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Anwendungsgebiete fiir rekombinante
Antikorper

5.1 Bessere Werkzeuge fiir Forschung und Diagnostik
5.1.1 Antikorper sind die Basis fiir viele klassische Assays

Antikorper werden seit Jahrzenten in zahlreichen unterschiedlichen Assays eingesetzt.
Der wohl meistverbreitete Assay in der Forschung und Diagnostik ist der Immunblot,
auch haufig als Westernblot bezeichnet. Hier werden zuerst Proteine mittels SDS-PAGE
aufgetrennt, dann auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran {iibertragen und die
nachzuweisenden Proteine mit Hilfe eines Detektionsantikorpers gefirbt. Dazu wird ein
Enzym wie die Alkalische Phosphatase (AP) oder die Meerrettich-Peroxidase (HRP)
direkt oder iiber einen Zweitantikdrper an den Detektionsantikorper gekoppelt. Der visu-
elle Nachweis erfolgt mit einem Farbsubstrat oder Chemilumineszenz (Burnette 1981;
Schneppenheim und Rautenberg 1987).

Ein in der Diagnostik weit verbreiteter Assays ist der Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay (ELISA) (Engvall und Perlmann 1971). Je nach Aufbau des ELISA ist das
Antigen oder ein Antikorper auf einer Oberfliche in einer Mikrotiterplatte immobilisiert
und das Antigen oder der Antikdrper — meist Serum — wird nachgewiesen. Die Nach-
weismethoden sind hier sehr vielfiltig, es konnen fluoreszenzmarkierte oder enzym-
konjugierte Antikorper oder Antigene genutzt werden. Die Nachweismolekiile konnen
biotinyliert sein und dann mittels Streptavidin nachgewiesen werden. ELISA werden in
grofer Vielfalt klinisch genutzt, z. B. fiir den Nachweis von Antikoérpern gegen HIV, den
Nachweis des Tuberkulose-Erregers, den Nachweis von Allergenen (Schubert-Ullrich
et al. 2009) oder die Quantifizierung von Blutparametern wie C-reaktivem Protein (CRP)
(Highton und Hessian 1984).

Die Immunfirbung von Zellen (Immuncytochemie, ICC, im Laboralltag auch oft
Immunfluoreszenzfarbung genannt) und Geweben (Immunhistochemie, IHC) erlaubt
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dagegen eine oft beindruckende visuelle Darstellung eines Proteins in einer Zelle
(Beispiele: www.proteinatlas.org). Die Sichtbarmachung gebundener Antikorper erfolgt
dabei dhnlich wie beim Immunblot enzymatisch (typisch bei Gewebeschnitten), oder
wenn grofere Auflosung gewiinscht wird, durch Fluoreszenzfarbstoffe (meist bei Einzel-
zellbetrachtung). Die Methode, einen Fluoreszenzfarbstoff an Antikorper zu koppeln,
wurde wihrend des Zweiten Weltkriegs zum Nachweis von Pneumokokken entwickelt
(Coons et al. 1941).

Der Lateral Flow Assay ist ein Nachweissystem, das vielen Lesern in der Form des
Schwangerschaftstest bekannt ist. Bei diesem System wird das Probenauftragfeld des
Teststreifens mit einer Fliissigkeit, z. B. Blut oder Urin, benetzt, und das Zielmolekiil
(Analyt) iiber ein Sandwich-Antikorper-Testsystem nachgewiesen, z. B. beim Schwanger-
schaftstest das humane Choriongonadotropin (hCG). Der erste Antikorper ist meist mit
Gold markiert, bindet bereits im Probenauftragfeld an den Analyt und wird dann mit ihm
zusammen {ber die Kapillarwirkung durch den Nitrocellulose-Teststreifen gezogen. Der
zweite Antikorper auf dem Teststreifen ist immobilisiert und bindet an ein zweites Epi-
top des Analyts. Hierdurch wird der darin bindende Gold-markierte Antikdrper gefangen
und fiir das menschliche Auge sichtbar (Koczula und Gallotta 2016). Der Vorteil solcher
Schnelltests ist es, dass sie auflerhalb eines Labors, ohne trainiertes Personal und ohne
technische Gerite, genutzt werden konnen (d. h. am Point-of-Care). Beispiele fiir Late-
ral Flow Assays sind der Nachweis von Tuberkulose (Gonzalez et al. 2014), Ebola-Virus
(Phan et al. 2016), Kryptokokken bei einer Meningitis (Bahr und Boulware 2014), die
begleitende Diagnostik bei einer Therapie (Corstjens et al. 2013) oder der Nachweis von
Drogen im Speichel (Barrett et al. 2001).

Rekombinante Antikorper sind natiirlich mit all diesen klassischen Assays generell
kompatibel, wobei einige in den letzten Jahren durch speziell angepasste rekombinante
Antikorper verbessert werden konnten — hier besteht durch die Moglichkeit, bio-
chemische Parameter der Antikorper in vitro durch Antikorper-Engineering gezielt zu
verbessern und ggf. an bestimmte Assayformate anzupassen, noch viel Potenzial in der
Zukunft (einige Beispiele siehe folgende Abschnitte).

5.1.2 Besser definierte Antikorper fiir Forschung und Diagnostik’

Die momentan in den Katalogen von Forschungsreagenzien aufgrund der preis-
werten Herstellung immer noch vorherrschenden polyklonalen Antiseren sind Extrakte
aus dem Blut immunisierter Tiere und haben damit drei wesentliche Nachteile. Zum
einen sind sie nur begrenzt verfiigbar — ist das Serum eines Tieres aufgebraucht, kon-
nen die damit gemachten Experimente nie mehr reproduziert werden. Zum zweiten

Kapitel enthilt Material aus dem Artikel ,,Viele monoklonale Antikorper sind nicht monospezi-
fisch®, BioSpektrum, 4/2018, 395-397.
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sind die enthaltenen Immunglobuline stets unbekannte Gemische, womit das Risiko
unerwiinschter Nebenreaktivititen besteht. Im direkten Vergleich mit sequenzdefinierten
Antikorpern wird dies deutlich — so konnen polyklonale Antiseren z. B. Reaktivititen
auch in Proben zeigen, welche genetisch negativ fiir das Antigen sind (Beispiel: Russo
et al. 2018b).

Deshalb war die Entwicklung der Hybridomtechnologie (Abschn.2.3) ein
bedeutender Fortschritt. Ohne monoklonale Antikoérper aus Hybridomen wiirde die heu-
tige Immunologie nicht existieren, so wenig wie unzidhlige wichtige Beitrige zur Zell-
biologie, Molekularbiologie, Entwicklungsbiologie und Biochemie. Mit dem Beginn der
Nutzung rekombinanter Antikorper fiir die Therapie, getrieben von der Notwendigkeit,
humane Antikorpersequenzen fiir eine bessere Vertrdglichkeit im Patienten zu generie-
ren, begann man, Hybridome auch auf genetischer Ebene zu untersuchen. Seit dieser
Zeit gab es immer wieder anekdotische Befunde und Publikationen, die iiber Hetero-
genitit der Antikdrper-mRNA in Hybridomen berichteten. Ein systematischer Vergleich
der Antigenbindungssignale von Hybridom-Uberstinden monoklonaler Antikrper
gegeniiber der gleichen Konzentration von daraus mit Hilfe von Antikdrper-DNA-
Sequenzierung identifizierten rekombinant produzierten IgG erbrachte signifikante
Unterschiede (Bradbury et al. 2018). Die klonierten und rekombinanten Versionen hat-
ten in allen getesteten Beispielen eine hohere Affinitdt und weniger storende Neben-Re-
aktivititen, sie waren also sowohl affiner als auch spezifischer. Die Ursache dieses
Phinomens erklirt die Beobachtung, dass ein erheblicher Anteil (ca. 50 %) der Hybri-
dome Antikorper-mRNA mehrerer verschiedener IgG-Ketten enthélt. Davon sind viele
produktiv (in etwa 30 % der Hybridome), d. h. sie fithren zur Produktion einer zusétz-
lichen unerwiinschten Antikorperkette. Dann wird dementsprechend ein Gemisch von
IgG sekretiert, welches entsprechend der kombinatorischen Variationsmoglichkeiten
bei mehreren leichten und schweren Ketten (Abschn. 2.3.1) unterschiedliche Spezi-
fitditen — zum Teil sogar innerhalb eines IgG-Molekiils — enthélt. Dies hat bereits zu
Problemen bei der medizinischen Nutzung von hybridombasierten monoklonalen Anti-
korpern gefiihrt. Von 53 priklinischen Studien, welche jeweils als grundlegender Fort-
schritt in der Medizin angesehen wurden, erbrachte eine spitere Untersuchung lediglich
eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei sechs Studien, was die Autoren insbesondere
auf undefinierte Antikorper zuriickfiihrten (Begley und Ellis 2012). Besonders kritisch
sind solche undefinierten Reaktivititen, wenn mit Hilfe von Antikorperassays klinische
Behandlungsentscheidungen bei lebensbedrohenden Erkrankungen getroffen werden.
Ein eindrucksvolles Beispiel ist der Maus-monoklonale Antikorper 8F1, der zur Quanti-
fizierung des Tumormarkers excision repair cross-complementation group 1 protein
(ERCC1) fiir die Stratifizierung von Krebspatienten vor der Anwendung einer adjuvan-
ten Chemotherapie eingesetzt wurde (Vaezi et al. 2014). Es zeigte sich, dass vor allem
die Reaktion mit einem ganz anderen Antigen, der Cholinphosphat-Cytidylyltransfe-
rase, fiir die starke Reaktion im Tumorgewebe verantwortlich war. Eine Studie von 2008
beschreibt sogar, dass von 6000 untersuchten kduflichen Antikorpern weniger als 50 %
ihr Traget spezifisch erkennen. Nur sequenzdefinierte rekombinante Antikdrper werden
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deshalb die in naher Zukunft den erwarteten hoheren Standards bei der Dokumentation
der Identitit eines Reagens in Diagnostik und Forschung erfiillen konnen (Bradbury
und Pliickthun 2015). Sie erlauben erstmals eine unbegrenzte Reproduzierbarkeit der
erzielten wissenschaftlichen Ergebnisse, da polyklonale Antikorper ja stets durch die
entnommene Menge an Tierblut beschrinkt sind und viele der bis heute in akademi-
schen Projekten erzeugten Hybridomklone, welche monoklonale Antikorper produzie-
ren, ebenfalls nicht mehr verfiigbar sind, da ihre Aufbewahrung in fliissigem Stickstoff
aufwendig und teuer ist. Ein wichtiger Aspekt ist zudem, dass auch Forschungsanti-
korper heute komplett tierversuchsfrei erzeugt werden kénnen — so wurden in den letz-
ten Jahren in internationalen akademischen Konsortien mehr als 2500 monoklonale
rekombinante Forschungsantikorper mit Hilfe des Phagendisplays entwickelt. Insgesamt
gehort deshalb den stets von Anfang an sequenzdefinierten Antikdrpern auch in akade-
mischen Forschungsprojekten eindeutig die Zukunft. Mittlerweile werden sogar von
der Firma Abcalis ,,multi-monoklonale” Gemische von tierversuchsfrei hergestellten
sequenzdefinierten Antikorpern als Ersatz fiir die als Zweitantikorper heute noch weit-
verbreiteten polyklonalen Tierseren angeboten. Solche multimonoklonale Gemische
vereinen dadurch die Vorteile sequenzdefinierter Antikdrper aus dem Phagendisplay mit
dem Vorteil polyklonaler Antiseren, ihre Antigene an mehreren Epitopen (ergibt stirkeres
Signal) und meist auch in mehr Zustandsformen/Assays zu erkennen.

Bei allen therapeutischen Antikorpern gilt die Identitdtsdefinition iiber die Primér-
sequenz bereits seit mehr als 20 Jahren als unverzichtbar und selbstverstindlich. Es wire
zu wiinschen, dass zumindest auch die diagnostischen Tests in unserer Krankenver-
sorgung in Zukunft durch sequenzdefinierte Antikorper besser reproduzierbar gemacht
werden. Die technischen Voraussetzungen dafiir bestehen heute bereits.

5.2  Katalytische Antikorper: Antikorper konnen die Funktion
von Enzymen iibernehmen

Katalytische Aktivitdt ist von natiirlich vorkommenden Antikorpern bekannt. So haben
einige der fiir die Autoimmunkrankheit Systemischer Lupus erythematosus (SLE) typi-
schen Anti-Nucledr-Antigen-(ANA-)Autoantikorper DNA-hydrolysierende Aktivitit,
und das mit einer Umsatzrate, die sich durchaus mit der von Restriktionsendonucleasen
wie EcoRI messen kann (Shuster et al. 1992). Andere natiirlich vorkommende kata-
Iytische Antikérper hydrolysieren natiirlich vorkommende Peptide (Paul et al. 1989; Li
etal. 1995). Schon vor vielen Jahren postulierte Linus Pauling, dass Antikorper prinzi-
piell in der Lage sein sollten, die Funktion von Enzymen gezielt zu tibernehmen — dann
nimlich, wenn sie durch ihre Bindung den Ubergangszustand eines Molekiils bei der
Reaktion vom Zustand A zum Zustand B stabilisieren (Abb. 5.1). Sie setzen dabei die
fiir die Reaktion benotigte Aktivierungsenergie herab (Schultz und Lerner 1995). Sol-
che Antikorper werden auch abzymes genannt. Enzyme (und katalytische Antikorper)
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konnen die Aktivierungsenergie auf unterschiedliche Weise verringern, beispielsweise
indem sie dem Molekiil eine Entscheidungshilfe geben, welchen von vielen moglichen
Reaktionswegen es einschlagen soll. Wie sieht solch eine Entscheidungshilfe auf mole-
kularer Ebene aus? Ein organisches Molekiil hat meist sehr viele Moglichkeiten, seine
Atome im dreidimensionalen Raum anzuordnen. Durch die Brown’sche Molekular-
bewegung und Molekiilschwingungen dndert sich diese Anordnung zudem stindig.
Nur wenige dieser Konformationen aber werden eine Reaktion des Molekiils in eine
bestimmte Richtung ermdoglichen, d. h. zu einem gegebenen Zeitpunkt sind nur wenige
Molekiile tiberhaupt in der Lage, diese Reaktionsrichtung einzuschlagen. Durch die Bin-
dung an einen Partner wird die Zahl der moglichen Konformationen stark eingeschrinkt,
da bei vielen der moglichen Konformationen der Bindungspartner im Weg ist und fiir
die Auflosung dieser Bindung Energie aufgewendet werden miisste. Enzyme oder kata-
Iytische Antikorper als Bindungspartner beeintrachtigen nun vorzugsweise die Konfor-
mationen, die keine Reaktion des Molekiils zum Zustand B ermoglichen. Andererseits
werden moglichst wenige der Konformationen, die eine Reaktion ermoglichen,
behindert. Damit allein schon erhdhen sie die Reaktionsgeschwindigkeit oft betréchtlich.

Eine zweite Moglichkeit ist es, der Reaktion einen Weg zu bahnen. Ein kata-
lytischer Antikorper (oder ein Enzym) bietet dem Molekiil also einen alternativen Weg
an, beispielsweise indem er es (und sich selbst) ein wenig verdndert. Anschliefend
nutzt er die freie Energie, die bei der Reaktion entsteht, um seine alte Konformation
wiederzugewinnen.
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Hat die gewiinschte Reaktion nun stattgefunden, so sollte das Endprodukt den kata-
Iytischen Antikorper schnell verlassen konnen, damit der Reaktionszyklus mit einem
neuen Molekiil moglichst sofort wieder beginnen kann. Dieser Schritt bestimmt wesent-
lich die Umsatzrate der Reaktion. Wie findet man unter den vielen Milliarden ver-
schiedenen Antikorpern diejenigen mit katalytischer Aktivitdt heraus? Die schon von
Linus Pauling vorausgesagten Wirkprinzipien weisen dabei den Weg. Er postulierte, dass
Antikorper mit katalytischer Aktivitit den Ubergangszustand einer Reaktion stabilisie-
ren. Wenn es nun gelingt, ein moglichst genaues, stabiles Abbild des Ubergangszustands
zu synthetisieren, so miisste man eine Maus damit immunisieren konnen. Das Immun-
system der Maus bildet dann Antikorper gegen diesen Ubergangszustand. Unter die-
sen Antikorpern wiederum sollten sich auch die gewiinschten katalytischen Antikorper
befinden (Lerner et al. 1991). Eine Voraussetzung ist dabei natiirlich, dass der Uber-
gangszustand iiberhaupt bekannt ist und ein Analogon des Ubergangszustands synthe-
tisiert werden kann. Oft gibt die Natur dabei wieder einen Fingerzeig, denn man weif3
heute, dass viele Inhibitoren von Enzymen dem Ubergangszustand der katalysierten
Reaktion dhneln. Das Enzym bindet mit hoher Affinitdt an den Inhibitor, der im Gegen-
satz zu dem Substrat nicht umgesetzt wird und damit die Enzymaktivitit blockiert.
Nachdem eine Maus mit einem Inhibitor des Enzym Ferrochelatase immunisiert wurde,
bildete sie tatsdchlich katalytische Antikorper mit Ferrochelatase-Aktivitit (Cochran und
Schultz 1990). Einer der dabei gewonnenen monoklonalen Antikorper hatte eine kata-
Iytische Aktivitét, die sich durchaus mit dem entsprechenden Enzym messen kann. Auch
bei den katalytischen Antikorpern hat die Technologie der rekombinanten Antikorper die
Entwicklung beschleunigt (Gibbs et al. 1991). So wurden z. B. Enzyme auf der Ober-
flache von Phagen prisentiert und mit Hilfe eines Selbstmord-Inhibitors aufgrund ihrer
katalytischen Aktivitdt angereichert (Soumillion et al. 1994). In einem anderen Ansatz
wurde nach Phagemidantikdrpern gesucht, die iiber eine Disulfidbriicke mit dem Subs-
trat verbunden waren. Eluiert wurden die Phagemidantikorper anschliefend durch das
reduzierende Agens DTT. Der Trick war nun, dass im Substrat eigentlich gar keine freie
SH-Gruppe zur Verfiigung stand, dazu musste erst eine im Substrat vorhandene Disulfid-
briicke gespalten werden, d. h. es musste eine Katalyse stattfinden (Janda et al. 1994).
Noch wesentlich eleganter ist die Kombination der rekombinanten Antikorper mit einer
positiven Selektion — der katalytische Antikorper verhilft den Bakterien oder Hefen zum
Uberleben. In der Hefe wurde ein katalytischer Antikorper im Cytoplasma exprimiert,
der die Vorstufe Chorismat in Prephenat spaltet, das fiir die Biosynthese der aromati-
schen Aminoséduren Phenylalanin und Tyrosin benétigt wird. Der katalytische Antikorper
tibernimmt damit die Arbeit des in diesem Hefestamm defekten Enzyms Chorismatmu-
tase (EC 5.4.99.5). Damit verhilft er dem fiir die Synthese dieser Aminoséduren auxotrop-
hen Hefestamm zum Wachstum auf einem Mangelmedium, das diese Aminosduren nicht
enthilt (Tang et al. 1991).

