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Struktur des Immunglobulin-G’s

Antigenerkennungs- NH,
stelle — NH,
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Variable Region
Antigenbindendes
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Immunglobulin = ANTIGENERKENNENDES aa = Aminosaure (GroRe der Domane)

PROTEIN wird von B-Zellen produziert



Immunglobulin-Klassen

*~— antigenbindende Stelle
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ACHTUNG! Klassen werden anhand des Typs der konstanten Domane bestimmt! (IgM ist
nicht IgM, weil es ein Pentamer ist, sondern weil es eine konstante p-Domane hat.)



Unterschied zwischen Antigen und

Antikorper ,A”

05 W@

Epitop

Epitope: unterschiedliche
Teile des Antigens

Antigen: ein

Protein in der

bakteriellen  Sowoh| Antikérper, A” als auch
Zellwand  Antikoérper,B” binden dasselbe
Antigen, aber sie erkennen
unterschiedliche Teile des
Molekils, die so genannten
Epitope.

Antikorper ,,B”



Typen von Antigen-Determinanten
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Funktion der Gelenkregion
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Monoklonale Antikorper

monoklonale Antikorper



Polyklonale Antikorper

Antigen ,A” Epitop ,Y”
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Polyklonale Anti-A-Antikorper

Antigene verursachen eine polyklonale Zellaktivierung in lebenden Organismen, die wahrend
einer Immunantwort immer zur Produktion von polyklonalen Antikérpern fuhrt!



Vergleich von monoklonalen und
polyklonalen Antikorpern

Polyklonale Anti-"A"-Antikorper Monoklonale Anti-"A”-Antikdrper

Polyklonal: Monoklonal:
Produkt mehrerer B-Zell-Klone * Produkt eines einzigen B-Zell-Klons
Erkennt verschiedene Epitope des Ziel- * Erkennt ein einziges, spezifisches
antigens Epitop des Antigens
Variable Spezifitat und Affinitat  Antikorper haben die selbe
(Betrachtet sie als verschiedene Spezifitat und Affinitat

monoklonale Antikorper)



Immunisierung

 Immunisierung: ein Antigen wird in einen lebenden Organismus verabreicht, damit
der Organismus eine Immunantwort entwickeln und Antikorper gegen das Antigen
produzieren kann. 12

* Immunisierung zur Pravention von infektiosen Krankheiten = Vakzination/Impfung
* Produktion polyklonaler Antikorper:
— Immunisierung eines Tiers mit dem Antigen

— Polyklonale Antikorper, die das Antigen erkennen, konnen vom Blutserum des
immunisierten Tiers nach einer Immunantwort isoliert und gereinigt werden. (1

* Problem: Monoklonale Antikorper kdnnen so nicht produziert werden.
» Losung: Hybridom-Technologie (siehe spater) z.B.: Polyklonale Hasen Anti-A-IgG

Y N ~« X
1. Verabreichung ‘ —_— ” —_ ﬁr )‘*ﬁ

) 7"\&

des Antigens ,A” 5
' 2. Blutserum des immunisierten Tiers ‘3- Reinigung und

o M mit polyklonalen Antikérpern Isolierung der Antikrper






Adjuvantien

Substanzen, die eine Immunantwort gegen ein verabreichtes Antigen verzégern und
verstarken und in einer verstarkten Antikorperproduktion resultieren.

Adjuvantien werden auch in menschlichen Impfungen verwendet. (siehe spater)i34
Wirkmechanismen u.a.:
— Sie erhdhen die Antigenaufnahme

— Sie aktivieren die angeborenen Immunzellen (z.B. Makrophagen) Vvia
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs)

— Sie verbessern die Antigenprasentation durch MHC-II
Einige Beispiele:
— Aluminiumsalze (z.B. Aluminium-Phosphat, Aluminium-Hydroxid-Oxid, dies sind die
haufigsten Adjuvantien in menschlichen Impfungen)

— Lipid-A-Analoga (z.B. Cervarix® = HPV-Vakzine)
— Freund-Adjuvans: Das Antigen ist in Mineraldl emulgiert

 Komplettes (CFA): enthalt abgetotete Mycobacterium Bakterien (z.B. M.
tuberculosis)®]

* Inkomplettes (IFA): enthalt kein Mycobacterium
— Liposomen enthalten virale Proteinel®]



Reinigung von Antikorpern

Antikorper werden von den Blutsera immunisierter Tiere gewonnen.

