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Einige Fakten zu therapeutischen Antikorpern

> 200 therapeutische Proteine sind auf dem Markt

Antikorper stellen eine rasant wachsende Kategorie von
therapeutischen Proteinen dar

> 60 monoklonale Antikorper wurden bisher von der FDA zugelassen.

10 der 46 von der FDA zugelassenen neuen Medikamente im Jahr 2017 waren Antikorper.
ca. 550 Antikorper in der klinischen Entwicklung (> 50 in Phase-III-Studien)

7 der 10 umsatzstarksten Medikamente im Jahr 2016 waren therapeutische
Proteine und 4 davon Antikorper
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https://www.fda.gov/Drugs/InformationOnDrugs/default.htm, https.//www.creative-biolabs.com/blog/index.php/new-monoclonal-antibody-drug-approvals-in-2017/
https://www.americanpharmaceuticalreview.com/Featured-Articles/187354-Innovation-at-the-Heart-of-Biopharmaceutical-Industry-Growth/
Carter & Lazar, Nature Reviews Drug Discovery, 17: 197-223, 2018.



10 umsatzstarksten (Bio-)Pharmazeutika im Jahr 2016

Table 8 Top ten biopharmaceutical drugs in 2016 by revenue

Name Lead company Molecule type Approved indications 2016 worldwide sales ($ millions)
us Worldwide

Humira AbbVie mAb RA, juvenile RA, Crohn’s disease, PA, psoriasis, ankylosing 10,432 16,078

anti-Tumor Necrosis Factor (TNF)o. spondylitis, UC, Behcet Syndrome

Harvoni Gilead Sciences  Small molecule Hepatitis C (antiviral) 4941 9,081

Rituxan (rituximab) Roche mAb RA, chronic, lymphocytic leukemia/small cell lymphocytic 3,994 7,454

lymphoma, non-Hodgkin's lymphoma, antineutrophil cyto-
plasmic antibodies—associated vasculitis, indolent NHL,

anti-CD20 diffuse large B-cell lymphoma

Revlimid Celgene Small molecule Multiple myeloma, myelodysplastic syndrome, mantle cell 4,417 6,974
lymphoma - NHL

Avastin Roche mAb Colorectal cancer, breast cancer, non-small cell lung can- 3,016 6,901
cer, renal cell cancer, ovarian cancer, brain cancer (malig-

anti-Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-A nant glioma; AA and GBM), cervical cancer

Herceptin Roche anti-HER-2 mAb Breast cancer, gastric cancer 2,563 6,900

Enbrel Amgen Protein RA, psoriasis, ankylosing spondylitis, PA, juvenile RA 4,137 6,817

Prevnar 13 Pfizer Vaccine Pneumaococcal (Streptococcus pneumoniag) vaccines 3,645 5,718
(antibacterial)

Lantus (insular Sanofi Peptide Diabetes mellitus, type |, diabetes mellitus, type Il 3,917 5,287

glargine injection)

Neulasta Amgen Protein Neutropenia/leukopenia 3,925 4,658

(pegfilgrastim)

mAb, monoclonal antibody; AA. Anaplastic astrocytoma; NHL, non-Hodgkin’s lymphoma; GBM, glioblastoma; PA, psoriatic arthritis; RA, rheumatoid arthritis; UC, ulcerative colitis.
Source: BioMedTracker and Medtrack, a product of Informa Pharma Intelligence.

Morrison & Ldhteenméki, Nat. Biotech. 2017




Antikorper

Physiologische Funktion:

» Wichtig fur den Immunschutz

* Binden an fremde Substanzen (Antigene)
(z.B. Diphtherietoxin, Viren, Bakterien)

Fur die Therapie:

* biotechnologische Herstellung von
menschlichen Antikorpern

« Spezifisch fur die kdrpereigene Strukturen
(Proteine auf Tumorzellen, Zytokine, efc.)

Anwendungsbereiche:
» Chronische Entziindungen
« Autoimmunerkrankungen  Transplantationsmedizin ~ « Qsteoporose

« Krebs * Infektionen « Cholesterinsenkung 4



Aufbau von Antikorpern

Immunoglobulin Faltung (Domanen)

2 schwere Ketten (50 kD)

2 leichte Ketten (25 kD) [ 190 kD

durch Disulfidbriicken verbunden

Antigen (Ag) Bindungsstelle: gebildet durch je 3
Peptid-Schlaufen (Loops) in der variablen schweren
Kette (V) und in der variablen leichten Kette (V)

Fc Fragement wichtig far Immunfunktion

- bindet an Fc-Rezeptoren auf Immunzellen
(z.B. Makrophagen, Nattirlichen Killerzellen)

- aktiviert Komplementsystem

Therapeutische Antikorper sind IgGs

Antigen

Bindungs-
VH stelle

F(ab’)-

Fragment

Disulfid-
bricken

Fc-
Fragment

Janeway’s Immunobiology 9" Edition, Garland Science 2016



Was ist besonders an
therapeutischen Antikorpern?

