Rekombinante Wirkstoffe

Besonderheiten einer besonderen Wirkstoffklasse

Rekombinante Wirkstoffe

Die kommerzielle Anwendung der Gentechnologie in der Medizin begann

Mitte der siebziger Jahre. Damals etablierten sich kleine, sehr effizient arbei-

tende Firmen wie Biogen, Cetus, Genentech und Amgen auf der Basis von

Venture-Kapital mit dem Ziel, Arzneimittel ausschlief3lich mit Hilfe der Gen-

technologie zu produzieren.

von DR. ILSE ZUNDORF und UNIV.-PROF. DR. THEODOR DINGERMANN

ie grofl3en
DPharmakon-
zerne nutz- |

ten die Gentechno-
logie zunachst we-
sentlich zurtickhal -
tender und setzten
diese Technologie
bevorzugt im Rah-
men der Grundla-
genforschung ein,
um auf der Basis
neuer molekularer Kenntnisse von Pa-
thogenesemechanismen innovative,
»klassische Wirkstoffe« — also organi-
sche Molekile mit vergleichsweise
kleinen Molekulargewichten — zu ent-
wickeln.

Diese Situation hat sich allerdings geén-
dert. Denn heute besitzen auch praktisch
alle grofRen Pharmafirmen einen bis meh-
rere rekombinante Wirkstoffe in ihrer
Produktpalette. Ca. 3,6 % der zugelasse-
nen Wirkstoffe werden heute gentech-
nisch hergestellt. Der Anteil der Wirk-
stoffe, die sich im Zulassungsverfahren
bzw. unmittelbar vor dem Markteintritt
befinden, betragt bereits 13,5%, derjeni-
gen, die sich in der klinischen Pha-
selll befinden, 17%. Und betrach-

tet man Praklinik, Phase | und Pha-
sell, so macht der Anteil der re-
kombinanten Wirkstoffe mehr als
25% aus. Daran sieht man, wie
sich in sehr kurzer Zeit eine neue
Wirkstoffklasse im Arzneimittel-
segment verankert hat.

Dr. llse Zundorf

Was sind gentechnisch

hergestellte Wirkstoffe?

Hierzu liefert das Européische Arzneibuch
in einer Ubergeordneten Monographie mit
dem Titd »DNA-rekombinationstechnisch
hergestellte Produkte« eine aufschlussrei-
che Definition. Nach dieser Monographie
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werden Produkte die-
ser Klasse,, durch ge-
netische Modifikatio-
nen hergestellt, bei
der die kodierende
DNA fir das benttig-
te Produkt gewohn-
lich mithilfe eines
Plasmids oder virden
Vektors in einen ge-
eigneten Mikroorga
nismus oder eine ge-
eignete Zdllinie eingefihrt wird, in denen
diese DNA exprimiert, also in RNA umge-
schrieben und in Protein trandatiert wird.
Das gewiinschte Produkt wird dann durch
Extraktion und Reinigung gewonnen®.

Drei wichtige Aussagen sind in dieser De-
finition enthalten:

B Erstens werden gentechnisch herge-
stellte Wirkstoffe von lebenden Zellen
(Mikroorganismen oder Zelllinien) produ-
Ziert, die gentechnisch so modifiziert wur-
den, dass die Information fur diesen Wirk-
stoff in Form einer neukombinierten DNA
in diese Zelle eingebracht wurde. Somit
gehdren monoklonale Antikdrper oder
Nukleinsduren, zwei Molekilklassen, de-

Univ.-Prof. Dr.
Theodor Dingermann

»The product is the process«
lautet die neue Devise bei der
Definition dieser innovativen
Wirkstoffe, wodurch ein hoher
Sicherheitsanspruch
dokumentiert und garantiert i<t.

ren Bedeutung als Wirkstoffe sicherlich
steigen wird, im engen Sinne nicht zu den
gentechnisch hergestellten  Wirkstoffen.
Allerdings gelten fir die Herstellung
monoklonaler Antikdrper und Nukle-
insduren dhnliche Sicherheitsanforderun-
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Abb. 1: Im Vergleich zum Humaninsulin
(oben) sind bei den verschiedenen Insulin-
Muteinen gezielt einzelne Aminoséuren
ausgetauscht bzw. ein Myristinsaurerest
angefuigt worden (rot hervorgehoben), um
das pharmakokinetische Profil dieser
Wirkstoffe zu verandern.

