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Brustkrebs ist die weltweit héufigste Form von Krebs bei Frauen. Diese
heterogene Erkrankung ist durch ein unkontrolliertes Wachstum von
neoplastischen Zellen aus den Brustmilchgéngen und den Driisenlap-
pen gekennzeichnet. Derzeitige Behandlungsstrategien beinhalten
Operationen, Strahlentherapie und Breitspektrum-Medikamenten-
behandlung mit klassischen Zytostatika (Chemotherapie). Eine Che-
motherapie greift nicht selektiv besonders diejenigen Zellen an, die
sich hdufig teilen. Dadurch werden nicht nur der Tumor sondern alle
anderen sich teilende Korperzellen beeinflusst. Dies geht mit starken
Nebenwirkungen einher. Eine vielversprechende Alternative sind ge-
zielte antikorperbasierte Therapien. Antikérper sind hochspezifische
Molekiile, die pathogene Antigene erkennen und eliminieren. Diese
Antikérper gehen hierbei weitaus eleganter und nebenwirkungsérmer
vor als jede Chemotherapie. Sie blockieren Signalwege und aktivieren
das kdrpereigene Abwehrsystem. Andere Korperzellen werden kaum in
Mitleidenschaft gezogen. Der vorliegende Artikel befasst sich mit the-
rapeutischen monoklonalen Antikérpern, deren Herstellungstechniken
und Wirkungsmechanismen am Beispiel zweier Antikérper (Bevaci-
zumab und Trastuzumab). Beide Antikérper haben das Krankheitsbild
betroffener Patienten bei der Behandlung von Brustkrebs signifikant
verbessert.

Eine Chemotherapie, mit der weltweit viele Millionen Patienten im
Jahr behandelt werden, greift besonders diejenigen Zellen an, die sich

héufig teilen. Damit erwischt es die meisten Krebszellen.
Einleitung

Krebs wird in der Medizin als eine krankhafte Veranderung von Zel-
len definiert. [1] Bosartige (maligne) Neubildungen werden als neo-
plastische Zellen bezeichnet. Diese Zellen unterscheiden sich sowohl
in ihrer Funktion als auch in ihrer Struktur stark von den gesunden
Zellen. Ein unkontrolliertes, anhaltendes und abnormales Wachstum
von Zellen fiihrt zu einer ortlich begrenzten VergroRerung des Gewe-
bes. Des Weiteren sind maligne Neubildungen in der Lage, Metasta-
sen zu bilden und sich so im Kdrper auszubreiten. [2]

Dieser Review gibt einen Uberblick tiber die Entwicklung und den

*korrespondierender Autor

Breast cancer is the most common form of cancer in women worldwide.
This heterogeneous disease is characterized by uncontrolled growth
of neoplastic cells from the breast milk ducts and glandular lobes.
Classical treatment strategies rely on surgery, radiation therapy and
broad-spectrum drug treatment using classical cytostatics. Classical
cytostatics interfere nonselective in the cell cycle of proliferative cells.
As a result, not only tumor but all other proliferative body cells are at-
tacked, which leads to strong side effects. A promising alternative are
targeted antibody-based therapies. Antibodies are highly specific mo-
lecules that recognize and eliminate pathogenic antigens. The present
article deals with therapeutic monoclonal antibodies, their production
techniques and their mechanisms of action using the example of two
antibodies (bevacizumab and trastuzumab). Both antibodies have si-
gnificantly improved the disease outcome of affected patients in the

treatment of breast cancer.
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Einsatz neuartiger monoklonaler Antikorper als Therapeutika, ein-
schlieBlich ihres Wirkungsmechanismus bei der Behandlung von Tu-

moren am Beispiel des Mammakarzinoms.

Epidemiologie

Nach Daten der International Agency for Research on Cancer (IARC)
erkranken weltweit jedes Jahr bis zu 14 Millionen Menschen an Krebs
[3]. Mit rund 8,2 Millionen Todesfillen im Jahr zahlt Krebs damit zu
der zweithdufigsten Todesursache, direkt hinter den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (Tabelle 1) [4].
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Rang | Todesursache Tode %
1 Herz-Kreislauf-Erkrankung 17.513 | 31
2 Bosartige Tumorerkrankungen 8.204 15
3 parasitare und Infektionskrankheiten 6.431 12
4 Atemwegserkrankungen 4.040 7
5 unbeabsichtigte Verletzungen (Unfélle) | 3.716 7

Tabelle 1: Haufigste Todesursachen im Jahr 2012 (in Tausend) [4]