Vorteile: - Spezifitat

- geringeres Risiko von off-target Toxizitat

- lange Halbwertszeit (2-3 Wochen)

i -

- Fc-mediierte Effektorfunktionen ntikérper
150’000 daltons

- Moglichkeit des Protein-Engineerings

Nachteile: - hohe Kosten @
- komplexe Molekule (Herstellung, Qualitétskontrolle) nsulin
- parenterale Verabreichung 5808 daltons
- beschrankt auf extrazellulare Zielstrukturen »_
- Stabilitat (z.B. Kihlkette) Aspirin
180 daltons

- potenziell immunogen

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Leaflet/2017/05/WC500226648.pdf
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Wirkungsmechanismen von Antikorpern (l)

Neutralisation von Liganden und Rezeptoren, oder Aktivierung von Rezeptoren

* Blockierung / Aktivierung * Blockierung eines Liganden
eines Membranrezeptors (z.B. Zytokin, Wachstumsfaktor)
Receptor[j ﬁ/ Ligand
O
X =\
>
Tocilizumab (anti-IL6R) Bevazizumab (anti-VEGF-A)
Ipilimumab (anti-CTLA-4) Adalimumab (anti-TNFa)

Nivolumab (anti-PD1)

Adapted from Hansel et al., Nat. Rev. Drug Discov. 2010 9



Weitere Wirkungsmechanismen von Antikorpern (ll)

) Vi Vu Zelltod durch
Durch den Fc-Teil Aktivierung von
vermittelte Effektor- Naturlichen
Funktionen Fe-Tei ' NK i
| (NK cells)
. . FcyRllla ._ _
Induktion des Zelltods in der . Perforin/granzyme
gebunden Zelle durch:
Cytolysis
« Antikorper-abhangige zellvermittelte ? . | 3
Zytotoxizitat Antigen D
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity; ADCC) . NV

Adapted from Kubota et al., Cancer Science 2009



Weitere Wirkungsmechanismen von Antikorpern (ll)

v, ”
Durch den Fc-Teil
vermittelte Effektor-
Funktionen Fe-Teil
. . FcyRllla . .
Induktion des Zelltods in der : Perforin/granzyme
gebunden Zelle durch:
. % A Cytolysis
N @ ° ®
& ‘ -
Cytolysis
» Antikorper-abhangige komplement- C9 polymer
vermittelte Zytotoxizitat e v
(complement-dependent cytotoxitiy; CDC)
(b) CDC __ _#C4b/C2a/C3b
‘C4b/C2a
Zelltod durch Komplementaktivierung

Adapted from Kubota et al., Cancer Science 2009



Antikorper-abhangige zellvermittelte
Zytotoxizitat:

Wirkungsmechanismus von
Rituxan und Gazyva:

Rituximab, Obinutuzumab

binden an CD20, ein Oberflachenprotein auf
B Zellen (Antik6rperproduzierende Lymphozyten)

induziert die Zerstorung der B Zellen durch
Naturliche Killer Zellen

Zugelassen fur die Behandlung von malignen
B-Zell-Tumoren (u.a. Non-Hodgkin Lymphom)

Positronen-Emissions-Tomografie (PET) Aufnahme eines
Patienten mit Non-Hodgkin vor (links) und nach (rechts) der
Behandlung mit Rituxan plus Chemotherapie.

Nature Reviews Clinical Oncology 9, 671 (2012) 10



Was ist besonders an
therapeutischen Antikorpern?

Vorteile: - Spezifitat
- geringeres Risiko von off-target Toxizitat
- lange Halbwertszeit (2-3 Wochen)
- Fc-mediierte Effektorfunktionen
- Moglichkeit des Protein-Engineerings

Nachteile: - hohe Kosten
- komplexe Molekule (Analytik, Qualitdtskontrolle)
- parenterale Verabreichung
- beschrankt auf extrazellulare Zielstrukturen
- Stabilitat (z.B. Kuhlkette)
- potenziell immunogen

ntikOrper
150’000 daltons

&

Insulin
5808 daltons

Aspirin
180 daltons

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Leaflet/2017/05/WC500226648.pdf



Therapeutische Antikorper: Die Anfange

Serumtherapie zur Behandlung der Diphtherie

aus der Zeitschrift Scientific American, 1894

Emil von Behring (1854 -1917)

Behandlung von Diphtherie-Patienten mit Antiserum von Pferden

Polyklonale Antikorper
1. Nobelpreis fur Medizin (1901)

