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2. Einleitung

2.1. Epidemiologie der Krebserkrankungen

Bdsartige Erkrankungen stellen nach den Erkrankunigs Herz-Kreislauf-Systems die
zweithaufigste Todesursache in westlichen Landarnlchut Bundesamt fur Statistik sind im
Jahr 2000 pro 100 000 Einwohner 8576 Manner und66%3auen an malignen
Tumorerkrankungen verstorben. Vor ungefahr 25 Jalwarden verschiedene wirksame
Polychemotherapie-Schemata eingefuhrt, mit denelnrene maligne Erkrankungen geheilt
werden konnen. Jedoch ist selbst unter Ausscho@legtherapeutischen Mdaglichkeiten wie
chirurgischer Behandlung, Chemotherapie, Strahégafhe oder Hormontherapie die
Prognose fiur viele Tumorerkrankungen weiterhin escii. So weist zum Beispiel das bei
Frauen am haufigsten vorkommende Mammakarzinom eiftreten von Fernmetastasen
eine 5-Jahres-Uberlebensrate von weniger als 10%&u das bei Mannern am haufigsten
auftretende Bronchialkarzinom ergibt sich aufgruleadt oftmals vorliegenden Inoperabilitat
bei Diagnosestellung mit einer 5-Jahres-Uberlelzasvon 8-15% eine noch schlechtere
Prognose (Zeitschrift: ,Krebs in Deutschland”; Aitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener
Krebsregister in Deutschland in Zusammenarbeitdam Robert-Koch-Institut, 4. Ausgabe,
2004). Im Vordergrund der Tumorforschung steht aldee Entwicklung neuer

Therapiestrategien und Behandlungs-Schemata.

2.2. Tumorimmuntherapie als Therapieoption

Es gibt verschiedene Arten der Behandlung bdsartigekrankungen. Chemotherapie,
Bestrahlung und chirurgische Therapie gehdren zon kienventionellen Strategien der
Tumorbehandlung. Oftmals reichen diese Verfahrerefiie Heilung der Tumorerkrankung

jedoch nicht aus. Eine der neuen Therapieoptiodenaufgrund der molekularbiologischen
Entwicklungen der letzten Jahre méglich erscheimstrmie Immuntherapie von Tumoren.

Die Tumorimmuntherapie soll das Immunsystem deseah beeinflussen, so dass der
Tumor von den korpereigenen Abwehrkraften erkamat bekampft wird (Paukovits et al.,

2004).

Dabei wird zwischen aktiver und passiver Immurdbér unterschieden:
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2.2.1. Aktive Ansatze - Tumorvakzinierung

Ein vielversprechender Ansatz der Immuntherapiedist Vakzinierung. Bei der aktiven
Immuntherapie wird die Vakzinierung mit tumorassazen Peptiden oder Proteinen
angestrebt, die im Korper -wie es flur virale Pnogeibekannt ist- eine integrierte
Immunantwort gegen den antigentragenden Tumor iederz sollen. Die Basis fir diese
aktive Immuntherapie bildet die Identifikation vdomorassoziierten Antigenen (TAA),
welche durch verschiedene menschliche Tumorartpnretert werden (Wang et al., 2005).
Bei der Vakzinierung werden die TAA Uber MHC Klasseund MHC Klasse Il auf
antigenprasentierenden Zellen (APC) dargestelltrdéfe diese durch spezifische T-Zellen
erkannt, kann so eine aktive Immunantwort inddziexd dadurch die Tumorzellen zerstort
werden (Satthaporn et Eremin, 2001). Der Einsatz \dakzinierung fur die Therapie
unterschiedlicher Tumoren wie beispielsweise beldB-Lymphomen (Adam et al., 2007),
Brustkrebs (Allan et al., 2004) oder bei Hirntumo(&oling et Rainov 2001) ist momentan
zum Teil noch in der Erprobung und zeigt bereitétne@iehende Ansatze: Beispielsweise ist
HER2/neu ein uUberexprimiertes Antigen auf Brustkmstlen. Zwei kombinierte Vakzine
gegen HER2/neu aktivieren bei Mausen, geimpft nnitskrebszellen, die zelluldre und die
humorale Immunantwort, und die mittlere Uberlebatesivar bei diesen Mausen signifikant

hoher als bei der Kontrollgruppe (Orlandi et a00?2).

