-D-Mannose zur Behandlung unkom-

plizierter Harnwegsinfekte erhaltlich.

1.2. Harnblase

Die Harnblase hat die wichtige Aufgabe, Urin Uber einige Stunden hinweg bis zur Ausschei-
dung zu halten und das Ubertreten harnpflichtiger Stoffe in den systemischen Kreislauf zu
verhindern. Die Kugelform des Organs ist ideal, um dessen Oberflache mdéglichst klein zu hal-
ten und so die Wahrscheinlichkeit eines Stoffaustausches zwischen Urin und Blut gering zu

halten. Je nach Fullungszustand variiert die Dehnung und somit die Gré3e der Blase. (12)

Seine Barrierefunktion erhalt das Organ durch den speziellen Aufbau der Blasenwand. Die
aulerste Schicht ist die Tunica adventitia (lockere Bindegewebsschicht) die zum Teil mit Tu-
nica serosa (peritonealem Uberzug) bedeckt ist. Darauf folgt die Tunica muscularis (glatte
Muskelschicht), die Lamina propria (Bindegewebsschicht) und als innerste Schicht das

Urothel, auch als Tunica mucosa bezeichnet (13).

Das Urothel selbst wird in drei weitere Zellschichten unterteilt. Die au3erste Schicht machen
Basalzellen aus, dartuber Intermediarzellen und zum Lumen hin sogenannte Umbrella-Zellen.
Diese haben eine kuppelférmige Oberflache, sind polyhedral und polyploid und durch tight
junctions und adherens junctions verbunden. Damit hat die Blase einen sehr dichten Ge-
websaufbau, der eine wichtige Barrierefunktion darstellt. An ihrer luminalen Seite exprimieren

Umbrella-Zellen spezifische Transmembran-Glykoproteine, die Uroplakine, die urotheliale



Plaques ausbilden(12,14). Uroplakine haben grof3e luminale Domanen, die in die Blase hin-
einragen und in Kontakt mit dem Urin stehen (8,15). Das Uroplakin la UPK1A ist ein Rezeptor

fur das FimH uropathogener E. coli-Spezies (5).

Eine urotheliale Glykokalyx an der luminalen Oberflache der Umbrella-Zellen, die aus Uropla-
kinen, I8slichen Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen besteht, bildet eine Mucinschicht
aus, die zur Abwehr von pathogenen Erregern und zur Pravention eines Substanzaustausch

zwischen Blase und Blut dient (14).

1.2.1 Rolle von FimH von E. coli bei pathogenen Vorgéngen in der Blase

Studien an Urothelzellen von Mausen haben gezeigt, dass das Uroplakin la im Vergleich zum
Uroplakin Ib, an welches das FimH nicht bindet, ein anderes Glykosylierungsmuster aufweist.

Wird Uroplakin la deglykosyliert, kommt es auch zu keiner Bindung mehr.

Uroplakin la tragt verzweigte Oligomannose-Strukturen, die das FimH spezifisch erkennen und
binden. Durch das Anheften an die Zellmembran kann das Bakterium in Urothelzellen eindrin-
gen und dieses befallen. In den befallenen Zellen bilden UPECs dann intrazellulare Bakterien-
kolonien (IBCs), welche ruhend und aktiv vorliegen, umliegende Zellen infizieren kdnnen und
folglich fur die hohe Rezidivrate von Blaseninfektionen verantwortlich sind (3). Dieses Verhal-
ten wird nur bei UPECs beobachtet, die FimH exprimieren. Die intrazellularen Cluster schiitzen
das Bakterium vor korpereigenen Abwehrmechanismen (15-17). Zudem ist der Erreger so
gegen den Urin geschitzt und halt sich in einer nahrstoffreichen Umgebung auf. In Mausemo-
dellen wurde gezeigt, dass Antibiotika gegen Harnwegsinfektionen, die die bakterielle Besied-

lung im Urin bekampfen, bei intrazellular angesiedelten UPECs keine Wirkung haben (8,15).

Sobald sich UPECS an das Urothel anheften, werden die Schutzmechanismen der Blase ak-
tiviert. Die Ausschuttung von Zytokinen rekrutiert neutrophile Granulozyten, die die UPECS
durch Phagozytose bekampfen (11). Weiters werden Apoptosevorgange ausgeldst, die zum

Ablésen der mit UPECs infizierten Zellen und deren Ausscheidung mit dem Urin flhren (15).

Das Anheften des FimH an Uroplakin la am Blasenepithel |6st eine Signalkaskade aus, die die
Neuanordnung des Cytoskeletts der Host-Zelle mediiert und so das Eindringen des Bakteri-

ums ermdglicht (2).

1.2.2 Behandlung von Blasenkrebs



Der einzigartige Aufbau des Urothels stellt auch eine grof3e Hirde bei der instillativen Therapie
von Blasenkrebs dar. Wie Blasenkrebs behandelt wird, hangt davon ab, ob er muskel-invasiv

oder nicht-muskel-invasiv wachst (18).

Bei nicht-muskel-invasiven Krebsarten umfasst dieser die chirurgische Entfernung des Tumors
(transurethrale Resektion des Blasentumors, TURBT) in Kombination mit Immuntherapie und
intravesikularer Chemo- und Immuntherapie, bei der das Therapeutikum lokal tber einen Ka-
theter in die Blase instilliert wird (19). Zusatzlich kann noch Bestrahlung und photodynamische

Therapie zum Einsatz kommen (18,20).

Ist eine intravesikulare Chemotherapie indiziert, ist es nach der Instillation des Arzneistoffes
fur Patientinnen und Patienten notwendig, die Miktion hinauszuzégern, um die notwendigen
Einwirkzeiten zu gewahrleisten. Dies wird als unangenehm empfunden. Au3erdem muss die

Applikation mehrmals erfolgen (20).

Hohe Rezidivraten bei Blasenkrebs sind darauf zurlickzuflhren, dass die instillative Behand-
lung mit Immun- und Chemotherapeutika ineffizient ist. Das Urothel stellt eine Barriere fir ver-
wendete Arzneistoffe dar und Urin in der Blase erschwert durch Ausspllvorgange deren Kon-
takt mit von Krebs befallenen Zellen. Es wird an Méglichkeiten geforscht, diese Effizienz durch
Drug-Targeting, zum Beispiel mit PLGA-Partikeln mit WGA als Adhasionsfaktor, zu verbessern
(21). Die Bindungs- und Internalisierungseigenschaften des FimH scheinen Potenzial fir eine

Verwendung als Adhasionsfaktor in der Harnblase zu bergen.

1.3 Rolle von FimH von E. coli bei pathogenen Vorgangen im Darm

FimH Analoga eignen sich moglicherweise auch als Adhasionsfaktoren bei Darmerkrankun-
gen. Einige E. coli Spezies kommen physiologisch im Darm vor und machen etwa 5 % der
Darmflora aus. Der Dickdarm kann aber auch als Reservoir fiir pathogene E. coli Spezies
dienen (8). Kommt das Mikrobiom des Darms aus dem Gleichgewicht, kénnen pathogene Bak-
terien leichter an die Darmmukosa binden und diese infizieren (9). Die Bindungsaffinitat FimH
exprimierender E. coli Spezies ist nur vom Zielrezeptor abhangig, der ein bestimmtes Glyko-
sylierungsmuster aufweisen muss (17). Eine im lleum und Kolon vorherrschende pathogene

E. coli Spezies wird adharente und invasive E. coli (AIEC) genannt (3).

FimH spielt als pro-inflammatorischer Faktor bei der Pathogenese von Morbus Crohn eine
grol3e Rolle. Bei den fiir die Krankheit typischen chronischen Entziindungsvorgangen im Darm
kommt es im Epithel des lleums zur Uberexpression des mannosylierten, carcinoembryonic
antigen-related cell adhesin molecule 6 (CEACAMG). Das FimH der AIECs bindet an diesen



Rezeptor wie das FimH von UPECs an Uroplakin la im Urothel und kann so in die Mukosa der
unteren Abschnitte des Dunndarms und des Dickdarms eindringen. Der Mechanismus der In-
ternalisation ist noch nicht vollstandig aufgeklart (3). Ein weiterer Angriffspunkt fir die Anhef-

tung von FimH ist der toll-like receptor 4 (TLR4).

Die Anheftung von AIECs an die Darmmukosa fuhrt zur Proliferation und Biofilmbildung der
Bakterien. Durch die Interaktion mit TLR4 kommt es zu Entziindungsprozessen und einer ver-
mehrten Ausschittung von Tumornekrosefaktor a (TNFa), Interleukin 6 und Interleukin 8, die
proinflammatorisch und auf Dauer auch karzinogen wirken (22). Kolorektalkarzinome sind eng

mit infektidsen Ursachen und im besonderen Morbus Crohn assoziiert (9).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits die bindungsaffinen Teile des FimH uber Fest-
phasensynthese hergestellt. Das Peptid, das in dieser Arbeit untersucht wird, umfasst die Ami-
nosauren 132-142 des FimH. Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, enthalt dieses Peptid die Ami-
nosauren GIn133, Asn135 und Asn138, welche unerlasslich fir die Bindung an spezifische
Mannosereste sind und auRerdem Tyr137 und Phe142, welche im natlrlich vorkommenden

FimH die Bindungstasche stabilisieren.

Das Hauptziel der Arbeit ist festzustellen, ob dieser Teil des FimH sich zum Targeting an Bla-
senkrebszellen und Kolonkarzinomzellen eignet. Es wurde bereits gezeigt, dass das isolierte
FimH ausreicht, um sich an der humanen Blasenkrebszelllinie 5637 anzuheften und in diese
einzudringen (3,15). In dieser Arbeit wird untersucht, ob auch das in der Arbeitsgruppe syn-
thetisierte Teilstlick daflr ausreichend ist und ob dieses auch an Darmzellen bindet bzw. in

diese eindringt.

Wenn eine ausreichende Bindungsaffinitat und ausreichende Internalisation des Peptids in die
Zellen festgestellt wurde, kann als folgender Schritt untersucht werden, ob das Teilpeptid in
Verbindung mit einem Arzneistoff fur eine effektivere intravesikulare Therapie von Blasenkar-
zinomen oder als Lokaltherapie von Kolonkarzinomen geeignet sein kénnte. Das FimH als
Adhasin kdnnte durch eine Uber einen langeren Zeitraum bestehende Anheftung die Intervalle
zwischen Applikationen von Arzneistoffen zur Therapie von Blasenkarzinomen verlangern und
lange Einwirkzeiten verkurzen. Dies wirde die Therapie fir Patientinnen und Patienten we-

sentlich verbessern.

Diese Arbeit verfolgt die aufgelisteten konkreten Ziele:



Die Quantifizierung der Bindungsaffinitat des mit FITC markierten FimH Teilpeptids aus
den Aminosauren 132-142 an 5637- und Caco-2 Zellen einerseits am Zellmonolayer
und andererseits an Einzelzellen im Vergleich mit einer randomisierten Kontrollse-
quenz aus den gleichen Aminosauren in anderer Reihenfolge

Die Feststellung, tUber welche Endocytosewege das FITC markierte FimH Teilpeptid
aus den Aminosauren 132-142 in 5637- und Caco-2 Zellen aufgenommen wird im Ver-
gleich mit einer randomisierten Kontrollsequenz aus den gleichen Aminosauren in an-
derer Reihenfolge

Die Quantifizierung der Menge des aufgenommenen FITC markierten FimH Teilpeptids
in die Zelle in Relation mit einer randomisierten Kontrollsequenz aus den gleichen Ami-

nosauren in anderer Reihenfolge



2. Materialien und Methoden

2.1. Verwendete Materialien und Gerate

2.1.1. Verwendete Materialien

American Type Culture Collection 5637-Zellen
(USA):

Caco-2 Zellen

Applichem GmbH (Deutschland): Isopropanol
EDTA Dinatriumsalz 2-hydrate

Carl Roth GmbH und Co. KG (Deutsch- CaCl2*2H,0

land):
Dimethylsulfoxid (DMSO)
HEPES Pufferan®
KoHPO4
KH2PO4
NaCl
Natriumdodecylsulfat (SDS)
NaOH (in Platzchen)
Salzsaure, 37 %

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)

EMD Millipore Corp. (USA): Humanes Serumalbumin

E. Merck KGaA (Deutschland): Nystatin

Gibco (USA): Accutase

TryplE Select

Trypsin-EDTA

Greiner bio-one GmbH (Osterreich): 96-Well Mikroplatten (PS F-Boden, transparent, steril)

48-Well Multiwellplatten (transparent, steril)



Mediatech Inc. (USA):

MP Biomedicals LCC (USA):

PAA Laboratories GmbH (Osterreich):

Sigma Aldrich (USA):

Thermo scientific (USA):

Tabelle 1: Reagenzien

75 cm? Gewebekulturflaschen

Fetales Kalberserum (FCS)

Olivenaol

Bovines Serumalbumin

Acetonitril
Amiloridhydrochloridhydrat
Chlorpromazinhydrochlorid
Deoxycholsaure
Fluorescein-iosthiocyanat (FITC)
Gentamycinsulfat

Heparin Natriumsalz aus porziner Diinndarmmukosa
KCl

L-Glutamin

MgCl,*6H,0

Na;HPO,*2H,0

Pluronic® (Colliphor P188)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
RPMI-1640 Pulver

Trifluoressigsaure (TFA)

Triton® X 100

UV-Kivette micro (100ul)

BCA Assay Kit

BodiPy® Fluoreszenzfarbstoff 495/503

Eine Teilstruktur des FimH Peptids pathologischer E. coli Bakterien (Aminosauren 132-142)

und ein Peptid mit den gleichen Aminosauren in zuféalliger Reihenfolge (Kontrollsequenz) wur-

den zuvor in der Arbeitsgruppe synthetisiert und freundlicherweise zur Verfigung gestellt.



