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Ein selektives Targeting von Tumorge-
webe — oder jeder anderen Art von
Gewebe im Korper — durch einen Wirk-
stoff oder Marker erfordert eine hohe
Stabilitdt dieser Substanz im Blut, aus-
reichende Bioverfiigbarkeit an der
Wirkstelle, eine angemessene Kontakt-
zeit mit dem Target, die effektive Auf-
nahme durch das Zielgewebe unter Bei-
behaltung der biologischen Aktivitét
und den ziigigen Abtransport von nicht-
gebundenem Wirkstoff. Seit etwa zwei
Jahrzehnten sind Antikorper das Mittel
der Wahl zur zielgerichteten Verabrei-
chung von Kontrastmitteln und Chemo-
therapeutika gegen Krebszellen. Anti-
korper sind stabil im Blut, haben typi-
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scherweise nanomolare Affinitdten zu
ihrem Target und tolerieren die Kon-
jugation mit Kontrastmitteln und Che-
motherapeutika, da bindende und nicht-
bindende Doménen in hinreichendem
Abstand zueinander vorliegen.!!

Trotz der generellen Vertraglichkeit
von Antibiotika und Chemotherapeuti-
ka biiit der Wirkstoff in konjugierter
Form héufig an Cytotoxizitét ein. Neue
Strategien zur Freisetzung cytotoxischer
Wirkstoffe, entweder nach der Bindung
auf der Oberfliche von Krebszellen
oder nach der Endocytose, wéren daher
wiinschenswert.”). Uber ein beeindru-
ckendes Beispiel fiir solche Strategien
wurde im Zusammenhang mit dem
Antitumor-Antibiotikum Calicheamicin
berichtet: Durch Konjugation mit einem
tumorspezifischen monoklonalen Anti-
korper (mAb) iiber eine Amidbindung
wird das Konjugat zwar im Tumor
akkumuliert, weist zunichst aber keine
merkliche Cytotoxizitit mehr auf."!
Wird die Verkniipfung dagegen mit
einem pH-sensitiven bifunktionalen
Linker durchgefiihrt, der die intrazellu-
lare Freisetzung von Calicheamicin er-
moglicht (Abbildung 1), ist das Kon-
jugat ein potentes Tumortherapeuti-
kum. Gemtuzumab Ozogamicin (,,gem-
0zo“, Mylotarg), ein Konjugat aus ei-
nem CD33-spezifischen mAb und Cali-
cheamicin, das dieses Konzept der bi-

funktionalen Linker nutzt, ist bereits fiir
die Behandlung akuter Leukédmien er-
probt.™

Eine Klasse potenter Chemothera-
peutika mit komplexer Struktur sind die
Taxane.”) Uber zwei neue Ansitze zur
Verkniipfung von Taxanen mit mono-
klonalen Antikorpern, die die Cytotoxi-
zitdt des Taxans erhalten, wurde vor
kurzem berichtet. Im Konjugat mAb-1
(Schema 1) verbindet ein enzymatisch
spaltbarer Glutaratester!® den mAb mit
der 2'-Position von Paclitaxel (Taxol).
Nach der Endocytose des Paclitaxel-
mAb-Konjugats setzen nichtspezifische
zelluldare Esterasen Paclitaxel frei, das
dann aus den Endosomen in das Cytosol
diffundieren und dort seine biologische
Wirkung entfalten kann.”!

Wie in Schema 2 dargestellt, wurde
das Taxan der zweiten Generation 2
(SB-T-110131, IDNS5109, BAY59-8862)
an Position 10 unter milden Bedingun-
gen iiber einen Methyldisulfanylalka-
noyl(MDS)-Linker mit einem mAb,®
der spezifisch fiir den epidermalen
Wachstumsfaktor (EGFR) ist, ver-
kniipft. EGFR wird bekanntermallen
in einigen menschlichen Plattenepithel-
Krebsarten iiberexprimiert. Die Anti-
EGFR-mAbs wurden mit N-Succinimi-
dyl-4-(2-pyridyldithio)pentanoat modi-
fiziert und die resultierende 4-Pyridyldi-
thiopentanoyl-Gruppe im abschlieen-
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Abbildung 1. Ein pH-sensitiver bifunktionaler Linker zur Verkniipfung von Calicheamicin mit

monoklonalen Antikérpern.