Nach dem gleichen Prinzip funktioniert ein in E. coli exprimierter katalytischer
scFv-Antikorper. Er ersetzt das Enzym Orotidin-5’-Monophosphat-Decarboxylase
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(OMP, EC 4.1.1.23). Dieses Enzym ist fiir die Pyrimidinsynthese essenziell. Die spezi-
fische Aktivitdt des katalytischen scFv-Antikorpers war zwar etwa zehnmillionenfach
schlechter als die Aktivitit der OMP-Decarboxylase, andererseits lag sie etwa hundert-
millionenfach iiber dem Hintergrund. Diese katalytische Aktivitdt war ausreichend, um
dem Bakterium das Uberleben auf einem Pyrimidinmangelmedium zu ermdglichen
(Smiley et al. 1994).

Katalytische Antikorper wurden auch mit Hilfe von Phagendisplay (Abschn. 2.6.2)
verbessert. Nach Zufallsmutagenese und erneuter Selektion erreichten Takahashi-Ando
etal. 2004 eine Steigerung der k_, um mehr als eine GroBenordnung. Phagendisplay
wurde auch erfolgreich fiir die Herstellung von katalytischen Nanobodies mit Alliina-
se-Aktivitdt eingesetzt (Li et al. 2012). Antikorper aus Phagendisplay wurden zudem fiir
den Abbau von Organophosphaten vorgeschlagen (Reshetnyak et al. 2007).

Momentan konnen bereits viele verschiedene Reaktionswege durch katalytische
Antikorper beschleunigt werden, wenn auch in vielen Fillen die Aktivitdt nicht an die
von natiirlichen Enzymen heranreicht. Zahlreiche medizinische Anwendungen fiir kata-
Iytische Antikorper wurden vorgeschlagen (Tab. 5.1).

Tab.5.1 Medizinisch relevante Anwendungen von katalytischen Antikorpern. (Nach Padiol-
leau-Lefevre et al. 2014)

Indikation Target Antikorper Aktivitat
Drogen Kokain 15A10, 3F5, 3H9 | Kokain-Esterase
Nikotin TD1-10ES, Oxidative Degradation
TDI1-36H10 von Nikotin
Krebs prodrug-Aktivierung | 38C2 Aldolase
84G3, 85H6, Alliinase
90G8, VHHC10
gene silencing 3D8-V, Hydrolyse von HER2
mRNA
Chemische Kampfmittel Organophosphate Al7 Abbau von
Organophosphaten
Infektiose Krankheitserreger | HIV YZ18,YZ220, Spaltung von gp120
YZ24
Rabies-Virus Klone 1 und 18 | Peptidase
(leichte Ketten)
Helicobacter pylori UAI15-L Protease
Neurologische Erkrankungen | Morbus Alzheimer C23.5 B-Amyloid-Proteolyse
Autoimmunerkrankungen TNF als Entziindungs- | ETNF-6-H TNF-a-Hydrolyse
Mediator
Ocxidativer Stress scFv 2D8, Glutathion-Peroxidase
Se-scFv-B3
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Interessant ist der Versuch, mit katalytischen Antikorpern ein grundlegendes Problem
der ADEPT (Abschn. 3.7.4 und Abb. 3.20) zu 16sen. Zum Umsetzen der nicht-giftigen
prodrug wird ein Enzym benotigt, welches eine Aktivitit aufweist, die der Mensch endo-
gen nicht besitzt, denn sonst wiirde eine unspezifische Toxizitdt auftreten. Typischer-
weise werden deshalb hierfiir bakterielle Enzyme eingesetzt, welche jedoch i. d. R. eine
hohe Immunogenitit aufweisen. Mit humanisierten oder humanen katalytischen Anti-
korpern konnte man diese Klippe elegant umschiffen, indem man sie mit tumorspezi-
fischer Bindung kombiniert. So konnte gezeigt werden, dass man mit katalytischen
Antikorpern die Tumorgifte Doxorubicin oder Camptothecin aus Dendrimer-Konjugaten
freisetzen kann (Shamis et al. 2004) und dass die dafiir notwendige Aldolase-Aktivitit
mit Bindung an Tumormarker kombiniert werden kann (Goswami et al. 2009). Es wur-
den auch katalytische Antikorper entwickelt, die eine prodrug in ein duflerst giftiges
Senfgas umwandelte (Wentworth et al. 1996).

Warum gibt es dariiber hinaus ein so groBes Interesse an katalytischen Antikdrpern?
Bestenfalls erreichen sie bisher Katalyseraten, die mit den entsprechenden Enzymen
vergleichbar sind, doch wird es wohl selten gelingen, Enzyme zu ibertreffen, die in
Milliarden von Jahren durch Evolution optimiert wurden. Die Antwort liegt darin, dass
die Evolution nur eine begrenzte Zahl von Katalysen ,.erfunden® hat, fiir viele interes-
sante Reaktionswege gibt es daher keine Enzyme. Antikorper — insbesondere mit Hilfe
der mannigfaltigen Mdoglichkeiten, sie aulerhalb von lebenden Organismen rekombinant
herzustellen — sollten auch neue und ,,unnatiirliche* Reaktionswege katalysieren konnen.
Die einzig wirkliche Beschrinkung lige dann in der Synthese eines geeigneten Ana-
logons des Ubergangszustands. Die zukiinftigen moglichen Nutzungen reichen deshalb
von der Entsorgung in der Natur nicht vorkommender Abfallstoffe, wie z. B. Halogenide,
bis zur Synthese organischer Verbindungen nach dem Ende der Erdol-Zeit.

5.3  Neue Ansatze, die nur mit rekombinanten Antikorpern
moglich sind

5.3.1 Invitro-Antikérpererzeugung vermeidet Tierversuche

In den letzten Jahren ist nicht verborgen geblieben, dass rekombinante Antikorper auch
den Verzicht auf die bisher zur Antikorpererzeugung notwendigen Tierversuche ermog-
lichen wiirde. Nach einer Studie des British Union for the Abolition of Vivisection und
the Dr. Hadwen Trust for Humane Research (Taylor et al. 2008) wurden in 179 Lindern
58,3 Mio. Versuchstiere eingesetzt. In England, das eine entsprechende Statistik fiihrt,
werden 0,9 % der Versuchstiere fiir die Antikdrperherstellung eingesetzt, das entspréiche
geschiitzt etwa 500.000 Versuchstieren fiir die Antikorperherstellung jahrlich/weltweit.
Dies widerspricht den Vorgaben zur kompletten Vermeidung von Tierversuchen bei der
Verfiigbarkeit von Ersatzmethoden, zum Beispiel durch EU-Richtlinie 2010/63/EU.
Dabei ist die Herstellung rekombinanter Antikorper seit 2007 als valide Ersatzmethode
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von der Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und Ergédnzungs-
methoden zum Tierversuch anerkannt (ZEBET 299), wird aber aus verschiedenen kom-
plexen Griinden nicht wahrnehmbar angewendet. Dies gerit international immer mehr in
den Fokus (Gray et al. 2016).

Besonders gravierend wire der Versuchstierverbrauch bei den in den letzten Jahren
begonnenen Anstrengungen zur Erzeugung von Antikorpersitzen fiir gesamte Proteome,
insbesondere das fiir die medizinische Forschung essenzielle menschliche (Taussig et al.
2007). Einige internationale Konsortien haben sich in den vergangenen Jahren mit der
Frage beschiftigt, ob es moglich ist, nach Aufklirung des menschlichen Genoms auch
fiir alle Proteine des menschlichen Proteoms spezifische Nachweisreagenzien herzu-
stellen (Hust und Diibel 2004). Mit den Mitteln der tierbasierten Antikorperherstellung
wire ein Projekt solcher Grofenordnung — vom Tierschutzaspekt ganz abgesehen — auch
finanziell kaum durchfiihrbar. Die Moglichkeiten der Parallelisierung und Miniaturisie-
rung sind aber bei den rekombinanten Selektionsmethoden bei weitem noch nicht aus-
gereizt (Konthur et al. 2005). Dennoch wurde bereits mit dem jetzigen Stand der Technik
die grundlegende Machbarkeit demonstriert, es wurden Tausende neuer Antikorper
generiert und die Vorteile der rekombinanten Methoden bei der parallelen Herstellung
von Antikorpern gegen grofie Zahlen verschiedener Antigene eindrucksvoll demonst-
riert (Kiigler et al. 2015; Schofield et al. 2007; Colwill et al. 2011). Insbesondere wurde
belegt, dass es kein Problem darstellt, menschliche Antikdrperreservoirs zur Herstellung
hochaffiner Antikorper gegen praktisch beliebige menschliche Antigene herzustellen
(Mersmann et al. 2010). Auch die oftmals vermuteten Probleme mit Immunogenitit und
Toleranz wie bei der Herstellung von Maus-Hybridomen gegen Maus-Antigene gibt es
bei der in vitro-Selektion eindeutig nicht — die meisten der eingesetzten Antigene waren
menschlichen Ursprungs und menschliche Antikorperbibliotheken erbrachten bereits
unzidhlige monoklonale Antikorper, ein Beispiel nur aus europdischen Forschungs-
konsortien zwischen 2002 und 2010 gibt Tab. 5.2.

Tab.5.2 Durch Phagendisplay ohne Nutzung von Versuchstieren hergestellte monoklonale
Antikorper fiir die Forschung aus verschiedenen européischen Konsortien 2002-2010. Daten
zusammengestellt aus den Abschlussberichten der Konsortien (https://cordis.europa.eu) sowie
Schofield et al. 2007 und Colwill et al. 2011

Projekt Monoklonale rekombinante Antikdrper Antigene
Affinity Proteome 130 48
Affinomics 2151 582
Antibody Factory 461 204
Sanger Atlas 7236 292
SGC-Pilot 340 20
Summe 103.18° 1146

4inklusive 193 Darpins
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Die Erkldrung dafiir ist einleuchtend, betrachtet man die Grundlagen der Antigen-
entstehung. Ein sozusagen automatisch eingebauter Faktor bei der Herstellung der fiir
die in Tab. 5.2 genutzten Phagendisplaybibliotheken war die zufillige Kombinatorik
von leichter und schwerer Kette, die durch die Mischung bei der Klonierung nach der
PCR entsteht (Abb. 2.4). Dies stellt sozusagen die strukturelle Vielfalt des Ausgangs-
zustands der B-Zellen in unserem Korper vor der Toleranzselektion wieder her, welche
Anti-Human-Antikorper aussortiert. Auch jede Autoimmunerkrankung ist ein Beleg,
dass unser Gen-Pool durchaus Anti-Human-Antikdrper beinhaltet. Man kann sogar
davon ausgehen, dass die in Jahrmillionen geformte Zahl und Zusammensetzung der V-,
D- und J-Gene Resultat einer Optimierung unter starkem Selektionsdruck von zwei Sei-
ten sind: zum einen auf die Fahigkeit, jegliche strukturell mogliche Antigenstruktur mit
einer Fliche bis ca 800 A2 spezifisch binden zu konnen, dafiir zum Zweiten jedoch nur
eine minimale Zahl an Genen vorzuhalten, denn jede weitere Struktur erhoht neben der
GenomgrofBe auch das Risiko autoimmuner Phidnomene. Dass dies gelungen ist, belegt
auch folgende Betrachtung: Wir haben lediglich je 83 Gensegmente fiir die leichten bzw.
schweren Ketten (Tab. 1.1). In der Natur kann unser Immunsystem in kurzer Zeit aus
dieser eigentlich erstaunlich geringen Zahl vorgegebener Gene effektiv bindende Anti-
korper gegen vollig neu entstandene Mutationen von Krankheitserregern herstellen, die
in der vorherigen Evolution niemals aufgetreten sind. Sogar Antikorper gegen kiinstliche
Stoffe, welche in der Natur nicht vorkommen, wie z. B. Buckminsterfullerene, konnen
gebildet werden. Bakterien mutieren innerhalb von Stunden und konnen in dieser Zeit
vollig neue Oberflichenmerkmale bilden. Die limitierte Gensammlung fiir Antikorper in
unserem Korper bietet ganz offensichtlich ein ausreichend grofles Strukturrepertoire, um
selbst praktisch jedes mogliche neue Antigen zu binden — hitten wir das nicht, konnte
kein Mensch 5000-mal linger leben als die Vermehrungs- und damit Mutationszeit von
Bakterien.

Ein Nebeneffekt der vermehrten Herstellung von rekombinanten Antikdrpern im Ver-
gleich zu bisherigen Methoden war die Erkenntnis, dass die vorhandenen Forschungs-
antikorper in aller Regel unzureichend charakterisiert sind — hier wurde versucht,
verbesserte Minimalstandards zu schaffen (Bourbeillon et al. 2010; Gloriam et al. 2010).
Dennoch sind auch heute noch ein groBer Teil der kommerziell erhéltlichen Forschungs-
antikorper mit Qualitdtsproblemen behaftet oder sogar géinzlich funktionslos (Bradbury
und Pliickthun 2015). Zu 16sen ist insbesondere das Problem der Klonidentitét letztlich
nur durch Sequenzierung und Verdffentlichung in entsprechenden Datenbanken fiir Anti-
korpersequenzen. Rekombinante Antikorper sind dagegen bereits per Definition sequenz-
definiert, und die Sequenz wird praktisch immer wihrend der Herstellung ermittelt.

Diese nun vorhandenen Moglichkeiten zur Erzeugung von groBen Zahlen von
Forschungsantikorpern, z. B. fiir die Herstellung von Antikorper-Arrays (Hoheisel et al.
2013) bieten zudem einen nicht zu vergessenden Vorteil: Es wird dafiir im Gegensatz
zu allen bisherigen Ansitzen keinerlei Versuchstier mehr geopfert. Antikorper-Arrays
konnen auch fiir die Selektion von hoherqualitativen Antikorpern aus einer grofe-
ren Anzahl von Kandidaten eingesetzt werden (Kibat et al. 2015). Eine ,,unsterbliche*
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und unerschopfliche Antikorper-Biobank aus rekombinanten Antikdrpern gegen jedes
menschliche Protein ist also bereits heute technisch machbar — und bietet neben der
kompletten Vermeidung von Tierversuchen noch einen wichtigen Vorteil: Zu ihrer Auf-
bewahrung braucht man keinen teuren fliissigen Stickstoff wie bei Hybridomen — die E.
coli-Klone brauchen nur einen Gefrierschrank, und die isolierte DNA jedes Klons kann
als Backup auf Loschblattstiickchen in einem Album getrocknet unbegrenzt aufbewahrt
werden. Selbst wenn diese DNA-Klone verloren gingen, ermoglicht die im Computer
gespeicherte DNA-Sequenz einen einfachen Nachbau jedes Klons und damit erstmals
wirklich eine unbegrenzte Reproduzierbarkeit der entsprechenden Versuche.

Im Licht all dieser Argumente ist es eigentlich unverstiandlich, dass die allgemein
eingesetzten Forschungsantikorper nicht bereits sehr viel hdufiger in vitro erzeugt wer-
den — zumal dies auch die bisher notigen Tierversuche komplett vermeiden wiirde. Die
Griinde liegen wohl einerseits in der historischen Entwicklung der Technologie bevor-
zugt im stark patentregulierten Pharmabereich wie andererseits in der enormen Diversi-
tdit der Anwendungsgebiete — fiir jedes einzelne muss ein Demonstrationsbeispiel
gezeigt werden, um die Kollegen zu iiberzeugen. Immerhin sind in einer wachsenden
Zahl von Katalogen mittlerweile tierversuchfrei hergestellte rekombinante Antikorper
als Forschungsreagenzien zu finden — wenngleich manchmal gar nicht als solche aus-
gewiesen: offenbar haben einige Kunden hier immer noch Vorurteile. Es ist zu hoffen,
dass sich dies zumindest aufgrund der sonstigen Vorteile sequenzdefinieter Antikdrper
(vergleiche auch Abschn. 5.1.2.) bald dndert — es gibt sogar bereits versuchstierfrei her-
gestellte multimonoklonale Mischungen sequenzdefinierter Antikorper als Ersatz fiir die
bisher fast ausnahmslos aus Tierseren gewonnenen Sekundérantikorper.