Es existieren verschiedene Methoden zur Reinigung der verschiedenen Antikorper-
Isotypen

° |gG[7]
— Prazipitation (z.B. durch die Nutzung von Ammonium-Sulfat)

— Chromatographie, vor allem Affinitatschromatographie unter Benutzung von

Protein-A (Staphylococcus) oder Protein-G (Streptococcus) oder lonen-
austauschchromatographie

Gemischte Probe IgG + Protein-G Spulung Gereinigtes IgG
3 p |
Vo = =X L=
E-N
KN
-, e — = — =
® .
= =L 9 = =

Protein-G



Antikorper-Tests

* Die Spezifitat und der Titer (Quantitat) des gereinigten Antikorpers missen mit
dem Antigen in dem gleichen System getestet werden, in dem der Antikorper

spater genutzt wird. Beispiele (werden spater im Detail erortert):
— Durchflusszytometrie
— ELISA
— Immunhistochemie

Immunhistochemie
(CD10-Farbung in einer
gesunden menschlichen Niere)

Punktdiagramm
(Durchflusszytometrie)

o AR Aé"n'\-'{;:f\ '
.‘11% A 3

*ample Dilve”

ELISA-Platte



ANWENDUNGEN MONOKLONALER ANTIKORPER
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Praparative Methoden: » N .)>_
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Analytische (Diagnostik und Forschung):

Therapeutische Anwendungen:

Signifikanz monoklonaler Antikdrper

Polyklonale Antikorper haben eine variable Spezifitait und Affinitdat, was die
Anwendungsmoglichkeiten begrenzt. (z.B. Kreuz-Reagilibitdt, ein anderes
Antikorperset kann aus einem immunisierten Tier gewonnen werden)

Die Fahigkeit, monoklonale Antikorper zu produzieren, die ein einziges
spezifisches Epitop mit konstanter Spezifitait und Affinitat erkennen, ist von
groRRer Bedeutung.

— Spezifische Reinigung von Proteinen (z.B.

Immunaffinitatschromatographie)

— Serologische Tests (siehe spater)

— Identifikation und Isolation unterschiedlicher =
Zellpopulationen (z.B. Identifikation von CD- )
Markern)

— Hemmung oder Verstarkung  bestimmter
Zielmolekile oder —zellen (siehe spater)

konnen dann eluiert werden.

Die Proteine, die aus einer
gemischten Probe isoliert werden
sollen, werden die Immun-
globuline in der Saule binden und



Produktion monoklonaler Antikorper

e Was ist das Problem?

— Es miussen Antikorper produziert werden, die aus einem einzigen B-Zell-Klon
stammen. - Selbst wenn man den Klon isoliert und stimuliert, wird die
Zellteilung irgendwann aufhoren und die Zellen werden absterben.

Stimulation —
begrenzte ﬂ.%. t&&
Proliferation
e Losung: Immortalisierung von Plasmazellen
— Wie? - Sie werden mit Krebszellen fusioniert
— Warum? - Krebszellen sind unsterblich und haben ein unbegrenztes
Teilungspotential.
* Ergebnis: Hybridom-Technologiel®°'
— die kiinstliche in-Vitro-Fusion der Plasmazellen und Krebszellen
— Daraus resultierende Hybridzellen (=Hybridom) haben vorteilhafte Eigen-
schaften beider Zelltypen: Sie produzieren Antikorper, die mit den Antikorpern

der ursprunglichen B-Zelle identisch sind und sie kdnnen unbegrenzt
proliferieren.



