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Quintessenz

® Monoklonale Antikérper konnen durch die Aktivierung des Komplement-
systems und durch die Rekrutierung sekundarer Effektorzellen (z.B. T-Zellen,
NK-Zellen, Granulozyten) indirekt zytotoxische Reaktionen auslésen. Zudem
kénnen monoklonale Antikérper in physiologische Abldufe der Zelle eingreifen.
Sie blockieren Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren an der Zelloberfldche oder
neutralisieren die Liganden in der Zirkulation.

® Die Verwendung von murinen Antikoérpern war durch die Induktion von
Human-Anti-Maus-Antikorpern (HAMA) limitiert. Durch gentechnologische
Methoden wurde es mdglich, Antikérper mit einer grossen Homologie zum
humanen IgG-Molekiil herzustellen. Diese Antikérper werden chimdre Antikor-
per (konstanter Anteil human, variabler Anteil murin), Aumanisierte Antikor-
per (nur Aminosauresequenzen der CDR (Complementary Determining Region)
murin) und vollstéindig humane Antikorper genannt.

® Durch die Herstellung rekombinanter Antikorper wurde es mdoglich, mono-
klonale Antikérper therapeutisch bei verschiedenen Krankheiten auch repetitiv
einzusetzen. Monoklonale Antikdrper werden heutzutage zur Behandlung der
Osteoporose, der Transplantatabstossung von Autoimmunerkrankungen in der
Rheumatologie und in der Onkologie eingesetzt.

Summary
Monoclonal antibodies as therapeutic substances

® Antibodies are not toxic for a target cell per se but act either by blocking
vital signalling molecules on the cell surface or via a secondary effector mech-
anism including antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) or comple-
ment-dependent cytotoxicity (CDC). In addition, monoclonal antibodies block
central signalling pathways by binding to extracellular receptors or by neu-
tralising their ligands.

® The therapeutic application of monoclonal antibodies of murine origin in
human disease was limited by the induction of human anti-mouse antibodies
(HAMA). The generation of chimaeric antibodies (the constant part of the anti-
body is human, the variable part is murine) lessened but did not eliminate the
murine content. Further elimination of rodent sequences enabled the produc-
tion of humanised monoclonal antibodies (only amino acid sequences of the
CDRs are murine), followed by generation of fully human antibodies.

® The reduced immunogenicity of chimeric, humanised and fully human anti-
bodies allowed repetitive application to patients with various diseases. Mono-
clonal antibodies are now established in the therapy of osteoporosis, transplant
rejection, autoimmune diseases, rheumatology and malignancy.
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Einfiihrung

Das therapeutische Potential von Antikdrpern
als «magic bullets» wurde von Paul Ehrlich be-
reits 1908 beschrieben. 1975 gelang Kohler und
Milstein die Herstellung von monoklonalen Anti-
korpern mit der Hybridomtechnik. Wéahrend der
letzten 25 Jahre wurde es durch die Etablierung
zell- und molekularbiologischer Techniken mog-
lich, unlimitierte Mengen von murinen, chiméren
und humanisierten monoklonalen Antikérpern
fiir die klinische Anwendung zu produzieren.
Diese fanden Anwendung in der Forschung, der
Diagnostik und der Therapie. In den ersten the-
rapeutischen Anwendungen wurden monoklo-
nale Antikorper verwendet, die in Mdusen produ-
ziert wurden (murine Antikorper). Die Injektion
von murinen Antikorpern loste jedoch eine Im-
munreaktion aus und fiihrte zur Bildung von
Mensch-Anti-Maus-Antikorpern (Human Anti-
Mouse Antibodies, HAMA). Die Entdeckung
der genetischen Basis fiir die Antikdrperdiver-
sitdt und die rekombinante DNA-Biotechnologie
machten es moglich, Maus-Antikorper in partiell
humanisierte Formen zu bringen. Chimére, hu-
manisierte oder sogar vollstindig humane mo-
noklonale Antikérper sind weniger immunogen
und induzieren in der therapeutischen Anwen-
dung nur mit einer geringen Inzidenz Anti-Im-
munglobulin-Antikérper. Dadurch kénnen diese
Antikorper iiber einen lingeren Zeitraum repeti-
tiv angewendet werden. Dies fiihrte in den letzten
Jahren zur Etablierung monoklonaler Antikérper
in der Therapie von Krebserkrankungen, rheu-
matischen Erkrankungen, Autoimmunitit und
Transplantatabstossung.