Als bosartige Tumorerkrankung werden alle Krebsarten, einschlief3-
lich Leukdamie und der Lymphome zusammengefasst [5]. Die Inzidenz
der einzelnen Krebsarten ist sowohl abhangig von der Region als
auch dem Geschlecht. Wahrend 2012 bei Md@nnern mit knapp 1,2 Mil-
lionen neuen Fallen pro Jahr, Krebserkrankungen der Lunge, Bron-
chien und Luftréhre weltweit als haufigste Erkrankungen genannt
werden, ist Brustkrebs (Mammakarzinom) bei Frauen mit ungefahr
1,7 Millionen neuen Fallen pro Jahr, die haufigste Krebserkrankung
[4]. Laut Daten des Robert Koch-Instituts erkranken in Deutschland
jahrlich bis zu 70.000 Frauen und rund 600 Manner an Mammakar-
zinomen (Tabelle 2). Damit ist das Mammakarzinom in Deutschland
die am haufigsten auftretende Krebserkrankung bei Frauen. Im Ver-
gleich dazu liegt die Zahl der Todesfélle bei ungefahr einem Viertel
zu den geschatzten Neuerkrankungen. Ausgehend von den epide-
miologischen Kennzahlen flir Mammakarzinome im Jahr 2012 liegt
die 5-Jahres-Pravalenz bei rund 32.000 Neuerkrankungen bei Frauen
und 2.300 Neuerkrankungen bei Mannern bis 2017. [5]

Frauen Manner
Neuerkrankungen 69.550 620
Erkrankungsrate 117,4 1,1
Todesfélle 17.748 150
5-Jahres-Pravalenz 317.200 2.300
Relatives 5-Jahres Uberleben 88 % 78 %
Relatives 10-Jahres Uberleben 82% 65 %

Tabelle 2: Mammakarzinom in Deutschland 2012 [5]

Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom wird aus wissenschaftlicher Sicht als eine
heterogene Erkrankung gesehen, die sich durch das unkontrollier-
te Wachstum von neoplastischen Zellen in den Milchgangen und
Driisenldppchen auszeichnet. Uber die Hlfte der diagnostizierten
Mammakarzinome werden im oberen dufReren Quadranten der Brust
diagnostiziert. [6, 7] Dieser Tumor metastasiert am haufigsten in
Lymphknoten, Knochen, Lunge und Leber. Aggressive Formen wie
das HER2-neu-exprimierende und das triple-negative Mammakarzi-
nom weisen eine Pradilektion fiir das zentrale Nervensystem auf. Bei
diesen Typen kann die Metastasierung innerhalb weniger Jahre erfol-
gen. [7] Durch modernere Fritherkennungsmafinahmen wie bundes-
weite Mammographie-Screenings sowie durch bessere Aufklarung
kann ein Mammakarzinom mittlerweile friihzeitig entdeckt werden,
was erheblich zu verbesserten Uberlebenschancen und besseren
Therapievoraussetzungen beitragt. Das Mammakarzinom muss den-
noch als eine chronisch verlaufende Erkrankung betrachtet werden,
welche auch nach Jahrzenten rezidivieren kann. [7]

Die Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms sind
nicht absolut identifiziert. Es ist jedoch eine Reihe von Aspekten be-
kannt, die das Risiko fiir die Entstehung erhdhen. Zu den nicht modi-
fizierten Risikofaktoren zéhlen neben verschiedenen Umwelteinfliis-
sen, familidre Vorbelastungen und auch das Alter der Patientin. [7]
Frauen unter 30 leiden selten an einem Mammakarzinom. Ab diesem
Alter steigt das Risiko an, wobei zwischen 35 und 45 haufig nur Vor-
stufen des Karzinoms diagnostiziert werden. Die meisten Mamma-
karzinome entstehen zwischen 50 und 65. [6] In dieser Altersgruppe
liegt die Erkrankungsrate bei 45 % [8]. Ebenfalls als Risikofaktoren
gelten eine frithe erste Monatsblutung [6], eine spéte erste Schwan-
gerschaft bzw. gar keine ausgetragene Schwangerschaft, eine kurze
Stillzeit des Kindes [9] sowie spat auftretende Wechseljahre [6]. Gera-
de bei kinderlosen Frauen steigt das Risiko flir ein Mammakarzinom
um einen Faktor von etwa 1,5 - 4 an. Auch eine Hormontherapie, vor
allem mit Ostrogen oder Progesteron, steigert das Risiko um etwa
45 %. [10] Neben diesen sehr spezifischen Risikofaktoren gibt es
noch allgemeine Aspekte, wie Alkohol- und Zigarettenkonsum, Uber-
gewicht, Vitamin-D-Mangel, erhdhte Chemikalienbelastung und der

Einfluss von elektromagnetischer bzw. medizinischer Strahlung. [11]



