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Replacement des Jahres 2022:
Phagen-Display statt Tiere
in der Antikorperproduktion

Zusammenfassung

Antikorper sind Proteine, welche von bestimmten Zellen des Immunsystems gegen erkannte
koérperfremde Substanzen gebildet werden. Sie dienen vor allem der Abwehr von Krankheits-
erregern. Sie kénnen die fur diese Erreger einzigartigen Strukturen schnell erkennen und ent-
weder das Antigen fir den Angriff durch andere Komponenten des Immunsystems markieren
oder das Antigen direkt durch Bindung neutralisieren.®”

Diese spezifischen Eigenschaften erméglichen ein sich immer weiter entwickelndes Einsatz-
spektrum. Antikérper werden daher auch zu Forschungs-, diagnostischen oder therapeuti-

schen Zwecken hergestellt. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Fluorescence-ac-

tivated Cell Sorting (FACS), Western Blot, Immunhistochemie® und andere immunologische
Methoden sind in der heutigen Laborarbeit nicht mehr wegzudenken. Dabei werden noch

immer vor allem Mause und Kaninchen als Antikérper-Lebendproduzenten genutzt.

Jedes Jahr wird in der EU fast eine Million Tiere fir die Herstellung und Produktion von Anti-
kérpern verwendet,® obwohl es Technologien gibt, die keinen Einsatz von Tieren erfordern.
Die Prozedur ist fur die Tiere mit groBem Leid verbunden.

Seit Jahren gibt es tierversuchsfreie Methoden zur Erzeugung und Produktion von Antikér-

pern wie z.B. die Phagen-Display-Technologie. Sie ist duBerst vielseitig und kann sehr effizi-
ent zur Erzeugung eines nahezu unendlichen Spektrums qualitativ hochwertiger Antikorper
eingesetzt werden. Antikérper, die durch Phagen-Display hergestellt werden, sind bereits in
verschiedenen Bereichen, einschlieBlich der Therapeutik, weit verbreitet.

Das EU-Referenzlaboratorium des JRC fur Alternativen zu Tierversuchen (EURL ECVAM) hat im
Jahr 2020 eine Empfehlung herausgegeben, nach der Endnutzer und andere Interessengrup-
pen dringend aufgefordert werden, die wissenschaftliche Validitat von tierfrei gewonnenen
Antikérpern anzuerkennen und keine Tiere mehr fir die Entwicklung und Herstellung von
Antikérpern zu verwenden. Die Empfehlung ist in der Wissenschaft wurde jedoch kontrovers
diskutiert.



Einleitung, Problemstellung

Antikorper werden in der Diagnostik und Therapie immer wichtiger. In der sogenannten
individualisierten Medizin (bspw. Krebstherapie) gelten sie als groBe Hoffnungstrager. Anti-
kérperbasierte Medikamente sind auch fir den Laien leicht an ihrer Namensgebung mit der
Endung -ab (far ,antibody”) zu erkennen. Mit zunehmendem Bedarf an hochspezifischen An-
tikdrpern steigt aber auch die Tierschutzproblematik. Denn die Herstellung von Antikérpern
erfolgt allzu oft immer noch im Tier.

Dafur werden immer noch vor allem Mause, aber auch Kaninchen als Lebendproduzenten
unzahliger Antikérper genutzt. Sie werden nicht nur mit dem Fremdkorper infiziert, sondern
ihnen auch Wirkverstarker verabreicht, um eine Verstarkung und Verlangerung der Immun-
antwort zu erzielen. Die Antikérperproduzierenden Zellen werden dann aus der Milz isoliert
und mit entarteten Plasmazellen (Myelomzellen) fusioniert, die sich unbegrenzt teilen kén-
nen. In einem besonders schmerzvollen und belastenden Folgeversuch wird Mausen das Ge-
bilde in die Bauchhdhle gespritzt und eine schmerzvolle Bauchwassersucht erzeugt, aus dem
die gebildeten Antikérper entzogen werden.

Seit Ende der 80er Jahren empfehlen Forscherlnnen bereits, den hochbelastenden Versuch zu
verbieten und stattdessen tierfreie Verfahren anzuwenden. Aber noch immer werden derar-
tige Versuche in der EU durchgeflhrt. Allein im Jahr 2018 fast 55.000 Tiere — vor allem Mause.
Und dies trotz der Tatsache, dass es mittlerweile leistungsfahige und zuverlassige tierfreie
Verfahren gibt wie z.B. das Phagen-Display. Im Mai 2020 hatte das EU-Referenzlaboratorium
des Joint Research Centers fir Alternativen zu Tierversuchen (EURL ECVAM) eine Empfehlung
herausgegeben, nach der Endnutzer und andere Interessengruppen die wissenschaftliche
Validitat von tierfrei gewonnenen Antikérpern anerkennen und keine Tiere mehr fur die
Entwicklung und Herstellung von Antikérpern verwenden sollen. Viele am Tier gewonnenen
monoklonalen Antikérper fur die Forschung kreuzreagierten mit anderen Molekulen, hief3 es.
Fast ein Drittel der in einer Studie zufallig ausgewahlten Hybridome enthielt eine oder meh-
rere zusatzliche produktive schwere oder leichte Ketten. Solche unspezifischen Antikérper-re-
agenzien in der Forschung verschwendeten Kosten, Zeit und Ressourcen; die Wirkungen auf
Diagnose und Gesundheitsmanagement seien gewaltig.

Die Europaische Validierungsbehorde schatzt, dass Forscher tierfreie Antikérper nicht haufig
genug wegen einer Neigung zu bestehenden Methoden, einem mangelnden Bewusstsein fir
den aktuellen wissenschaftlichen Stand und aufgrund wissenschaftlicher Missverstandnisse
nutzen. Wirtschaftliche und vertragliche Zwange und ein begrenzter Zugang zu Einrichtun-
gen hielten sie davon ab, solche tierfreien Antikdrper herstellen.