Von der Maus zum Menschen:
chimare, humanisierte und vollstandig
humane Antikorper

Die ersten monoklonalen Antikorper wurden
durch Fusion einer Antikérper produzierenden
B-Zelle mit einer Myelomzelllinie hergestellt. Mye-
lomzellen sind immortalisierte B-Lymphozyten,
die die Fahigkeit zur Antikdrperproduktion haben.

CME zu diesem Artikel finden Sie auf S. 135 oder im Internet unter www.smf-cme.ch.
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Durch diese Fusion kdnnen langlebige Zelllinien
hergestellt werden, die Antikorper von einer ge-
wiinschten Spezifitit herstellen [1].

Der Anti-CD3-Antikérper (Orthoclone OKT3®, Mu-
romonab-CD3) ist ein Erstgenerationsantikérper
dieser Art. Er wird eingesetzt zur Therapie der
akuten Transplantatabstossung und wurde als
erster monoklonaler Antikorper fiir die Behand-
lung beim Menschen zugelassen. Die klinische
Erfahrung zeigte, dass Muromonab-CD3 zusam-
men mit anderen immunsuppressiven Medi-
kamenten verwendet werden muss, um die Ent-
wicklung einer Immunreaktion gegen den Maus-
Antikorper zu unterdriicken. HAMA-Antikorper
konnen jedoch sogar unter gleichzeitiger inten-
siver Immunsuppression entstehen. Eine Immun-
antwort gegen Muromonab-CD3 reduziert die
Bindung am CD3e und kann zur Reduktion des
therapeutischen Effekts fiihren. Die normale Halb-
wertszeit von Muromonab-CD3 in der Zirkula-
tion betrdgt 18 Stunden. Nach der Entwicklung
von HAMA-Antikérpern kann Muromonab-CD3
innerhalb weniger Stunden aus der Zirkulation
eliminiert werden. Zudem wurden zirkulierende
IgE-Antikorper gegen Muromonab-CD3 beschrie-
ben, welche zu lebensbedrohlichen anaphylak-
tischen Reaktionen bei weiterer Verwendung fiih-
ren konnen.

Im Gegensatz zur zeitlich limitierten Behandlung
einer akuten Transplantat-Abstossung ist es zur
Behandlung von Krebserkrankungen und Auto-
immunitdt notig, einen therapeutischen Effekt
iiber ldngere Zeit zu etablieren. Die Feststellung,
dass die Immunreaktion des Patienten gegen die
Maus-Antikorper die therapeutische Effizienz bei
diesen chronischen Krankheiten limitiert, fithrte
zu Strategien, die Immunogenizitdt der monoklo-
nalen Antikorper zu reduzieren [2]. In einem er-
sten Schritt wurden deshalb chimére monoklo-
nale Antikorper hergestellt (Abb. 1 EX). Chimére
Antikorper besitzen einen murinen variablen und
einen humanen konstanten Anteil. Die Haufig-
keit der Induktion einer Anti-Antikorper-Ant-
wort wurde dadurch deutlich reduziert. Dies
ermoglichte die wiederholte therapeutische An-
wendung bei Patienten. Verschiedene chimére
Antikorper wie z.B. Rituximab (Mabthera®) und
Cetuximab (Erbitux®) induzieren selten Anti-An-
tikorper. Im Gegensatz dazu werden HAMA in
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Abbildung 1
Rekombinante monoklonale Antikorper. Sequenzen von der Maus sind rot dargestellt,
humane Anteile weiss.

bis zu 61% der Patienten gefunden, welche mit
dem chiméren Antikorper Infliximab (Remicade®)
therapiert werden. Die Entwicklung von Anti-
Antikérpern gegeniiber Infliximab korreliert mit
einer Reduktion des therapeutischen Effekts und
einem erhohten Risiko fiir akute Infusionsreak-
tionen. Die Bildung von HAMA bleibt deshalb
trotz der Etablierung von chiméren monoklonalen
Antikorpern in der Klinik ein potentiell signifikan-
tes Problem, welches eine engmaschige Kontrolle,
unter gewissen Umstédnden eine konkomittieren-
de Therapie mit Kortikosteroiden oder die Abset-
zung des Medikaments notig werden lasst.