5.3.2 Einfacher Austausch von Fc-Teilen erweitert die
Anwendungsmoglichkeiten

Nach der Erzeugung eines rekombinanten Antikorpers steht sofort seine DNA zur Ver-
fligung und kann unaufwendig in andere Formate umkloniert werden. Das ermoglicht
z. B. eine einfache Kombination von mehreren Antikorpern in der Durchflusscytometrie
oder Immunhistochemie ohne direktes Labeling. So wurden drei verschiedene scFv-An-
tikorper — erzeugt mit Hilfe von Phagendisplay aus der gleichen Genbibliothek gegen
drei verschiedene Cytoskelettproteine — mit den Fc-Teilen von Maus, Kaninchen
und Mensch fusioniert. Alle drei Antikorper wurden dadurch im gleichen Priparat
mit verschiedenen Farben darstellbar (Moutel et al. 2009). Denkbar sind hier durch-
aus Erweiterungen durch noch weitere Farben, z. B. unter Nutzung der Fc-Teile weite-
rer Spezies (Huhn, Meerschweinchen, Ziege etc.) oder der zusitzlichen Nutzung von
tag-Systemen wie dem Biotinylierungs-tag (Avi-tag). Dadurch sind rekombinante Anti-
korper insbesondere bei Anwendungen, welche kompatible Kombinationen erfordern,
flexibler wissenschaftlich einzusetzen als Tierseren oder klassische monoklonale
Antikorper.
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5.3.3 Erzeugung aufeinander abgestimmter sandwich pairs

Bei der Entwicklung von Sandwich-ELISA (Nielsen und Geierstanger 2004) ermdg-
licht die in vitro-Selektion, z. B. durch Phagendisplay (Abb. 2.8b), gezielt zueinander
passende Paare zu generieren, die per Design unterschiedliche Epitope eines Anti-
gens erkennen. Bereits die Selektion der Antikorper kann sogar unter genau den bio-
chemischen Bedingungen durchgefiihrt werden, unter denen der Assay am Ende
durchgefiihrt wird, um eine ausreichende Reaktivitdt fiir die letztendliche Anwendung
bereits von Anfang an einzubauen.

Zwar kommen dabei typischerweise beide antigenbindende Teile der zwei ver-
schiedenen Antikorper aus der gleichen rekombinanten Genbibliothek — durch Fusion an
verschiedene Fc-Teile (z. B. Maus und Kaninchen) kann die Reaktion des Detektionsse-
rums mit dem Féanger-Antikorper jedoch per Design vermieden werden. Damit fillt ein
bei nicht-rekombinanten Antikorpern héufiger Hinderungsgrund fiir die Kombination
(z. B. von zwei monoklonalen Maus-Antikorpern) weg (Kuhn et al. 2017).

5.3.4 Verkleinerung von Antikorpern fiir bessere in vivo-
Diagnostik

Antikorper sind nicht nur ideale Molekiile fiir diagnostische in vitro-Assays zur Identi-
fizierung und Quantifizierung von Biomolekiilen und Krankheitserregern, sondern haben
aufgrund ihrer natiirlichen Funktion auch die Fihigkeit, im lebenden Organismus hoch-
spezifisch bestimmte Marker zu binden, d. h. zu erkennen. Diese Fihigkeit der Anti-
korper macht man sich bei der in vivo-Diagnostik zu nutze. Eine typische Anwendung ist
die Visualisierung von Tumorzellen im Korper. Oft besteht das Problem, dass ein Primér-
tumor Ausgangspunkt der Bildung von Metastasen ist, welche tiber den ganzen Korper
verstreut sein konnen. Die klinische Auffindung aller Metastasen nach Entfernung eines
Primértumors ist ohne die Hilfe von Antikérpern kaum moglich. Zu diesem Zweck wer-
den die Antikorper typischerweise mit Radionukliden konjugiert, welche schnell zer-
fallen und damit den Korper moglichst wenig schidigen, die jedoch Gammastrahlung
abgeben und deshalb in Ganzkorper-Gammakameras gemessen werden konnen. Solche
Nuklide sind z. B. Technetium (*™Tc) oder Indium (!'!In). So kann man nach Gabe
des entsprechenden Antikorper-Nuklid-Konjugats auch kleine Metastasen anhand der
angelagerten Radioaktivitit sichtbar machen. Dieses ,, Radio-Imaging “ erfordert wesent-
lich geringere Mengen an Antikorpern als ein therapeutischer Ansatz und belastet damit
die Patienten nur gering.

Das komplette IgG-Molekiil ist jedoch fiir das , Radio-Imaging* nicht optimal
geeignet, dessen Ziel es ja ist, die Patienten nach der Erzeugung des Bildes moglichst
schnell wieder von der Radioaktivitit zu befreien. Die Verwendung kurzlebiger Radio-
nuklide hilft natiirlich dabei, jedoch fand man heraus, dass nur ein sehr geringer Anteil
der injizierten Antikorper iiberhaupt ihr Ziel, den Tumor, erreichten. Ein Grund dafiir
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ist das Recycling von IgG durch den FcRn-Rezeptor (Abb. 3.9), welcher zu einem sehr
viel lingerem Verbleib der IgG-Molekiile im Korper fiihrt. Deshalb werden mittlerweile
die urspriinglich fiir die in vivo-Diagnostik zugelassenen IgG-Konjugate kaum noch
eingesetzt.

Als Abhilfe wurde versucht, mit kleinen Fragmenten (scFv) ohne einen Fc-Teil
diesem Nachteil beim ,,Radio-Imaging® zu begegnen. Solche kleinen Fragmente gin-
gen aber sehr schnell aus dem Plasma in den Urin iiber, da ihre Grofle unterhalb der
Filtrationsgrenze von etwa 60 kDa lag, sodass sie nicht in der Niere zuriickgehalten
werden. Durch systematische Versuche wurde eine Grofle etwa in der Mitte zwischen
scFv-Fragmenten und IgG gefunden, welche die Bindung einer grofleren Menge von
Antikorpern am Tumor, ein besseres Verhiltnis zwischen den Konzentrationen am
Tumor und im Blut sowie eine schnellere Ausfiltration erlaubte. Die in initialen Studien
verwendeten Antikorpervarianten wurden als Minibodies bezeichnet (Abb. 3.11) und
bestanden aus zwei scFv-Fragmenten, welche von einem Paar dimerisierter konstan-
ter (Cy3-)Doménen — also keinem kompletten Fc-Fragment — zusammengehalten wur-
den. Sie hatten die kompletten bivalenten Bindungseigenschaften des urspriinglichen
IgG, keine FcRn-Bindung und bestanden nur aus sechs Dominen (statt der 12 eines
IgG) (Hu et al. 1996). Basierend auf diesen Erkenntnissen konnen heute rekombinante
Antikorperkonstrukte fiir das ,,Radio-Imaging* gezielt fiir bestimmte pharmakoki-
netische Eigenschaften entwickelt werden (Tab.5.3). Einen Uberblick geben Freise
und Wu (2015). Auch wurde durch die breitere Verfiigbarkeit von PET (Positronen-
emissionstomographie)-Geridten in unseren Kliniken die Verwendung von Nukli-
den moglich, welche Positronen emittieren, wie z. B. Zirkon 897r (Wu 2014). Sogar
Fluoreszenzmarkierungen wurden fiir topische Anwendungen vorgeschlagen (Atreya
etal. 2014). Die Kombination der mittlerweile ausgereiften Technologien zur Modu-
lation der Serumhalbwertszeiten durch Mutationen und Groéfenanpassung mit neuen
Bildgebungsprinzipien diirfte bald zu einer Renaissance der antikorpervermittelten in
vivo-Bildgebung fiihren.

Tab. 5.3 Eigenschaften und Serumhalbwertszeiten verschiedener fiir die in vivo-Bildgebung
eingesetzter Antikorpervarianten. (Nach Freise und Wu 2015)

Format Domiinen- AntigenBin- | Molekular- | Serumhalb- | Entsorgung
zusammensetzung | dungsstellen | masse (kDa) | wertszeit durch

IeG 2xHC+2xLC |2 150-160 1-2 Wochen | Leber

F(ab'), (VCy V. CD, 12 110 8-10h Leber

Minibody (scFv+Cy3), 2 75 5-10h Leber

Fab VCyl+V,C. 1 50-55 12-20 h Niere

Diabody (scFv), 1 50 3-5h Niere

scFv \as 1 28 2-4h Niere

Nanobody/V H |V H 1 12-15 1/2-1h Niere
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5.3.5 Protein-Knock-down mit Intrabodies

5.3.5.1 Antikérper funktionieren auch innerhalb von Zellen?

Der Begriff Intrabody bezeichnet einen Antikdrper, welcher innerhalb einer Zelle gezielt
in einer Weise produziert wird, dass er in dieser Zelle verbleibt und auch dort sein Anti-
gen bindet. Im Gegensatz zu den natiirlichen sekretierten oder membranstindigen
Immunglobulinen ist die Antigen-Bindungsspezifitit also sozusagen ,nach innen‘
gerichtet. Damit erschlieft man sich eine enorme Vielfalt an neuen Moglichkeiten, wel-
che die auflerordentliche Spezifitit der Antikorper-Antigen-Bindung zur Lokalisation und
Funktionsanalyse von Proteinen im hochkomplexen Milieu einer lebenden Zelle nutzen.

Die Idee, funktionelle Antikorper in lebenden Zellen einzusetzen, wurde bereits in
den 1980er Jahren vorangetrieben. Es gelang der Nachweis, dass durch Mikroinjektion
eingebrachte Immunglobuline an ihr Antigen in der Zelle binden konnten und dort iiber
einige Zeit stabil waren. Es konnten so wichtige Erkenntnisse zur Organisation des Cyto-
skeletts gewonnen werden (Lin und Feramisco 1981; Warn et al. 1987). Es stellt sich
also die Frage, warum nicht weitaus mehr Arbeiten diese Methode verwenden. Zunichst
trug dazu bei, dass die Mikroinjektion kaum fiir breitere biochemische oder zellbio-
logische Studien geeignet ist. Groe Hoffnungen wurden deshalb auf Proteintransfek-
tionsmethoden gesetzt, fiir die eine Vielzahl von Ansétzen vorgeschlagen wurde. Viele
Studien wurden mit Hilfe von membrangingigen Peptiden oder Protein-Transfektions-
reagenzien durchgefiihrt. Eine vergleichend-quantitative Analyse zeigte jedoch kiirzlich,
dass ein sehr groBer Teil dieser Methoden zur Einschleusung einer quantitativ aus-
reichenden Menge von Antikorpern in eine lebende Zelle nicht geeignet und die Metho-
den sehr anfillig fiir Artefakte sind (Marschall et al. 2014b). Dies zeigt sich auch darin,
dass trotz zahlloser Publikationen, welche eine Proteintransfektion (,, profection) mit
intrazelluldrer Antikorperwirkung postulieren, ein Nachweis der quantitativen Aufnahme
selten demonstriert werden konnte. So gelang erst 25 Jahre nach der ersten Mikro-
injektion von Antikdrpern gegen Tubulin in lebenden Zellen mit einer anderen Methode
wieder ein Nachweis des Einbringens von ausreichenden Mengen von Antikdrpern zur
mikroskopischen Darstellung der Mikrotubuli: Dabei wurden rekombinante single chain-
Fv-Fc-Antikorper durch Elektroporation eingebracht, welche als einzige in der Lage war,
angemessene Aufnahmeraten zu gewihrleisten (Marschall et al. 2014b).

Als Alternative zum FEinschleusen der Antikorper als Protein in lebende Zellen
wurde deshalb bereits friih auch ihre Produktion sozusagen direkt ,,vor Ort* getestet,
indem die codierende Nucleinsidure in die Zellen eingebracht wurde (Abb. 5.2). Erste
Erfolge durch Mikroinjektion von Antikdrper-mRNA (Valle et al. 1982) blieben jedoch

’Das Kapitel basiert in Teilen auf unserem Artikel ,,Protein knock down mit Intrabodies: neue
Impulse fiir eine altbekannte Technologie*. BIOspektrum 1/2016.
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Abb. 5.2 Intrabodies sind Antikorperfragmente, welche nicht von der produzierenden
Zelle sekretiert werden, sondern direkt in deren Inneren wirken, indem sie dort bereits an
ihr Antigen binden. Sie konnen zur Erzeugung von Knock-out-Phénotypen in Zellkultur und
transgenen Méusen eingesetzt werden. ER-targeted Intrabodies (a) und cytosolische Intrabodies
(b) konnen unterschiedliche Targets innerhalb der Zelle erreichen, miissen dafiir aber auch ver-
schiedene biochemische Eigenschaften aufweisen
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Einzelfille. Natiirlich brachte die Weiterentwicklung der Methoden zur Klonierung und
Transformation hier Vereinfachungen, trotzdem genoss der Intrabody-Ansatz weiterhin
den Ruf einer schwierigen Technologie, trotz etlicher hochinteressanter Studien, die mit
anderen Methoden nicht durchfiihrbar gewesen wiren. Ein aktuelles Beispiel ist die Auf-
klarung der Rolle von Sec61 in der cross-presentation von Antigenen durch professio-
nelle antigenprisentierende Zellen. Mit Hilfe eines Intrabodies in Form eines aus einer
Phagendisplaybibliothek gewonnenen scFv-Antikorperfragments konnte gezeigt werden,
dass die spezifische Entfernung von Sec61 aus den Endosomen die cross-presentation
deutlich verringert (Zehner et al. 2015). Da ein genetischer, CRISPR- oder iRNA-ba-
sierter Knock-down von Sec61 aufgrund seiner zentralen Funktion bei der Proteinbio-
synthese im endoplasmatischen Reticulum (ER) nicht moglich ist, erlaubte erst der
Ansatz, Sec61 mit Intrabodies spezifisch im ER zuriickzuhalten, die Durchfiihrung eines
Experimentes mit geniigend hoher intrazelluldrer Auflosung.

5.3.5.2 Es gibt zwei sehr unterschiedliche Typen von Intrabodies

Immunglobuline werden natiirlicherweise von Plasmazellen in enormen Mengen produ-
ziert. Sie bestehen aus mindestens zwei verschiedenen Polypeptidketten und durchlaufen
dazu den klassischen Sekretionsweg fiir Proteine durch das ER und den Golgi-Apparat.
Bei den meisten Intrabody-Experimenten werden zur Vereinfachung der Transfektion
scFv-Fragmente eingesetzt. Trotz dieser Vereinfachung ist die Faltung einer Ig-Region
ein langwieriger Prozess und bendtigt zusitzliche Helfer und Chaperone, sowie die Aus-
bildung von Disulfidbriicken. Die Anforderungen, die ein Antikorper erfiillen muss, um
als Intrabody geeignet zu sein, unterscheiden sich allerdings sehr stark je nach intra-
zelluldrer Lokalisation des Targets (Antigen) (Richardson und Marasco 1995). Da Anti-
korper natiirlicherweise im oxidierenden Milieu des ER mit Hilfe von dort ansdssigen
Faltungshelfern und Qualitidtskontrollmechanismen produziert werden, kann man
erwarten, dass sich ein scFv-Fragment dort ohne Probleme ebenfalls zur funktionel-
len Konformation falten kann. Ganz anders ist dies im reduzierenden Milieu des Cyto-
plasmas — hier konnen die intramolekularen Disulfidbindungen nicht ausgebildet werden
und die typischen Faltungshelfer fehlen (Biocca et al. 1995). Dies fiihrt dazu, dass ein
signifikanter Anteil von Antikérpern im Cytoplasma nicht zur funktionell aktiven Form
gefaltet werden kann. Zwar ist es in der Regel moglich, scFv-Fragmente zu gewinnen,
welche im Cytoplasma gebildet werden und funktionell sind, und zahlreiche Strategien
dafiir wurden bereits beschrieben (einen umfassenden Uberblick dazu geben (Mar-
schall et al. 2015)). Der Aufwand dazu ist damit jedoch wesentlich hoher als die typi-
sche Selektion eines Bindermolekiils fiir einen ER-targeted Intrabody. Noch grofler ist
der Unterschied im Aufwand jedoch bei der erforderlichen Funktionalitidt der Intra-
bodies. Zur Erzeugung eines Intrabodies fiir den Knock-down eines Proteins aus dem
sekretorischen/Membranprotein-Pathway reicht ein kleiner Trick: Am C-Terminus
des scFv-Fragments werden die vier Aminosdurereste KDEL angehidngt (Abb. 5.2a).
Dieses KDEL-fag verhindert die Translokation des ,.getaggten® Proteins iiber den



5.3 Neue Ansétze, die nur mit rekombinanten Antikdrpern moglich sind 205

Cis-Golgi hinaus und verhindert so, dass dieses sekretiert wird oder auf der Zellober-
fliche auftaucht. Es entsteht eine ,,phdnotypische Knock-out-Mutante*. Die Zelle besitzt
zwar noch das Gen, das Genprodukt kann aber seine Funktion nicht mehr ausiiben, da
es durch den Antikorper im falschen Kompartiment zuriickgehalten wird. Damit muss
ein scFv, um als ,,ER-targeted” Intrabody nutzbar zu sein, lediglich an sein Antigen zu
binden konnen — das KDEL-fag kommt aus dem eukaryotischen Expressionsvektor.
Der Aufwand zur Herstellung eines Assays mit transienter ER-targeted Intrabody-Pro-
duktion umfasst also lediglich eine Klonierung nach der Selektion des Antikorpers per
Phagendisplay. Es ist sogar moglich, den ganzen Prozess ohne vorherige Produktion des
Antigens durchzufiihren, da Antikorper auf synthetischen Peptiden selektioniert werden
konnen und ihre Spezifitit initial in klassischen Immunassays wie Immunhistologie oder
auf Immunblots von Zellextrakten ausreichend bewiesen werden kann. Da bei aktuel-
len Antikorper-Generierungsprojekten die Verfiigbarkeit des Antigens in aller Regel der
limitierende Faktor ist, ist dies ein enormer Vorteil. Dieser Vorteil wurde etwa bereits
bei der Herstellung eines Sec61-Intrabodies (siehe Abschn. 5.3.5.1) genutzt, mit dessen
Hilfe der molekulare Mechanismus des Antigen-Kreuzprisentation untersucht wurde
(Zehner et al. 2015).