Ursachen fiir die Mammakarzinom-Entstehung

Das Mammakarzinom entsteht wie alle Tumorerkrankungen, wenn
DNA-Mutationen in kritischen Genen, den Driver-Genen, auftreten.
[12] Diese Gene kontrollieren das Zellwachstum, sind fiir die Repara-
tur der DNA zustandig oder leiten die Apoptose von Zellen ein. Muta-
tionen in diesen Genen kénnen zum Verlust der Zellzykluskontrolle,
einer verringerten DNA-Reparatur sowie einer verminderten Apopto-
se fiihren. Ein unkontrolliertes Tumorwachstum kann die Folge sein.
[13]

Keimbahnmutationen werden vererbt und sind fiir ca. 5 - 10 % der
Mammakarzinome verantwortlich. [14, 15] Die bestuntersuchten
Gene sind die BRC-Gene (BRC = breast cancer), die fiir ein DNA-Re-
paratursystem codieren. Mutationen in diesen Genen erhdhen das
Risiko zu erkranken um 40 - 80 %. [13, 14]

Haufiger sind jedoch Mutationen in somatischen Zellen die Ursache
flir Tumorerkrankungen. Diese entstehen spontan oder durch dufe-
re Einflisse wie ionisierende Strahlung (z. B. UV-Licht, Rontgenstrah-
lung). Infektionen mit Viren und Bakterien kdnnen ebenfalls muta-
tionsausldsend sein. [13] Somatischen Mutationen haufen sich liber
die Lebensdauer einer Person an und sind nur in einzelnen Gewebe-
zellen anzutreffen.

Ca. 15-30 % der Mammakarzinome werden den HER2-positiven
Mammakarzinomen zugeordnet [16-19]. HER2 ist der Epidermale
Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (Epidermal Growth Factor Receptor 2,
HER2 oder erbB2), ein Tyrosin-Kinase-Rezeptor auf Zelloberflachen,
der in gesunden Zellen durch die Bindung eines Wachstumsfaktors
aktiviert wird und eine Signalkaskade in die Zelle einleitet. Diese
veranlasst die Zelle u. a. zur Proliferation. [19] HER2-positive Tumore
zeigen eine starke Uberexpression, verursacht durch eine Amplifika-
tion (Vervielfaltigung) des Genes dieses Rezeptors. HER2-positive Tu-
more weisen eine hohe Proliferationsrate, einhergehend mit einem
aggressiveren biologischen und klinischen Erscheinungsbild, auf.
[16, 19] Weiterhin sind eine hohe Rezidivrate und eine erhéhte Mor-
talitat beschrieben. [17]

Tumorwachstum und die Fahigkeit von Tumoren Metastasen zu
bilden, ist abhédngig von der BlutgefaRanbindung des Tumors.
[20] Fir alle im Korper ablaufenden Stoffwechselwege und Ver-
sorgungsmechanismen werden Blutgefdle bendtigt. Um ein gut
durchblutetes System aus Kapillaren zu erhalten, wird von einzel-
nen Organen und Gewebebereichen Angiogenese, die Erweiterung
von bereits bestehenden BlutgefélRen, betrieben. Dabei bilden
bereits bestehende BlutgefalRe aufgrund unterschiedlicher Signal-
stoffe neue Kapillaren, was zu einer besseren Nahrstoff- und Sauer-
stoffversorgung einzelner Gewebebereiche fiihrt. Dieser natiirlich
vorkommende Mechanismus wird von Tumorzellen bei fortschrei-
tendem Wachstum ausgenutzt. Bei unzureichender N&ahrstoff- und
Sauerstoffversorgung wachsen Tumorzellen nur bis zu einer GroRe
von 1-2 mm? an und stagnieren dann aufgrund der fehlenden Ver-
sorgung. [20]

Durch den von den Tumorzellen ausgeschiitteten Signalstoff VEGF
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(Vascular Endothelial Growth Factor) werden die BlutgefaRie jedoch
dazu angeregt Angiogenese zu betreiben, was eine bessere Versor-
gung der Tumorzelle und somit ein verstarktes Wachstum derer zur
Folge hat [21]. Das Glycoprotein VEGF dient als Signalstoff, welcher
bei Bindung an epithelen BlutgefaRzellen neben Angiogenese auch
zu Vasculogenese, Inflammation und erhdhter vascularer Permeabi-
litdt beitragt. Des Weiteren kann VEGF bei Bindung an Tumorzellen
Funktionen wie Uberleben, Migration und Invasion verstéarken, so-
dass das Wachstum des Tumors beschleunigt wird. Wie die meisten
Tumore weisen auch Mammakarzinome eine Uberexpression von
VEGF auf, welche auch in diesen Tumoren die Proliferation von En-
dothelzellen und die Tumor-Angiogenese beschleunigt. [21] Fehlt die
Unterstiitzung der Angiogenese, wiirde der Tumor in seinem Wachs-
tum eingeschrankt. Dies kdnnte bis zur Apoptose der Tumorzellen
fihren. [20, 22]

