1 EINLEITUNG

1.1 Haufigkeit von Krebserkrankungen

Nach Angaben des Statiischen Bundesamtes starben im Jahr 2000 in Deutschland insgesamt
Uber 800000 Personen, davon erlagen mehr as 200000 einem Krebdeiden (Tab. 1-1). Damit
it Krebs nach den Erkrankungen des HerzKreidauf-Sysems die zwethaufigte Todes
ursache. Die Zahl der an Krebs erkrankten Personen in Deutschland wird auf 4-5 Millionen
geschétzt, pro Jahr gibt es circa 350 000 Neuerkrankungen.

Tab. 1-1: Todesursachen in Deutschland.?

Todesursache Sterbefdle  Anteil (%)
Krankheiten des Herz-Kreidauf -Systems 394900 47.1
Krebs 211000 25.2
Herzinfarkt 73300 8.7
Krankheiten des V erdauungssystems 35000 4.2
Krankheiten der Atmungsorgane 30900 3.7
andere 93696 11.1
insgesamt 838 796 100.0

#nach vorlaufigen Angaben des Statistischen Bundesamtes fiir das Jahr 2000

Im medizinischen Sprachgebrauch wird unter dem Krankheitsbild Krebs ene bosartige
Geschwulgt verganden. Allgemeiner i der Begriff Tumor, der — ds Folge eines verschieden
atig bedingten UberschuRwachstums von korpereigenen Zdlen — fir eine ortlich abgegrenzte
Zunahme von Gewebevolumen geht. Die Eintelung von Tumoren efolgt auf der Bass
higologischer Befunde und ihres biologischen Verhdtens. Man unterscheidet gutartige oder
benigne Tumoren, welche sich klar vom Nachbargewebe abgrenzen, oft verkapsdt vorliegen
und nur langsam weachsen, von bdsatigen oder mdignen Tumoren. Diese dnd durch en
schndlles Zdlwachstum, ene unschafe Abgrenzung gegentber ihrem Nachbargewebe, hohe
Invasivita sowie Metastasenbildung gekennzeichnet.*



1 EINLEITUNG 2

1.2  Therapievon Tumorerkrankungen

Die frihe Diagnose enes Tumors i in viden Fdlen das entscheidende Kriterium fir den
Erfolg ener Krebsthergpie. Fir die Behandlung von mdignen Tumoren stehen operative und
nichtoperative Verfahren zur Vefigung. Vefolgt man das Zid ener vollgandigen Heilung,
0 goricht man von kurativer Therapie. Vefaren, die zusizlich zu anderen thergpeutischen
Ma¥ahmen angewendet werden, um die Chancen ener vollsandigen und anhatenden
Helung zu erhthen, bezeichnet man ds adjuvante Thergpie, sofern se nach der Operation zur
Behandlung von Tumorresten und Mikrometastasen eingesetzt wird, oder ds neoadjuvante,
sofern de vor ene Operation zur Tumorverkleinerung Verwendung findet. Unter dem Be-
oriff pdliaive Thergpie verseht man thergpeutische Vefaren, die nicht ene Helung zum
Zid haben, sondern einer Verminderung der Beschwerden, einer Erhéhung der Lebensqualitét
oder einer Verlangerung der Uberlebenszeit des Patienten dienen.

Ba soliden Tumoren haben operative Vefawren ds kuraive Therapie eine sehr grole
Bedeutung. Auch in weter fortgechrittenen Stadien versucht man in viden Fédlen den
Tumorherd zu entfernen, denn es gibt nur wenige Krebsarten, bel denen nichtoperative
Vefahren ene vollgandige Helung emdglichen. Dieser Tabestand spieget sch in den
verschiedenen Abstufungen des Thergpiearfolgs wider, der an der Remisson (Reduktion des
Tumors) und an deren Dauer gemessen wird. So versent man unter einer kompletten
Remisson, da3 dle Tumorbefunde (nur) fir mindestens vier Wochen verschwinden. Um en
eneutes Tumorwachsum (Rezidiv) hinauszuzogern, snd fir sehr vide Tumorpatienten auch
die nichtoperativen Verfahren wie Strahlent, Chemo- oder Immunthergpie — im Rahmen ener
adjuvanten oder pdliativen Thergpie — von immenser Bedeutung.

Be den nichtoperativen Verfahren liegt das Hauptaugenmerk auf der Chemotherapie. Chemo-
therapeutika, im Rahmen ener Tumorthergpie auch Zytodatika genannt, snd Zdlgifte, die
ihre Wirkung Uber eine Hemmung der Zdlvermehrung entfdten. Von ener solchen Wirkung
gnd in ede Linie Gewebe mit hoher Zdltelunggate betroffen, wie z. B. Tumorzdlen.
Allerdings werden neben diesen auch Zelen von gesunden, stark proliferierenden Geweben
gechadigt (Magen-Darm-Epithel, Schleimhéaute, Haarfollikd, Knochenmark, Leber). Daraus
resultieren die adlen Zytosatika gemeinsamen, schweren Nebenwirkungen wie gastrointesti-
nde Beschwerden mit Appetitiosgkeat, Durchfdl und Erbrechen, Haarausfdl, Hemmung der
Hamatopoese sowie eine Immunsuppresson und zusdizlich Leberschédigungen. Da Sch
gesundes Gewebe in der Rege schndler von den Wirkungen erholt ds Tumorgewebe, wird
oft ene intermittierende Stol¥hergpie durchgefihrt. Allerdings kommt es trotz einer Zytosta-
tikabehandlung relativ héufig zu einem emneuten Tumorwachsum. Begrindet wird dies mit
ene Resgenzentwicklung von Tumoren gegeniber den verwendeten Zytodtaika Man
unterscheidet  hierbel verschiedene  Mechanismen der  Resgtenzentwicklung, bespidsweise
kann der Tumor durch spontane Mutationen bereits vor der Behandlung resstente Klone
enthdten, deren Antel unter Elimination der empfindlichen Klone so sark andeigt, dai3
Resgenzen auftreten. Andere Tumoren sind — bedingt durch ihre anatomische Lage — fir die
Zytodtatika nur schwer zuganglich und per se resistent.



1.3 NEUE ANSATZE IN DER TUMORTHERAPIE 3

1.3 NeueAnsatzein der Tumortherapie

Aufgrund vidversprechender Fortschritte auf den Gebieten der operativen Vefahren, der
Chemo- und Strahlenthergpie lassen dch enige Tumoraten inzwischen waeitaus  besser
behandeln ds noch vor wenigen Jahren. Trotzdem konnte in den letzten Jahren die Krebs
mortditd insgesamt kaum gesenkt werden. Limitierende Faktoren der nichtoperativen
Vefdren dnd immer noch die unzureéchende Sdektivitét fir das Tumorgewebe und die
dadurch bedingten, héufig schwerwiegenden Nebenwirkungen. Deshdb  versucht man
inzwischen vermehrt, Zytostatika s0 zu veréndern oder zu applizieren, dal3 ge sdektiv nur im
Tumorgewebe zur Wirkung kommen.

Allgemein bezechnet man die gezidte Konzentrieeung enes Arzneidoffes am  Wirkort,
wobel andere Organe weitgehend unbeschadet bleiben, as Drug-Targeting. Zur Reduktion
von Nebenwirkungen ist dieses Prinzip fir die Tumorthergpie geradezu ided, doch auch bel
anderen Thergpien profitiet man von ener hohen lokden Wirkdoffkonzentration (z. B.
Thrombolyse). Prinzipidl verfolgt man im Drug-Targeting verschiedene Strategien (Abb.
1-1), die zum Tel auch kombiniert engesetzt werden, um sdektiv mdglichst hohe Arzne-
stoffkonzentration zu erreichen:®
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Abb. 1-1:  Unterschiedliche Konzepte zum Drug-Targeting — Schematisch dargestellt sind verschie-
dene Methoden der selektiven Arzneistoffanreicherung im Zielgewebe: A Katheter, B EPR-Effekt
(erhdhte Permeabilitét und Retention), C wirkortspezifische Aktivierung, D gerichtetes Magnetfeld
und E rezeptorspezifische Vektormolekiile.
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A. Direkte Applikation des Wirkdoffes, z B. mittds enes Katheters (lokoregionae
Applikation): Die lokoregionde Applikation konventiondler Zytodaika i heute unter
Berlickschtigung der dlgemeinen Kriterien eines Pdienten (Lage des Tumors, Haufigkeit
der Applikation, Bedagtbarkeit seiner Venen) immer dann angezeigt, wenn mit ihr — im
Gegensatz  zur sydemischen Applikation — im Tumorgewebe ene hohere Wirkgoff-
konzentration erzidt werden kann und die sysemische Toxizitéd geringer is. Man
verwendet in der Regel Katheter oder Ports, durch die der Tumor — entweder Uber das ihn
versorgende Blutgefal3 oder durch Applikation in die Korperhohle, in der er sch befindet —
mit hohen K onzentrationen des Arzneistoffes versorgt wird.®

B. Passve Akkumulation des Wirkgtoffes im Zidgewebe durch den EPR-Effekt: Im
Tumorgewebe kommt es unter bestimmten auleren Umdstdnden zu einer Zunahme der
Gefalpermeabilitét. Daher konnen grolere Partikd ds songt Ublich passv im Interditia-
raum akkumulieren (z. B. Liposomen oder Proteine, PartikelgroRe von circa 10-500 nm).
Bdadt man nun Partike geeigneter GrolRe mit Arznesoffen, so akkumuliert das Konstrukt
durch den EPR-Effekt (erhthte Permesbilitdt und Retention) im Tumorgewebe, wo der
Arzneistoff lokal begrenzt freigesetzt wird.”®

C. Akkumulation aufgrund ener  wirkortspezifischen  Aktivierung:  Die  physologischen
Gegebenheten in pathologisch verdnderten Geweben snd haufig anders ds in gesunden.
So gibt es z. B. Unterschiede in der Temperatur, im pH-Wert und in der Enzymausstattung.
Diexe Eigenschaften macht man dch zunutze, indem man solche Trégersysteme oder
Prodrugs entwickdt, die den Arznegoff moglichs ausschliedich unter den im Tumor
vorliegenden, veranderten Bedingungen freisetzen (z. B. hitzelabile Liposomen) 21°

D. Akkumulaion durch externe Einflu¥aktoren: Hier snd vor dlem solche Transport-
syseme zu nennen, be denen man das Trégersysem mit ferromagnetischen Tellchen
versetzt. Nach Applikation kommt es durch Anlegen enes externen, gerichteten Magnet-
feddes — abhangig von Fedgéke und Blutflud — zu ener Arznedoffanreicherung im
Zidorgan.!!

