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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Hodgkin Lymphom

Das Hodgkin Lymphom, auch Morbus Hodgkin oder Lymphgranulomatose genannt, ist eine
maligne Erkrankung des Lymphsystems. Sie ist benannt nach dem englischen Arzt Thomas
Hodgkin, der die Krankheit erstmals beschrieb (Hodgkin, 1832).

Klinisch manifestiert sich das Hodgkin Lymphom zumeist durch schmerzlos vergroferte
Lymphknoten. Typischerweise finden sich diese im Zervikalbereich (60 %), im Mediastinum
(30 %), in den Achselhohlen (20 %), der Inguinalregion (15 %) oder im Abdomen (15 %) (Riiffer
& Diehl, 2002). In fortgeschrittenen Stadien konnen auch Milz, Knochenmark, Leber oder Lunge
befallen sein (Sieber ef al., 2003). Bei etwa einem Drittel der Patienten kdnnen B-Symptome wie
Fieber, Leistungsabfall, Nachtschweil3, Gewichtsverlust und Juckreiz beobachtet werden (Riiffer &
Diehl, 2002).

In Deutschland wird die Inzidenz mit etwa drei Erkrankungen pro 10° Einwohner und Jahr
angegeben (Sieber et al., 2003). Die Altersverteilung entspricht einer bimodalen Kurve mit den
hochsten Raten im Alter von 15 - 40 und iiber 55 Jahren (Whelan & Ferlay, 1992).

1.1.1 Klassifizierung

Aufgrund der vielfiltigen Symptomatik des Hodgkin Lymphoms war es nétig, verschiedene
Formen in einer allgemein giiltigen Einteilung zu definieren. Die Grundlage fiir die heute
verwendete Einteilung bildet eine Klassifizierung aus dem Jahr 1966, welche aufgrund
morphologischer Charakteristika vier Subtypen voneinander unterschied (Lukes & Butler, 1966).
Diese wurde im Jahr 1994 durch die REAL (Revised European-American
Lymphoma)-Klassifizierung (Harris ef al., 1994) und im Jahr 1999 durch die Klassifizierung der
WHO (World Health Organization) (Harris et al., 1999) erweitert. Seitdem werden zwei
Hauptgruppen unterschieden: das noduldr lymphocytenprddominierende Hodgkin Lymphom
(NLPHL) und das klassische Hodgkin Lymphom (cHL), welches sich in die lymphocytenreiche
(LR), die lymphocytenarme (LD), die nodulér sklerosierende (NS) und die gemischtzellige Form
(MC) aufspaltet. Das NLPHL macht nur etwa 5 % aller auftretenden Félle aus, die iibrigen 95 %
entfallen auf die klassische Form (Gandhi et al., 2004).

Histologisch zeichnen sich die klassischen Hodgkin Lymphome durch das Vorkommen
multinukledrer Riesenzellen, den Reed-Sternberg (RS)-Zellen (Reed, 1902; Sternberg, 1898) oder
deren mononukledrer Variante, den Hodgkin (H)-Zellen, aus (sieche Abb. 1). Diese machen oft nur
bis zu 2 % der Tumormasse aus und sind von so genannten Bystander-Zellen wie Lymphocyten,
Makrophagen, neutrophilen und eosinophilen Granulocyten und Fibroblasten umgeben (Kadin,
1994). Den Lymphomen des NLPHL fehlen die RS- und die H-Zellen, stattdessen treten hier so
genannte lymphocytéire und histiocytire (L&H) Zellen auf (Re et al., 2005b).
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a)

c)

Abb. 1

Histologisches Bild des klassischen Hodgkin Lymphom

(mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. A. Engert)

a) lymphocytenreiche Form (LR cHL) b) lymphocytenarme Form (LD cHL)
¢) nodulér sklerosierende Form (NS cHL) d) gemischtzellige Form (MC cHL)

