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DNA-codierte Bibliotheken

Der zielgerichtete Transport von hochwirksamen zytotoxischen
Substanzen in kranke Gewebe ist ein vielversprechender Ansatz zur
Therapie von Krebs und anderen schweren Erkrankungen. In der
Vergangenheit wurden vor allem Antikorper gegen krankheitsspezi-
fische Marker als Trigersubstanzen eingesetzt. Seit einiger Zeit werden
aber auch niedermolekulare organische Verbindungen fiir diese Auf-
gabe in Betracht gezogen. Entscheidend fiir die Entwicklung dieses
Gebiets sind effiziente Methoden zur Identifikation hochaffiner Li-
ganden fiir Proteine von pharmazeutischem Interesse. DNA-codierte
Bibliothekstechnologien ermdoglichen das Screening von Substanzbi-
bliotheken enormer Grofie. In diesem Aufsatz behandeln wir die
Entwicklung von Wirkstofftransportsystemen auf Basis niedermole-
kularer Liganden und analysieren, wie innovative DNA-basierte Bi-
bliothekstechnologien dieses Feld nachhaltig beeinflussen werden.

1. Einleitung

Zytotoxische Substanzen werden heutzutage routinemé-
Big zur medikamentosen Behandlung von Krebs und anderen
schweren Erkrankungen wie Arthritis,!'! Lupus® und Multi-
pler SkleroseP! eingesetzt. Idealerweise sollten Medikamente
fiir diesen Einsatz nur kranke Zellen angreifen und gesundes
Gewebe verschonen — in der Realitét ist dies jedoch fast nie
der Fall. Viele in der Krebsmedizin eingesetzte Medikamente
unterbinden die Teilung rasch proliferierender Zellen und
beeinflussen deshalb auch adultes, sich kontinuierlich rege-
nerierendes Gewebe (z.B. Schleimhiute, Haarwurzeln und
Knochenmark).™

Ein weiteres Problem liegt in der Fahigkeit niedermole-
kularer Verbindungen, sich in vivo im erkrankten Gewebe
anzulagern. Viele niedermolekulare zytotoxische Substanzen
erreichen Tumorgewebe nicht oder nur in sehr geringen
Dosen. Biodistributionsanalysen in Tumor-Miusen haben
z.B. gezeigt, dass nach intravendser Verabreichung von
Doxorubicin nur etwa 5-10% der Menge, die sich in gesun-
den Organen ablagert (normiert auf das Organgewicht), den
Tumor erreichen.” Ahnliche Beobachtungen wurden mit
anderen Chemotherapeutika gemacht, z.B. mit '*F-markier-
tem 5-Fluoruracil,”! *H-markiertem Paclitaxel”® und radio-
aktiven Pt'-Derivaten (Abbildung 1a und b).!”

Die Akkumulation niedermolekularer organischer Ver-
bindungen in soliden Tumoren wird erschwert durch den
hohen interstitiellen Druck im Tumorgewebe,'" irregulire
Vaskularisierung"! und die hiufige Uberexpression von
Multiwirkstoffresistenz-Proteinen.!"”

Es besteht deshalb ein groBles Interesse, zielgerichtete
zytotoxische Substanzen zu entwickeln, die sich selektiv im
erkrankten Gewebe anlagern, gesundes Gewebe verschonen
und so die mit herkdmmlichen zytotoxischen Medikamenten
verbundenen Probleme vermeiden.
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Abbildung 1. a) Gewebeverteilung von *H-markiertem Paclitaxel (*

PTX) in xenotransplantattragenden Mausen.®! b) Gewebevertellung von
Doxorubicin (DOX) in xenotransplantattragenden Mausen.”! c) Makro-
skopische Akkumulation eines Antikérpers gegen eine Spleif-Isoform
von Tenascin C in einem soliden Tumor. d) Fluoreszenzmarkiertes
Trastuzumab (griin) wird auflerhalb von Blutgefifien (rot) im Tumor
zuriickgehalten. Wiedergabe mit Genehmigung der American Associa-
tion of Cancer Research.t%)
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1.1. Antikérper als Vehikel fiir den zielgerichteten
Wirkstofftransport zytotoxischer Substanzen

Antikorper wurden schon frith als vielversprechende
Trégersubstanzen fiir den zielgerichteten Transport von un-
terschiedlichen Wirkstoffen erkannt (Abbildung 2a).l4%!
Menschliche monoklonale Antikérper konnen heutzutage
gegen fast jedes beliebige Protein kiinstlich hergestellt

a) b)
Wirkstoff
Linker

Q) Wirkstoff c)
Y

Fv-Doméne

Konnektor Wirkstoff
Fv-Doméne/ Linker
kleiner Ligand
Markerprotei Markerprotein

Abbildung 2. a) Direkter Transport eines Wirkstoffs (gelb) mithilfe
eines spezifischen Antikérpers gegen ein Markerprotein (griin).

b) Pretargeting mithilfe eines bispezifischen Antikérpers gegen ein
Markerprotein (griin) und eines Wirkstoffs (gelb), verabreicht, nach-
dem der Antikérper aus gesunden Geweben ausgewaschen wurde.

c) Direkter Transport eines Wirkstoffs (gelb) mit einem niedermoleku-
laren Liganden gegen ein Markerprotein (griin).

Fc-Doméane

Fv-Doméne

Markerprotein

werden" und beeindruckende Akkumulationen in ver-
schiedenen Gewebetypen erreichen, wie solide Tumoren
(Abbildung 1¢),l'?! Arthritis,”” Endometriose™ und Arte-
riosklerose.*!

Da zytotoxische Medikamente in der Regel auf Proteine
innerhalb der Zelle wirken, wurde lange vermutet, dass An-
tikorper, welche die Fihigkeit haben, nach dem Andocken
auf der Zelloberfldche in die Zelle aufgenommen zu werden
und dort den Wirkstoff durch Spaltung eines labilen Linkers
freizusetzen, fiir den zielgerichteten Wirkstofftransport am
besten geeignet sind.“'! Es ist neuerdings jedoch bekannt,
dass Antikorper-Internalisierung nicht unbedingt fiir eine
hohe Wirksamkeit notwendig ist. So konnte z.B. ein Anti-
korper-Wirkstoff-Konjugat, spezifisch fiir ein extrazellulares
Matrixprotein und ausgestattet mit einem Disulfid-Linker, in
einem Mausmodell einen starken Antitumor-Effekt erzie-
len.[25,26]

Es ist derzeit noch nicht ausreichend geklirt, welche
Antigene fiir die Entwicklung von therapeutischen Antikor-
per-Wirkstoff-Konjugaten zu bevorzugen sind. Trotzdem hat
die intensive Forschungsarbeit auf diesem Gebiet vor kurzem
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zur Zulassung des Antikorper-Wirkstoff-Konjugats Adcetris
zur Behandlung von Hodgkin-Lymphom gefiihrt. Das Kon-
jugat besteht aus dem CD30-spezifischen Antikorper
Brentuximab und dem zytotoxischen Wirkstoff Monomethy-
lauristatin, verbunden durch einen Protease-spaltbaren
Linker.’?! Mehr als 30 weitere Antikorper-Wirkstoff-Kon-
jugate sind derzeit in den verschiedensten klinischen Ent-
wicklungsphasen, mehrheitlich fiir onkologische Indikatio-
nen.['¥]

Das Konzept, Antikorper zum zielgerichteten Transport
zytotoxischer Wirkstoffe in Tumorgewebe zu verwenden, ist
bestechend einfach. Die praktische Implementierung birgt
jedoch verschiedene Probleme: Antikorper weisen eine
Reihe von Limitationen auf, was das Erreichen von Zellen
innerhalb der Tumormasse betrifft. Die Stiickgutkosten von
Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten sind auflerdem sehr hoch,
da fiir ihre Produktion hochreine Antikorper in Fermentati-
onsprozessen sowie Wirkstoffe hergestellt und schlielich
beide Komponenten in groBen Mengen zu einem Konjugat
zusammengefiigt werden miissen.

Die Limitationen von Antikorpern als Tragersubstanzen
werden im Detail in Abschnitt 1.2 besprochen. Sie sind eine
starke Motivation, alternative Strategien fiir den zielgerich-
teten Wirkstofftransport zu untersuchen. Neuartige Trager-
systeme sollen die erkrankten Zellen in vivo effizienter als
Antikorper erreichen und einfacher herstellbar sein (z.B.
durch organische Synthese).

1.2. Limitationen von Antikérpern als Transportsubstanzen fiir
zytotoxische Wirkstoffe

Tumoren sind keineswegs homogene Ansammlungen
identischer Zellen, und der Verlust der Expression gewisser
Oberflichenantigene kommt hiufig vor.’"! Weiterhin wurde
die ,,Antigen-Barrierenhypothese” als grotes Hindernis
einer homogenen Tumorpenetration postuliert.*' GroBe
Makromolekiile (z.B. Antikorper) konnen die Blutbahn mit
nur geringer Effizienz verlassen und werden sofort von An-
tigenen auf perivaskulidren Tumorzellen festgehalten.® Dies
verhindert, dass Tumorzellen in groBlerem Abstand vom
ndchsten BlutgefiB erreicht werden (Abbildung 1d).

Die Fahigkeit monoklonaler Antikorper, Tumoren gezielt
zu erreichen, wurde intensiv in Mausmodellen mithilfe ra-
dioaktiv markierter Proteine untersucht. Ahnliche Studien
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(z.B. mit Methoden der Nuklearmedizin oder durch die au-
toradiographische Analyse von Gewebeproben) werden mit
einigen wenigen Ausnahmen in der Regel nicht im Rahmen
der klinischen Entwicklung neuer Medikamente durchge-
fithrt.*¥ Die bevorzugte Anreicherung von Antikorpern in
erkranktem Gewebe zu fortgeschrittenen Zeitpunkten nach
der intravendsen Verabreichung der Probe lisst einen leicht
vergessen, dass die Mehrheit der verabreichten Molekiile ihr
Ziel im Korper nicht erreicht. Fast alle passieren jedoch die
Ausscheidungsorgane (Leber fiir intakte Antikorper, Nieren
fiir kleine Antikorperfragmente).’”) Die toxische Wirkung
chemotherapeutischer Substanzen auf diese Korperteile kann
deshalb einen entscheidenden Einfluss auf die erfolgreiche
Entwicklung eines neuen antineoplastischen Medikaments
haben (vgl. Zulassung von Oxaliplatin wegen geringerer
Nephrotoxizitit).*"!