w
Lhyrislinsdure

gen wie fir rekombinante Wirkstoffe, so
dass weiter unten auch diese beiden Wirk-
stoffklassen kurz besprochen werden.
B Zweitens handelt es sich bei gentech-
nisch hergestellten Wirkstoffen immer um
Proteine. Somit sind beispiel sweise Ami-
nosduren, die biotechnologisch aus
Hochleistungs-Bakterienstammen
gewonnen werden, keine gentech-
nisch hergestellten Wirkstoffe, auch
dann nicht, wenn zur Entwicklung
der Hochleistungsstémme gentech-
nische Manipulationen vorgenom-
men wurden.
W Drittens ist im letzten Satz der
Definition die Extraktion und Reini-
gung erwahnt, so dass das Herstel-
lungsverfahren ein integraler Bestandteil
der Produktspezifikation ist. »The product
is the process« lautet die neue Devise bel
der Definition dieser innovativen Wirk-
stoffe, wodurch ein hoher Sicherheitsan-
spruch dokumentiert und garantiert ist.
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Abb. 2: An der gentechnisch hergestellten
Imiglucerase befinden sich Zuckerketten,
die mit Galactose oder Sialinsaureresten
enden. Durch Inkubation mit entsprechen-
den Enzymen werden die Zuckerketten so
modifiziert, dass nun Mannosereste die
Zuckerketten beenden. Die derart veran-
derte Imiglucerase gelangt nun recht effi-
zient in die Makrophagen.

Denn nicht nur ein chemisch definiertes
Molekll charakterisiert einen rekom-
binanten Wirkstoff, sondern ein Molekl,
das in einem ganz bestimmten Produkti-
ons- und Reinigungsprozess hergestellt
wurde. Damit wird es wohl Generika im
klassischen Sinn bel rekombinanten Pro-
dukten nicht geben. Dies ist auch eine
Konsequenz aus dem Tryptophan-Zwi-
schenfall, bei dem es durch Umstellung
des Produktionsprozesses zur Herstellung
eines eher trivialen Molekiils zu fatalen
unerwiinschten  Arzneimittelwirkungen
kam, die nicht vorhersehbar waren.

Zugelassene Medikamente

Die heute zugelassenen rekombinanten
Wirkstoffe kann man in folgende Mo-
lekiilarten unterteilen:

B Wachstumsfaktoren

B Antikorper

B Hormone

B Enzyme
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B | nhibitoren/Rezeptorantagoni sten

B Gerinnungsfaktoren

B Zytokine

Bei folgenden Indikationen bzw. Behand-
lungsanl&ssen werden heute rekombinante
Wirkstoffe eingesetzt:

Antithrombotika ® Asthma ® Atem-
wegsinfektionen ® Antigene ® Blutar-
mut ® Blutkrankheit ® Diabetes ® Ferti-
litétsstorung ® Hepatitis B/C ® Knochen-
briiche ® Krebs ® Makuladegeneration
(AMD) ® Mucoviscidose ® Multiple Sk-
lerose ® Osteoporose ® Paroxysmale
néchtliche Hamogl obinurie ® Rheuma
® Schleimhautentziindungen ® Schup-
penflechte ® Sepsis ® Stoffwechsel-
stérungen ® Transplantation ® Wachs-
tumsstorung/Akromegalie ® Wachstums-
stérung/Kleinwuchs ® Wundheilung

In Europa sind derzeit mehr als 130 gen-
technisch hergestellte Arzneimittel zuge-
lassen (Tab. 1).