14
Blickpunkte in die Medizingeschichte des 19. Jahrhunderts Gebundene Ausgabe , von W. Hach & V. Hach-Wunderle, Schattauer Verlag 2008



Hybridoma Technologie: Herstellung von monoklonalen

Antikorpern (mAb)
m&Epitopes

e
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* 1975 durch Cesar Milstein und Georges Kohler entwickelt

DOI: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-804659-3.00016-6

» 1984 Medizin Nobelpreis fur Medizin & Physiologie

 Erster zugelassener monoklonaler Ab: OKT-3 (anti-CD3, Muronomab) 1986
(Verhinderung der Nierentransplantations-Abstossung)



Herstellung von menschlichen Antikorpern

« Transgene Mause * Kombinatorische Antikorper
Bibliotheken
Antibody phage library Vi V,

Typically >10° different clones

* Mause, mit einem menschlichen . Target
Immunglobulin-Lokus Protein

 Stellen nach Immunisierung « Beispiel: Phagen-Display und in vitro
menschliche Antikorper her Selektion von Antikdrpern

* Diverse kommerzielle Anbieter * Nobelpreis fur Chemie 2018 and George
(HuMab-Mouse, Xenomouse, P. Smith und Sir Gregory Winter

TransChromo-Mouse)

Liu, K, Ann Med Surg 2018; Nilsson et al., Adv Drug Deliv Rev. 2000; https.//www.nobelprize.org/uploads/2018/10/press-chemistry2018.pdf



Generierung von weniger immunogenen Antikorpern:

Chimerisierung

=> Humanisierung => vollstandig humaner
Antikorper

-Omab

-Ximab

-Zumab -Umab

light
chain
heavy
chain
Fully mouse Chimeric Humanized Fully human
1985 1994 1998 2002

B Murine Sequenz

& Humane Sequenz

Janeway’s Immunobiology 9" Edition, Garland Science 2016



Nomenklatur von monoklonalen Antikorpern:

1)

2)

3)

>
Adalimumab, Rituximab, Trastuzumab, Pembrolizumab, Palivizumab 1}

Prefix
Préfix; keine besondere Bedeutung, sollte fur jedes Medikament eindeutig sein.

1. Infix: Beschreibung der Indikation / Zielstruktur
Gibt an, woflr der Antikérper verwendet wird

Beispiele: - ci(r) - cardiovascular
-tu(m) - for miscellaneous tumors
- li(m) - immunmodulator
- Vi(r) - viral
- ki(n) - interleukin

2. Infix: Beschreibung der Herkunft / Herstellung
Der Infix vor dem Suffix “mab” bezeichnet die (tierische) Herkunft des Antikdrpers

Beispiele: -0- mouse -Xi- chimeric
-ZU- humanized -u- human

Adapted from http://www.who.int/medicines/services/inn/Generalpoliciesformonoclonalantibodies2009.pdf
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Herstellung von therapeutischen Antikorpern

ertszelle —> I & B g
il -

Produkt

Fermentation

* Antikorper sind ausserst komplexe Molekule
* Herstellung nur in in Saugetierzellen moglich

 Wachstum in Serum-freien Nahrmedium

» Ausbeute von bis zu 4 g/L

Zhu et al. Handbook of Industrial Chemistry and Biotechnology, 2012.



Produktion in Saugetierzellen

<

-

- CRYO LABELS
e, mall

L) J
. W fobek.oom

A

Zellen aus der Zellbank auftauen

-
W
.“{,’ o

=> Expansion der Zellzahl in Zellkultur

=> Grossproduktionstanks (70000 - 20'000 L
Bioreaktoren; 5-20 x 10° Zellen/ml)

= Produktion wahrend ca. 2 Wochen

A 12,000 liter bioreactor used for growing cell cultures
Zhu et al. Handbook of Industrial Chemistry and Biotechnology, 2012. https://www.gene.com/stories/the-beauty-of-manufacturing



Aufreinigung via Filtration and Chromatographie

[ Cell Culture Broth

[ Clarification |

[ Protein Concentratiﬂn}

Affinity Chromatography]

Viral Inactivation |

i
Ion Exchange Chromatography

[Viral FiltrationJ

I_

| Purified Protein |

Zhu et al. Handbook of Industrial Chemistry and Biotechnology, 2012. https://www.gene.com/stories/the-beauty-of-manufacturing



Herstellung von therapeutischen Antikorpern

ertszelle
: Produkt
1 Gen x1 Protein Fermentation
Faktoren: Biochemische/ biophysikalische . -
Unterschiede: Einfluss auf:
o Zelllinie
* Nahrmedium . (Prl;)s;/rinslﬁltiona/!\e I\godifidk?tionen « Pharmakokinetik
° F t t - Z.D. YKOSYylierung, ASp Deamiaation, o Y PYT
b:g;z: : gl;) : ° Oxydation, Addition von C-terminalen Lysinen) I m_m unogenizi tat
+ Aufreinigungsmethode Proteinfaltung » Wirkung

* Proteolyse
« Aggregate



Similar But .