Im Gegensatz dazu miissen cytoplasmatische Intrabodies zusitzlich die Eigenschaft
besitzen, in die Funktion des Antigens einzugreifen (Abb. 5.2b). Im einfachsten Fall
ist dies eine Bindung im Bereich des aktiven Zentrums oder der Bindungsstelle eines
Targets, bei einigen Antigenen kann dies aber auch eine Bindung an eine bestimmte
Konformation erfordern. Zwar konnen mit Hilfe von Phagendisplay genau solche
Bindermolekiile — also auf ein Epitop beschriankt oder nur an eine bestimmte Konfor-
mation bindend — gezielt hergestellt werden, es erhoht den Aufwand jedoch enorm, und
Antigen und funktioneller Test miissen verfiigbar sein, um die Inhibition durch einen
Antikorper in einem Assay zu belegen, bevor er als Intrabody eingesetzt wird. Zwar gab
es durchaus Erfolge mit cytoplasmatischen Intrabodies — bei den erfolgreichen Ansitzen
blockierte der im Cytoplasma exprimierte Antikorper meist ein in geringen Mengen vor-
kommendes Antigen. Beispiele sind das Enzym Reverse Transkriptase von HIV (Macie-
jewski et al. 1995), das G-Protein Ras (Werge et al. 1994) und das regulatorische Protein
Rev des HIV (Wu et al. 1996). Dennoch ist es wesentlich einfacher, scFv-Fragmente fiir
den ER-targeted Intrabody-Ansatz zu gewinnen. Es ist deshalb vorauszusehen, dass in
naher Zukunft zunidchst ER-targeted-Anwendungen die Intrabody-Experimente domi-
nieren werden. Einen umfangreichen Uberblick iiber die verschiedenen Methoden, Intra-
bodies fiir beide Ansdtze zu gewinnen, und eine umfangreiche Zusammenstellung von
Beispielen fiir die Verwendung von Intrabodies gibt Marschall et al. (2015).

5.3.5.3 Neue Methoden vereinfachen und erweitern den Einsatz von
Intrabodies

Gezeigt wurde ein ER-targeted Knock-down durch Intrabodies in Zellkultur erstmals

mit dem envelope-Protein gp160 von HIV-1. Dieses Protein wird normalerweise ins ER
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sezerniert und dann im Golgi-Apparat in zwei Teile gespalten: gp41 und gp120. Wird
gleichzeitig im ER ein fiir gp160-spezifisches scFv-Fragment exprimiert, aber durch die
KDEL-Sequenz zuriickgehalten, so findet die Prozessierung zu gp120 und gp41 kaum
mehr statt. Ein zur Kontrolle eingesetztes Anti-Tat-scFv-Fragment beeinflusste die Prozes-
sierung dagegen nicht. So wurde die Produktion von infektiosen HIV-Partikeln verhindert.
Der sonstige Proteintransport durch das ER wird dagegen durch das scFv-Fragment
nicht gestort (Marasco et al. 1993; Chen et al. 1994). Auch ein méglicher Einsatz in der
Tumortherapie wurde friih erbracht: Ein scFv-Fragment gegen den Rezeptor ErbB2 blo-
ckierte die durch diesen Rezeptor vermittelten Wachstumssignale in Ovarcarcinomzellen.
Sie stoppten ihr unkontrolliertes Wachstum und leiteten den Zellselbstmord (Apoptose)
ein (Deshane et al. 1994). Auch fiir den IL-2-Rezeptor wurden in gleicher Weise phéno-
typische Knock-outs hergestellt (Richardson et al. 1995). Sogar in Pflanzen wurde das
Prinzip eingesetzt, um sie z. B. mit einem spezifischen ,Immunabwehrstoff™ auszuriisten
und sie so vor viralen Infektionen zu schiitzen (Tavladoraki et al. 1993) oder ein Pflanzen-
hormon wie die Abscisinsdure zu inaktivieren (Artsaenko et al. 1995). Mittlerweile gibt
es zwar Hunderte von Intrabody-Studien, welche wichtige Beitridge zur Biochemie und
Zellbiologie von hochinteressanten Biomolekiilen erbracht haben, wie z. B. a-Synuclein,
TAU, BCR-ABL, ErbB-2 (HER2), EGFR, HIV-gp120, CCRS, IL-2, IL-6, B-Amyloid Pro-
tein und p75NTR (Marschall et al. 2015). Der auf die Zielzellen ausgeiibte Stress durch
die Zuriickhaltung des Antigens im ER scheint in den meisten Fillen gering zu sein —
in den Fillen, wo dies gezielt untersucht wurde, fand man einen beschleunigten Abbau
des Antigens nach Intrabody-Produktion (Figini et al. 2003; Richardson et al. 1995) und
kaum Stresssignale wie ,,unfolded protein response* (UPR) (Zhang et al. 2012). Ange-
sichts der Moglichkeiten muss man sich aber doch fragen, warum in den iiber 30 Jahren
seit den ersten Publikationen nicht weitaus mehr Ergebnisse auf diese Weise erarbeitet
wurden. Dazu trugen mehrere Faktoren bei. Zum Ersten waren in den vergangenen Jah-
ren Intrabody-Ansitze dadurch schwierig durchzufiihren, dass die codierende DNA fiir
Antikorper nicht so einfach zu gewinnen war, wie man dachte. Hybridome enthalten und
exprimieren typischerweise mehr als eine Genkopie fiir die Immunglobulinketten, welche
sie sekretieren, wodurch es in vielen Fillen schwierig war, die richtige cDNA zu isolieren,
welche die schwere und leichte Kette des IgG codiert und die gewiinschte Antigenspezifi-
tat gewdihrleistet. Dieses Problem wurde lange unterschitzt, und erst das Next Generation
Sequencing hat sein ganzes Ausmal} gezeigt (Abschn. 2.3.1).

Die Abhingigkeit von Hybridomen ist aber mittlerweile beseitigt, weil in vitro-Me-
thoden wie das Phagendisplay schnell und unaufwendig die Gene fiir eine grofle Anzahl
unterschiedlicher Antikorper bereitstellen (Abschn. 2.6.1.1) — praktischerweise meist
bereits im fiir Intrabodies geeigneten scFv-Format, sodass eine Intrabody-Studie oft
nur noch einen einzigen Klonierungsschritt erfordert. Auch koénnen in vitro bereits wih-
rend der initialen Selektion durch Wahl eines entsprechenden biochemischen Milieus im
Moment der Antigenbindung gezielt Antikorper gefunden werden, welche z. B. fiir das
reduzierende Milieu des Cytoplasmas geeignet sind.
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Kiirzlich wurden Intrabodies erstmals in vivo in transgenen Méiusen zum Pro-
tein Knock-down eingesetzt. Es gelang der funktionale Knock-down des vascular cell
adhesion molecule 1 (VCAM-1) und die Erzeugung des erwarteten B-Zell-Phdnotyps
(Marschall et al. 2014a). Dies ist insbesondere interessant, da genetische VCAM-1-
Knock-outs embryonal letal sind, offenbar erfolgt die Unterdriickung der VCAM-1-Pri-
sentation auf der Zellmembran nicht komplett. Weiterhin wurde ein unterschiedlich stark
ausgepragter Phinotyp bei heterozygoten und homozygoten Méusen beobachtet. Die
dadurch aufgezeigte Moglichkeit, in Zukunft die ,,Stdrke* des Knock-down bewusst zu
regulieren, erdffnet neue Wege der Genfunktionsanalyse in transgenen Miusen, wel-
che sowohl fiir weitere funktionelle Untersuchungen des Targets wie auch fiir die Ent-
wicklung von Krankheitsmodellen niitzlich sein diirften.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass das Antikorperfragment unter die Kontrolle
von gewebespezifischen, induzierbaren Promotoren gestellt werden konnte. Dadurch
wiirde das Zielantigen nur in bestimmten Geweben im ER zuriickgehalten und in seiner
Funktion gehemmt. Auch die Verwendung von auf3en induzierbarer Promotoren ist mog-
lich. Der Vorteil gegeniiber genetischen Knock-out-Mutanten tritt dann vor allem zutage,
wenn Genprodukte fiir die Ontogenese wichtig sind, sie konnen dann erst im adulten
Tier ,,abgeschaltet” werden.

Zusammengefasst versprechen die Verbesserungen bei der in vitro-Antikorperher-
stellung eine starke Vereinfachung und hohere Erfolgschancen fiir zukiinftige Intra-
body-Experimente, und die Entwicklung der Intrabody-basierten Protein-Knock-down
Miuse eroffnet ganz neue experimentelle Moglichkeiten in der biologischen Forschung
— von verbesserten Krankheitsmodellen bis langfristig sogar zu ganz neuen therapeuti-
schen Ansitzen, die Tumorzellen ,,von innen® heraus mit Antikorpern beseitigen.

5.3.6 Antikorper mit regulierbarer Bindungsstarke

Antikorper wiren fiir viele biologische Produkte ein ideales Material fiir deren
technische Aufreinigung — sie sind hoch spezifisch und hochaffin, konnten somit
Anreicherungsfaktoren erreichen, die mit den typischen chromatographischen Materia-
lien unerreichbar sind. Die Vorteile affinitdtschromatographischer Reinigung wurden in
Abschn. 4.4.2.3 (Protein A/G) bereits dargestellt. Die groe Affinitit der Antikorper hat
aber dazu gefiihrt, dass es entsprechende Verfahren praktisch kaum gibt, denn sie fiihrt
dazu, dass die zu reinigenden Stoffe zu fest gebunden werden. Um sie vom Chromato-
graphiematerial wieder abzulosen, bedarf es in der Regel einer sehr starken Anderung
des biochemischen Milieus — typischerweise sehr groBer Anderungen in pH, Salz-
konzentration oder sogar dem Zusatz chaotroper oder sonstiger denaturierender Rea-
genzien. Damit wird der Nachteil deutlich: Solche harschen Elutionsbedingungen
beeintrdachtigen in den meisten Féllen die Qualitdt des eluierten Biomolekiils, z. B.
indem sie seine natiirliche Konformation zerstoren.
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Um dennoch in den Genuss der Vorteile affinitdtschromatographischer Reinigung mit
Antikorpern zu kommen, werden seit einigen Jahren Antikorpervarianten entwickelt,
welche ihre Affinitdt in Abhingigkeit von einer dritten Substanz dndern — also durch
Zugabe dieser Substanz ,,schaltbar* werden.

Erste Ansitze beruhen auf dem Einbau von Aminosédureseitenketten nahe des Para-
tops, welche aufgrund ihrer Ladungseigenschaften Ionen binden kénnen. So konnten mit
Hilfe entsprechend entworfener Phagendisplay-Panning-Strategien Antikorper gefunden
werden, welche nur in Gegenwart von Calciumionen an ihr Antigen banden (Hironiwa
etal. 2016). Bei diesen Antikorpern bildeten einige Aminosdureseitenketten der CDR3
der schweren Kette eine Calciumbindungsstelle.

Ebenfalls mit Hilfe einer evolutiven Strategie unter Einsatz von Phagendisplay-
Selektionen wurden pH-sensitive Einzeldomédnen-Antikdrper (V,;H) gefunden, die
auf die Anderung des lonisierungszustands von Histidinen reagieren (Murtaugh et al.
2011). Dazu wurde gleichzeitig auf hohe Affinitdt zum Antigen (RNAse A) selektioniert,
indem eine V;H-Mutations-Genbibliothek zunéchst bei neutralem pH mit dem Antigen
inkubiert wurde, wihrend die Elution mit milde saurem pH (pH 4.0-5.5) erfolgte. Die
so eluierten V H-Fragmente enthielten zwei bis fiinf zusétzliche Histidine in ihren CDR.

Solche Ansitze haben aber den Nachteil, dass sie stets eine aufwendige individuelle
Verinderung eines bestimmten Antikorpers erfordern. Eine Alternative dazu wére, wenn
es gelidnge, einen ,,universellen* Schalter abseits der Antigenbindungsstellen in das Anti-
korpergeriist einzubauen, welcher eine Affinititsdnderung iiber allosterische Effekte
bewirkt. Der Vorteil eines solchen allosterischen Schalters wire die leichte Ubertragung
des Schaltereffektes auf Antikorper beliebiger Spezifititen, da weder die CDR noch
die FR-Regionen — dabei modifiziert werden miissen. Ein Ansatzpunkt dafiir wire eine
Konformationsénderung im Linker-Peptid zwischen den V- und V,-Regionen eines
scFv-Fragmentes, welches die Orientierung dieser beiden Dominen zueinander verdndert.
Solche unterschiedlichen Winkel sind aus Kristallstrukturen von Antikdrpern durchaus
bekannt. So gelang es, nach Ersetzen des (G,S),-Linkers eines Anti-Fluorescein-Anti-
korpers durch Elastin-dhnliche Peptide, welche ihre Konformation temperaturabhéngig
veridndern, eine leichte Verdnderung der Affinititen bei Temperaturerhchung im Vergleich
zum urspriinglichen Linker zu messen (Megeed et al. 2006). Fiir praktische Anwendungen
waren die Anderungen aber zu gering. Der Durchbruch kam erst mit dem Einbau von
Calmodulin anstelle des V-V, -Linkers (Kobatake et al. 2012). Calmodulin hat mindes-
tens drei deutlich unterschiedliche Konformationen, je nach Calciumkonzentration und
An-/Abwesenheit seiner Liganden (Abb. 5.3a). Der Abstand von N- und C-Terminus
dndert sich dabei sehr deutlich. Diese Konformationsunterschiede waren in der Lage,
die Affinitdt der Antikorper zu ihrem Antigen, entweder nach Gabe von Calciumionen
oder eines Fragments aus einem Calmodulinliganden (M13-Peptid. Wichtig: Das Peptid
hat nichts mit M13 Phagen zu tun!), zu veridndern (Abb. 5.3b). Mittlerweile wurde der
Calmodulin-Linker durch Permutation der Fusionsstellen zwischen V,;, Calmodulin und
V, verbessert und die Ubertragbarkeit des Schalters auf verschiedene scFv-Fragmente
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a Calmodulin-Konformationen
geschlossen offen gebunden

Calmodulin-
Ligand

Antigen ‘

scFv-
Fragment

Paratopstruktur
verandert

+ Calmodulin-

Ligand Ca2+
Calmodulin-
Linker im scFv Calmodulin-Ligand

Abb. 5.3 ScFv-Fragmente mit allosterisch beeinflussbarer Affinitdit konnen durch Einbau
eines Linkers zwischen V| und V,;, welcher seine Konformation in Abhangigkeit von Kofaktoren
stark dndert, generiert werden. Im gezeigten Beispiel wurde der typische 15-Aminoséaure-Linker
eines scFv-Fragments durch verschiedene zyklisierte Varianten von Calmodulin ersetzt, wel-
ches abhdngig von der Zugabe von Calcium-Ionen und/oder einem aus einem natiirlichen Cal-
modulin-Liganden abgeleiteten Peptid (M13) seine Struktur stark dndert (a). Dadurch wird eine
Strukturverdnderung auch im Paratop induziert und damit die Affinitdt zum Antigen beeinflusst
(b). In (a) gezeigte Strukturen: geschlossen: Datei 1CFD, offen: 1CLL, mit M13: 2BBM aus der
PDB-Datenbank (https://www.rcsb.org)

unterschiedlicher Spezifititen gezeigt (Kellmann etal. 2017). Die Lokalisierung des
allosterischen Schaltprinzips in einem moglicherweise universell iibertragbaren Linker
eroffnet vollig neue Moglichkeiten zur Herstellung rekombinanter Antikorper, welche
milde Elutionen nach hochspezifischer Affinititschromatographie empfindlicher Bio-
molekiile erlauben. Eine andere mogliche Anwendung ist die Regulation von CAR-T-Zel-
len (Abschn. 5.4.7) — durch die Moglichkeit, auch unter physiologischen Bedingungen die
Affinitit von scFv-Fragmenten zu beeinflussen, konnte im Falle einer zu starken Aktivitit,
welche den Patienten bedroht, hier regulierend eingegriffen werden.
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5.4 Rekombinante Antikorper fiir die Therapie