Die Verwendung kleinerer Antikorperformate als ma-
kromolekulares Transportsystem trégt nur unwesentlich zur
Losung der oben genannten pharmakokinetischen Probleme
bei. Die meisten Antikorperformate extravasieren langsam.
Ganze Immunglobuline konnen sich effizient in Tumorge-
weben anreichern, weisen jedoch eine sehr lange Verweil-
dauer in der Blutbahn auf.?*?"*1 Kleinere Antikorperformate
andererseits (z.B. scFv-Fragmente) werden schneller aus der
Blutbahn ausgeschieden, erreichen dafiir aber nur geringere
Maximalkonzentrationen im Tumor.**!

Schlussendlich konnen auch vollkommen humanisierte
Antikorper Unvertriglichkeiten hervorrufen.*? Die Ent-
wicklung einer Immunantwort auf den therapeutischen An-
tikorper kann dabei nicht nur Hypersensitivitdt im Patienten
zur Folge haben, sondern auch die therapeutische Wirkung
des Antikorpers unterbinden oder zumindest seine pharma-
kokinetischen Eigenschaften veréndern.

1.3. Gewebeverteilung und Eigenschaften niedermolekularer
organischer Verbindungen

Wie schon in Abschnitt 1.1 besprochen, reichern sich
niedermolekulare organische Verbindungen per se nicht be-
vorzugt in soliden Tumormassen an. Im Unterschied zu An-
tikérpern konnen sie jedoch Blutgefdfe innerhalb von Se-
kunden durch Diffusion verlassen. Niedermolekulare Ver-
bindungen kénnen auch tief in Gewebe eindringen, z.B. im
Fall von Hoechst 33342, wie die Farbung von Zellkernen tief
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im Tumorinneren nach intravenoser Verabreichung des
Farbstoffs zeigt.[*!

Der mogliche Nutzen niedermolekularer Wirkstofftrans-
portsysteme ldsst sich am besten am Beispiel der Pre-Targe-
ting-Strategie illustrieren. Bispezifische Antikorper, die ei-
nerseits ein Tumorantigen, andererseits einen Metallkomplex
binden, werden intravends verabreicht und lagern sich im
Tumor an. Nachdem der Grofteil der Antikdrper aus der
Blutbahn ausgeschieden wurde, wird der (meist radioaktiv
markierte) Metallkomplex injiziert (Abbildung 2b).[*+!

Die vergleichende Biodistributionsanalyse eines radio-
aktiv markierten Antikorpers, der direkt einen Tumormarker
bindet, und des entsprechenden Pre-Targeting-Ansatzes hat
ergeben, dass in beiden Fillen die maximale Anreicherung
von Radioaktivitit im Tumorgewebe &dhnlich hoch ist. Im
Falle des Pre-Targeting-Ansatzes wird die maximale Kon-
zentration im Tumor (gemessen als Prozent injizierte Dosis
pro Gramm Organ, % IDg™") jedoch viel schneller erreicht.
So konnen schon eine Stunde nach intravenoser Gabe des
radioaktiven Metallkomplexes Tumor-zu-Organ-Selektiviti-
ten von > 10:1 beobachtet werden.¥

Diese Befunde legen nahe, dass eine neue Klasse von
zielgerichteten Wirkstofftransportsystemen — bestehend aus
einem niedermolekularen Liganden fiir krankheitsrelevante
Marker, einem spaltbaren Linker sowie einer zytotoxischen
Substanz (Abbildung 2 c) — die Limitationen von Antikorper-
Wirkstoff Konjugaten {iberwinden kann. Es ist zu erwarten,
dass derartige Molekiile die entsprechenden Zielgewebe
schnell erreichen konnen, nicht vom Immunsystem erkannt
werden und sich vergleichsweise einfach durch Methoden der
organischen Synthese herstellen lassen werden.

2. Natiirliche niedermolekulare Trigersubstanzen
und Analoga

Die Suche nach kleineren Tragersubstanzen mit potenziell
besseren pharmakokinetischen Eigenschaften fiir den Einsatz
in Wirkstofftransportsystemen hat sich bis jetzt vor allem auf
natiirlich vorkommende Molekiile wie Peptidhormone!**
und VitamineP*>! konzentriert. Diese Liganden weisen oft
sehr hohe Affinitdten fiir ihre natiirlichen Rezeptoren auf
und werden nach Bindung an der Zelloberfldche rasch durch
einen rezeptorvermittelten Endozytosemechanismus aufge-
nommen.F>

Bei diesem Vorgang wird der Ligand-Rezeptor-Komplex
von der Zelloberfldche in ein Vesikel abgeschniirt und ver-
schmilzt anschlieBend mit dem frithen Endosom (Abbil-
dung 3). Die therapeutische Nutzlast kann zu diesem Zeit-
punkt durch reduktive Spaltung einer Disulfidbriicke oder
durch die Hydrolyse einer séurelabilen Gruppe, bedingt
durch einen niedrigeren pH-Wert im frithen Endosom, er-
folgen. Alternativ kann das Wirkstoffkonjugat in das Lyso-
som sortiert werden, wo die Nutzlast durch die katalytische
Wirkung von Proteasen, Esterasen oder wegen des weiter
gesenkten pH-Werts freigesetzt werden kann. SchlieBlich
muss der Wirkstoff das Endosom oder Lysosom durch passive
Diffusion verlassen, um seine Wirkung auf Ziele im Zytosol
oder Zellkern zu entfalten.>*>
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Abbildung 3. Aufnahmemechanismus und Aktivierung eines Liganden-
Wirkstoff-Konjugats.

2.1. Kleine peptidbasierte Transportsysteme

Viele Rezeptoren fiir kleine Peptide sind auf verschiede-
nen Tumorzellen stark iiberexprimiert. Die dazugehorigen
Liganden weisen in der Regel ein deutlich niedrigeres Mo-
lekulargewicht als Antikorper (normalerweise zwischen 10—
30 Aminosduren) auf, sind gut wasserloslich und wurden
deshalb schon friih als Tragersysteme fiir den zielgerichteten
Transport von Radionukliden und zytotoxischen Substanzen
in Tumorgewebe vorgeschlagen.[*%"!

Da natiirliche Peptidliganden oft nur eine geringe Stabi-
litat in der Blutbahn und sehr enge Rezeptorsubtyp-Spezifi-
taten aufweisen, wurden Derivate mit verbesserten Eigen-
schaften entwickelt. Oft kommen dabei nichtnatiirliche
Aminosiuren zum Einsatz.®) Mehrere radioaktiv markierte
Peptide haben bis jetzt Eingang in die Humanmedizin ge-
funden und zeigen vielversprechende Eigenschaften als
Tracer oder Radiotherapeutika. Sie weisen damit auf das
grof3e Potenzial dieser Ligandenklasse fiir den zielgerichteten
Wirkstofftransport hin.”%>?

Bahnbrechende Arbeit auf dem Gebiet der Peptid-
Wirkstoff-Konjugate wurde von Schally und Mitarbeitern
geleistet. Sie zeigten, dass Derivate von Gonadoliberin fiir
den zielgerichteten Transport der zytotoxischen Substanzen
Cisplatin und [trans-Bis(salicylaldoximato)kupfer(II)] einge-
setzt werden konnten.™ Spiter wurden Konjugate aus So-
matostatin, Bombesin und Gonadoliberin als Liganden und
Doxorubicin oder 2-Pyrrolinodoxorubicin als Wirkstoffe
hergestellt. Meist wurden eine Lysin-Seitenkette oder die N-
terminale Aminogruppe auf dem Peptid und ein primérer
Alkohol auf dem Wirkstoff durch einen Glutaryl-Linker
verbunden (Schema 1). Invitro bewahrten die Konjugate
eine hohe Affinitdt fiir die entsprechenden Rezeptoren
(Dissoziationskonstanten im niedrigen nanomolaren Bereich
geschitzt mit der Cheng-Prussoff-Gleichung aus Kompeti-
tionsexperimenten); die Zytotoxizitit der Konjugate war
jedoch nicht hoher als jene der freien Wirkstoffe.'* In
verschiedenen Mausmodellen menschlicher Tumoren hatten
die Konjugate dagegen eine signifikant hohere wachstums-
hemmende Wirkung und waren weniger toxisch als die un-
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Schema 1. Das peptidbasierte Wirkstoffkonjugat AN-152 (1) bestehend
aus [p-Lys®|-Gonadoliberin als Transportligand und Doxorubicin (DOX)
als zytotoxische Nutzlast, verbunden tber einen Glutaryl-Linker.

modifizierten Wirkstoffe.[* %! In Kontrollversuchen mit dem
unmodifizierten Peptid wurde keine wachstumshemmende
Wirkung nachgewiesen, und die Wirkung des Konjugats
konnte durch gleichzeitige Verabreichung eines Uberschusses
freien Peptids unterdriickt werden.***" Es kann erwartet
werden, dass der Glutaryl-Linker mit einer Esterbindung zum
Wirkstoff und einer Amidbindung zum Liganden vergleichs-
weise schwer zu spalten ist, jedoch wurden die Effizienz und
der Mechanismus der Wirkstoff-Freisetzung in Tumorzellen
nicht untersucht. Nichtsdestoweniger wurde kiirzlich eine
Phase-I-Studie zur Behandlung von Endometrium-, Ovarial-,
Prostata- und Blasenkarzinom mit AN-152 (1), einem Go-
nadoliberin-Doxorubicinglutarylester-Konjugat, erfolgreich
abgeschlossen.”!