Als konsequente Weiterentwicklung folgte deshalb
die Herstellung von humanisierten Antikorpern.
Bei humanisierten Antikorpern sind alle Amino-
sdurensequenzen der Maus durch humane Se-
quenzen ersetzt, mit der Ausnahme der Comp-
lementary Determing Regions (CDR), die fiir die
Antigenbildung verantwortlich sind (Abb. 1). Da-
durch wurde erwartet, dass die Immunogenizitét,
wie sie bei chimédren Antikérpern noch immer be-
obachtet wurde, deutlich reduziert wird. Die Pra-
xis zeigt jedoch, dass nun Human-Anti-Human-
Antikorperreaktionen (HAHA) induziert werden
konnen. Die Inzidenz ist im Vergleich zu den Anti-
Antikorperantworten gegeniiber chiméren Anti-
korpern jedoch reduziert. Alemtuzumab (Mab-
Campath®) induziert mit einer Inzidenz von etwa
1,9% und Transtuzumab (Herceptin®) mit einer
noch tieferen Inzidenz von 0,1% HAHA. Im Ge-
gensatz dazu induzieren andere humanisierte An-
tikorper wie z.B. Daclizumab (Zenapax® HAHA
mit einer Inzidienz von bis zu 34%. Die Humani-
sierung von murinen Antikdrpern ist nicht unpro-
blematisch. Die Aminosduresequenzen zwischen
den CDR-Regionen tragen signifikant zur Antikor-
peraffinitdt bei. Es ist deshalb bei verschiedenen
humanisierten Antikdrpern nicht moglich, nur die
CDR-Regionen zu erhalten, sondern es braucht
héufig konservierte Sequenzen vom Maus-Anti-
korper auch in den Regionen zwischen den CDR-
Anteilen des Antikorpers (Framework).

Um die Immunogenizitit der therapeutischen
monokonalen Antikorper weiter zu reduzieren,
wurden in den letzten Jahren vollstéindig huma-
ne Antikorper hergestellt [3,4]. Dies ermdglichen
verschiedene Methoden. Mduse mit einem Im-
mundefekt (severe combined immune deficiency,
SCID) kénnen mit humanem fetalem Gewebe re-
konstruiert werden. Durch Immunisierung die-
ser Mduse werden humane Antikdrper generiert.
Der grosste Anteil der humanen Antikorper wird
jedoch mit der Phage-Display-Methodik in vitro
hergestellt, oder es wurden transgene Mause eta-
bliert, die vollstindig humane Antikérper produ-
zieren. Verschiedene dieser vollstindig huma-
nen Antikorper sind zurzeit in klinischer Testung
in Phase I bis III Studien.

Sind nun vollstindig humane Antikorper den
humanisierten und diese wiederum den chima-
ren Antikérpern in therapeutischen Anwendung
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iiberlegen? Die Immunogenizitit therapeutischer
Antikorper ist ein signifikantes Problem, das die
wiederholte Anwendung in der Behandlung ver-
schiedener Erkrankungen limitiert. Die Immu-
nogenizitit der monoklonalen Antikorper ist
einerseits darauf zuriickzufiihren, dass fremde
Aminoséduresequenzen (murine Aminosidurese-
quenzen) vom Immunsystem erkannt werden
konnen. Auf diesen Erkenntnissen basierte die
Entwicklung von initial chiméren, dann humani-
sierten und nun vollstdndig humanen Antikor-
pern. Es ist jedoch zu beachten, dass auch voll-
stindig humane Antikérper mit einer gegebenen
Spezifitdt eine fiir den Korper einmalige (fremde)
Aminoséduresequenz aufweisen. Diese beinhaltet
die Antikorperbildungsstelle und wird als Idiotyp
bezeichnet. Der Kérper kann deshalb auch gegen
vollstdandig humane Antikdrper, an ebendieser
Idiotypstelle, Human-Anti-Human-Antikorper bil-
den. Antikorper sind evolutionédr entstanden, um
die Immunogenizitit fremder Proteine zu erho-
hen. Sie tun dies durch Bindung an Fc-Rezepto-
ren oder durch Aktivierung der Komplementkas-
kade. Diese Funktionen tragen dazu bei, dass
chimére, humanisierte aber auch vollstindig
humane Antikorper (beziiglich ihres Idiotyps)
immunogen sind. Andererseits sind es gerade
diese Charakteristika der Antikorper, die fiir
einen therapeutischen Effekt bei der Zerstérung
von Zielzellen (z.B. Krebszellen) notig sind. Die
Herstellung eines Antikorpers mit maximaler
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Abbildung 2