1.1.2 Entstehung

Hodgkin Lymphome entwickeln sich aus B-Lymphocyten (Kiippers, 1994). Die L&H-Zellen des
NLPHL weisen eine Vielzahl genereller B-Zell-Marker auf, wihrend die RS- und H-Zellen des
cHL nur in Ausnahmefillen B-Zell-spezifische Gene exprimieren (Re et al., 2005a). Hier finden
sich charakteristischerweise die Oberflaichenmarker CD15, CD25, CD30, CD40, CD54, CD70,
CD71, CD80, CD86 und MHC II (Gruss & Kadin, 1996). Ein einzigartiges Zeichen der RS- und
H-Zellen ist die konstitutive Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear factor kB)
(Bargou et al., 1997), welcher als wichtiges Uberlebenssignal in den Zellen fungiert. So entstehen
Zellen, welche einer negativen Selektion in den Lymphknoten durch ihren apoptose-resistenten
Phénotyp entkommen (Re et al., 2005¢).
Bei der Entstehung der Lymphome des cHL scheinen unterschiedliche Faktoren eine Rolle zu
spielen:
- Gonosomal vererbte oder hormonelle Faktoren:
Mainner sind hdufiger von der Krankheit betroffen als Frauen (Riiffer & Diehl, 2002).
- Genetische Faktoren:
Die Inzidenz des Hodgkin Lymphoms ist stark rassenabhédngig. So ist die zuvor beschriebene
bimodale Altersverteilung nur unter den Weilen in Europa und Nordamerika zu finden. Bei
Patienten anderer Abstammung ist der Peak fiir Erkrankungen im Alter von 15 - 40 Jahren nur
marginal vorhanden oder fehlt ganz (Meyer ef al., 2004). Auch zeigt sich ein familiér gehduftes
Auftreten der Krankheit (Sieber ef al., 2003).
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- Epstein-Barr-Virus:
Etwa 30 % - 50 % aller Félle des cHL in Europa und Nordamerika sind mit dem Epstein-Barr-
Virus (EBV), dem Erreger der infektiosen Mononukleose (Pfeiffersches Driisenfieber),
assoziiert (Gandhi et al., 2004). In Entwicklungsldndern findet sich das Virus sogar in bis zu
96 % aller untersuchten Félle (Sieber ef al., 2003). Die mittlere Zeit zwischen einer Erkrankung
mit infektioser Mononukleose und dem Auftreten des Hodgkin Lymphoms betrégt vier Jahre
(Gandhi et al., 2004).

- Immundefekte:
Hodgkin Lymphome treten vermehrt bei immundefizienten Patienten auf, die zum Beispiel
durch eine vorangegangene Chemotherapie oder durch das erworbene Immunschwiéche-
Syndrom (AIDS) geschwicht sind (Freedman & Nadler, 1998). Die Inzidenz bei mit dem
menschlichen Immundefizienz-Virus (HIV) infizierten Patienten ist etwa um das Drei- bis
Zehnfache erhoht (Meyer et al., 2004).

Uber die Entstehung der L&H-Zellen des NLPHL ist weit weniger bekannt. Es ist jedoch davon

auszugehen, dass ein grundsétzlich anderer pathogener Mechanismus zugrunde liegt, als fiir die

RS- und H-Zellen des cHL postuliert wird (Sieber ef al., 2003).

1.1.3 Krankheitsverlauf

Die Ausbreitung des Hodgkin Lymphoms im Organismus ist im Allgemeinen vorhersagbar.
Zumeist werden als Erstes die Lymphknoten befallen. Spiter findet eine Streuung auf Milz und
Leber und schlieBlich auf das Knochenmark und andere extranodale Organe statt (Ping Lu, 2005).
Die Basis fiir eine Klassifizierung des Verlaufs bietet die so genannte Rye-Klassifizierung
(Rosenberg, 1966), welche im Ann-Arbor-System (Carbone et al., 1971) iiberarbeitet wurde. Sie
gliedert den Verlauf in vier Stadien (I - IV) (siehe Tab. 1).

Tab. 1
Stadieneinteilung des Hodgkin Lymphoms

Stadium | Befall

I eine Lymphknotenregion oder ein extranodaler Herd

I zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf einer Zwerchfellseite

I zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells

v disseminierter Befall extralymphatischer Organe mit oder ohne Befall der Lymphknoten

Das Auftreten von B-Symptomen wird durch den Zusatz ,B’ an die Nummer des Stadiums
vermerkt, das Fehlen derselben durch den Zusatz ,A’. Sind zusitzlich extranodale Gewebe
befallen, wird der Zusatz ,E’ angefiigt. Eine weitere Unterteilung dieser Klassifizierung bietet die
Cotswolds Revision, welche die vier Stadien je nach befallenen Geweben in weitere Subklassen
aufteilt (Lister et al., 1989).
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1.14 Therapie

Hodgkin Lymphome werden klassischerweise mit Strahlentherapie, Chemotherapie oder einer
Kombination derselben therapiert. Die Heilungschancen liegen tiber 80 % (Meyer et al., 2004). Bei
Patienten der Stadien I und II konnen sogar iiber 95 % erfolgreich therapiert werden (Cheson,
2004). In fortgeschrittenen Stadien kommt es jedoch in 30 % - 50 % der Fille zu einem Rezidiv
(Valagussa, 1993). Riickfallpatienten sind weit schwieriger zu therapieren und kénnen nur in
weniger als 30 % aller Fille dauerhaft geheilt werden (Borchmann et al., 2005). Ursache ist die
hohe Resistenz derjenigen Tumorzellen, die eine Standardtherapie iiberlebt haben (Barth et al.,
2000D).

Auch die Nebenwirkungen der klassischen Therapieansitze sind nicht zu vernachléssigen. Fiir an
Hodgkin Lymphom erkrankte Patienten ist heutzutage die Wahrscheinlichkeit hoher, an akuten
oder Spétfolgen der Therapie zu sterben als an der Krankheit selbst (Re et al., 2005b). So gilt es,
alternative Behandlungsmdglichkeiten zu finden, die die hohen Heilungsraten erhalten, aber
zeitgleich deren Nebenwirkungen reduzieren. Da Rezidive nur selten dauerhaft geheilt werden
konnen, sollte das Auftreten derselben moglichst verhindert werden. Ein vielversprechender

Ansatz liegt in der Immuntherapie mit Antikdrpern oder Immuntoxinen (sieche 1.2).