E. Akkumulation aufgrund von Vektormolekilen: Vektormolekile zeichnen sch durch
ene ezifische Affinitd zu bestimmten Geweben aus. Verbindet man solche Molekile
mit einem Arzneidoff, 0 kommt es zu einem spezifischen Trangport des Konjugates zum
Zidorgan und somit zu einer Anreicherung des Arznadoffes Als Vektormolekile egnen
dch vor dlem Antikdrper und deren Fragmente, Cytokine, Hormone, Lektine und unter-
schiedliche Zuckerstrukturen.
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1.4 Immunologische Therapiekonzepte

Das Prinzip einer immunologischen Thergpie von Tumoren ig bereits sehr dt. Schon Paul
Ehrlich machte um 1900 Vorschlége beziglich ener spezifischen Therapie von mdignen
Tumoren mit Hilfe des Immunsystems!? Aber ers mit der molekularen Charakteriserung
von Immunglobulinent®!* und mit der Entdeckung der Hybridomatechnik zur Herstellung
monoklonader Antikérper im Jehre 1975" nahm das Konzept konkrete Formen an. Die
Charakteriserung von zahlreichen Zdloberflachenantigenen fihrte zu welteren  Fortschritten
bel der Entwicklung zdlItypspezifischer Antikorper.

Auler in der Tumortherapie spiden monoklonde Antikorper ene wichtige Rolle in der
Diagnogik und Behandiung zahlreicher anderer  Krankheiten, die mit  konventiondlen
Methoden nur schwer zuganglich snd. Auf der Basis von AntigenAntikorper-Reaktionen
konnen z B. durch Strukturmodifiketionen Effekte deutlich unterschiedlicher Art  induziert
und thergpeutisch genutzt werden:

1. Durch verschiedene Effekte |83 dch bereits mit vollsdndigen, unveranderten Antikor-
pern ene thergpeutische Wirkung erziden. @ Das Zidantigen wird durch den eingesetzten
Antikorper abgefangen (z. B. Infliximab, Remicade®, blockiet bei Morbus Crohn und
rheumatoider  Arthritis den vermehrt gebildeten Tumornekrosefektora und verhindert
damit die Infiltration inflanmatorischer Zelen in die entzindeten Bereiche). b) Das
Zidantigen wird opsoniert und durch den Fc-Tell des Antikdrpers werden weitere Immun-
reektionen vermittet (z. B. Pavilizumab, S)/nagiso, gerichtet gegen en Epitop auf der
Oberflache vom Respiratory-Syncytial-Virus, prophylaktisch eingesetzt bel  besonders
gefahrdeten Kindern). ¢) Nach Erkennung des Zidantigens kommt es durch Signdtrans-
duktion zu ener direkten Bednflussung der Zdle (z B. Rituximab, Mabthers®, die
Antikdrperbindung an das CD 20-Antigen fihrt durch Veranderungen in der Zdlregulation
schliefdich zur Apoptose, Anwendung bel  thergpierefraktaren follikul&ren Lymphomen der
Sadien 111-1V).

2. Cytotoxische Agenzien konnen nach Konjugation mit Antikdrpern oder Antikorper-
fragmenten sehr sdektiv an entsprechende Zielzellen geleitet werden und enen thergpeu
tischen Effekt hervorrufen, da die Antikorper sch as Vektormolekile egnen. Abhangig
vom cytotoxischen Agens unterscheidet man verschiedene Immunokonjugate, die vor
dlem in der Tumortherapie Vewendung finden: @ Radioimmunokonjugate, bei denen der
Antikorper in der Regel mit *Jod oder *°Yttrium gekoppdt wird (Tositumomab/ *31Jod-
Tositumomab, Bexxar®, gerichtet gegen das CD 20-Antigen, Einsatiz bei Non-Hodgkin-
Lymphomen), b) Zytogtatikammunokonjugate (Sehe Abschnitt 1.5) und ¢€) Immunotoxine
(sehe Abschnitt 1.6).

3. Bigpezifische Antikorper sollen durch die gleichzeitige Bindung ene Zidzdle und
ener immunologischen Effektorzdle die Cytotoxizité vermitteln. Die Hergdlung solcher
Molekile mit zwe verschiedenen Antigenbindungssellen war — vor dem Aufkommen
rekombinanter Techniken — extrem aufwendig, was ihre Waeaiterentwicklung zunéchst stark
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enschrankte. Inzwischen gibt es enige vieversprechende klinische Studien der Phasel
und Il zu diesem Konzept. Dabel wurden initid vor dlem T-Zdlen und Natrliche Killer-
zdlen ds Effektorzdlen anviset. In neueren Studien zidt man auch auf Makrophagen
und antigenprésentierende  Zelen &, wodurch die Tumorantigene theoretisch anderen
immunkompetenten Zellen présentiet werden und ene komplexe Immunresktion auddsen
konnen.

1.5 Zytostatikaimmunokonjugate

Be dieser Subgtanzklasse handdt es sch um Immunokonjugate, bel denen niedermolekulare,
cytotoxische Wirkstoffe an zdltypspezifische Antikorper oder andere Polymere gekoppelt
werden. Im Gegensaiz zu Immunotoxinen snd diese Kondrukte melst weniger immunogen,
dlerdings ig das cytotoxische Potentid der verwendeten Arzneistoffe in der Regd auch
geainger. In den megen Untersuchungen finden insbesondere Anthracycline wie beispids-
weise Doxorubicin, sowie Chlorambucil und Fluorouracil Verwendung. 82

Vektor- und Arznegoffmolekil werden in diesen Konjugaten Uber Verbindungsglieder (im
folgenden ds Crosdinker oder Linker bezeichnet) in Form von ganz unterschiedlichen
funktiondlen Gruppen anenander gekoppdt. Haufig versucht man, durch die Einflhrung
labiler Linker eine besonders hohe Freisstizung des Arzneistoffes an der Zidzdle zu er-
reichen. Dabel geht man von folgendem Wirkungsmechanismus aus Nach Antigenbindung
und anschlielfender Interndiserung des Konjugates wird das Zytostatikum vom  Vektor-
molekul abgespdten und kann dann — im Gegensatz zu entsprechenden Toxindoménen — fre
ins Zdlinnere diffundieren. Als Linkergruppen eignen dsch somit entweder siurelabile oder
enzymatisch spdtbare Bindungen, die beide zu ener Freisstzung des Arznedoffes im
endosomaden oder lysosomden Kompartiment fuhren. Allerdings ist der pH-Wert im Tumor-
gewebe gegeniber normden Geweben geringfigig erniedrigt (0.5-1 Einheit), was be der
Verwendung siurdlabiler Linker (wie z. B. einem Acylhydrazon) zu beachten ist.?

In den USA ig mit Gemtuzumab-Ozogamicin (Mylotargo) bereits ein Wirkstoff dieser Sub-
danzklase zugdlassen. Gemtuzumab i en humaniserter Antikorper, der gegen das be
Patienten mit akuter myeloischer Leuk&mie vermehrt exprimierte CD 33-Antigen gerichtet i,
Be Ozogamicin handdt es dch um en anttitumora wirksames Antibiotikum, das be der
Suche nach DNA-schédigenden Substanzen in Micromonospora echinospora gefunden wur-
de. Das Bindungsverhdltnis Antikorper zu Arzneistoff betrégt circa 1:2-3, wobe die Bindung
Uber enen Linker efolgt, der an enem Ende eine durch zwe Methylgruppen derisch
geschiitzte Disulfid- und am anderen eine Acylhydrazongruppe enthélt.2®

Neben tumorspezifischen Antikdrpern und Liganden findet Albumin ds Vektormolekil im
Rahmen dieses Konzeptes Verwendung. Fir die Anreicherung enes solchen Konstruktes
werden die gesteigerte metabolische Aktivitét, die fehlende Lymphdrainege und der EPR-
Effekt im Tumorgewebe verantwortlich gemacht?* Ebenso gibt es Ansiize, in solche
Kongrukte Proteaseschnittstellen fir beispidswese MMP2 und 9 (GdatinaseA und B)
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enzufiigen, durch deren Spatung eine Arzneistoffekkumulation im Tumor resultiert?® Damit
wird deutlich, da3 die in Abschnitt 1.3, Sete 3 beschriebenen Mdglichkeiten des Drug-
Targeting nie vollig getrennt voneinander betrachtet werden kdnnen und dal3 die in enem
Zdlverband vorherrschenden  Bedingungen vidfach sehr komplex snd, so dal3 sdektive
Effekte nur kaum zu eziden snd. Vidmehr is die Kombination mehrerer Prinzipien ene
Chance fir ein noch besseres Targeting.