DOI: 10.1002/ange.200301666

Angew. Chem. 2003, 115, 48744876



;_a" AcD O OH \\
AcQ O F
£ oH [ Bz I: \:‘g)l I
» | (4]
g K i p =
EI!HI:J 3 0 r... -.-Qjo 10Aquw.CDL ‘ !Jg OHD Fina
e i -1 s s /
2 OGlutarat 0Bz \ LN ;"'
X )] F:
1 \\ HN =
mAD NH, 5
[ NH; I mAb
mAb-1

Schema 1. Konjugation des Paclitaxel-Derivats 1 mit monoklonalen Antikérpern. CDI

bonyldiimidazol.

den Schritt durch eine Disulfidbriicke
mit dem Taxoid 2 verkniipft. Nach der
Endocytose des Konjugats sollte die
reduzierende Umgebung in der Zelle
das Taxan freisetzen. Die Antitumorak-
tivitdten zweier Anti-EGFR-mADb-2-
Konjugate (KS61-2 und KS77-2) wurden
gegen menschliche Tumor-Xenograften
in schwer immundefizienten Maéusen
ermittelt.”! Beide Konjugate wiesen ei-
ne bemerkenswert hohe Antitumorak-
tivitdt auf, und die notigen Dosen des
Konjugats waren nichttoxisch fiir die
Mduse.

Ein sehr interessantes und univer-
selles Linkersystem, das auf enzymati-
scher Aktivierung beruht, wurde kiirz-
lich von Shabat et al. vorgestellt.’) Kern
dieses ,,chemischen Adapters” ist eine
4-Hydroxymandelsdure-Einheit mit drei
funktionellen Gruppen zur Verkniip-
fung mit einem dirigierenden krebsspe-
zifischen Molekiil, einer zelltoxischen
Gruppe und einem Enzymsubstrat (Ab-
bildung 2). Das zugrundeliegende Kon-
zept besteht aus drei Teilschritten: Das
krebsspezifische Molekiil dirigiert das
Konjugat zum Tumor, wo eine enzyma-
tische Reaktion mit dem Enzymsubstrat
in einer spontanen Folgereaktion die
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Schema 2. Konjugation von monoklonalen Antikérpern mit dem Taxan der zweiten Generation 2 (SB-T-110131; Boc =tert-Butoxycarbonyl).
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Freisetzung des zelltoxischen Wirkstof-
fes bewirkt. Der Mechanismus dieser
Freisetzung umfasst die enzymatische
Spaltung des Enzymsubstrats, eine sich
anschlieBende Eliminierung eines cycli-
schen Dimethylharnstoffderivats und
die Bildung eines intermedidren Chi-
nonmethids, das die cytotoxische Grup-
pe als Carbaminsiure freisetzt, die letzt-
lich spontan decarboxyliert und den
aktiven Wirkstoff freisetzt (Abbildung
2). Demonstriert wurde die Tauglichkeit
des Konzepts in vitro mit einem Kon-
jugat eines N-(2-Hydroxypropyl)meth-
acrylamid(HPMA)-Copolymers!'”  als
krebsspezifisches Molekiil, Etoposid

als cytotoxisches Molekiill und einem
Substrat einer Retro-Aldol-Retro-Mi-
chael-Sequenz, die durch den Antikor-
per 38C2 als spaltendes Enzym kataly-

‘ %

4.5

Angewandte

siert wird. Ein In-vivo-Test steht aller-
dings noch aus.

Die bislang genannten Strategien
wurden zumeist auf monoklonale Anti-
korper angewendet, allerdings gehen
deren Vorziige mit dem Nachteil einer
schlechten Bioverfiigbarkeit und Phar-
makokinetik einher. Immunglobulin G
(IgG) z.B. hat ein Molekulargewicht
(M) von ca. 150000 Da und einen
hydrodynamischen Durchmesser (Dy)
von ca. 10.4 nm. Solche Makromolekiile
benotigen mehr als 24 h zur Einstellung
ihrer Gleichgewichtsverteilung
schen dem intra- und extrazelluldren
Raum, weisen eine Halbwertszeit von
drei Tagen auf und sind erst nach bis zu
sieben Tagen vollstdndig aus dem Kor-
per geklart. Daneben verhindert der
hohe hydrostatische Druck in vielen
Tumoren die Penetration durch IgG.l"!
Die hohe Affinitdt monoklonaler Anti-
korper zu ihren Targets beruht aufler-
dem auf ihrem multivalenten Charakter,
sodass die meisten univalenten Anti-
korper keine ausreichende Affinitit fiir
ein erfolgreiches In-vivo-Targeting ha-
ben.

