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re Toxizität geringer, da die Polypep-
tide letztlich auf physiologischem 
Weg zu Aminosäuren abgebaut wer-
den. Der Nachteil der notwendigen 
Verabreichung über die Blutbahn 
durch Injektion oder Infusion wird 
gerade im Fall lebensbedrohlicher 
Erkrankungen von den Patienten in 
Kauf genommen. Das zunehmende 
Verständnis der Struktur-Funktions-
Beziehungen der Proteine bietet zu-
dem die Möglichkeit, derartige 
Wirkstoffe für medizinische Anwen-
dungen „maßzuschneidern“. 

Dies betrifft nicht nur den biolo-
gischen Wirkmechanismus, sondern 
auch pharmakologische Parameter, 
die durch Variation der Aminosäure-
sequenz beeinflusst werden können: 
also Targetspezifität und -affinität 
sowie Pharmakokinetik und Toxizi-
tät/Metabolisierung (s. den Artikel 
„Neuartige Biopharmazeutika durch 
gezielte Manipulation pharmakolo-
gischer Parameter“, Nachr. Chem.,
im Druck). Zudem eröffnen sich so-
gar andere, nicht mehr mit Eingriffen 
verbundene Darreichungswege.4)

Aufgrund dieser Produktvorteile 
wird für Proteintherapeutika ein 
schnell wachsendes Marktpotential 
von über 59 Mrd. US $ bis zum Jahr 
2010 erwartet.5,6) Weltweit waren im 
September 2003 bereits 148 gen-
technisch hergestellte Arzneimittel 
auf dem Markt. Davon haben 64 Bio-
pharmazeutika, die insgesamt 30 
Proteinwirkstoffe repräsentieren, 
erst in den letzten drei Jahren die 
Zulassung der Behörden erhalten.7)

Neuartige therapeutische Proteine 

� Das Anwendungspotential von 
durch Protein-Engineering gewon-
nenen Biopharmazeutika verdeutli-
chen einige in jüngerer Zeit zugelas-
sene Medikamente sowie Produkt-
kandidaten, die sich in fortgeschrit-
tenen klinischen Prüfungsphasen 
befinden. Abgesehen von der hier zi-
tierten Fachliteratur finden sich de-
taillierte Informationen zu deren Zu-
sammensetzung und Eigenschaften 
im Fall der bereits zugelassenen Pro-
teintherapeutika auf den Web Sites der 
U.S. Food and Drug Administration 
(www.fda.gov) oder der European 

Engineering thera-
peutischer Proteine 

Der Paradigmenwechsel zu den 
Biopharmazeutika 

� Lange erschienen Proteine für die 
pharmazeutische Industrie wenig at-
traktiv. Als Haupthindernis für de-
ren therapeutische Anwendung galt 
die fehlende orale Verfügbarkeit. Die 
Gentechnik wurde deshalb in erster 
Linie zur Herstellung rekombinanter 
Proteine als Wirkstoff-Targets für 
Struktur-Funktions-Analysen sowie 
zur Etablierung von Screening-As-
says in der Medizinischen Chemie 
eingesetzt. Dagegen beschränkte 
sich die Produktion „therapeuti-
scher Proteine“ zunächst auf klassi-
sche humane Biomoleküle, wie In-
sulin, Blutgerinnungsfaktoren oder 
Wachstumshormon, die sich in kon-
ventionellen Substitutionstherapien 
einsetzen ließen und dementspre-
chend große Märkte eroberten. 

Die pessimistische Einschätzung 
hinsichtlich der Eignung von Protei-
nen als originäre „biopharmazeuti-
sche“ Wirkstoffe hat sich in den letz-
ten Jahren allerdings gewandelt, wie 
unter anderem zwei jüngst erschie-
nene Monographien belegen.1,2) Den 
Wendepunkt dieser rasanten Ent-
wicklung illustriert vermutlich am 
besten Herceptin (Entwicklungs-
name: Trastuzumab), ein bei Genen-
tech entwickelter humanisierter An-
tikörper (Abbildung 1), der in Kom-
bination mit konventionellen Cyto-
statika zur Behandlung von metasta-
tisierendem Brustkrebs eingesetzt 
wird. Dessen Entstehungsgeschich-
te, von der Entdeckung des Targets 
über die Entwicklung als Wirkstoff 
in einem Biotechnologie-Unterneh-
men bis zu den regulatorischen Ent-
scheidungsprozessen, ist inzwischen 
in einem Sachbuch nachzulesen.3)