Molekulgruppen

Anders dsweitldufig angenommen, entspre-
chen nur einige wenige dieser Wirkstoffe
ihren nattrlichen Vorbildern. Zum Tell sind
diese Unterschiede a's »machbare Kompro-
missex einzustufen, da zur Zeit ihrer Markt-
einfihrung authentische Produkte technisch
nicht oder noch nicht herzustellen waren.
Zum Teil snd aber die Abweichungen von
dem nattrlichen Vorbild auch gewollt, da
durch die Modifikation die Arzneistoffe ein
besseres  pharmakodynamisches  und/oder
pharmakokinetisches Profil im Vergleich zu
den authentischen Vorbildern erhaten.
Streng genommen lassen sich heute nur
unmodifizierte Proteine authentisch her-
stellen. Handelt es sich dagegen um Gly-
koproteine, die an bestimmten Aminosau-
repositionen durch Oligosaccharidstruktu-
ren modifiziert sind, so weichen die gen-
technisch hergestellten Molekile mehr
oder weniger von den authentischen Bio-
molekilen ab. Bekanntlich ist die Infor-
mation fur eine Modifikation mit Zucker-
seitenketten nicht in der Gensequenz ge-
speichert, sondern resultiert aus der Pro-
teinsequenz und der komplexen bioche-
mischen Ausstattung der Zelle, in der das
Protein synthetisiert wird. So ist versténd-
lich, dass zwei Proteine, die zwar von
dem gleichen Gen kodiert, aber in unter-
schiedlichen Zellen synthetisiert werden,
unterschiedlich modifiziert sein kdnnen.
B Per definitionem modifiziert die Zelle,
in der das Protein natUrlicherweise syn-
thetisiert wird, das Protein korrekt.

B Demgegenuber kénnen bakterielle Zel-
len, wie beispielsweise das sehr haufig
zur Herstellung rekombinanter Proteine
eingesetzte Bakterium Escherichia coli,
Proteine gar nicht glykosylieren. Unter

——t

diesem Aspekt zeigt ein Blick auf dieLis-
te der zugelassenen rekombinanten Arz-
neimittel, wie viele dieser Wirkstoffe
nicht mit ihrem authentischen Gegenstiick
identisch sein kdnnen.

H Die ebenfalls gerne als Produktions-
stamm verwendete Backerhefe Saccha-
romyces cerevisae kann zwar Proteine
glykosylieren. Allerdings weicht das Gly-
kosylierungsmuster deutlich von jenem
ab, das an entsprechende Proteine an-
gehéngt wird, wenn die Proteine in Sau-
gerzellen synthetisiert werden.

B Die groRte Ubereinstimmung mit dem
authentischen  Glykosylierungsmuster
erhélt man heute, wenn man die Proteine
in einer von drei gut etablierten Zelllini-
en herstellt — der Baby-Hamster-Kidney-
Zelle (BHK-Zellen), der Ovariazelle
des chinesischen Hamsters (CHO-Zel-
len) oder auch einer menschlichen Fi-
broblasten-Zelllinie. Das ist auch der
Grund dafir, dass fur die Herstellung
der beiden Wirkstoffe, die ohne eine
weitestgehend korrekte Glykosylierung
inaktiv wéaren (Gerinnungsfaktor VIII
und Erythropoietin), ausschliefdlich eine
dieser Zelllinien als Produktionszellen
verwendet werden.

Allerdings muss man anmerken, dass
selbst die authentischen Zellen ein Protein
nicht einheitlich modifizieren.

Es ist fur viele rekombinante Wirkstoffe
charakteristisch, dass sie nicht aus einer
einzelnen Molekilspezies bestehen, son-
dern sich aus einer Gruppe &hnlicher
Mol ekiile zusammensetzen. Fir die Ana-
lytik — und damit auch fir die Uberwa-
chung und die Arzneimittelsicherheit —
war diese Tatsache eine sehr grof3e Her-
ausforderung.

Beispielsweise besitzt der Gewebe-Plas-
minogenaktivator (tPA) drei Aminosau-
repositionen, die durch Oligosaccharide
modifiziert werden konnen. Zwei dieser
Positionen sind natirlicherweise immer,
eine ist fakultativ modifiziert. Hinzu
kommt, dass in dem Protein eine labile
Stelle vorhanden ist, an der das Protein
Zum so genannten »Zweiketten-tPA« auf-
brechen kann. Aus diesen Grinden be-
steht authentisches tPA aus mindestens
vier verschiedenen Molekilen (Einketten-
tPA mit zwel oder drel glykosylierten Po-
sitionen und Zweiketten-tPA mit den ana-
logen Variationen). Fur das rekombinante
Produkt (Actilyse®) gilt das gleicher-
mal3en, obwohl dieses Protein in CHO-
Zellen und nicht in humanen Endothel zel -
len, dem Hauptbildungsort dieses Pro-
teins, synthetisiert wird.