Therapeutische Antikorper sind aktuell die umsatzstirkste und am stirksten wachsende
Klasse der biologischen Wirkstoffe. 2013 lagen die Umsitze mit therapeutischen mono-
klonalen Antikorpern bei 75 Mrd. US$. Fiir 2020 wird ein Umsatz von 120 Mrd. US$
erwartet (Ecker et al. 2015). Aktuell werden neben der Humanisierung zwei Haupttechno-
logien genutzt, um humane therapeutische Antikorper de novo zu generieren: Antikorper-
phagendisplay (Abschn. 2.6.2) und transgene Miduse und Ratten mit einem humanen
Antikorpergenrepertoire (Abschn. 2.5). Die Zulassungszahlen fiir neue therapeutische
Antikorper steigen — wurden in den Jahren bis 2013 meist nur zwei bis drei Préparate
pro Jahr fiir die Therapie zugelassen, waren es 2015 neun, 2017 zehn und 2018 bereits 11
Priparate. Bis Februar 2019 wurden 87 therapeutische Antikorper zugelassen (Tab. 5.4).
Ein Uberblick iiber therapeutische Antikorper, die mittels Phagendisplay generiert
wurden, gibt es bei Frenzel et al. 2016. Stetig aktualisierte Ubersichten iiber therapeuti-
sche Antikorper gibt es in der ,,Antibodies to watch “-Serie von Janice Reichert (Reichert
2014, 2015, 2016 ff.) und auf den Webseiten der Antibody Society (antibodysociety.org).
Wihrend das erste Jahrzehnt der Verwendung therapeutischer monoklonaler Anti-
korper von Wirkstoffen in klassischer IgG-Form domininiert wurde, haben die letzten

Tab. 5.4 Therapeutische Antikorper, die von den europdischen oder amerikanischen
Behorden als Medikamente zugelassen wurden (Stand Juni 2019). Erstzulassungen jeweils eines
Jahres sind durch Hintergrundfirbung zusammengefasst. # =vom Markt genommen

““-W Erirankung m

Muromonab-CD3 Orthoclone | Janssen Cilag, murin IgG2a | CD3 Behandlung der | Transplantat
OKT3 Johnson & Johnson USA akuten ion
EU)# AbstoRungsreakti
on bei Nieren-,
Herz- und

Lebertransplantat
ionen

Nebacumab Centoxin  Lilly IgM Endotoxin 1991 Sepsis (Gram- Infektion
(EU)# negative
Bakterien)
Edrecolomab Panorex Centocor murin IgG2a | EpCAM 1995 Darmkrebs Krebs
(EU#
Abciximab ReoPro Centocor, Eli Lilly, chimar, CD41 1994 Verhinderung Herz-
Johnson & Johnson 1gG1-Fab- (GPlIb/llla) (USA), eines Kreislauf
Fragment 1995 Geféalverschluss
(EV) es nach PTCA
(Angioplastie)
Rituximab Rituxan, Roche (EU), Biogen | chiméar IgG1 | CD20 1997 Non-Hodgkin- Krebs
MabThera | Idec/Genentech (Macaque/ (USA), Lymphome
(USA) human) 1998
(EU)
Daclizumab Zenapax, | Roche humanisiert | CD25 (IL-2 1997 Prophylaxe der Transplantat
Zinbryta 1gG1 Rezeptor) (USA), akuten ion,
1999 AbstoRungsreakti | Autoimmun
(EUM, on bei
2016 Nierentransplanta
(USA, tion, Multiple
EU)# Sklerose
Basiliximab Simulect = Novartis chimar IgG1 = CD25 (IL-2 1998 Prophylaxe der Transplantat
(Maus/Mens = Rezeptor) (USA, akuten ion
ch) EU) AbstoRungsreakti
on bei
Nierentransplanta
tion

(Fortsetzung)
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Tab. 5.4 (Fortsetzung)

Infliximab Remicade = Centocor (USA), chiméarIgG1 | TNF-a 1998 Morbus Crohn, Autoimmun
ESSEX PHARMA Maus/Men- (USA), Rheumatoide
(DE), Mitsubishi sch) 1999 Arthritis, Morbus
Tanabe Pharma (JP), (EV) Bechterew,
Xian Janssen (CN), Psoriasis-
Schering-Plough Arthritis, Colitis
ulcerosa
Palivizumab ** Synagis Boehringer humanisiert | RSV F-Protein | 1998 Prophylaxe der Infektion
Ingelheim, Abbott, 1gG1 (USA), RSV-Pneumonie
MedImmune 1999 bei
(EV) Frihgeborenen

(Respiratorisches
Synzytial-Virus)

Trastuzumab Herceptin | Roche humanisiert | Her2 1998 Brustkrebs Krebs
1gG1 (USA),
2000
(EU)
Gemtuzumab- Mylotarg | Wyeth, Pfizer humanisiert | CD33 2000 Akute myeloische | Krebs
0Ozogamicin 1gG4, ADC (USA)#, | Leukamie (AML)
2017
(USA),
2018
(EU)
Alemtuzumab Campath- | Bayer Schering, humanisiert = CD52 2001 Chronische Krebs,
1H, Genzyme 1gG1 (USA, lymphatische Autoimmun
MabCamp EU)#, Leukamie, T-Zell-
ath (neu 2013 Lymphome,
fur MS: (USA), akute
Lemtrada) 2014 lymphatische
(EV) Leukamie;
Multiple Sklerose
Adalimumab Humira Abbott human IgG1 | TNF-a 2002 Rheumatoide Autoimmun
(Phagedispl (USA), Arthritis,
ay) 2003 Psoriasis-
(EV) Arthritis, Morbus
Bechterew,
Morbus Crohn
Ibritumomab- Zevalin Bayer Schering, murin,111In- | CD20 2002 Non-Hodgkin- Krebs
Tiuxetan Biogen Idec /90Y- (USA), Lymphome
markiert, 2004 (Radioimmunther
1gG1 (EU) apie)
Efalizumab Raptiva Merck Serono, humanisiert | CD11a 2003 Psoriasis (2009 Autoimmun
Genentech 1gG1 (USA) vom Markt
2004 genommen)
(EU#
Omalizumab Xolair Novartis/ Genentech | humanisiert | IgE 2003 Schweres Autoimmun
(Roche) 1gG1 (USA), Asthma
2005 bronchiale
(EU)
Tositumomab Bexxar Corixa (now GSK) murin, 1311- ' CD20 2003 Non-Hodgkin- Krebs
markiert, (USA)# Lymphome
1gG2a (Radioimmunther
apie)
Cetuximab Erbitux Imclone chiméar IgG1 | EGF Rezeptor | 2004 Darmkrebs, Kopf- | Krebs
Systemsi/Lilly, Bristol- (US, EU) | und Halstumoren

Myers Squibb (USA,
CA), Merck Serono

Bevacizumab Avastin Roche/Genentech humanisiert | VEGF-A 2004 Darmkrebs, Krebs
1gG1 (US) Brustkrebs,
2005 nichtkleinzelliges
(EV) Bronchial-
karzinom,

feuchte, alters-
bedingte Makula-
de-generation
(Off-Label-Use)

Natalizumab** Tysabri Biogen Idec, Elan humanisiert | alpha4 integrin | 2004 Multiple Sklerose | Autoimmun
9G4 (US)
2006
(EV)
Tocilizumab (Ro)Acte | Chugai, Roche humanisiert | IL-6 Rezeptor | 2005 (JP) = Rheumatoide Autoimmun
mra 1gG1 2010 Arthritis
(Us)
Panitumumab Vectibix (Abgenix) Amgen human IgG2 | EGF Rezeptor | 2006 EGF-Rezeptor Krebs
(Xeno- (USA). exprimierende
Mouse) 2007 Tumoren, insb.
(EV) metastasiertes
kolorektales
Karzinom

(Fortsetzung)
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Tab. 5.4 (Fortsetzung)

Ranibizumab

Certolizumab pegol

Eculizumab

Nimotuzumab

Golimumab

Ustekinumab

Canakinumab

Ofatumumab
(HuMax-CD20)

Catumaxomab

Denosumab

Belimumab (Lymph
oStat-B)

Ipilimumab (MDX-
010,101)

Brentuximab
Vedotin (SGN-35)

Mogamulizumab

Pertuzumab

Lucentis

Cimzia

Soliris

TheraCim
®

Simponi

Stelara

llaris

Arzerra

Removab

Prolia,
Xgeva

Benlysta

Yervoy

Adcetris

Poteligeo

Omnitarg
®, Perjeta

Novartis,
Genentech/Roche?

Celltech/Pharmacia,
ucB

Alexion/Lonza

CIM AB SA (Kuba)

Johnson&Johnson/C
entocor (USA, CA),
MSD Sharp & Dohme
(EU)

Centocor, Janssen-

Cilag
Novartis

Genmab

Trion Pharma,
Fresenius

Amgen

CAT, human Genome
Sciences,
GlaxoSmithKline
(GSK)

Bristol-Myers Squibb
(BMS), Medarex

Seattle Genetics

Kyowa Hakko Kirin

Roche/Genentech
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humanisiert,
affinitatsger
eift, IgG1-
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(Phagedispl
ay)
humanisiert,
PEGyliert
Fab

humanisiert
19G2/4

humanisiert,
1gG1
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human IgG1

human IgG1
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hybrid IgG,
bispezifisch,
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(Phagedispl
ay)

human IgG1

chimar IgG1
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| auristatin
E, MMAE)
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TNF-a

Komplementpr
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IL-12/IL-23

IL-18

CD20
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RANKL

B-lymphocyte

stimulator
(BLyS, BAFF)
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CD30

CCR4

HER2/neu;
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Dimerisierung

2006
(USA),
2007
(EV)

2008
(USA),
2009
(EV)
2007
(USA,
EU)

2007
(Kuba,
Indien,
China,
Stdameri
ka)

2009
(USA,
EU)

2009
(US, EU)
2009

(US, EU)

2009
(USA),
2010
(EV)
2009
(EUY#

2010
(USA,
EU)

2011
(USA,
EU)

2011
(USA,
EU)

2011
(USA)
2012
(EV)

2012 (JP)

2012
(USA)

Feuchte

Augen

Makuladegenerat

ion

Morbus Crohn
(CH, nicht EU),
Rheumatoide
Arthritis
Paroxysmale
nachtliche

Autoimmun

Autoimmun

Hamoglobinurie

(PNH)

metastasierendes | Krebs

Irinotecan -
refraktéres
Kolorektalkarzin

Rheumatoide
Arthritis,
Psoriasis-

om

Autoimmun

Arthritis, Morbus

Bechterew

Plaque-Psoriasis | Autoimmun

Cryopyrin-
associated
periodic
syndromes
(CAPS), z.B.
Muckle-Wells-
Syndrom
Chronische
lymphatische

Autoimmun

Krebs

Leukamie (CLL)

maligne Aszites Krebs

aufgrund von

EpCAM-positiven

Karzinomen
Osteoporose,
skelett-
bezogenene
Komplikationen
bei

Knochenab
bau

Knochenmetasta

sen
Systemischer
Lupus
erythematosus
(SLE)

Melanoma
(Prostata-
karzinom in
Phase II)

Autoimmun

Krebs

Anaplastic large = Krebs

cell lymphoma
(ALCL), Hodgki
lymphom

Adulte T-Zell-
Leukamie,
verschiedene
Non-Hodgkin-
Lymphome
HER2+

n-

Krebs

Krebs

metastatisierendes

Brustkrebs

(Fortsetzung)
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Raxibacumab

Itolizumab

Obinutuzumab

Ado-trastuzumab
emtansine

Vedolizumab

Ramucirumab

Nivolumab

Siltuximab

Blinatumomab

Idarucizumab

Alirocumab

Mepolizumab

Necitumumab

Evolocumab

Dinutuximab

Secukinumab

Daratumumab

Elotuzumab

Pembrolizumab

Daratumumab

Rmab

Ixekizumab

ABThrax

Alzumab
Gazyva,
GA101
Kadcyla

Entyvio

Cyramza

Opdivo

Sylvant

Blincyto

Praxbind

Praluent

Nucala

Portrazza

Repatha

Unituxin

Cosentyx

Darzalex

Empliciti

Keytruda

Darzalex

Rabishield

Taltz

human Genome
Sciences/CAT, GSK

Biocon

Genentech/Roche

Genentech/Roche

Genentech/

Millenium/ Takeda

Imclone(Dyax)/ Lilly

BMS(Medarex)/ Ono

Janssen

Micromet/Amgen

Boehringer Ingelheim

Regeneron/Sanofi

GSK

Eli Lilly

Amgen

United Therapeutics

Novartis

Genmab / Janssen

BMS/ Abvie

MSD

Genmab/Janssen
Biotech

Indian Serum Institute

Lilly

human IgG1
(Phagedispl
ay)

humanisiert
1gG1
humanisiert
19G1,
glycoengine
ered
humanisiert
1gG1, ADC

humanisiert
1gG1

human IgG1
(Phagedispl
ay)

human IgG4

chimar

Murine,
BIiTE/
bispezifisch

humanisiert
Fab

human IgG1
humanisiert
1gG

human IgG1
(Phagedispl

ay)
human IgG2

chimar IgG1
human IgG1
human
19G1k
humanisiert

1gG1

humanisiert

human IgG1

human IgG1

humanisiert
9G4

B. anthracis
PA

CD6

CD20,

Her2

a4f7 integrin

VEGFR2

PDCD1

IL-6
CD3 x CD19

Dabigatran
(Pradaxa;
Prazaxa)
PCSK9

IL-5
EGFR
PCSK9
GD2
IL-17a
CD38

SLAMF7
PD-1,
cD38

Rabies
Glycoprotein
IL-17a

2012
(USA)

2013
(Indien)
2013
(USA),
2014
(EU)
2013
(USA,
EU)
2014
(USA,
EU)
2014
(USA,
EU)

2014
(USA),
2015
(EV)

2014
(USA,
EU)

2014
(USA),
2015
(EU)
2015
(USA,
EU)
2015
(USA,
EU)
2015
(USA,
EU)
2015
(USA,
EU)
2015
(USA,
EU)
2015
(USA,
EU)
2015
(USA,
EU)
2015
(USA,
EU)
2015
(USA),
2016
(EU)
2014
(USA),
2015
(EU)
2015
(USA),
2016
(EU)
2016
(Indien)
2016
(USA,
EU)

Prophylaxe und
Behandlung von
Anthraxinfektionen

Psoriasis

Chronische
lymphatische
Leukamie, NHL

Refr. metast.
Brustkrebs

Morbus Crohn,
Colitis Ulcerosa

Metastasierendes
Magen-
Adenokarzinom,
NSCLC
Fortgeschr.,
metastas. solide
Tumore (Niere,
Melanom, Lunge,
u.a.)

Morbus
Castleman
(MCD), Multiples
Myelom

akuten
lymphatischen
Leukamie (ALL)

Antidot fir ein
anderes
Medikament
tberhéhtes LDL-
Cholesterol
Schweres
(eosinophiles)
Asthma
Nicht-kleinzelliger
Lungenkrebs

Uberhohtes LDL-
Cholesterol

Neuroblastoma

Psoriasis

Multiples Myelom

Multiples Myelom

Melanom,
Mesotheliom,
NSCLC

Multiple Myeloma

Tollwut (Rabies)

Psoriasis

213

Infektion

Autoimmun

Krebs

Krebs

Autoimmun

Krebs

Krebs

Krebs

Krebs

Antidot

Stoffwechsel

Autoimmun

Krebs

Stoffwechsel

Krebs

Autoimmun

Krebs

Krebs

Krebs

Krebs

Infektion

Autoimmun

(Fortsetzung)
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Tab. 5.4 (Fortsetzung)

Obiltoxaximab

Atezolizumab

Reslizumab

Bezlotoxumab

Olaratumab

Brodalumab

Sarilumab

Dupilumab

Inotuzumab

ozogamicin

Ocrelizumab

Avelumab

Guselkumab

Benralizumab

Emicizumab

Durvalumab

Burosumab

Ibalizumab

Tildrakizumab

Erenumab

Mogamulizumab

Lanadelumab

Caplacizumab

Anthim

Tencentriq

Cinqaero,
Cingair

Zinplava

Lartruvo

Siliq,

LUMICEF

Kevzara

Dupixent

BESPON

SA

Ocrevus

Bavencio

Tremfya

Fasenra

Hemlibra

IMFINZI

Crysvita

Trogarzo

llumya

Aimovig

Poteligeo

Takhzyro

Cablivi

Elusys Therapeutics

Roche

Teva

Medarex,
MassBiologics

Eli Lilly

Amgen/AstraZeneca,

Kyowa Hakko Kirin

Regeneron, Sanofi

Regeneron

UCB, Pfizer

Genentech/Roche,
Biogen Idec

Merck KGaA/EMD

Morphosys

Medimmune

Roche

Medimmune/AstraZe
neca

Ultragenyx/ Kyowa
Hakko Kirin

Tanox (Genentech)/
TaiMed Biologics

Sun Pharma

Amgen

Kyowa/Amgen

Dyax/Shire

Ablynx

chimar IgG1

humanisiert
1gG1

humanisiert
1gG4

human IgG1

human IgG1

human IgG2

human IgG1

human IgG4

humanisiert
9G4, ADC

humanisiert
1gG1

human IgG1
(Phagedispl
ay)

human IgG
(Phagedispl
ay)
humanisiert
1gG1

humanisiert
1G4,
bispezifisch

human IgG1

human IgG1

humanisiert
1gG4

humanisiert
1gG1

human IgG2

humanisiert
19G1

human IgG1
(Phagedispl
ay)

humanisiert
Nanobody
(Phagedispl
ay)

Protective
antigen of B.
anthracis
exotoxin
PD-L1,
immunmodul.