Proteine mit ihrer hochent-
wickelten molekularen Erkennungs-
fähigkeit sind den klassischen nie-
dermolekularen Arzneimitteln zu-
mindest im Hinblick auf die Spezifi-
tät der pharmakologischen Wirkung 
häufig überlegen. In der Regel ist ih-



Agency for the Evaluation of Medici-
nal Products (www.emea.eu.int). 

Ein nunmehr klassisches Beispiel 
ist das Insulin, das als erstes gen-
technisch hergestelltes Proteinthera-
peutikum (Humulin von Genen-
tech) vor mehr als 20 Jahren in den 
Handel kam. In den üblichen For-
mulierungen aggregiert natives Hu-
maninsulin zu Dimeren und Hexa-
meren, was eine durchaus er-
wünschte Depotbildung nach sub-
kutaner Injektion zur Folge hat. 
Durch Veränderung der Aminosäu-
resequenz kann die Kinetik der Dis-
aggregation und damit der Zeitver-
lauf der Bioverfügbarkeit des aktiven 
Insulins im Blutstrom beeinflusst 
werden. In den vergangenen drei 
Jahren wurden zwei Präparate mit 
gezielt manipulierter Pharmakoki-
netik zugelassen. „Insulin Aspart“ 
(NovaLog von Novo Nordisk) und 
„Insulin Lispro“ (Humalog von Eli 
Lilly) wirken besonders schnell, da 
das Insulin-Monomer entweder 
durch eine einzelne Aminosäuresub-
stitution, Prolin B28 gegen Aspara-
ginsäure (Aspart), oder durch Per-
mutation von Lysin B28 und Prolin 
B29 (Lispro) stabilisiert wurde. 
Demgegenüber verfügt „Insulin 
Glargine“ (Lantus von Aventis) über 

Abb. 1. Komplex aus dem Fab-Fragment des humanisierten Antikörpers Herceptin (Trastu-

zumab; leichte Kette orange, schwere Kette grün) und der extrazellulären Region (sHER2) 

seines humanen Rezeptor-Targets pHER2/neu.25) Diese zeigt mit ihren vier Domänen im 

Vergleich zu der ebenfalls aufgeklärten unkomplexierten Kristallstruktur von sHER2 der 

Ratte beinahe die gleiche Konformation. Offenbar wird ein aktivierter Zustand eingenom-

men, ähnlich wie er von der Bindung des EGF (an der Kluft zwischen Domäne I und III) an 

den verwandten Rezeptor sHER1 bekannt ist. 

verzögerte Wirkung und eignet sich 
zur Einstellung einer länger andau-
ernden basalen Hormonkonzentrati-
on. Hierbei wurde der isoelektrische 
Punkt durch Austausch des C-termi-
nalen Asparaginrests der A-Kette 
durch Glycin sowie Anhängen zweier 
zusätzlicher Argininreste an die B-Ket-
te erhöht, was die Präzipitatbildung 
nach der Injektion sogar verstärkt.8)

Tenecteplase (TNKase von Ge-
nentech bzw. Metalyse von Boehrin-
ger Ingelheim), ein gentechnisch 
veränderter Gewebe-Plasminogen-
aktivator zur thrombolytischen Be-
handlung des Herzinfarkts,7) ist ein 
Beispiel für einen enzymatischen 
Wirkstoff. Das 527 Aminosäuren 
umfassende Glycoprotein weist zwei 
Aminosäuresubstitutionen in der 
„Kringle 1“-Domäne auf (Threonin 
103 zu Asparagin und Asparagin 117 
zu Glutamin) sowie einen vierfa-
chen Alaninaustausch der Reste 
296–299 in der Proteasedomäne, die 
das Plasminogen in das letztlich fi-
brinolytisch wirkende Plasmin über-
führt.9) Tenecteplase hat erhöhte Af-
finität zu Fibrin und zeigt in dessen 
Gegenwart verstärkte Aktivität, wo-
bei die erhöhte Fibrinspezifität eine 
verminderte systemische Plasmino-
genspaltung bewirkt. Zudem führte 

das Protein-Engineering zur Resis-
tenz gegenüber dem Plasminogen-
aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) sowie 
zu deutlich verlängerter Plasma-
Halbwertszeit, was die Verabrei-
chung durch Bolusinjektion (in ei-
ner rasch applizierten Portion) an-
stelle Infusion gestattet. 