1.6 | mmunotoxine

Mit Immunotoxinen macht man dch gezidt das hohe cytotoxische Potentid von natirlichen
Toxinen zunutze. Den Wirkungsmechanismus gdlt man sch dabe so vor, dad das Konstrukt
nach Antigenbindung zundchgt Uber endocytotische Prozesse interndisert wird. Aus den
Endosomen gedangt nur der Toxinantell ins Zdlinnere und vermittdt die Cytotoxizité. Die
Zdlbindung, die ene wesantliche Voraussstzung fir die Toxinaufnehme dargdlt, bleibt be
normd differenzierten Zdlen aufgrund der Sdtenheit des Antigens weitestgehend aus. Somit
kommt es zu ener deutlichen Reduktion der unerwinschten Effekte. Zu den potentielen
Anwendungsgebieten solcher Kondrukte zdhlen nicht nur die Tumortherapie — wobe dieser
gcherlich die groide Bedeutung zukommt — sondern auch die Behandiung von Infektionen
mit dem Human-lmmunodeficiency-Virus (HI-Virus) und Autoimmunerkrankungen wie z. B.
rheumatoide Arthritis, Diabetes melitus Typ | und Psoriasis %

Aufgrund der vidfdtigen Entwicklungen in diessm Beedch wurde die Definition for
~Immunotoxing* fortlaufend erwatert. Im klassschen Sinne wurden nur solche Konstrukte
ds Immunotoxine bezeichnet, die Toxine gekoppdt an zidzelspezifische Antikorper oder
entsprechende  Antikorperfragmente enthidlten.?® Neben Antikérpern wurden aber zunehmend
auch spezifische Wachstumsfaktoren oder Rezeptorliganden as Vektormolekile engesetzt,
es entsanden chim&e Toxine. Mit der Klonierung von Toxinen und Antikorperfragmenten
bzw. Liganden und der Mdoglichkeit einer rekombinanten Produktion entstand der Begriff
Fusongtoxine. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit und um die verschiedenen Kongrukte
unter enem Begriff zusammenfassen zu konnen, geht man inzwischen dazu Uber, dle Toxin
Ligand-Konstrukte — unabhdngig von der Art des Vektormolekils Abb. 1-2) — ds ,,Immuno-
toxing* zu bezeichnen.”

1.6.1 Ligandenauswahl und Zielzellerkennung

Initid wurden Immunotoxine aus vollsténdigen, monoklonden Antikdrpern und  Pflanzent
oder Bakterientoxinen Uber chemische Konjugation hergestdlt. Solche Kongrukte zeigten
zZwar in vitro en deutlich héheres cytotoxisches Potentid as andere, bekannte Zytodtatika,
jedoch waren die Ergebnisse der ersten klinischen Studien nicht sehr vielversprechend*
Aufgrund ihrer GrolRe waren die Immunotoxine oftmas nicht in der Lage tief genug ins
Tumorgewebe enzudringen, der chemische Linker war héufig sehr ingabil und aulferdem
wurden starke systemische, zum Teil therapielimitierende Nebenwirkungen beobachtet.?®
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Abb. 1-2:  Mdgliche Vektormolekile fir Immunotoxine — A Struktureller Aufbau eines Antikorpers.
Fur Immunotoxine eignen sich vor dlem monoklonde 1gG-Antikorper, die chemisch entweder Uber
Diaulfid- oder stabilere Thioethergruppen an das Toxin gekoppelt werden. Sie bestehen aus zwei
leichten und aus zwei schweren Ketten, die Uber mehrere Disulfidgruppen zusammengehalten werden.
B Durch Abspaltung der Effektordoméne mit der Protease Pepsin erhdlt man die beiden R,¢Frag-
mente (Fy®.. Mit Papain konnen die F,-Fragmente isoliert werden, wéhrend die F-Teile ds
homogene Masse auskristallisieren. Fyp,-Fragmente kénnen ebenfalls rekombinant hergestellt werden.
Die kleinsten Fragmente erhdt man, wenn man mittels DNA-Technologie nur die variablen Bereiche
der Fy,-Fragmente darstellt, die sogenannten F-Teile. Diese kdnnen entweder Uber Disulfidgruppen
miteinander verbunden werden (dsk,, nicht dargestdlt) oder rekombinant as ein Molekil (scF,
sc =Sngle Chain) hergestellt werden. Weiterhin eignen sich verschiedene Liganden oder
Wachstumsfaktoren als Vektormolekile, wie z. B. Interleukin 2 (IL 2), epidermaler Wachstumsfaktor
(EGF) oder Transferrin (Tf).

Zu den sysemischen Begleaterscheinungen der Immunotoxine zéhiten vor dlem solche, die
durch die hohe Antigenitd der einzdnen Komponenten hervorgerufen wurden. Auch wenn
die grofere Bedeutung dabel den verwendeten Toxinen zukommt, so haben auch mono-
klonde, murine Antikorper en beachtliches immunogenes Potentid. Ein dternatives Konzept
fir die Entwicklung von Immunotoxinen delte deshdb die Vewendung von humanen,
tumorspezifischen Liganden dar. Mit entsprechenden chiméren Toxinen war es je nach
Ligand ebenfals moglich, die Molekilgrole zugunsten ener verbesserten Tumorpenetration
zu veringan. So dnd Tranderin (Tf, 80kDa), Interleukin2 (IL 2, 15kDa) und der
epidermde  Wachstumsfaktor (EGF, 6kDa), die haufig as tumorspezifische Liganden
verwendet werden, wesentlich kleiner ds ein Antikorper mit circa 150 kDa.

Die aufwendige Produktion der anfanglich verwendeten Kongrukte (chemische Kopplung
von Toxin und Antikérper bzw. Ligand) wurde durch die Entwicklung neuer, vor dlem
molekularbiologischer Methoden wesentlich  vereinfacht. So  gewannen rekombinante Fu-
songoroteine zunehmend an Bedeutung. Mit der Waelterentwicklung der DNA-Technologie
war es ebenfals maoglich, klenere AntikOrperfragmente zu generieren, die zur Ziezdl-
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erkennung in Immunotoxinen geeignet waren (Fy- oder F,-Fragment). Aulerdem wurde —
auch im Hinblick af de andeen Anwendungsmoglichkeiten von Antikorpern  (Sehe
Abschnitt 1.4, Seite 5) — daran gearbeitet, ihre Immunogenitét zu senken. Dieses Zid konnte
erecht werden, indem die konservierten Bereiche des Antikorpers durch humane Strukturen
ersetzt wurden. Je nach Ausmald der Verdnderungen bezeichnet man solche Antikorper ds
chimér oder s humanisiert, wenn weniger s 10 % murine Sequenzen enthalten sind. 263

Fur enen efolgversorechenden Einstiz von Immunctoxinen in der Tumorthergpie i die
Spezifitst der zidzdlerkennenden Antikorper, AntikOrperfragmente oder Liganden fur die
betreffenden Zdlen das entschedende Kriterium fur das Ausmald der Schéadigung von Nicht-
tumorzdlen. Wetere Anforderungen werden an die zdlulden Zidgtrukturen gestdlt, an die
die Vektormolekile binden. Fir en effektives Targeting muld das Antigen in ausreichender
Dichte (mdglichst) ausschlielich auf Tumorzellen exprimiet werden und es sollte nicht oder
nur in geringem Mal3e von der Zdloberflache abgegeben werden @hedding), da sonst 16diche
Tumorantigene das Immunotoxin abfangen kodnnen, bevor es an die Zdle binden kann. Eine
wetere, wichtige Voraussstzung fir das Antigen ist die Fahigket der Tumorzele zur Inter-
nalisierung des Antigen- Immunotoxin- K omplexes.*?

Durch intengve Forschungsarbeit auf dem Gebiet zdltypspezifischer Oberflachenstrukturen
sind inzwischen circa 400 Tumorantigene bekannt.l® Auch wenn von diesen nur die wenigsten
dlen Kriterien entsprechen, so gab es doch mit enigen von ihnen beechtliche Erfolge. In
neueren Studien finden insbesondere solche Immunotoxine Verwendung, die gegen den IL 2-
oder den EGF-Rezeptor gerichtet snd, aul3erdem werden die Antigene CD 5, 7, 19, 22 und 25
aufgrund ihrer tumorspezifischen Verteilung héufig zum Targeting genutzt. 3033

Ein wdteres Antigen, das vidfach zum Targeting von Immunotoxinen genutzt wird, ist der
Tranderinrezeptor. Aufgrund ihrer hohen metabolischen Aktivitée haben Tumorzellen enen
vermehrten Bedaf an Eisenionen, den Se Uber ene verstakte Expresson von Trandferrin-
rezeptoren kompensieren.®* Zur zellulden Eisenaufnehme bindet eisenbdladenes Transferrin
an sEinen Rezeptor, wird mit diesem zusammen interndiset und satzt in den Endosomen
Eisenionen frel, welche anschlieflend ins Cytosol gelangen. Die zdlul&en Transportprozesse
vom Transferrinrezeptor sind bereits sehr genau charakterisert,®® was seine Anwendung ds
Moddlantigen zur Entwicklung von Immunctoxinen besonders attraktiv macht.