Wissenschaftlerlnnen vor allem aus der Grundlagenforschung und Immunologie kritisierten
diesen VorstoB als zu verfriht. Derweilen arbeiten Forscherlnnen an dem Phagen-Display
der Zukunft und entwickelt tierfreie Verfahren nicht nur fir monoklonale, sondern auch fur
polyklonale Antikorper.




Was sind Antikorper und wofiir dienen sie?

Antikérper (auch: Immunglobuline) sind Proteine, welche von bestimmten Zellen des Immun-
systems gegen erkannte kérperfremde Substanzen gebildet werden. Sie dienen vor allem der
Abwehr von Krankheitserregern.® Das Immunsystem verteidigt den Organismus gegen Anti-
gene, d.h. kérperfremde Materialien. Daflr verflgt er Gber ein angeborenes (unspezifisches)
und ein erworbenes (adaptiertes) Immunsystem.

Abb. 1: Schema der Stufenstrategie von Toxizitédtsprifungen. Grafik: Pixabay/swiftsciencewriting
In Anlehnung nach Aktories et al. (2009).0%

Wahrend Makrophagen, Granulozyten, Monozyten, Mastzellen und natirliche Killerzellen,
aber auch Barrieren wie die Schleimhaute oder kdrpereigene Botenstoffe zum angeborenen
Immunsystem gehoren, sind die Lymphozyten Zellen des erworbenen Immunsystems.® Ein
Zwischentyp sind die Dendritischen Zellen, die sowohl zum angeborenen als auch zum erwor-
benen Immunsystem gehoéren kénnen.®

Lymphozyten sind sehr anpassungsfahig gegeniber neuen Krankheitserregern und besitzen
gegenlber bereits bekannten Erregern ein hervorragendes , Gedachtnis”.
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Mikroskopisches Bild eines Lymphozyten (in blauviolett) in einem Blutaus-
strich, umgeben von Erythrozyten und Thrombozyten.

Foto: El*Falaf - Eigenes Werk, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.
org/wlindex.php?curid=31217102




Gegen Oberflachenstrukturen von Viren, Bakterien oder anderen kérperfremden Erregern
(Antigenen) reagiert das Immunsystem, indem zunachst ein bestimmter Immunzelltyp, z.B.
die dendritischen Zellen im Blut, das durch die Milz strémt, diese Partikel finden und diese auf
ihrer Oberflache prasentieren. Sogenannte T-Lymphozyten werden dadurch aktiviert. T-Zellen
erkennen koérpereigene Zellen, die von Viren infiziert wurden, und téten sie ab.” Die T-Lym-
phozyten wiederum aktivieren auch B-Lymphozyten. letztgenannte vermehren sich stark,
wandeln sich in Plasmazellen um und bilden Antikérper, die an die Erregerstruktur binden
und diese dadurch hindern, in die Wirtszelle einzudringen.® Antikérper kénnen aber auch als
Signal andere Immunzellen aktivieren, so z.B. Phagozyten, die den Erreger in sich aufnehmen
und verdauen, oder natirliche Killerzellen, die den Erreger abtéten. Eine gute Ubersicht bie-
tet die Seite Antikorper online.de.®

Antikérper sind Y-féormig und bestehen aus Polypeptiden, welche wiederum aus Aminosduren
zusammengesetzt sind. Die Aminosauren verleihen jedem Antikdrper seine spezifische Fahig-
keit, bestimmte Antigene zu binden.

Die beiden Spitzen oder Arme sind fir die Bindung von Antigenen zustandig und werden als
variable Region bezeichnet, wahrend der Stamm des ,Y" der Teil ist, der mit Effektorzellen,
ausdifferenzierte Lymphozyten mit spezifischen Aufgaben bei der Immunantwort, interagiert
und als konstante Region bezeichnet wird."™

Aufbau eines typischen IgG-Antikérpers

1. Fab-Abschnitt, 2. Fc-Abschnitt, 3. schwere Ketten, 4. leichte
Ketten, 5. Antigenbindungsstelle (Paratop), 6. Scharnier-Regi-
on, (*) -S-S-Disulfidbriicke.

Grafik: Y tambe, Wikipedia (CC BY-SA 3.0)
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Antikorper in Forschung und Diagnostik

Antikorper werden auch zu Forschungs- oder diagnostischen Zwecken hergestellt. Antikérper
werden u.a. zur Quantifizierung (ELISA), Lokalisierung in Gewebeschnitten und Reinigung
(Affinitatschromatografie) von Molekilen genutzt. Derartige und noch weitere Methoden
sind in der heutigen Laborarbeit nicht mehr weg zu denken.® Dabei werden noch immer z.B.
Kaninchen und Mause als Lebendproduzenten genutzt. Ein in der Diagnostik weit verbreite-
ter Assay ist z.B. der ELISA, bei dem das Antigen oder ein Antikdrper auf einer Oberflache in
einer Mikrotiterplatte immobilisiert wird. Das Antigen oder der Antikérper werden hier z.B.
durch einen fluoreszenzmarkierten oder enzymkonjugierten sekundaren Antikérper detek-
tiert.(?

Man unterscheidet zwischen monoklonalen Antikérpern und polyklonalen Antikérpern. Po-
lyklonale Antikérper werden von verschiedenen B-Zellen eines Wirts— in der Regel einem Tier



wie Kaninchen oder Maus - produziert. Als Gruppe von Antikdrpern richten sie sich gegen
unterschiedliche molekulare Strukturen eines Erregers.>'¥ Monoklonale, aus einem einzi-
gen B-Lymphozyten stammende, Antikdrper dagegen binden sich hoch spezifisch nur an ein
Epitop eines Erregers.(>'® Der monoklonale Antikérper ist hochspezifisch; da monoklonale
Antikérper nur einzelne Epitope detektieren, kreuzreagieren sie seltener mit anderen Antige-
nen. Im Falle einer Mutation des Antigens (z.B. eines Virus) kénnen sie jedoch nicht mehr gut
oder gar nicht mehr binden. Polyklonale Antikdrper stellen den gréBten Anteil der derzeit
verfiigbaren kommerziell erhaltlichen Antikérperreagenzien dar und zeichnen sich durch die
Erkennung mehrerer Epitope aus. Sie haben oft ein hohes Bindungsbestreben (Gesamtaffini-
tat) zu den Zielantigenen, sind kostengunstig und schnell herzustellen. Sie haben jedoch das
Problem, dass sie von Charge zu Charge in ihrer Spezifitat variieren."”
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Ein typischer HBsAG-Test durch Elisa-Verfahren: Durch den Farbumschlag (rot) lassen sich z. B. Antigene oder Antikérper nach durchgemachter
Hepatitis B-Virusinfektion detektieren.