Trastuzumab (Herceptin) ist ein 
„humanisierter“ Antikörper, der ge-
gen den HER-2/neu-Wachstumsfak-
torrezeptor (p185HER-2) gerichtet ist 
(Abbildung 1).10,11) Seine Komplex-
bildung mit dem Rezeptor hat des-
sen beschleunigte Internalisierung 
zur Folge, wodurch die aggressive 
Proliferation der Tumorzellen ge-
bremst wird. Die insgesamt sechs 
Peptidschleifen (CDRs), die die An-
tigenbindungsstelle des Immunglo-
bulins bilden, wurden gentechnisch 
von einem zuvor generierten mono-
klonalen Antikörper der Maus 
(4D5) auf ein humanes Immunglo-
bulingerüst transplantiert, um Ab-
stoßungsreaktionen im Patienten zu 
reduzieren. Tatsächlich trat bei 903 
untersuchten Patienten nur in einem 
Fall eine HAHA-Immunantwort 
(human-anti-humanisierter Antikör-
per) auf.12) Als intaktes Immunglo-
bulin muß dieses Biopharmazeuti-
kum übrigens in Zellkultur pro-
duziert werden, um die für die biolo-
gische Funktion und lange Serum-
halbwertszeit erforderliche Glycosy-
lierung in der Fc-Region zu gewähr-
leisten.

Die Zulassung von Adalimumab 
(Humira von Abbott) in den USA im 
Dezember 2002 markiert den Beginn 
einer neuen Generation von Anti-
körpertherapeutika.13) Adalimumab 
wurde ursprünglich als rekombinan-
tes Antikörperfragment D2E7 aus ei-
ner Phage-Display-Library von hu-
manen Immunglobulingenen, die 
bei Cambridge Antibody Technology 
hergestellt worden war, selektiert. 
Dieser Antikörper bindet das pro-
inflammatorische Cytokin TNF-a
(Tumornekrose-Faktor), blockiert 
dessen Interaktion mit dem TNF-
Rezeptor und wird als antagonisti-
scher Wirkstoff zur Behandlung der 
schweren Rheumatoiden Arthritis 
(RA) eingesetzt. Im Gegensatz zu 
den nachträglich durch CDR-Trans-
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plantation humanisierten Antikör-
pern wird Humira aufgrund der Ge-
winnung seiner Bindungsregion aus 
einem klonierten menschlichen 
Gen-Pool als „humaner“ Antikörper 
klassifiziert, was jedoch nicht dahin-
gehend zu verstehen ist, dass dieses 
letztlich immer noch rekombinante 
Biomolekül in dieser Form tatsäch-
lich im menschlichen Immunsystem 
vorkommt.

Etanercept (Enbrel von Immunex, 
Vertrieb durch Amgen und Wyeth) 
ist ein den Antikörpern strukturell 
verwandter Wirkstoff aus der Klasse 
der Immunadhäsine, die durch gen-
technische Proteinfusion aus dem 
Fc-Teil eines Immunglobulins und 
der extrazellulären Domäne eines 
Rezeptors – oder auch einem ande-
ren Bindungsprotein – hergestellt 
werden. Etanercept enthält ein Frag-
ment des p75-TNF-Rezeptors und 
kann damit TNF-a komplexieren.14)

Die Fc-Region bewirkt endosomales 
Recycling und damit erheblich ver-
längerte Serumhalbwertszeit. Auf-
grund der bivalenten Natur des Im-
munadhäsins sowie der trimeren 
Quartärstruktur des Cytokins wer-
den zudem hochmolekulare Aggre-
gate gebildet, die von Phagozyten 
aufgenommen werden können. Der 
Blockbuster Enbrel ist ebenfalls zur 
Behandlung der RA zugelassen. 