1.6.2 Proteintoxine und ihre Wirkungsmechanismen

Die aktive Komponente in Immunctoxinen 183 sch eindeutig von der in Zytodatikaimmuno-
konjugaten differenzieren. Wahrend letztere niedermolekulare, cytotoxisch aktive Agenzien
(z B. Doxorubicin) enthdten, die durch passve Diffuson in die Zidzdle gdangen, so snd
bel Immunotoxinen Substanzen mit peptidischem Ursprung gemeint. Diese bieten — je nach
Wirkungsmechanismus und Grél3e — den Vortel, nur Uber gerichtete Transportprozesse in die
Zidzdle aufgenommen zu werden.
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Man unterscheidet zwischen Peptid- und Proteintoxinen. Fir ene Anwendung in Immuno-
toxinen snd ergere nur sdten geagnet, da de haufig ser klein snd. Nach ihrer Freisstzung
vom Trégermolekil diffundieren se zwar passv ins Cytosol der Tumorzele aber auch ins
umliegende Gewebe, was zu unerwinschten Nebenwirkungen fihren kann. Ferner enthaten
de oftmds sdtene Aminosduren und snd zum Tel cydiset, was ene rekombinante Ex-
presson und eine Kopplung an das Vektormolekil erschwert. Als Beisiid snd cyclische
Octapeptide, die Amatoxine, aus dem Knollenblé&terpilz zu nennen (a- und b-Amanitin aus
Amanita phalloides), deren Wirkungsmechanismus auf einer Hemmung der DNA-abhangigen
RNA-Polymerase und damit der Nukleinsduresynthese beruht. AulRer pflanzlichen Peptid-
toxinen exidieren waetere tierischen Ursprungs, z. B. be Schlangen und Spinnen. Allerdings
gnd auch diese fir ene Anwendung in Immunotoxinen ungesigne, da ihre Wirkungs-
mechanismen — z B. e@ne Interaktion mit nikotinergen Acetylcholinrezeptoren an der mo-
torischen Endplatte — so sehr zdltypspezifisch sind  (Neurotoxizitét), dal® nur ein kleines
Spektrum an Tumorzdlen efad werden konnte. Wichtiger ist jedoch, dal3 ein solcher Wir-
kungsmechanismus nicht zum Zeltod fiihrt.

Auch unter den Proteintoxinen snd nicht dle fir ene Anwendung in Immunotoxinen
gecignet. Anhand unterschiedlicher zdlulérer Angriffspunkte kann man die Proteintoxine in
verschiedene Gruppen entelen, von denen insbesondere solche unvortelhaft sind, deren
Wirkungsmechanismus zu  zdltypspezifisch ig  (dehe oben) oder keine ausschlieldiche
Aufnahme in die Zidzdle benhdtet (unerwlnschte Effekte auf benachbate Gewebe).
Letzteres i beigpidswveise bel Protentoxinen mit folgenden Wirkungsmechanismen der Fal:
a Einflud af Membranen und Membrantrangportvorgange (Membranpermesbiliserung
durch Streptolysin aus Streptococcus pyogenes oder Blockade von Exocytosevorgangen in
Neuronen durch Tetanustoxin aus Clostridium tetani),*®3" b) Wirkung auf unterschiedliche
lonenkandle (Kdiumkanadblockade in Neuronen durch Dendrotoxin  aus Dendroaspis
species),®® ) Eingriff in  Sgnatransduktionsvorgdnge (Storung der durch G-Proteine
vermittdten Signdtransduktion durch Choleratoxin aus Vibrio cholerae oder Pertussistoxin
aus Bordetella pertussis)®**“° und d) EinfluR auf die Immunantwort (Uberexpresson von
proinflammatorischen  Cytokinen in  Makrophagen mit schockartigen  Symptomen  bel
Anthraxtoxin aus Bacillus anthracis).**

Fur Immunotoxine besser geeignet snd dagegen die Proteintoxine, die intrazdlul& und
unabhdngig vom Zdltyp wirken. Diese Anforderungen werden bel ener Interaktion mit dem
Cytoskelett und / oder Inhibition der Proteinbiosynthese efillt. Das cytotoxische Potentid
von Vetretern diesr beiden Toxintypen 1&% sch haufig anhand ihres strukturelen Aufbaus
abschétzen.

1. A-B-Struktur, das helfd das Toxin verflgt Uber eine enzymaisch aktive Domane (A fir
aktiv) und Uber eine Zdlbindungsdoméane (B fur bindend). Da diese Toxine in der Regd
Uber dnen zdlulden Aufnehmemechanismus verfiigen®® snd sSe sowohl in zdlfreien
Aktivitdtsassays d's auch gegentiber Zdllen sehr potent.
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2. Sngle-chain-Struktur, das helf¥ dem Toxin fehlt die Zdlbindungsdoméne, was sch —
ba unengexchrénkter Enzymaktivitét in zelfraen Assays — in @ner geingeren Cyto-
toxizitd zeigt. Diesen Toxinen wird ene antivirde Wirkung im Herkunftsorganismus
zugeschrieben.*®

Die meagen Proteintoxine mit Einfluld auf das Cytoskdett gammen aus Clostridium-Arten.
Entweder direkt durch Glykosylierung oder ADP-Ribosylierung (C2-Toxin aus C. botulinum)
oder indirekt Uber ene Inaktivierung von GTP-Bindungsproteinen, wie z. B. Rho oder Ras
(C3-Toxin aus C. botulinum oder CNF1 und 2 aus Escherichia coli) kommt es zu ener
Interaktion mit den Aktinfilamenten (Veranderungen im Polymerisstionsverhdten)** Trotz
ihrer  prinzipidlen Eignung flr Immunotoxine finden de fir diese Anwendung kaum
Verwendung.

Wesentlich  haufiger werden dagegen Toxine mit Einflud auf die Proteinbiosynthese
verwendet. Sie wirken unabhéngig vom Zdltyp und snd durch ihren enzymaischen
Wirkungsmechanismus héufig so potent, dal3 wenige Moleklle ausreichen, um ene Zdle
abzutéten.*>*®  AuRerdem sind ihre kadytisch aktiven Doménen sehr robust gegeniiber
proteolytischer  Degradation.*” Je nach Wirkungsmechanismus  unterscheidet  man  dre
Gruppen:

1. Endonuklessen, die die Phosphodiesterbindung 3¢sditig von Guanosn-4325 der euka

ryontischen 28S-rRNA schneiden, z. B. a-Sarcin aus Aspergillus giganteus.*®

2. ADP-ribosylierende Enzyme, die den eukaryontischen Elongationsfektor EF Il am
Diphthamid-715 (modifiziertes Histidin)*®>° verandern, z. B. Diphtheriatoxin aus Coryne-
bacterium diphtheriae oder Pseudomonas Exotoxin aus Pseudomonas aer uginosa.>!°?

3. N-Glykosdasen, die das Adenin-4324 der 28S-rRNA abspdten (ribosomeninakti-
vierende Proteine, RIPs), z. B. Ricin aus Ricinus communis oder Sagporin aus Saponaria
officinalis.*®

Die Toxine der Gruppel sammen dabel in der Regd aus Pilzen, die der Gruppe2 aus
Bakterien und bel den RIPs (Gruppe3) handdt es sch meg um Toxine mit pflanzlichem

Ursprung.

Die extrem hohe Cytotoxizitd von Ricin, Diphtherigtoxin und Pseudomonas Exotoxin (Abb.
1-3) ist schon sehr lange bekannt.>*>* Allerdings wirken die Toxine aufgrund ihrer Zdler-
kennungsdoménen, die in der Regd gegen hoch konsarvierte Oberfléchenstrukturen gerichtet
and, sehr unspezifisch (z B. be DT: Komplex aus CD9 und dem Vorlaufer eines Wachs-
tumsfaktors Zhnlich dem heparinbindenden EGF).>® Somit waren se zunéchst nur bedingt
thergpeutisch  einsetzbar.*®®’ Ers mit der Charakteriserung zdltypspezifischer  Antigene
wurde es maglich, ihr Potentid unter Austausch der Zdlbindungsdoménen gezidt zu nutzen.
Unter diesem Gesichtspunkt ist es nicht sehr verwunderlich, dal3 der srukturdle Aufbau von
Immunotoxinen adlgemein dem der natlrlichen Vorbilder — Proteintoxine mit A-B-Struktur —
entspricht.
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Abb. 1-3: Schematische Darstellung der Proteintoxine Diphtheriatoxin (DT), Pseudomonas Exo-
toxin (PE) und Ricin (RT) — Alle drel Toxine sind durch eine A-B-Struktur gekennzeichnet, wobel die
grauen Abschnitte die katalytisch aktiven Doménen zeigen (A-Kette). Die restlichen Abschnitte
vermitteln die Zielzellerkennung und Rezeptorbindung. Die Toxine sind in der Weise dargestellt, wie
sie aus ihren Herkunftsorganismen isoliert werden kdnnen. RT liegt bereits getrennt in A- und B-K ette
vor, bei DT und PE zeigt das Dreieck die Position der physiologischen Spatstelle (siehe auch Abb.
1-6, Seite 18). Nach der Spatung werden die beiden Polypeptidketten jewells Uber die der Spatstelle
benachbarte Disulfidbriicke zusammengehaten (ebenfals dargestellt sind weitere in den Molekillen
vorhandene Disulfidbriicken).