Noch komplizierter ist die Situation im Fal-
le des Gerinnungsfaktors VII1. Die gen-
technische Herstellung dieses Proteins war
eine Megerleistung, die gleich zweima
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nahezu zeitgleich gegliickt ist. Das Protein
ist mit Ober 2.330 Aminosauren 40mal
grofRer ds Insulin. Es besitzt 25 maogliche
Glykosylierungsstellen. Bei der Biosynthe-
se des Gerinnungsfaktor-VIII-Molekils
entsteht zunéchst ein einzelnes, sehr langes
Protein. Dieses wird auf seinem Weg zur
Cytoplasmamembran vielfach glykosyliert.
Beim Austritt aus der Zellewird das Protein
dann jedoch mehrfach zerschnitten. Der
vordere Tell variiert in seinem Mole-
kulargewicht zwischen 200.000 bis
90.000. Der hintere Teil besitzt ein
Molekulargewicht von ca. 80.000.

Die verschieden grofen vorderen
Fragmente werden mit dem konstan-

ten hinteren Fragment tber Ca¢*-lo-

nen zusammengehalten. Somit ist auch der
Gerinnungsfaktor VIII — als natirliches
Protein wie as rekombinantes Protein —ein
komplexes Molekiilgemisch. Erstaunlicher-
weise sind sowohl BHK-Zdllen als auch
CHO-Zdlen in der Lage, die erforderlichen
Modifikationen (Glykosylierung und spezi-
fisches Zerschneiden des Primérproduktes)
durchzufGhren.

Strukturell wesentlich einheitlicher sind
hingegen die Wirkstoffe, die in E. cali
hergestellt werden. Zum Teil hat man so-
gar die Aminosduresequenz durch Kor-
rektur auf der Genebene verandert, um
einheitlichere und besser isolierbare Pro-
dukte zu erhalten. Dies ist z.B. der Fall
beim Proleukin® (Aldesleukin, IL-2) und
beim Betaferon (Interferon beta-1b), bei
denen man jeweils eéinmal die Aminosau-

Betrachtet man Praklinik, Phase |
und Phase |1, so macht der Anteil
der rekombinanten Wirkstoffe
mehr als 25 % aus.

re Cystein gegen eine andere Aminoséure
ausgetauscht hat. Dadurch wird verhin-
dert, dass sich in der E. coli-Zelle falsche
Disulfidbriicken bilden, was eine Inakti-
vierung des Wirkstoffs zur Folge hétte.

Ein hohes Mal3 von Authentizitét sollte
man bei denjenigen Wirkstoffen fordern,
die Uber einen langen Zeitraum im Rah-
men einer Substitutionstherapie einge-

setzt werden. Dies gilt beispielsweise fir
Somatropin und fir den Gerinnungs-
faktor VII1. Fur die genannten Wirkstof-
feist diese Forderung bel alen zugelasse-
nen Pr8paraten auch tatséchlich weitest-
gehend erflllt. Hier gibt es allerdings
auch Ausnahmen Muteine. Die modifi-
zZierten Insuline, die ein deutlich verbes-
sertes  pharmakokinetisches Profil ge-
gentiber dem authentischen Molekll be-
sitzen, werden trotz der gezielt ein-
gesetzten  Protein-Modifikationen
nach heutigem Wissen sehr gut ver-
tragen. Im Falle der Insulin-Varian-
te lispro beispielsweise wurden am
Ende der B-Kette zwei Aminosau-
ren (die Aminosduren Pro28 und
Lys29) vertauscht (Abb.1). Dadurch
wird verhindert, dass sich Insulin-Hex-
amere bilden, aus denen die wirksamen
Monomere erst verzogert freigesetzt wer-
den. Somit handelt es sich bei lispro (Hu-
malog®) um ein sehr schnell wirkendes
Insulinderivat, das bel einem bestimmten
Patientenkollektiv sicherlich vorteilhaft
eingesetzt werden kann.

