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Molekulare Medizin

Vom Huhn abgeleitete Antikorper
fur Diagnostik und Immuntherapie
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Due to the large evolutionary distance between birds (Aves) und
humans, immunization of chickens with human proteins results in a
strong response of the bird’s adaptive immune system to proteins of
mammalian origin. Additionally, chicken-derived antibodies display
less undesired cross-reactivity in analytical setups than conventional
rodent-derived antibodies. Due to these features as well as the facile
amplification of antibody-coding genes, chicken-derived antibodies
emerged as promising molecules for the immunotherapy and various
biotechnological applications.
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B In den letzten Monaten wird die Gewin-
nung von Antikorpern durch die Immunisie-
rung von Versuchstieren sehr kontrovers
diskutiert. Einige Forschende pladieren fiir
die tierfreie Gewinnung monoklonaler Anti-
korper ausschlieBlich aus Masterbibliothe-
ken, die aus dem Blut nicht immunisierter
Spender gewonnen und mit speziellen mole-
kularbiologischen Methoden wie Phagen-
Display nach Antikorpern mit gewilinschten
Eigenschaften durchmustert werden [1]. Sol-
che Ansitze erfordern den Einsatz sehr gro-
Ber Bibliotheken mit mehreren Milliarden
Varianten. Es braucht viel Erfahrung in der
Handhabung und der Isolierung von Klon-
varianten mit gewiinschten Bindeeigenschaf-
ten. Diese Verfahren bleiben daher auf weni-
ge spezialisierte Labore oder Biotechunter-
nehmen, die die Antikorperisolierung als
bezahlten Service anbieten, beschrankt [2].
Der klassische Ansatz zur Antikorpergewin-
nung geht von der Immunisierung von Ver-
suchstieren aus. Auch hier verfiigen Labors
mittlerweile iiber eine Vielzahl von Metho-
den, um maBgeschneiderte monoklonale
Antikorper zu gewinnen. Der groBe Vorteil
des Immunisierungsansatzes liegt darin,
dass der natiirliche Reifungsapparat zur
Generierung von Antikorpern genutzt wird
und dadurch aus kleineren Bibliotheken
hochaffine und hochspezifische Antikorper
erhalten werden konnen, die bereits einer
natiirlichen Funktions- und Stabilitatsselek-
tion durch die B-Zellreifung unterlagen. Wir
haben experimentelle Erfahrung mit beiden
Strategien gemacht und in den letzten Jahren
festgestellt, dass sich insbesondere immuni-
sierte Hiihner in hervorragender Weise fiir
die Gewinnung monoklonaler Antikorper
eignen.

IgY - strukturelle Merkmale

Das adaptive Immunsystem des Haushuhns
(Gallus gallus domesticus) besitzt neben
anderen Vogeln, sowie einigen Amphibien
und Reptilien einen besonderen Antikorper-
isotyp. Die Immunoglobuline Y (IgY), welche
aus dem Hiithnereigelb (engl. Yolk) in groBen
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A Abb. 2: Vom immunisierten Huhn zum isolierten Antikérper. Nach der Immunisierung und der Isolierung der Milz kdnnen mit molekularbiologischen
Methoden Immunbibliotheken in verschieden Display-Formaten aufgebaut werden. Durch Selektionsmethoden wie FACS werden Antigenbinder isoliert.
Optional kann nach der Anreicherung von Bindern ein Humanisierungsprozess durchgefiihrt werden. Hierzu wird per in situ graftig der CDRs und mit-
tels Teilrandomisierung von Proteinregionen eine Subbibliothek erstellt. AnschlieBend kénnen per Selektion humanisierte Binder isoliert werden. Nach
rekombinanter Expression werden die Binder mittels chromatographischer Reinigung aufgearbeitet und funktionell charakterisiert. Erstellt mit
BioRender.com.

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 3: Anwendungsgebiete von Huhnantikdrpern: Biomedizin, Diagnostik und Biotechnologie.

Erstellt mit BioRender.com.

Mengen gewonnen werden konnen, wurden
erstmals 1969 von A. Leslie und L.W. Clem
detailliert charakterisiert [3].

IgYs bestehen wie Sdugetierantikdper aus
zwei schweren und zwei leichten Ketten
(Abb. 1). Wie bei Saugetierantikorpern findet
man in den variablen Bindedoménen der IgY
je drei Bindeschleifen (complementarity deter-
minding regions), CDR1, CDR2 und CDR3
(Abb. 1). Bei groBer struktureller Ahnlichkeit
zu humanen IgG-Antikorpern findet sich
jedoch eine geringe Ubereinstimmung in den
Aminosduresequenzen.