Aul}er Proteintoxinen snd ds cytotoxische Komponente in Immunotoxinen auch andere
Proteine gedgnet, die mit ihrer enzymatischen Aktivitd Einfluld auf essentidle Zdlfunktionen
nehmen. SO dnd in den vergangenen Jahren — vor dlem wegen der hohen Antigenitét der
verwendeten pflanzlichen oder bakteridlen Toxine — vermehrt Konzepte entwickelt worden,
die sich das cytotoxische Potentia von eukaryonten Ribonukleasen zunutze machen.>8>°

1.6.3 Zdlulare Aufnahmemechanismen von Proteintoxinen

Zur Audbsung enes cytotoxischen Effektes werden bel Mechanismen, die Uber zdl-
oezifische  Oberfléchenrezeptoren  vermittelt werden, wesentlich  potentere Agenzien ds in
der konventiondlen Chemothergpie bendtigt. Mit dem  Antimetaboliten  5-FHuorouracil
arecht man bespidsvese ene maximae Plasmakonzentration von circa 500 uM  (bel
schndler intravendser  Applikation), so dad ene Tumorzdle mit enem Volumen von
5 10°m drca 10® Arznestoffmolekillen ausgesetzt wird. Da be Immunotoxinen das
toxische Agens nicht passv in die Zdle diffundieren kann, ist die extrazdluldre Konzen
tration des Wirksoffes nicht entscheidend fir die Wirkung. Viemehr werden die Anzahl der
an de Obefléche vorhandenen, internaiserungsfahigen Zidrezeptoren (die sehr  unter-
schiedlich sein kann, circa 10°—10%), die cytotoxische Aktivitét und die Effektivitét der zellu-
laren Aufnahme zu ausschlaggebenden Faktoren.?® Schon sehr lange wird deshdb vor dlem
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fur die Protentoxine Ricin (RT), Diphtheriatoxin (DT) und Pseudomonas Exotoxin (PE) Uber
deren Trand okationsmechanismen diskutiert.*?

Anfanglich wurde fir Immunotoxine Uberwiegend die katdytiscche Doméne von Ricin
verwendet (RicnA, RTA),?® die bereits wahrend der Biosynthese von der B-Kette abge-
spalten wird®® Denn nach Isolierung aus Ricinus-Samen konnte RTA relativ einfach tiber den
freen Cydenrest an die entsprechenden Antikorper gekoppet werden. DT und PE werden
dagegen erst im Laufe des Intoxikationsprozesses gespaten.®* Be DT kann man zwar in vitro
durch Trypsnverdau auch sehr exakt die aktive Doméne (A-Kette, DTA) unter Erhat eines
frden Cysteinrestes von der B-Kette trennen,®>® ba PE jedoch ist eine exakte Abtrennung
der enzymatisch aktiven Doméne durch proteinchemische Methoden nicht moglich.

Erg nach efolgreicher Klonierung konnten auch andere Tellstlicke insbesondere von den
Toxinen DT und PE hergestellt und untersucht werden (Abb. 1-4).54%® Somit konnte gezeigt
werden, dald die Toxine neben den bereits bekannten Doménen noch Uber mindestens eine

DT (P(P

A/l C T R
21 kDa A 22 kDa 15 kDa
DAB486
Al C T
DAB,g
Al C T

PE
&
I a I I b 11
28 kDa A12kDa 4kDa 23 kDa

&

T T Jib 111 y
| iy

T I 1 y

2 kDa

2

Abb. 1-4: Schematische Darstellung von Diphtheriatoxin (DT) und Pseudomonas Exotoxin (PE)
und ihrer in Immunotoxinen héufig verwendeten Teilfragmente — Neben der katalytisch aktiven A-
Kette (in neuerer Literatur auch als GDoméne bezeichnet)®” enthdlt DT in der B-Kette sowohl die
Trand okationsdoméne (T-Doméne) as auch die zellbindende Doméne (R-Doméane).®*®® Den DT-
Fragmenten DAB,gs (54 kDa) und DAB3ge (43 kDa) fehlen jewells unterschiedliche Anteile der rezep-
torbindenden R-Doméne. PE verfligt insgesamt Uber vier Domanen. Doméne la vermittelt die Rezep-
torbindung, Domére Il die Aufnahme ins Cytosol und Doméne Il ist die enzymatisch aktive. Die
Bedeutung von Doméne 1b ist bisiang ungeklart.”®™ In PE,, (39 kDa) wie auch in PEsg (37 kDa) fehlt
die rezeptorbindende Doméne la vdllig. Bel PEsg wurde auf3erdem ein Teil der Doméne Ib (AS 365—
380) entfernt.



1 EINLEITUNG 14

wetere verfigen, die nach Interndiserung der gebundenen Toxine entweder direkt die
Trandokation vermittdt oder Erkennungssequenzen fir zdlul&re  Aufnahmemechanismen
enthdt.

Da diese Doménen in DT und PE sehr prézise lokaisert werden konnten, gewannen beide
Toxine fur die Entwicklung von Immunotoxinen zunehmend an Bedeutung. Mit der Vewenr
dung solcher Toxinteilstiicke, die auRer der katalytischen ebenfdls die Trandokationsdomane
enthidten, erhoffte man dch durch Imitation der natlrlichen Mechanismen Verbesserungen in
Bezug auf die Effektivitdt der Toxinaufnehme in die Zdle (Abb. 1-4 und Abb. 1-5). Zur
Verminderung ener ungpezifischen Toxizitée wurde die Struktur der verwendeten Toxine
somit nur um die nettirliche zellerkennende Doméne reduziert.

1.6.4  Aktudle Entwicklungen im Bereich der Immunotoxine

Nachdem die erste Generation von Immunotoxinen noch aus vollgéndigen Antikérpern und
Toxinen bedand, ging man be der zweten Generdtion dazu Uber, nur die enzymatisch
aktiven Toxindoménen zu vewenden und zur Ziezdlerkennung kleinere Antikorperfrag
mente chemisch daran zu koppeln. Die dritte Generation von Immunotoxinen profitierte

Abb. 1-5:  Zdluldre Aufnahme der kataytischen Doménen von Diphtheriatoxin (DT) und Pseudo-
monas Exotoxin (PE), modifiziert nach Kreitman et al.** — DT bindet iber die R-Doméne an seinen
zelluldren Rezeptor (Komplex aus CD 9 und dem Vorlaufer eines Wachstumsfaktors hnlich dem
heparinbindenden EGF) und wird mit diesem internaisert. Durch den geringeren pH-Wert im
Endosom kommt es zu einer Konformationsanderung und die katalytisch aktive GDoméne wird mit
Hilfe der Trandokationsdomane (T, Bildung eines Kanas in der endosomaen Membran) ins Cytosol
geschleust. PE bindet Uber die Doméne la zundchst an seinen zellularen Rezeptor (a2-Makro-
globulinrezeptor) und das terminale Lysin-613 wird abgespaten. Nach Internalisierung vermittelt der
C-Terminus von Doméane Il (RDEL: Arg-Asp-Gu-Leu, dargestellt durch den Schrégstrich) den
Transport vom Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum (Bindung an den KDEL-Rezeptor),
von wo aus die Trandokation ins Cytosol mit Hilfe der Doméne Il stattfindet. Doméne Ib wurde bel
der Darstelung nicht berticksichtigt, da ihre Funktion bisang unklar ist.
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maligeblich von den Méglichkeiten, die sich durch neue DNA-Technologien erdffneten.?
Nach der Klonierung der Toxine, Liganden und Antikorperfragmente werden heute die
meisen Immunotoxine rekombinant hergestelt. Durch die intendve Forschung auf diesem
Gebiet gibt es inzwischen ene Rehe verschiedener Substanzen, die sch in fortgeschrittenen
Phasen der klinischen Testung befinden (Tab. 1-2).

De bidang grofte Erfolg auf dem Gebiet der Immunotoxine konnte vor eniger Zeit mit der
Substanz DAB3golL 2 verzeichnet werden. Sie bekam im Jahre 1999 — aufgrund der sehr
hohen Remissongaten bem thergpierefraktéren kutanen T-Zdl-Lymphom in ener klinischen
Studie der Phaselll (Remissionen in 22 von 71 Falen, circa 30%)" — ds erster Vertreter
dieser neuen Subgtanzklase die Zulassung in den USA. Damit seht DABgzgolL 2 (Wirkstoff-
name Denileukin Diftitox, Handdsname: Ontako) nun offizidl ds neues Thergpiekonzept
und erses Immunotoxin Uberhaupt zur Behandlung des kutanen T-Zdl-Lymphoms (mit mehr
as 20 % CD 25-pogtiven Lymphocyten) zur Verfligung.