Das zugrundeliegende Prinzip

Myelomzelle

(Krebs) Plasmazelle

unbegrenzte Zellteilung Antikérperproduktion

unbegrenzte Zellteilung und Antikorperproduktion



Hybridom-Technologie 1.

Antigen
P
) e o r Ay, Myelomzellen
Mausmilz-Plasmazellen ' & & (Ig-, HGPRT-,
(Ig+, HGPRT+, (s s unbegrenzte Zellteilung)

begrenzte Zellteilung)

Zellfusion (PEG) unfusionierte

unfusionierte Plasmazelle
.Myelomzelle

s &0 ) B ats, B Q5 s

Fusionierte Zellen

Tod Stirbt im HAT-
HAT-Selektion Medium ab
x . Hybridomzelle (Ig+, HGPRT+,
T’K NS5 unbegrenzte Zellteilung)

HGPRT: Hypoxanthine-Guanine-Phosphoribosyltransferase (Siehe nachste Folie)
PEG: Polyethylene-Glycol
HAT: Hypoxanthine-Aminopterin-Thymidine Medium (Siehe nachste Folie)



Hybridom-Technologie 2.

1. Immunisierung von Tieren (normalerweise Mause oder Ratten)

Isolation von Plasmazellen aus der Milz

3. Zellfusion: Plasmazelle einer Maus/Ratte + nicht-sekretorische Myelomzelle
(kanzerose Myelom-Zelllinien, z.B. Sp2): Mit der Nutzung von Polyethylenglykol

(PEG) oder von elektrischem Strom (Elektrofusion)

4. Selektion: Gewilinschte Plasmazell-Myelom-Hybride werden durch die Nutzung
des HAT-Mediums (enthalt Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin) ausgewahlt.

Unfusionierte Zellen oder fusionierte Krebszellen werden absterben.
SALVAGE WEG (Fluchtweg)

DE NOVO SYNTHESE

Phosphoribosyl pyrophosphate (PRPP)

Hybridzellen enthalten
HGPRT- und TK-Enzyme und
kdbnnen deswegen im HAT-
Medium Uberleben, da sie

Nukleotide sowohl aus
Hypoxanthin als auch  aus
Thymidin synthetisieren

konnen.

4
|
|
f

—Aminopterin

- ——i Nukléotide{

DNA

Thymidine

I Thymidine-
Kinase

Hypoxanthine

HGPRT

Myelomzellen haben
weder HGPRT- noch TK-
Enzyme und kbdnnen
keine Nukleotide in An-
wesenheit aus Amin-
opterin synthetisieren.



Hybridom-Technologie 3.

* Selektion der Monoklone: Die Zellen, die die HAT-Selektion Gberleben, werden auf
eine 96-Well (Loch) Mikrotiterplatte transferiert, jeder “Well” enthalt eine einzige
Zelle. Zellen in den Wells werden proliferieren und damit Klone schaffen die alle
den selben Antikorper produzieren. - Monoklonale Antikdrperproduktion

* Tests der produzierten Antikorper werden mit dem original Antigen duchgefiihrt.
e Selektion des besten Klons.

L N N
|
Distribution
Klon l/KIoln 2\
® e o -
P90 o000 Hybridomzellen in einem
AAAA AAAA Zellkulturmedium



Kontinuirliche Antikérperproduktion

Hybridomzellen sekretieren die Antikorper in das Medium. = Sie kdnnen aus dem
Uberstand des Zellkulturmediums gewonnen werden.

o X ¥
’ ¥ X

Hybridomzellen kénnen in die Peritonealhdhle injiziert werden wo sie tberleben,
proliferieren und Antikorper sekretieren. - Die Antikorper kdnnen aus der
ASZ|testu55|gke|t gewonnen werden. (Dieses Protokoll ist nicht mehr zulassig!)

v

Industrielle Produktion: Nutzt Fermentationskessel.
(,,kiinstliche Maus”)