Effektormechanismen monoklonaler Antikdrper. Immunvermittelte Effekte durch die Aktivierung
der Komplementkaskade via Binden von C1g an membrangebundene IgM- oder IgG-Molekdle
(CDC) oder durch die Rekrutierung von Effektorzellen via Fc-Rezeptoren (ADCC). Bioregulatorische
Funktionen durch Uber Kreuz Verbinden (cross-linking) von zellularen Rezeptoren mit direkter
Signaltransduktion (z.B. Apoptose-Signale) oder durch Blockierung von Rezeptoren oder deren
Liganden (z.B. Wachstumsfaktor-Rezeptoren).

Effektorfunktion gegen Zielzellen mit fehlender
Immunogenizitit gegen den Antikorper selbst ist
deshalb schwierig zu erreichen.

Oft wird beschrieben, dass chimédre Antikorper
rund 75%, humanisierte Antikérper 95% und
vollstindig humane Antikorper 100% Sequenz-
homologie zum menschlichen IgG aufweisen.
Diese Zahlen stimmen jedoch nur, wenn davon
ausgegangen wird, dass murine und humane
Antikorper vollkommen unterschiedlich sind. Es
gibt einerseits stark konservierte Sequenzhomo-
logien zwischen murinen und menschlichen An-
tikdrpern. Auf der anderen Seite entsprechen auch
vollstindig humane Antikorper nicht vollstindig
der im Genom festgelegten Sequenz, da eine effi-
ziente somatische Mutation wiahrend der Affini-
tdts-Maturation der Antikorper stattfindet [5].
Zusammenfassend kann festgehalten werden,
dass durch die Herstellung chimérer, humani-
sierter und vollstindig humaner Antikérper die
Immunogenizitdt der urspriinglich murinen An-
tikorper deutlich reduziert werden konnte. Da-
durch wurde die therapeutische Anwendung bei
vielen Krankheiten beim Menschen maglich, bei
denen eine repetitive Verabreichung notig ist. Auf
der anderen Seite kann aber die Weiterentwick-
lung von chiméren {iber humanisierte zu vollstian-
dig humanen Antikérpern nicht einfach als kon-
tinuierliche Verbesserung des therapeutischen
Potentials angesehen werden. Jede dieser bio-
technologisch hergestellten Antikorper hat Vor-
und Nachteile, die jeweils einzel in klinischen
Studien untersucht werden miissen.

Wirkungsmechanismen von
unkonjugierten monoklonalen
Antikorpern

Immunvermittelte Effektormechanismen

Monoklonale Antikdrper sind per se fiir eine Ziel-
zelle nicht zytotoxisch. Sie induzieren zytotoxi-
sche Effekte (z.B. gegen Tumorzellen) durch die
Interaktion mit dem Komplementsystem oder mit
Effektorzellen (T-Lymphozyten, Monozyten, Gra-
nulozyten, Eosinophile usw. (Abb. 2 &1, Tab. 1 &).
Zytotoxische Effekte, die durch Aktivierung der
Komplementkaskade und durch Komplement-
vermittelte Zytotoxizitdt entstehen, werden Com-
plement-Dependent Cytotoxicity (CDC) genannt
[6]. Effektormechanismen, die sekundére Effek-
torzellen bendtigen, werden mit Antibody-Depen-
dent Cell-Mediated Cytotoxicity (ADCC) bezeich-
net [7]. Die Aktivierung der Komplementkaskade
und die Aktivierung von Effektorzellen erfolgt {iber
Karbohydrate des Fc-Anteils des Antikorpers. Der
Fc-Anteil von humanem IgG; ist in der Aktivie-
rung der Komplementkaskade und von humanen
Effektorzellen besonders effizient. Die konstante
Region von humanem IgG, wird deshalb bei der
Herstellung chiméarer und humanisierter mono-
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Tabelle 1. Wirkungsmechanismen therapeutischer
monoklonaler Antikorper.