Foto: Md Ariful Islam, iStockphoto.

Traditionelle Antikérperherstellung in Kaninchen
und Mausen

Im Jahr 2020 wurden in Deutschland 56.996 Kaninchen (2019: 75.326) fur die Routineproduk-
tion eingesetzt, die gesetzlich vorgeschrieben ist. Unter Routineproduktion versteht man

die Herstellung, Gewinnung, Aufbewahrung oder Vermehrung von Stoffen, Produkten oder
Organismen (gemaB § 8a Abs. 1 Nr. 3 Tierschutzgesetz).'® Stoffe und Produkte, die hier ge-
meint sind, sind vor allem monoklonale und polyklonale Antikérper und Immunseren. Hierfur
kommen in erster Linie Mause, daneben auch Kaninchen zum Einsatz. Die Behandlungen der
Tiere laufen dabei nach einem bereits bekannten und erprobten Verfahren ab.t"



Kaninchen sind von Natur aus gesellig. Sie benétigen ausreichend Platz fiir die gemeinsame Haltung mit einem oder mehreren Sozialpartnern
und eine Kéfiganreicherung (Verstecke und erhéhte Fldchen). Die KéfiggréBe muss mindestens einen Hoppelsprung, ausgestrecktes Liegen
und aufrechtes Sitzen erlauben, wobei die Ohren die Kéfigdecke nicht beriihren sollen.?®

Foto: anilbolukbas, iStockphoto

Bei der Herstellung monoklonaler Antikérper gegen ein bestimmtes Antigen wird traditi-
onell zunachst eine Maus oder ein Kaninchen mit diesem Antigen infiziert. Die aktivierten
B-Lymphozyten werden aus der Milz isoliert und mit entarteten Plasmazellen (Myelomzellen)
fusioniert, die sich unbegrenzt teilen konnen.?" Die entstehende Zelle heit Hybridom.?223)
Aus den Hybridomen werden dann Klone mit spezifischer und hochaffiner Antigenerkennung
ausgewahlt und die Antikérper charakterisiert. Die Tiere werden z.B. subkutan andsthesiert
und das groBtmogliche Blutvolumen Uber die vordere Hohlvene entnommen.?® Am Ende

der Produktion werden die Tiere in der Regel euthanasiert. Auf diese Weise im Kaninchen
hergestellte Antikérper werden von einigen Wissenschaftlern favorisiert, weil die Antikor-
per der Tiere eine bessere Antigenerkennung aufweisen als die von Mausen. Sie sollen Gber
effektivere Mechanismen zur Erzeugung einer gréBeren Antikérpervielfalt verfigen und ihr
Immunsystem eine optimale Antikdrperaffinitat ausweisen, verglichen mit dem der Maus und
anderen Nagetieren.

Die hohere Bindeaffinitat der Kaninchenantikérper im Vergleich zur Maus soll ein besseres
Verhaltnis von Signal zu Hintergrund bei der Darstellung in der Diagnoseanwendung und
Forschung bieten.®) Trotzdem werden viele Antikérper in der Maus erzeugt.

Adjuvantien

Um die Wirkung der Antikdrperbildung zu verstarken und schneller zu den gewiinschten
Ergebnissen zu kommen, werden sogenannte Adjuvantien eingesetzt. Das Adjuvans bewirkt
eine Verstarkung und Verlangerung der Immunantwort, z.B. durch Anlocken diverser Im-
munzellen zum Antigen und verzégerte Freisetzung durch Depotbildung. Durch Zusatz eines
geeigneten Adjuvans kann die einzusetzende Menge an Antigen und/oder die Zahl an Immu-
nisierungen reduziert werden.?27

Adjuvantien sind sowohl bei der monoklonalen als auch bei der polyklonalen Antikérper-Her-
stellung fur das Tier besonders belastend. Oft das sogenannte Freundsche Adjuvans zuge-



setzt. Durch Verursachung lokaler Gewebereizungen und -zerstérungen wird der Hilfsstoff als
tierschutzrelevant eingestuft. Adjuvantien kdnnen in Abhangigkeit von der Art des Antigens,
der Tierart, der Injektionsstelle und des -volumens unterschiedlich schwere Nebenwirkungen
hervorrufen wie Granulome, Abszesse und Fisteln, Ulcera, Nekrosen, Bauchfellentziindungen
oder toédliche Embolien.?® Man unterscheidet zwischen dem vollstandigen und dem unvoll-
standigen Freundschen Adjuvans. Beim vollstandigen Adjuvans wird das Immunsystem des
Tieres durch Paraffinél, Mannose-Monooleat als Emulgator und abgetéteten Mykobakterien
stimuliert. Das unvollstandige Freundsche Adjuvans hat ebenfalls alle diese Komponenten mit
Ausnahme der Bakterien. Dadurch stimuliert es weniger stark.?® Die Anwendung des kom-
pletten Freundschen Adjuvans wird als schwerbelastender Versuch eingestuft.