Generierung von monoklonalen
Huhnantikorpern

Durch die phylogenetische Distanz zwischen
Menschen und Vogeln und der einhergehen-
den niedrigen proteomischen Homologie
identifiziert das Immunsystem eines Huhns
in der Regel den GroBteil eines zur Immuni-
sierung applizierten humanen Proteins als
korperfremd. Daraufhin wird das adaptive
Immunsystem des Huhns stimuliert, in des-
sen Folge spezifische Antikorper generiert
werden, welche Regionen (Epitope) des Anti-
gens erkennen und binden. In Sdugetieren
hingegen ist die Immunantwort bei einer
Vakzinierung mit einem humanen Antigen
aufgrund seiner Sequenz- und Strukturhomo-
logie zu eigenen Proteinen oft nur gering und
man beobachtet nicht selten eine geringe
Diversitét der erhaltenen monoklonalen Anti-

korper und daraus resultierend eine geringe
Epitopabdeckung [4]. Ublicherweise werden
monoklonale Antikdper (mAbs) und Antikor-
perfragmente durch Einsatz verschieder Ver-
fahren aus immunisierten Tieren isoliert.
Neben dem klassischen Hybridoma-Ansatz
[5] haben sich Immunbibliotheken in Kom-
bination mit verschieden Display-Verfahren
bewidhrt. Neben dem Phagen-Display als
Methode der Wahl zur Durchmusterung von
Huhn-Immunbibliotheken nach spezifischen
Bindern [6] eignet sich auch Hefe-Display
perfekt fiir die Isolierung von Bindern gegen
diverse Antigene durch fluoreszenzaktivierte
Hochdurchsatzzellsortierung (FACS). Dabei
konnen nicht nur 16sliche, sondern mittler-
weile auch membranstindige Targets adres-
siert werden. Unsere Arbeitsgruppe hatte
erst kiirzlich in einem neuartigen Verfahren
eine Huhn-Immunbibliothek im Hefe-Display
im Hochdurchsatz gegen Antigene auf der
Oberflache von Tumorzellen erfolgreich
durchmustert [7]. Neben Phagen- und Hefe-
Display sind auBerdem in der Literatur Ver-
fahren beschrieben, Antikorper aus Hithner-
Immunbibliotheken auf der Oberfliche von
Saugerzellen zur Durchmusterung bereitzu-
stellen (Mammalian-Display [8]) oder direkt
bestimmte Immunzellen des Huhns zu isolie-
ren, welche Antikorper gegen das gewiinsch-
te Antigen produzieren und danach die
codierende Antikorpersequenzen zu isolie-
ren [9].

SPECIAL: ANTIKORPERFORSCHUNG

Als sehr hilfreich fiir die Isolierung von
Antikorpergenen hat sich erwiesen, dass die
Anfangs- und Endbereiche der Antikorper-
codierenden Genregionen der Hiihner stark
konserviert sind. Dieser Umstand ermdoglicht
die einfache und schnelle Extraktion und
Amplifizierung der genetischen Informatio-
nen der gesamten Antikorperdiversitat mit-
tels PCR.

Ein exemplarisches Verfahren zur Gene-
rierung von antigenspezifischen Antikorper-
fragmenten aus einem immunisierten Huhn
durch Hefe-Display und FACS ist in Abbil-
dung 2 dargestellt.

Huhnantikérper fiir die biotechnologi-
sche und diagnostische Anwendung

IgYs interagieren nicht mit humanen Serum-
bestandteilen (Komplementfaktoren) oder
Fc-Rezeptoren auf Blutzellen und eigenen
sich damit sehr gut fiir die Analytik von Pati-
entenproben [10]. Unsere Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass Antikorperfragmente
aus Hithnern in Schnelltests (lateral flow
tests) die sensitive Detektion des Schwanger-
schaftshormons hCG ermoglichen [11]. In
einer weiteren Studie wurde die Anwendung
eines Hihnerantikorpers in einem papier-
basierten COVID-19-Antikorperschnelltest
demonstriert [12]. Ebenso konnte der Nutzen
von Hiihnerantikorpern fiir die Detektion von
humanen Autoantigenen [13] und Parasi-
tenantigenen gezeigt werden [14]. Ein weite-
res Anwendungsbeispiel ist die chromatogra-
phische Reinigung von humanen Antikor-
pern. Mithilfe der Hefe-Display-Technologie
konnten pH- und Kation-responsive Huhn-
antikorper identifiziert werden, welche,
immobilisiert als Affinitdtsliganden, fiir die
schonende und kostengiinstige chromatogra-
phische Proteinaufreinigung eingesetzt wer-
den konnen [15].