Ein weiteres Immunadhäsin, das 
kürzlich Aufmerksamkeit erregt hat, 
ist „VEGF-Trap“ (von Regeneron und 
Aventis). VEGF (Vascular Endotheli-
al Growth Factor) ist ein Mediator 
des Gefäßwachstums nicht nur wäh-
rend der Embryonalentwicklung, 
sondern auch bei der Tumorgenese. 
Die zweite extrazelluläre Domäne des 
hochaffinen VEGF-Rezeptors 1 
(Flt-1) wurde in diesem Fall mit der 
dritten extrazellulären Domäne des 
niedrigaffinen VEGF-Rezeptors 2 
(Flk-1/KDR) und diese wiederum mit 
der Fc-Region eines IgG fusioniert.15)

Das entstehende lösliche dimere 
VEGF-Rezeptorprotein ist mit seiner 
Dissoziationskonstante im subpico-
molaren Bereich konkurrierenden 
Antikörperpräparaten überlegen. Der 
VEGF-Antagonist unterbindet nicht 
nur die Vaskularisierung, sondern 
zerstört selektiv auch bereits gebilde-

Design dominant-negativer Varian-
ten von TNF.17) Dieses proinflamma-
torische Cytokin wird in Form eines 
Transmembranproteins als Vorläufer 
synthetisiert und durch Proteolyse 
als Homotrimer mit 52 kDa freige-
setzt. Die anhand der bekannten 
Raumstruktur geplante Doppelmu-
tante Alanin145-Arginin / Tyrosin87- 
Histidin zeigt einerseits erheblich 
verringerte Affinität zu den TNF-Re-
zeptoren und, im Einklang damit, 
um mehr als vier Zehnerpotenzen 
schwächere Aktivierung der entspre-
chenden intrazellulären Signalwege. 
Andererseits ist diese Variante zur 
Bildung von Heterotrimeren mit na-
tivem TNF befähigt, wobei in vitro 
80 % Austausch innerhalb von 
20 min beobachtet wird und eine 
quasi ideale statistische Verteilung 
der heterooligomeren Spezies auf-
tritt. Da offenbar schon die Anwe-
senheit einer einzelnen modifizier-
ten Untereinheit im Trimer mit der 
biologischen Aktivität interferiert, 
sollte ein zehnfacher Überschuss der 
dominant-negativen Variante in 
mehr als 99 % Verlust an funktionel-
lem nativem TNF-Homotrimer re-
sultieren. Tatsächlich konnte mit 
dieser TNF-Variante, die zwecks 
verlangsamter Clearance zudem mit 
Polyethylenglycol (PEG) derivati-
siert war, in einem Rattenmodell 
der Kollagen-induzierten Arthritis 
ein deutlicher antiinflammatori-
scher Effekt demonstriert wer-
den.17)

Erhebliches Einsatzpotential ha-
ben Biopharmazeutika nicht nur bei 
den Autoimmunerkrankungen, son-
dern auch in der Onkologie. Wäh-
rend konventionelle Chemothera-
peutika ihre toxische Wirkung ge-
genüber dem Tumor in erster Linie 
aufgrund dessen schnellerer Zelltei-
lungsrate entfalten, versprechen 
Proteinwirkstoffe, die gegen Zell- 
oberflächenrezeptoren auf dem mali-
gnen Gewebe gerichtet sind, wesent-
lich höhere Spezifität und damit ge-
ringere Nebenwirkungen. Diese 
Aussichten erklären den Boom in 
der Entwicklung humanisierter Anti- 
körper in den letzten Jahren mit der-
zeit etwa vier für die Onkologie zu-
gelassenen Wirkstoffen und mehr 

te Gefäße in Tumoren. VEGF-Trap 
befindet sich in klinischen Studien 
der Phase I für solide Tumoren sowie 
Lymphome und kommt zudem für 
Anwendungen in der Ophthalmolo-
gie in Betracht. 