2.1.2. Verwendete Gerdte

Analytische HPLC:

Brutschrank:

Durchflusszytometer:

Flash-HPLC:

Gefriertrocknung:

Magnetriihrer:

Mikroplattenlesegerat:

Partikelcharakterisierung:

pH-Elektrode:

Spektrophotometer:

Ultraschallbad:

Ultraschallhomogenisator:

Shimadzu Nexera XR mit Photodiodenarray UV Detek-
tor (Shimadzu, Japan)

Saule: EC Nucleodur C18 Gravity-SB (150/4,6mm,
5um) (Macherey-Nagel, Deutschland)

Thermo Scientific BBD 6220 (Thermo Scientific, USA)

Gallios™ Flow Cytometer (Beckman Coulter Inc.,
USA)

Bichi Pure E-850 Flash Prep (Buchi, Schweiz)
Saule: PrepPure C18 250x10 (Buchi, Schweiz)

Alphat 1-4 LDPIlus (Martin Christ Gefriertrocknungsan-
lagen GmbH, Deutschland)

Heidolph MR 3000 (Heidolph Instruments GmbH & Co
KG., Deutschland)

TECAN Infinite M200 Pro (TECAN Group Ltd., Oster-

reich)

Zetasizer NANO ZS (Malvern Instruments Ltd., UK)

Seven compact S210 (Mettler Toledo GmbH, Schweiz)

Lambda XLS (PerkinElmer Inc., USA)

Sonorex Super 10P (Bandelin electronics GmbH & CO
KG., Deutschland)

Sonoplus HD2070 (Bandelin electronics GmbH & CO
KG., Deutschland)



Vakuumkonzentrator:

Vortexmischer:

Waagen:

Zentrifugen:

Tabelle 2: Gerdte

UNIVAPO 150H (Uni Equip Laborgeratebau und Ver-
triebs- GmbH, Deutschland)

Heidolph REAX 2000 (Heidolph Instruments GmbH &
Co KG., Deutschland)

Sartorius LC 4800P (Sartorius Lab Instruments GmbH
& CO KG., Deutschland)

Sartorius Cubis R MSX (SDEE) (Sartorius Lab Instru-
ments GmbH & CO KG., Deutschland)

Eppendorf Centrifuge 5804R (Eppendorf SE, Deutsch-
land)

HER MLE Z323K (bartelt GmbH, Osterreich)

Lynx 6000 Sorvall (Thermo Scientific, USA)

2.1.3. Verwendete L6sungen und Medien

Die hergestellten Lésungen wurden bei Bedarf sterilfiltriert und aliquotiert, um langere Haltbar-

keit zu gewahrleisten.

Acetonitril+0,08 % TFA (ent-
gast)

Amilorid-Stammlésung

CaCl;-Stamml6ésung

Chlorpromazin-Stammlésung

HEPES isoton pH 7,4

800 pl TFA wurden zu 1 L Acetonitril zugegeben, umge-

schwenkt und fur 10 Minuten entgast

13,3 mg Amiloridhydrochloridhydrat wurden in 1 ml
DMSO gelost

2,65 g CaCl;*2 H2O wurden in 1 L dest. Wasser gelost

0,16 mg Chlorpromazinhydrochlorid wurden in 1 ml
DMSO gelost

4,77 g HEPES und 8 g NaCl wurden in 1 L dest. Wasser
geldst und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt
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HEPES isoton pH 74 + 1 %

BSA

HEPES isoton pH 7,4 + 2 % FCS

Nystatin-Stammlésung

PBS-Stammlésung (1:10) pH

7,2-7,3

PBS ohne Ca* und Mg*

PBS mit 0,1 % EDTA

PBS mit Ca®* und Mg**

Roswell Park Memorial Insti-

tute (RPMI) 1640 Medium

TRIS-Puffer 10mM mit pH 7,4

Wasser mit 0,1 % TFA (entgast)

10 g BSA wurden in 1 L HEPES isoton pH 7,4 geldst

20 ml FCS wurden zu 1 L HEPES isoton pH 7,4 zuge-

geben

2,5 mg Nystatin wurden in 1 ml DMSO gel6st

80 g NaCl, 2 g KClI, 7,65 g Na;HPO4*2H,0 und 2 g
KH2PO4 wurden in 1 L dest. Wasser gel6st und der pH-
Wert auf 7,2-7,3 eingestellt

100 ml PBS-Stammldsung 1:10 mit pH 7,2-7,3 wurden

mit 900 ml dest. Wasser verdinnt

1 g EDTA*2H20 wurden in 900 ml dest. Wasser gelost
und 100 ml PBS-Stammlésung 1:10 mit pH 7,2-7,3 hin-
zugefugt

50 ml CaCl, Stammlésung, 0,2 g KCI, 0,2 g KH2PO4, 0,1
g MgCl,*6H20, 8 g NaCl und 0,764 g Na:HPO4*2H-0

wurden in 1 L dest. Wasser gelost

10,4 g RPMI-Pulver (1 Flaschchen) wurden in 1 L dest.
Wasser gelost, der pH mit 4M HCI auf 4,0 eingestellt und
darin 2 g NaHCO3 gel6st. AnschlieRend wurde der pH
mit 4M NaOH auf 7,2 eingestellt, 100 ml FCS, 400 ul 200
mM L-Glutamin-Lésung und 2 ml Gentamycinldsung
(110,01 mg/ ml) zugegeben. Das Medium wurde fur die

Zellkultur sterilfiltriert und aliquotiert.

1,21 g TRIS wurden in 1 L dest. Wasser gel6st und der
pH-Wert auf 7,4 eingestellt

1 ml TFA wurden zu 1 L partikelfreiem Wasser zugege-

ben, umgeschwenkt und fir 10 Minuten entgast
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Zelllysepuffer 0,38 g EDTA*2H,0, 5,8 g NaCl, 1 g SDS, 5 g Deoxy-
cholsaure und 10 g Triton® X 100 wurden in 1 L TRIS-
Puffer 10 mM mit pH 7,4 geldst

Tabelle 3: Losungen und Medien

2.2 Charakterisierung des FimH Teilpeptids und der analogen Vergleichssequenz

In vorangegangenen Arbeiten wurden Teile des FimH Peptids hergestellt. Das fir diese Arbeit
relevante Peptid entspricht den Aminosauren 132-142 (one-letter-code: RQTNNYNSDDFK)
der FimH-Primarsequenz. Dieses Peptid wird von fortan als Peptid 3 bezeichnet. Als Ver-
gleichskontrolle wurde ein Peptid, das aus den gleichen Aminosauren in randomisierter Rei-
henfolge besteht, herangezogen (one-letter-code: FRDTQNSYNDNK), fortan Sequenz 3.
Beide Peptide liegen als TFA-Salz vor und sind am C-Terminus mit dem Fluoreszenzfarbstoff

Fluorescein-5-isothioyanat (FITC) markiert.

TFA-Salz Summenformel: CgzH106N22028S%*
Masse: 1890,73 g/mol
Summenformel TFA: C4F042
Masse TFA: 225,97 g/mol

Ohne TFA Summenformel: Cg3H106N22028S%*
Masse: 1890,73 g/mol

Tabelle 4: Basisinformationen zu Peptid und Sequenz 3

*NH,
?o-
o

Abbildung 2: Peptid 3 Aminosdurensequenz mit Amid am C-Terminus (erstellt mit Pepdraw)
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Abbildung 3: Sequenz 3 Aminosdurensequenz mit Amid am C-Terminus (erstellt mit Pepdraw)

Um die als gelbes Pulver vorliegenden, lyophilisierten Rohpeptide fir folgende Experimente
verwenden zu kénnen, wurden sie mithilfe von Flash-HPLC gereinigt und die Reinheit an der
analytischen HPLC Uberpruft. Dann war es mdglich, die Menge an in Losung vorliegenden

Peptids mittels UV-Vis Spektroskopie zu quantifizieren.

2.2.1. Aufreinigung der Peptide mit Flash- und analytischer HPLC

Das bereits vom Syntheseharz abgespaltene und mit FITC markierte Rohpeptid wurde einge-
wogen und in 20 % Acetonitril in Wasser geldst, sodass man eine Konzentration von 0,5 mg/
ml erhielt. Danach wurde die Peptidlésung mittels praparativer HPLC aufgetrennt, wobei ein
Gradient von 40 % Wasser+0,1 % TFA und 60 % Acetonitril+0,08 % TFA bis 20 % Wasser+0,1
% TFA und 80 % Acetonitril+0,08 % TFA angewandt wurde. Flr eine ausreichende Auftren-

nung wurde eine PPC18 250x10 Saule mit einer Flussrate von 5 ml/Minute verwendet.

Von den stark gelb gefarbten Fraktionen wurde jeweils eine Probe genommen, die an der
analytischen HPLC analysiert wurde. Dafir wurden die gleichen FlieRmittel wie an der prapa-
rativen HPLC und die Saule EC Nucleodur C18 Gravity-SB (150/4,6 mm, 5 um) mit einer
Flussrate von 1 ml/Minute verwendet. Anhand der analytischen Spektren wurden dann die

reinsten Fraktionen ausgewahlt.

Diese wurden aliquotiert und bei Raumtemperatur mittels Speed-Vac das in der Lésung ver-
bliebene Acetonitril abgedampft. Dann konnte das aufgereinigte Peptid lyophilisiert werden. In

dieser Form wurde es im Kiihlschrank gelagert und fir Experimente verwendet.

Die HPLC-Spektren der verwendeten Fraktionen kénnen im Anhang 1 nachgeschlagen wer-

den.
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2.2.2. Quantifizierung der Peptidl6sungen mit UV/VIS Spektroskopie

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, waren Peptidldsungen mit vergleichbaren Kon-
zentrationen notwendig. Um diese Konzentration zu ermitteln, wurden die Absorptionen bei
unterschiedlichen Wellenldangen gemessen und in Relation mit den vorhandenen Aminosauren

Tryptophan und Tyrosin gesetzt.

_ A(280) — A(max) x CF

Proteinkonzentration [M] e

* Verdiinnungsfaktor

Da Tryptophan und Tyrosin ein Absorptionsmaximum bei 280 nm besitzen, kann dadurch die
Menge des gesamten Peptids errechnet werden (23,24). Die erhaltenen Absorptionen, Fluo-
reszenzen und berechneten Konzentrationen werden fir die bei jedem Experiment verwende-

ten Peptidldsungen in Kapitel 3 in den Tabellen 6-14 dargestellt.

Das fir das Experiment gereinigte und lyophilisierte Peptid wurde zunéchst in PBS mit Ca?*
und Mg* pH 7,04 geldst, um eine StammlIdsung zu erhalten. Gemessen wurden immer 100 pl
Lésung bei einer Wellenlange von 495 nm fir FITC und 280 nm fur das Peptid. Als Nullwert
wurde PBS mit Ca®* und Mg®* pH 7,04 verwendet.

Far den 280 nm Messwert wurden durch Verdinnung der Peptidstammlosungen Werte zwi-
schen 0,15 und 0,25 und fir den 495 nm Messwert Werte zwischen 0,40 und 0,65 angestrebt.

Mit den erhaltenen Werten wurde mithilfe der oben angefiihrten Formel die Konzentration der

Peptidstammldsung errechnet.

Far die Zellexperimente wurden durch Verdinnung mit RPMI-Medium Peptidlosungen in den
Konzentrationen 100 yM, 50 uM und 25 pM hergestellt und anschlief3end ihre Fluoreszenz bei
485 nm/525 nm Ex/Em und 50 % Verstarkung gemessen, um vergleichbare Fluoreszenzinten-

sitaten der fur jedes Experiment frisch hergestellten Peptidlésungen zu gewahrleisten.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Verwendete Zelllinien und deren Kultivierung

Versuche wurden an humanen Blasenkarzinomzellen (Karzinomgrad Il, 5637-Zellen) und an
humanen Kolonkarzinomzellen (Caco-2 Zellen) durchgefuhrt. Fur beide Zelllinien wurde als
Nahrmedium RPMI (Roswell Park Memorial Institute-1640 Medium) verwendet, das wie in Ka-

pitel 2.1.3 beschrieben vorbereitet wurde.
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Die Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO-Anteil kultiviert. Sobald
eine Konfluenz von 80 % in den Flaschen erreicht wurde, wurden die Zellen subkultiviert (5637-
Zellen 3-4 Tage und Caco-2 Zellen 7 Tage). Dabei wurde unter sterilen Bedingungen gearbei-
tet. Zuerst wurde das verbrauchte Nahrmedium abgesaugt und die Zellen gewaschen (5637-
Zellen mit 2 ml PBS+0,1 % EDTA und Caco-2 Zellen mit 2 ml PBS ohne Zusatze, siehe Kapitel
2.1.3). Dann wurden die Zellen von der Wachstumsflache abgelést (5637-Zellen mit 2 ml
Trypsin und 15 Minuten Inkubationszeit im Brutschrank, Caco-2 Zellen mit 2 ml TryplE-Select
und 20 Minuten Inkubationszeit im Brutschrank). Nach grindlichem Abklopfen der Zellen vom
Flaschenboden am Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen in 10 ml RPMI-Medium aufge-
nommen und in einem 30 ml Zentrifugenréhrchen fir 5 Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 2 ml RPMI-Medium resuspendiert.
Diese Zellsuspension wurde in 10 ml vorgelegtem frischem RPMI-Medium in der Flasche an-

gesetzt (jeweils 200 ul Zellsuspension fur die 5637-Zellen und 200 pl fur die Caco-2 Zellen).