Tab. 1-2:  Klinische Studien der Phasen I-I11 mit ausgewahlten Immunotoxinen.?
Bezeichnung Toxin® Ligand” Antigen Linker® Indikation
DABsglL 2 DT IL 2 IL2-R GF kutanes T-Zdl-Lymphom
HN66000 DT Tf TR CG Gliome
LMB-2 PE Anti-Tacsck, CD 25 GF Haarzelleukamie

Anti-B4-bR RT Anti-B4Mab CD 19 CG Non-Hodgkin-Lymphome
H65-RTA  RT H65 Mab CD5 CG kutanes T-Zdl-Lymphom
BL 22 PE RFB4 dsF, Ch22 GF Haarzelleukamie

@ modifiziert nach Frankel et al.”

® Ricin (RT), Pseudomonas Exotoxin (PE) und Diphtheriatoxin (DT)

“monoklonale Antikdrper (Mab), deren Fragmente (scFy, dsF,) und Liganden (IL 2, Tf)

4 genetisch fusioniert (GF) und chemisch gekoppelt (CG)

1.6.5 Therapidimitierende Eigenschaften von |mmunotoxinen

Trotz der ergen, moglicherweise bahnbrechenden Erfolge in der Thergpie mit Immunctoxinen
gilt es noch immer, eine Reihe von kritischen Faktoren zu Uberwinden, die eine ausgedehntere
Anwendung dieser Substanzen bidang einschrénken:

1. Unspezifische Toxizitét: Die Antigenspezifitdt der Antikdrper oder die Tumorzdl-
soezifitde des Antigens ig nicht ausreichend genug, 0 dald das Immunotoxin auch an
normd differenzierte Zdlen bindet.

2. Sydemische Effekte Durch das immunogene Potentiad vor dlem der Toxindoménen
kommt es zu verschiedenen Regktionen des Immunsystems, die zum Tell thergpidimi-
tierend sind.

3. Pharmakokindische Effekte Zum Teal haben Immunotoxine — abhangig von ihrer
Zusammensatzung — 0 kurze Habwertszeiten, dald ihre Plasmakonzentrationen fir enen
antitumoraen Effekt nicht ausreichen.
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4. Tumorpenetration: Bereits ba sehr kleinen, soliden Tumoren gdlt die Penerations-
fahigkat des Immunotoxins (abhdngig von dear Grofe) enen wichtigen Limitationsfaktor
flr den Thergpiearfolg dar.

Durch Vaiaion und/oder Veklenerung sowohl der zidzdlerkennenden ds auch der
toxischen Komponenten konnten in zahlreichen Untersuchungen bereits beachtliche Verbes
serungen beobachtet werden.”>’* Trotzdem stehen bisher aufgrund ihrer guten Zugénglichkeit
hauptsachlich hdmatologische Tumoren im Mittelpunkt der Indikationsgebiete von systemisch
aoplizierten Immunotoxinen.

Solide Tumoren, die mit circa 85% den Haupttel aler Krebdeiden darstelen,”® weisen
dagegen enige Eigenscheften auf, die die Anwendung von Immunotoxinen erheblich er-
schweren: aufgrund ihrer physiologischen Gegebenheiten — Se verfiigen Uber eine heterogene
Durchblutung, sehr enge Zellkontakte und einen hohen interstitidlen Druck® — snd se
insbesondere fir polymere Wirkstoffmolekile nur schwer ereichbar. Sdbst nach loko-
regionder Applikation (Sehe Abschnitt 1.3, Seite 3) i die Vertelung von Arznedoffen in
solchen Geweben wenig effizient (5-10fach langsamer ds bei einschichtigen Zelkulturen),”
0 dad bedts be ener Tumorgrole von circa 10mm die Pendrationsféhigkdat von
|mmunctoxinen zum limitierenden Faktor fiir die antitumorale Wirkung wird.”®

Trotzdem haben Immunotoxine gerade bel soliden Tumoren ein besonders gutes the-
rapeutisches Potentidl. Vor dlem die ba degender Tumormasse schlechter werdende
Blutversorgung (schlechte Sauerstoff- und Nahrgtoffzufuhr) fihrt dazu, dald bis zu 90 % der
Zdlen in die Ruhephase Ubergehen oder sogar absterben. Zdlen in der Ruhephase snd gegent
Uber den meden konventionelen Chemothergpeutika relativ- unempfindlich oder se ent-
wickeln haufig Resgenzen. Einige Immunotoxine greifen jedoch durch Apoptosaeinduktion
auch Zdlen in der Ruhephase an® und wirken sogar gegeniber multiresstenten Zelen
cytotoxisch.28%  Diese Eigenschaften werden in klinischen Sudien durch die hohen An
gorechraten bel  Patienten mit thergpierefraktéren  Tumorarten (auf die der Einsatz von
Immunotoxinen zur Zeit weitestgehend beschrankt ist) eindrucksvoll bestétigt.

1.7 Crosdlinker far Immunokonjugate

In  Immunokonjugaten it die Verbindung zwischen Vektormolekil und Arzneisoff von
besonderer Bedeutung. Im Organismus muld se enersats Uber ene auseichende Stabilitédt im
Blutkredauf verfligen und anderersdts ene spezifische, effiziente Freisetzung des Wirk-
doffes an der Zidzdle gewdrlegen. Bevor Immunotoxine Uberwiegend rekombinant
hergestdlt wurden, spidten vor dlem Cydenrese fir die Kopplung von Antikodrpern und
Toxinen ene wichtige Rolle Auch be Zytogtaikammunokonjugaten snd cysteinbaserte
Kopplungen bekannt, doch Uberwiegen inzwischen solche Verbindungen, die unter den in
Endosomen und Lysosomen vorherrschenden Bedingungen gespaten werden.
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1.7.1 Endosomal / lysosomal spaltbare Sequenzen

Ba Proteintoxinen mit A-B-Struktur wie auch ba Immunotoxinen szt ene zdlulare
Aufnahme zunéchst die Interndiderung und anschlielend die Aktivierung des Trandoka
tionsmechanismus voraus. Im Fdle von Diphtherigtoxin und Pseudomonas Exotoxin (und
ihren in Immunotoxinen verwendeten Fragmenten, dehe Abb. 1-4, Sete 13) werden dazu in
den Endosomen die beiden Doménen voneinander getrennt. Fir die Spatung innerhab enes
protessesendtiven  Bereiches werden Furin oder furindhnliche Enzyme verantwortlich ge-
macht, wobel in beiden Fdlen die exakte zdlulé&re Lokdisation der Reektion aufgrund der
geringen Expressionsraten der verantwortlichen Enzyme nur sehr schwer zu kldren ist®! Be
Zytodtaikammunokonjugaten efolgt ebenfdls zunéchst ene Intendiderung, der  nach
Freisetzung des Arzneigoffes dessen passve Diffuson ins Cytosol folgt. Im Gegensatz zu
peptidischen Agenzien werden niedermolekulare Zytostatika jedoch typischerweise nicht in
den Lysosomen abgebaut, so dal? ihre Abspadtung vom Vektormolekil auch dort, dso in den
Lysosomen, erfolgen kann.

Grundsiizlich gnd fir die eforderlichen, spdtbaren Einheiten chemische Crosdinker oder
be ene rekombinanten Synthese sdektiv gpdtbare Peptide ensatzbar. Die Auswahl an
chemischen Bindungen, die unter den in den Endosomen vorherrschenden Bedingungen en
gedignetes Spatungsverhdten zeigen (geringfligig erniedrigter pH, crca 55-6.5), ig sehr
begrenzt. In den Lysosomen, in denen der pH-Wert noch etwas niedriger igt, snd funktionelle
Gruppen wie beispidsveise Acetde/ Ketde und Acylhydrazone labil. Die Spatungsneigung
solcher Gruppen it dabe in Abhangigkeit ihrer chemischen Struktur und ihrer Liganden sehr
verschieden, 198485

Fir die Zusammensstzung eines endosomd spatbaren Peptids liegt es nahe, sich der pro-
teasespaltbaren Bereiche von PE und DT zu bedienen (Abb. 1-6). Beide Sequenzen wurden
bereits unabhéngig von ihren restlichen Toxinenteilen in Immunokonjugaten eingesetzt 2687
Weterhin ist die Verwendung von Erkennungssequenzen (Konsensusmotiven) der beiden
Proteasen CathepsnH und S denkbar, deren Lokdisation in den frihen bzw. spéen En-
dosomen beschrieben wird.8 Als lysosoma spdtbares Peptid wird in verschiedenen Immuno-
konjugaten die Sequenz Gly-Phe-Leu-Gly angegeben, deren Spatung mdglicherweise durch
Cathepsn D bedingt ist, welches zwischen zwei hydrophoben Aminosiuren schneidet.3%°
Dieser Linker wurde in einem mit Doxorubicin beladenen HPMA-Polymer (N-(2-Hydroxy-
propyl)methacrylamid) bereitsim Rahmen ener klinischen Studie der Phase | evaluiert™*

1.7.2  Cytosolisch spaltbare Sequenzen

Das cytosolische Kompartiment zeichnet sch vor dlem durch seine reduktiven Eigenschaften
aus, so dal3 eine Disulfidgruppe enen geeigneten chemischen Linker dargdlt. Schwieriger it
es dagegen enen peptidischen Linker zu finden, denn im Ruhezustand enthdt das Cytosol nur
wenige, proteolytisch aktive Systeme, die intakte, nicht zur Degradation modifiziete Mole-
kiile abbauen.
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DT