Kritik an aus Tieren gewonnenen Antikorpern

Kritik an der Produktionsart der Antikérper im Tier, aber auch deren Eigenschaften, gibt es
vielfach. So sind polyklonale Antiseren aus dem Blut immunisierter Tiere nur begrenzt verfig-
bar — ist das Serum eines Tieres aufgebraucht, kénnen die damit gemachten Experimente nie
mehr reproduziert werden. Zudem sind die enthaltenen Immunglobuline (Antikorper) stets
unbekannte Gemische, was zu einem Risiko unerwiinschten Nebenreaktionen fihren kann.2?
Da ein Antigen normalerweise unterschiedliche Epitope aufweist, werden bei einer Immuni-
sierung eines Tieres auch Antikérper gegen die unterschiedlichen Epitope gebildet. Der Anteil
der gewlinschten Antikdrper in dem Gesamtpool an Antikérpern betragt maximal 10 %, und
liegt haufig auch sehr deutlich darunter.G?

Hinzu kommt, dass Menschen im Gegensatz zu Tieren nicht in der Lage sind, die Sialinsau-

re N-Glycolylneuraminsaure (Neu5Gc) herzustellen, die typischerweise in von Mausezellen
hergestellten Antikérpern vorkommt, und beim Menschen mit Immunogenitat in Verbindung
gebracht wird.®” Neu5Gc kommt auch in Schweine- und Rindfleisch vor und wird mit Herzer-
krankungen in Krebs beim Menschen in Verbindung gebracht.®? Die Hersteller werden daher
aufgefordert, die Verwendung von Materialien tierischen Ursprungs zu vermeiden.

Auch aus Hybridomzellen gewonnene monoklonale Antikérper weisen Nachteile auf. Neben
der aufwandigen und langwierigen Herstellung sind monoklonale Antikérper oftmals gar
nicht so monospezifisch, da die Hybridome unter Umstdanden genetisch heterogen sind und
somit Antikorper unterschiedlicher Spezifitat produzieren.??

Die Aszites-Maus: trotz hoher Belastung in
(Ausnahme)Fallen erlaubt

Bei der Aszites-Methode werden die Hybridomzellen in die Bauchhdhle einer Maus gespritzt,
wo sie einen Aszites (Bauchhdéhlenwassersucht) produzierenden Tumor auslésen.

In den Jahren 2015-2018 wurden in der Europaischen Union 176.232 Tiere insgesamt fur

die Herstellung monoklonaler Antikérper nach der Maus-Aszites-Methode eingesetzt. Die
zustandige EU-Behodrde verzeichnete zwischen 2017 und 2018 einen Anstieg um 22 %. In
Deutschland allein waren es zwischen 2015 und 2020 mehr als 7.000 Tiere, hauptsachlich Mau-
se, aber auch Ratten und Kaninchen.



Die Aszitesbildung ist mit erheblichen Schmerzen und
Leiden fir die Tiere verbunden. Die monoklonalen Anti-
kérper werden dabei von den Tumorzellen in die Bauch-
hohlenflissigkeit abgegeben. Zur Isolation der Antikoérper
wird die FlUssigkeit nach einer bestimmten Zeit durch
Punktion gewonnen. Schon in den 80/90er Jahren haben
sich Wissenschaftlerlnnen fur ein Verbot dieses qualvollen
Verfahrens stark gemacht.®® Bereits 1992 waren Wissen-
schaftlerinnen in der Lage, monoklonale Antikérper und

So sieht eine Maus mit Bauchwassersucht Hybridome in vitro aus menschlichen Zellen herzustellen.
l(:lsz'ites) aus. (343536 2001 und 2003 wurde die rechtliche Zulassigkeit der
S T oo sy stters 133) monoklonalen Antikérperproduktion mit der Aszites-Maus
CCBY-NCGND 4.0 im Deutschen Tierschutzbericht der Bundesregierung

begriindet. Drei sogenannte ,Ausnahmefalle” wurden
in den folgenden Jahren immer wieder in der deutschen und der europaischen Politik ange-
fahrt:
Der Tierversuch sei in seltenen Fallen wissenschaftlich gerechtfertigt, wenn es einen auBBerge-
wohnlichen Bedarf fir eine therapeutische Notfallanwendung gibt, eine bestehenden be-
hordliche Zulassung fir einen diagnostischen oder therapeutischen in vivo Antikérper vorliegt
oder sehr auBergewdhnliche Umstande vorliegen, durch die eine Herstellung des Antikdrpers
in vitro nicht méglich ist.¢” 2003 wurde von der Regierung das Beispiel ,Rettung” von Hyb-
ridomen angeflhrt, wenn diese in der Zellkultur nicht mehr wachsen oder wenn sie infiziert
sind.G® Dabei ist die Herstellung rekombinanter Antikorper seit 2007 als valide Ersatzmethode
von der Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und Ergdnzungsmethoden
zum Tierversuch anerkannt (ZEBET 299), wird aber aus verschiedenen komplexen Grinden
nicht wahrnehmbar angewendet.

Der Europaabgeordnete der Griinen, Jens Holm, wies 2008 darauf hin, dass die starken
Schmerzen und der Stress, unter denen die Mause leiden mussen, in keiner Weise durch die
damalig geltende EU-Tierversuchsrichtlinie gedeckt sei. Er verwies darauf, dass bereits eine
Reihe von In-vitro-Methoden fiur die Herstellung monoklonaler Antikérper zur Verfiigung
standen und schlug vor, das Aszites-Verfahren mit Tieren unionsweit zu verbieten, zumal
seinen Informationen zufolge mehrere EU-Mitgliedstaaten, darunter Deutschland die Anwen-
dung des Maus-Aszites-Verfahrens offiziell auslaufen lassen wollten.?