Therapie von Brustkrebs

Abhéngig von personenspezifischen Faktoren sowie der Art des Kar-
zinoms und dessen Stadium u. a. in Hinsicht auf GréRe und Ausdeh-
nung, Beteiligung von Lymphknoten, dem Vorhandensein von Meta-
stasen sowie der Zellausbreitung in Lymphbahnen und Blutgeféafien,
setzt sich die jeweilige Therapie zusammen. [23] Generell stiitzt sich
die Brustkrebs-Therapie auf drei Saulen, die zeitlich ineinandergrei-
fen kdnnen: die Operation, die Bestrahlungstherapie und eine breit-
flachige medikamentdse Behandlung. [24]

Die Operation von Mammakarzinomen kann heute in zwei Dritteln
der Félle brusterhaltend durchgefiihrt werden, solange kein erhéh-
tes Risiko beispielsweise durch Nahe zur Brustwarze besteht. Ist die
Erhaltung nicht moglich, werden Brustamputationen mit anschlie-
Render kosmetischer Rekonstruktion aus Hautlappen von Bauch
oder Riicken durchgefiihrt. [25] Aufgrund einer Riickfallrate von bis
zu 50 % wird im Allgemeinen 4 bis 6 Wochen nach der Operation mit
einer Bestrahlungstherapie begonnen, die auf das Zerstoren verein-
zelter Tumorzellen abzielt. [25]

Vor oder zum Teil wahrend der Bestrahlung beginnt die medikamen-
tose Behandlung, die zum Ziel hat, das weitere Tumorzellwachstum
zu stoppen sowie Metastasen zu verhindern. Das Hauptproblem bei
der Therapie mit klassischen Zytostatika liegt darin, dass diese un-
spezifisch in den Zellzyklus stark proliferativer Zellen eingreifen (Ta-
belle 3). [26] Dadurch werden nicht nur Tumor- sondern alle anderen
proliferativen Kérperzellen wie Haarwurzel-, blutbildende Knochen-
marks-, und Schleimhautzellen angegriffen, was zu den Nebenwir-
kungen wie Haarausfall, erhdhter Infektionsneigung und Schleim-
hautentziindungen fiihrt. [24]

Im Gegensatz dazu steht die Therapie mit zielgerichteten Tumorthe-
rapeutika, die unabhdngig vom Zellzyklus arbeiten. [26] Zu diesen
gehoren monoklonale therapeutische Antikdrper. Antikorper-basier-
te Therapien sollen die Tumorzellen spezifisch in ihrem Wachstum
beschranken und letztlich zu einer Elimination der Tumorzellen fiih-
ren. [27]
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Hauptgruppe Wirkungsweise

Folgen fiir die Zelle

Antimetabolite

Alkylierende Zytostatika
flihren zu Basenfehlpaarungen

Mitosehemmer

Topoisomerase-Hemmer

zytostatische Antibiotika | Unterschiedliche Wirkmechanismen

Einbau als Nukleotid-Analoga in replizierten DNA-Strang

Alkylierungs-Reaktionen zwischen Basen

Hemmung der Mikrotubuli-Polymerisation (Vinca-Alkaloide),
Hemmung der Mikrotubuli-Depolymerisation (Taxane)

Hemmung von DNA-Reparaturmechanismen

Inhibierung der DNA-Replikation

Abbruch der Replikation

Blockierung des Spindelapparates bei
Zellteilung, Inhibierung der Zellteilung

Abbruch der Replikation

Hemmung der Transkription; Verursachen von
Strangbriichen; das Lysieren von Membranen

Tabelle 3: Hauptgruppen der klassischen Zytostatika [26]

Allgemeiner Aufbau und Arten von Antikorpern

Antikorper, auch Immunglobuline genannt, sind globuldre Proteine
und spielen eine wichtige Rolle in unserem Immunsystem. Sie erken-
nen korperfremde und geschédigte kdrpereigene Strukturen, soge-
nannte Antigene. Die Bindung eines Antigens an einen spezifischen
Antikorper erfolgt nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip. [28]
Antikorper sind durch einen Ypsilon-formigen Aufbau charakterisiert
(Abbildung 1A). An den leichten Ketten (light chains, L) befinden sich
die Antigen-Bindungsstellen, welche bindungs-spezifisch fiir die Ep-
itope des Antigens sind und je nach Antikérper variieren. Uber die
schwere, konstante Kette (heavy chains, H) bindet der Antikorper ver-
schiedene Effektormolekiile oder Zellen des Immunsystems. Sowohl
die leichten als auch die schweren Ketten sind lber Disulfidbriicken
und nicht kovalente Bindungen miteinander verbunden. [27, 29, 30]
Polyklonale Antikorper erkennen verschiedenen Epitope eines
Antigens und werden im Organismus von den B-Lymphozyten als
Antwort einer natiirlichen Immunreaktion generiert. Aufgrund des
breiten Reaktionsspektrums der polyklonalen Antikdrper kann es
durch Bindung mit unterschiedlichen Antigenen zu Kreuzreaktionen
kommen. Aus diesem Grund finden polyklonale Antikérper keine An-
wendung in der Krebstherapie oder -diagnostik. [31]