Von der ubrigen Zellsuspension wurde bei Bedarf fir Zellversuche die Zellzahl mithilfe einer
Burker-Turk Zahlkammer bestimmt und die Zellzahl fir das Aussaen in Monolayern durch Ver-

dunnen mit RPMI-Medium eingestellt.

2.3.2 Bindungsaffinitdt des Peptids an Zell-Monolayern und an Einzelzellen

Um die Bindungsaffinitat- und Internalisierungseigenschaften der Peptide zu testen, wurden
sowohl an Caco-2 Zellen als auch an 5637-Zellen Versuche bei 37 °C und 4 °C durchgefihrt.
Bei 37 °C herrschen physiologische Bedingungen und Stoffwechselprozesse laufen aktiv ab,
wahrend sie bei 4 °C nur stark eingeschrankt oder gar nicht stattfinden (25). Bei 37 °C kann
man somit eine Internalisierung des Peptids in die Zelle messen, bei 4 °C nur eine Bindung an
die Zelle.

Es wurden in zwei 96-Well Platten Monolayer mit 27 000 Zellen/160 ul/Well angelegt. Beide
Monolayer wurden dann im Brutschrank inkubiert, bis die Konfluenz bei mindestens 80 % lag.
Bei den Caco-2 Zellen war dies nach 3-4 Tagen und bei den 5637-Zellen nach zwei Tagen der
Fall.

Fir die Bestimmung der Bindungsaffinitdt wurde zunachst auf beiden Platten das Medium ab-
gesaugt und jedes Well mit 50 yl HEPES isoton pH 7,4 gewaschen. Die Wells wurden mit 50
ul HEPES isoton pH 7,4+1 % BSA bedeckt und beide Platten bei 4 °C fur 30 Minuten inkubiert.

Bei diesem Schritt wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Zellen mit BSA abgesattigt.
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Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand abgesaugt und je 50 pl der mit RPMI herge-
stellten Peptidverdiinnungen von Peptid 3 und Sequenz 3 (100 pM, 50 uM und 25 uM) auf den
Zellrasen pipettiert. Fir jede Konzentration wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt und
als Kontrollwert 50 yl RPMI verwendet. Dann wurde fir zwei Stunden inkubiert, eine Platte bei
4 °C und die andere bei 37 °C.

AnschlieRend wurden die 100 % Beladung der Zellen am Mikroplattenlesegerat bei 485
nm/525 nm Ex/Em und 50 % Verstarkung gemessen. Danach wurde die Peptidldsung mit der
Vakuumpasteurpipette abgenommen, die Zellen mit 50 yl HEPES isoton pH 7,4 gewaschen
und erneut gemessen. Dieser Wert wurde auf den zuerst gemessenen Wert bezogen und

dadurch bestimmt, wieviel Peptid an den Zellen gebunden hatte.

Um die Fluoreszenzen der Einzelzellen zu messen, wurden die Monolayer weiter fur eine Ana-
lyse am Durchflusszytometer vorbereitet. Dafuir wurden die Zellen aus den Wells herausgeldst
(5637-Zellen: 20 ul Accutase und 15 Minuten Inkubationszeit bei 37 °C, Caco-2 Zellen: 20 pl
TryplE Select und 20 Minuten Inkubationszeit bei 37 °C). AnschlieRend wurden mit einer L6-
sung aus 80 yl HEPES isoton pH 7,4+2 % FCS die ablésenden Reagenzien verdinnt und die
abgeldsten Zellen in Eprouvetten, in denen bereits 320 yul HEPES isoton pH 7,4+2 % FCS
vorgelegt war, transferiert. Die Wells wurden mit je 100 yl HEPES isoton pH 7,4+2 % FCS

nachgewaschen und die Waschfllssigkeit ebenfalls in die Eprouvetten transferiert.

Die am Durchflusszytometer und am Mikroplattenlesegerat gemessenen Fluoreszenzintensi-
taten konnten dann verglichen und so Aussagen uber die Bindungsaffinitat der Peptide an die

5637- und Caco-2 Zellen getroffen werden.

2.3.3 Endocytosewege an Einzelzellen

Bei diesen Experimenten wurden 5637- und Caco-2 Zellen zuerst mit Arzneistoffinhibitoren,
die bestimmte Endocytosewege blockieren, behandelt und dann mit Peptid 3 und Sequenz 3
inkubiert. Als spezifischer Inhibitor der Clathrin-vermittelten Aufnahme wurde Chlorpromazin
verwendet, fur die Caveolae-vermittelte Endocytose Nystatin und fir den macropinozytoti-
schen Weg Amilorid (26).

Es wurde in einer 48-Well Platte ein Monolayer mit 300 pl Zellsuspension und 50 000 Zel-
len/Well angelegt. Der Monolayer wurde dann im Brutschrank inkubiert bis die Konfluenz bei

ca. 80 % lag.
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Danach wurde zunachst das Medium aus der Platte mittels Vakuum Pasteurpipette abgesaugt
und die Wells mit 300 ul HEPES isoton 7,4 gewaschen. AnschlieRend wurde auf den Zellrasen
eine Verdunnung aus 297 yl RPMI-Medium und 3 pl Arzneistoffstocklésung in DMSO (Chlor-
promazin, Amilorid, Nystatin, Herstellung siehe 2.1.3) oder flr die Blankwerte 3 yl DMSO pi-
pettiert. So erhielt man eine finale Konzentration von 64,8 uM fur Nystatin, fir Chlorpromazin

von 12 uM und fir Amilorid von 1,2 uM. Die Platte wurde fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.

AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und die Wells mit 300 ul HEPES isoton pH 7,4
gewaschen. Dann wurden auf die mit den Arzneistoffen behandelten Wells je 150 pl von den
Verdinnungen von Peptid 3 und Sequenz 3 in RPMI mit der Konzentration 100 uM pipettiert
und die Platte fur vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Fur jede Peptidkonzentration mit jedem

Arzneistoff wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt.

Dann wurden die Peptidverdiinnungen mittels Vakuum Pasteurpipette abgesaugt und die
Wells mit HEPES isoton pH 7,4 gewaschen. Die behandelten Zellen wurden abgel6st (die
Caco-2 Zellen mit je 100 pl TryplE Select und 20 Minuten Inkubationszeit bei 37 °C und die
5637-Zellen mit je 100 pl Accutase und 15 Minuten Inkubationszeit bei 37 °C, bei beiden Zell-
linien wurde jedes Well nach Ablauf der Inkubationszeit mit 500 yl HEPES isoton pH 7,4+2 %
FCS verdinnt) und in Eprouvetten transferiert, in denen 400 ul HEPES isoton pH 7,4+2 %
FCS vorgelegt war. Die Fluoreszenz der behandelten Zellen wurde am Durchflusszytometer

gemessen.

2.3.4 Quantifizierung der aufgenommenen Peptidmenge

Um die tatsachlich aufgenommene Menge an Peptid quantifizieren zu kénnen, wurden die
Zellen vollstandig aufgeldst und der Uberstand am Plattenlesegerat gemessen. Um zwischen
Aufnahme und Bindung differenzieren zu kénnen, wurden Versuche bei 4 °C und 37 °C durch-
gefuhrt.

Fir diese Versuche wurden je zwei Monolayer mit 160 ul Zellsuspension mit 27 000 Zel-
len/Well angelegt. Bei einer Konfluenz von ca. 80 % wurden die Zellmonolayer fir die Versu-

che verwendet.

Zunachst wurde auf beiden Platten das Medium mithilfe Vakuum-Pasteurpipette abgenommen
und jedes Well mit 50 ul HEPES isoton pH 7,4 gewaschen. Die Wells wurden mit 50 yl HEPES
isoton pH 7,4+1 % BSA bedeckt und bei 4 °C fir 30 Minuten inkubiert. Dadurch wurden die

unspezifischen Bindungsstellen mit dem Protein abgesattigt.
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Danach wurde diese Lésung abgesaugt und je 50 pl des in RPMI-Medium gelésten Peptid 3
und der Sequenz 3 (100 uM, 50 pyM und 25 uM) hinzu pipettiert. Pro Konzentration wurden
drei Parallelversuche durchgefiihrt und als Kontrollwert 50 ul RPMI verwendet. Dann wurden

beide Platten fir zwei Stunden inkubiert, die eine bei 4 °C und die andere bei 37 °C.

Um die Zellmembran zu zerstéren und auch Zellbestandteile aufzulésen wurden 50 pl Lyse-
puffer auf den Zellrasen aufgebracht. Es wurde fir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Um eine
ausreichende Zelllyse zu gewahrleisten, wurde mit der Pipettenspitze Uber den Boden gekratzt
und grundlich resuspendiert. Anschliefend wurden die drei Zellversuche gepoolt und um Zell-
bestandteile abzutrennen bei 14 000 U/min fur 10 Minuten zentrifugiert. Anschlieend wurden
die Uberstande zu je 2x50 pl in die Wells einer 96-Well Platte pipettiert und die Fluoreszenz

(485 nm/525 nm Exzitation/Emission und 80 % Verstarkung) bestimmt.

Die erhaltenen Werte wurden in die Gleichung der Kalibriergerade (siehe 2.3.4.1) eingesetzt
und so der FITC-Gehalt der in die Zelle aufgenommenen Peptide berechnet und die in die

Zelle aufgenommenen Peptide quantifiziert.

Zuséatzlich sollte festgestellt werden, ob Peptid, welches nach der Inkubation bei 4 °C nur au-
Ren haftet, durch erneute Inkubation bei 37 °C in die Zelle aufgenommen wird. Daflir wurde

jeweils ein weiterer Monolayer fir beide Zelllinien herangezogen (27 000 Zellen/Well/160 pl).

Die Platte wurde wie im dritten und vierten Absatz von Kapitel 2.3.4 beschrieben mit BSA
behandelt, anschlieRend das Peptid hinzugefugt und bei 4 °C inkubiert. Die Halfte der Wells
wurde wie im funften Absatz von Kapitel 2.3.4 beschrieben lysiert und zentrifugiert und die
Fluoreszenzintensitat des Uberstands gemessen. Die andere Halfte der Wells wurde weitere
30 Minuten lang bei 37 °C inkubiert, danach noch einmal gewaschen, die Zellen wie im flnften
Absatz von Kapitel 2.3.4 beschrieben lysiert und zentrifugiert und ebenfalls die Fluoreszenz
von 2x50 pl des Uberstands in einer 96-Well Platte am Mikroplattenlesegerét bei 485 nm/525

nm Ex/Em und einer Verstarkung von 80% gemessen.

Diese Werte wurden miteinander verglichen und ermittelt, welcher Anteil der nach einer Inku-
bation bei 4 °C auRen an den Zellen haftenden Peptide durch eine weitere Inkubation bei 37

°C in die Zellen aufgenommen wird.

2.3.4.1 Kalibriergerade FITC in Zelllysepuffer

Um den Gehalt an Peptid Uber das gebundene FITC ermitteln zu kdnnen, wurde eine Eichge-

rade bendtigt.
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Abbildung 4 Kalibriergerade FITC in Lysis Puffer

Daflir wurden 0,35 mg FITC eingewogen und in 3 ml Lysepuffer gelést. Von dieser Stamml6-
sung aus wurden 14 1:1 Verdinnungen aus 500 pl der héheren Verdinnung und 500 pl Lyse-
puffer hergestellt und von jeder der Verdiinnungen 3x50 pl in eine 96-Well Platte pipettiert. Am
Mikroplattenlesegerat wurde die Fluoreszenz bei 485 nm/525 nm Ex/Em bei 80 % Verstarkung
gemessen. Aus den erhaltenen Werten wurde die in Abbildung 4 dargestellte Gerade erstellt.
Ein linearer Bereich konnte ab einer Konzentration von 1,823 ug/ ml bis zur Verdinnung der

niedrigsten Konzentration ermittelt werden.

2.3.5 Fluoreszenzmikroskopie

5637-Zellen wurden im Flexiperm® angesetzt (Passage 129, 16 000 Zellen/160 ul/Well).

Lésungen von P3 und S3 wurden in einer Konzentration von 100 uM verwendet und je 50 pl
gemeinsam mit 2 pl einer 1 mg/ml Lésung des blau fluoreszierenden Farbstoffs
HOECHST33342, der den Zellkern farbt, aufgetragen und fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Danach wurden die Zellen gewaschen, mit 50 pl Paraformaldehyd (4 %) und 100 yl 100mM
Ammoniumchlorid fixiert und die Zellmembranen mit 5 pl einer 1 mg/ml Lésung von ALEXA-
WGA rot gefarbt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen fluoreszenzmikrosko-

pisch betrachtet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1. Bindungsaffinitat des Peptids an Zell-Monolayern und an Einzelzellen
Die Experimente wurden, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben durchgefihrt.