In der Antwort von Umweltkommissars Stavros Dimas 2009 wurde darauf hingewiesen, dass
die Mitgliedstaaten selbst flur die Durchsetzung der in der Richtlinie 86/609/EWG festgelegten
MaBnahmen verantwortlich seien. Die in vitro-Herstellung monoklonaler Antikérper sei laut
EURL ECVAM Scientific Advisory Committee (ESAC) ,wissenschaftlich akzeptabel” und , prak-
tisch verfagbar”, weshalb die Herstellung mit der Maus-Aszites-Methode, auBer in seltenen
Fallen, wissenschaftlich nicht mehr notwendig sei. Tatsachlich haben nur wenige Lander die
Aszites-Maus vollstandig verboten, so die Schweiz und die Niederlande.™®

Im Jahr 2017 wurden 5 % aller Tierversuche in der EU fur die Routineproduktion durchge-
fuhrt. Davon betrafen 55 % die Herstellung von Produkten auf Blutbasis, aber auch 10 % die
Herstellung monoklonaler Antikérper im Aszites-Verfahren.“® Andere Produkttypen, die

35 % der Verwendungen ausmachten, standen meist im Zusammenhang mit der Antigen-
und Proteinproduktion.

Laut ALURES, der europaischen Datenbank mit nicht-technischen Projektzusammenfassungen

der Mitgliedsstaaten der EU wurden allein im Jahr 2018 54.941 Tiere in der Routineprodukti-
on zur Herstellung von Antikérpern nach dem Aszites-Verfahren verwendet, fast alle waren



Mause.®” In den Jahren davor kamen in geringem MafBe auch Ratten und Kaninchen hierfur
zum Einsatz. Zwischen 2015 und 2017 verzeichnete die Produktion von monoklonalen Anti-
koérpern nach der Maus-Aszites-Methode einen Anstieg von 66 %. Die schwer belastenden
Tierversuche wurden allen voran in Frankreich durchgefiihrt, gefolgt von Deutschland, Spani-
en, Italien, Ungarn und Tschechien.“?

Dabei gab es seit Ende der 80er/Anfang der 90er Jahren bereits vielfaltige Kritik, diesen Tier-
versuch zu beenden, zumal es bereits andere Methoden gab — mit maBigem Erfolg.

Rechtsgrundlagen

GemalB den Bestimmungen des Europaischen Tierversuchsrichtlinie 2010/63/EU sollten die
3R-Prinzipien (Replacement, Reduction und Refinement) bei der Herstellung und den Kont-
roll-prifungen von Arzneimitteln angewandt werden. Dies gilt auch far die Herstellung von
Antikorpern. Das bedeutet, dass Tierversuche zu wissenschaftlichen Zwecken nur dann erwo-
gen werden sollten, wenn es keine tierversuchsfreie Alternative gibt (Erwagungsgrund Nr. 12
sowie Artikel 47, Absatz 1).43

Die Rechtslandschaft, die die Herstellung von monoklonalen und polyklonalen Antikérpern
regelt, ist untbersichtlich und kann hier nicht vollstandig beschrieben werden.

Die Leitlinie der Weltgesundheitsorganisation (WHO) z.B. schreibt kein Verfahren vor und
erwahnt unter anderem die Herstellung von monoklonalen Antikérpern und verwandten
Proteinen nach dem Aszites-Verfahren mit Mausen. Die WHO réat jedoch von der Verwendung
von In-vivo-Produktionsmethoden fir die Herstellung von humantherapeutischen Produkten
ab, sofern dies moglich ist.“#

Auch das europaische Arzneibuch (European Pharmakopeia) schreibt kein Verfahren vor.
Wenn monoklonale Antikdrper zur Verwendung beim Menschen im Tier hergestellt wirden,
heiB3t es dort, ist neben der herkémmlichen Sicherheitsbewertung vor allem auch die Viren-
freiheit zu gewahrleisten, auch z.B. von spongiformen Enzephalopathie-Prionen.“*? Antikor-
per kdnnen demnach in Tieren oder aber auch gentechnisch ohne Tier hergestellt werden.
Nachdem der Antikérper produziert worden ist, muss seine Sicherheit gewahrleistet werden,
z.B. auf der Grundlage der Sicherheitsrichtlinien (Guidelines) der International Conference on
Harmonisation (ICH).“® Unbeabsichtigte Reaktionen oder Zytotoxizitaten eines monoklonalen
Antikorpers gegenliber menschlichen Geweben werden heutzutage zumindest schon durch
geeignete immunhistochemische Verfahren mit menschlichen Geweben tGberprift. Doch auch
bei diesem Prozess ist ein Antikoérper involviert, der nach einem bestimmten Verfahren her-
gestellt worden sein muss. Wegen einer biologischen Aktivitat sowie der Spezies- und/oder
Gewebespezifitat vieler biotechnologisch hergestellter Reagenzien kommen Standard-To-
xizitatstests mit z. B. Ratten und Hunden nicht in Frage. Die ICH-Guideline S6(R1) halt far
monoklonale Antikérper jedoch Tierarten far relevant, bei denen das Prifmaterial aufgrund
der Expression des entsprechenden Rezeptors oder Epitops (im Falle von monoklonalen An-
tikdérpern) pharmakologisch aktiv ist und deren Gewebe ein ahnliches Kreuzreaktivitatsprofil
aufweisen wie menschliches Gewebe. Das klingt sehr stark nach gentechnisch veranderten
(humanisierten) Mausen.

Neben den Sicherheits-Guidelines spielen auch die ICH-Qualitats-Guidelines eine Rolle (Spe-

cifications: Test Procedures and Acceptance Criteria for Biotechnological/Biological Products
Q63)_(47)



Viele biotechnologisch hergestellte Arzneimittel, die fir den Menschen bestimmt sind, fihren
jedoch bei Tieren zu allergischen Immunreaktionen. Haufig werden Meerschweinchen-Ana-
phylaxie-Tests durchgefiihrt. Jedoch ist die Induktion einer Antikérperbildung bei Tieren kein
Indikator fur eine mégliche Antikérperbildung beim Menschen. Deshalb werden derartige
Studien als wenig wertvoll fr die routinemaBige Bewertung dieser Art von Produkten ange-
sehen. Bei monoklonalen Antikérpern und anderen verwandten Antikoérperprodukten, die
gegen fremde Ziele gerichtet sind (d. h. bakterielle, virale Ziele usw.), kbnne eine Kurzzeit-Si-
cherheitsstudie (siehe ICH-Leitlinie S6) an einer zu begriindenden Tierart in Betracht gezogen
werden; zusatzliche Toxizitatsstudien, einschlieBlich Studien zur Reproduktionstoxizitat, sind
nicht angebracht.