Ahnliche Peptidliganden wurden auch als Konjugate mit
anderen Wirkstoffen in vivo getestet. Die Gruppe von Kom-
pella beschrieb etwa ein Konjugat aus Docetaxylglutarylester
und Deslorelin, einem starken Gonadoliberinagonisten.™
Die Verbindung zum Liganden wurde in diesem Fall als Ester
mit Serin hergestellt. Das Konjugat wies in vitro eine 15-mal
hohere antiproliferative Wirkung gegen LNCaP und PC-3-
humane Prostatakarzinomzellen (ICs,=(0.29+0.03) bzw.
(0.42 +0.06) nm) auf als Docetaxel (ICsy = (4.47 £0.93) bzw.
(6.26 £1.24) nm) und zeigte eine bessere wachstumshem-
mende Wirkung in Mdusen mit PC-3-Tumoren als der freie
Wirkstoff. Die Gruppe von Coy stellte Konjugate aus
Camptothecin und Analoga von Somatostatin und Bombesin
unter Verwendung von Carbamat-Linkern her.>” Im Falle
von Somatosatin iibten die resultierenden Molekiile in der
Regel eine schwichere antiproliferative Wirkung als der freie
Wirkstoff auf eine Reihe von humanen Krebszellen in vitro
aus (IC5,=64.1 nM—4.83 um fiir die Konjugate gegeniiber
3.10-259 nm fiir den freien Wirkstoff), was durch die hohe
Stabilitit der Linker bedingt sein konnte. Das Wachstum von
Xenotransplantaten aus NCI-H69-humanen Lungenkleinzel-
lenkarzinomzellen in Nacktmiusen konnte jedoch gehemmt
werden. CA20948-Bauchspeicheldriisenkrebszellen  von
Ratten dagegen zeigten eine hohere Empfindlichkeit in vitro
gegeniiber dem Konjugat (IC5,=1.36-1.79 pm) als gegeniiber
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dem unmodifizierten Wirkstoff (ICs,=3.08 um). Im Fall von
Bombesin zeigte das Konjugat CPT-L2-BA3 cytotoxische
Wirkung gegen eine Reihe von humanen Krebszellen (ICs, =
33 nM-2.7 uM) und hemmte das Wachstum von NIH-H1299-
Xenotransplantaten in Nacktméusen.

Zusammengefasst haben Konjugate aus hoch wirksamen
zytotoxischen Substanzen und Peptidliganden, die Tumor-
marker mit hoher Affinitdt binden, vielversprechende Re-
sultate in einer Reihe von experimentellen Tumormodellen
gezeigt. Konjugate mit Esterbindungen zwischen Peptid und
Wirkstoff scheinen oft eine hohere Aktivitdt zu haben als
solche mit stabileren Amid- und Carbamatbindungen. Eine
systematische Analyse des fiir die Wirkstoff-Freisetzung ver-
antwortlichen chemischen Mechanismus und der Fihigkeit,
Petid-Wirkstoff-Konjugate in Tumorgewebe in vivo tatséch-
lich in therapeutisch wirksamen Mengen zu erreichen, wurde
bis jetzt jedoch noch nicht durchgefiihrt.

2.2. Vitaminbasierte Wirkstofftransportsysteme

Viele Tumoren haben wegen ihrer kurzen Zellteilungs-
zyklen einen erhohten Bedarf an Vitaminen wie Folsdure (2),
Biotin (3) und Cobalamin (4; Schema 2), die fiir Biosynthese
und Nahrungsmittel-Metabolismus notwendig sind.”™ Die
aktiven Transporter zur Aufnahme dieser
Néhrstoffe sind deshalb auf Tumorzelloberfla-
chen oft iiberexprimiert und wurden fiir den
zielgerichteten Transport verschiedener Wirk-
stoffe eingesetzt.[>-+576]

Am meisten Beachtung fiir den zielgerich-
teten Wirkstofftransport hat bis jetzt das System
aus Folsdure (2) und dem Folsidurerezeptor
(FR) erhalten. Folsdurekonjugate haben in der
Regel hohe Bindungsaffinitidten fiir den FR
(Kp=1-10 nMP*™), der in vielen bosartigen
Tumoren stark tiberexprimiert ist (z.B. bis zu
80 pmol (mg Membranproteine)™' in KB-
Zellen”™) und Konjugate mit grofer Ge-
schwindigkeit in die Zelle aufnehmen kann
(z. B. mit einer Geschwindigkeit von bis zu 3.4 x
10° Molekiile Zelle 'h™! in KB-Zellen™). Li-
ganden fiir radioaktive Metalle (z.B. 5) und
verschiedene Fluorophore (z. B. 6) wurden mit 2
konjugiert, und ihre Ausbreitung in Modellor-
ganismen wurde mithilfe verschiedener bildge-
bender Verfahren untersucht (Schema 3).50!
Das folsduregebundene Peptidgift Pseudomo-
nas-Exotoxin PE38 (Zytotoxizitit von bis zu
1C5y=20 pm im Falle des Disulfidkonjugats in
FDHeLa-Zellen)®” und Konjugate mit den
Naturproduktgiften = Camptothecin = (IC5,=
10nm in KB-Zellen),®™ Desacetylvinblastin
(ICs, =11 nm in KB-Zellen),®*" dem Maytan-
sinoid DM1 (ICs,=16nm in KB-Zellen),™!
Tubulysin A und B (ICy=7nm in KB-
Zellen)”>%! und Mitomycin C (IC5y =35 nm in KB-Zellen)***!
wurden als zielgerichtete Wirkstofftransportsysteme unter-
sucht. Auch mit 2 ummantelte liposomale Wirkstofftra-
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Schema 2. Geeignete Vitamine fur zielgerichtete Wirkstofftransportsys-
teme. Die funktionellen Gruppen auf Folsdure (2) und Biotin (3), die
fiir die Konjugation mit Nutzlasten geeignet sind, wurden blau unter-
legt.”**"** Nutzlasten, die an die gelb unterlegten Gruppen auf Cobal-
amin (4) gekuppelt sind, erméglichen dem Konjugat, alle physiolo-
gisch relevanten Cobalamin-Transportproteine zu binden. Konjugation
durch die griin unterlegten Gruppen erméglicht die Herstellung Trans-
cobalamin-I-spefizischer Konstrukte./

(o]
. N_..COOH
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0% s

HOOC

o
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Schema 3. *™Tc-markiertes Folsiurekonjugat EC20 (5)%¢ und Disulfid-FRET-Sonde 677
fiir mikroskopische Studien, Desacetylvinblastinhydrazid-Folsdure-Konjugat EC145
(7)B°" fiir den zielgerichteten Wirkstofftransport in Folsiurerezeptor-exprimierende Tu-

ger™® und Immuntherapieansitze auf Basis folsidurege-
bundener Haptene wurden beschrieben.” In diesem Fall
konnte das Immunsystem eines Versuchstiers, das zuvor mit
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Fluorescein immunisiert wurde, Tumorzellen angreifen, die
Fluorescein-Folsdure-Konjugate gebunden hatten. Kiirzlich
wurde auch iiber duale Wirkstoffkonjugate aus 2, Mitomy-
cin C und Desaceylvinblastin berichtet.'" Infolge dieser in-
tensiven Forschungsaktivitdten werden derzeit drei Folsédure-
Wirkstoff-Konjugate und ein auf 2 basierendes Kontrastmit-
tel in klinischen Studien untersucht.l*"® EC145 (7; 1Cs,=
11 nM in KB-Zellen) wird derzeit in einer Phase-1II-Studie an
Patienten mit Ovarialkarzinom getestet (Schema 3). Die
oben beschriebenen Molekiile wurden in einer Reihe exzel-
lenter Ubersichtsartikel niher behandelt.”*> 1 Wir werden
uns deshalb in diesem Aufsatz auf die fiir unsere Diskussion
relevantesten Ergebnisse konzentrieren.

Auf 2 basierende Radiopharmazeutika reichern sich nach
intravenoser Gabe rasch in Tumoren an und werden schnell
aus FR-negativen Geweben ausgewaschen. '''Indium-Die-
thylentriaminpentaessigsdure(DTPA)-Folsdure wird in FR-
abhingiger Weise von Tumorzellen in vitro aufgenommen
und erreicht in xenotransplantattragenden Nacktméiusen
nach intravendser Gabe bereits nach 30 Minuten die maxi-
male Tumorkonzentration.® Absolute Anreicherungen im
Tumor waren hoch (bis zu 10% IDg™') und stabil iiber
24 Stunden. Die Verbindung wurde in weniger als einer
Stunde aus FR-negativen Geweben ausgeschieden, mit Aus-
nahme von Nieren und Blase, die iiber lingere Zeit hinweg
radioaktiv blieben. Es soll an dieser Stelle erwidhnt werden,
dass die Nieren einerseits die wichtigste Exkretionsroute fiir
niedermolekulare Verbindungen sind, andererseits aber auch
FR exprimieren und dadurch aktiv Folsdurekonjugate auf-
nehmen kénnen.'™ Es ist nicht bekannt, ob die Radiomar-
kierungsmethode die Aufnahme von Radioaktivitdt in den
Nieren beeinflusst. Ahnliche Resultate wurden jedoch auch
mit *“"Tc-markierten Folsiurekonjugaten erzielt.[*"%

Die Verwendung fluoreszenzmarkierter Folsdurekonju-
gate war entscheidend fiir den experimentellen Nachweis,
dass diese Klasse kleiner Wirkstofftransportsysteme Blutge-
faBe effizient verlassen kann. Ein Folsdure-Rhodamin-Kon-
jugat wurde in vivo mithilfe von Multiphotonen-Mikroskopie
untersucht. Dabei zeigte sich, dass das Konstrukt rasch aus
der Blutbahn in das umliegende Gewebe diffundieren und FR
im Tumor innerhalb von nur 5 Minuten nach intravendser
Administration absittigen konnte. Nach periorbitaler oder
intraperitonealer Verabreichung stieg diese Zeit auf < 30 bzw.
<100 Minuten. In derselben Studie wurde gezeigt, dass eine
,Binding-Site-Barriere“ (siche auch Abschnitt 1.3) zwar
vorhanden, aber fiir die absolute Aufnahme des Molekiils im
Tumor zumindest bei Sattigungskonzentrationen
(300 nmolkg™") vernachlissigbar war.'” Diese Befunde ver-
deutlichen, dass niedermolekulare organische Verbindungen
die Transportsysteme der Wahl sind, wenn rasche Akkumu-
lation des Konjugats in erkranktem und schnelle Ausschei-
dung aus gesundem Gewebe erwiinscht sind.