Aktuelle Entwicklungen, Ausblick 

� Die ermutigenden Erfolge der 
proteinbasierten Wirkstoffentwick-
lung haben eine Reihe von For-
schungsansätzen stimuliert. Im Mit-
telpunkt steht unter anderem die 
Proteinglycosylierung, die einerseits 
für die biologische Aktivität sowie 
die pharmakokinetischen Eigen-
schaften zahlreicher Biopharmazeu-
tika essentiell ist, andererseits aber 
besonderen Aufwand wegen des not-
wendigen Einsatzes höherer Zellen 
zur Produktion verursacht. Zudem 
ist die üblicherweise auftretende He-
terogenität der N-Glycosylierung von 
Asparaginseitenketten ein schwer zu 
kontrollierender Parameter. 

Ein im Hinblick auf die post-
translationale Modifizierung unkon-
ventioneller Lösungsansatz wurde 
im Fall des „synthetischen Erythro-
poese-Proteins“ (SEP) beschrie-
ben.16) Die 166 Aminosäuren umfas-
sende Polypeptidkette des humanen 
Erythropoetins (EPO) wurde an 
zwei der vier natürlichen Glycosylie-
rungspositionen mit negativ gelade-
nen Polymergruppen kovalent deri-
vatisiert (Abbildung 2). Deren 
Struktur war bezüglich der selekti-
ven Linkerchemie, des resultieren-
den hydrodynamischen Radius und 
der für die Rezeptorbindungsfähig-
keit günstigen negativen Ladung (pI 
≈ 5,0) optimiert. Die in ihrer mole-
kularen Zusammensetzung mono-
disperse und hochdefinierte Sub-
stanz zeigte sowohl in Zellkultur als 
auch im Tiermodell erythropoetischen 
Effekt, wobei die Serumhalbwertszeit 
gegenüber rekombinantem EPO 
zwei- bis dreifach verlängert war. Ob 
sich dieser künstliche Wirkstoff je-
doch in den für eine Marktzulassung 
erforderlichen Quantitäten auch un-
ter ökonomischen Aspekten synthe-
tisieren läßt, bleibt abzuwarten. 

Eine Strategie zur Intervention 
entzündlicher Prozesse bietet das 
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als 400 Produktkandidaten in kli-
nischen Versuchen.18) Einen ver-
mutlich bloß vorläufigen Rück-
schlag erhielt dieser Trend im Jahr 
2002 mit dem Debakel um die Zu-
lassung des humanisierten Antikör-
pers Cetuximab (Erbitux von Im-
Clone Systems). Cetuximab ist ge-
gen den EGF-Rezeptor gerichtet, 
welcher auf einem Drittel aller soli-

den Tumoren überexprimiert wird. 
Nachlässigkeiten im Zusammen-
hang mit den klinischen Studien zur 
beschleunigten Zulassung, die auf-
grund der ursprünglich vielverspre-
chenden Daten bei der Behandlung 
von Dickdarmkrebs und Kopf- und 
Nackentumoren beantragt worden 
war, führten zu juristischen Kon-
sequenzen sowie – über die nachtei-

ligen wirtschaftlichen Folgen für das 
Unternehmen hinaus – zu einer er-
nüchterten finanziellen Bewertung 
der Antikörperbranche insgesamt.18)

Inzwischen präsentierte allerdings 
die Firma Merck, die die Vermark-
tungsrechte für Erbitux in Europa 
besitzt, die Ergebnisse ihrer 
„BOND“-Studie, welche die Wirk-
samkeit des Proteintherapeutikums 
in beeindruckender Weise und wohl-
dokumentiert belegen.19) Im Dezem-
ber 2003 wurde es in Kombination 
mit dem Cytostatikum Irinotecan 
zur Darmkrebstherapie in der 
Schweiz zugelassen. 