3.1.1 5637-Zellen
Es wurden 5637-Zellen der Passage 120 verwendet.

3.1.1.1 Charakterisierung der Peptidlésungen
Die in Tabelle 5 und 6 dargestellten Werte wurden, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben ermittelt.

Amax 495nm Amax 280nm Dilutionsfaktor | Konzentration

Stammlosung [uM]
P3pab 0,230 0,675 20,571 379,950
S3iip2d 0,617 0,207 20,571 299,597

Tabelle 5 Absorption Peptidlésungen

Stammlésung | 100 pyM 50 uM 25 uM
P3p3b 45 300 34 050 25 644 12 890
S3iip2d 48 110 36 846 23107 12 678

Tabelle 6 Fluoreszenzintensitdt Peptidlosungen

3.1.1.2 Durchflusszytometer
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Abbildung 5 zellgebundene Fluoreszenz von P3 und S3 bei 37 °C an 5637-Zellen am Durchflusszytometer (Mittelwert und
Standardabweichung, n=3)

Das FimH Teilpeptid P3 hat bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C bei allen gemessenen
Konzentrationen zwischen 10,87 % (100 uM) und 52,18 % (25 uM) besser an die 5637- Zellen
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gebunden als die Kontrollsequenz S3. Die am Durchflusszytometer erhaltenen zellgebunde-
nen Fluoreszenzen sind in Abbildung 5 dargestellt und werden im folgenden Absatz naher

erlautert.

Es wurde fir die 100 pyM Peptidlésungen fir P3 eine relative Fluoreszenzintensitat von
1,38+0,05 und von 1,23+0,21 fiir S3 erreicht. Damit wurde P3100 .m um 10,87 % besser an die
5637-Zellen gebunden als S3100 ym. Bei 50 uM waren es fur P3 0,80+0,03 und fur S3 0,57+0,05
relative Fluoreszenzintensitat und somit eine bessere Bindung von P3so v gegenuber S350 um
um 28,75 %. Bei den Peptidlédsungen mit 25 yM wurden relative Fluoreszenzintensitaten von
0,46+0,12 fir P3 und 0,22+0,01 fur S3 erreicht. P325 uu hatte in dieser Konzentration eine um
52,18 % hohere Bindungsaffinitat fir die 5637-Zellen als S32s yu. Ein t-test zeigte fur 100 yM
einen p-Wert von 0,3773 und somit nicht signifikante Ergebnisse. Fir 50 yM wurde ein p-Wert
von 0,0066 erhalten und fur 25 uM ein p-Wert von 0,0001 erzielt. Diese Ergebnisse sind somit

signifikant.

Peptid, das bei 37 °C an die Zelle bindet, wird durch die physiologischen Stoffwechselvor-
gange auch in die Zelle aufgenommen. Das FimH Teilpeptid bindet besser an 5637-Zellen und
kann im Vergleich zur Kontrollsequenz auch vermehrt aufgenommen werden. Diese Ergeb-
nisse zeigen das Potenzial fir das FimH Teilpeptid als moglichen Targeter an 5637-Zellen und

somit an Blasenkarzinomen.
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Abbildung 6 zellgebundene Fluoreszenz von P3 und S3 bei 4 °C an 5637-Zellen am Durchflusszytometer (Mittelwert und
Standardabweichung, n=3)
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Im Durchflusszytometer zeigte das FimH Teilpeptid P3 zu den bei 4 °C inkubierten 5637-Zellen
eine zwischen 10,34 % (25 uM) und 23,72 % (100 uM) héhere Bindungsaffinitat als das Kon-
trollpeptid S3. Es konnte bei héheren eingesetzten Konzentrationen ein direkt proportionales

Verhaltnis zur zellgebundenen Fluoreszenz festgestellt werden.

Es wurde fur die 100 uM Peptidlésungen fir P3 eine relative Fluoreszenzintensitat von
1,56+0,07 und von 1,19+0,21 fir S3 erreicht (Abb. 6). Damit hat P3100 ym um 23,72 % besser
an die 5637- Zellen gebunden als S3100 um. Bei 50 yM waren es fur P3 0,73+0,13 und fir S3
0,63+0,05 relative Fluoreszenzintensitat und somit eine bessere Bindung von P3so ym gegen-
uber S3s0,m um 13,70 % (Abb. 6). Bei den Peptidlésungen mit 25 yM wurden relative Fluores-
zenzintensitaten von 0,29+0,12 fir P3 und 0,26+0,09 fur S3 erreicht (Abb. 6). P325 um hatte in
dieser Konzentration eine um 10,34 % hohere Bindungsaffinitat fir die 5637-Zellen als S35
um. Ein t-Test zeigte fur 100 yM einen p-Wert von 0,0389 und fir 50 uM einen p-Wert von
0,0267. Somit sind die Ergebnisse dieser beiden Konzentrationen signifikant. Fir 25 yM wurde

ein p-Wert von 0,154 erzielt. Diese Ergebnisse sind somit nicht signifikant.

Bei 4 °C kénnen aktive Stoffwechselprozesse reduziert werden, weshalb nur das an die Zell-
membran gebundene Peptid ermittelt werden kann. Diese Eigenschaft kann flr einen Targeter
zwar nitzlich sein, fur die Behandlung von Blasenkarzinomen ist jedoch die bei 37 °C stattfin-
dende Internalisierung wichtiger, da die Internalisierung eines Targeters diesen vor Ausspul-

vorgangen aus der Blase schitzt.

3.1.1.3 Mikroplattenlesegerdt
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Abbildung 7 zellgebundene Fluoreszenz von P3 und S3 bei 37 °C an 5637-Zellen am Mikroplattenlesegerit bei 485 nm/525
nm Ex/Em und 50 % Verstiarkung (Mittelwert mit Standardabweichung, n=3)
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Bei den am Mikroplattenlesegerat gemessenen Fluoreszenzintensitaten der bei 37 °C mit den
Peptidlésungen inkubierten 5637-Zellen hat keines der beiden Peptide Uber alle Konzentration

hinweg besser an die Zellen gebunden.

Fir die 100 uM Peptidldsungen wurde fiir P3 eine Fluorenzenzintensitat von 51+10 und fir S3
von 5116 gemessen (Abb. 7). Bei den 50 uM Lésungen waren es fur P3 60+7 und fur S3 5315
(Abb. 7). Fur die 25 uM Losungen wurden Fluoreszenzintensitaten von 18+3 fir P3 und 32+4
fur S3 erzielt (Abb. 7). Ein t-test zeigte fir 100 uM einen p-Wert von 0,432 und somit keine
Signifikanz. Fur 50 uM erhielt man einen p-Wert von 0,0006 und fur 25 uM einen p-Wert von
<0,0001. Diese Ergebnisse sind signifikant.

Es wurden im Monolayer ahnliche Ergebnisse erwartet wie am Durchflusszytometer. Die Dis-
krepanz zu den tatsachlichen Ergebnissen lasst sich moglicherweise durch die Unterschiede
in der raumlichen Anordnung erklaren. Liegen die Zellen im Monolayer vor, besteht ein hohe-
res Potenzial zum Quenching und damit der Abschwéachung von Fluoreszenzsignalen. Am
Durchflusszytometer hingegen wird jede Zelle einzeln und von jeder Seite betrachtet und
dadurch genauere Messergebnisse erzielt. Eine Quantifizierung des in die Zelle aufgenomme-

nen Peptids durch Zelllyse (siehe Kapitel 3.3) ergibt aussagekraftigere Ergebnisse.
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Abbildung 8 zellgebundene Fluoreszenz von P3 und S3 bei 4 °C an 5637-Zellen am Mikroplattenlesegerit bei 485 nm/525
nm Ex/Em und 50 % Verstdarkung (Mittelwert und Standardabweichung, n=3)

Bei den am Mikroplattenlesegerat gemessenen Fluoreszenzintensitaten der bei 4 °C mit den
Peptidldsungen inkubierten 5637-Zellen zeigte sich, dass die Kontrollsequenz S3 eine zwi-
schen 15,15 % (25 uM) und 28,07 % (50 uM) hohere Bindungsaffinitat zeigte als das FimH

Teilpeptid P3, was den am Durchflusszytometer erhaltenen Ergebnissen widerspricht.

Fir die 100 uM Lésungen wurde eine Fluoreszenzintensitat von 64+4 fir P3 und von 87+2 flir

S3 gemessen. Dies entspricht einer hdheren Bindungsaffinitat von S3100 um gegentiber P340
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um Um 26,44 % (Abb. 8). Bei den 50 uM Ldésungen waren die gemessenen Fluoreszenzinten-
sitaten 4114 fur P3 und 573 fur S3, somit hat S350 .m eine um 28,07 % hdéhere Bindungsaffi-
nitat als P3so um (Abb. 8). Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten waren bei den 25 yM Pep-
tidldsungen 28+1 fur P3 und 33+2 bei S3, S325 m hat also um 15,15 % besser an die 5637-
Zellen gebunden als P325 m (Abb. 8). Ein t-test zeigte fir 100 yM und 50 pM einen p-Wert von
<0,0001 und fir 25 yM einen p-Wert von 0,0004 und somit eine Signifikanz der Ergebnisse.

Die gemessenen héheren Fluoreszenzwerte am Zellmonolayer bei 4 °C am Mikroplattenlese-
gerat konnten dadurch erklart werden, dass in die Zelle aufgenommenes Peptid zu einer ge-
ringeren Fluoreszenz im Monolayer fihrt als ein nur an der Oberflache haftendes, weil es zu
einem geringeren Signal durch Quenching kommt oder in Zellkompartimenten unterschiedli-
che pH-Werte vorherrschen und dadurch die Fluoreszenz gemindert ist. Am Durchflusszyto-
meter, an dem P3 besser gebunden hat als S3, kann dies nicht beobachtet werden, da dort
die Fluoreszenz einzeln vorliegender Zellen gemessen wird. Um diese Hypothese zu bestati-
gen, wurde durch Zelllyse quantifiziert, wieviel FITC und somit Peptid tatsachlich in die Zellen

aufgenommen wird. Diese Ergebnisse werden in Kapitel 3.3 beschrieben.

Weiters ist die Messdauer am Durchflusszytometer hdher als am Mikroplattenlesegerat und
die Messung wird bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Es ist also mdglich, dass in den Proben

ein Temperaturgradient entstanden ist, der die Ergebnisse beeinflusst hat.

3.1.2 Caco-2 Zellen
Es wurden Caco-2 Zellen aus Passage 28 verwendet.

3.1.2.1 Charakterisierung der Peptidlésungen
Die in Tabelle 7 und 8 dargestellten Werte wurden, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben ermittelt.

Amax 495nm Amax 280nm Dilutionsfaktor | Konzentration

Stammlosung [uM]
P3i 0,417 0,143 18,082 214,316
S3cwi 0,369 0,141 11 221,846

Tabelle 7 Absorption Peptidlésungen

Stammlésung | 100 pyM 50 uM 25 uM
P3; 38 887 35 247 24 668 11 969
S3cvii 35 558 32 598 22 301 11 805

Tabelle 8 Fluoreszenzintensitit Peptidlosungen
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3.1.2.2 Durchflusszytometer
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Abbildung 9 zellgebundene Fluoreszenz von P3 und S3 bei 37 °C an Caco-2 Zellen am Durchflusszytometer (Mittelwert und
Standardabweichung, n=3)

Wie auch bei den 5637-Zellen zeigte das FimH Teilpeptid P3 bei 37 °C an Caco-2 Zellen am
Durchflusszytometer eine zwischen 6,53 % (25 uM) und 39,14 % (50 uM) héhere zellgebun-
dene Fluoreszenz als die Kontrollsequenz S3. Die erhaltenen zellgebundenen Fluoreszenzen

sind in Abbildung 9 dargestellt und werden im nachsten Absatz naher erlautert.

Am Durchflusszytometer wurde fiir die 100 uM Peptidldsungen fir P3 eine relative Fluores-
zenzintensitat von 8,57+0,08 und von 8,01+0,34 fur S3 erreicht. Damit wurde P3100 ,m um 6,53
% besser an die Caco-2 Zellen gebunden als S3100 yv. Bei 50 uM waren es fur P3 4,29+0,39
und fur S3 2,6110,15 relative Fluoreszenzintensitat und somit eine bessere Bindung von P3so
um gegeniber S3so v um 39,16 %. Bei den Peptidldsungen mit 25 uM wurden relative Fluores-
zenzintensitaten von 1,62+0,07 fir P3 und 1,38+0,15 fir S3 erreicht. P35 ym hatte in dieser
Konzentration eine um 14,84 % hohere Bindungsaffinitat fir die Caco-2 Zellen als S325 yu. Ein
t-test zeigte fir 100 uM und 50 pM einen p-Wert von <0,0001 und somit signifikante Ergeb-
nisse. Fur 25 uM wurde ein p-Wert von 0,1129 erhalten, somit sind diese Ergebnisse nicht

signifikant.