\ 4
{— Asn — Arg — Val — Arg — Arg — Ser — Val — Glyj
193
X \ /Y
AL C | Cys186 606 201-Cys 1 T R
X: Ala - Gly
Y: Ser - Ser - Leu - Ser
PE v
R_ Thr — Arg —His — Arg — GIn — Pro — Arg — Glyj
279
X¢ Y¢
Il a - Cys-265 @@ 287-Cys{ |l I b (N /

X¢ His - Leu-Pro- Leu-Glu- Thr-Phe
Y:Trp-Glu-GIn-Leu-Glu-GIn

Abb. 1-6: Proteasesensitive Bereiche aus Diphtheriatoxin (DT) und Pseudomonas Exotoxin (PE) —
Dargestellt sind die Aminosduresequenzen zwischen den beiden Cysteinresten, die nach Proteolyse fur
die Aushildung der Disulfidbriicken zwischen A- und B-Kette verantwortlich sind. Bel DT handelt es
sich um die Aminosduren 186-201 (Spaltung nach Arg-193), bei PE sind die Aminosduren 265287
dargestellt (Spaltung nach Arg-279). Die Position der Spatung wird durch das Dreieck angedeutet,
Konsensusmotive fur Furin und furindhnliche Enzyme, die fur die Proteolyse verantwortlich gemacht
werden, sind grau unterlegt.*

Erg¢ be der Einleitung von gpoptotischen Prozessen werden eine Reihe von proteolytisch
wirksamen Caspasen (Cysteinproteasen, die nach Asp schneiden) aktiviert, die in der Lage
gnd, Proteine an sehr spezifischen Erkennungssequenzen zu schneiden. Man  unterscheidet
zwel  Untergruppen  (Regulaions- und Effektorproteasen), fir die ads bekannteste Stdl-
vertreter Caspasel und 3 dehen. Alle Caspasen werden ds inaktive Proformen exprimiert
und es nach entsprechender Induktion (rezeptorvermittelt oder srefdnduziert) durch
Proteolyse, Bindung von Kofaktoren oder Dissoziation von Inhibitoren aktiviert®*%* Da in
verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, dald Protein- und Immunotoxine neben ener
Inhibition der Proteinsynthese auch eine Apoptoseinduktion vermitteln,®*8 ist es magdich, fir
solche Immunokonjugate ein cytosolisch spdtbares Peptid zu entwerfen, das entsprechende
Motive fur die Caspasenl und 3 enthdt. Obwohl Caspasel nicht ds Effektorprotease iden
tifiziet werden konnte, 0 ig ihre Betaligung an der toxinvermittelten Apoptose nicht
auszuschlieen. Fir Caspase3 konnte die Beteiligung belegt werden.”®%" Zusizlich konnte
gezeigt werden, dal3 die Expressonsraten beider Caspasen in zahlreichen Tumoren (Pankreas-
tumore, Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome etc.)**1%° erhsht sind, was ihre Beteiligung
an ener Apoptose — vermittedt durch verschiedene antitumorde Wirkstoffe — ebenfdls
wahrscheinlich macht.
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Des welteren it die Verwendung des Tripeptids Arg-Gly-Pro fir solche Zwecke denkbar. Fir
diesss Mativ konnte im Cytosol von Hefezdlen indirekt eine Spadtung nachgewiesen werden.
Auch wenn der Mechanismus bidang ungeklat ist, bestent die Moglichkeit, dal3 das Motiv
auch in humanen — ebenfdls eukaryonten — Zellen spaltbar ist.10%102

1.8 Toxinunabhangiger Membrantransfer

Polare Biopolymere wie Peptide, Proteine und Oligonukleotide sind ds hochspezifische,
intrazdlulé&r aktive Agenzien sowohl in der Grundlagenforschung ds auch fur thergpeutische
Zwecke besonders interessant. Allerdings and ihre Einsatizmdglichkeiten sehr limitiert, da se
ohne entsprechende Aufnahmemechanismen nicht in der Lage snd, passv die Zdlmembran
zu durchqueren. Deshdb snd fir Proteine zur Zeit nur solche Anwendungen denkbar, be
denen der thergpeutische Effekt kene zdluléde Aufnahme voraussetzt (z. B.  Inaulin,
Gerinnungsfaktoren, Hormone und Zytoking). Immunotoxine, bel denen ene effektive Zdl-
aufnahme durch die enthdtenen Toxindomanen gewdhrleistet wird, bilden hier ene grofe
Ausnahme. Fals es moglich sain sollte, ihre Trandferdoménen fir andere Proteine oder
Oligonukleotide zu nutzen, delen se en vidversprechendes Applikationsprinzip im Bereich
desimmunologischen Targeting dar.

Begrenzt auf die Zdlkultur ermdglichen invasve Techniken wie Elektroporation und Mikro-
injektion berats sait geraumer Zet die intrazdluldre Untersuchung von pharmakologisch
aktiven Makromolekilen, wie z. B. Proteinen oder DNA. Fur In-vivo-Anwendungen mit dem
Zid ener Arznedoffentwicklung snd andere, mildere Verfahren von grolerer Bedeutung.
Se beruhen entweder auf reinen Endocytosemechanismen, was se unzuverléssg und wenig
effizient macht, oder de machen sch die Transduktionsféhigkeit von Viren zunutze, bei der
eéne Redpathogenitét nie vollig ausgeschlossen werden kann.  Eine  vidversprechende
Altenative im Bereich der nichtinvasven Vefaren ddlen inzwischen sogenannte Tro-
janische Peptide dar.1%31% Man verstent darunter kleine Peptide mit bis zu circa 30 Amino-
sauren, die gekoppdt an Proteine oder Oligonukleotide deren zdlulére Aufnahme direkt
durch die ZdImembran vermitteln (Tab. 1-3).

Zunéchgt wurde diese Eigenschaft be enem Peptid entdeckt, das aus dem vom Antenna-
pediagen codierten Transkriptionsfaktor in Drosophila stammt (Penetratin).? Inzwischen sind
be anderen Transkriptionsfaktoren weitere Peptide mit  Trandfereigenschaften  identifiziert
worden (Tat, VP 22).1%510¢ |hnen dlen ist gemein, dal sie sowohl bei 4°C ds auch bei 37 °C
enen Trade vemittdn (was enen endosomden Aufnahmemechanismus ausschlied) und
dad der Trander nicht Sitigbar i (was eine Rezeptorbeteiligung unwahrscheinlich macht).
Trotz intensver Forschungen konnten bidang jedoch weder die drukturdlen Voraus-
setzungen noch die genauen Aufnahmemechanismen fir diese Peptide geklat werden. Man
vermutet, dal3 bassche Zentren und ene gewisse helikde Amphiphilie die Voraussetzungen
fir ene Interaktion mit negaiv gdadenen Phospholipiden der Zdlmembran snd, die
anschlief3end zur Aushildung inverser Mizdlen fihrt (Abb. 1-7).
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Tab. 1-3:  Trojanische Peptide (Auswahl) — A Natirliche und B synthetische Transporter.

Bezeichnung Ursprung Aminosiuresequenz®

A Penetratin Antennapedia-Transkriptions-  RQIKIWFQNRRMKWKK
faktor, Drosophila

A MTS Kaposi-Fibroblasten AAVLLPVLLAAP
wachstumsfaktor, human
A TLM Oberfléchenantigen, PLSSIFSRIGDP
Hepatitis-B-Virus
A Tat Transkriptionsaktivierender GRKKRRQRRRPPQ
Faktor, HI-Virus, Typ 1
A VP22 Transkriptionsfaktor, DAATATRGRSAASRPTERPRAPARSASRPRRPVE

Herpes-Smplex-Virus, Typ 1
B Transportan aus Gaaninund Mastoparan  GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL
B MP amphiphiles Mode I peptid KLALKLALKALKAALKLA

a 1-Buchstabencode siehe Abschnitt 7.3.2, Seite 149

Nicht zutreffen kann dieses Moddl jedoch fir solche Tranderpeptide, die aus Signd-
sequenzen verschiedener Proteine aufgebaut snd. Das Peptid MTS bespidsweise ist sehr
hydrophob und enthdt kein bassches Zentrum, vermag aber trotzdem Proteine verschiedener
Grofe temperaturunabhéngig (4-37 °C) durch die Membran zu transportieren.t Allerdings
zeigen nicht dle sgndsequenzbasieten Tranderpeptide diese Eigenschaft unabhéngig von
der Temperatur. %’

Die zweite grole Gruppe sdlen synthetische Trandferpeptide dar. Bei Trangportan handelt es
sch um en habsynthetisches Fusionspeptid aus dem Neuropeptid Gadanin und dem mem-
braninteragierenden  Wespengift Madioparan. Es zeigt wie Pendrdin energieunabhdngige
Trandfereigenschaften, dlerdings — bedingt durch seine Hydrophobie — mit ener Lokaisation
Uberwiegend in  membranden Strukturen (Golgi-Apparat, Endoplasmatisches Retikulum)
angtatt im Cytosol oder Zellkern. '8