Aufgrund dieser Einschrinkungen
geht der Trend dahin, Antikorper durch
niedermolekulare Liganden zu ersetzen.
Diese Liganden sind den Antikorpern
konzeptuell dhnlich: Sie enthalten eben-
so eine oder mehrere bindende Domé-
nen zum Tumor-Targeting und eine

ZWi-

mab-2

a) N-

Succinimidyl-4-(2-pyridyldithio) pentanoat, 50 mm Phosphatpuffer, 50 mm NaCl, pH 6.5, 2 mm EDTA, 90 min; b) 50 mm Phosphatpuffer, 50 mm

NaCl, pH 6.5, 2 mm EDTA, 1.7 Aquiv. 2, 24 h.
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nichtbindende Domine zur
Konjugation mit weiteren
funktionellen Molekiilen wie
Kontrastmitteln oder Chemo-
therapeutika. Im Unterschied
zu mAbs erméglichen ihr nied-
riges Molekulargewicht und ihr
geringer  hydrodynamischer
Durchmesser eine schnelle
Klarung durch Nieren und Le-
ber. Die Aufgabe bei der Ent-
wicklung niedermolekularer
Liganden besteht darin, sie
,modular® aufzubauen, sodass
ihre Bindungsaffinitdt zum
Target auch nach der Konjuga-
tion mit einem weiteren Mole-
kiil gleicher oder auch hoherer
Molekiilmasse erhalten bleibt.

Natiirliche Peptide binden ihre Re-
zeptoren meist hochspezifisch und mit
Affinitdten, die oftmals im nanomolaren
oder subnanomolaren Bereich liegen.
Aufgrund der Tatsache, dass eine Reihe
von Peptid-Rezeptoren auf der Ober-
fliche von menschlichen Krebszellen
tiberexprimiert ist, sind Peptide attrak-
tive Zielstrukturen fiir niedermolekula-
re Liganden in der Krebstherapie. Pep-
tide wie Somatostatin, Substanz P, Gast-
rin, Bombesin, das a-Melanocyt-stimu-
lierende Hormon (a-MSH), Neuroten-
sin und das vasoaktive intestinale Peptid
(VIP) sowie dessen Analoga'? werden
gegenwirtig als niedermolekulare Li-
ganden in préklinischen und klinischen
Studien erprobt.!® Radioaktiv markier-
te Derivate dieser Peptide bilden eine
wichtige Klasse von Markierungsrea-
gentien, und das "'In-markierte So-
matostatin-Analogon OctreoScan wird
bereits im klinischen Bereich einge-
setzt.!"]

Konjugate von Cytostatika mit nie-
dermolekularen Liganden wurden eben-
falls erfolgreich fiir die Chemotherapie
entwickelt.'®! Eine Reihe von Doxoru-
bicin-Konjugaten mit Somatostatin,
Bombesin und dem luteinisierenden
Hormon-Releasing-Hormon (LHRH)
als dirigierenden Molekiilen wurde ent-
wickelt (Abbildung 3) und gegen unter-
schiedliche menschliche Krebszellen ge-
testet. Zur Verkniipfung zwischen dem
zelltoxischen Agens und dem dirigie-
renden Peptid wurde in diesem Fall der
14-O-Glutarylester von Doxorubicin
herangezogen, eine Struktureinheit, die
aus potenten Tumortherapeutika be-
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Peptid = -D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH.

Somatostatin-Analogon

-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu 1 (CH;NH)-Leu-NH;
Bombesin-Analogon

-GIn-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,
LHRH-Analogon

Abbildung 3. Doxorubicin-Konjugate mit tumordirigieren-
den Peptiden.

kannt ist.") Viele der verwendeten
Peptide konnen vorteilhaft durch Fest-
phasensynthese hergestellt werden. Ei-
nige LHRH-Konjugate wurden intensiv
in priklinischen Studien untersucht und
sollen in naher Zukunft in die klinische
Erprobung gehen.['?

Das selektive Targeting maligner
Zellen mit monoklonalen Antikérpern
und niedermolekularen Liganden ge-
winnt zunehmend an Bedeutung in der
Krebsbehandlung und -diagnostik. Fiir
eine effektive therapeutische Anwen-
dung sind dabei chemische Methoden
essenziell, die den Wirkstoff in seiner
bioaktiven Form in der richtigen sub-
zelluldiren Umgebung freisetzen. Wir
haben einige der neueren Strategien
zur Verkniipfung von tumordirigieren-
den Molekiilen und Cytostatika heraus-
gehoben und einen Trend weg von
Makromolekiilen hin zu kompakteren
dirigierenden Molekiilen mit verbesser-
ten Kldrungseigenschaften und Biover-
fligbarkeiten aufgezeigt.
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