Eine weitere Moglichkeit stellen die biotechnologisch hergestellten
Antikdrper da, welche nur ein Epitop binden kénnen. Diese monoklo-
nalen Antikorper werden aus einer einzelnen B-Lymphozyten-Zelle
gewonnen. Monoklonale Antikorper kénnen nach ihrer Herkunft un-
terschieden werden, wobei fiir die Antikérpertherapie die murinen
(Maus), chiméare oder humanisierte (Maus/Mensch) Antikdrper einge-

setzt werden. [32]

Herstellung chimarer und humanisierter
monoklonaler Antikorper

Das klassische Verfahren der Hybridom-Technik wurde erstmals bei
der Herstellung monoklonaler Antikérper in Mdusen angewandt [33].
Bis heute wird das Tier, meist eine Maus, mit dem entsprechenden
Antigen immunisiert und die daraus resultierenden aktivierten B-
Lymphozyten, die Plasmazellen, aus der Milz isoliert. Die so gewon-
nenen B-Lymphozyten werden mit speziellen, immortalen Myelom-
Zellen fusioniert. [34] Die durch die Verschmelzung entstandenen
Hybridomzellen sind zum einen in der Lage, aufgrund ihrer B-Lym-
phozyten-Eigenschaften einen spezifischen Antikorper herzustellen,
zum anderen sich mit hoher Wachstumsrate zu vermehren. [34]
Murine monoklonale Antikdrper sind heute ein wichtiger Bestand-
teil der Analytik und der medizinischen Diagnostik. In der Labordi-
agnostik finden sie unter anderem in Enzymimmuno-Assays (ELISA),
in Radioimmuno-Assays (RIA), bei der Immunelektrophorese, bei
der immunologischen Detektion eines Western Blots oder bei unter-
schiedlichen Immunfluoreszenz-Techniken Verwendung. [35]

Fir den therapeutischen Einsatz sind murine monoklonale Antikor-
per nur bedingt geeignet, da sie im menschlichen Organismus selbst
eine Immunreaktion unter Bildung von humanen Anti-Maus-Antikor-
pern hervorrufen. [27]

In der Theorie ist die Verwendung von humanen B-Lymphozyten aus
der Milz von immunisierten Menschen denkbar. Dieses Vorgehen
wird jedoch aus ethischen Griinden nicht angewendet. Bisher gilt es
zudem als schwierig, humane Hybridomzellen zu kultivieren. [36] Mit
Hilfe gentechnischer Methoden ist es jedoch méglich, auf DNA-Ebe-
ne grofie Teile eines murinen Antikdrpers durch die entsprechenden
humanen Sequenzen zu ersetzen und dadurch die Immunogenitat
des Molekiils wesentlich zu reduzieren (Abbildung 1B). [36] Das Re-
sultat ist zundchst ein chimarer Antikorper mit konstanter humaner
Domaéne und variabler muriner Doméane (ca. 65 % humaner Anteil).
[36] Die Weiterentwicklung stellt der humanisierte Antikdrper da, bei
dem alle Sequenzen aufler den komplementaritatsbestimmenden

Regionen (CDR, complementarity determining regions) humanen Ur-



25

100 % murin 65 % human 90 % human 100 % human
Antikdrperstruktur muriner chimarer humanisierter humaner
A B  Antikorper Antikérper Antikérper Antikérper

Abbildung 1: A) Darstellung eines Antikorpers: Leichte Kette (engl. light chains, L) mit variablen Epitop (blau/griin) und schwere, konstante Kette (engl.

heavy chains, H, blau). B) Schrittweise Humanisierung von therapeutischen Antikorpern.

sprung sind (ca. 90 % humaner Anteil). Diese sind letztlich fiir die Er-
kennung des Antigens zustandig. [36] Antikorper die zu 100 % human
sind, versprechen die beste Kompatibilitdt mit dem Zielorganismus
[37].