Um eine humorale oder zellulare Immunantwort gedgm Tumor hervorzurufen, sind derzeit
Tumorzellen oder Tumorzellextrakte, gen-modifizerfumorzellen, Hitzeschockproteine
oder tumorspezifische Peptide als Vakzine in Erpngp(Liao et al., 2006). In einer Studie
wurden 42 Patienten mit metastasiertem malignenaiMeh mit Hitzeschockproteinen
immunisiert, woraufhin 18% der Patienten eine lanbaltende klinische Antwort zeigten (2
Patienten mit kompletter Remission, 3 Patienten stabiler Erkrankung) (Parmiani et al.,
2002).
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2.2.2. Passive Ansétze - monoklonale Antikdrper

Seit einigen Jahren sind monoklonale Antikorper a@im Gebiet der Onkologie im
therapeutischen Einsatz. In der Klinik findet maerzeéit zur Behandlung maligner
Erkrankungen durch passive Immuntherapie native adeToxine gekoppelte monoklonale
Antik6rper. Der Vorteil dieser monoklonalen Antip@&r ist der unterschiedliche
Wirkmechanismus und die unterschiedlichen Nebenwigen im Vergleich zur Standard-
Chemotherapie. Wahrend die Chemotherapie vor glietiferierenden Zellen angreift und
deshalb auch oft normale Korperzellen schadigt,nkalle Immuntherapie spezifisch

Tumorzellen angreifen (Paukovits et al., 2004).

Ein erfolgreiches Beispiel fir den Einsatz monoklen Antikdrper in der Klinik ist der
humanisierte monoklonale Antikérper Trastuzumab rédptin®). Er ist gegen den
HER2/neu Membranrezeptor gerichtet, der bei etwa aer Mammakarzinom-Patientinnen
Uberexprimiert vorliegt. In einer Studie, in dera$tuzumab kombiniert mit Chemotherapie
bei Patientinnen mit Mammakarzinom eingesetzt wuveeren das mediane Uberleben, die
mediane Zeit zur Progression und die mediane DaesrAnsprechens signifikant verlangert
(Raab et al., 2001).

Ein weiteres Beispiel ist der monoklonale Antikdrgeituximab (Mabthera®), ein anti-
CD20-Antikorper, der zur Behandlung von B-Zell-NBwdgkin-Lymphomen (B-Zell-NHL)
eingesetzt wird. In einer Studie wurde die Wirksarhkiner Chemotherapie nach dem CHOP
—Schema in Kombination mit und ohne Rituximab (Nt&iba®) getestet. Dabei traten in der
Kombinationsgruppe bei 93,8% der Patienten eine i&om auf, in der
Chemotherapiegruppe waren es nur 75% (Wu et ab5)2@Rituximab in Kombination mit
sechs Zyklen CHOP ist eine effektive Behandlunguiige Patienten mit diffus-grof3zelligen
B-Zell-Lymphomen (Pfreundschuh et al., 2006). B&¥/der Patienten, die mit dem CHOP-
Schema in Kombination mit Rituximab behandelt wardear nach drei Jahren noch kein
Rezidiv des B-Zell-Lymphoms aufgetreten. In der gleichsgruppe ohne Rituximab hatten
nur 59% der Patienten noch kein Rezidiv nach dmbreh. Auch in anderen Studien zeigte
sich, dass die Kombination von Rituximab und Chdra@peutika wie Vincristin und
Cyclophosphamid bei Patienten mit fortgeschritteBefell-NHL in der Lage sein kann, eine

komplette Remission zu bewirken (Lazzarino et240Q5).
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2.3. Die Herstellung monoklonaler Antikdrper

Monoklonale Antikérper sind Immunglobulin-Molekilemit spezifischen Antigen-

Bindungsdoménen in der hypervariablen Region, dim einem definierten Zellklon

produziert werden (Bokemeyer et Panse, 2005). Edifvickelten Kohler und Milstein die

Hybridomtechnik, mit der man eine homogene Antiledpopulation von bekannter Spezifitat
herstellen kann (Kohler et Milstein 1975).