Antikorper alleine

Komplement-vermittelte Zytotoxizitat (CDC)

Antikoérper-abhangige Zell-vermittelte Zytotoxizitat (ADCC)

Bioregulatorische (Rezeptor/Ligand) Interaktionen

Anti-idiotypische Vakzinierung

Immunkonjugate

Radioaktiv markierte Antikorper

Immunotoxine

Chemotherapie markierte Antikdrper

Zyktokin-lImmunkonjugate

Zelluldre Immunkonjugate

klonaler Antikdrper bevorzugt, bei denen in vivo
eine moglichst ausgeprégte Zytotoxizitét erreicht
werden soll.

Bioregulatorische Effekte

Monoklonale Antikdrper kénnen jedoch auch
therapeutische Effekte induzieren, ohne immu-
nologische Effektormechanismen zu aktivieren
(Abb. 2, Tab. 1). Monoklonale Antikérper konnen
Rezeptoren auf der Zelloberfliche blockieren
oder losliche Liganden (z.B. vascular endothelial
growth factor [VEGF], TNFa usw.) neutralisie-
ren. Antikorper kénnen auch direkt zur intrazel-
luldren Signaltransduktion via Cross-Linking von
Rezeptoren fithren. In Abhéingigkeit des Rezep-
tors kann dies in der Zielzelle direkt Apoptose
induzieren. Als Beispiel fiir einen monoklona-
len Antikérper mit bioregulatorischem Effekt
kann Trastuzumab (Herceptin®) gelten, der an
den Epidermal-Growth-Factor-Family-Rezeptor
HER-2/neu bindet. Die Blockade dieses Rezep-
tors reduziert die proliferative Kapazitit von Zel-
len, die HER-2/neu iiberexprimieren. Auf der an-
deren Seite sind die bioregulatorischen Effekte
héufig schwierig von immunvermittelten Effek-
ten zu unterscheiden. Gerade fiir Trastuzumab
gibt es experimentelle Daten, die neben der bio-
regulatorischen Funktion auf einen wichtigen
zusitzlichen Effekt der antikdrperabhdngigen
zelluldren Zytotoxizitdt hinweisen.
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Immunkonjugate:
Antikorper als Trager

Der Begriff Immunkonjugate wird verwendet,
um monoklonale Antikérper oder deren Unter-
einheiten zu beschreiben, wenn sie als Tréager fiir
andere Wirkstoffe wie beispielsweise Radioiso-
tope, Toxine, Zytostatika, Zytokine oder Zellen
verwendet werden (Tab. 1). Die immunologische
Aktivitat der Antikorper ist bei diesen Konstruk-
ten irrelevant. Die Aktivitdt wird durch die daran
gekoppelte Substanz vermittelt [8].
Monoklonale Antikoérper, konjugiert mit Indium-
111 oder Technetium-99, wurden bereits fiir die
Tumordiagnostik verwendet. Radioisotope wie
Jod-131, Yttrium-90 und Venium-186 sind fiir
radiotherapeutische Ansétze vielversprechend.
Die Strahlung kann, relativ lokalisiert, durch die
Bindung an den Antikorper auf einen Tumor ap-
pliziert werden. Eine der grossen therapeuti-
schen Vorteile der Radio-Immuntherapie mit
Beta-Strahlen ist, dass die Strahlung mehrere
Millimeter in den Tumor eindringt. Das Zielanti-
gen muss deshalb nicht auf jeder Tumorzelle ex-
primiert sein.

Andere Antikoérperformate

Bispezifische Antikérper erkennen zwei unter-
schiedliche Antigene. Der Effekt ist unabhén-
gig von der Fc-Region. Bei diesen Molekiilen ist
deshalb die Komplementaktivierung minimal,
wodurch ein Teil der unerwiinschten Nebenwir-
kungen unterdriickt werden kann. Bispezifische
Antikorper benotigen deshalb nicht sdmtliche
Strukturen des Ig-Molekiils und kénnen auf Fv-
Fragmente reduziert werden. Kombinationen von
zwei oder drei Einzelketten-Fvs resultieren in
bispezifischen Antikdrpern mit minimaler mole-
kularer Masse, die optimal ins Gewebe penetrie-
ren. Ihre In-vivo-Halbwertszeit ist jedoch im Ver-
gleich zu kompletten IgG-Molekiilen kurz.
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