Herstellung humaner monoklonaler Antikdrper

Zur Herstellung von vollstandigen humanisierten monoklonalen An-
tikorpern stehen hauptséchlich zwei Methoden zur Verfiigung: trans-

gene Mduse sowie das Phagen-Display [36, 38].

Transgene Mause

Transgen bedeutet, dass dem Tier ein artfremdes Gen eingefiigt
wird [39]. Durch den Transfer von Genen in der Friihphase der em-
bryonalen Entwicklung kdnnen genetisch veranderte Mause erzeugt
werden [40]. Um vollstandig humanisierte Antikdrper zu produzie-
ren (Abbildung 2A), werden in Mdusen die murinen Gene fiir die Im-
munglobuline (Antikorper) inaktiviert und die humanen Gene in das
Maus-Genom eingefiigt. Als Resultat produzieren die Mduse nach An-
tigenkontakt humane Antikorper (z.B. HuMab mouse, GenPharm, Ca-
nada; TC mouse, Kirin Brewery Company, Japan) [41]. Auch bei die-
ser Technik werden nach Immunisierung der transgenen Mduse die
B-Lymphozyten isoliert und mittels der Hybridomtechnik Antikorper-
produzierenden Hybridomzellen selektiert. Die resultierenden Anti-
korper sind auf Grundlage der humanen Gensequenzen vollstandig

human und besitzen keinen Mausanteil mehr (Abbildung 1B). [36]

Phagen-Display

Wahrend die bisherigen Techniken auf die Hybridom-Technik und so-
mit auf die Nutzung von Tieren zurlickgriffen, stellt die Verwendung
des Phagen-Displays eine in vitro Selektionstechnik dar, die nicht auf
eine Immunreaktion beim Tier oder beim Menschen zuriickgeht [42].
Bakteriophagen stellen eine Gruppe von Viren dar, deren ausschlief3-
liche Wirte Bakterien sind. Bei lytischen Bakteriophagen werden
nach der Injektion der Phagen-DNA in das Wirtsbakterium unter

Nutzung von wirtseigenen Enzymen neue Phagen-Bestandteile wie

Hiillproteine synthetisiert, neue Phagenpartikel zusammengebaut
und die Wirtszelle lysiert (lytischer Zyklus). [43] Temperente Phagen
integrieren ihre DNA zunachst in das Bakterienchromosom (lysoge-
ner Zyklus). Bei sich andernden physiologischen Bedingungen wird
die Phagen-DNA aus dem Wirtschromosom entfernt und der lytische
Zyklus wird eingeleitet. [44]

Das Konzept des Phagen-Displays wurde 1985 erstmals angewendet.
Mittels dieser molekularbiologischen Technik (Abbildung 2B), wird
DNA, die fiir ein zu untersuchendes Protein codiert, mit den Phagen-
Hiillprotein-Genen fusioniert. Als Resultat exprimiert der Phage nicht
nur sein Hillprotein auf seiner Oberflache, sondern auch das zu un-
tersuchende Protein. [45] Mittels dieser Methode wird zunachst die
DNA aus (humanen) Antikorper-produzierenden B-Zellen isoliert
und Gene fiir den Antigen-bindenden Teil des humanen Antikdrpers
jeweils an das Phagengen fusioniert. [45] Es entstehen Phagen-Bib-
liotheken, mit einer groRen Anzahl an Phagen, von denen jeder auf
seiner Oberflache jeweils einen anderen Antigen-bindenden Teil der
humanen Antikdrper exprimiert. [46] Die groften solcher Bibliothe-
ken enthalten bis zu 10 Milliarden humane Antikorpersequenzen.
Beim sogenannten Biopanning (Selektion von Bindungspartnern)
werden die Phagen dann spezifisch an immobilisierte Antigene ge-
bunden. [46] Die selektierten Phagen enthalten die gesuchte kodie-
rende Antikoper-DNA, die molekularbiologisch weiter vervielfaltigt
und fiir die rekombinante Herstellung kompletter humaner Antikor-
per in Prokaryoten, wie E. coli oder Eukaryoten (Hefen oder Sauger-

Zellkulturen) herangezogen wird. [47]
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Die therapeutischen Antikorper Bevacizumab
und Trastuzumab

Bevacizumab und Trastuzumab sind humanisierte monoklonale
1gG-Antikorper, die rekombinant in Ovarzellen chinesischer Hamster
(CHO-Zellen) produziert werden. Der humane Anteil (ca. 90 %) stellt
das Antikorpergeriist dar und der murine Anteil (ca. 10 %) stellt die
komplementaritdtsbestimmenden Regionen dar, die das Antigen
binden. [48, 49] Bevacizumab (Avastin®) zielt auf Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) ab und hemmt dadurch das Tumorwachstum.
Er ist seit 2005 in der EU fiir verschiedene Tumortherapien zugelas-
sen, u. a. flir metastasierende Mammakarzinome. [49] Trastuzumab
bindet mit hoher Affinitat an die extrazelluldre Doméne von HER2

und ist seit 2000 fiir die Behandlung von humanem Epidermis Wachs-

tumsfaktor-Rezeptor (HER2) metastasierendem Brustkrebs in der EU

zugelassen [48].