Auch hier zeigt eine hohere zellgebundene Fluoreszenz des FimH Teilpeptids im Vergleich zu
der Kontrollsequenz vielversprechendes Potenzial als mdglicher Targeter fir Caco-2 Zellen

und somit Kolonkarzinome.
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Abbildung 10 zellgebundene Fluoreszenz von P3 und S3 bei 4 °C an Caco-2 Zellen am Durchflusszytometer (Mittelwert und
Standardabweichung, n=3)

Wie bei den Ergebnissen fiir die 5637-Zellen hat das FimH Teilpeptid P3 auch bei 4 °C besser
an die Caco-2 Zellen gebunden als die Kontrollsequenz S3, in Zahlen zwischen 23,13 % (100
uM) und 66,30 % (50uM). Bei den bei 4 °C inkubierten Caco-2 Zellen zeigte sich am Durch-
flusszytometer allerdings eine niedrigere Bindungsaffinitat an die Zellen gegenlber der Inku-
bation bei 37 °C. Dies lasst sich Uber die geringere Stoffwechselaktivitat der Zellen bei 4 °C

erklaren, die bei den Caco-2 Zellen die Bindungsaffinitat starker senkt als bei den 5637- Zellen.

Am Durchflusszytometer wurde fiir die 100 uM Peptidldsungen fir P3 eine relative Fluores-
zenzintensitat von 2,68+0,01 und von 2,06+0,03 fir S3 erreicht (Abb. 10). Damit wurde P3100
um um 23,13 % besser an die Caco-2 Zellen gebunden als S3100 .. Bei 50 uM waren es fir P3
1,84+0,40 und fur S3 0,6210,18 relative Fluoreszenzintensitat (Abb. 10) und somit eine bes-
sere Bindung von P3so sm gegeniber S3s0 v um 66,30 %. Bei den Peptidldsungen mit 25 yM
wurden relative Fluoreszenzintensitaten von 0,59+0,09 fur P3 und 0,36+0,03 fur S3 erreicht
(Abb. 10). P325 um hatte in dieser Konzentration eine um 38,98 % hohere Bindungsaffinitat fur
die Caco-2 Zellen als S35 ym. Ein t-Test zeigte fir 100 uM und einen p-Wert von <0,0001 und
fur 50 uM einen p-Wert von 0,0169 und somit signifikante Ergebnisse. Fur 25 yM wurde ein p-

Wert von 0,0238 erhalten, somit sind auch diese Ergebnisse signifikant.
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3.1.2.3 Mikroplattenlesegerdt
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Abbildung 11 zellgebundene Fluoreszenz von P3 und S3 bei 37 °C an Caco-2 Zellen am Mikroplattenlesegerat bei 485
nm/525 nm Ex/Em und 50 % Verstarkung (Mittelwert und Standardabweichung, n=3)

Wie es auch bei den 5637-Zellen der Fall war, zeigte sich auch bei den Caco-2 Zellen bei den
am Mikroplattenlesegerat gemessenen zellgebundenen Fluoreszenzen der bei 37 °C inkubier-
ten Zellen fir das FimH Teilpeptid P3 eine hdéhere Bindung im Vergleich zu seiner Kontrollse-
quenz S3. Die zellgebundenen Fluoreszenzen sind fur P3 zwischen 15,15 % (25 uM) und
49,75 % (100uM) hoher als fur S3.

Fir die 100 uM Loésungen wurde eine Fluoreszenzintensitat von 2032 fir P3 und von 10213
fur S3 gemessen (Abb. 11). Dies entspricht einer héheren Bindungsaffinitat von P3100 um ge-
genuber S3100,m UM 49,75 %. Bei den 50 yM Lésungen waren die gemessenen Fluoreszenzin-
tensitaten 9112 fir P3 und 66+2 fir S3 (Abb. 11), somit hat P3so um €ine um 27,47 % hohere
Bindungsaffinitat als S3so uv. Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten waren bei den 25 yM
Peptidldsungen 331 fur P3 und 2842 fir S3 (Abb. 11), P325 .m hat also um 15,15 % besser
an die Caco-2-Zellen gebunden als S35 ,m. Ein t-Test zeigte fir 100 yM und fir 50 uM einen
p-Wert von <0,0001 und somit signifikante Ergebnisse. Fir 25 uyM wurde ein p-Wert von

0,0004 erzielt. Diese Ergebnisse sind ebenfalls signifikant.

Die hoéhere zellgebundene Fluoreszenz des FimH Teilpeptids im Vergleich zur Kontrollse-
quenz bei 37 °C bestatigt sich mit diesen Ergebnissen fiir die Caco-2 Zellen nicht nur am
Durchflusszytometer, sondern auch am Mikroplattenlesegerat. Dies ist ein weiterer Hinweis

auf das Potenzial als moglicher Targeter an Caco-2 Zellen und somit Kolonkarzinomen.
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Abbildung 12 zellgebundene Fluoreszenz von P3 und S3 bei 4 °C an Caco-2 Zellen am Mikroplattenlesegerit bei 485 nm/525
nm Ex/Em und 50 % Verstiarkung (Mittelwert und Standardabweichung, n=3)

Bei den Caco-2 Zellen, die bei 4 °C mit dem Peptid inkubiert wurden, konnte am Mikroplatten-
lesegerat eine im Vergleich zu den bei 37 °C gemessenen Werten erhdhte Bindung gemessen
werden. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass das Peptid aul’en an der Zellmembran
haftet und nicht in die Zellorganellen aufgenommen wird. Dies kann zu einem Quenching-
Phanomen fuhren, was eine erniedrigte Fluoreszenz zur Folge hat. Bei den héheren Konzent-
rationen der Losungen von 100 uM und 50 pM hatte P3 eine zwischen 22,60 % und 47,24 %
héhere Bindungsaffinitdt zu den Caco-2 Zellen als S3, bei den 25 yM Lésungen hat S3 im

Vergleich zu P3 vermehrt gebunden.

Fir die 100 uM Lésungen wurde eine Fluoreszenzintensitat von 38114 fir P3 und von 20113
fir S3 gemessen (Abb. 12). Dies entspricht einer h6heren Bindungsaffinitat von P3100 uv ge-
genuber S3100,m Um 47,24 %. Bei den 50 yM Lésungen waren die gemessenen Fluoreszenzin-
tensitaten 1154 fir P3 und 8912 fiir S3 (Abb. 12), somit hat P3s0 um €ine um 22,60 % hohere
Bindungsaffinitat als S3so uv. Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten waren bei den 25 yM
Peptidlésungen 32+1 fir P3 und 5643 fir S3 (Abb. 12), S325 . hat also um 42,86 % besser
an die Caco-2-Zellen gebunden als P32s ym. Die bei einem t-Test erhaltenen p-Werte fur 100

MM, 50 uM und 25 uM betragen <0,0001 und die Ergebnisse sind somit signifikant.

3.2 Endocytosewege mit Monolayern am Durchflusszytometer
Die Experimente wurden, wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben durchgefihrt.

3.2.15637-Zellen
Es wurden 5637-Zellen der Passage 118 verwendet.
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3.2.1.1 Charakterisierung der Peptidlésungen

Die in Tabelle 9 und 10 dargestellten Werte wurden, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben ermit-
telt.

Amax 495nm Amax 280nm Dilutionsfaktor | Konzentration
Stammlosung [uM]
P3p3a 0,561 0,192 20,571 329,005

S3iip2a+b | 0,588 0,2 20,571 325,691

Tabelle 9 Absorption Peptidlosungen

Stammlésung | 100 uM
P3p3a 42 506 37 606
S3iip2a+b | 48 575 34 414

Tabelle 10 Fluoreszenzintensitdt Peptidlosungen

3.2.1.2 Durchflusszytometer

Durch den Vergleich mit unbehandelten Zellen, kann die Abnahme der zellgebundenen Fluo-

reszenz gemessen werden. Diese wurde grafisch in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13 Zellgebundene Fluoreszenz der Peptidlosungen (100 uM) an 5637-Zellen, vorbehandelt mit Endocytoseinhi-
bitoren, im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Mittelwert mit Standardabweichung, n=2)

Alle drei Arzneistofflésungen konnten die Aufnahme von beiden Peptiden in die 5637-Zellen
inhibieren. Wahrend Nystatin diese fir P3 um 8,21 % + 0,06 % und fur S3 um 10,24 %+0,08
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% verringerte, konnte die Aufnahme mit Chlorpromazin von P3 um 22,32 %+0,05 % und fur
S3 um 33,78 %=0,09 % reduziert werden. Am starksten konnte die Internalisation der Peptide
mit Amilorid blockiert werden, um 30,32 %+0,065 % fir P3 und 37,17 %+0,04 % fir S3.

Daraus lasst sich schlieen, dass die Macropinocytose im Vergleich mit Clathrin- und Caveo-
lae- vermittelter Endocytose jener Endocytoseweg ist, Uber den das Peptid am starksten in die
5637-Zellen aufgenommen wird. Dabei handelt es sich um kontinuierliche unspezifische En-
docytose mit hoher Umsatzrate und aufgenommene Stoffe werden als Teil der Immunabwehr
im Lysosom der Zelle abgebaut (27). Um den Liganden folglich auch fir Drug-Delivery-Vehikel
verwenden zu koénnen, ware die Aufnahme Uber einen spezifischen Endocytoseweg erstre-

benswert.

Es konnte gezeigt werden, dass neben dem Hauptaufnahmeweg der Macropinocytose auch
uber Clathrin-vermittelte Endocytose sowohl das Peptid als auch die randomisierte Sequenz
aufgenommen wird. Das sind vielversprechende Ergebnisse, auf die in folgenden Arbeiten
aufgebaut werden kann. Mdéglicherweise kann durch Kopplung mehrerer FimH Peptidbin-

dungssequenzen eine Aufnahme hin zum Clathrin-vermittelten Weg gesteuert werden.

3.2.2. Caco-2 Zellen
Es wurden Caco-2 Zellen der Passage 32 verwendet.

3.2.2.1 Charakterisierung der Peptidlésungen
Die in Tabelle 11 und 12 dargestellten Werte wurden, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben ermit-
telt.

Amax 495nm Amax 280nm Dilutionsfaktor | Konzentration

Stammlosung [uM]
P3p3e+s | 0,543 0,188 20,571 347,367

S3ip2c | 0,490 0,172 20,571 349,914

Tabelle 11 Absorption Peptidlosungen

Stammlésung | 100 uM
P3p3e+s | 42 640 31574
S3iip2c 46 072 34 748

Tabelle 12 Fluoreszenzintensitadt Peptidlosungen
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3.2.2.2 Durchflusszytometer
Durch den Vergleich mit den Zellen, welche nicht behandelt wurden, kann die Abnahme der

zellgebundenen Fluoreszenz gemessen werden. Diese wurde grafisch in Abbildung 14 darge-

stellt.
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Abbildung 14 Zellgebundene Fluoreszenz der Peptidlésungen (100 uM) an Caco-2 Zellen, vorbehandelt mit Endocytosein-
hibitoren, im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Mittelwert mit Standardabweichung, n=2)

Auch bei den Caco-2 Zellen konnten alle drei Arzneistofflésungen die Aufnahme von beiden
Peptiden in die Zelle reduzieren. Wahrend Chlorpromazin die Aufnahme von P3 um 12,97
%=0,05 % und von S3 um 14,14 %+0,09 % verringerte, waren es bei Nystatin eine Reduktion
fur P3 von 19,28 %+1 % und fur S3 von 16,61 %+0,07 %. Am starksten konnte die Internali-
sation der Peptide mit Amilorid blockiert werden, um 30,45 %%0,8 % fiir P3 und 20,81 %+0,03
% far S3.

Wie in die 5637-Zellen wird das FimH Teilpeptid auch in die Caco-2 Zellen am ehesten Uber
unspezifische Macropinocytose aufgenommen. Anders als bei der Blasenkarzinom-Zelllinie
werden beide Peptide allerdings eher tGber den spezifischen Caveolae-vermittelten Weg in die
Zelle aufgenommen als uber den Clathrin-vermittelten. Méglicherweise kann die Caveolae-
vermittelte Endocytose durch Anderungen am Teilpeptid als Hauptaufnahmeweg in die Zelle

forciert werden.

Auch mit Caco-2 Zellen kénnten in zukunftigen Arbeiten Experimente durchgefihrt werden,
die erforschen, ob eine Kopplung mehrerer FimH Teilpeptide zu einer vermehrten Aufnahme
Uber den Caveolae-vermittelten Endocytoseweg fuhrt. Eine spezifische Aufnahme in die Zelle,
die nicht zu einer Degradation im Lysosom fuhrt, wére eine guinstige Eigenschaft fir ein Drug-

Delivery-Vehikel, das eine lokale Wirkung haben soll.
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Es stellt sich auRerdem die Frage, warum man die Aufnahme der Peptide in die Zelle in ande-

ren Experimenten (siehe 3.1 und 3.3) gut zeigen, aber nur in geringem Ausmalf (bis zu 30 %)

blockieren kann. Ein Ansatz zur weiteren Forschung mit dem Ziel einer Blockade groReren

AusmaRes wére eine Adaption der Methode, z.B. durch Anderung der Lénge der Inkubations-

zeiten. Moglicherweise werden die Peptide auch tber einen anderen Aufnahmeweg wie z.B.

einen rezeptorvermittelten Weg aufgenommen als tber die Endocytosewege, die in dieser Se-

rie an Experimenten blockiert wurden. Diese These lasst sich nur mit einem neuen Versuchs-

aufbau Uberprifen.