Urspriinglich wurden therapeutische Antikérper dudammunisierung von Mausen mit
humanen Antigenen gewonnen und hatten entspredhendnogene Epitope (Borchman et
al., 2001). Murine Antikorper fuhrten haufig zurld®ing von HAMA (human anti mouse
antibodies) durch Aktivierung des humanen Immuresyst (Schaeffer et al., 2001). Deshalb
wurden mit Hilfe gentechnischer Methoden die kom&@a murinen Domé&nen des
Antikorpers durch humane ersetzt, die variablen Baanm blieben murinen Ursprungs, das
Konstrukt wird als chimarer Antikorper bezeichnigofrison et al., 1984). ReoPro® kam als
einer der ersten chimaren Antikérper 1994 auf denkit) auch Mabthera® ist ein chimarer
Antikdrper. Doch auch hier wurde das Auftreten vBIACAs (human anti-chimeric
antibodies) beobachtet (Bell et Kamm, 2000).

Um die murine Komponente des Antikérpers weitermaimimieren, wurden humanisierte
Antikdrper konstruiert (Jones et al., 1986). Inséie Antikbrpern wurden nur die CDR-
Schleifen, die fur die Antigen-Bindung verantwantti sind, in den humanen Antikorper

eingebaut, wie beispielsweise bei Herceptin®.

Wahrend die Produktion muriner Antikdrper mittlerl@eRoutine ist, war die Produktion
vollstandiger humaner Antikorper mittels Hybridowtiaik schwierig, da humane Hybridome
nicht genug stabile Antikdrper produzierten (Saieg Kim et al., 2005). Daraufhin wurden
neue Methoden zur Herstellung humaner monoklonadetikdrper entwickelt, wie

beispielsweise die Phagen-display Technologie uied Rtoduktion kompletter humaner
Antikoérper durch transgene humane Mause (Sanz .et2@0D5). Rekombinante Phagen-
Display-Bibliotheken erlauben die Konstruktion uBdlektion von humanen monoklonalen
Antikdrpern beliebiger Spezifitat (C. Dantas-Barbat al., 2005). Dies wird auch bei der

Produktion der Antikdrper durch transgene humaneiddaerreicht (Hudson et al., 2003).
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Hier wird die fur Immunglobuline kodierende DNA dbftause durch humane Sequenzen
ersetzt (Tomizuka et al., 2000). Durch diese humaAatikorper wurden allergische

Reaktionen des Patienten stark reduziert. Jedodbgtezesich bei diesen humanen
monoklonalen Antikérpern, die nicht in menschlict#ilen produziert wurden, teilweise ein
Versagen in ihrer Funktion, das Immunsystem zuvadtgn. Ein Ziel ist es, therapeutische

Antikorper aus menschlichen B-Zellen zu gewinnean(lLi et al., 2006).

2.4. Die Bedeutung monoklonaler Antikdrper

Wie schon im vorherigen Abschnitt erwdhnt, werdeonoklonale Antikdrper von einem
einzigen B-Zellklon produziert. Diese AntikOrperigen einige positive Aspekte in der
Therapie maligner Erkrankungen. Wahrend konvenlien€hemotherapien vor allem
proliferierenden Zellen angreifen, binden entspeecle Antikbrper an Oberflachenantigene,
die auf gesunden Zellen weniger haufig exprimieerden, als auf Tumorzellen. Dadurch
sind die Auswirkungen der Antikorper auf gesunddlede wesentlich geringer als auf
Tumorzellen, wodurch eine hohere Effektivitat uretiggere Nebenwirkungen der Therapie
entstehen (Mohindru et al., 2005). Ausserdem basitzAntikGrper ein anderes
Nebenwirkungsspektrum und vereinen in einer Kontmna mit Chemotherapie

synergistische Therapieeffekte bei unterschiedtichexizitaten.