Wirkmechanismen von therapeutischen Antikorpern
am Beispiel von Trastuzumab und Bevacizumab

Bei der Behandlung mit therapeutischen Antikorpern wird auf ver-
schiedene Mechanismen zurlickgegriffen (Abbildung 3). Im Folgen-
den werden diese verschiedenen Mechanismen anhand der Antikor-

pern Trastuzumab und Bevacizumab genauer erldutert.

Blocking: Bevacizumab
Durch die Bindung von Bevacizumab an VEGF kann keine Reaktion

des Signalstoffes mit den Rezeptoren (VEGFR) der BlutgefaRe erfol-

mit Antigen B-Lymphozyten Myelom-Zelllinie Selektion und monoklonale
immunisierte Maus aus der Milz Klonierung Antikoérper
&3 ® - ® Y
o¥ ' @
o Fussion zu Y
Hybridomzellen
mit Antigen
immunisierte transgene
Maus A
DNA aus antikérperproduzierenden Klonierung der DNA an Expression der
humanen B-Zellen Gen fiir Hillprotein des Grenprodukte an der
Phagen Oberflache der Phagen
— &
H: L Phagen
- T v
Selektion von Klonierung
Bindungspartnern (Biopanning) und Antikdrperproduktion
; 9 ” v
Oberflache mit immobilisierten Antigenen
& en B

Abbildung 2: (A) Herstellung humaner monoklonaler Antikdrper mittels Hybridom-Technik in der klassischen Maus sowie in transgenen Mausen. (B) Nutzung

des Phagen-Displays zur Herstellung humaner monoklonaler Antikorper.



gen (Abbildung 3-1). Dies fiihrt dazu, dass keine weiteren Kapillaren
von den BlutgefaRen gebildet und bereits bestehende, jedoch nicht
differenzierte Kapillaren, zurlickgebildet werden. Durch den Mangel
an Nahrstoffen und Sauerstoff bildet sich der Tumor zuriick. [49, 50]

Aktivierung des Immunsystems: Trastuzumab

Trastuzumab bindet selektiv an den transmembranen Tyrosinkina-
serezeptor HER2. [48, 51] Eine Aktivierung des HER2-Rezeptors fin-
det durch die Bindung eines Liganden statt. Dadurch werden Wege
der Signaltransduktion ausgeldst, die das Zellwachstum sowie die
Zelldifferenzierung regulieren. [18] Die spezifische Anlagerung von
Trastuzumab an den HER2-Rezeptor blockiert die Ligandbindung,
was in einer gezielten Inhibierung der Proliferation der Krebszellen
endet (Abbildung 3-3). [51] AufRerdem initiiert dieser monoklonale
Antikorper die Lyse der Tumorzelle durch die Einbeziehung des Im-
munsystems. Die Zelllyse kann durch die Aktivierung des Komple-

27

mentsystems oder durch die Mobilisierung von natirlichen Killerzel-

len bewirkt werden.

Komplementabhingige Zytotoxizitadt (CDC)

Der Mechanismus CDC (complement dependent cytotoxicity) bewirkt
eine Aktivierung des Komplementsystems, was zur Lyse der Tumorzel-
len fiihrt (Abbildung 3-2). Das Komplementsystem ist Bestandteil des
angeborenen Immunsystems [52]. Es beinhaltet eine Reihe von Prote-
inen, welche liber Kaskadenreaktionen zur Zelllyse fiihren. Durch die
spezifische Bindung von Trastuzumab an HER2, kann das Protein C1 an
der schweren Kette von Trastuzumab binden. [52] C1 ist das erste Pro-
tein der Komplementkaskade, an welcher insgesamt 9 Proteine betei-
ligt sind. Am Ende der Kaskade entsteht ein porenbildender MAC-Kom-
plex (membrane attack complex) in der Tumorzellmembran. Dadurch
konnen Wasser und Elektrolyte in die Zelle eindringen. Infolge dessen
steigt der osmotische Druck und die Tumorzelle wird lysiert. [53]

Aktivierung des
Komplement-
systems

Inhibierung der

a Angiogenese
&’E @ MAC

Bindung von VEGF

Abbildung 3: Wirkmechanismen von therapeutischen Antikérpern.