Huhnantikérper fiir die Biomedizin

Um Antikorper aus Sdugetieren und auch
aus Hiihnern in der Biomedizin einsetzen zu
konnen, ist eine Antikorperhumanisierung
notwendig. Das menschliche Immunsystem
identifiziert Huhnantikorper als fremd, was
eine Immunreaktion gegen das therapeuti-
sche Protein induzieren wiirde. Neben einer
verkiirzten Halbwertszeit wird dadurch oft
auch die Wirksamkeit des therapeutischen
mADs stark eingeschrankt, bis hin zum voll-
standigen Wirksamkeitsverlust [16]. Durch
die strukturelle Ahnlichkeit der variablen
Doménen der Huhnantikorper und mensch-
licher Antikorper lassen sich die CDRs, wel-
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che fiir die Antigenbindung verantwortlich
sind, mittels in situ grafting und Teilrandomi-
sierung von einzelnen Proteinbausteinen auf
humane Antikorperstrukturen iibertragen
[17]. Dies resultiert in humanisierten
Huhnantikorpern mit potenziell verringerter
Immunogenitdt im Menschen.

Der erste humanisierte Huhnantikdorper,
welcher in klinischen Phasen getestet wurde,
war der anti-PD1-Antikorper Sym021 von
Symphogen A/S. Dieser blockiert die Inter-
aktion von PD-1 auf T-Zellen mit PD-L1 auf
Tumorzellen und fungiert so als Check-
pointinhibitor [18]. Derzeit laufen mehrere
klinische Phase-I-Studien mit Sym021 als
Mono- oder Kombinationstherapie in
Patienten mit vorangeschrittenen Krebser-
krankungen (NCT03311412, NCT04641871,
NCT04672434). Der Ubergang von Sym021
von der Préklinik in friihe klinische Phasen
unterstreicht das Potenzial von Huhnantikor-
pern fir therapeutische Anwendungen am
Menschen.

In den letzten Jahren gelangten insbeson-
dere auch bispezifische Antikorper in den
Fokus der biopharmazeutischen Forschung.

Diese Antikorper bestehen aus zwei ver-
schiedenen schwere und leichte Kettenpaa-
ren, welche zwei unterschiedliche Antigene
(bispezifisch) oder zwei unterschiedliche
Epitope auf einem Antigen (biparatopisch)
erkennen konnen und synergistische thera-
peutische Wirkungen vermitteln. Unsere
Arbeitsgruppe etablierte, basierend auf
immunisierten Hiihnern, eine Plattform zur
Generierung von biparatopischen Antikor-
pern, die durch die Verwendung einer einzel-
nen leichten Kette fiir beide Fab-Arme die
Gefahr einer falschen Kettenpaarung
umgeht. Der biparatopische anti-EGFR-Anti-
korper verfiigt tiber eine verbesserte Affinitat
und eine gesteigerte antikorperabhangige
zellvermittelte Cytotoxizitat (ADCC) gegen
Krebszellen [19]. Basierend auf diesen Ergeb-
nissen wurde ein trispezifischer humanisier-
ter Huhnantikorper entwickelt, in welchem
drei Fab-Arme die identische leichte Kette
akzeptierten. Wahrend zwei Fab-Arme die
Tumorzellen adressieren und sowohl als
Checkpoint- als auch als Wachstumsinhibitor
fungieren, rekrutiert der dritte Fab-Arm cyto-
toxische Immunzellen [20].
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Fazit

Moderne molekularbiologische Methoden
liefern in Kombination mit Tierimmunisie-
rung sehr verlasslich mit vergleichsweise
geringem experimentellem Aufwand funkti-
onell gut charakterisierte Antikorper fiir den
diagnostischen und therapeutischen Einsatz
[21]. Die vollstandige Abschaffung von Tier-
immunisierungen, die das EU-Referenzlabor
fir Alternativen zu Tierversuchen EURL
EVCAM fordert, halten wir nach derzeitigem
Wissenschaftsstand fiir unverantwortlich.
Dies wiirde u. a. die Entwicklung therapeuti-
scher Antikorper fiir die Behandlung einer
Vielzahl von Erkrankungen massiv beein-
trachtigen. Allerdings sollte hoffentlich bald
die Zeit vorbei sein, in der schlecht charak-
terisierte Antikorper mit unzureichenden
Bindungseigenschaften in den Umlauf kom-
men. Moderne Methoden der Antikorperiso-
lierung und ausgefeilte Analytikverfahren
liefern mittlerweile ein verlédssliches techni-
sches Riistzeug fiir die Isolierung und aus-
fiihrliche funktionelle Validierung dieser
nach wie vor fiir die Biologie und Medizin
unverzichtbaren Molekiile.

Hier steht

eine Anzeige.
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