Biosimilars -

Wirkstoff-anhnliche Nachfolgeprodukte von bio-
pharmazeutische hergestellten Produkten, Nicht Generika.

 dieselbe Gensequenz wie das Originalprodukt
» schwieriger herzustellen als Generika von niedermolekularen Wirkstoffen

» Herstellungsprozess hat einen kritischen Einfluss auf das Endprodukt
(postranslationale Modifikationen, 3D-Faltung)

* kleine Unterschiede konnen erhebliche klinische Folgen haben:
IMMUNOGENITAT, PHARMAKOKINETIK, WIRKUNG

24
Misra, Expert Opin Biol Ther. 2010



Biosimilars: Zulassungsverfahren

Die Europaische Arzneimittel-Agentur (EMA) und die US Food and Drug Administration
(FDA) haben 2005, resp. 2012 Leitlinien fur die Zulassung von Biosimilars veroffentlicht.

Verlangt wird die Dokumentation der Vergleichbarkeit zwischen Biosimilar und
Referenzprodukt in Bezug auf

e Qualitat
» Sicherheit
 Wirksamkeit

22 Biosimilar-Antikorper wurden seit 2013 von der EMA zugelassen

Referenzprodukte: Trastuzumab (Herceptin), Rituximab (Rituxan), Bevazizumab (Avastin),
Adalimumab (Humira), Infliximab (Remicade), Etanercept (Enbrel)

25
Misra, Expert Opin Biol Ther. 2010 & http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Leaflet/2017/06/WC500226648.pdf



Entwicklung von Biosimilars: Vergleichbarkeit mit Referenzprodukt

Comparative clinical studies

- » Pharmacokinetic/pharmacodynamic
» Efficacy + safety + immunogenicity

Comparative non-clinical studies

m— -> » Pharmacodynamic [m—
| .
" » Toxicology
( ), l J (
/ \\ Comparative quality studies /
» Analytical: physical + chemical properties
» Functional: biological/pharmacological activity
L‘J < >
/7
Reference medicine Biosimilar medicine
taken from “Biosimilars in the EU — Information for healthcare professionals (published April 2017): 26

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Leaflet/2017/05/WC500226648.pdf
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“Neue” Entwicklungen: Antikorper Engingeering

N IgG binding
Veranderu ng der partner
-y,
Antigen
* Bindung zum Antigen &
Fab | Cl
» Reduktion der Immunogenitat
CL
» Fc-vermittelten Effektorfunktionen -
(Komplementaktivierung, antikbrper- — -
abhéngige, zellvermittelte Zytotoxizitét) C.2 FcyR
 Halbwertszeit im Blut Fc Complement
region =
 Weitere Effektorfunktionen | FeRn
(z.B. Kopplung an Chemotherapeutika,
Radionukleide) Cyd

Adaptiert von Chan & Carter, Nat. Rev. Immunol. 2010



I Neue Entwicklungen I

“Bewaffnete” Antikorper und Antikorper Fragmente

e e

* Radionukleide Radicimmunoconjugates Antibody-drug conjugates
. : CD20: *Y-ibritumomab tiuxetan, ~ CD22: inotuzumab ozogamicin
Chemotherpapeutika “!]-tositumomab CD30: brentuximab vedotin

CD33: gemtuzumab ozogamicin
HER2: ado-trastuzumab
emtansine

Fragmente: \
» Kurzere Halbwertszeit \\
F(ab')-PEG

+ Keine Effektorfuntionen TNE: certolizumab

GPIIb/1la, o [3,-integrin: abciximab
VECGFA: ranibizumab

Dabigatran: idarucizumab
Carter & Lazar, Nature Reviews Drug Discovery, 2018



Neue Entwicklungen

Bispezifische Antikorper-Fragmente

‘~ V?" Ve

%\; "“& BiTE® CcD3 —»
‘, ] ‘ Blinatumomab
UU

orCD3 Antibody M —— ¥

(T-cell receptor) "
Target Antigen /
CcD19

w V.
R\ e
W g V.

|

«-CD19 Antibody

i
4

« Adaptoren zwischen Tumorzellen und Killer-Zellen des Immunsystems (T Zellen, NK Zellen)
* Induktion des Tumorzelltods

 Blinatumomab (Blincyto; Amgen), 2014 zugelassen
freatment of relapsed or refractory acute lymphoblastic leukemia (ALL)

Carter & Lazar, Nature Reviews Drug Discovery, 2018



Herzlichen Dank fur lhre Aufmerksamkeit!

Haben Sie Fragen?
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