Konjugation

Die Antigen-Antikorper Reaktion kann allein nicht detektiert werden, aber wenn der
genutzte Antikorper mit einem Kennzeichnungsmolekil konjugiert wird, dann kann sie
unter Verwendung verschiedener Methoden, abhangig vom Konjugat, beobachtet

werden.
Konjugate:
— Fluoreszente Molekiile (Fluorophore oder Fluorochrome, sind Synonyme), z.B. FITC,
PE, usw. (siehe spater) - Durchflusszytometrie, Fluoreszenzmikroskopie

— Enzyme (Sie konvertieren Chromogen zu Farbemittel in Anwesenheit eines Substrats),
z.B. HRP, ALP (siehe spater) - Immunhistochemie, ELISA, Western-blot

— Radioaktive Isotope:
* Diagnostik - y-emittierende Isotope

\\o//
_/ | Konjugatlon

\ /
g
_/?\\

Fluorochrom Molekile Antikorper

— N
Mit Fluorédhromen
markierter Antikorper



Fluoreszente Konjugate

Fluoreszenzmikroskopie Durchflusszytometrie

. Markierte anti-CD4
1. Markieren
Antlkorper

von Zellen!

%ﬁ,wj@i D8

2. zytometrlsche
Messung

— N
A1\ _
Absorption,
Emission
Blaues
Licht
Maus-Thymus IF101:;

Rot: medullare Epithelzellen
Grune: kortikale Epithelzellen
Blau (DAPI): Zellnuklei



Enzymkonjugate

ELISA Immunohistochemie
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(BestimmUng des Intrinsic-Factors
im menschlichen Magen)

‘ ‘ farbiges Produkt
Western-blot

Enzym konjugiert mit dem Antikorper
+ Chromogen und Substrate

—-—"—
l

Farbreaktion

Haufig genutzte Enzyme: HRP (horseradish Peroxidase), ALP (Alkalische-Phosphatase)



Radioaktive-Konjugate

« Diagnostischer Nutzen (Radioimmun Imaging):[13.

— y-emittierende Isotope oder Positronen-emittierende
Isotope sind an Antikorper gebunden

— Antikorper wird die Zielzelle binden (z.B. Krebszelle)

— Das Signal kann mit Gammakameras oder PET
strahlendes | (Positronen-Emmissions-Tomographie) detektiert
lsotop werden, die sogar in der Lage sind Mikrometastasen

/ zu erkennen.

* Therapeutischer Nutzen:

Partikel . — a- oder B-emittierende Isotope genutzt - Der Tumor
Energie erhihlt lokal groRe Strahulungsdosen.

Immun-PET Bilder eines Patienten mit
Oropharyngealkrebs. Die Bilder wurden
nach 1 (A), 24 (B), 72 (C), 144 (D) and 312
Stunden (E) nach Gabe der markierten
Antikérper gemacht.[14]




ADC (Antikorper-Drug-Konjugat)

 Der Antikorper liefert selektiv das Medikament an die Zielzellen, wo sowohl
Antikorper als auch Medikament in das Zytoplasma internalisiert werden. Diese
therapeutische Methode wird vor allem gegen Krebs verwendet, vor allem mit
Chemotherapeutika die an Antikdrper gebunden sind. (11!

Einige Beispiele fiir Antikorper-Wirkstoff-Konjugate

Anti-X-Antikorper
N b

P 4
Pharmako 3:{}
Antigen-X Brentuximab CD30 Hodgkin-
0 ~ Zellmembran vedotin Lymphom
|
Gemtuzumab CD33 akute myeloische
/ — ozogamicin* Leukdmie
7 """/ﬁroteolﬁ\ Trastuzumab HER2 Mamma-CA

AN emtansine

L ENDOSOM |
/M * @
, \ | Von Pfizer® im Jahr 2010 vom Markt

m \\‘\ x'/‘/ genommen_[lz-]

DNA N
Schaden Zelltod

Zellnukleus
Der Wirkmechanismus von ADCs gegen Krebskrankheiten



Andere Modifikationen

Krebszelle
« Bispezifische Antikorper:[1>] moranticen ANERR
— Rekombinante Antikorper, die in (EpCAM)  JSRRREHE

der Lage sind 2 unterschiedliche

Antigene gleichzeitig zu binden. \ /
— Anwendung: Sie werden zur Phagozyt{:se’ADcc Zytokme %

ostimulation

/

Behandlung von Krebs durch \
Kreuzbindung von Immunzellen
und kanzerdsen Zellen genutzt.