Neben ihrer Spezifitdit sind weitere Vorteile der noklonalen Antikorper ihre lange
Halbwertszeit und ihre Wirkung tber unterschiedidytotoxische Mechanismen (Lazar et
al., 2006). Unterschieden werden unkonjugierte kodjugierte monoklonale Antikorper
(mAK).

2.4.1. Unkonjugierte monoklonale Antikdrper

Passive Immuntherapie mit unkonjugierten monoklemaRntikorpern ist eine etablierte
Methode in der Krebstherapie, obwohl in den meistédllen der genaue
Wirkungsmechanismusin vivo nicht bekannt ist (Stern et al., 2005). Als
Wirkungsmechanismen von unkonjugierten Antikorpdrskutiert man direkte Effekte auf

die Tumorzelle — Blockade von Wachstumsfaktorenr ddduktion von Apoptose — und
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indirekte, Uber das Immunsystem vermittelte Mectraein, wie komplement - (CDC -
.complement-dependent cytotoxicity*) oder zellulgermittelte Zytotoxizitdt (ADCC -
»=antibody dependent cellular cytotoxicity”) (Dillma1994). In einer Studie wurde gezeigt,
dass der Gangliosid GD2 spezifische monoklonaledMg®2-Antikérper sowohl ADCC als
auch CDC auslosen kann. Dieser Antikdrper hat @imeliche Aktivitat wie der humane
lgG1-Antikdrper, der am haufigsten verwendete Igotghimarer und humanisierter
monoklonaler Antikérper in der Tumortherapie (Ireéil., 2005).

Fur die Wirksamkeit monoklonaler Antikérper ist dieBDCC einer der wichtigsten
Mechanismen (Graziano et Ranger, 1987). Zur Reduig von Effektorzellen missen die
Antikorper mittel ihres konstanten Fc-Teils an sfigzhe Rezeptoren (Fc-Rezeptoren) auf
zytotoxischen Zellen binden (Repp et al., 2001)e @in die Tumorzelle gebundenen
monoklonalen Antikérper kénnen mit ihrem Fc-Antdieispielsweise gleichzeitig an
naturliche Killerzellen binden, wodurch diese aildiv werden und Iytische Enzyme
freisetzen. Dadurch werden die Tumorzellen permeab®wl es kommt durch osmotische
Schwellung zur Lyse der Zelle.

Die CDC verlauft abhéangig von der Bindung zweieig@olekile des Komplementsystems
an den Gelenkteil und die CH2-Region des Antikpé&urch den Antigen-Antikorper-
Komplex kommt es zu Konformationsanderungen in aehesAntikbrperregionen, und
Komplement-Faktoren kdénnen gebunden werden (Klgirale 1981). Die Tumorzellen

werden nun durch die in Gang gesetzte Komplemekuakkeslysiert.

Alemtuzumab (Mabcampath®) und der oben schon ergahintikorper Rituximab

(Mabthera®) sind Beispiele fiir unkonjugierte momwidle Antikérper. In der Behandlung
von B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen oder der B-CLL (ohisch lymphatische Leukamie)
mit dem monoklonalen Antikdrper Rituximab (Mabth®)jazeigte sich nach Infusion des
Antikdrpers eine schnelle B-Zell Elimination ausvd®lutstrom, was auf die komplement-
vermittelte Lyse und/oder Phagozytose der B-Zefigtiels eines F¢Rezeptors auf Zellen
des Monozyten-Makrophagen-Systems zurtickzufihren (iennedy et al.,, 2004).
Alemtuzumab (Mabcampath®) ist gegen das CD52-Antigerichtet und wird ebenfalls in
der Therapie der B-CLL eingesetzt. In Anwesenheiin vKomplement-Faktoren ist
Alemtuzumabin vitro in der Lage, 80% aller malignen B-Zellen mittelermplement-

vermittelter Zytotoxizitdt (CDC) zu lysieren, wahrke seine zytotoxische Aktivitat in