Antikérper

(1) Wirkungsweise von Bevacizumab: Der Antikorper bindet den von den Tumorzellen sekretierten Wachstumsfaktor VEGF, wodurch dieser nicht mehr an den
Rezeptoren auf den BlutgefédRen binden kann. Als Resultat werden nicht ausdifferenzierte BlutgefaRe zuriickgebildet und die Angiogenese gehemmt.

(2) Komplementabhéangige Zytotoxizitat (CDC). Mit Trastuzumab markierte HER2-Rezeptoren aktivieren das Komplementprotein Q1. Seine Bindung am Antikor-
per initiiert eine Komplementkaskade, wodurch ein porenbildender MAC-Komplex in der Tumorzellmembran entsteht. Infolgedessen stromen Elektrolyte und
Wasser in die Tumorzelle. Diese wird lysiert.

(3) Die spezifische Anlagerung von Trastuzumab an den HER2-Rezeptor blockiert die native Ligandenbindung. Als Konsequenz wird die Proliferation der Tumor-
zellen inhibiert.

(4) Antikorper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitat (ADCC): Trastuzumab bindet spezifisch an den HER2-Rezeptor und initiiert die Anlagerung von natiirliche Killer-
zellen (NK), wodurch zytotoxische Granula freigesetzt und die Tumorzellen lysiert werden.

(5) Antikorper Wirkstoff Konjugat (ADC) - Trastuzumab-Emtansin (T-DM1): Nach der Bindung von T-DM1 an den HER2-Rezeptor wird der ADC-Komplex in die Zelle

aufgenommen und iiber Lysosomen abgebaut. Der so freigesetzte Wirkstoff T-DM1 verhindert die Proliferation der Tumorzellen.
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Antikorperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC)

ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity) ist ein Mechanis-
mus, bei welchem Immuneffektorzellen bei antikdrpermarkierten
Zellen die Lyse auslosen (Abbildung 3-4). Dazu bindet Trastuzumab
spezifisch an den HER2-Rezeptors [54]. Natiirliche Killerzellen erken-
nen den monoklonalen Antikorper liber dessen schwere Kette, bin-
den diesen und setzten zytotoxische Granula mit Perforin oder Gran-

zym B frei. Dadurch setzt die Apoptose der Tumorzelle ein. [55, 56]

Antikorper Wirkstoff Konjugat (ADC) -

Trastuzumab Emtansin (T-DM1)

Trastuzumab Emtansin (T-DM1) ist ein Antikorperwirkstoffkomplex
(ADC antibody drug conjugate). Dieser besteht aus dem monoklo-
nalen Antikdrper Trastuzumab, welcher mit dem Wirkstoff Emtan-
sin (DM-1) verkniipft ist (Abbildung 3-5). [57] Durch die Bindung des
Zytostatikums an den Antikorper, kann dieses lokal und spezifisch
wirken. Nach der Bindung von T-DM1 an den HER2-Rezeptor wird
der Rezeptor-ADC-Komplex in die Zelle aufgenommen und durch Ly-
sosomen abgebaut (Abbildung 3-5). Durch den Abbau des ADC wird
das gekoppelte DM1 freigesetzt. DM1 verhindert durch Inhibierung
der Mikrotubuli-Polymerisation die Proliferation der Tumorzellen.
[58, 59]

Zusammenfassung

Eine Chemotherapie, mit der weltweit viele Millionen Patienten im
Jahr behandelt werden, greift besonders diejenigen Zellen an, die
sich haufig teilen. Damit erwischt es die meisten Krebszellen. Doch
auch andere Zellen im Organismus teilen sich oft, darunter die Zellen
in den Haarwurzeln und im Darm. Die Chemotherapie ist somit sehr
unspezifisch, und dementsprechend grof? sind deren Nebenwirkun-
gen. Eine neue Chance gegen Krebs bieten sogenannte zielgerichtete
Therapien. Der Review stellt die Wirkungsweise der hochspezifischen
Krebszelleneliminierung durch monoklonale Antikdrper am Beispiel
der Mammakarzinom-Behandlung ausfiihrlich vor. Diese Antikorper
gehen hierbei weitaus eleganter und nebenwirkungsarmer vor als
jede Chemotherapie. Sie blockieren Signalwege und aktivieren das
korpereigene Abwehrsystem. Andere Korperzellen werden kaum in
Mitleidenschaft gezogen.

Monoklonale Antikorper werden nicht nur zur Behandlung vieler
Krebsformen eingesetzt sondern auch bei Autoimmunerkrankungen
sowie bei AbstoRBungsreaktionen nach Transplantationen. Schon
heute verdanken etliche Menschen den therapeutischen Antikdrpern
ihr Leben. Durch kontinuierliche Verbesserung der Herstellungstech-

nologien werden sie die Zukunft in der modernen Medizin pragen.
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