Die Entdeckung, dass aktivierte Makrophagen Folsdure
(2) in einer FR-abhingigen Weise aufnehmen konnen,'! hat
die Moglichkeit eroffnet, Entziindungsherde mit bildgeben-
den Verfahren darzustellen™”! und moglicherweise Wirk-
stofftransportsysteme fiir die Behandlung fiir Arthritis,
Schuppenflechte, Morbus Crohn, Arteriosklerose und ande-
ren Krankheiten zu entwickeln, bei denen aktivierte Makro-
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phagen eine wichtige Rolle spielen."™ Ahnliche Resultate
waren zuvor fiir die Aufnahme von Biotin (3) in Infektions-
herde berichtet worden.!'"!

Bei ersten Tierversuchen konnte eine vielversprechende
Wirkung der Fluorescein-basierten Hapten-Immuntherapie
gegen Arthritis festgestellt werden.''” In spiterer Folge
wurde ein Folsdure-Aminopterin-Konjugat beschrieben, das
hohe Aktivitdt gegen adjuvansinduzierte Arthritis in Ratten
aufwies.'""! Ein Didemnin-B-Folsiure-Konjugat zeigte starke
zytotoxische Wirkung und einen anti-TNFo-Effekt in
RAW264.7-Makrophagen.!"'”

Erste Hinweise auf die Bedeutung der chemischen Natur
des Linkers zwischen Folsdure und Wirkstoff kamen von
Untersuchungen mit dem Folsdure-Pseudomonas-Exotoxin-
PE38-Konjugat.’”! Unter Verwendung einer spaltbaren Di-
sulfidbriicke zeigte das Konstrukt eine um vier Grofenord-
nungen stdrkere zytotoxische Wirkung als unter Verwendung
eines Thioesters als Linker. Die Freisetzung von Wirkstoffen
aus Folsdurekonjugaten wurde daraufhin direkt unter Ver-
wendung einer Folsdure-FRET-Sonde 6 untersucht (FRET =
Forster-Energietransfer).”” Es konnte gezeigt werden, dass
die Sonde das Lysosom nie erreichte. Vielmehr konnte eine
Reduktion der Disulfidbriicke schon im frithen Endosom
beobachtet werden, wobei der Folsdure-FR-Komplex sofort
wieder zur Zelloberflache zuriick sortiert wurde. Fluores-
zenzbasierte pH-Messungen zeigten weiter, dass das Endo-
som nicht sauer genug war, um sdurelabile Linker zu spal-
ten.''”) Der Vergleich zweier Folsdure-Desacetylvinblastin-
Konjugate, die entweder iiber einen selbstauflosenden Di-
sulfid-Linker oder einen sdurelabilen Hydrazon-Linker mit-
einander verbunden waren, untermauerte diese Beobach-
tungen weiter.’! Wihrend das disulfidbasierte Konjugat eine
bemerkenswerte Aktivitdt hatte, hemmte das hydrazonba-
sierte Konjugat das Tumorwachstum nur schwach. In einem
dhnlichen Versuch zeigte ein mit einer sdurelabilen Ester-
bindung ausgestattetes Folsdure-Taxol-Konjugat eine schwa-
chere Wirkung als der freie Wirkstoff.['!4

AuBer Folsdure wurde auch Cobalamin (4; Vitamin B,,),
essenziell fiir die Biosynthese von Thymidin, als Ligand fiir
den zielgerichteten Wirkstofftransport von zytotoxischen
Substanzen in solide Tumoren untersucht.”® Zunichst
wurden Experimente mit *’Co-Vitamin B,, als Radiotracer in
murinen Krebsmodellen durchgefiihrt. Die klinische Ent-
wicklung wurde jedoch wegen hoher Aufnahme in die Leber,
die Bauchspeicheldriise und die Nieren nicht weiter ver-
folgt."! Spéter wurden Cobalaminkonjugate mit Chelatoren
fiir radioaktive Metalle wie *™Tc und '''In, die sich aufgrund
geringerer Halbwertszeiten besser fiir den Einsatz im Men-
schen eignen wiirden, sowie Konjugate mit Cisplatin und eine
saurelabile Verbindung mit Colchicin hergestellt.''*"] Bei
all diesen Ansdtzen wurde Cobalamin (4) an funktionellen
Gruppen modifiziert, die es dem Konjugat prinzipiell er-
moglichen, alle physiologisch wichtigen Cobalamin-Trans-
porter, ndmlich Transcobalamin I (TCI, Haptocorrin), In-
trinsischen Faktor (IF) und Transcobalamin II (TCII), zu
binden. Erst spiter wurde erkannt, dass TCII und der TCII-
Rezeptor fiir die Aufnahme von 4 in gesunde Gewebe ver-
antwortlich waren, wihrend TCI in vielen Tumoren iiberex-
primiert war. Es wurden daher Cobalaminkonjugate herge-
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stellt, die TCII nicht binden, jedoch eine hohe Affinitat fiir
TCI aufweisen. Diese Molekiile erreichten eine stark ver-
besserte Tumoranreicherung und eine geringere Aufnahme in
gesunde Organe.'

Ahnlich wie im Fall von Folséure (2) und Vitamin B, (4)
wurde kiirzlich gezeigt, dass der Biotinrezeptor auf der
Oberfliche verschiedener Krebszellen iiberexprimiert ist.””
Die Gruppe um Ojima beschrieb mehrere Konjugate aus
Biotin (3) und Fluorescein, Cumarin, einem Taxoid-Fluo-
rescein-Derivat und dem verbesserten Taxoid SB-T-1214.°"
L1219FR-Zellen nahmen Biotin-Fluorescein-Konjugate effi-
zient auf. Weiterhin konnte durch Aktivierung unterdriickter
Fluoreszenz von Cumarin gezeigt werden, dass selbstauflo-
sende Disulfid-Linker nach Aufnahme des Konjugats ge-
spalten werden. Ein Biotin-Linker-Taxoid-Fluorescein-Kon-
jugat wurde nach Aufnahme in die Zelle aktiviert, was als
Griinfarbung der Mikrotubuli beobachtet werden konnte.
Wihrend das freie Taxoid eine niedrige nanomolare Zytoto-
xizitdt (ICy =9.5-10.7 nm) gegeniiber Biotinrezeptor-positi-
ven und -negativen Zellen aufwies, totete das Konjugat se-
lektiv Biotinrezeptor-positive Zellen mit einer dem freien
Zytostatikum vergleichbaren Wirksamkeit (ICs,= 8.8 nm).

2.3. Substratanaloga

Prostataspezifisches Membranantigen (PSMA, auch be-
kannt als Glutamat-Carboxypeptidase II) ist ein bekannter
Marker fiir Prostatakrebs und wurde auch in der Neovasku-
latur einer Vielzahl solider Tumoren nachgewiesen.12 In
einer Studie wurden PSMA-Konzentrationen von 292 bis
4.196 ng (mg Protein)™"' auf der Zelloberfliche von fiinf hu-
manen Prostatakrebs-Biopsien gemessen.'”! Ahnliche Ni-
veaus wurden jedoch auch in gesundem Prostatagewebe
nachgewiesen. Analoga von N-Acetylaspartylglutamat 8-11,
dem natiirlichen Substrat von PSMA (Schema 4), sind Inhi-
bitoren des Enzyms und wurden als Liganden fiir bildgebende
Verfahren,?*1%] den zielgerichteten Transport zytotoxischer
Substanzen>3126:1271 ynd fiir haptenbasierte Immuntherapie
verwendet.?"!

Das erste gegen PSMA gerichtete Ligand-Wirkstoff-
Konjugat, bestehend aus einem harnstoffbasierten PSMA-
Inhibitor, einem Glutaryl-Linker und Doxorubicin, wurde
von Kozikowski und Mitarbeitern beschrieben.™ Das Mo-
lekiil konnte die Bindung von radioaktiven Kompetitoren an
PSMA verhindern. In vitro war die Zytotoxizitit jedoch we-
sentlich geringer als jene von Doxorubicin (bei einer Kon-
zentration von 5 pM wurde die Teilung von C4-2-Zellen nur zu
30% gehemmt). Dies konnte auf die hohe Stabilitidt des
Linkers zuriickzufiihren sein.