Abwesenheit von Komplement-Faktoren sehr gerin{@stay et al., 2004).
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2.4.2. Konjugierte monoklonale Antikdrper

Das Leitprinzip der konjugierten monoklonalen Aitiger (mAK verbunden mit Toxinen
oder Medikamenten) ist die spezifischere Wirkungt dwmorzellen mit reduzierten
systemischen Nebenwirkungen, die die Antikorper oasten héatten (Ortin, 2005).
Gemtuzumab ozogamicin (GO, Myelotarg™) ist ein nidowaler anti-CD33 IgG4,
konjugiert mit dem Zytostatikum Calicheamicin (Zegt al, 1988). Er wird in der
Rezidivtherapie der CD33-positiven akuten myelagscheukamie von Patienten &lter als 60
Jahre erfolgreich eingesetzt, anndhernd 25% deerfa sprachen auf diese Therapie an
(Bross et al., 2001). Der Antikorper bindet spezifi an CD33-positive Zellen, dringt in die
Zelle ein und gibt das Toxin Calicheamicin erstdar Zelle ab, wodurch systemische
Nebenwirkungen des Zytostatikums reduziert werdamkn (Tsimberidou et al., 2005). Das
CD33-Antigen besitzt zwei tyrosinspezifische Immereptoren (,immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motifs (ITIM)) in der zytoplasm&then Region, diese Rezptoren
kontrollieren die Internalisation der an CD33 getemen Antikdrper in die myeloischen
Zellen (Walter et al., 2005).

2.5. Struktur und Funktion von Antikdrpern

Das Immunglobulin (Ig) Molekll besteht aus schweramd leichten Ketten, die Uber
Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Man rkemwei Hauptgruppen der leichten
Ketten  und ) und finf Hauptgruppen der schweren Ketteny| y, 6 unde) (Martin,
1969). Die leichten Ketten sind allen Hauptgrupden Antikorper gemeinsam. Es existieren
funf unterschiedliche Ig-Isotypen, die durch demdtanten Teil ihrer schweren Kette
voneinander unterschieden werden (Davis et al.8)198

Antikdrper konnen auf drei verschiedenen Wegen Imumunitat beitragen: Sie kdénnen
Pathogene neutralisieren, sie konnen durch Opsowedie Phagozytose unterstiitzen, und

sie kbnnen das Komplementsystem aktivieren.



EINLEITUNG 11

2.5.1. Der IgG-Antikorper
™ . ;
w 2 v

Abbildung 1: Die Struktur eines IgG-Antikorpers, diiiziert nach Kim, Park, Hong, Molecules and Cell8, 2005

Ein IgG-Molekul besitzt zwei leichte und zwei schheveKetten (Isotypy) in aquimolaren
Mengen. Die leichten Ketten haben ein Molekulargéivivon je 22 kDa, die schweren je 50
kDa. Das Gesamt-IgG Molekul hat somit ein Molekgiwicht von ca. 144 kDa. Die leichten
Ketten bestehen aus einer variablen und einer &otest Region, die schweren Ketten haben

eine variable und drei konstante Regionen (CH1, ,GHZ23).

Funktionell teilt man Antikdrper in eine konstaike) Region und in zwei Antigen-bindende
Regionen (Fab) ein. Die variablen Anteile der sataweund leichten Kette in der Fab-Region
sind fur die Antigen-Bindung zustandig. Die antigendenden Stellen bilden hypervariable
Schleifen, die sogenannten Komplementaritat-deteer@nden Regionen (CDR), da sie zur
antigenen Determinate komplementar sind (Sang HKiock et al., 2005). Die Fc-Region
vermittelt die Funktion des Antikdrpers, die ADC@dudie CDC.