Antikörper in ihrer intakten 
Form als humanisierte Immunglo-
buline sind im Prinzip als Wirkstoffe 
einer „ersten Generation“ zu be-
trachten, die nun den Weg für wei-
terentwickelte Proteintherapeutika 
mit erweitertem Profil ebnen. Bei 
Immunreagenzien der „zweiten Ge-
neration“ ist der Fc-Teil des Antikör-
pers durch andere Proteine ersetzt, die 
wie im Fall der Immuntoxine neue Ef-
fektorfunktionen verleihen.20) Die 
Zellerkennungsfunktion wird hier-
bei in der Regel durch Single-Chain-
Fv-Fragmente vermittelt, die sich 
besser als die größeren Fab-Frag-
mente von Antikörpern zur Herstel-

Abb. 2. Primärstruktur des SEP16) (im Einbuchstaben-Code) mit seinen chemischen Modifizierungen (oben) sowie Aufbau der glycomimetischen artifiziellen Poly-

merseitenkette (unten). Vier Cysteinreste sind an den beiden intramolekularen Disulfidbindungen (7–161 und 29–33) beteiligt, während zwei weitere Cysteinreste 

in carboxymethylierter Form anstelle strukturell ähnlicher Glutamatreste (89, 117) eingeführt wurden. Zwei der vier natürlicherweise glycosylierten Aminosäuren 

(24, 38, 83: N-glycosyliertes Aparagin; 126: O-glycosyliertes Serin) wurden bei der Festphasen-Peptidsynthese durch N�-Lävulinyl-Lysin ersetzt und diese  

anschließend durch Oxim-Ligierung mit dem gezeigten dendrimerartigen Polymer verknüpft. Das komplette Polypeptid wurde schließlich durch Thioester- 

vermittelte chemische Ligierung aus vier ungeschützten Peptidfragmenten (1–32, 33–88, 89–116 und 117–166) an drei der Cystein-Positionen zusammengesetzt, 

partiell carboxymethyliert und zur Bildung der Disulfidbindungen oxidiert sowie in die native Konformation gefaltet.
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lung von Fusionsproteinen eignen. 
Allerdings weisen diese minimalen 
antigenbindenden Immunglobulin-
fragmente ihrerseits Nachteile in der 
praktischen Anwendung auf, ins-
besondere wegen der intrinsisch 
schwachen Faltungsstabilität und 
des schwer kontrollierbaren Aggre-
gationsverhaltens. Demzufolge 
zeichnet sich bereits ein Bedarf für 
immuntherapeutische Wirkstoffe 
der „dritten Generation“ ab, die 
wohl gänzlich auf Antikörper-
bestandteile verzichten werden und 
ihre Target-Erkennungsfunktion mit 
robusteren maßgeschneiderten Bin-
dungsproteinen zuwege bringen. Ein 
Beispiel für ein geeignetes Protein-
Scaffold21) bieten die „Anticaline“, die 
auf der Grundlage menschlicher Lipo-
calinproteine konstruiert werden.22)

Vielversprechende Perspektiven 
hinsichtlich der vereinfachten An-
wendung eröffnen schließlich neu-
artige Formulierungen, die die nicht- 
invasive parenterale Verabreichung 
von Biopharmazeutika ermöglichen. 
Alternativ zur subkutanen und in-
travenösen Injektion sind therapeu-
tische Proteine im Prinzip auch über 
die Schleimhäute der Atemwege, al-
so pulmonal resorbierbar.4) Bekann-
testes Beispiel ist Exubera, ein inha-
lierbares Insulin,23) das von Aventis 
und Pfizer gemeinsam vermarktet 
werden soll. Die Applikation erfor-
dert Aerosole aus 1–3 µm großen 
Proteinpartikeln, deren Herstellung 
mittlerweile in einem einstufigen 
Verfahren durch Sprühtrocknung 
aus überkritischen Flüssigkeiten ge-
lingt (Inhale/Nektar-Verfahren). Ad-
sorbiert auf Glaskügelchen können 
sie bis zu zwei Jahre bei Raumtem-
peratur gelagert werden. Optimie-
rungsbedürfig ist noch die Biover-
fügbarkeit, die nur 10–15 % des sub-
kutan injizierten Insulins erreicht;24)

der Rest geht wahrscheinlich durch 
Akkumulation bzw. Metabolisierung 
in Makrophagen verloren. 

Nicht zuletzt mit solchen Aus-
sichten auf die Vermeidung der 
„Spritze“ ist mit dem Einzug wirksa-
mer Proteintherapeutika in den me-
dizinischen Alltag ein Trend eingelei-
tet, der die Arzneimittelentwicklung 
insgesamt revolutionieren wird. 
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