1.2 Immuntoxine

Immuntoxine (siche Abb. 2) entstehen durch Kopplung einer Bindungsstruktur an eine toxische
Komponente (Kreitman, 1999). Die Bindedomdne wird meist durch einen Antikdrper oder einen
Teil desselben reprisentiert, es kommen aber auch Wachstumsfaktoren oder Interleukine zum
Einsatz (Kreitman & Pastan, 1994b). Als Toxine werden zumeist pflanzliche oder bakterielle Gifte
eingesetzt (Schnell et al,, 2002a). Immuntoxine stellen somit Molekiile dar, die eine hohe
Spezifitit mit cytotoxischer Potenz verbinden. Auf diese Weise entstehen effizient wirksame
Zellgifte, durch die entartete Zellen spezifisch zerstért werden konnen, gesunde Zellen jedoch

verschont bleiben (Brinkmann et al., 2001).

Toxindomidne  Bindedoméine

Abb. 2
Schematische Darstellung eines Immuntoxins

Immuntoxine werden in erster Linie in der Therapie von Krebserkrankungen verwendet
(Silverstein, 2004). Weitere Anwendungsbereiche liegen in der Therapie des erworbenen
Immunschwiche-Syndroms (AIDS) (Till et al, 1989), Graft-Versus-Host Disease (GVHD)
(Filipovitch et al., 1987) und der Behandlung bei Organtransplantationen (Kahan et al., 1999).
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Durch entsprechende Bindungsdomédnen werden antigene Strukturen auf den Oberflichen der
Zielzellen erkannt. Die Toxindomine ruft nach einer Internalisierung schlielich das Absterben
dieser Zellen hervor (siche Abb. 3) (FitzGerald ef al., 2004).
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Abb. 3

Schematische Darstellung der Wirkungsweise eines Immuntoxins

Bereits im Jahr 1906 postulierte Paul Ehrlich das Prinzip einer gezielten Elimination von
Tumorzellen durch ,,Zauberkugeln* (Ehrlich, 1906). Das weltweit erste Immuntoxin wurde dann
im Jahr 1970 mittels chemischer Kopplung polyklonaler Antikérper an Diphterie-Toxin
synthetisiert (Moolten & Cooperband, 1970).

In der praktischen Anwendung von Immuntoxinen zeigten sich jedoch schon bald ein Reihe von
Problemen: die Spezifitit, das Penetrationsvermogen in den Tumor, die Immunogenitit und die
toxischen Nebenwirkungen (Silverstein, 2004). Bis heute sind in diesen Bereichen viele
Fortschritte erzielt worden, welche Immuntoxine zu wirkungsvollen Therapeutika werden lassen
(siche 1.2.1 - 1.2.4).

1.2.1  Spezifitit

Spezifische Behandlungen sind nur dann moglich, wenn das gewéhlte Zielantigen liberwiegend auf
den Zielzellen vorkommt und nicht auf wichtigen Organen oder Stammzellen exponiert wird.
Spezifische Marker sind jedoch hochst selten. Im Normalfall sind sie auch auf gesunden Zellen
prasent (Niv et al., 2001). Hier gilt es Oberflachenmarker zu finden, die in den Zielzellen eine hohe
und homogene Expressionsrate aufweisen, jedoch auf moglichst wenigen anderen Zellen zu finden
sind und dort nur in geringer Anzahl (Niv et al., 2001). Lassen sich mehrere solcher Marker auf
den Zielzellen finden, so bietet sich die Gabe eines Cocktails zweier oder mehrerer gegen

verschiedene Antigene gerichteter Immuntoxine an. Dies fithrt zu besseren Effekten als die
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Verwendung eines einzelnen Immuntoxins (Engert et al., 1995). Die verwendeten Bindedominen
der Immuntoxine sollten spezifisch an die gewihlte Zielantigene binden. Unspezifische Bindungen
an andere Oberfldchenstrukturen kénnen zum ungewollten Vergiften gesunder Zellen fiithren und
miissen vermieden werden (Niv et al., 2001).

Stets muss abgewidgt werden, inwiefern eine Schidigung gesunder Zellen tolerierbar ist. So ist
beispielsweise ein Abtdten von Lymphocyten vertretbar, da diese kontinuierlich vom
Knochenmark nachgebildet werden. Bei Schiadigung anderer Zelltypen wie etwa Nervenzellen, die
sich nur sehr langsam oder gar nicht regenerieren konnen, sollte auf eine Behandlung mit
entsprechenden Immuntoxinen verzichtet werden (Vitetta & Thorpe, 1991).

Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Wahl des Zielantigens ist, dass dieses internalisiert werden
muss. Nur so kann ein Transport des Immuntoxins in das Cytosol gewihrleistet werden, welcher
fiir die Wirksamkeit der Toxindoméne Voraussetzung ist (Niv et al., 2001). Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Cytotoxizitit von Immuntoxinen mit der Rate ihrer Internalisierung korreliert
(Wargalla & Reisfeld, 1989).

1.2.2 Penetrationsvermogen

Damit Immuntoxine ihre volle Kraft entfalten konnen, muss eine gute Erreichbarkeit der malignen
Zellen gewihrleistet sein. Aufgrund der Grof3e der ersten Generation von Immuntoxinen war deren
Zuginglichkeit zu den Zielzellen jedoch stark limitiert (Niv et al., 2001). Ein wirkungsvoller
Ansatz lag in einer Reduzierung der Groe des als Bindedoméne verwendeten Antikorpers. Statt
ganzer Immunglobuline G (IgG) (siche Abb. 4) wurden Fragmente derselben verwendet (Niv et al.,
2001). Ein erster Schritt war die Verwendung von Fab (Fragment antigen binding), welche aus
einem Teil der schweren Kette (CH1 und VH) und der gesamten leichten Kette des IgG (CL und
VL) bestehen (Hayden et al., 1997) (siche Abb. 4). In den folgenden Jahren kamen noch weiter
verkleinerte Fragmente, die nur noch aus den variablen, antigenbindenden Strukturen des IgG (VH
und VL) bestehen, zum Einsatz. Hier wird zwischen dsFv (disulfide stabilized Fragment variable)
und scFv (single chain Fragment variable) unterschieden (siche Abb. 4). Beim dsFv liegen zwei
Polypeptidketten vor, die liber eine Disulfidbriicke miteinander kovalent verbunden sind (Reiter,
1996). Beim scFv schlieBlich sind diese Polypeptidketten iiber einen Peptidlinker direkt
miteinander verkniipft und bilden ein einziges Protein (Bird et al, 1988). Dieser Linker kann
unterschiedlich in Lange und Sequenz sein (Hayden et al., 1997), hdaufig wird jedoch ein flexibler
(GlysSer)s-Linker (Huston ef al., 1988) verwendet.

18



Einleitung
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Immunglobulin G Fab dsFv scFv

Abb. 4

Immunglobulin G und seine Derivate

Die konstanten Regionen von schwerer (CH1, CH2, CH3) und leichter Kette (CL) sind in pink
dargestellt, die variablen Regionen (VH, VL) in violett.

Bindedoméne und Toxindomdne wurden klassischerweise chemisch gekoppelt. Die Produkte
solcher Kopplungen waren jedoch oft inhomogen und beinhalteten normalerweise Molekiile, deren
Binde- und Toxindoménen an ungiinstigen Positionen verkniipft waren. Dies wirkte sich negativ
auf die Effektivitit des Immuntoxins aus (Barth et al., 1998a).

Die Verwendung eines scFv erdffnete die Mdglichkeit der Synthese rekombinanter Immuntoxine.
Hier konnen Bindedomine und Toxindomidne schon auf genetischer Ebene zusammengefiigt und
als Fusionsprotein exprimiert werden. Auf diese Weise ist der Erhalt homogen definierter und
kleinerer Molekiile moglich (Kreitman, 1999). Diese sind zudem leicht zu modifizieren und
okonomisch zu produzieren (Barth ef al.,, 2000a). Der scFv kann in diesen Fusionsproteinen
sowohl am N-Terminus als auch C-Terminus liegen (Hayden et al, 1997). Auch wenn
Immuntoxine mit einem scFv auf diese Weise relativ einfach herzustellen sind, gibt es einige
Limitationen. Sie sind im Vergleich zu den Immuntoxinen, die ein komplettes IgG oder ein Fab
enthalten, oft instabil (Bera & Pastan, 1998). Auch Immuntoxine mit dsFv als Bindedoméine sind
durch die stabilisierende Disulfidbriicke stabiler als jene mit scFv (Niv et al., 2001). Zusitzlich
haben Toxine mit scFv oder dsFv eine im Vergleich zu grofleren Immuntoxinen wesentlich kiirzere
Halbwertszeit im Blutkreislauf (Bera & Pastan, 1998). Dennoch ist es moglich, hocheffiziente
Immuntoxine unter Verwendung von scFv herzustellen (Niv et al., 2001).

Trotz der so erreichten Verkleinerung der Immuntoxine eignen sich feste Tumore durch das
Vorkommen von Tight Junctions, einer heterogenen Blutzufuhr und hohem interstitiellen Druck
nur schlecht fiir eine Therapie mit Immuntoxinen (Jain, 1996). Bei der Therapie von
hédmatologischen und lymphatischen Tumoren bergen Immuntoxine jedoch ein groB3es Potenzial
(Klimka ef al.,1999).
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1.2.3 Immunogenitit

Die Anwendungsmdglichkeiten von Immuntoxinen werden hdufig durch ihre Immunogenitit
limitiert (Hayden et al., 1997). Als Bindedomidnen werden hiufig murine Antikorper oder
Fragmente derselben verwendet, und als Toxindomdnen kommen Gifte aus Bakterien oder
Pflanzen zum Einsatz (Schnell ef al., 2002a). Bei wiederholter Gabe von Immuntoxinen erschwert
die Bildung menschlicher Anti-Maus-Antikérper (HAMA) und menschlicher Anti-Toxin-
Antikorper (HATA) die Effizienz der Therapie (Silverstein, 2004).