Vier verschiedene Subklassen der humanen IgG-Améd (IgG 1-4) sind bisher
beschrieben, die sich in Ldnge und Struktur ihretetkteils (hinge region) unterscheiden
(Michaelsen et al., 1994). Ein gemeinsames MerlkdrallgG-Isotypen ist, dass jede schwere
Kette einen Kohlehydratrest an Asn 298 in CH2 kgsder wichtig fur die Funktion des
Antikdrpers ist (Braun et al., 1992). IgG1 und Ig&iBd wesentlich effektiver als 1I9gG2 und
lgG4, die erste Komponente des Komplementsystembirmden und dieses zu aktivieren

(Bredius et al.,, 1992). Der IgG1l-Antikorper ist dééufigste Isotyp im Blut und
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extrazellularen Flussigkeiten des Menschen und karmeauch der IgM-Antikorper, effizient

das Komplementsystem aktivieren.

2.5.2. Der IgM-Antikorper

Abbildng 2: Die mdgliche Struktur eines IgM-Antilgirs, links als Hexamer, rechts als Pentamer, maif nach
Wiersma, Collins, Fazel, Shulman, The Journal of imatogy, 160, 1998

IgM-Antikorper sind die ersten bei einer Immunreakt produzierten Antikorper. Sie

bestehen wie alle Antikdrper aus schweren (Isotypupd leichten Ketten und liegen im

Serum, im Gegensatz zu den IgG-Antikérpern, hagpts# als Pentamer vor, kénnen aber
auch als Hexamer vorkommen (Hughey et al., 19%)ed IgM-Monomer ist im Aufbau den

lgG-Antikdrpern ahnlich, aber anstelle der Geleglor besitzt es eine weitere Domane,
besteht also aus vier konstanten Regionen (CHIrd)ist dadurch weniger flexibel als 19gG

(Poon et al., 1995).

IgM als Pentamer besteht aus fiunf monomeren Umnieeéen, die durch Disulfidbindungen

kreisformig angeordnet sind (Davis et al., 1988 [@ichten Ketten sind ahnlich denen des
lgG-Molekiils, die schweren Ketten haben ein Molekugwicht jeweils zwischen 65 und 67

kD, sie besitzen mehr Kohlenhydrat- und Neuramiresinteile als die des 1gG-Molekils

(Martin, 1968). Als Pentamer haben sie dann eineidhrgewicht von ca. 900 kDa.

In einer Studie mit chimaren IgM-Antikdrpern zemgteich zwei Hauptunterschiede zwischen

IgM in der Form eines Pentamers und IgM als Hexamestens findet man im Pentamer eine
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J-Kette, im Hexamer nicht, und zweitens aktivierasdHexamer das menschliche
Komplementsystem 4-13-fach effektiver als das Reata(Collins et al., 2002). In anderen
Studien wurden die von menschlichen B-Zellen seedgan IgM-Antikdrper beziglich ihrer
Fahigkeit, das Komplementsystem zu aktivieren, sjete In verschiedenen Lyse-Assays
aktiviert IgM als Hexamer das Komplementsytem 2thfaffektiver als IgM als Pentamer
(Davis, etal., 1989).

Die J-Kette, eine Polypeptidkette von 15 kDa, regtldie Struktur und Funktion der
polymerisierten IgM-Molekile (Randall et al., 1992ind verbindet tber Disulfidbriicken
funf Monomere zu einem IgM-Pentamer. Durch die Bimgl von IgM an die J-Kette werden
die Disulfidbindungen des Antikorpers beeinflusatiwdadurch deren zytolytische Aktivitat
behindert (Wiersma et al., 1998). Clq, das erstgelPr der Komplementkaskade, ist ein
hexameres Molekil (Svehag, S.E., 1972). Es ist iwiigllass der Fc-Teil des hexameren IgM
deshalb besser geeignet ist, das C1g-Molekil ziebifRandall et al., 1990).