Monoklonale Antikoérper kénnen jedoch nicht nur im Tier, sondern auch durch rekombinante
DNA-Technologie (rDNA) oder z.B. Display-Technologie erzeugt werden. Auch an der Még-
lichkeit, polyklonale Antikérper tierfrei herzustellen, arbeiten Wissenschaftlerinnen bereits.

Es geht auch anders: Herstellung ohne Tier

Rekombinante Antikérper kénnen ohne Tier aus nicht immunisierten (naiven) Spender-B-Zel-
len, aus vollstandig synthetischen universellen Antikérperbibliotheken oder durch Klonen
der Antikérper-DNA aus menschlichen Spender-B-Zellen (z.B. von einem Patienten nach einer
Infektion) erzeugt werden.

Rekombinante Antikorper

Rekombinante Antikérper sind mit gentechnologischen Methoden hergestellte Antikorper.
Far ihre Herstellung werden die Gensequenzen von wesentlichen Strukturen des Antikdrpers
(sogenannte schwere und leichte Ketten) isoliert und Uber ein synthetisches Verbindungs-
protein (, Linker”) miteinander verbunden. Die so modifizierten Gene werden in Echerichia
coli-Bakterien, Hefen, eukaryotischen Zellen oder auch in transgenen Pflanzen exprimiert.
Mit dieser Methode werde z.B. auch Biopestizide hergestellt.“® Die rekombinante Technolo-
gie ermdglicht, Antikdrpermolekile gegen theoretisch jedes beliebige Antigen herzustellen,
ohne ein Tier immunisieren zu missen.“?

Phagen-Display

Antikoérper, die nicht von Tieren stammen, kénnen in vitro aus groBen Antigenbibliotheken
vor allem durch Phagen- und Hefe-Display, seltener durch Ribosomen-, Bakterien- oder Sau-
getierzell-Display ausgewahlt werden. Die Proteinsynthese (Vervielfaltigung) erfolgt dann
meist in Bakterien. Mit dieser Methode lassen sich groBe Mengen an Antikdrpern in gleich-
bleibender Qualitat produzieren.(”

John McCafferty, Sir Gregory Winter und David Chiswell sind die Grinder der Cambridge An-
tibody Technology. John McCafferty ist einer der Erfinder des sogenannten scFv-Antikorper-
fragment Phage-Displays, das die Entdeckung monoklonaler Antikérper vorangetrieben hat.
Das Verfahren wurde entwickelt, nachdem eine Antikérperproduktion in der Maus geschei-
tert war.0552

2018 erhielten Sir Gregory Winter und George Smith den Nobelpreis fur Chemie fur lhre
Entwicklung. Diese vielseitige Technik wurde in den letzten drei Jahrzehnten stark modifiziert
und fuhrte zur Entwicklung von verschiedenen Plattformen fur die kombinatorische Peptid-
darstellung.



Eine Phagen-Display-Bibliothek enthalt ein umfangreiches Repertoire an Peptiden oder Pro-
teinen, die als rekombinante Molekule auf der Oberflache von genetisch veranderten Bakteri-
ophagen exprimiert werden.®?

Tierfrei erzeugte rekombinante Antikdérper (multiklonale) kbnnen sogar bereits fur die Erken-
nung mehrerer Epitope verwendet werden, wo traditionell polyklonale Antikérper von Tieren
eingesetzt werden.” Eine ,unsterbliche” und unerschopfliche Antikérper-Biobank aus re-
kombinanten Antikérpern gegen jedes menschliche Protein ist bereits heute technisch mach-
bar — und bietet neben der kompletten Vermeidung von Tierversuchen und der Verwendung
zu therapeutischen Zwecken noch einen wichtigen Vorteil: Zu ihrer Aufbewahrung braucht
man keinen teuren flUssigen Stickstoff wie bei Hybridomen - die E. coli-Klone brauchen nur
einen Gefrierschrank.®? Auch therapeutische Antikérper gegen COVID-19 sind bereits erfolg-
reich entwickelt worden.®>5® Warum ist das das Phagen-Display nicht noch weiter verbreitet
und zu einer Selbstverstandlichkeit geworden? Die Grinde liegen wohl einerseits in der his-
torischen Entwicklung der Technologie bevorzugt im stark patentregulierten Pharmabereich
wie andererseits in der enormen Diversitat der Anwendungsgebiete — flr jedes einzelne mus-
se ein Demonstrationsbeispiel prasentiert werden, um die Kollegen zu Gberzeugen, schatzt
Prof. Stefan Dubel, Leiter der Abteilung Biotechnologie der TU Braunschweig. Er initiierte die
~Antikérperfabrik” des Deutschen Nationalen Genomforschungsnetzes und ist Mitbegrinder
mehrerer Biotech-Unternehmen, darunter das tierversuchsfreie Antikdrperunternehmen Ab-
calis und das Unternehmen Yumab, das therapeutische Antikorper fir den Menschen entwi-
ckelt. Er war an zahlreichen Innovationen im Bereich der Entwicklung menschlicher Antikor-
per, des Phagen-Displays und u.a. der Hyperphagen-Technologie beteiligt.545"