Wirkstoff Produktionszelle  Anwendung ~ Hormone
~ Wachstumsfaktoren || Insulinfuman E. col Diabetes
Epoetin alfa CHO Blutarmut Insulin_human _ S. cer_evisiae
Epoetin beta CHO Inhalgtl\{es Insulin human| E. col!
Epoetin delta Hum. Fibro- Insul!n lispro E. coli .
Darbepoetin alfa sarcoma Zelle Insul!n aspgr_t S cerevisiae
Insulin glulisin E. coli
CHO-KL Insulin glargin E. coli
Becaplermin S. cerevisiae Wundheilung . . .
- - Insulin detemir S. cerevisiae
leoterm!n alfa CHO Knochenwachstum Glucagon S. cerevisiae Hypoglykamie
Ept.otern.un alfa CHO - - Follitropin alfa CHO In vitro-Fertilisation
Palifermin E. coli Schleimhaut- Follitropin-beta CHO-K1
lasionen Lutropin alfa CHO
Filgrastim E. coli Tumortherapie/ Choriogonadotropin alfa | CHO
Lenograstim CHO Wachstumsfaktoren Nebenschilddriisen- Osteoporose-
Pedfilgrastim E. coli fur Granulozyten Hormon E. coli Prophylaxe
Teriparatide E. coli
_ Lachscalcitonin E. coli Knochenschwund
Omalizumab CHO Allergie Thyrotropin alfa CHO Tumordiagnostik/
Efalizumab CHO Psoriasis -therapie
Alefacept CHO Somatropin E. coli Wachstums-
Infliximab SP0/2 Rheumatoide Somatropin S. cerevisiae storung/Kleinwuchs
Adalimumab CHO Arthritis,
Etanercept CHO Colits ulcerosa | | IR
Abciximab Murin-humane | Reperfusions- Alteplase (tPA) CHO Thrombose,
Hybridomazelle | prophylaxe Reteplase E. coli Schlaganfall
Palivizumab Myelomzelle NSO| Passive Tenecteplase CHO
Immunisierung Antithrombin Ill Ziege ATllI-Mangel
gegen RSV Dornase alfa CHO Mukoviscidose
Natalizumab Murine Zelllinie | Multiple Sklerose Imiglucerase CHO Lysosomale
Basiliximab Myelomzelle Transplantat- Agalsidase alfa Hum. Fibro- Speicherkrankheiten
AbstoRungs- sarcoma Zelle
Daclizumab NSO-Myelomzelle | prophylaxe Agalsidase beta CHO
Alemtuzumab CHO Tumortherapie Laronidase CHO
Bevacizumab CHO Idursulfatase Hum. Fibro-
Cetuximab Saugerzelle SP2/0 sarcoma Zelle
Ibritumomab Tiuxetan CHO Galsulfase CHO
Rituximab CHO Alglucosidase alfa CHO
Trastuzumab CHO Rasburicase S. cerevisiae Tumortherapie
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Ein weiteres Mutein (ein bewusst modifi-
Ziertes humanes Protein) ist die ds Wirk-
stoff in dem Préparat Cerezyme® enthate-
ne Imiglucerase, eine Variante der 3-Gluco-
cerebrosidase. Hierbei handelt es sich um
das einzige Produkt unter den rekombinan-
ten Wirkstoffen, das sein Zidl intrazdluldr
findet. Das bedeutet, der Wirkstoff muss so
beschaffen sein, dass er nicht nur die richti-
ge Zdle findet, sondern auch in diese Zelle
aufgenommen werden kann. Die Zielzelle
fir die 3-Glucocerebrosidase ist der Makro-
phage, der bel Patienten, die an der Gau-
cher-Krankheit leiden, grofe Mengen an
Glucocerebrosiden akkumuliert, da das ab-