Da Patienten, die mit Immuntoxinen behandelt werden, aber oftmals immunsupprimiert sind, ist
eine solche Therapie in einigen Fillen dennoch vielversprechend (Payne, 2003). Nichtsdestotrotz
besteht an dieser Stelle ein Verbesserungsbedarf. Eine einfache Methode ist die zusétzliche
Behandlung mit immunsuppressiven Agenzien (Frankel, 2004). Auch kann die Stirke der
menschlichen Immunantwort durch eine Verringerung der GroBe des Immuntoxins reduziert
werden. Die Verwendung von dsFv oder scFv statt ganzer IgG bringt somit auch hier eine
Verbesserung (Niv et al., 2001). Sehr Erfolg versprechend ist eine Humanisierung der
Immuntoxine (Rybak et al, 1992). Hier werden humane oder humanisierte Binde- und
Toxindoménen verwendet, welche keine oder eine weit geringere Immunantwort im menschlichen
Korper hervorrufen. Bindedomdnen kénnen zum Beispiel aus einem natiirlich vorkommenden
humanen Liganden bestehen (Barth ef al, 1998b). Weitere Mdoglichkeiten liegen in der
Verwendung muriner Antikorper, in denen einzelne Aminosduren ausgetauscht wurden, oder der
Synthese komplett humaner Antikorper (Payne, 2003). Im Bereich der Toxindoméne kdnnen
humane Toxine statt bakterieller oder pflanzlicher verwendet werden. Aber auch in den Toxinen
anderer Herkunft konnte eventuell durch den gezielten Austausch einzelner Aminosiuren die
menschliche Immunantwort verringert werden. So sind im hdufig verwendeten Ricin Toxin A
(RTA) (siehe 1.3.2.1) bereits Epitope bekannt, welche vornehmliches Ziel der neutralisierenden
Immunantwort sind (Castelletti et al., 2004).

1.2.4 Toxische Nebenwirkungen

Die Behandlung mit Immuntoxinen kann toxische Nebenwirkungen hervorrufen, die limitierend
auf die verabreichte Dosis wirken konnen. Hier ist vor allem das Vascular Leak Syndrom (VLS) zu
nennen. Dieses manifestiert sich in erhdhter Ausschiittung von Albumin und anderen Proteinen,
Retention von Wasser in peripheren Geweben und Gewichtszunahme. AuBlerdem kann es zur
Bildung von Lungenddemen fiihren (Vitetta & Thorpe, 1991). Verantwortlich ist ein strukturelles
Motiv, welches in verschiedenen Toxinen vorkommt. Die Aminosdurensequenz (x)Asp(y), wobei
(x) Leu, Ile, Gly oder Val entspricht und (y) Val, Leu oder Ser, ist verantwortlich fiir diesen Effekt
(Baluna et al., 1999). Eine Eliminierung dieses Motivs fithrt zu Immuntoxinen, die kein VLS
hervorrufen (Smallshaw et al., 2003).
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1.3 Immuntoxine gegen das Hodgkin Lymphom

Die Tumoren des Hodgkin Lymphoms sind gut vaskularisiert und die Anzahl der verstreut
liegenden H- bzw. RS-Zellen (siehe 1.1.1) ist nur gering. Sie bieten somit ein ideales Ziel fiir eine
Therapie mit Immuntoxinen (Engert et al., 1997).

Die Oberflaichenmarker CD25 und CD30 sind auf den H- und RS-Zellen stark iiberexprimiert,
wihrend sie ansonsten nur in geringem Maf3e auf aktivierten Lymphocyten vorkommen (Stein et
al., 1989). Sie kdnnen somit als Zielantigene fiir eine effiziente Therapie des Hodgkin Lymphoms

mit Immuntoxinen verwendet werden (Borchmann et al., 2005).

1.3.1 Zielantigene und Bindedoménen

1.3.1.1 CD30 und Ki-4

CD30 ist ein membranverankerter Rezeptor und gehdrt zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktoren
(TNF) (Diirkop et al., 1992). Sein natiirlicher Bindungspartner im menschlichen Organismus ist
der CD30-Ligand (CD30L). Das System von CD30 / CD30L kann sowohl als positiver als auch als
negativer Wachstumsregulator fungieren. Hiufig findet eine Induktion von Apoptose statt. In
Anwesenheit von NFkB, welches im cHL konstitutiv aktiviert ist (siehe 1.1.2), wird jedoch
Proliferation induziert (Granados & Hwang, 2004).