In vitro-Immunisierung

Neben der Herstellung von Antikérperprototypen mit Bakterien und Bakteriophagen lassen
sich auch Prototypen mit humanen Immunzellen in der Petrischale herstellen. Bei dem Ver-
fahren der sogenannten In-vitro-Immunisierung werden z.B. humane B-Lymphozyten in der
Petrischale zur Bildung der spezifischen Antikdrper angeregt. Eine Potsdamer Forschergruppe
aktiviert zunachst humane Antigen-prasentierende Zellen (Dendritische Zellen) mit dem ge-
wilnschten Antigen und kultiviert diese anschlieBend zusammen mit antigen-unerfahrenen
(sogenannten naiven) T- und B-Lymphozyten. Nach einigen Tagen Kultivierung finden sich
spezifische Antikérper im Kulturmedium. Diese werden isoliert und gereinigt.®® Die Forscher-
gruppe, die an diesem Ersatzverfahren arbeitet, weist jedoch darauf hin, dass weitere For-
schungsarbeiten nétig seien, da natlrliche Prozesse, wie die Affinitatsreifung im Organismus
unter In-vitro-Bedingungen realisiert werden mussten.®® Unter Affinitatsreifung versteht
man zahlreiche Mutationen in den Genen der Antikdrper (genannt somatische Hypermuta-
tion), welche die Anziehungskraft der Lymphozyten zum entsprechenden Antigen erhéht
und die Immunantwort effektiver ausfallen lasst. Sie findet bei ausgereiften B-Lymphozyten
innerhalb des Marks der Lymphknoten statt.®?

Kritiker merken an, dass sich bei bakterieller Expression, eine fehlende Anbindung eines Koh-
lenhydrats (Glykosylierung) oder eine nicht korrekte raumliche Faltung mitunter als proble-
matisch erweisen kénnte. Aus Genbibliotheken generierte Antikdérper zeigen zudem mitunter
schlechte Lagerstabilitaten, ohne dass die Grinde bislang klar erforscht sind.G?

Beispiel: Mit Phagen-Display zur besseren Behandlung von Diphtherie
In einem vom PETA International Science Consortium Ltd. finanzierten Projekt haben Wis-

senschaftlerinnen und Wissenschaftler des Instituts fir Biochemie, Biotechnologie und Bioin-
formatik der Technischen Universitat Braunschweig zusammen mit dem Britischen National



Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) humane Antikérper entwickelt, die das
Diphtherie-Toxin neutralisieren.

Dabei wurde mithilfe des Antikdrper-Phagen-Displays der TU Braunschweig ohne die Immu-
nisierung von Tieren humane rekombinante Antikérper generiert, die das Diphtherie-Toxin
neutralisieren kdnnen. Eine Kombination der Antikérper, die das Toxin am besten neutrali-
sieren, ist ein aussichtsreicher Kandidat fur weitere klinische Entwicklungen, um das Dipht-
herie-Antitoxin (DAT) aus Pferdeserum zukiinftig zu ersetzen. Die Ergebnisse wurden in der
Fachzeitschrift ,Scientific Reports” veré6ffentlicht und in einem Artikel in der Fachzeitschrift
,Science” kommentiert.®?

Europaische Validierungsbehorde empfiehlt tierfreie
Antikorper

Im Mai 2020 hatte das EU-Referenzlaboratorium des Joint Research Centers fur Alternativen
zu Tierversuchen (EURL ECVAM) eine Empfehlung herausgegeben, nach der Endnutzern und
anderen Interessengruppen empfohlen wurde, die wissenschaftliche Validitat von tierfrei
gewonnenen Antikérpern anerkennen und keine Tiere mehr fur die Entwicklung und Her-
stellung von Antikérpern zu verwenden. Die Empfehlung basierte auf der Stellungahme des
Scientific Advisory Committees (ESAC) von EURL ECVAM.(7)

Eurapean
Cormmisaie

EURL ECVAM Recommendation
on Non-Animal-Derived

Antibodies

Kritisiert wurde, dass viele am Tier gewonnenen monoklonalen Antikérper, die in der For-
schung verwendet werden, mit anderen Molekilen kreuzreagieren. Fast 1/3 der in einer
Studie zufallig ausgewahlten Hybridome enthielt eine oder mehrere zusatzliche produktive
schwere oder leichte Ketten (siehe Grafik Seite 6), die die Spezifitat oder Empfindlichkeit
(Affinitat) beeintrachtigten. Unspezifische Antikdrperreagenzien in der Forschung verschwen-
deten Kosten, Zeit und Ressourcen und die negativen Wirkungen auf die Diagnosestellung
und das Gesundheitsmanagement seien gewaltig, hieB es. Die Kosten fur die Herstellung von
Antikoérpern aus einer Antikorperbibliothek seien vergleichbar mit der Herstellung von mono-
klonalen Antikdérpern durch Immunisierung im Tier, aber es gabe einen Zeitvorteil (mehrere
Monate versus wenige Woche mittels einer rekombinanten Bibliothek).

Tierfreie Antikérper wirden derzeit nicht haufiger verwendet, weil es eine Neigung zu beste-

henden Methoden gabe, ein mangelndes Bewusstsein fur den aktuellen wissenschaftlichen
Stand herrsche, wissenschaftliche Missverstandnisse vorlagen, wirtschaftliche und vertragliche



Zwange bestinden und es einen begrenzten Zugang zu Einrichtungen gabe, die solche Mole-
kule herstellen.

Daher wurde den Regierungsbehérden, Fordereinrichtungen und wissenschaftlichen Ver-
lagen empfohlen, sich fir die tierfreie Antikérperherstellung und -nutzung auszusprechen.
EU-Regierungen sollten auBerdem Subventionen fur Antikdrperhersteller oder Kunden be-
reitstellen, die eine maBBgeschneiderte Antikérperproduktion bendétigen.

Pharmazeutische Industrie: Ubergangszeit von mehr als
10 Jahren notwendig — Hybridome ersetzbar

Die European Animal Research Association (EARA) und die European Federation of Pharma-
ceutical Industries and Associations (EFPIA) erkennen den vorausschauenden Ansatz von EURL
ECVAM an, halten aber dessen Empfehlung fur verfriht, insbesondere im Bereich der Impf-
stoffe und Therapeutika. EARA/EFPIA seien eher davon Uberzeugt, dass die Existenz mehrerer
Methoden zur Antikdrpergenerierung - in vivo oder in vitro - einander erganzten, aber nicht
ersetzen.