Hochwirksame, gegen PSMA gerichtete Wirkstofftrans-
portsysteme wurden seither von der Gruppe um Low be-
schrieben.P>!?! Unter Verwendung von 2-[3-(1,3-Dicarboxy-
propyl)ureido]pentandisdure (11, DUPA; K;=8nM gegen
das isolierte Enzym®) als Ligand wurde ein Konjugat mit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) hergestellt, das LNCaP-
Zellen binden und von einem anderen PSMA-Liganden ver-
driangt werden konnte. Entsprechende Resultate wurden mit
DUPA-Rhodamin B in Aufnahmestudien erzielt.®? DUPA-
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Schema 4. a) PSMA-katalysierte Spaltung von N-Acetylaspartylgluta-
mat (NAAG) in N-Acetylaspartat und Glutamat.'”! b) NAAG-Analoga
als PSMA-Inhibitoren 8-11; die Liganden werden fiir den zielgerichte-
ten Transport von Wirkstoffen in solide Tumoren eingesetzt.P2** 1212
Gruppen, welche die Kupplung an Wirkstoffe erméglichen, sind blau
unterlegt. c) Ein Konjugat des PSMA-Inhibitors DUPA (12) mit Tubuly-
sin B, verbunden durch einen Peptid-Linker und einen selbstauflésen-
den Disulfid-Linker.?>'

HOOC" “N” “N” ~COOH
H H

#“mTc wurde als Radiotracer (Kp=14nM gegen LNCaP-
Zellen in vitro) untersucht. Die Substanz erzielte eine gute
Anreicherung im Tumor (11.2% IDg™") und reicherte sich
auch stark in den Nieren an (28.9% IDg™'), was jedoch teil-
weise durch die Expression von PSMA in Méusenieren er-
klirt werden kann.’! SchlieBlich konnte ein Konjugat aus
Tubulysin B, einem selbstauflosenden Linker und DUPA (11)
als Ligand 12 die Aufnahme von [°’H]-Thymidin in LNCaP-
Zellen invitro wirksam blockieren (ICs,=3 nM), und es
wurde eine nachhaltige Schrumpfung der Tumormasse von
LNCaP-Xenotransplantaten in Nacktm&usen ohne nennens-
werte systemische Toxizitit beobachtet.”? DUPA-Wirkstoff-
Konjugate mit Desacteylvinblastin (ICs,=31 nm), Campto-
thecin (ICsy=115nm), Verrucarin A (ICs,>1 um), Tubuly-
sin HI, II und III (ICs,=5-24 nm) und Didemnin B (ICs, =
107 nm) wurden untersucht und zeigten zum Teil hohe Zyto-
toxizititen gegen LNCaP-Zellen. Ein therapeutischer
Ansatz von Schultz und Mitarbeitern, der mit dem zielge-
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richteten Wirkstofftransport verwandt ist, soll hier ebenfalls
erwidhnt werden: Der PSMA-Ligand 11 wurde kovalent an
die stark immunogene 2,4-Dinitrophenyl(DNP)-Gruppe ge-
bunden. Das Konjugat wurde in immuninsuffiziente SCID-
Mause injiziert, denen zuvor LNCaP-Tumoren implantiert
worden waren, gefolgt von anti-DNP-Serum aus immun-
kompetenten Méusen; dabei zeigte es Aktivitdt gegen das
Tumorxenotransplantat in Abhzngigkeit von NK-Zellen.['*!

3. Validierte Targets fiir den Wirkstofftransport

Urspriinglich basierten zielgerichtete Wirkstofftransport-
systeme meist auf spezifischen Bindern (in der Regel Anti-
korper) gegen Antigene, die selektiv auf erkrankten Zellen
vorhanden und fiir den Binder zuginglich sind.'*! Im Falle
von Wirkstofftransportsystemen zur Behandlung von Tu-
morerkrankungen wiirde man typischerweise Antikorper
gegen den extrazelluldren Teil eines Membranproteins her-
stellen, das auf den Tumorzellen relativ zu normalem Gewebe
tiberexprimiert ist. Neuerdings werden aber auch Teile der
extrazelluliren Matrix"**3! oder Marker fiir Angiogenese
als Ziele fiir Wirkstofftransportsysteme in Betracht gezo-
gen.mz’ 133]

Der ligandenbasierte Wirkstofftransport in Tumoren wird
oft erschwert durch spontanen Verlust der Antigenexpressi-
on®” und durch die Distanz zwischen Tumorzellen und dem
nichstgelegenen BlutgefiB.® Dagegen kénnen Tumormar-
ker in der Neovaskulatur und in der subendothelialen extra-
zelluldren Matrix besser erreichbar, stiarker exprimiert und
genetisch stabiler sein, was wiederum einen effizienteren
Wirkstofftransport und eine lingere Verweildauer des Li-
ganden auf der Zielzelle ermoglicht.!®

Auf dem Gebiet der Krebstherapie wurde eine Reihe von
tumorassoziierten Enzymen mit tiefen Bindungstaschen fiir
niedermolekulare organische Verbindungen beschrieben und
als Ziele fiir Wirkstofftransportanwendungen mithilfe mo-
noklonaler Antikorper validiert. Diese umfassen Carboan-
hydrase IX (ein Marker fiir Hypoxie, der auch in vielen
Formen von Nierentumoren als Resultat von Mutationen
im  Von-Hippel-Lindau-Tumorsupressor  iiberexprimiert
ist),3+1%] plazentale alkalische Phosphatase (ein exzellenter
Marker fiir das Ovarialkarzinom),**! Matrix-Metalloprotei-
nase-3713 ynd PSMA im Prostatakarzinom, um nur eine
Auswahl aufzuzihlen 1122

Validierte Rezeptor-Tyrosinkinasen wie EGFR und
HER2/neul™ haben ihre katalytischen Doménen im Inneren
der Zelle und sind deshalb weniger geeignet fiir Wirkstoff-
transportsysteme, die auf kleinen organischen Liganden ba-
sieren. Es wurde jedoch kiirzlich ein Peptidmimetikum be-
schrieben, das eine Affinitdt mit submikromolarer Dissozia-
tionskonstante fiir die extrazellulire Doméne von HER2/neu
aufweist.'*"! Die Identifikation von kleinen organischen Li-
ganden, die spezifisch gegen Protein-Protein-Interaktionen
gerichtet sind, ist dagegen ungleich schwieriger und ist an-
gewiesen auf innovative Ansétze fiir das Design und Scree-
ning chemischer Bibliotheken.['*!

Es sollte hier noch erwdhnt werden, dass im Prinzip auch
die selektive Expression bestimmter Enzyme (z.B. mit hy-
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drolytischer Aktivitit) zur gewebsspezifischen Aktivierung
von Prodrugs in ihre zytotoxische Form eingesetzt werden
kann. Diese Strategie ist sehr elegant und hat unserer Mei-
nung nach ein grof3es Potenzial fiir die Entwicklung von se-
lektiven Medikamenten. Dieses Gebiet liegt jedoch auBler-
halb des Fokus dieses Aufsatzes, wurde aber Kkiirzlich detail-
liert behandelt."*

4. Identifikation von Transportliganden mit DNA-
codierten Bibliotheken

Die Fihigkeit, spezifische niedermolekulare organische
Liganden fiir Markerproteine diverser Krankheiten (z.B. tu-
morspezifische Antigene) zu identifizieren, ist von zentraler
Bedeutung fiir die Entwicklung einer neuen Klasse kleiner
zielgerichteter Wirkstofftransportsysteme.

Der Entwicklungsprozess niedermolekularer organischer
Verbindungen fiir pharmazeutische Anwendungen beginnt
heutzutage oft mit Hochdurchsatz-Screenings groer Mole-
kiilbibliotheken (bis zu 1 x 10° Molekiile), gefolgt von medi-
zinalchemischer Optimierung. Diese Herangehensweise ist
sehr zeitintensiv und teuer und erfordert grof3en logistischen
und verwaltungstechnischen Aufwand. Zudem ist es oft nicht
moglich, Hits mit ausreichender Affinitdt besonders fiir
,komplexe“ Targets wie Protein-Protein-Interaktionen zu
identifizieren.*'*1 Als Alternative dazu stehen Methoden
des computergestiitzten Molekiildesigns sowie virtuelle
Screening-Ansitze zur Verfiigung.'*!

Im Unterschied zu diesen Technologien stehen Selekti-
onsmethoden (z.B. Antikorper-Phagen-Display), welche die
Identifikation spezifischer Binder (z.B. Antikorper) gegen
verschiedenste Target-Klassen in relativ einfachen In-vitro-
Verfahren ermdglichen. Von zentraler Bedeutung fiir diesen
Ansatz ist eine stabile Verbindung zwischen dem potenziellen
Binder (,,Phédnotyp*) und der entsprechenden, meist in DNA
codierten Identitdt des Molekiils (,,Genotyp*). Nach Inku-
bation einer Bibliothek mit immobilisiertem Antigen (,,Pan-
ning“) werden nicht bindende Molekiile weggewaschen und
danach spezifische Binder eluiert. Die gebundene genetische
Information wird durch Polymerasekettenreaktion (PCR)
verstiarkt und sequenziert, wodurch die Identitdt des Binders
festgestellt werden kann."'®) Der Vorteil solcher Ansitze wird
durch die weitverbreitete Verwendung von Phagen-Display
und #hnlichen Display-Methoden veranschaulicht.['46147)

In diesem Abschnitt wollen wir Methoden behandeln, die
auf dem Prinzip einer stabilen Genotyp-Phinotyp-Verbin-
dung basieren und fiir die Identifikation niedermolekularer
Liganden, im Speziellen kurzer Peptide und nicht peptidi-
scher niedermolekularer organischer Verbindungen, genutzt
werden konnen. Da DNA in allen der folgenden Ansétze als
Trager der Identitdtsinformation fiir Liganden fungiert,
konnen diese Methoden als DNA-codierte chemische Bi-
bliothekstechnologien zusammengefasst werden. Wir glau-
ben, dass diese Methoden grofles Potenzial zur Identifikation
von Liganden fiir den zielgerichteten Wirkstofftransport
haben. Zum einen benotigen sie keine teure Infrastruktur, die
fiir ein Hochdurchsatz-Screening notwendig ist, und ermog-
lichen daher auch akademischen Institutionen und kleineren
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Firmen, in diesem Feld zu arbeiten. Zweitens haben Ligan-
den, die aus DNA-codierten Bibliotheken isoliert wurden,
schon eine definierte Konjugationsstelle, die fiir den Wirk-
stofftransport unerlésslich ist.

Mit einigen DNA-codierten Bibliothekstechnologien
wurden bereits Liganden (M =500-2000 gmol ') entdeckt,
die sich selektiv invivo in Tumoren anreichern konnen.
Andere sind unserer Meinung nach duflerst vielversprechend,
ein definitiver Nachweis ihrer Eignung muss aber noch er-
bracht werden.