CD30 hat ein Molekulargewicht von etwa 120 kDa. Durch das so genannte Shedding kann eine
16sliche Form (sCD30) mit einem Gewicht von etwa 85 kDa abgespalten werden (Younes &
Kadin, 2003). Eine solche Abspaltung Idslicher Ektodoménen ist bei verschiedensten
Membranproteinen zu finden. Sie wird durch Antikorperbindung induziert und von
Metalloproteasen katalysiert (Matthey et al., 2004). Bei CD30 ist diese Protease das
TNF-a-konvertierende Enzym (TACE) (Hansen et al., 2000). In an Hodgkin Lymphom erkrankten
Patienten ist die Konzentration von sCD30 im Serum erhoht und kann mit der Schwere des
Krankheitsverlaufs korreliert werden (Nadali et al., 1997).

Durch das Shedding schiitzen sich die Zielzellen vor einer durch Antikdrperbindung
hervorgerufenen Immunreaktion (Matthey et al, 2004). Dies ist bei einer Behandlung mit
Immuntoxinen unerwiinscht. Hier gibt es zwei mdgliche Strategien, das Shedding zu verhindern.
Einmal konnen Inhibitoren fiir die Metalloproteasen verwendet werden, zum anderen konnen
Antikorper generiert werden, die das Shedding verhindern (Matthey et al., 2004).

Ki-4 ist ein spezifischer muriner Antikorper gegen CD30, welcher das Shedding verhindert (Horn-
Lohrens et al., 1995). Es wird vermutet, dass dies durch Bindung an eine shedding-relevante
Erkennungsstelle geschieht (Matthey et al., 2004). Ein Konstrukt aus Ki-4 und deglycosyliertem
Ricin Toxin A (dgA) (siehe 1.3.2.1) zeigte spezifische Effizienz in vitro und in vivo (Schnell et al.,
1995). Erste klinische Studien wurden mit diesem Immuntoxin durchgefiihrt und zeigten moderate

Effizienz in Patienten mit refraktdrem Hodgkin Lymphom (Schnell et al., 2002b).
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Aus Ki-4 konnte unter Verwendung eines (GlysSer)s-Linkers (Huston et al., 1988) ein scFv
hergestellt werden, welcher vergleichbare Bindungseigenschaften wie das komplette IgG aufweist
(Klimka et al., 1999). Dieser eignet sich besonders zur Herstellung spezifischer und effizienter
Immuntoxine. Ein Immuntoxin bestehend aus Ki-4(scFv) und einer Deletionsmutante von
Pseudomonas Exotoxin A (ETA®) zeigte vielversprechende Ergebnisse in vitro (Klimka et al.,
1999) und in vivo (Barth et al., 2000b).

1.3.1.2 CD2S5 und RFTS

CD25, auch als Tac bekannt, bildet die a-Kette des humanen Interleukin-2-Rezeptors (IL2R)
(Morris & Waldmann, 2000). Dieser Rezeptor kann in drei unterschiedlichen Formen vorliegen.
Die a-Kette alleine bildet einen niedrig affinen Rezeptor, ein Dimer aus -Kette und y-Kette eine
intermedidre Form und ein Trimer aus a-, - und y-Kette schlieBlich den hochaffinen Rezeptor
(Church, 2003). Alle drei Proteine des Rezeptors sind Transmembranproteine (siche Abb. 5). Die
a-Kette (CD25) hat ein Molekulargewicht von 55 kDa (Leonard et al., 1984), die B-Kette (CD122)
ein Gewicht von 75 kDa (Tsudo et al., 1986) und die y-Kette (CD132) ein Gewicht von 64 kDa
(Takeshita et al., 1992). CD122 ist nicht nur Bestandteil des IL2R, sondern ist auch am Aufbau des
Interleukin-15-Rezeptors (IL15R) beteiligt (Bamford et al., 1994). CD132 ist Teil von mindestens
sechs weiteren Cytokin-Rezeptoren und wird deshalb auch ,,common receptor y. genannt
(Leonard et al., 1994). CD25 liegt ausschlieBlich im IL2R vor und scheint somit der Schliissel zur
Spezifitit dieses Rezeptors zu sein (Church, 2003).

Interleukin-2
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Abb. 5
Interleukin-2-Rezeptor
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Der natiirliche Ligand des IL2R im menschlichen Organismus ist das Interleukin-2 (IL2) (Morgan
et al., 1976). Dieses bindet zundchst an o- und B-Kette, gefolgt von einer Trimerisierung mit der
v-Kette, um intrazelluldre Signalmechanismen zu aktivieren (Church, 2003). Der IL2R selbst hat
keinerlei intrinsische Enzymaktivitit, sondern vermittelt seine Signale iiber verschiedene Kinasen
wie LCK (lymphocytenspezifische Protein-Tyrosin Kinase), SYK (Milz-Tyrosin Kinase) (Zhou
etal., 2000) oder den JAK (Janus Kinase)-STAT (Signal Transducer und Aktivator der
Transkription)-Signalweg (Johnston et al., 1994). So kann durch das System IL2 / [L2R Zellteilung
induziert werden (Church, 2003).