IL-5

Clostridium
difficile
enterotoxin B
PDGFR alpha
IL-17R

IL-6R

IL-4R alpha

CD22

CD20

PD-L1

IL-23

IL-5Ra

Factor IXa, X

PD-L1

FGF23

CD4

IL-23p19

CGRP
Rezeptor

CCR4

Plasma
Kallikrein

von
Willebrandt
Faktor

2016
(USA)

2016
(USA),
2017
(EY)
2016
(EV,
USA)
2016
(USA),
2017
(EV)
2017
(USA,
EU)
2017
(USA,
EU)
2017
(USA,
EU)
2017
(USA,
EU)
2017
(USA,
EU)
2017
(USA),
2018
(EV)
2017
(EU,
USA)
2017
(EU,
USA)
2017
(USA),
2018
(EV)
2017
(USA),
2018
(EV)
2017
(USA)
2018
(EU,
USA)
2018
(USA)

2018
(EV,
USA)
2018
(EV,
USA)
2018
(USA,
EU)
2018
(USA,
EU)

2018
(EV),
2019
(USA)

Prevention of
inhalational
anthrax

Bladder cancer

Asthma

Prevention of
Clostridium
difficile infection
recurrence

Soft tissue
sarcoma
Immune-
mediated
disorders
Rheumatoid
arthritis

Atopic dermatitis
Hematological
malignancy

Multiple sclerosis

Merkelzellkarzinom

Psoriasis

Asthma

Hemophilia A

Blasenkrebs

Phosphatdiabetes

HIV Infektion

Psoriasis

Migréne

T-Zell lymphom

Angioddem

Thrombotisch-
thrombozytopenis
che Purpura

Infektion

Krebs

Autoimmun

Infektion

Krebs

Autoimmun

Autoimmun

Autoimmun

Krebs

Autoimmun

Krebs

Autoimmun

Autoimmun

Blutgerin
nung

Krebs

Stoffwechsel

Infektion

Autoimmun

Schmerz

Krebs

Blutgerinnu
ng/-bildung/
Komplement

Blutgerin
nung

(Fortsetzung)
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Tab. 5.4 (Fortsetzung)

Moxetumomab Lumoxiti Medimmune/AstraZe | murin IgG1, CD22 2018 Haarzell Krebs
pasudotox neca affinitatsger (USA) Leukémie
eift, dsFv
Immunotoxin
(Phagedispl
ay)
Fremanezumab Ajovy Teva human IgG2 | CGRP 2018 Migrane Schmerz
Rezeptor (USA)
Galcanezumab Emgality | Eli Lilly humanisiert | CGRP 2018 Migrane Schmerz
1gG4 Rezeptor (USA,
EU)
Cemiplimab Libtayo Sanofi human IgG | PD-1 2018 Melanom, Krebs
(USA) Mesotheliom,
NSCLC
Emapalumab Gamifant | Novimmune human IgG1 | INF-Gamma 2018 Hamophagozytis | Autoimmun
(Phagedispl (USA) che
ay) Lymphohistiozyto
se
Ravulizumab Ultomiris | Alexion humanisiert | C5 2018 paroxysmalen Blutgerinnu
Pharmaceuticals 19G2/4 (USA) nachtlichen ng/-bildung/
Héamoglobinurie Komplement
Romosozumab Evenity Amgen humanisiert | Sclerostin 2019 Osteoporose Knochenab
19G2 (USA) bau
Risankizumab Skyrizi AbbVie humanisiert | IL23 2019 Psoriasis Autoimmun
1gG1 (EV),
2019
(USA)
Polatuzumab Polivy Roche humanisiert | CD79b 2019 B-Zell Lymphom | Krebs
vedotin 1lgG1 ADC (USA)

Jahre einen starken Zuwachs der Zulassung von Medikamenten unter Verwendung
neuartiger Konstrukte gebracht (Abb. 5.4), die in ihrer Funktion iiber das, was ein natiir-
liches Immunglobulin in unserem Korper leisten kann, hinausgehen. Dies ist deshalb
notwendig geworden, da zum Beispiel viele der bis dahin zugelassenen Antikorper-
medikamente in der Tumortherapie zwar wirksam waren, dennoch aber den Krebs
nicht komplett heilen konnten. Mittlerweile gibt es deshalb zahlreiche zugelassene
Medikamente, deren Wirkung nicht mehr allein auf der natiirlichen Funktion und den
Eigenschaften von IgG beruht. Diese umfassen bispezifische Antikorper, Konjugate
mit Radionukliden oder Giften, Immuntoxin-Fusionen, kleinere Fragmente bis hin-
unter zum Nanobody, und sogar scFv-Fragmente auf Zelloberflaichen. Die Anzahl und
Diversitit solcher kiinstlichen, speziell fiir ein neues therapeutisches Wirkprinzip, eine
gewlinschte Pharmakokinetik o. 4. entwickelte Versionen rekombinanter Antikorper in
der priklinischen Evaluation ist enorm, und wir werden deshalb in naher Zukunft noch
viele weitere neuartige Konstrukte in der klinischen Anwendung sehen.

5.4.1 Nomenklatur fiir therapeutische Antikorper (INN)

Die Weltgesundheitsorganisation hat ein System von eindeutigen Bezeichnungen ent-
wickelt, mit denen alle Wirkstoffe in Medikamenten benannt werden, sobald sie in die
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Certolizumab pegol:

humanisiertes Fab

produziert in E. coli,
pegyliert (40 kDa PEG)

Factor
IXa Factor X
Emicizumab:

humanisiertes 1gG4,
bispezifisch (common
light chain + knob-into-
hole Fc)

Brentuximab vedotin: chi-
mares IgG + Val-Cit-
Proteaseschnittstelle +
PABC-Linker +
Monomethylauristatin E

Ado-Trastuzumab
Emtansin:
humanisiertes IgG +
SMCC Linker +
Martansinoid

von Wille-

[——\kj}rand factor

Caplacizumab:
humanisierter
Nanobody

f SN

Dabigatran )
Idarucizumab:

humanisiertes Fab

CD19 CD3

pgld

Blinatumomab: Maus-
bispezifisches
Tandem-scFv

CD22

Inotuzumab
ozogamicin:
humanisiertes IgG4,
bakterielles Toxin (NAc-
gamma Calicheamicin)

CcD20

Tyr23'Jod

lodine 1131
Tositumomab:
Maus-IgG + ¥Jod-
Radioisotop

o)

Moxetumomab pasudotox:
Fusionsprotein aus
Disulfid-stabilisiertem
Maus-Fv (dsFv) und PE38

Pseudomonas Exotoxin

CcD3 EPCAM

Catumaxomab:
Ratte/Maus-bispezifischer
mAb (aus Quadrom)

CD33
N

Gemtuzumab-Ozogamicin:
humanisiertes IgG4 +
bakterielles Toxin (NAc-

gamma Calicheamicin)

CD20

%

Yttrium-90 Ibritumomab
Tiuxetan: chiméares IgG +
Chelator Tiuxetan +
90Yttrium-Radioisotop

Abb.5.4 Zahlreiche Modifikationen erhohen die klinische Wirksamkeit von Antikorpern.
Gezeigt sind in der EU und den USA zugelassene Medikamente, deren Wirkmechanismen {iber die
Wirkungsweise von natiirlichen IgG hinausgehen. Griin: Antigenspezifitit

klinische Priifung kommen. Diese ,, International Nonproprietary Names“ (INN) werden
nach einem festgelegten Schema erstellt, konnen von den Herstellern der Medika-
mente nur begrenzt beeinflusst und nicht als Marke angemeldet werden. Der Nutzen
dieses weltweit giiltigen Nomenklatursystems ist die eindeutige Kennzeichnung von
Wirkstoffen in sdmtlichen Ergebnissen und Publikationen, sobald sie in die klinische
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Anwendung kommen. Bis zur Einfiihrung dieser Nomenklatur wurden oft von ver-
schiedenen Labors fiir die gleichen Wirkstoffe unterschiedliche Synonyme, Abkiirzungen
oder laborinterne Klonbezeichnungen verwendet, sodass eine Nachvollziehbarkeit der
Versuche oft schwer war.

Bei Antikorpern ist seit Mai 2017 eine Nomenklaturversion anzuwenden, die gegen-
tiber den seit den frithen 1990er Jahren verwendeten INNs stark vereinfacht wurde.
Alle INN von monoklonalen Antikdrpern enden auf -mab, die Silben davor geben Aus-
kunft {iber weitere Eigenschaften des Wirkstoffs (Tab. 5.4). Nur die erste Silbe kann
vom Wirkstoffhersteller frei gewidhlt werden. Urspriinglich wurden in den INN von
Antikorpern neben dem Anwendungsgebiet bzw. Antigen (Subsystem A) auch die
Ursprungsorganismen der monoklonalen Antikorper indiziert (Subsystem B), mit der
Absicht, dem Kliniker Hinweise auf eine mogliche Immunogenitit zu geben. Diese ein-
fache Einordnung wurde aber schnell von den Entwicklungen des Antibody Engineering
tiberholt (Jones et al. 2016). Heute ist durch in silico-Optimierung, transgene Tiere, syn-
thetische Bibliotheken und vielfiltige andere Verbesserungsmethoden die Spezies-In-
formation obsolet. Nach einem kurzen Intermezzo, indem versucht wurde, die Herkunft
anhand der effektiven Homologie der Sequenzen zu humanen Genen zu bestimmen,
was aber oft nicht eindeutig gelang, wurde die entsprechende Silbe (Subsystem B)
komplett gestrichen und das Nomenklatursystem — und die Aussprechbarkeit der
Namen — dadurch stark vereinfacht (Tab. 5.5). Bei den bis heute zugelassenen Anti-
korpern (Tab. 5.4) ist dies aber noch nicht zu erkennen, da ihre INN schon vor vielen
Jahren vor Beginn der klinischen Studien fiir deren Zulassung vergeben wurden. Diese
folgen deshalb noch alle dem alten Schema ,,Prefix (frei wéhlbare Silbe)+ Subsystem A
(Antigen/Indikation) + Subsystem B (Herkunft) + Stamm (-mab)“.

Tab. 5.5 International

a
Nonproprietary Names Subsystem A (,,target class“) +
(INN) fiir therapeutische -
Antikérper. a Urspriingliche -b(a)- Bakterien
Nomenklaturregeln: -am(i)- Serum-Amyloidprotein (SAP)/
Prefix + Subsystem Amyloidosis)
A +Subsystem B +(-mab). Die ~c(i)- Kardiovaskulir
Buchstaben in Klammern im -
Subsystem A kamen wahlweise Sfu)- Pilze
zur Anwendung, um bestimmte -gr(o)- Skelettmuskelmasse und damit
Kombinationen mit Silben des zusammenhingende Wachstums-
Subsystem B aussprechbar zu faktoren und Rezeptoren
machen. b Nomenklaturregeln k(i)- Interleukin
seit 2017: ,,Prefix + Subsystem : ;
A+ (-mab)* -U(i)- Immunmodulation

-n(e)- Nerven

-s(0)- Knochen

(Fortsetzung)
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Tab. 5.5 (Fortsetzung)

-tox(a)- Toxin

-t(u)- Tumor

-v(i)- Virus

Subsystem B (,.species*)

-a- Ratte

-axo- Ratte-Maus

-e- Hamster

-i- Primat

-0- Maus

-u- Mensch

-vet- Veterindrmedizin

-Xi- Chimir

-Xizu- Chimér-humanisiert

-Zu- Humanisiert

b

Subsystem A (,.target class*‘)

-ba- Bakterien

-ami- Serum-Amyloidprotein (SAP)/
Amyloidosis)

-ci- Kardiovaskulér

-fung- Pilze

-gros- Skelettmuskelmasse und damit
zusammenhingende Wachstums-
faktoren und Rezeptoren

-ki- Interleukin

-li- Immunmodulation

-ne- Nerven

-0s- Knochen

-toxa- Toxin

-ta- Tumor

-vet- Veterindrmedizinisch

-Vi- Virus

5.4.2 Behandlung von Krebserkrankungen

Die meisten der heute fiir die Therapie verwendeten Antikorper sind fiir die Krebs-
therapie zugelassen. Um Krebs zu behandeln, ist es wichtig, ein Zielprotein zu finden,
das im Idealfall nur auf den Krebszellen vorkommt. Die Realitit ist jedoch komplexer.
Die bisher von therapeutischen Antikorpern adressierten Tumor-assoziierten Proteine
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(;,Tumortargets) werden entweder im Vergleich zu gesunden Zellen auf Tumorzellen
iiberexprimiert, veridndert oder haben ihre Lokalisation verdndert. Der Wirkmechanis-
mus von Antikorpern umfasst ADCC und CDC, direkte Apoptose, Verhinderung der
Dimerisierung von Rezeptoren oder die Blockierung von Rezeptoren. Nachfolgend wer-
den eine Auswahl von Anti-Tumor-Antikérpern und deren jeweiliger Wirkmechanismus
néher beschrieben.

Brustkrebs ist die hdufigste Krebserkrankung bei Frauen. Der Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2 (HER2) ist ein Rezeptor, der bei 20-25 % der Brustkrebs-
patienten iiberexprimiert wird und zu einem beschleunigten Tumorwachstum fiihrt
(Nahta und Esteva 2006). Der erste zugelassene Antikorper gegen HER2 war Trastu-
zumab. Er wird nur bei einem positiven HER2-Befund in der Therapie eingesetzt. Der
Wirkmechanismus ist bisher nicht vollstindig geklirt und es wird von einer Kombina-
tion verschiedener Mechanismen ausgegangen. Der Antikorper 16st ADCC aus und akti-
viert somit NK-Zellen fiir die Tumorbekdmpfung. Als weitere Mechanismen werden die
Verhinderung einer Liganden-unabhingigen Heterodimerisierung von HER2 und HER3
sowie die Verhinderung einer proteolytischen Spaltung von HER2 und damit eine Ver-
ringerung der Zellproliferation (Maximiano et al. 2016) vermutet. Der Wirkmechanis-
mus von Pertzumab ist anders, er verhindert die Dimerisierung von HER2 und damit
die Signalweiterleitung und die Zellproliferation (De Mattos-Arruda und Cortes 2013).
Ein anderes Brustkrebstarget ist MUCI. Dieses Glykoprotein besteht aus sich wieder-
holenden Abschnitten von 20 Aminosduren und ist in Tumoren bei etwa 80 % der Patien-
ten iiberexprimiert, grofitenteils deglykosyliert, damit ist das Peptidriickgrat zugénglich,
und das Protein wird auf der gesamten Zelle exprimiert und nicht nur auf der Lumen-
seite. Der Nachteil bei diesem Target ist, dass es internalisiert wird und somit ADCC nur
sehr eingeschriankt moglich ist (Thie et al. 2011). Trotz einer sehr hohen Tumorspezifitéit
gibt es deshalb noch keine zugelassenen Therapeutika gegen dieses interessante Tumor-
target. Die Internalisierung ermdglicht jedoch andererseits neue therapeutische Ansitze,
bei denen der Tumor nicht mehr primir durch die natiirlich vorhandenen Effektoren des
Immunsystems angegriffen wird. Ein Beispiel sind Antikorper-Wirkstoff-Konjugate
(ADC) (Abschn. 3.6.2) oder Immuntoxine/ImmunRNasen (Abschn. 3.7.2 und 3.7.3).
Ein weiteres hdufig adressiertes Tumortarget ist der Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR), der wie HER2 aus der ErbB-Proteinfamilie stammt. Dieser Rezeptor ist u. a.
auf Darmkrebszellen iiberexprimiert (Roskoski 2014). Der am hiufigsten eingesetzte
Antikorper gegen EGFR ist Cetuximab. Dieser Antikorper verhindert die Bindung des
natiirlichen Liganden und verhindert auch die Dimerisierung. Somit wird die Signal-
weiterleitung und damit die Zellproliferation verhindert (Li et al. 2008). Zusétzlich kann
Cetuximab ADCC aktivieren und damit konnen die Tumorzellen direkt durch Immun-
zellen zerstort werden (Kimura et al. 2007).

Eine andere Moglichkeit, Tumoren zu bekidmpfen, ist sie ,,auszuhungern®. Schnell
wachsende Tumoren bendtigen neue Blutgefifle fiir die Nihrstoffversorgung. Wenn die
Bildung von neuen Blutgefidflen verhindert wird, wird das Tumorwachstum gebremst.
Dies gelingt mit dem Antikorper Bevacizumab gegen den Vascular Endothelial Growth
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Factor (VEGF), der als Ligand an den VEGF-Rezeptor bindet. Dieser Antikorper
verhindert die Bindung des Liganden VEGF an den Rezeptor und VEGF wird so auch
aus der Blutzirkulation entfernt. Somit wird die Aktivierung des VEGF-Rezeptors durch
VEGF verhindert und damit die Entstehung von neuen Blutgefilen direkt am Tumor
(Presta et al. 1997). Dieser Antikorper kann nicht nur gegen Tumoren, sondern auch
gegen altersbedingte Makulardegeneration (AMD), die durch eine starke Vermehrung
von BlutgefiBlen hinter der Retina verursacht wird, eingesetzt werden (Lynch und
Cheng 2007).