Fc-Rezeptor

; inae[17.
N Fusmnsprotelne.[ ] ' AKZESSORISCHE ZELLE

— Rekombinante  Proteine, die SR UEEEEE LI L 210,
normalerweise an das  Fc-
Fragment von IgG gebunden sind.
Einige Beispiele (siehe spater):

* Abatacept (CTLA-4 + 1gG1)
* Etanercept (TNFaR + 1gG1)

* Romiplostim (TPO +1gG1) — Immunthrombozytopenie (ITP)

Wirkmechanismus eines bispezifischen
Antikérpers (catumaxomab)!16

:|> Rheumatoide-Arthritis (RA)



Murine Antikorper

e Der erste therapeutische monoklonale Antikorper
(muromonab) war ein Maus Immunglobulin.

* Es wurde nach Organtransplantationen zur Pravention
und Behandlung von AbstoBungsreaktionen genutzt.
(siehe Spater)

* Nachteil: Es ist ein fremdes Protein fiir das menschliche
Immunsystem!

Viele Patienten prodizieren Antikorper gegen das Medikament und einige entwickelten
eine schwere Anaphylaxie (siehe spater):[18!
HAMA (Humaner Anti-Maus Antikorper)

Obwohl die konstanten Domanen evolutionar konservierte Strukturen sind, sind sie in
verschiedenen Spezies dennoch nicht identisch. Muromonab ist der einzige
therapeutische monoklonale Maus-Antikorper. Er wird noch heute bei ansonsten nicht
behandelbaren akuten AbstolRungsreaktionen eingesetzt, jedoch nicht mehr zur
Prophylaxe.'®!



Chimare Antikorper

 Das Gensegment das die variable Region (Fv) des gewahlten
Maus-Antikdrpers kodiert wird mit dem Segment fusioniert
dass die menschliche konstante Region (Fc) kodiert.

 Das daraus resultierende chimare Immunoglobulin wird die
gleiche Spezifitit wie der urspringliche Maus-Antikdrper
haben, aber die konstante Region ist identisch zu dem
menschlichen Immunglobulin.

Ca. 75% des Molekdls ist menschlichen Ursprungs.

Vorteil gegenlber Maus-Antikorpern: Enthalt weniger
sequenzen murinen Ursprungs und hat deswegen ein
niedrigeres Risiko vom menschlichen Immunsystem als Fremd
erkannt zu werden. Die menschliche Fc Region erhoht auch
die Halbwertszeit und verfligt Uber Effektorfunktionen.

Nachteil: Einige Patienten produzieren Antikdrper gegen diese
Medikamente.[201 - HACA: Humane Anti-Chimare Antikorper

 Chimare Antikorper werden noch weitgehen genutzt um
Humane K?nstante Krankheiten zu behandeln (siehe Tabelle am Ende der
Domane Prasentation)

Murine Variable
Domane




Humanisierte und humane Antikorper

Murine CDR

HUMANISIERT:

« Die Gensegmente die die Hypervariable Regionen (CDRs)
des Mausantikorpers kodieren werden in die Gene von
menschlichen Immunoglobulinen implantiert.

*  >90 % des Molekdls ist menschlichen Ursprungs.

* Die Spezifitat des Antikorpers ahnelt der des urspringlichen
Maus-Antikorpers wahrend Halbwertszeit und Effektor-
funktionen menschlichen Immunglobulin dhneln.

HUMAN:

 Gene des menschlichens Immunglobulin werden in Mause
insertiert, dann entstehen, nach Immunisierung, Hybridome
die menschliches Immunoglobulin produzieren. 211

|

Vollstandig humanes Immunglobulin




Nomenklatur

fir monoklonale therapeutische
Antikorper.[22]

Muromonab ist eine Ausnahme
da es der erste therapeutische
monoklonale Antikdrper war.