bauende Enzym defekt ist. Als man diesen
Petienten 3-Glucocerebrosidase applizierte,
gellte man fest, dass das Enzym vorwie-
gend in die Leberzellen, nicht jedoch in die
phagozytierenden Zellen aufgenommen
wurde, S0 dass kaum eine Besserung der
klinischen Symptomatik erreicht werden
konnte. Die Kenntnis, dass Makrophagen
Mannose-Rezeptoren auf der Oberfléche
bedtzen, fiuhrte zu dem Konzept, die
Zuckermodifikationen des Glykoproteins
[Glucocerebrosidase durch drei zucker-
abbauende Enzyme derart zu modifizieren,
dass die terminalen Zuckerbausteine der
modifizierten Glykoproteine jetzt Manno-
sen waren (Abb. 2).
In der Tat konnte da-
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Inhibitoren/ Rezeptorantagonisten durch der Durch-
Desirudin S. cerevisiae Thrombose- bruch erzielt wer-
Lepirudin S. cerevisiae Prophylaxe den, denn nun wurde
Anakinra E. coli Rheumatoide das Protein effektiv
Arthritis von Makrophagen
Pegvisomant E. coli Wachstumsstérung/ | aufgenommen. Imi-
Akromegalie glucerase représen-
tiert also einen Wirk-
Gerinnungsfaktoren goff, der zunédchst
Eptacog alfa BHK Gerinnungs- nahezu  naturiden-
Faktor VIII BHK stérungen tisch in CHO-Zédllen
Faktor VIII CHO produziert wird.
Moroctocog alfa CHO Dann wird dieser
Octocog alfa CHO Wirkstoff aber bio-
Nonacog alpha CHO chemisch durch Glu-
cosidasen »verfrem-
Zytokine det«, und erst in die-
Interferon alfa-2a E. coli Tumortherapie/Virale | sar Form wirkt er als
Interferon alfa-2b E. coli Infektionen Substitutionsthera-
Peginterferon alfa-2a E. coli Hepatitis B/C- peutikum.
Peginterferon alfa-2b E. coli Infektionen
Interferon beta-la CHO Multiple Sklerose Biologische
Interferon beta-1b E. coli Sicherheit
Interferon gamma E. coli Gamma- Rekombinante An-
Aglobulindmie tikorper sind die
Aldesleukin E. coli Tumortherapie Shooting-Stars  der
Tasonermin E. coli rekombinanten
Drotrecogin alfa HEK293 Sepsis Wirkstoffe. Sie sind
Ziel umfangreicher
Tabelle 1 Modifikation, dasie

fast ausnahmslos initial aus Mausen iso-
liert werden. Um sie sicher therapeutisch
einsetzen zu konnen, werden gentech-
nisch »humanisiert«. Das bedeutet, dass
man maoglichst grof3e Bereiche dieser
Maus-Antikorper an die Struktur humaner
Antikérper anpasst. Nur die Bereiche, die
fur die Antigenerkennung und damit fir
die Spezifitét verantwortlich sind, werden
so belassen, wie die Antikorper urspring-
lich isoliert wurden. Dadurch wird die
Vertraglichkeit deutlich erhéht, ohne Spe-
zifitat einzublnden.

Man kann reslimieren, dass alle rekom-
binanten Wirkstoffe durch einen extrem
hohen Sicherheitsstandard imponieren.
Dies gilt nicht nur fur die biologische Si-
cherheit der rekombinanten Wirkstoffe im
Vergleich zu Konzentraten aus humanen
Quellen. Katastrophen wie die Kontami-
nation von Gerinnungsfaktor-V1I1-Prépa-
raten mit HIV, HBV oder HCV bzw. von
Somatropin-Préparaten mit Erregern der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit sind bel re-
kombinanten Prdparaten ausgeschlossen.
Dies gilt auch fir Kontaminationen und
Verunreinigungen aus den Produktions-
zellen oder aus dem Medium. Derartige
Verunreinigungen und Kontaminationen
sind bestenfalls in Spuren vorhanden, die
sich in der Regel nur theoretisch errech-
nen, nicht aber konkret nachweisen las-
sen. Dies ist die wichtigste Konsequenz
der oben bereits erwahnten Produkt-spezi-
fischen Herstellungsprozesse, wie sie die
Arzneiblcher und damit auch die Auf-
sichtshehdrden heute zu Recht fordern.
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