Die Begriindung: Es gabe technologische, wissenschaftliche und regulatorische Fragen, die
zuerst geklart werden mussen, damit die Methoden in allen Bereichen, in denen Antikdrper
verwendet werden, voll zum Einsatz kommen kénnten. Jegliche Umstellung von an Tieren
erzeugten Antikérpern, auf tierfreie Antikoérper sollte erst dann erfolgen, wenn der Nach-
weis erbracht ist, dass die Technologie ausgereift genug ist. Zum einen sei die derzeitige
Technologie und Infrastruktur nicht fir einen groBen MaBstab geeignet. Zum anderen musse
der biomedizinische Sektor sicherstellen kdnnen, dass die Technologien zur Herstellung von
tierfreien Antikérpern, die notwendige Entwicklung und Reife erreicht haben, um Antikérper
in gleichbleibender Qualitat und Menge gewahrleisten zu kénnen, was derzeit noch nicht der
Fall sei.

Die posttranslationale Modifikation ist ein Enzym-abhangiger Vorgang, bei dem ein gerade
gebildetes kdrpereigenes Protein durch Anhangen eines Molekuls verandert wird. Dadurch
kénnen die Eigenschaften des Proteins verandert werden. Sie ist einer der Griinde, weshalb
Immunologlnnen den Tierversuch favorisieren. Sie argumentieren, dass eine derartige Modifi-
kation in vitro schwierig zu bewerkstelligen sei.

Die Immunisierung von Kaninchen sei auch immer noch die beste Wahl fur die Herstellung
von hochaffinen Antikérpern gegen Haptene. (Haptene sind Molekule oder lonen, die allein
nicht in der Lage sind, eine Immunreaktion hervorzurufen, sondern nur dann, wenn sie sich
an ein kérpereigenes Tragerprotein binden.)

Far Forschungszwecke bestiinden gréBtenteils Antikoérper, die aus Tieren gewonnen wurden.
Ihr Wegfall wirde einen Mangel an verfiigbaren Forschungsinstrumenten in Europa und
weltweit bedeuten. EFPIA und EARA unterstUtzten daher Investitionen in die Erweiterung
des Angebots an derartigen Instrumenten, einschlieBlich beispielsweise der rekombinanten
Produktion von Antikérpern, die derzeit noch aus Hybridomen gewonnen werden. EFPIA und
EAZA pladieren zudem fir eine wissenschaftlich fundierte Ubergangszeit, die mehr als 10
Jahre betragt.©?



Ausblick

Engagement, den Tierversuch fir die Herstellung von monoklonalen Antikérpern zu been-
den, gibt es seit den 90er Jahren. Die Entwicklung ist Uber die Jahrzehnte kontinuierlich wei-
ter vorangeschritten. Anhand der Diskussionen wird jedoch erkennbar, dass noch viel Uber-
zeugungsarbeit zu leisten ist, um hier zu einer Akzeptanz des neuen Verfahrens zu kommen.
Vor nicht allzu langer Zeit war die kommerzielle Nutzung des Phagen-Displays auf einige aus-
gewahlte biopharmazeutische Unternehmen beschrankt, die die Rechte am geistigen Eigen-
tum des Verfahrens besitzen. Damit gehérten die Rechte der meisten der zugelassenen oder
in der klinischen Prifung befindlichen monoklonalen Antikérper, die aus Phagen-Display-Bib-
liotheken stammen, auch kommerziellen Unternehmen. Mittlerweile sind jedoch die meisten
wichtigen Patente fur die Phagen-Display-Technologie in Europa und den USA abgelaufen.
Deshalb sollte das Auslaufen von Patenten akademische und biotechnologische Start-ups
ermutigen, ihre eigenen Bibliotheken zu entwickeln, um mehr Antikérper fur die klinische
Anwendung zu entwickeln.®?

Bedeutung des Phagen-Displays nicht zu libersehen

Die Verwendung des Phagen-Displays in der synthetischen Biologie, Immuntherapie, Diagnos-
tik, bei der Entwicklung von Bioassays und Biosensoren, Arzneimittelforschung u.a. belegt
dessen Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit. Z.B. hat das Phagen-Display auch einen tiefe-
ren Einblick in die Proteininteraktionen ermdglicht, die an der Pathogenese von SARS-CoV-2
beteiligt sind und hat die Suche nach potenziellen Antikérpern auch fir andere humane und
tierische Coronaviren vorangetrieben. Hochaffine Antikérper oder kleinmolekulare Therapeu-
tika gegen virale Proteine des SARS-CoV konnten bereits identifiziert werden.®® Der jungste
Durchbruch bei den Antikérpermedikamenten ist gréoBtenteils auf den Beitrag der Phage-Dis-
play-Technologie zuriickzufUhren. Zusatzlich zu den oben erwahnten Antikérpern werden
derzeit bispezifische Antikérper, die zwei Antigene in einem einzigen Antikérperformat er-
kennen, vermarktet.® Eine wichtige Rolle spielt das Phagen-Display auch in der Krebsimmun-
therapie, indem auf Basis dieses Verfahrens abgeleitete Peptide Krebsantigene nachahmen
(Mimotope) und daher eine effektive Antikdrpertherapie gegen Krebs erméglichen.®® Auf-
grund des groBen Potenzials werden technologische Grenzen der Technologie kontinuierlich
verschoben.®

Im Hinblick auf die zustimmende Empfehlung von EARA und EFPIA sollte auf jeden Fall sollte
in einem ersten Schritt die Produktion von Antikérpern mit Hybridomen ersetzt werden. in ei-
nem zweiten kénnte durch spezielle Forderung der Entwicklung die noch fehlende Leistungs-
fahigkeit des Phagen-Displays erweitert und so schrittweise der Tierversuch in den nachsten
Jahren abgeldst werden.

Weshalb sollte in schon heute realisierbaren Einsatzbereichen nicht verpflichtend mit dem
Phagen-Display gearbeitet werden?
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