Infliximab  Adalimumab  Muromonab Daclizumab
Rituximab  Ipilimumab Trastuzumab
Abciximab

mab = monoklonale Antikorper

Xi = chimare Antikorper Mur—o—mon—ab
zu = humanisierte Antikorper
= vollstandig humane Antikorper $/ l \
li = hat immunmodulatorischen Effekt murin monoklonal Antikorper

tu = Antitumor Effekt
ci = kann zur behandlung Kardiovaskularer Krankheiten verwendet werden



Einige Antikorper mit FDA-Zulassung 1.
m

1986

1994
1997

1997

1998

1998
1998
2001
2002
2004

muromonab

abciximab

daclizumab

rituximab

infliximab

trastuzumab
basiliximab
alemtuzumab
adalimumab

bevacizumab

murin

chimar

humanisiert

chimar

chimar

humanisiert
chimar

humanisiert
human

humanisiert

Orthoclone-
OKT-3

ReoPro

Zenapax

Rituxan,
Mabthera

Remicade

Herceptin

Simulect

Campath
Humira

Avastin

Gp IIb/llla
CD25

CD20

TNFa

HER2
CD25
CD52
TNFa
VEGF-A

AbstoRungs-
reaktion

PCl

AbstolSungs-
reaktion

B-Zell-NHL

RA, Morbus
Crohn,
Psoriasis

Mamma-CA
AbstoRung
CLL
RA
Kolorektal-CA



Einige Antikorper mit FDA-Zulassung 2.
| Yer | Dug | Type | Tradename | Target | Application _

2004
2006

2006
2006

2009
2010
2010
2011
2014

2015

cetuximab

natalizumab

panitumumab

ranibizumab

golimumab
denosumab
tocilizumab
ipilimumab

nivolumab

secukinumab

chimar

humanisiert

human

humanisiert

human

human
humanisiert

human

human

human

Erbitux

Tysabri

Vectibix

Lucentis

Simponi
Amgen
Actemra
Yervoy

Obdivo

Cosentyx

EGF-R

o4 integrin

EGF-R
VEGF-A

TNFa
RANK-L
IL-6 R
CTLA-4
PD-1

IL-17A

Kolorektal-CA

SM, Morbus
Crohn

Kolorektal-CA

Makula-
degeneration

RA
Osteoporose
RA
Melanom

Melanom,
nicht-
kleinzelliges
Lungen-CA

Psoriasis



Markt der therapeutischen Antikérper!?>

60

®

Remicade’ §
NUXIMAB 3

50
1 g Gold vs 100 mg Infliximab

S
o

39.84 $ 1025 S (USA)
(2016.02.13.)

s Rekombinante Proteine in Sdugetierzell-
kulturen produziert (133 Kgin 2013)

w
o

» Monoklonale Antikorper in Saugetierzell-
kulturen produziert (8182 Kgin 2013)

® Monoklonale Antikorper Fragmente,
Konjugate oder Fusionsproteine in Saugetier-
zellkulturen produziert (1677 Kg in 2013)

= Rekombinante Proteine (inkl. Insulin) durch
Mikrobenfermentation (8497 Kgin 2013)

Monoklonale Antikorper durch Mikroben-
fermentation produziert (102 Kgin 2013)

Verkaufe (Milliarden USD)
N
o

10

» Produkte von Pflanzenzellkulturen
2008 2009 2010 2011 2012 2013 (189 g in 2013)



Danke fur lhre Aufmerksamkeit!

Erhielten 1972 den Nobelpreis fur Erhielten 1984 den Nobelpreis fur
Physiologie und Medizin: Physiologie oder Medizin:

,Fur die Entdeckung der chemischen ,Fur Theorien bezlglich der Spezifitat in der
Struktur von Antikérpern”.[24] Entwicklung und Kontrolle des Immun-

systems und des Prinzips der monoklonalen
Antikérperproduktion. [25]
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