Eine weitere Strategie sind bispezifische Antikdrper (Abschn. 3.6.1). Hierbei werden
durch den Antikorper zwei Zielstrukturen parallel gebunden. Ein Beispiel hierfiir ist der
im November 2015 zugelassene bispezifische Antikorper Blinatumomab. Bei diesem
Antikorper sind zwei scFv tiber einen Linker verbunden. Die eine Spezifitit ist CD3,
um T-Zellen zu rekrutieren, die andere Spezifitit ist CD19, ein B-Zell-Marker. Das Ziel
ist, bei der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) die B-Zellen durch CD8-T-Zellen zu
eliminieren (Le Jeune und Thomas 2016). Ein anderer zugelassener bispezifischer Anti-
korper ist Catumaxomab. Dieser IgG-Antikorper ist eine Chimére aus einem Rattenanti-
korper und einem Mausantikorper (Quadrom-Antikorper). Diese Chimaérisierung wird
erreicht, da die Dimerisierung eines Ratten-Fc mit einem Maus-Fc-Teil effizienter ist
als die Dimerisierung von Maus-Maus-Fc bzw. Ratte-Ratte-Fc. Ein Antikorperarm ist
gegen EpCAM gerichtet, der andere gegen CD3. Somit werden T-Zellen dazu angeregt,
EpCAM positive Tumorzellen zu eliminieren. Bei diesem Antikorper gibt es einen wei-
teren Wirkmechanismus. Da ein kompletter Fc-Teil vorhanden ist, konnen Effektorzellen
wie NK-Zellen rekrutiert werden. Deshalb wird dieser Antikorper auch als tri-funktiona-
ler Antikorper bezeichnet (Fan et al. 2015). Aktuell sind nur diese beiden bispezifischen
Antikorper zugelassen. Andere bispezifische Antikorper-Formate, die sich auch in der
klinischen Erprobung befinden, werden in Abschn. 3.6.1 ebenfalls vorgestellt.

Eine neuere Strategie sind Antikorper gegen sogenannte Checkpoint-Inhibitoren —
in ihrer groflen Relevanz auch gewiirdigt durch den Nobelpreis fiir Medizin 2018 fiir
James Allison und Tasuku Honjo. Tumoren wirken immunsupprimierend auf Ihre
Umgebung und verhindern damit u. a. die Aktivitdt von cytotoxischen T-Zellen. Wenn
eine cytotoxische T-Zelle mit dem T-Zell-Rezeptor fremde, auf MHCI prisentierte
Proteinfragmente erkennt, gibt es eine Reihe von positiven und negativen Regulatoren
der Aktivierung. Tumorzellen konnen die Aktivierung der T-Zellen verhindern, indem
Inhibitoren wie PD-L1 oder B7 iiberexprimiert werden (Abb. 5.5). Der Antikorper Nivo-
lumab ist gegen den Rezeptor PD1 auf T-Zellen gerichtet und verhindert die Bindung
von PD-L1 und damit die Inaktivierung. Ahnlich wirkt der Antikorper Ipilimumab, der
an CTLA-4 auf T-Zellen bindet, die Bindung von B7 verhindert und damit gleichfalls
einen inaktivierenden Rezeptor blockiert (Drake et al. 2014; Shih et al. 2014).

Da die einzelnen antikorperbasierten Therapien nicht bei allen Patienten wirken, liegt
die Zukunft in der Kombination von Antikorpern, z. B. einen Anti-Checkpoint-Inhibitor-
Antikorper mit einem Anti-Tumortarget-Antikorper. Auch die Kombination von drei
Wirkstoffen ist denkbar.
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Abb. 5.5 Checkpoint-Inhibitoren: Viele aggressive Tumoren (z. B. Melanome) sind vom
Immunsystem nicht angreifbar. Sie prisentieren zwar tumorspezifische Marker auf ihrem MHC,
tragen aber auf ihrer Oberfliche Signale, welche angreifende Lymphocyten deaktivieren (a). Anti-
korper, welche die Molekiile solcher ,,immune checkpoints®, z. B. PD-L1, neutralisieren, ermog-
lichen den T-Zellen einen erfolgreichen Angriff auf die Tumorzellen

Insgesamt ist eine starke Zunahme von klinischen Studien mit neuen therapeuti-
schen Antikorpern zu sehen (Tab. 5.6): Im Jahr 2018 wurden mit rekombinanten Anti-
korpern insgesamt 121 klinische Studien der ersten Phase neu begonnen oder die dafiir
notwendige Genehmigung beantragt (IND), davon 97 Studien fiir die Tumortherapie.
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Tab.5.6 Neue Kklinische Studien mit Rekombinanten Antikorpern in der Krebstherapie. Die
Daten. (Quelle: antibodysociety.org) zeigen die starke Zunahme der Zahlen fiir IND-Antréige/erste
klinische Studien mit Antikorpern in der Tumortherapie innerhalb der letzten fiinf Jahre. ADC:
antibody drug conjugates

Jahr 2014 2015 2016 2017 2018 ‘Wachstum in den
letzten 5 Jahren
(in % von 2014)

Krebstherapie gesamt 37 66 64 94 97 262
Immuncheckpoint-Targets 4 23 27 35 46 1150
(Abschn. 5.4.2)

ADC (Abschn. 3.6.2.2) 14 17 14 21 20 143
Bispezifische Antikdrper 7 11 12 19 28 400

(Abschn. 3.6.1)

Bei einer insgesamt 2,6-fachen Steigerung im Bereich Krebstherapie in den letzten fiinf
Jahren (entsprechend einem jéhrlichen Wachstum von mehr als 20 %) verzeichneten die
Checkpoint-Inhibitoren das rasanteste Wachstum: Die klinischen Studien haben sich
mehr als verzehnfacht. Wihrend Neuentwicklungen bei Antikorper-drug-Konjugaten
(ADC) eher stagnieren, hat sich die Zahl klinischer Studien mit bispezifischen Anti-
korpern vervierfacht. Insgesamt ist dieses Wachstum rasant, und da die 2018 begonnenen
Studien frithestens in einigen Jahren zu ersten Zulassungen fiihren diirften, kann erwartet
werden, dass auch die Wachstumsraten bei Neuzulassungen von Antikorpermedika-
menten mindestens fiir die ndchsten fiinf Jahre entsprechend stark zunehmen.

5.4.3 Behandlung von Autoimmunerkrankungen

Der zweite grole Anwendungsbereich fiir therapeutische Antikorper sind Autoimmuner-
krankungen, wie z. B. rheumatoide Arthritis. Bei Autoimmunerkrankungen funktioniert
die Kontrolle des Immunsystems, das zwischen Eigen und Fremd unterscheiden muss,
nur unzureichend, und das Immunsystem richtet sich gegen einen selbst. Der bekann-
teste Antikorper fiir eine Autoimmunerkrankung ist Adalimumab. Dieser Antikorper ist
gegen das pro-inflammatorische Cytokin Tumornekrosefaktor (TNF) gerichtet und ver-
hindert die Bindung von TNF an seinen Rezeptor. Somit wird ein chronischer ,,Dauerent-
ziindungszustand® verringert (Bain und Brazil 2003). Die Geschichte dieses Antikorpers
ist sehr interessant, sie beginnt mit dem murinen monoklonalen Antikorper MAK195.
Dieser Antikorper zeigte sehr gute in vitro- und in vivo-Eigenschaften, wurde auch als
Fab-Fragment gegen Sepsis in klinischen Studien getestet (Panacek et al. 2004), jedoch
als muriner Antikorper nicht fiir eine weitere klinische Entwicklung in Erwigung
gezogen. Bei chronischen Erkrankungen muss ein Antikorper regelmélig gegeben wer-
den, deshalb wurde beim murinen Antikorper bei dauerhafter Gabe eine HAMA-Ant-
wort (Abb. 3.1) erwartet. Es folgte eine Humanisierung mittels Chain Shuffling, einer


http://dx.doi.org/10.1007/978-3-662-50276-1_3#Fig1
http://antibodysociety.org
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-662-50276-1_3#Sec24
http://dx.doi.org/10.1007/978-3-662-50276-1_3#Sec21

5.4 Rekombinante Antikorper flir die Therapie 223

Phagendisplay-basierten Methode, bei der beide murinen variablen Dominen schritt-
weise durch eine menschliche variable Doméne ersetzt werden. Dieser nun komplett
humane Antikdrper D2E7 (Osbourn et al. 2005) wurde danach als erster komplett huma-
ner Antikorper unter dem Namen Adalimumab (Handelsname Humira) 2002 zugelassen
und war 2016 mit mehr als 16 Mrd. US$ der umsatzstérkste therapeutische Antikorper
(Strohl 2018).

Ein weiteres Beispiel ist Natalizumab, ein Antikorper, der zur Behandlung bei Mul-
tipler Sklerose eingesetzt wird. Bei dieser Krankheit wird die Myelinschicht von
Nervenzellen vom eigenen Immunsystem angegriffen. Natalizumab bindet an «,f,- und
a,P-Integrine, verhindert die Einwanderung von Th-1-Zellen in das Gehirn und ver-
mindert hier die Entziindungsreaktionen (Rice et al. 2005; Sellebjerg et al. 2016). Bei
der Behandlung von Autoimmunerkrankungen kénnen dennoch bisher nicht die eigent-
lichen Ursachen der Krankheiten behandelt, sondern nur die Symptome der Krankheit
abgemildert werden.

5.4.4 Bekampfung von Pathogenen

Die wichtigste Aufgabe von Antikorpern in unserem Korper ist die Bekdmpfung von
Pathogenen. Die meisten bakteriellen Erreger konnen heute noch mit Antibiotika
bekdmpft werden, es gibt jedoch immer mehr multiresistente Stimme, z. B. die MRSA-
Stamme von Staphylococcus aureus, bei denen nur noch einzelne oder gar keine Anti-
biotika mehr wirken (Collignon 2015). Die wichtigsten Bakterien, die es immer mehr
schaffen, gegen Antibiotika resistent zu sein, werden als ESKAPE-Bakterien (Entero-
coccus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bauman-
nii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter spp.) zusammengefasst (Pendleton et al.
2013). Fiir den nosokomialen Erreger (,,Krankenhauskeim®) S. aureus werden aktuell
zahlreiche Antikorper gegen verschiedene Zielstrukturen auf der Bakterienoberfliche
sowie gegen Toxine (Abschn. 5.4.5) entwickelt, um fiir den Fall, dass kein Antibiotikum
mehr wirkt, alternative Medikamente zur Verfiigung zu haben (Sause etal. 2016).
Neben S. aureus ist Pseudomonas aeruginosa ein weiterer gefiahrlicher ,,Krankenhaus-
keim®, der u. a. Lungenentziindung hervorrufen kann. Hier wird ein bispezifischer Anti-
korper (Abschn. 3.6.1) (MEDI3902) entwickelt, der an ein Exopolysaccharid und an ein
Sekretionsprotein von P. aeruginosa binden kann (DiGiandomenico et al. 2014). Aktuell
befindet er sich in der klinischen Entwicklung (DiGiandomenico und Sellman 2015).
Noch besser als Bakterien konnen Viren mit Hilfe von rekombinanten Antikorpern
bekdmpft werden. Es gibt zahlreiche Impfstoffe gegen Viren, z. B. gegen Papillom-
viren als Impfung gegen das Zervixkarzinom (Medeiros et al. 2009), gegen Varizellen
als Impfung gegen Windpocken und Giirtelrose (Arnold und Messaoudi 2016), gegen
Pocken (Smith 2011) oder Hepatitis A und B (Beran 2007). Nur in Ausnahmefillen ist
es moglich, eine Aktiv-Impfung nach einer Infektion durchzufiihren wie z. B. bei Toll-
wut (Jackson 2016). In den letzten Jahren kommt es zu ,,outbreaks*, z. B. MERS-CoV
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(Gao etal. 2016), Ebola (Kaner und Schaack 2016) oder die Vogelgrippe (Lai et al.
2016), bei denen keine Aktiv-Impfstoff zur Verfiigung standen, bzw. eine Impfung der
kompletten Bevolkerung nicht moglich ist. Bei solchen Infektionen ist es essenziell,
Passiv-Vakzine, also therapeutische Antikorper, als Medikamente zur Verfiigung zu
haben. Aufgrund des Ebola-Ausbruchs in Westafrika 2014 wurden verstirkt Antikorper
gegen Ebola entwickelt. Ebola ist eine Familie von fiinf Spezies, wovon vier das hdmor-
rhagisches Ebola-Fieber bei Menschen verursachen (Matua et al. 2015). In dieser Krise
wurden die experimentellen Antikérper ZMapp (Qiu et al. 2014), ein Cocktail von drei
murinen chimiren Antikdrpern, die in Tabakpflanzen produziert wurden, beim Menschen
eingesetzt. Hier wurde eine leicht erhchte Uberlebensrate bei der ZMapp-Behandlung
beobachtet (PREVAIL II Writing Group und Multi-National PREVAIL II Study Team
2016). Weit fortgeschritten sind auch humane Antikorper gegen Ebola Zaire, die aus
menschlichen Uberlebenden des Ebola-Fiebers mittels B-Zell-Klonierung isoliert wur-
den (Corti et al. 2016), und gegen Ebola Sudan (Froude et al. 2018). Protektive Anti-
korper wurden auch gegen das Marburgvirus entwickelt, dass zu den Filoviren gehort
und hidmorrhagisches Fieber verursacht (Froude et al. 2017) — bemerkenswert dabei
ist, dass neutralisierende Antikorper gegen dieses Virus bisher ausschlieBlich mittels
Phagendisplay gewonnen werden konnten.

Der bisher einzige zugelassene Antikorper gegen Viren ist Pavilizumab. Er erkennt
das Respiratory syncytial virus (RSV), das eine Bronchitis auslosen kann. Dieses Virus
ist insbesondere fiir Sduglinge und Frithgeborene sehr gefihrlich (Malley et al. 1998).

5.4.5 Neutralisierung von Toxinen

Die ersten therapeutischen Antikorperseren wurden gegen Diphtherie entwickelt
(Abschn. 1.1) (von Behring und Kitasato 1890). Bei diesem therapeutischen Ansatz ging
es darum, das Diphtherietoxin, das die Proteinbiosynthese inhibiert und damit Zellen
zerstort, zu neutralisieren (Uchida 1982). Die meisten Menschen in West-Europa sind
heute mit dem Toxoid (inaktiviertes Toxin) gegen Diphtherie geimpft. Wenn es jedoch
zu einer Infektion kommt, erfolgt die Behandlung heutzutage wie zu Zeiten von Emil
von Behring mit Anti-Diphtherietoxin-Pferdeseren. Der Grund liegt nur darin, dass die
Kosten fiir die klinische Zulassung zu hoch sind — rein menschliche Antikorper kénnen
mittlerweile rekombinant hergestellt werden, wie wir kiirzlich fiir ein neuartiges, kom-
plett sequenzdefiniertes humanes Antitoxin gegen Diphtherie zeigen konnten.

Toxine sind ideale Ziele fiir therapeutische Antikorper, da der Wirkmechanismus,
beispielsweise im Vergleich zu einer Krebstherapie, einfacher ist. Der Antikorper ver-
hindert, dass das Toxin an den Rezeptor der Zielzelle bindet, und verhindert damit die
Aufnahme in die Zelle, und/oder inaktiviert die enzymatische Aktivitit des Toxins. Bis-
her zugelassen ist ein rekombinanter Antikorper gegen Milzbrand. Der Antikorper Raxi-
bacumab bindet an das von Bacillus anthracis sekretierte Protective Antigen. Dieses
Antigen bildet einen Porenkomplex, durch den die eigentlichen Toxine (Lethal Factor
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und Endema Factor) aufgenommen werden. Dieser Antikorper wurde mittels Phagen-
display aus einer naiven Antikorpergenbibliothek gewonnen und 2012 als ABThrax
zugelassen. Dieser Antikorper soll im Fall eines bioterroristischen Angriffs zusammen
mit Antibiotika gegeben werden, um den Erreger abzutdten und gleichzeitig die schon
gebildeten Toxine zu neutralisieren (Kummerfeldt 2014; Mazumdar 2009). Eine Alter-
native ist die Neutralisierung der eigentlichen Toxine Lethal Factor und Endema Factor
(Pelat et al. 2007).

Mit Clostridum difficile assoziierte Durchfallerkrankungen (CDI) nehmen in den
letzten Jahren stark zu. Es wird angenommen, dass diese nosokomiale Erkrankung eine
Folge von Antibiotikabehandlungen ist, die zu einer Dysbiose der normalen Darmflora
fiihrt und sich somit C. difficile im Darm vermehren kann. C. difficile produziert Toxine
(TcdA TcdB und bindres Toxin), die das Darmeptithel zerstoren. Gefdhrlich wird die
Krankheit auch dadurch, dass es bei einem hohen Anteil der Patienten zu einer Wieder-
kehr der Krankheit kommt (Bibbo et al. 2014; Leffler und Lamont 2015). Gegen die
Toxine TcdA und TcdB wurden die rekombinanten Antikdrper Actoxumab und Bez-
lotoxumab entwickelt (Yang et al. 2015), jedoch konnte nur der Antikorper Bezloto-
xumab gegen TcdB in einer klinischen Phase III eine wiederkehrende CDI verringern,
und es wurde nur Bezlotoxumab 2016 fiir wiederkehrende, aber nicht fiir akute CDI,
zugelassen. Ein Problem bei TcdB ist es, dass das Toxin nicht wie andere Toxine nur
eine Rezeptorbindungsstelle hat, sondern mindestens vier unterschiedliche Bindungs-
regionen aufweist (Fiihner et al. 2018). Die beste, wenn auch etwas ungewohnliche The-
rapie bei CDI scheint aktuell die Stuhltransplantation zu sein (Li et al. 2016).