I
i

Cytoplasma

Abb. 1-7:  Modéll fir den zdluldren Aufnahmemechanismus von Penetratin nach Deross et al.” —
Das Transferpeptid interagiert mit negativ geladenen Phospholipiden an der extrazelluldren Membran.
Dadurch wird die Lipiddoppelschicht destabilisiert und es bilden sich inverse Mizellen. Diese wandern
durch die Membran und vermitteln somit den Transfer des Trojanischen Peptids ins Cytosol
(Transport in die ungekehrte Richtung ist ebenfalls denkbar). Fals dieses Modell zutrifft, bleibt das
Peptid stets im wal¥rigen Milieu.
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Zur genaueren Charakteriserung der drukiurdlen Voraussstzungen fir die Trandereigent
schaften von Peptiden entwickelten Oehlke et al. vollsynthetisch en Moddlpeptid mit amphi-
philer, helikder Struktur (MP, sehe Tab. 1-3),'%° welches e@ne hohe Membranpenetration
aufweis. In nachfolgenden Untersuchungen wurde die Peptidsequenz systematisch in Hin-
blick auf Struktur, Ladung und Grofe verdndert. Dabel zeigte sch zunéchs, dald ene
Amphiphilie Uber mindestens vier hdikde Windungen die Vorausseizung fir einen Transfer
dargdlt. In spderen Studien konnte jedoch auch fur nichtamphiphile Peptide en Transfer
gezeigt werden, was wiederum auf enen anderen Aufnahmemechanismus ds den von
Penetratin schliefen 4311011

Aul¥er im Aufnéhmemechanismus und in der zdluléren Lokaisgtion unterscheiden sch die
enzenen Trojanischen Peptide ebenfdls in ihrer Transporteffizienz. Je nach Peptid konnte
bidang fir ganz unterschiedlich grofe, polare Biopolymere unter Erhat ihrer Funktionditét
der Trander in die Zdle gezeigt werden. Dabel wird die Molekllmasse ds ein Mal3 fur die
potentille MolekllgrofRe herangezogen. Fir ene Anwendung in Immunotoxinen it vor
dlem der Trangport von solchen Proteinen interessant, die — wie die renen kataytischen
Doménen von Proteintoxinen — im Bereich von 20-30 kDa liegen. Fir die Trandferpeptide
TLM, Ta und VP 22 konnte jeweils ein Transfer von GFP (27 kDa) gezeigt werden. 3100112
Mit dem Peptid MTS konnte sogar die Glutathion-S-Transferase (41kDa) im Zdlinneren
nachgewiesen werden,® mit Penetratin dagegen nur kleinere Proteine mit bis zu 100 Amino-
siuren.?

1.9 Ziesetzung fur dievorliegende Arbeit

Die zahlreichen Therapiearfolge von Immunotoxinen mit ganz unterschiedlichen Vektor-
molekilen zeigen, dal3 sch insbesondere die Verwendung kleiner tumorspezifischer Liganden
ds vortalhaft eeweist (z B. IL 2 mit circa 15kDa). Im Zuge welterer Entwicklungen konnten
die vewendeten Toxinantelle ebenfdls beachtlich verkleinert werden, jedoch snd diese
bedingt durch die toxineigenen Trandokationsdoménen immer noch rdativ grol3 (Sehe Abb.
1-4, Seite 13), was sch nachtelig auf ene gute Tumorpenetration der Gesamtkonstrukte
auswirken kann. Zid diesr Arbeit war es deshab, mdglichs kleine Immunotoxinkonstrukte
zu entwicken, um ene bessere Peneration ins Zielgewebe zu ereichen. Glechzeatig sollte
ene moglichs hohe Affinitd und Sdektivitd des tumorgpezifischen Liganden fir sainen
Rezeptor zu ener moglichgt geringen ungpezifischen Toxizitét fuhren.

Unter Verwendung von toxinunabhangigen Membrantransfermechanismen und verschiedenen
spdtbaren Sequenzen <ollte en Adaptermolekil entwickelt werden, das enen gerichteten
Trangport in die Zdle und zur Steigerung der Effektivitdt eine Akkumulation der ver-
kleneten toxischen Doméne in der Zidzdle vermittdt. Dazu sollten unter Verwendung
Trojanischer Peptide die  zdlul&ren  Aufnahmemechanismen von  Proteintoxinen wie Diph
theriatoxin oder Pseudomonas Exotoxin moglichs genau nachgeshmt werden (Sehe Abb.
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1-5, Sate 14), um enen &hnlich hohen oder sogar verbesserten Trandfer der enzymatisch
aktiven Doménen ins Zdlinnere zu erziden.

Alle bisherigen Untersuchungen  Uber  zdlulde  Aufnahmemechanismen  unterschiedlicher
Trojanischer Peptide zeigen, dald en Protentrandfer sowohl in die Zdle hinein as auch aus
dar Zdle heraus moglich id. Deshdb kann die toxinegene Trandokationssequenz (zur
Reduktion der Kongruktgrof3e) nur dann gegen ein wesentlich kleineres Transferpeptid
ausgetauscht werden, wenn sichergestellt wird, dal3 der Transport nur unidirektiond in die
Zdle hinein dattfindet. Um dies zu erreichen, sollten Toxin und Transfersequenz mittels einer
cytosolisch spdtbaren Einhat (CCU oder CSP im Fdle enes cytosolisch spatbaren Peptid-
linkers) verbunden werden, nach deren Spdtung ein Verbleb der kataytischen Doméne im
Cytosol garantiert werden kann.

Zur Vemedung unewinschter Effekte auf andere Zdlen war be Subgtitution der toxin-
eigenen Trandferdoméane ebenfals darauf zu achten, dal3 das Trojanische Peptid erst nach der
zidzdlspezifischen Bindung aktiviert wird. Dies sollte durch Einfigen einer endosomd spdt-
baren Einheit (ECU oder ESP im Fdle enes endosoma spatbaren Peptidlinkers) zwischen
Ligand und Trandersequenz gewdhrleistet werden. Da bidang nur fur solche Kongrukte en
Transfer gezeigt werden konnte, in denen das Trojanische Peptid entweder N oder C-termind
der zu tranderierenden Sequenz angeordnet war (in manchen Fdlen mit Tag), sollte ene
direkte Trandokation durch die Cytoplasmamembran durch die Bindung der Toxindoméane
eénesats und der zidzdlspezifischen Doméne anderersaits verhindert werden. Erst mit der
Spdtung der ECU in den Endosomen sollte die Transfersequenz aktiviert werden und somit
eine Imitation des Aufnahmemechanismus von Proteintoxinen mit A-B- Struktur erméglichen.

Der molekulare Aufbau der zu entwickenden Immunoadaptertoxine und en Moddl fir deren
zdlul&ren Aufnahmemechanismus sind schematisch in Abb. 1-8 dargestellt.

Als tumorspezifisches Zidsysem ollte im Rahmen diesr Arbeit der Transferrinrezeptor
herangezogen werden, der ds auf Tumorzellen stark exprimierter Endocytoserezeptor en
ausgezei chnetes Modd lantigen dargtellt.

Mit der Entwicklung enes molekularen Adapters — bestehend aus ener toxinunabhéngigen
Membrantransfersequenz, die von ener cytosolisch und ener endosoma spdtbaren Einhat
flankiert wird — werden somit gleich mehrere Moglichkeiten zur Optimierung  herk&mmlicher
Immunotoxine genutzt. Die GrolRenreduktion der Toxindoméne zusammen mit der Simulation
des natlrlichen Trandokationgorozesses von Proteintoxinen machen ene effiziente zdlulére
Aufnehme wahrschenlich, wobe die Effektivitdt der Toxindoméne zusdzlich durch ihre
Akkumulation im Cytosol erhoht wird. Ferner bietet ein solcher Adapter die Moglichket, die
weiteren Bestandteile des Kongtruktes, namlich die cytotoxisch aktive Doméne und / oder den
tumorspezifischen Liganden, rdaiv enfach auszutauschen. Dies emdglicht sene breite
Anwendung sowohl fir unterschiedliche Cytotoxine und Liganden ds auch im Rahmen vdllig
anderer Drug-Targeting-Konzepte, wie z. B. Enzymsubdtitution oder Gentranfer.
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Abb. 1-8: Molekularer Aufbau eines Immunoadaptertoxins und potentieller Mechanismus der zellu-
laren Aufnahme — A Darstellung des Gesamtkonstruktes, bestehend aus der rein katalytisch aktiven
Doméne eines Proteintoxins (welche ohne Trandokationsdoméne nicht in die Zelle aufgenommen
wird), dem Adapter und einem tumorspezifischen Liganden. ECU steht fir endosoma spatbare und
CCU fur cytosolisch spaltbare Einheit. B Zdluldrer Aufnahmemechanismus. (1) Bedingt durch den
tumorspezifischen Liganden bindet das Gesamtkonstrukt an den Rezeptor und wird mit diesem
zusammen endocytiert. (2) Ein direkter Transfer des Konstruktes durch die Cytoplasmamembran ist
ohne Rezeptorbindung und Endocytose nicht moglich, da die Transfersequenz zunéchst durch ihre
Substituenten an beiden Seiten blockiert wird. (3) In den Endosomen kommt es durch den erniedrigten
pH-Wert oder durch Proteolyse zur Abspaltung des tumorspezifischen Liganden (Spatung der ECU)
und damit zur Aktivierung der Membrantransfersequenz, die nachfolgend (4) fir den Transport der
katalytischen Doméne ins Cytosol verantwortlich ist. (5) Nach Abspatung der Transfersequenz
(Spatung der CCU durch Proteolyse oder reduktiv) akkumuliert die toxische Doméne im Cytosol, da
se nicht mehr membrangdngig ist (6). Angelangt an ihrem Wirkort, dem Cytosol, vermittelt die
toxische Doméne eine Inhibition der Proteinbiosynthese, die schliefdich zum Zdltod fihrt.