4.1. DNA-codierte Peptidbibliotheken

Die Verwendung von Phagen-Display fiir die Konstruk-
tion von linearen Peptidbibliotheken ist weit verbreitet. Fi-
lamentose Bakteriophagen (z.B. M13) konnen genetisch so
verdndert werden, dass sie fremde Aminoséduresequenzen als
Fusion mit gewissen Hiillproteinen exprimieren, ohne dabei
ihre Infektivitdt und Fortpflanzungsfahigkeit zu verlieren,
wodurch eine stabile Genotyp-Phidnotyp-Verbindung herge-
stellt wird.**1* Diese Methode wurde fiir die Identifikation
einer Reihe kleiner linearer Peptidliganden fiir verschiedene
Tumormarker angewendet und kiirzlich in einem Ubersicht-
artikel behandelt."*'* Zwar hat dieser Ansatz oft Erfolg
in vitro gezeigt, jedoch konnten nur wenige Peptide addquate
Tumoranreicherungen invivo erzielen. Wenn quantitative
Biodistributionen durchgefiihrt wurden, war die gemessene
Akkumulation im Tumor sehr gering, und groe Mengen des
Peptids lagerten sich in Leber™" und Nieren an.[1*1%

Nichtsdestoweniger wurden Peptide, die urspriinglich aus
Phagen-Display-Bibliotheken stammen, fiir die Entwicklung
von Wirkstoffkonjugaten verwendet und in vivo getestet. Ein
Konjugat aus dem Integrin-bindenden Peptid RGD-4C und
Doxorubicin wies eine geringere Toxizitdt und stdrkere
wachstumshemmende Wirkung auf als Doxorubicin in einem
murinen Krebsmodell."™! Ein Konjugat eines EphA2-bin-
denden Peptids mit Paclitaxel unter Verwendung eines Ester-
Linkers hatte in einer kiirzlich erschienenen Studie eine
stirkere Antitumorwirkung in Méusen als das unmodifizierte
Paclitaxel.'*¥

Andere Peptide zeigten gute Eigenschaften als Bestand-
teile von Tracern, was einen moglichen Einsatz als Liganden
fiir Wirkstofftransportsysteme nahelegt. Das RMS-II-Peptid
farbte z.B. selektiv die Lymph- und Blutgefde in Rhabdo-
myosarkoma.'™ Ein Peptid mit Bindungsaffinitit fiir Hepsin,
einen Marker fiir Prostatakrebs, konnte zusammen mit
Farbstoffen fiir die Infrarot-Fluoreszenztomographie zur
Darstellung von LNCaP-Tumoren in Maiusen eingesetzt
werden.'™ Das *Cu-1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-
tetraessigsdure(DOTA)-Derivat des Peptids AE105 erreichte
gute (8.1% IDg') Anreicherungen in U87 MG Glioblasto-
ma multiforme in Nagern.!'”-158

Eine hohe Anreicherung in den Nieren und der Leber
kann die In-vivo-Leistung von peptidbasierten Wirkstoff-
transportsystemen stark beeintriachtigen. Trotzdem zeigt die
Erfahrung mit Analoga von Somatostatin und anderen Pep-
tiden, dass eine effiziente und selektive Aufnahme des Kon-
jugats in den Tumor moglich ist, sofern das entsprechende
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Schema 5. Beispiele von Molekiilen, die aus DNA-codierten Peptidbi-
bliotheken isoliert wurden. Inhibitor des humanen Plasma-Kallikrein
131 und Akt2-Inhibitor 14.'?! Nichtnatiirliche Strukturelemente sind
blau hinterlegt.

Target-Protein zuginglich und in groBen Mengen exprimiert
ist sowie Liganden mit hoher Affinitit zur Verfiigung
stehen.”® Der Fokus der Forschung liegt deshalb zunehmend
auf konformativ eingeschriankten Peptiden (z.B. cyclischen
Peptiden), die einen geringeren Entropieverlust bei der Bin-
dung an einen Rezeptor in Kauf nehmen miissen. Phagen-
Display von Peptiden, die durch Disulfidbriicken cyclisiert
wurden,!'¥ 1 ermoglichte z.B. die Identifikation neuer
RGD-Liganden fiir verschiedene Integrine'” oder eines
Peptids, das sich selektiv in LymphgefiBen anlagert.!'s]
Winter, Heinis et al. entwickelten einen Ansatz, bei dem li-
neare Peptide, die Cys-Reste enthalten, mit einem reaktiven,
trivalenten chemischen Geriist cyclisiert werden (Abbil-
dung 4a)."" Diese Methode erméglichte es ihnen, hoch
wirksame und spezifische Inhibitoren der humanen Plasma-
form von Kallikrein, 13 (Schema 5; K;= 1.5 nm),'* und einen
Inhibitor des urokinaseartigen Plasminogenaktivators (uPA;
K; =53 nm),1% einer Serin-Protease, die mit Tumorwachstum
und Invasion in Verbindung gebracht wird, zu identifizieren.
Kiirzlich wurde auch ein verbesserter Kallikrein-Inhibitor
(K;=0.3 nm) beschrieben.!
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Abbildung 4. a) Konstruktion von Phagen-Display-Biinotheken linearer
und cyclischer Peptide in Bakterien.'* %319 1) Phagemid-Bibliotheken
werden mit PCR zusammengestellt und in E. coli transfiziert. 2) Super-
infektion mit einem Hilfsphagen erméglicht die Expression phagenge-
bundener Peptide. 3) Cyclisierung des phagengebundenen Peptids mit
einem reaktiven chemischen Geriist ergibt die Bibliothek. b) Synthese
von Peptidbibliotheken, die nichtnatiirliche Aminoséuren enthalten,
mithilfe von mRNA-Display und In-Vitro-Translation."®” 1) Unter Ver-
wendung von Zell-Lysat und Unterdriickung von Nonsens-Codons
durch geeignete Aminoacyl-tRNA (aa-tRNA).['"®1%] 2) Mithilfe von
PURE."">7% Nichtnatiirliche Aminosiuren (griine Kreise) kénnen in-
korporiert werden, indem natiirliche Aminoséduren (gelbe Kreise) aus
dem System entfernt und nichtnatirliche hinzugefiigt werden, die von
natirlichen aa-tRNA-Synthetasen auf tRNA geladen werden kénnen.

3) Unter Verwendung von RAPID.I">"7¢l Ausgewihlte natiirliche Amino-
sduren (gelbe Kreise) und aa-tRNA-Synthetasen (gelbe ovale Formen)
werden aus dem PURE-System entfernt, und tRNAs, beladen mit nicht-
nattrlichen Aminosduren (griine Kreise), werden hinzugefiigt. Die Syn-
these der aa-tRNAs, die mit nichtnatiirlichen Aminosiuren beladen
sind, erfolgt durch ,Flexizyme* (griine ovale Formen). 4) Cyclisierung
der Pepide, z.B. durch die Seitenketten nichtnatiirlicher Aminoséuren,
ergibt die fertige Bibliothek.

Auch wurden mehrere Ansitze, die auf In-vitro-Transla-
tionssystemen fiir die Konstruktion DNA-codierter Biblio-
theken cyclischer Peptide basieren, beschrieben (Abbil-
dung 4b). Hier wird die stabile Verbindung zwischen Phi-
notyp und Genotyp meist mithilfe von Puromycin hergestellt.
Dieses stellt eine kovalente Bindung zwischen einem naszie-
renden Protein und der codierenden mRNA her.['™")

Retikulozytenlysat aus Kaninchen konnte eine Bibliothek
von ca. 1.2 x 10" Peptiden iibersetzen und mit der codieren-
den mRNA stabil verbinden, wobei die Cyclisierung durch
Disulfibriicken zwischen codierten Cysteinen erreicht wurde.
Dadurch konnten Inhibitoren gegen a-Thrombin (K;-Werte
von bis zu 166 nm) identifiziert werden.'®! Die Suppression
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von Nonsens-Codons ermoglicht es weiterhin, nichtnatiirliche
Aminosiuren in einem derartigen System zu integrieren.['®’)
Ein starker Inhibitor von Gail (K;=2.1 nm) konnte so isoliert
werden. Um Bibliotheken zu konstruieren, die gleichzeitig
mehrere nichtnatiirliche Aminosiduren inkorporieren kdnnen,
ist eine umfangreichere Reprogrammierung des genetischen
Codes erforderlich. Die Gruppe um Szostak hat aus diesem
Grund ein In-vitro-Translationssystem aus individuell aufge-
reinigten Komponenten zusammengestellt (,,in vitro transla-
tion system from purified components, PURE) und mit
mRNA-Display verbunden, um Bibliotheken zu synthetisie-
ren, die mehrere nichtnatiirliche Aminosduren gleichzeitig
enthalten konnen.'’™ Thrombin-Liganden mit K,-Werten bis
zu 4.5 nM wurden mit diesem System in mehreren Selekti-
onsrunden entdeckt.'” Das am weitesten fortgeschrittene
System fiir die Konstruktion von DNA-codierten Peptidbi-
bliotheken, die eine grofle Zahl nichtnatiirlicher Aminosé&u-
ren enthalten, ist das ,random non-standard peptide inte-
grated discovery“(RAPID)-System von Suga et al. Basierend
auf dem PURE-System liegt der groe Vorteil bei RAPID in
der Tatsache, dass die Aminoacyl-tRNA durch flexible
Ribozyme (so genannte Flexizyme)!'7>!” synthetisiert wird,
die tRNAs mit einer fast unbeschrénkten Vielfalt an Ami-
nosiuren beladen konnen.['™ Aus einer Bibliothek auf Basis
von Thioether-cyclisierten Peptiden wurden so starke (ICs,-
Werte in der GroBenordnung von 100 nm) und Isoform-se-
lektive Inhibitoren gegen Akt2, 14 (Schema 5),'””! sowie ein
Binder der Ubiquitin-Ligase E6AP (K,=0.60nm) iso-
liert."7®

Die in diesem Abschnitt besprochenen peptidbasierten
codierten chemischen Bibliotheken scheinen die Féahigkeit zu
haben, Binder gegen eine groBe Vielfalt an Targets hervor-
zubringen. Thr Potenzial fiir die Identifikation von Liganden
fir Wirkstofftransportsysteme muss jedoch noch weiter
iiberpriift werden. Da diese Technologien durch die biosyn-
thetischen Moglichkeiten des Ribosoms beschriankt sind,
miissen alternative Strategien fiir die Konstruktion von
komplexeren und strukturell diversifizierten DNA-codierten
Bibliotheken gefunden werden.