3.3 Quantifizierung der aufgenommenen Peptidmenge
Die Experimente wurden, wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben durchgeflhrt.

3.3.1 Charakterisierung der PeptidlGsungen

Die in Tabelle 13 und 14 dargestellten Werte wurden, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben ermit-

telt.
Amax 495nm Amax 280nm Dilutionsfaktor | Konzentration
Stammlosung [uM]
P3p3c+a | 0,633 0,219 20,571 402,178
S3ip2e+s | 0,555 0,192 20,571 351,233
Tabelle 13 Absorption Peptidlosungen
Stammiésung | 100 pyM 50 uM 25 uM
P3p3c+a | 45812 35769 25 058 12 377
S3iip2e+s | 49 468 36 194 25 169 12 520

Tabelle 14 Fluoreszenzintensitadt Peptidlosungen

3.3.2 5637-Zellen am Mikroplattenlesegerdt

Es wurden 5637-Zellen der Passage 126 verwendet.
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Abbildung 15 Gehalt an aufgenommenen Peptiden in ng/ ml, bei 37 °C inkubierte und anschlieRend lysierte 5637-Zellen,
gemessen bei 485 nm/525 nm Ex/Em, 80 % Verstarkung (Mittelwert mit Standardabweichung, n=2)

P3 wurde Uber alle Konzentrationen hinweg bei 37 °C vermehrt in die 5637-Zellen aufgenom-
men (19,38 % (25 uM) bzw. 51,12 % (100 uM)) als die Kontrolle S3. Die erhaltenen Fluores-

zenzen des Uberstands der lysierten Zellen wurden in Abbildung 15 grafisch dargestellt.

Bei den 100 uM Peptidlésungen wurde nach dem Lysieren der behandelten Zellen fir P3 eine
Konzentration von 39,22 ng Peptid/ ml+1,97 ng und fir S3 19,17 ng Peptid/ mi+1,86 ng erreicht
und somit eine um 51,12 % héhere Konzentration flir P3100 um als flir S3100 um. Bei 50 uM waren
es fur P3 15,33 ng Peptid/ mi+1,85 ng und fir S3 10,73 ng Peptid/ mi+2,07 ng und somit fur
P35s50,m €in um 30,00 % hoherer Peptid-Gehalt als fir S3s0 .. Bei 25 uM betrugen die erzielten
Peptid-Konzentrationen fir P3 3,25 ng Peptid/ mI+1,98 ng und fur S3 2,62 ng Peptid/ ml+2,12
ng, somit wurde um 19,38 % mehr P32s uv in die Zelle aufgenommen als S325 yu. Ein t-Test
zeigte flr 100 yM und fir 50 uM einen p-Wert von <0,0001 und somit signifikante Ergebnisse.

Far 25 yM wurde ein p-Wert von 0,012 erzielt. Diese Ergebnisse sind ebenfalls signifikant.

Diese Ergebnisse gleichen den in Kapitel 3.1 diskutierten, am Durchflusszytometer erhaltenen
Ergebnissen der Bindungsaffinitatsversuche der 5637-Zellen und zeigen bei 100 uM eine noch
héhere Aufnahme in die Zelle von P3 im Verhaltnis zu S3 (52,12 % bei der Zelllyse im Ver-
gleich zu 10,87% bei der Bindungsaffinitat). Durch die Zelllyse sind diese Ergebnisse aussa-
gekraftiger als die in Kapitel 3.1 besprochenen. Die mégliche Fehlerquelle der Abschwachung
des Fluoreszenzsignals durch Kumulation des fluoreszenz-markierten Peptids in Zellorganel-
len kann durch Lysieren der Zellen verhindert werden. Die um tber 50 % héhere Aufnahme
des FimH Teilpeptids im Vergleich zur Kontrollsequenz in die 5637-Zellen bei 37 °C ist ein
vielversprechendes Ergebnis im Hinblick auf eine zuklnftige Verwendung des FimH Teilpep-
tids als Targeter fir Blasenkarzinome, fur deren Behandlung eine Aufnahme des mit Arz-

neistoff beladenen Targeters in die von Krebs befallenen Zellen einen Vorteil darstellen kann.
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Abbildung 16 Gehalt an aufgenommenen Peptiden in ng/ ml, bei 4 °C inkubierte und anschlieBend lysierte 5637-Zellen,
gemessen bei 485 nm/525 nm Ex/Em, 80 % Verstarkung (Mittelwert mit Standardabweichung, n=2)

Bei den bei 4 °C inkubierten 5637-Zellen zeigte sich bei den 100 uM Peptidlésungen eine um

56,08 % hdéhere und somit deutlich bessere Bindung von S3 im Vergleich zu P3.

Bei 100 pM ergibt sich bei P3 nach dem Lysieren eine Konzentration von 20,89 ng Peptid/
ml+2,21 ng und bei S3 eine Konzentration von 47,56 ng Peptid/ mi+1,30 ng (Abb. 16). Somit
zeigt sich eine um 56,08 % hoéhere Anheftung von S310 um im Vergleich zu P3100 um. Bei 50 pM
sind es fur P3 4,91 ng Peptid/ mI+2,78 ng und fiir S3 4,26 ng Peptid/ mi+1,41 ng (Abb. 16) und
somit eine um 13,24 % hohere Anheftung von P3so v im Vergleich zu S3s0 ym. Bei 25 pM
betragen die erhaltenen Peptid-Konzentrationen fur P3 1,86 ng Peptid/ mI+2,01 ng und fur S3
1,93 ng Peptid/ mi+1,12 ng (Abb. 16), also 3,63 % hoher fur S35 um als flr P32s uu. Ein t-Test
zeigte fur 100 uM einen p-Wert von <0,0001 und fir 50 uM einen p-Wert von 0,0233 und somit
signifikante Ergebnisse. Fur 25 yM wurde ein p-Wert von 0,219 und somit nicht signifikante

Ergebnisse erzielt.

Die wesentlich héhere Bindung an 5637-Zellen von S3 im Vergleich zu P3 ist vergleichbar mit
der Bindungsaffinitdt am Monolayer, bei denen sich S3 um 26,44 % starker an die Zelle ange-
heftet hat. Bei den Bindungsaffinitatsstudien erhielt man bei 4 °C am Durchflusszytometer al-
lerdings eine hohere Affinitat fir P3. Dies kdnnte sich durch die Durchfiihrung des Experiments
im Sommer und die lange Messdauer des Durchflusszytometers erklaren lassen. Mit grof3er
Wahrscheinlichkeit konnte die Temperatur von 4 °C wahrend der Messung nicht gehalten wer-

den.

Es ist bemerkenswert, dass die Kontrollsequenz bei 4 °C eine hdhere Bindungsaffinitat an
5637-Zellen als das FimH Teilpeptid zeigt. Relevant fir eine Nutzung als Targeter an Bla-
senkarzinomen ist wegen des standigen Urinflusses durch die Blase jedoch die bei 37 °C
stattfindende Aufnahme in die Zelle, die bei dem FimH Teilpeptid starker ausgepragt ist als bei
S3.
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Abbildung 17 Gehalt an aufgenommenen Peptiden in ng/ ml, zuerst bei 4 °C und dann bei 37 °C inkubierte und anschlieBend
lysierte 5637-Zellen, gemessen bei 485 nm/525 nm Ex/Em, 80 % Verstarkung (Mittelwert mit Standardabweichung, n=2)

Bei den zuerst bei 4 °C und dann bei 37 °C inkubierten 5637-Zellen wurde P3 verglichen mit
S3 vermehrt in die Zellen aufgenommen (zwischen 44,57 % (50 uM) und 30,57 % (100 uM)).
Die absolute Endkonzentration fur beide Peptide im Zelllysat war niedriger als bei den nur bei

37 °C inkubierten Zellen, allerdings ist die Verteilung der Verhaltnisse vergleichbar.

Bei einer Peptidkonzentration von 100 uM wurde nach dem Lysieren fiir P3 eine Konzentration
von 12,92 ng Peptid ml+0,43 ng und fir S3 8,97 ng Peptid/ mi+0,31 ng (Abb. 17) erreicht und
somit eine hdhere Aufnahme von P3100 s um 30,57 % gegenlber S31g0 ym. Bei 50 uM waren
es fur P3 6,08 ng Peptid/ ml+0,37 ng und fur S3 3.37 ng Peptid/ mi+0,26 ng (Abb. 17), also um
44,57 % mehr P3s0 v als S3s0 um. Bei 25 uM betrug die erhaltene Peptid-Konzentration fir P3
3,87 ng Peptid/ mi+0,41 ng (Abb. 17). Fur S3 ergab sich nach dem Einsetzen in die Geraden-
gleichung der Eichgerade ein negativer Wert. Da die gemessenen Fluoreszenzintensitaten
hier zu niedrig und daher auch nicht aussagekraftig waren, wurde auf eine Darstellung in der
Grafik verzichtet. Fir 100 uM und 50 uM wurden p-Werte von <0,0001 erzielt und die Ergeb-

nisse sind somit signifikant.

Bei der doppelten Inkubation bestatigte sich erneut, dass sich die Kontrollsequenz zwar mit
einer hoheren Affinitat an die 5637-Zellen heftet, aber im Vergleich zum FimH Teilpeptid deut-
lich weniger in die Zelle aufgenommen wird. Wurden die Zellen zuerst fur 2 Stunden bei 4 °C
und anschliefend fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, wurde bei 100 uM Peptid (P3) ein Anteil
von 32,94 %, bei 50 uM ein Anteil von 39,66 % und bei 25 uM sogar um 19,08% mehr Peptid
aktiv in die Zelle aufgenommen als bei einer Inkubation von 2 Stunden bei 37 °C. Bei der
doppelten Inkubation wurde mit 30 Minuten kirzer bei 37 °C inkubiert als bei den nur bei 37
°C inkubierten Zellen, moglicherweise kdnnte man diesen Anteil durch langere Inkubation noch

erhohen.
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Dass auch bei einer kiirzeren Inkubationszeit bei 37 °C bereits ein hoher Anteil an Peptid in
die 5637-Zellen aufgenommen wird, ist eine glinstige Eigenschaft als Targeter fir Blasenkar-
zinome. Eine kirzere notwendige Einwirkzeit der Therapie, bei der die Miktion nicht so lange
wie moglich hinausgezdgert werden muss, ware wesentlich angenehmer fir Patientinnen und

Patienten.

Diese Ergebnisse sind ein weiterer Hinweis auf ein hohes Potenzial des FimH Teilpeptids als

mdglicher Targeter an 5637-Zellen und somit Blasenkarzinomen.

3.3.3 Caco-2 Zellen am Mikroplattenlesegerdt
Es wurden Caco-2 Zellen der Passage 36 verwendet.
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Abbildung 18 Gehalt an aufgenommenen Peptiden in ng/ ml, bei 37 °C inkubierte und anschlieBend lysierte Caco-2 Zellen,
gemessen bei 485 nm/525 nm Ex/Em, 80 % Verstarkung (Mittelwert mit Standardabweichung, n=2)

Wie bei den 5637-Zellen wurde bei einer Inkubation bei 37 °C auch bei den Caco-2 Zellen P3
vermehrt in die Zelle aufgenommen (zwischen 34,97 % (50 uM) und 8,72 % (100 uM)) vergli-
chen mit der Kontrolle S3. Die erhaltenen Fluoreszenzen des Uberstands der lysierten Zellen

wurden in Abbildung 18 grafisch dargestellt.

Bei den 100 uM Peptidlésungen wurde nach dem Lysieren der behandelten Zellen fiir P3 eine
Konzentration von 34,98 ng Peptid/ ml+1,86 ng und fir S3 31,93 ng Peptid/ ml+2,04 ng erreicht
und somit eine hdhere Aufnahme von P3100 ,m um 8,72 % im Vergleich zu S3100 um. Bei 50 uM
waren es fur P3 22,02 ng Peptid/ mi£1,28 ng und fir S3 14,32 ng Peptid/ mi£1,56 ng und somit
um 34,97 % mehr Internalisation von P3somm als von S350 .m. Bei 25 uyM betrugen die erzielten
Peptid-Konzentrationen fir P3 3,22 ng Peptid/ mI+0,89 ng und fur S3 2,67 ng Peptid/ mI+0,76
ng und somit eine um 17,08 % hdhere Peptid-Konzentration fir P32s5 v als fur S325 ym. Fur 100

MM und 50 pM wurden mit einem t-Test p-Werte von <0,0001 erzielt und die Ergebnisse sind
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somit signifikant. Fir 25 uM zeigte sich ein p-Wert von 0,001 und somit ebenfalls signifikante

Ergebnisse.

Dieses Ergebnis ist den bei den Bindungsaffinitadtsversuchen bei 37 °C am Durchflusszytome-
ter fur die Caco-2 Zellen erhaltenen Ergebnissen sehr dhnlich und bestatigt die héhere Auf-
nahme des FimH Teilpeptids bei 37 °C in die Caco-2 Zellen durch den Lyseschritt sogar mit
erhohter Aussagekraft. Dies stellt einen weiteren Hinweis auf ein bestehendes Potenzial als

Targeter an Caco-2 Zellen und somit Kolonkarzinomen dar.