2.6. Das Komplementsystem

Einer der Hauptmechanismen in der Wirkung monokemantikorper in der Krebstherapie
ist die Aktivierung des Komplementsystems (Ragupettlal, 2005). Das Komplementsystem
besteht aus Proteinen, die im Serum oder auf Zaffigichen vorkommen, und die in der
Lage sind, in den Organismus eingedrungene Frerpdkau inaktivieren. Es wird Uber den
klassischen, den alternativen oder den Lektin-Wetyiart. Der alternative Weg wird durch
die Bindung einer spontan aktivierten Komplementgonente an die Oberflache eines
Pathogens ausgeldst, der Lektin-Weg durch Bindumg winem Serumlektin, dem
mannanbindenden Lektin (MBL), an mannosehaltige |&atydrate auf Mikroorganismen
und der klassische Weg durch Antigen-Antikorper-bteme (Richiani et al., 2005). Jeder
dieser Wege fuhrt zur Bildung eines C3-Konvertaseadlexes an der Oberflache der
Zielzellen.

Die Komplementkaskade Uber den klassischen Wegtffistatt, wenn C1g an den Fc-Teil der
sich im Komplex mit dem Antigen befindlichen Antigp@&r bindet (Hughes-Jones, Gardner
1979). Zusammen mit zwei Serinproteasen, C1r unsl Gidet C1g den C1-Komplex, die
erste  Komponente des Komplementsystems (Idusogiealgt 2000). Clqg ist ein
Glykoproteinkomplex mit einem Molekulargewicht voa. 410 kDa, der im menschlichen

Serum in einer Konzentration von ca. 70 pg/ml egtliCooper, 1985).
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Die CH2-Domaéane der schweren Kette des Antikorpargerantwortlich fur die Bindung des
ersten Komplementfaktors und der darauf folgendemplementaktivierung (Mi-Hua Tao et
al.,, 1993). Binden IgG- oder IgM-Antikrper an ein@umor-) Zelle, werden die
Kohlehydratketten der CH2-Doméne des  Antikorper@kols durch  eine
Konformationsdnderung fir das Komplementsystem rzgigéh gemacht, C1 bindet an die
CH2-Doméane, wund mehrere Antikorper werden Uber dé&il-Komplex des
Komplementsystems miteinander verbunden (Bokemelanse, 2005). Aktiviertes C1ls
spaltet C4, C4b bindet an das Pathogen und bin2leC€ wird auch von C1ls gespalten und
es entsteht der C4b2a-Komplex, die C3-Konvertase.gebildete C3-Konvertase schneidet
C3 in C3b, die Haupteffektorkomponente des Komplasystems, und in C3a. C3b ist
einerseits als Opsonin an den pathogenen Zellemngelm und aktiviert Makrophagen,
Granulozyten und B-Zellen zur Elimination der Imrkamplexe, andererseits aktiviert es
weitere Komplementkomponenten zur Bildung des Memdngriffkomplexes (del Conde et
al., 2005).

C5 wird durch die C5-Konvertase in Cb5a und C5b gkep. C3a und Cba sind
Anaphylatoxine. C5b bindet an C6, und zusammerQ#hjtC8 und C9 bildet sich ein stabiler
Komplex, der Membranangriffskomplex, der die Zemst@ der Zellmembran verursacht und
zur Lyse der Zelle fuhrt (Goldlust et al., 1974).
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Abbildung 3: Die Komplementkaskade, modifiziert h&méarta

Die Effektivitat der komplementvermittelten Tumoligse ist abhangig von den

verschiedenen Klassen und Subklassen der Antikomyoedt deren unterschiedlichen
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Fahigkeiten, das Komplementsystem zu aktivieren g(Rathi et al., 2005). Die

Komplementaktivierung wird initiiert, wenn Antikoep im Antikorper-Antigen-Komplex an

Clq, der ersten Komponente des klassischen Wege&ataplementaktivierung, binden.
Diese Antikdrper kdnnen entweder IgM- oder IgG-Kitper sein. IgM-Antikérper kénnen
teilweise effizient das Komplementsystem aktivieredhrend bei den 1gG-Antikérpern nur
die Subklassen IgG1 und IgG3 fahig sind, das Komplasystem effizient zu aktivieren, bei
vergleichbarer Affinitat der Antikorper (Ragupasttial., 2005).