4.2. DNA-codierte Bibliotheken niedermolekularer organischer
Verbindungen

1992 schlugen Brenner und Lerner in einem theoretischen
Artikel vor, die Festphasensynthese von Peptiden durch
parallel synthetisierte Oligonukleotide auf demselben Tri-
gerpolymer zu codieren.'”” Die Oligonukleotide wiren in
diesem Fall nur amplifizierbare ,,Strichcodes statt Gene fiir
die Biosynthese gewesen. Diese Publikation markierte die
Geburtsstunde von DNA-codierten chemischen Bibliothe-
ken. Es dauerte jedoch ein Jahrzehnt, bis dieses Konzept
praktisch umgesetzt wurde und die Mdoglichkeit eroffnete,
chemische Bibliotheken von nie dagewesener Grofle herzu-
stellen und zu testen. Die schrittweise Split&Pool-Konstruk-
tion der DNA-codierten Bibliotheken hat sich als besonders
robuste Methode erwiesen und ist heutzutage weit verbreitet
(Abbildung 5a)."7*% Dieser Ansatz umfasst die folgenden
Schritte (1
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Abbildung 5. a) Synthese einer DNA-codierten Bibliothek durch sequenzielle Split&Pool-Synthese von Peptidbindungen. 1) Kopplung von Baustei-
nen A, an Oligonukleotide, die fiir A; codieren. Entschiitzen, Aufreinigen, Poolen und in m Aliquots aufteilen. 2) Fiir jedes Aliquot Kupplung mit
Baustein B, DNA-Prizipitation und Codierung der Reaktion durch Klenow-Polymerisation. Poolen aller Reaktionen ergibt die fertige Bibliothek.®"
b) DNA-Templatgesteuerte Bibliothekssynthese wie von Liu und Mitarbeitern beschrieben.['®*'¥ DNA-gebundene Bausteine (z.B. C,) bilden eine
Doppelhelix mit komplementaren Sequenzen auf dem Templatstrang. Die riumliche Nahe begiinstigt eine Reaktion zwischen C, und dem vorher-
gehenden Baustein. Abspaltung des Bausteins vom Trigerstrang und ein Aufarbeitungsschritt schlieRen den Reaktionszyklus ab. c) Bibliotheks-
synthese durch DNA-Routing."® 'l Sub-Bibliotheken werden sequenziell auf Tragerpartikeln immobilisiert, die zum Codestrang komplementire
Sequenzen tragen. Jede immobilisierte Sub-Bibliothek wird mit dem entsprechenden Baustein gekuppelt, eluiert und mit den tibrigen Bibliotheks-
teilen vermischt. Diese Methode erfordert auf einer Festphase verankerte komplementire Oligonukleotide fiir alle Codesequenzen, die in der
Bibliothek vorkommen. d) DNA-Templatbasierte Bibliothekskonstruktion in einem ,Yoktoliter-Reaktor“.'" Hier bringt eine Dreiweg-Haarnadel-
Kreuzung die Bausteine in raumliche Nahe und ermdglicht so eine Reaktion. e) ,Encoded self-assembling chemical(ESAC)-Bibliotheken.!'*™*’)
Zwei Sub-Bibliotheken, die verschiedene Bausteine tragen, werden durch eine konstante Domine hybridisiert und erméglichen so die Konstrukti-
on von qualitativ hochwertigen kombinatorischen Bibliotheken der GréRe nxm aus zwei n und m Mitglieder umfassenden Sub-Bibliotheken.

f) Bibiliothekskonstruktion ahnlich zu ESAC, basierend auf DNA-Codestrangen und PNA-gekuppelten Bausteinen.['% 1%

a) Zunichst wird eine Kollektion chemischer Verbindungen
an kurze Oligonukleotide gekuppelt, welche die jeweili-
gen Molekiile eindeutig identifizieren.

Die Produkte des ersten Schritts werden gepoolt und an-
schlieBend dquimolar aufgeteilt.

Der zweite Baustein wird an den ersten gekuppelt und die
Reaktion auf dem Oligonukleotid codiert (z.B. durch
Hybridisierung mit einem teilweise komplementiren
Oligonukleotid, gefolgt von Klenow-Polymerisation).
Die Produkte des letzten Schritts werden gepoolt und
ergeben die fertige DNA-codierte Bibliothek.

b)

d)

Die Schritte (b) und (c) konnen im Prinzip mehrmals
wiederholt werden, um Bibliotheken aus mehreren Baustei-
nen und zwischen 10° und 10° codierten niedermolekularen
Verbindungen zu erstellen. In der Praxis sind mehrere
Split&Pool-Zyklen unweigerlich mit einer sinkenden Rein-
heit der Bibliothek verbunden, da sich unerwiinschte Ne-
benprodukte anreichern. AuBerdem ist trotz grofer Fort-
schritte auf dem Gebiet der Hochdurchsatz-DNA-Sequen-
zierung die Decodierung einer Bibliothek aus mehreren
Millionen Molekiilen noch immer sehr aufwidndig und teuer.
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Die Synthese von DNA-codierten chemischen Bibliothe-
ken ist unweigerlich auf die Verfiigbarkeit hoch effizienter
Kupplungsreaktionen angewiesen, die kompatibel mit der
Struktur der DNA sind und in der Gegenwart von Wasser
ablaufen konnen. Diels-Alder-Reaktion, 1,3-dipolare Cu'-
katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition, nucleophile aromati-
sche Substitution, reduktive Aminierung und Peptidkupp-
lungen wurden bis heute erfolgreich eingesetzt,18> 183181

Eine Alternative zur manuellen Split&Pool-Synthese
DNA-codierter chemischer Bibliotheken ist die DNA-tem-
platbasierte Synthese (DTS). Bei dieser Strategie wird die
DNA nicht nur als Identifikationscode des gebundenen
Pharmakophors verwendet, sondern auch zur Programmie-
rung der Syntheseschritte zur Bibliothekskonstruktion. Die
Gruppe um Liu berichtete von einem Ansatz, der auf der
Beobachtung basierte, dass chemische Reaktionen beschleu-
nigt werden konnen, wenn DNA-gebundene Ausgangsstoffe
durch Doppelstrangbildung in rdumliche N&he gebracht
werden (Abbildung 5b). Niedermolekulare organische Ver-
bindungen wurden an biotinylierte DNA-Fragmente (,,Do-
noren*) gekuppelt und konnten auf passende komplementire
DNA-Stringe (,,Akzeptoren®) iibertragen werden. Die Do-
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norfragmente wurden in der Folge abgespalten und mit
Avidin-Trigerpartikeln entfernt.['86¢-18%]

Harbury et al. beschrieben eine Strategie, die als ,,DNA-
Routing® bezeichnet wird (Abbildung 5¢)."*"!l DNA-Se-
quenzen, die jedes Bibliotheksmitglied eindeutig repridsen-
tieren, werden aus einzelnen Codesegmenten zufillig zu-
sammengefiigt. Untergruppen der Bibliothek konnen nun
selektiv mithilfe der Codesegmente auf einer Festphase an
komplementdren DNA-Fragmenten immobilisiert und an-
schlieBend mit entsprechenden Bausteinen gekuppelt
werden. Nach einem Waschschritt kann die DNA eluiert,
gepoolt und im nichsten Syntheseschritt verwendet werden.

Hansen und Mitarbeiter haben beschrieben, dass DNA-
Haarnadel-Y-Kreuzungen verwendet werden konnen, um
geeignete chemische Donoren auf einen nahe gelegenen
Akzeptor zu iibertragen (Abbildung 5d).1*%