Auch CD25 kann durch Shedding eine 16sliche Form bilden. Das resultierende Protein ist 45 kDa
schwer und wird als sIL2Ra oder sTac bezeichnet (Junghans et al., 1996). Seine Konzentration im
Serum ist proportional zur Expression des CD25 auf der Zelloberfliche (Morris & Waldmann,
2000). In Patienten mit Hodgkin Lymphom ist diese Konzentration im Vergleich zu gesunden
Personen erhoht und steht in Beziehung zum Ausmall der Erkrankung (Ambrosetti et al., 1993).
Ein Grund fiir diese Uberexpression konnte in der konstitutiven Aktivierung von NFkB im
Hodgkin Lymphom liegen, welches als Enhancer fiir die Expression von CD25 fungiert (Gomez et
al., 1997).

RFTS ist ein muriner Antikorper, der spezifisch gegen CD25 gerichtet ist (Engert ef al., 1991). Ein
Immuntoxin mit Kopplung desselben an die deglykosylierte A-Kette des Ricins (dgA) (sieche
1.3.2.1) zeigte eindrucksvolle Ergebnisse in vitro und in vivo (Engert et al., 1991). Klinische
Studien mit diesem Immuntoxin bewirkten moderate Effekte in den behandelten Patienten (Engert
etal., 1997).

Unter Verwendung eines (Gly;Ser)s-Linkers (Huston et al., 1988) konnte ein scFv hergestellt
werden (Barth et al.,, 1998a). Ein Immuntoxin desselben mit einer Deletionsmutante von
Pseudomonas Exotoxin A (ETA®) zeigte spezifische Bindeeigenschaften und Toxizitit in vitro
(Barth et al., 1998a) und in vivo (Barth et al., 2000a).

1.3.2 Toxindoméanen

Im Verlauf dieser Arbeit wurden die Gene dreier verschiedener Toxine an die Gene fiir Ki-4(scFv)
und RFT5(scFv) angefiigt. Die Wirkungsweise dieser Toxine und ihre Verwendung in

Immuntoxinen wird nun néher erlautert.

1.3.2.1 Ricin

Ricin wurde erstmals im Jahr 1888 als ein toxisches Protein aus den Samen von Ricinus communis
(Ricinus) beschrieben (Stillmark, 1888). Es wird in den Zellen des Endosperms reifender Samen
synthetisiert und dort in der Vakuole gelagert (Tulley & Beavers, 1976). Nach Keimung der Samen
wird es rasch degradiert und ist bereits ein paar Tage nach der Keimung vollsténdig aus der jungen
Pflanze verschwunden (Lord & Roberts, 1996).
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Ricin gehdrt zu den giftigsten bekannten Substanzen. So kann bereits der Verzehr von nur zwei
Bohnen zum Tode fiihren (Audi et al., 2005). Wird Ricin durch Inhalation oder Injektion
aufgenommen, liegt die letale Dosis bei nur 1 pg - 10 pg Ricin pro kg Korpergewicht (Franz &
Jaax, 1997). Diese hohe Toxizitdt macht aus Ricin eine attraktive Waffe in der biologischen
Kriegsfiihrung und im Bioterrorismus (Audi ef al., 2005).

Rizinus-Samen schiitzen sich selbst vor dieser Toxizitit, indem sie zundchst ein nicht toxisches
Vorlduferpeptid synthetisieren, das Pre-Pro-Ricin. Die N-terminale Pre-Sequenz wird nach
Lokalisierung im ER abgespalten. Nun werden Glykosylierungen und fiinf Disulfidbriicken
eingefiigt (Lord, 1985). Dann wird das entstandene Pro-Ricin in die Vakuole transportiert, in der
zwOlf Aminosduren aus der Mitte des Proteins herausgeschnitten werden (Lord & Roberts, 1996).
Das gereifte und nun toxische Ricin kann in der Vakuole keinen Schaden anrichten. Es besteht jetzt
aus zwei verschiedenen Polypeptidketten (A-Kette und B-Kette), die iiber eine Disulfidbriicke
miteinander verbunden sind (Refsnes ef al, 1974). Die Ricin Toxin A-Kette (RTA) hat ein
Molekulargewicht von etwa 30 kDa, die Ricin Toxin B-Kette (RTB) ein Gewicht von etwa 32 kDa
(Olsnes, 2003).