Eine weit verbreitete Nutzung von Seren sind Antitoxin-Seren gegen Gifte von
Schlangen, Spinnen und Skorpionen. Hier gibt es einige Forschungsprojekte, um
diese tierischen Seren durch humane rekombinante Antikdrper zu ersetzten, ein Prob-
lem dabei sind jedoch die geringen zu erwartenden Patientenzahlen und damit geringe
Moglichkeiten der Refinanzierung solcher Entwicklungen. Ein Beispiel: Aus akademi-
schen Forschungsprojekten steht eine umfangreiche Sammlung von im Tierversuch
erfolgreich getesteten rekombinanten Antikorper gegen die gefdhrlichsten Botulinum-
toxin-Serotypen (A, B und E) zur Verfiigung (Derman et al. 2016; Miethe et al. 2016;
Rasetti-Escargueil et al. 2017). Thre Entwicklung zu einem Medikament ist aber nicht
finanzierbar, obwohl sie als definierte oligoklonale Reagenzien mit humanen Sequenzen
umfangreiche Vorteile gegeniiber den klinisch bisher verwendeten Tierseren boten, da
die Zahl der erkrankten Patienten zu gering ist. Einen Uberblick iiber die Entwicklung
von rekombinanten Antikérpern gegen Toxine von Tieren, Pflanzen, Pilzen und Bakte-
rien mittels Phagendisplay gibt Kuhn et al. 2016.

5.4.6 Weitere therapeutische Anwendungsgebiete

Therapeutische Antikorper werden nicht nur gegen Krebserkrankungen, Autoimmun-
erkrankungen oder gegen Pathogene entwickelt. Eine Interessante Anwendung ist
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die Behandlung von Migriane mit Antikorpern, die gegen das Neuropeptid Calcito-
nin Gene-Related Peptide gerichtet sind (Giamberardino et al. 2016). Zwei Antikorper
(Fremanezumab und Galcanezumab) gegen dieses Target wurden 2018 zugelassen.

Zugelassen wurde auch der Antikorper Ustekinumab, ein Antikorper, der an die
gemeinsame Untereinheit von IL-23/IL-17 bindet und zur Behandlung von Schuppen-
flechte (Psoriasis) eingesetzt wird (Alunno et al. 2015). Dieses Medikament befindet
sich auch in der klinischen Testung gegen Morbus Crohn, einer chronisch-entziindlichen
Darmerkrankung. Auf den ersten Blick scheint die Hauterkrankung Psoriasis nichts mit
der Darmerkrankung Morbus Crohn gemein zu haben, aber beide Krankheiten haben mit
tiberentwickelten Entziindungsreaktionen zu tun. Bei Morbus Crohn wurde entdeckt,
dass IL-12 iiberexprimiert wird und dass eine Untereinheit des Rezeptors von IL-23 mit
der Krankheit assoziiert ist (Simon et al. 2016).

2016 wurden die Antikorper Alirocumab und Evolocumab fiir die Behandlung
von Hypercholesterindmie, also einem erhohten Cholesterinspiegel, zugelassen. Ein
erhohter Cholesterinspiegel ist ein Risiko fiir Herzinfarkt und Schlaganfall. Beide
Antikorper inhibieren die Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Type 9 (PCSK9)
und verringern damit die Bildung von Low-Density Lipoprotein Cholesterol (LDL-C)
(Blom et al. 2016).

Diese Beispiele zeigen, dass Antikorper gegen eine Vielzahl von sehr unterschied-
lichen Erkrankungen eingesetzt werden konnen und dass ein Antikdrper auch fiir unter-
schiedliche Indikationen eingesetzt werden kann. Ein weiteres Beispiel ist hierfiir der
Anti-Vascular Endothelial Growth Factor-(VEGF-)Antikorper Bevacicumab, der in
der Krebstherapie und fiir die Behandlung von alterbedingter Makuladegeneration ein-
gesetzt wird (fiir die letztere Indikation ist jedoch nur das von Bevacicumab abgeleitete
Fab-Fragment Ranibizumab zugelassen). Bei beiden Erkrankungen wird die Bildung von
neuen BlutgefiBlen minimiert, einmal um den Krebs ,,auszuhungern® und im zweiten Fall
ist die iibermaBige GefiBbildung die direkte Ursache fiir den Verlust der Sehkraft (Abou-
ammoh und Sharma 2011).

Es gibt mittlerweile sogar einen Antikorper, um zu starke Medikamentenwirkung
bei der Blutverdiinnung zu neutralisieren: Idarucizumab neutralisiert das Antikoagulans
Dabigatran, ein Thrombininhibitor, der zur postoperativen Antikoagulation eingesetzt
wird. Deshalb ist Idarucizumab ein Fab-Fragment, da keine Immunreaktion gegen das
Medikament ausgeldst werden darf (Syed 2016).

5.4.7 Chimeric Antigen-Rezeptoren als neue Therapieform

Cytotoxische T-Zellen (CD8* T-Zellen) sind nicht nur wichtig fiir die Zerstérung von
virusinfizierten Zellen, sondern konnen auch Krebszellen toten, wenn sie diese Peptide
von Neoantigenen mittels MHC-Klasse-I préisentieren (Bolhuis und Braakman 1988).
Diese Erkennung von Tumorzellen ist jedoch durch die MHC-Prisentation beschrinkt.
Dies kann man umgehen, wenn man einen Antikdrper gegen ein Tumortarget auf die
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Oberfliche von cytotoxischen T-Zellen bringt, die Aktivierung der T-Zellen mit der
Bindung an das Tumortarget verkniipft und somit diese Effektorzellen direkt gegen
den Tumor richtet. Der Rezeptor auf der Oberfliche wird als chimirer Antigenrezeptor
bezeichnet, da er aus unterschiedlichen Proteindominen zusammengesetzt ist. Der
eigentliche Rezeptor ist ein scFv, daran schlieit sich eine Linker an (auch als hinge
bezeichnet), dieser Linker kann z. B. vom CD8-Molekiil stammen, dann kommt eine
Transmembrandomiine, z. B. auch vom CD8-Molekiil, intrazellulédr schlieft sich daran
bei CAR der sogenannten zweiten Generation eine CD28- oder 4-1BB-Signaldoméne
an (bei CAR der dritten Generation sind es zwei Signaldominen). Als letztes Element
kommt eine weitere Signaldomine, die ITAM-Doméne aus CD3, dem Co-Rezeptor
des T-Zell-Rezeptors (Abb. 5.6). Bei T-Zellen mit diesem chimiren Rezeptor werden
nur 10-100 Tumortarget-Molekiile pro Krebszelle benotigt, bei BiTE (Abschn. 3.6.1
und 5.4.2) sind es 100-1000, bei ADC (Abschn. 3.6.2 und 5.4.2) sind es 1000-10.000
und bei nackten Antikorpern 10.000-100.000 Zielmolekiile (Frigault und Maus 2016;
Sharma und Kranz 2016; Zhang et al. 2016).

CAR-T-Zellen mit einem Antikorper gegen CD19 (ein B-Zell-Target) wurden erfolg-
reich bei der Behandlung von B-Zell-Lymphomen in klinischen Studien eingesetzt
und die ersten CAR-T-basierten Therapeutika Tisagenlecleucel (Handelsname Kym-
riah) und Axicabtagene Ciloleucel (Handelsname Yescarta) wurden 2017 zugelassen.
Fiir die Behandlung werden T-Zellen vom Patienten isoliert und das CAR-Konstrukt
mit Hilfe von Lentiviren oder y-Retroviren in die T-Zellen integriert (Geyer und Brent-
jens 2016). Somit ist die Therapie patientenspezifisch und sehr teuer (Kosten 2018 in
Europa: 320.000 € pro Patient). Neben diesem personalisiertem Ansatz, die patienten-
eigenen T-Zellen gentechnisch zu verdndern, gibt es auch Ansétze, standardisierte CAR-
T-Zell-Linien fiir unterschiedliche Tumortargets herzustellen (Wang und Riviére 2016).
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Der FEinsatz von standardisierten zellbasierten Therapeutika wiirde die Behandlung
erheblich vereinfachen, da keine personalisierte Therapie mehr notig ist.

Bei einer Leukdmie sind die Krebszellen einfach zugiinglich, da sie in der Blutbahn
zirkulieren, schwieriger ist dagegen die Behandlung von soliden Tumoren mit CAR-T-
Zellen, u. a. dadurch, dass der Tumor sich eine immunsupprimierende Umgebung schafft
(sieche auch Checkpoint-Inhibitoren, Abschn. 5.4.2). Optimierungen am CAR-Design
konnten aber die Erfolgsquote in klinischen Studien bei soliden Tumoren verbessern
(Zhang et al. 2016).

Ein interessanter Ansatz ist die Nutzung von CAR auf regulatorischen T-Zellen
(CAR-Tregs). Diese Zellen wirken immunsupprimierend. Wenn man diese regulatori-
schen T-Zellen spezifisch direkt an ein transplantiertes Organ bringen kann, kann man
dort ein immunsupprimierendes Milieu generieren, um die Abstoung des Organs durch
das Immunsystem des Empfingers zu verhindern. Diese Strategien befinden sich in
einem experimentellen Status und sieht erfolgversprechend aus (Noyan et al. 2017). Eine
weitere Anwendung von CAR-Tregs im experimentellen Status ist Diabetes, hier wird
versucht die Inselzellen, die Insulin produzieren, zu schiitzen (Tenspolde et al. 2019).

Neben cytotoxischen T-Zellen sind NK-Zellen fiir die Bekimpfung von Tumorzellen
und virusinfizierten Zellen wichtig. Bei der ,,normalen‘ Antikorpertherapie binden Anti-
korper an den Tumor, und NK-Zellen binden iiber den FcyRezeptor an die gebundenen
Antikorper und toten die Zielzelle ab. Wenn die NK-Zellen den Antikorper gleich auf der
Oberflache tragen wiirden, konnten sie direkt die Tumorzellen spezifisch abtdten. Dies
wird mit CAR auf NK-Zellen erreicht. Auch dieser Ansatz befindet sich in zahlreichen
klinischen Leukidmiestudien (Rezvani und Rouce 2015). Bei NK-Zellen ist die Ent-
wicklung der Generierung von patientenspezifischen CAR schon weiter fortgeschritten
als bei CAR-T-Zellen und es gibt Ansitze zur Nutzung einer Zelllinie. Basierend auf der
Zelllinie NK-92 wurden bisher zahlreiche CAR-Konstrukte fiir unterschiedliche Tumor-
targets hergestellt (Hermanson und Kaufman 2015).

Welche Therapieform — CAR-T-Zellen, CAR-NK-Zellen, personalisierter Ansatz oder
Zelllinie — am besten geeignet ist, kann zurzeit nicht gesagt werden und wird auch sehr
von der individuellen Tumorart abhéngen.

5.4.8 Therapeutische Antikorper in der Veterindrmedizin

Mit Lokivetmab wurde erstmals ein therapeutischer Antikorper fiir die Verwendung in
der Veterindrmedizin eingefiihrt (Michels et al. 2016). Lokivetmab ist ein monoklonaler
Antikorper, der ,.caninisiert”, also analog zu einer Humanisierung an die natiirliche
IgG-Sequenz von Hunden angepasst wurde, um ihn besser vertriglich zu machen. Loki-
vetmab neutralisiert das pro-inflammatorische Cytokin Interleukin-31 (Il-31). Dieses
spielt eine Schliisselrolle bei der allergischen Reaktion, die zur atopischen Dermatitis
bei Hunden fiihrt, welche bei 10-15 % der Haushunde auftritt und diese durch intensi-
ven Juckreiz stark belastet. In den USA wurde das entsprechende Antikorperpréaparat im
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Jahr 2016, in der EU 2017 zugelassen. Es bietet gegeniiber den bei dieser Erkrankung
bisher verwendeten breit wirkenden Immunsuppressiva den Vorteil, dass eine allgemeine
Immunreaktion gegen Infektionen nicht negativ beeinflusst wird.

5.5 Antikorperentwicklung und Antikorpertherapie in der
Zukunft

Selektionssysteme wie mRNA- oder Ribosomendisplay erfordern keine Kultivierung
von Organismen, da alle Reaktionen komplett in vitro ablaufen. Es werden nur kleinste
Mengen von Fliissigkeiten bewegt und dadurch werden auch kiirzere Inkubationszeiten
moglich (kurze Zeiten wie im Handheld-Antiserum-Generator im Raumschiff Enter-
prise). Die Entwicklungen der Mikrofluidik ermoglichen schon lidngst die Herstellung
komplexer lab-on-chip-Systeme, in welchen komplexere biochemische Prozesse auto-
matisch gesteuert ablaufen konnen (Dutse und Yusof 2011). Auch kann heute durch in
vitro-Transkription/Translation effizient Antikorperfragmente ohne Transformation von
Zellen erzeugen (Stech et al. 2014). Werden diese bereits heute bestehenden technischen
Moglichkeiten und Prozesse in Zukunft konsequent zusammengefiihrt, aufeinander
angepasst und die Moglichkeiten der Miniaturisierung konsequent genutzt, wire es
moglich, eine Antikorperherstellung in einem Tisch- oder sogar Handgerit direkt beim
Patienten (Point-of-Care) vor Ort vorzunehmen — die notwendige Zeit konnte dann im
Idealfall nur wenige Stunden betragen, denn durch Miniaturisierung stellen sich auch
schneller Reaktionsgleichgewichte ein. Wird ein weiteres Modul mit einer vollauto-
matischen Gensynthese addiert — Oligonucleotide werden heute bereits automatisiert
generiert, und Mikrofluidik-Systeme fiir die folgende assembly-PCR sind zahlreich
beschrieben — sowie eine weitere in vitro-Transkription/Translations-Einheit fiir die Anti-
gensynthese angefiigt, ist sogar die Antikdrpererzeugung direkt auf Basis von Computer-
sequenzen moglich. Alternativ konnten auch im Computer vorhergesagte Epitop-Peptide
im Mikromafstab vor Ort synthetisiert werden, denn die bendtigten Antigenmengen
einer solchen Selektionseinheit sind um Groflenordnungen geringer als die fiir die klassi-
sche Immunisierung von Tieren.

Die Technologien fiir ein Handgerit zum Beispiel fiir die schnelle de novo-Erzeugung
von Antikorpern gegen detektierte DNA neuer Viren sind demnach alle bereits separat
vorhanden, ein solches Geriit ist also keine reine Science Fiction mehr — der Aufwand
zur technischen Integration aller Komponenten ist allerdings noch enorm.

Auch die Produktion der Antikorper als Wirkstoff konnte umgangen werden.
Mit Hilfe der Gabe reiner DNA, analog zur DNA-Vakzinierung, wiirde lediglich die
DNA-Information zum Bau eines Pathogen-neutralisierenden Antikorpers gespritzt —
der Patient baut sich daraus den Wirkstoff im eigenen Korper selbst. Dies wire dann
eine somatische Gentherapie, dhnlich den bereits zugelassenen Therapien wie etwa
mit CAR-T-Zellen. Auch sind DNA-Impfstoffe in der Veterindrmedizin bereits in der
Anwendung. Dieser Ansatz wiirde eine wesentlich schnellere Reaktion z. B. auf todliche
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Epidemien erlauben — es fallen ja die zeitraubende Entwicklung der Produktionszelllinie
fiir den Antikorper sowie die kostenintensiven Schritte der Proteinaufreinigung komplett
weg. Im Downstream-Prozess diirfte weitere Zeit gespart werden: Die verschiedenen
DNA-Priparate unterschiedlicher Antikorper konnten wahrscheinlich alle mit dem glei-
chen Prozess produziert, charakterisiert und gereinigt werden. Dies wiirde auflerdem
eine einfache Kombination verschiedener monoklonaler Antikorper ermoglichen, um im
Patienten definierte Gemische von Antikorpern zu produzieren, welche die Vorteile tier-
basierter polyklonaler Antiseren aufweisen, ohne deren Nachteile zu besitzen.

Sollte sich dieser Weg als gangbar erweisen, konnte er auch eine dramatische Ver-
ringerung der Kosten fiir die Behandlung mit therapeutischen Antikorpern bewirken.
DNA-Plasmide herzustellen ist um Grofenordnungen preiswerter als die Produktion des
entsprechenden Proteins, aulerdem ist DNA im Vergleich zu Antikorperlosungen ext-
rem stabil — so stabil, dass wir die Erbsubstanz von Neandertaler und Mammut sequen-
zieren konnten, nachdem diese Zehntausende von Jahren im Boden lag. Vergleichbare
DNA-Vektoren werden in akademischen Projekten meist eingetrocknet auf Losch-
blittchen per Brief verschickt — eine Kiihlkette wére deshalb fiir diesen neuen Medika-
mententyp nicht mehr erforderlich, womit er auch fiir Gesundheitssysteme in Regionen
unserer Welt nutzbar wiirde, die sich teure Proteinmedikamente bisher nicht leisten kon-
nen. Alternativ kannanalog zur mRNA-Vakzinierung nur eine mRNA eingesetzt werden,
welche fiir einen Antikorper codiert. Deren Vorteil ist zum einen, dass die Antikorper-
produktion im Patienten sehr schnell startet — wichtig bei akut lebensbedrohlichen
Zustinden. Auflerdem kann durch die kurze Halbwertszeit der mRNA die Menge der
produzierten Antikorper geregelt werden, und nach Ende der Gabe der mRNA wird auch
recht schnell nichts mehr produziert. Auch werden keine zusitzlichen Gene eingebracht,
welche z. B. in den Shuttle-Vektoren fiir die DNA-Vaccinierung nétig sind. In Kombina-
tion mit der schnellen Identifikation von Antikoérpern durch in vitro-Display bestiinden
so schon heute die technischen Moglichkeiten, innerhalb von ein bis zwei Wochen
einen Passivimpfstoff oder ein Antitoxin gegen neue, heute noch unbekannte todliche
Infektionserkrankungen zu entwickeln.

Die Autoren sind jedenfalls sehr gespannt, was bei der nichsten Auflage dieses
Buches zu all diesen vielversprechenden Zukunftsperspektiven zu berichten sein wird.
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