Die Bindungsenergie, die fur eine C1-AktivierungaulgG-Antikdrper-Antigen-Komplexe

erforderlich ist, wird nur erreicht, wenn mehreg&iMolekile an ein C1-Molekll binden,
wahrend das Anheften von C1 an einen einzigen asr4 vorliegenden IgM-Antikorper-

Antigen-Komplex zur Komplementaktivierung fuhrt @oet al., 1998).

2.7. CD33-Antigen

Das CD33-Antigen ist ein Typl-Transmembran-Sialkgprotein mit einem
Molekulargewicht von 67 kDa. Es wurde durch den akbonalen Antikdrper anti- MY9
identifiziert (Griffin et al., 1984). Die Expressiales CD33-Antigens zeigt sich physiologisch
auf mehreren hdmatopoetischen Vorlauferzellen,\arsktufen von Myelo-Monozyten und
reifen myeloischen Zellen, aber nicht auf normalpluripotenten hamotopoetischen
Stammzellen (Andrews et al., 1983; Andrews et B986). Allerdings exprimierten die
Leukamiezellen bei 85 bis 90% der Patienten mitexkmyeloischer Leukamie das CD33-
Antigen (Dinndorf et al.,, 1986). Durchflusszytom&the Untersuchungen zeigten
durchschnittlich 10380 CD33 Molekule pro leukdmechBlast im Knochenmark und 9175
Molekile pro Blast im peripheren Blut (Jilani et, &002). Daher wurde dem CD33-Antigen
eine wichtige Rolle als Tumor-assoziiertes Antigeigeschrieben, und es wurde ein Ziel fur
die Therapie der akuten myeloischen Leukdmie mihektonalen Antikdrpern (Ravandi et
al., 2004).

Wie schon oben beschrieben ist Mylotarg® ein komgagr monoklonaler Antikdrper, dessen
Zielantigen das CD33-Antigen auf Leukamiezellen. iEr wurde im Mai 2000 zur
Behandlung von Patienten mit CD33-positiver akutgyeloischer Leukadmie zugelassen
(Roman et al., 2005).



EINLEITUNG 16

2.8. Ziel der Arbeit

Als recht viel versprechendes Therapieverfahrerlt sthie Immuntherapie eines der
Hauptziele in der Tumorforschung der letzten Jdimize dar. Um die bisher erfolgreiche
Immuntherapie mit monoklonalen Antikdrpern vorameilten, ist die Entwicklung weiterer

monoklonaler Antikdrper unerlasslich.

Ein Ansatz besteht darin, neben den momentan iKlil@k zugelassenen IgG-Antikdrpern,
IgM-Antikorper zu entwickeln, da diese das Kompletsgstem effektiver aktivieren. Somit
kbnnte man den Patienten mit einem Antikorper irsemtlich niedrigerer Konzentration
therapieren und dadurch auch die NebenwirkungenTterapie reduzieren. Das CD33-
Antigen stellt als ein Tumor-assoziiertes Antiganea wichtigen Angriffspunkt fur die

Therapie mit monoklonalen Antikérpern dar.

Ziel dieser Arbeit war es, einen monoklonalen IgMtikérper zu klonieren, transient zu
exprimieren und aufzureinigen. Im Anschluss dandolgte die funktionelle Testung dieses
Antikdrpers auf seine Fahigkeit, spezifisch an @&33-Antigen von CHO-Zellen zu binden
und diese durch Aktivierung des Komplementsystemiysieren. Verglichen wurde der anti-
CD33-IgM-Antikorper mit einem anti-CD33-1gG-Antikger.