RTB hat zwei funktionale Bindedomédnen fiir Galactose (Rutenber et al., 1987). Neben
Galactoseresten kann aber auch N-Acetylgalactosamin gebunden werden (Sphyris et al., 1995). So
bindet Ricin iiber seine B-Kette an Glycoproteine und an Glycolipide, die entsprechende
Zuckerreste tragen (Olsnes, 2003). Menschliche Zellen besitzen folglich eine Vielzahl moglicher
Bindestellen (Sandvig et al., 1976). Nach einer Bindung wird Ricin durch Endocytose von den

Zielzellen aufgenommen (siche Abb. 6).
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Abb. 6
Aufnahme und Wirkungsweise von Ricin
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Ein Teil des aufgenommenen Ricins wird direkt zur Zelloberfliche zuriick transportiert, ein
anderer Teil gelangt in die Lysosomen, wo es degradiert wird (Olsnes, 2003). Nur ein kleiner Teil
des endocytierten Ricins lauft riickwirts durch den sekretorischen Weg zum Golgi-Apparat und
schlieBlich ins Endoplasmatische Retikulum (ER), wo die A-Kette iiber die Membran des ER ins
Cytosol translociert wird (Sandvig ef al., 2002). Vor dieser Translokation muf3 die Disulfidbriicke
zwischen RTA und RTB gespalten und die A-Kette freigesetzt werden. Eine Beteiligung der
beiden Enzyme Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) und Thioredoxin-Reduktase (TrxR) an dieser
Reaktion ist duBlerst wahrscheinlich (Bellisola ef al., 2004).

Es wird angenommen, dass die freigesetzte RTA einen Weg zur Qualitdtskontrolle namens
Endoplasmatisches-Retikulum-assoziierte Protein-Degradierung (ERAD) missbraucht und das ER
durch den Proteinkanal Sec61 verldsst (Roberts & Smith, 2004). Uber diesen Weg werden
normalerweise fehlgefaltete Proteine aus dem ER ausgeschleust, im Cytosol ubiquitinisiert und
schlieBlich in Proteasomen abgebaut (Di Cola et al., 2005). Die Ubiquitinisierung der fehlerhaften
Proteine findet an Lysinresten statt. RTA hat nur zwei Lysinreste. Durch diesen nur sehr geringen
Gehalt reduziert sie die Wahrscheinlichkeit der Ubiquitinisierung und damit des Abbaus in
Proteasomen (Deeks et al., 2002). So gelingt es RTA, unbeschadet in das Cytosol zu gelangen
(DiCola et al., 2005). Nun kann die A-Kette ihr toxisches Potenzial entfalten. Ein einziges
Toxinmolekiil, welches das Cytosol erreicht, kann ausreichen, eine entsprechende Zelle zu téten
(Lord & Roberts, 1996).

RTA katalysiert die Abspaltung eines spezifischen Adenosinrests (A4sp4) der 28S rRNA und
verhindert somit eine weitere Proteinsynthese (Endo et al., 1987). Neuere Untersuchungen haben
gezeigt, dass Ricin zusitzlich eine proapoptotische Wirkung zeigt. Das apoptotisch wirkende
Enzym Caspase-3 ist ein Substrat der A-Kette (Baluna ef al., 2000). Nach Bindung von BAT3
(HLA-B-assoziiertes Transkript 3) an RTA (Ricin Toxin A-Kette), wird BAT3 von Caspase-3
gespalten. Das entstehende CTF-131 (Carboxyterminales Fragment von BAT3 mit 131
Aminoséureresten) induziert apoptotische morphologische Veridnderungen in der Zelle (Wu et al.,
2004b).

Die hohe Toxizitét des Ricins kann neben der Waffentechnologie auch Anwendung in der Medizin
finden, wo es zu einer wirkungsvollen Toxindomédne in Immuntoxinen wird. Die natiirlich
vorkommende Bindedoméine RTB wird hier durch eine spezifische Bindedoméne ersetzt. Eine
Vielzahl verschiedener Immuntoxine mit RTA haben ihre Effizienz in vitro und in vivo gezeigt
(Olsnes, 2003). Uber die letzten Jahrzehnte zeigte sich hier eine stetige Weiterentwicklung
(Kreitman, 2003).

Immuntoxine mit nativer RTA haben eine relativ kurze Halbwertszeit im Blutkreislauf. Die
Mannose- und Fucose-Reste der A-Kette werden von der Leber erkannt und fithren zu einer
Aufnahme der entsprechenden Immuntoxine in die Leber, wo sie abgebaut werden (Bourrie et al.,
1986). Die Verwendung einer deglykosylierten A-Kette (dgA) verringert die Aufnahme der
Immuntoxine in die Leber und erhoht somit deren Halbwertszeit und Effizienz in vivo (Thorpe et
al., 1988). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, RTA mit Polyethylenglykol (PEG) zu
modifizieren. Durch eine gezielte Anfligung von PEG an RTA kann die Aufnahme in die Leber
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weiter verringert werden (Youn et al., 2005). So kann das Potenzial der Immuntoxine durch eine
Erhéhung der Halbwertszeit im Blutkreislauf erhoht werden.

Ein zweiter Nachteil, der bei Verwendung der nativen RTA entsteht, ist das Auftreten von
Vascular Leak Syndrom (VLS) (siche 1.2.4). Dieses steht mit den proapoptotischen Effekten von
RTA in Verbindung (Wu et al., 2004b). Durch Einfligung einer gezielten Mutation entsteht die
modifizierte A-Kette RTA-N97A, welche dieses Problem eliminiert und somit kein VLS hervorruft
(Smallshaw et al., 2003).

Ein drittes Problem ist die Ausschiitt