50
45 =
40
35
E 30 T

220 I P3
15
10

5 --

100puM 50uM 25uM

Abbildung 19 Gehalt an aufgenommenen Peptiden in ng/ ml, bei 4 °C inkubierte und anschlieBend lysierte Caco-2 Zellen,
gemessen bei 485 nm/525 nm Ex/Em, 80 % Verstarkung (Mittelwert mit Standardabweichung, n=2)

Bei den Caco-2 Zellen, die bei 4 °C inkubiert wurden, zeigte sich eine bessere Bindung an die
Zellmembran von S3 im Vergleich zu P3, wie sie auch schon bei den 5637-Zellen beobachtet
wurde. S3 hat in héherem Ausmalf an die Zelle gebunden als P3 (79,02 % (25 yM) bzw. 18,53
% (100 pM)).

Bei den 100 uM Peptidlésungen wurde nach dem Lysieren der behandelten Zellen fir P3 eine
Konzentration von 37,51 ng Peptid/ mi+ 1,94 ng und fir S3 46,04 ng Peptid/ ml£1,25 ng
(Abb.19) erreicht und somit eine héhere Anheftung von S3100 ym um 18,53 % im Vergleich zu
P3100 um. Bei 50 uM waren es fiir P3 17,34 ng Peptid/ ml+1,89 ng und fir S3 29,56 ng Peptid/
mix1,17 ng (Abb. 19), also um 41,34 % mehr S350 ym als P3so um. Bei 25 pM betrugen die
erzielten Peptid-Konzentrationen fir P3 4,34 ng Peptid/ ml+1,62 ng und fir S3 20,69 ng Peptid/
ml+1,09 ng (Abb. 19), was eine um 79,02 % hdéhere Anheftung von S325 v im Vergleich zu
P32s5 . darstellt. Far 100 uM, 50 yM und 25 pM wurden mit einem t-Test p-Werte von <0,0001

erzielt und die Ergebnisse sind somit signifikant.

Wie auch bei den Harnblasenkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass die Kontrollsequenz

durchaus an der Zellmembran haftet, aber deutlich mehr FimH Teilpeptid in die Zellen
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aufgenommen werden kann, was folglich auch auf einen besseren mdglichen Therapieerfolg

hindeutet.
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Abbildung 20 Gehalt an aufgenommenen Peptiden in ng/ ml, zuerst bei 4 °C und dann bei 37 °C inkubierte und anschlieBend
lysierte Caco-2 Zellen, gemessen bei 485 nm/525 nm Ex/Em, 80 % Verstiarkung (Mittelwert mit Standardabweichung, n=2)

Bei den zuerst bei 4 °C und anschlie3end bei 37 °C inkubierten Caco-2 Zellen zeigte sich,
wie auch bei den 5637-Zellen, eine um zwischen 72,45 % (50 uM) und 34,02 % (100 uM) er-
hohte Aufnahme von P3 im Vergleich zu S3. Die erhaltenen Fluoreszenzen des Uberstands

der lysierten Zellen wurden in Abbildung 20 grafisch dargestellt.

Bei den 100 uM Peptidlésungen wurde nach dem Lysieren der behandelten Zellen fir P3 eine
Konzentration von 28,07 ng Peptid/ mI+0,62 ng und fir S3 18,52 ng Peptid/ mI+0,58 ng er-
reicht, also eine um 34,02 % hdhere Aufnahme von P31q0 ym als von S3100 um. Bei 50 yM waren
es fur P3 15,32 ng Peptid/ mI+0,54 ng und fir S3 4,22 ng Peptid/ ml£0,69 ng, somit eine um
72,45 % hohere Internalisierung von P3sg um als von S3s0 um. Bei 25 uM betrugen die erzielten
Peptid-Konzentrationen fir P3 1,97 ng Peptid/ ml£0,86 ng und fur S3 0,95 ng Peptid/ mi+0,14
ng, also um 51,78 % hdher fur P32s yv als fur S325 ym. Fir 100 uM und 50 yM wurden mit einem
t-Test p-Werte von <0,0001 erzielt und die Ergebnisse sind somit signifikant. Fir 25 uM zeigte

sich ein p-Wert von 0,001 und somit ebenfalls signifikante Ergebnisse.

Im Vergleich zu der Inkubation bei 37°C wurde bei der doppelten Inkubation fir 100 uM ein
Anteil von 80,24 %, fir 50 uM ein Anteil von 69,57 % und fir 25 pM ein Anteil von 61,18 % an
P3 in die Caco-2 Zellen aufgenommen. Dies sind hdhere Anteile als bei den 5637-Zellen. Auch
hier kdnnte man mit einer langeren Inkubationszeit womaoglich eine noch hohere Konzentration
an in die Zelle aufgenommenem Peptid erreichen. Dass in nur 30 Minuten ein hoher Anteil des
FimH Peptids in die Zelle aufgenommen wird, ist eine sehr glinstige Eigenschaft fir einen
Targeter zur Lokaltherapie an Kolonkarzinomen. Je schneller ein Targeter in einem Milieu mit

hohem Abrieb internalisiert wird, desto besser und effizienter die Therapie.
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das FimH Teilpeptid besser in die beiden Zelllinien
aufgenommen wird als die Kontrollsequenz S3, welche sich vorwiegend an die Zellmembran
anhaftet. Weil ein Arzneistoff erst seine Wirkung entfalten kann, wenn er internalisiert wurde,
ist das FimH Teilpeptid besser fir das Drug-Targeting an Blasenkarzinomzellen und Darmkar-

zinomzellen geeignet ist als die Kontrollsequenz.

3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Um zu visualisieren, dass die Peptide auch in die Zelle aufgenommen werden, wurden fluo-
reszenzmikroskopische Bilder von mit Peptid inkubierten 5637-Zellmonolayern aufgenommen.

Daflir wurden die Zellen wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben vorbereitet.

In den folgenden Bildern ist der Zellkern blau und die Zellmembran rot gefarbt. Die internali-

sierten Peptide fluoreszieren durch ihre Farbung mit FITC grin.

Abbildung 21 fluorenzmikroskopische Aufnahme von 5637-Zellen nach Inkubation mit P3 (oben) und S3 (unten)

In dem oberen Bild sieht man 5637-Zellen, die mit dem FimH Teilpeptid P3 inkubiert wurden.

In dem unteren Bild sind es 5637-Zellen, die mit der Kontrollsequenz S3 inkubiert wurden.

Auf dem Bild oben zeigt sich eine starke griine Fluoreszenz innerhalb der rot gefarbten Zell-
membran; dies impliziert, dass das FimH Teilpeptid gut in die Zelle aufgenommen wurde. Fur
S3 konnte fluoreszenzmikroskopisch mit den gleichen Parametern keine griine Fluoreszenz
gezeigt werden. Dies wirde die in den Zelllyseversuchen ermittelten Ergebnisse dahingehend

untermauern, dass das FimH Teilpeptid P3 bei 37 °C besser in die 5637-Zellen aufgenommen
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wird als die Kontrollsequenz S3, die sich eher nur an die Zelle anheftet. Dieser Unterschied
wurde durch die parallele Durchfihrung der Experimente bei 4 °C und der physiologischen

Temperatur von 37 °C mehrmals gezeigt.

Die vorteilhaften Internalisierungseigenschaften des FimH Teilpeptids bergen hohes Potential
fur seine Verwendung als Teil eines Drug-Targeting-Vehikels fir die lokale Therapie an Bla-
sen- und Kolonkarzinomen. Auswaschvorgange durch den standigen Durchfluss von Urin in
der Blase oder der Abrieb von Wirkstoff durch Kot im Kolon kénnten dadurch umgangen wer-

den.

Die mit P3 inkubierten Zellen zeigen auf diesen Bildern erste Anzeichen von Apoptose, wie
das Destabilisieren der Zellmembran. Daraus lasst sich schliefen, dass das P3 mdglicher-
weise zytotoxisch ist. Bei den mit S3 inkubierten Zellen lassen sich keine Anzeichen fur eine
Zytotoxizitat beobachten. Diese Zellen sehen subjektiv anders aus, als die mit P3 inkubierten.
Vor allem wenn eine Anwendung fur P3 als Adhasionsfaktor zum Drug Targeting angestrebt
wird, sollte es davor noch Zellviabilitatstests unterzogen werden, um diesen Verdacht auszu-

schlieBen oder zu bestatigen.

4. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das FimH Teilpeptid aus den Amino-
sauren 132-142 Potenzial als Ligand fur Drug Targeting zeigt, im Speziellen fur die intravesi-

kulare Anwendung an Blasenkarzinomen und zur lokalen Anwendung an Darmkarzinomen.

Fur das FimH Teilpeptid konnte eine konzentrationsabhangige Bindungsaffinitat festgestellt
werden, die bei 37 °C an 5637-Zellen um bis zu 52,18 % hdéher und an Caco-2 Zellen um bis
zu 39,14 % hoher ist als die der randomisierten Kontrollsequenz. Aulerdem kdnnen bei einer
Inkubation von 37 °C, die auf eine Inkubation mit 4 °C folgt, Spitzen einer konzentrationsab-
hangigen hoheren Internalisierung von P3 im Vergleich zu S3 von flr die 5637-Zellen bis zu
44,57 % und fur die Caco-2 Zellen von bis zu 72,45 % erreicht werden. Bei einer Inkubation
bei 4 °C bindet zwar ein geringerer Anteil von P3 im Vergleich zu S3, allerdings wird dieses im
Gegensatz zu S3 fast vollstandig aufgenommen. Dies ist eine fur lokale Karzinombehandlung
im Darm und in der Blase vorteilhaft, da in diesen Organen der standige Durchfluss von Urin

und der Durchlauf von Kot Drug-Delivery erschwert.
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Sowohl die Bindungsaffinitat an als auch die Internalisierung des FimH-Teilpeptids in die Kar-
zinomzellen sind vielversprechende Eigenschaften, auf die man in der weiteren Forschung

nach einem geeigneten Drug Targeting Vehikel aufbauen kann.

Im Zuge dieser Arbeit wurden auch die fir die Peptide spezifischen Endocytosewege unter-
sucht, Uber die das FimH Teilpeptid und die Kontrollsequenz in die verwendeten Zelllinien
aufgenommen werden, wobei hier der macropinozytische Weg Uberwogen hatte. Durch die
Blockierung dieses Weges konnte die Aufnahme des FimH Teilpeptids in die 5637-Zellen um
30,52% und in die Caco-2 Zellen um 30,45% verringert werden. Eine Aufnahme Uber die un-
spezifische Macropinocytose bedeutet, dass das FimH Teilpeptid in das Lysosom der Zellen
aufgenommen wird. Mdglicherweise wird die Teilsequenz dort abgebaut und eignet sich somit
nicht als Ligand fur Drug Targeting. In zukunftigen Studien kénnte erforscht werden, ob man
durch Verlangern des FimH-Teilpeptdids mit weiteren FimH Sequenzen eine Aufnahme in die
Zelle Uber spezifische Endocytosewege erreichen kann, die fiir ein Drug-Targeting besser ge-
eignet waren. Die Methode durch Adaption der Inkubationszeiten oder Verwenden weiterer
Inhibitoren, die andere Endocytosewege blockieren, zu dndern ware ein weiterer moglicher

Forschungsansatz.

In dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob und in welchem Ausmal das FimH Teilpeptid zy-
totoxisch wirkt. Dies muss in weiteren Experimenten festgestellt werden. Im Durchflusszyto-

meter waren dafir aber keine besonderen Anhaltspunkte zu beobachten.
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Anhang 1: Aufreinigung der Peptide: HPLC-Spektren

Method Name: ( )
Prep Run Name: 2023-08-08_11-09-40_P3 - BUCHI
Run Date: 2023-08-08 11:15
Column: PrepPure C18 250x10 Solvent A: Water + 0.1% TFA UV Threshold: 0.05 AU ELSD Threshold: 20 mV
Flow Rate: 5 mL/min Solvent B: Acetonitrile + 0.1% TFA UV Sensitivity: High ELSD Sensitivity: Low
Equilibration: 2.0 min Solvent C: Empty UV1A: 214 nm Collection: Collect Peaks
Run Length: 30.0 min Solvent D: Empty UV2A: 280 nm Per-Vial Volume: 25 mL
Instrument Type: C-850 Slope Detection: Off UV3 A: 440 nm Non-Peak Volume: 25 mL
Mode: Prep UV4:320 nm (M)
Sample type: Liquid UV scan start A: 200 nm (M)
UV scan end A: 500 nm (M)
¥ sotvent % 8 eLso [l uvi [l uvz 98 uvs [l uvs [l UV Scan
100 1 r 068
80 055
A8
60 041
s =
: :
o 40 027 2
AB
20 013
AB \ f _\\’\\M
o ee— d{ e 001
0 5 10 15 20 25 30
Time (min)
1-6C1D Gradient Table

Min |Solvents |% 2nd
0.0 AB 5
5.0 AB 5

O O O Q O 20.0 AB 60
00000 50 | 4 | o
O O O O O Vial Mapping Table

B S

Peak # |Start Tray:Vial |End Tray:Vial
(JCICIC () T

2 1:3 1:3
(JCICC)C) 3 I

( JCICICIC)
00000
(JCICICIC)
( JCICICIC)
00000
00000
006000

Anhangsabbildung 1: Peptid 3 nach der Flash HPLC
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Prep

Column: PrepPure C18 250x10
Flow Rate: 5 mL/min
Equilibration: 2.0 min

Run Length: 30.0 min
Instrument Type: C-850

Mode: Prep

Sample type: Liquid

Method Name:

Run Name: 2023-08-08_13-15-19_S3_II

Run Date: 2023-08-08 13:21

Solvent A: Water + 0.1% TFA

Solvent B: Acetonitrile + 0.1% TFA

Solvent C: Empty
Solvent D: Empty
Slope Detection: Off

UV Threshold: 0.05 AU

UV Sensitivity: High

UVIA: 214 nm

UV2A: 280 nm

UV3 A: 440 nm

UV4A: 320 nm (M)

UV scan start A: 200 nm (M)
UV scan end A: 500 nm (M)

( BUCHI

ELSD Threshold: 20 mV
ELSD Sensitivity: Low
Collection: Collect Peaks
Per-Vial Volume: 25 mL
Non-Peak Volume: 25 mL

i sotvent % [ eLso [l vvi [l uvz B8 uvs Il uvs [l UV Scan
100 | 085
80 068
A8
- B! 051
= =
5 3
2 a0 034 ~
AB,
20 017
AB
0 — - 0.00
Tray |
0 5 10 15 20 2 30
Time (min)
1-6C1D Gradient Table
Min [Solvents [% 2nd
1 0.0 AB 5
2 5.0 AB 5
3 20.0 AB 60
4 5.0 AB 100
Vial Mapping Table
Peak # [Start Tray:Vial |End Tray:Vial
1 1:2 1:2
2 1:3 1:3

0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000

@
1@
. 1®
( ()
(JC)

Anhangsabbildung 2: Sequenz 3 nach der Flash HPLC
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Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

:33_p7

:08.08.2023_S3_p7_3_014.lcd

: MN_Sé&ule_peptide-analysis_ ACN_H20_TFA.lcm
1 230808_s3_p3.Icb

1 1-7 Sample Type
:5uL

: 2023-08-08 19:51:46
: 2023-08-09 09:59:21

Acquired by
Processed by

Anhangsabbildung 3: reinster Peak der Sequenz 3 an der Analytischen HPLC |

: Unknown

: Dip_Diss
: Dip_Diss

mAU
S PDA Multi 2 270nm,4nm
<
50
25+
Q
3 g &
1 J 9_.' ‘zg ~e
0 T
_—_—sWs - — —_—
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
min
mAU
? PDA Multi 3 440nm,4nm
¢
50
25+
- o ©
2 2 J <
0 - 2] -
T I T 71 —T 1 L —T1
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
min

Anhangsabbildung 4 reinster Peak der Sequenz 3 an der Analytischen HPLC Il
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Sample Name

Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename

Vial #

Injection Volume

Date Acquired

Date Processed

:P3_p3
'3

508.08.2023_P3 _p3_3_008.Icd
: MN_Séule_peptide-analysis_ ACN_H20_TFA.lcm
:1230808_s3_p3.Icb

: 21'>-4L Sample Type
:5u

: 2023-08-08 17:43:41 Acquired by

: 2023-08-08 18:04:42 Processed by

Anhangsabbildung 5 reinster Peak des Peptid 3 an der Analytischen HPLC |

: Unknown

: Dip_Diss
: Dip_Diss

mAU
p3 PDA Multi 2 270nm,4nm
-
50
25+
o~ » (')1“—’
8 J 2 b 5 B2
1 23 S o © N~
0 - ) - - T
T 1 T T T T T T T
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
min
mAU
20+ Q PDA Multi 3 300nm,4nm
] -
15—_
10
5]
| ~ - §
] 8 J N
0 = ——
i I 1 T [ 1 T T
0,0 25 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
min

Anhangsabbildung 6 reinster Peak des Peptid 3 an der Analytischen HPLC Il
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Anhang 2: Internalisierung verschiedener BSA- und HSA-Partikel in differen-
zierte THP-1 Zellen

1. Methoden

1.1 Zellkultur

Es wurde die humane Monozytenzelllinie THP-1 verwendet, bei der es sich um eine Suspen-
sionszelllinie handelt. Die Zellen wurden alle drei Tage subkultiviert. Dafur wurden sie in der
75 cm? Zellkulturflasche im RPMI-Medium suspendiert und in ein 30 ml Zentrifugenrdhrchen
Ubertragen. Sie wurden mit 1000 U/min fir 5 Minuten zentrifugiert, das verbrauchte Medium
mit einer Vakuum Pasteurpipette abgenommen und die Zellen in 2 ml RPMI-Medium (Her-
stellung siehe Kapitel 2.3) suspendiert. Die Zellzahl der Zellsuspension wurde in einer Blr-
ker-Tirk Zahlkammer bestimmt und 500 000 Zellen in 10 ml RPMI-Medium in einer 75 cm?

Zellkulturflasche angesetzt.

Um die THP-1 Zellen fir die Experimente zu adharenten Makrophagen zu differenzieren,
wurde eine Lésung von PMA in DMSO (0,01 mg/ml) verwendet. Es wurde ein Monolayer in
einer 48-Well Platte mit 90 000 Zellen/Well/300 ul RPMI+20 % FCS angelegt. In jedes Well
wurden dann unter Lichtschutz 1 ul einer Losung von 0,01 mg/ml PMA in DMSO pipettiert
und resuspendiert (Konzentration von 33 ng/ml bzw. 54,146 nM PMA). Nach drei Tagen
wurde vorsichtig mit der Kolbenhubpipette das Medium gewechselt (RPMI+20 % FCS) um
das PMA zu entfernen. Am Tag nach dem ersten Mediumwechsel konnte der Monolayer be-
reits fur Experimente verwendet werden. Bei einer langeren Kultivierung wurde das Medium

alle sechs Tage gewechselt.

1.2. Durchfihrung

Mit der in der Arbeitsgruppe etablierten Methode wurden je eine Charge BSA-Partikel mit
Bodipy in HEPES isoton pH 7,4 und HSA-Partikel mit Bodipy in HEPES isoton pH 7,4 herge-
stellt. Von jeder Partikelsuspension wurden zwei Verdinnungen mit HEPES isoton pH 7,4
hergestellt, eine mit einer Fluoreszenz von etwa 200 und die andere mit einer Fluoreszenz
von etwa 600 (bei 485 nm/525 nm Ex/Em, 50 % Verstarkung).
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Das Medium wurde zunachst vorsichtig mit der Kolbenhubpipette aus der Platte mit dem Mo-
nolayer abgenommen und je 2x200 pl jeder Partikelsuspension und je 2x200 pl HEPES iso-
ton pH 7,4 fur die Kontrollwerte auf die Wells aufgetragen. Dann wurde fir 2 Stunden bei 37
°C inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Platte fir eine Minute auf einen Eisblock gestellt,
um die Aufnahme der Partikel in die Zellen zu stoppen, dann wurden bei Raumtemperatur
die Partikellésungen vorsichtig mit der Kolbenhubpipette abgenommen. Auf einen zusatzli-

chen Waschschritt wurde wegen der Empfindlichkeit der Zellen verzichtet.

Die Halfte der Proben wurde mit 100 yl HEPES isoton pH 7,4+2 % FCS bedeckt, die andere
Halfte mit 100 pl einer Heparin-Losung mit 4000 IU/ml. Mit der Heparin-Lésung konnten Par-
tikel abgewaschen werden, die nur auf der Zelloberflache anhafteten und nicht aufgenom-

men wurden. Die Platte wurde fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert.

Dann wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt, in jedes Well 100 pl auf 37 °C vorgewarm-
tes Trypsin pipettiert und die Platte fir 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Auflerdem wurde ein
unbehandeltes Well als frischer Kontrollwert mit abgeldst, um die Viabilitat der Zellen im

Durchflusszytometer mit den behandelten vergleichen zu kdnnen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 500 ul HEPES isoton pH 7,4+2 % FCS in jedes Well
pipettiert, vorsichtig suspendiert und der Inhalt jedes Wells in eine Eprouvette Uberfiihrt. An
diesen Zellsuspensionen wurde dann die zellgebundene Fluoreszenz, Viabilitat und Granula-

ritdt am Durchflusszytometer gemessen.

2. Ergebnisse und Diskussion

Durch den Vergleich der Bindungsaffinitat von Mikropartikeln aus Humanem Serumalbumin
mit BodiPy und Bovinem Serumalbumin mit BodiPy an differenzierten humanen Makropha-
gen sollte determiniert werden, welches Hullmaterial sich am bestandigsten gegen die Im-
munabwehr durch Makrophagen zeigt. Durch einen Waschschritt mit Heparin-Losung wur-
den Partikel von der Zelloberflache gewaschen, die nicht in die Zelle aufgenommen wurden.
Dadurch sollte ermittelt werden, ob die Partikel sich nur an die Zellmembran anheften oder

internalisiert werden.

Die Bindungsaffinitat wurde durch die Messung der zellgebundenen Fluoreszenzen be-

stimmt. Die Ergebnisse wurden in Anhangsabbildung 7 grafisch dargestellt.
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25 T
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zellgebundene Fluoreszenz

HEPES 2% FCS
I Heparin
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s
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0 . '

HSA+BodiPy HSA+BodiPy BSA+BodiPy BSA+BodiPy
(Fluoreszenz 600) (Fluoreszenz 200) (Fluoreszenz 600) (Fluoreszenz 200)

Anhangsabbildung 7 zellgebundene Fluoreszenz von HSA und BSA-Partikeln an differenzierten THP-1 Zellen am Durch-
flusszytometer (Mittelwert mit Standardabweichung, n=3)

Die Partikel aus bovinem Serumalbumin wurden eher in die Makrophagen aufgenommen als

jene aus humanem Serumalbumin.

Zunachst werden die zellgebundenen Fluoreszenzintensitatswerte der mit HEPES isoton pH
7,4+2 % FCS gewaschenen Zellen diskutiert. Fir HSA-Partikel mit BodiPy konnte eine relative
Fluoreszenzintensitat von 10,99+0,74 fir Partikel mit Fluoreszenz 600 und von 8,51+0,29 fir
die Partikel mit Fluoreszenz 200 ermittelt werden. Bei den Partikeln aus BSA mit BodiPy waren
es fur die Fluoreszenz 600 23,47+1,16 und fur die Fluoreszenz 200 14,64+1,33 relative Fluo-
reszenzintensitat und somit eine bessere Bindung von BSA+BodiPyrioreszenz600 gegenuber
HSA+BodiPyrioreszenze00  um 213,55 % und von BSA+BodiPyriuoreszenz200 gegenuber
HSA+BodiPyFioreszenz200 um 168,08 %.

Hinsichtlich der zellgebundenen Fluoreszenzintensitat der mit Heparin gewaschenen Zellen
konnte fur HSA-Partikel mit BodiPy eine relative Fluoreszenzintensitat von 17,11+0,92, fur die
Partikel mit Fluoreszenz 600 und von 9,61+0,05 fur die Partikel mit Fluoreszenz 200 ermittelt
werden. Bei den Partikeln aus BSA mit BodiPy waren es fir die Fluoreszenz von 600

21,19+0,73 und fir die Partikel mit Fluoreszenz 200 13,49+0,29 relative Fluoreszenzintensitat
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und somit eine bessere Bindung von BSA+BodiPyFrioreszenz600 gegeniber HSA+BodiPyriuores-
zenz600 UM 123,85 % und von BSA+BodiPyrioreszenz200 gegeniber HSA+BodiPYriuoreszenz200 UM
140,37 %.

Vergleicht man die zellgebundenen Fluoreszenzen der mit HEPES isoton pH 7,4+2 % FCS
und mit Heparin gewaschenen Zellen, so erhalt man fir die HSA-Partikel mit BodiPy mit Fluo-
reszenz 600 eine hohere Bindungsaffinitat von 64,23 % und fir die Partikel mit Fluoreszenz
200 von 11,45 % fur die mit Heparin gewaschenen Zellen. Bei den BSA-Partikeln mit BodiPy
haben die mit HEPES isoton pH 7,4+2 % FCS gewaschenen Zellen die Partikel mit Fluores-
zenz 600 um 9,71 % und die Partikel mit Fluoreszenz 200 um 7,86 % besser gebunden als

die mit Heparin gewaschenen.

VVon den Makrophagen internalisierte Partikel werden aus der Zirkulation entfernt, abgebaut
und sind somit flr einen zielgerichteten Arzneistofftransport ungeeignet. Diese Ergebnisse
zeigen, dass man sich bei Mikropartikeln als Arzneiform eher fir humanes Serumalbumin als
bovines Serumalbumin als Hullmaterial entscheiden soll. HSA entspricht kérpereigenem Ma-
terial und wird deshalb von Makrophagen in geringerem Ausmal erkannt. Deshalb bleibt es
eher in der Zirkulation, wo die Partikel bei einer Arzneistoffbeladung ihre Wirkung entfalten

konnen.
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