Die bis jetzt besprochenen Strategien sind alle dadurch
gekennzeichnet, dass ein einzelnes Molekiil an einen DNA-
Strang gekuppelt wird. Aus diesem Grund werden solche
Bibliotheken auch als ,,single pharmacophore libraries“ be-
zeichnet. Als Alternative dazu wurden auch Bibliotheken aus
zwei verschiedenen Molekiilen auf zwei getrennten DNA-
Stringen (,,dual pharmacophore libraries”) entwickelt.
Unsere Gruppe entwickelte so genannte ,,encoded self-as-
sembling chemical (ESAC) libraries“, die auf der spontanen
kombinatorischen Zusammenstellung von codierten Sub-Bi-
bliotheken durch DNA-Doppelstrangbildung beruhen (Ab-
bildung 5¢).l1*" Zu diesem Zweck werden zwei Molekiil-
kollektionen an die 3’ und 5-Enden kurzer DNA-Stringe
gekuppelt. Die DNA-Fragmente bestehen aus einer kon-
stanten Hybridisierungssequenz und einer variablen Sequenz,
welche die Identifizierung des gekuppelten Molekiils er-
moglicht. Mischt man dquimolare Mengen aller DNA-ge-
bundenen Molekiile, stellt sich von selbst eine codierte
kombinatorische Bibliothek zusammen, die alle mé&glichen
Molekiilkombinationen abdeckt. Da nur ein Schritt fiir die
Synthese einer derartigen Bibliothek notwendig ist, konnen
sehr grof3e Bibliotheken von sehr hoher Qualitit realisiert
werden. Die Gruppe um Winssinger verfolgte einen kon-
zeptionell dhnlichen Weg: In ihrem Ansatz wurden Molekiile
an kurze PNA-Fragmente gekuppelt, die darauthin mit einer
DNA-Matrize hybridisieren konnten. Diese wurde im An-
schluss direkt PCR-amplifiziert und danach sequenziert
(Abbildung 5 £).['81*1 Bei beiden Methoden erméglicht es die
Flexibilitidt des Linkers, zwischen Molekiil und codierendem
DNA-Strang zwei potenzielle Bindungsstellen auf demselben
Protein gleichzeitig zu erkunden. Von den resultierenden
Bindern kann aufgrund des Chelateffekts eine hohe Affinitét
erwartet werden.'”’) Nach der Identifikation von zwei Bin-
dern miissen diese, dhnlich wie bei fragmentbasierten Scree-
ning-Methoden, in ein Molekiil zusammengefiihrt werden. Es
sollte hier erwidhnt werden, dass DNA-codierte chemische
Bibliotheken nicht nur zur De-novo-Identifikation nieder-
molekularer organischer Verbindungen eingesetzt werden
konnen, sondern auch als Hilfsmittel zur systematischen Er-
kundung des chemischen Bindungsraums rund um eine be-
kannte Leitstruktur (,,Affinititsreifung” oder ,,Lead-Expan-
sion®).l181
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DNA-codierte Bibliotheken werden heutzutage aktiv fiir
die Auffindung von Hits und Leitstrukturen sowohl in der
universitdren als auch industriellen Forschung eingesetzt.
Mehrere Binder und Inhibitoren fiir verschiedene pharma-
zeutisch interessante Proteine wurden bis jetzt so identifi-
ziert." Unsere Gruppe hat kiirzlich gezeigt, dass DNA-co-
dierte Bibliotheken fiir die Identifikation von Liganden ver-
wendet werden konnen, die sich selektiv in neoplastischem
Gewebe anlagern. Carboanhydrase IX (CAIX) ist ein mem-
brangebundenes Enzym, das in vielen soliden Tumoren iiber-
exprimiert ist, entweder als Antwort auf eine Unterversor-
gung mit Sauerstoff (Hypoxie) oder wenn der Von-Hippel-
Lindau-Tumorsuppressor durch Mutationen desaktiviert
wurde.”™ Ein CAIX-Ligand 15 (Abbildung 6a; inhibiert die
Hydrolyse on p-Nitrophenylacetat durch CAIX mit 1Csy=
260 nm),!% der aus einer 1x10° Molekiile umfassenden
DNA-codierten Bibliothek isoliert wurde, konnte sich selek-
tiv in einem Tumorxenotransplantat in Nacktmiusen anla-
gern (Abbildung 6b). Unsere und andere Gruppen arbeiten
derzeit an verbesserten Wirkstofftransportsystemen, die hoch
wirksame zytotoxische Substanzen in CAIX-exprimierende
Tumoren liefern kénnen."2%

(0]

H
SeaasessPer
o /

L HOOC (o]
SO,NH, (o] O
o 15
OH

N
SO
HoNO,S

b) Photo Fluoreszenz

25h

Negativ-
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1h

Abbildung 6. a) Das Fluoresceinkonjugat eines CAIX-Liganden 15, der
aus einer 1x10° Mitglieder umfassenden DNA-codierten chemischen
Bibliothek isoliert wurde, reichert sich nach intravenéser Verabreichung
in Mausen in soliden Tumoren an. b) Photographien und Fluoreszenz-
bilder der extrahierten Organe. 1) Tumor, 2) Leber, 3) Lunge, 4) Milz,

5) Herz, 6) Nieren. Negativkontrolle = N-(2-(2-(2-Aminoethoxy)eth-
oxy)ethyl)carboxyfluoresceinamid.'®
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Tabelle 1: Wachstumsinhibitions-1Cyo-Werte exemplarischer zytotoxischer Substanzen, welche die gingigsten Wirkstoff-Familien reprasentieren. Die
IC5p-Werte fiir die gegen das Gift empfindlichste Zell-Linie (Minimum), die am wenigsten empfindliche Zell-Linie (Maximum) und der Median-1Cs;-

Wert sind angegeben.

Wirkstoff Familie 1Cs [M] getestete Zell-Linien Lit.
Minimum Maximum Median

Methotrexat!® Antifolate 2.4x10°8 2.5%107* 7.3x10°% 97 [203]
Doxorubicin®! Anthracycline 2.5%x107° 1.3x107° 8.4x10°¢ 85 [203]
Paclitaxel Taxoide 2.8x107° 1.6x107° 9.6x107° 94 [203]
Vinblastint! Vincaalkaloide 2.5x107"° 2.7x107¢ 6.4x107"° 99 [203]
Maytansin®® Maytansinoide 1.2x10° 2.0x10° 3.3x10° 74 [203]
Dolastatin'! Dolastatine 3.2x107" 6.8x107° 7.1x107"° 76 [203]
Auristatin PEF! Dolastatine 8.7x107" 1.0x107° 4.1x107"° 60 [203]
- Calicheamicine <5.0x107" in Hela Zellen 1 [204]
SJG-136 Pyrrolobenzodiazepine 23x107" 5.0x107¢ 4.7x107° 8 [205]
Duocarmycin SA®! Duocarmycine 9.3x107" 5.7x107° 6.2x1071° 15 [206]
Tubulysin D Tubulysine 3.1x107" 6.7x107"° 8.9x10" 4 [207]

[a] Der aktuelle Datensatz (03/2012) der Drug Screening Database des National Cancer Institute (NCI) wurde verwendet. Fiir jede Zell-Linie wurden
die Durchschnittswerte aus allen Testergebnissen fiir den jeweiligen Wirkstoff errechnet. [b] Absolute ICso-Werte wurden aus Abbildung 1 der ent-
sprechenden Referenz abgeschitzt. Nur menschliche Krebszellen wurden in die Analyse einbezogen.

5. Zytotoxische Wirkstoffe und Linker

Zytotoxische Nutzlasten fiir den zielgerichteten Wirk-
stofftransport (Tabelle 1)?*2" sollten eine sehr hohe Akti-
vitat aufweisen (die Zahl der Liganden-Wirkstoff-Konjugate,
die an eine Zelle herangebracht werden kann, ist durch die
Zahl der Antigene auf der Zelloberfliche limitiert) und
miissen eine funktionelle Gruppe aufweisen, an der ein
Linker angebracht werden kann. Die meisten zytotoxischen
Wirkstoffe, die heutzutage zur Krebsbehandlung eingesetzt
werden, wurden schon als Konjugate getestet, darunter
Methotrexat,?® die Vincaalkaloide,”” Taxoide'***! und
Anthracycline.*% Trotz der vergleichsweise geringen Toxi-
zitdt beruhten viele frithe Versuche auf Doxorubicin und
seinen Derivaten sowie auf Methotrexat, da ihre chemische
Struktur leicht eine Modifikation ermoglicht und die Medi-
kamente in grofen Mengen verfiigbar waren 61763153
Heutzutage werden weit aktivere Nutzlasten bevorzugt. Die
Tatsache, dass Liganden-Wirkstoff-Konjugate Prodrugs sind,
macht es moglich, zytotoxische Substanzen zu nutzen, die in
ihrer unmodifizierten Form viel zu giftig fiir den klinischen
Einsatz wiren. Die am weitesten verbreiteten Nutzlasten sind
Dolastatinderivate wie Auristatine**!! und Cemado-
tin,?2 Maytansinoide,”**¥  Calicheamicine,”**% Pyr-
rolobenzodiazepine,?'*?'”) Duocarmycine®*?*! und Tubuly-
sine,[52:92.93,207,219]

Der zytotoxische Wirkstoff sollte stabil an den Transport-
liganden gebunden bleiben, wihrend sich das Konjugat im
Blutkreislauf befindet, und freigesetzt werden, sobald das
Molekiil sein Ziel erreicht. Linker-Technologien, die in Ab-
hingigkeit vom pH-Wert,**?'221 yom Redoxpotential 7722l
und von bestimmten Enzymaktivititen®!???l aktiviert
werden, wurden beschrieben (Tabelle 2). Wenn entspre-
chende funktionelle Gruppen direkt auf Ligand und Wirk-
stoff vorhanden sind (z.B. Thiole), kann eine direkte Ver-
bindung ohne Adaptoren (,linkerless connection“) herge-
stellt werden, die eine riickstandslose (,traceless*) Freiset-
zung des Wirkstoffs ermoglicht (Schema 62).%2'”l Wenn das
nicht moglich ist, miissen spaltbare Linker als Adapter ein-
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Tabelle 2: Gingige spaltbare Bindungen fiir die Konstruktion von
Liganden-Wirkstoff-Konjugaten.

Bindung Struktur Spaltung
[e]
§)I\N/§ Hydrolyse
H
Amid o R
H NJ\[(N\g Hydrolyse
R P oo
(@]
Ester §)J\O/§ Hydrolyse
X
Carbamat §\O N/§ Hydrolyse
NHR Y Y
R=H, Me L
R
H
Hydrazon g)\\N’N f Hydrolyse
(0]
AP
Thiazolidin ~ Hydrolyse
o
R! R?
Disulfid EXS/SY; Reduktion
R3 R*
Ligand  Wirkstoff Ligand O PR el
5 Qoo o QS
H n 0
Ligand 5 Wirkstoff  Ligand O Wirkstoff
H irksto
9 Q<[ VO Qs ol
=55 Rs_/ \S\_/‘ ~~
rRs- o 2

Schema 6. a) Riickstandslose Disulfidverbindung zwischen Ligand und
Wirkstoff.?”! b) Disulfidadapter, der Aminogruppen auf Ligand und
Wirkstoff verbindet.”?! c) Selbstauflésende Linker mit Disulfiden als
spaltbarer Bindung 622
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gesetzt werden, welche die funktionellen Gruppen auf dem
Liganden und dem Wirkstoff miteinander verbinden (Sche-
ma 6b). In diesem Fall kann es dazu kommen, dass Ligand
oder Wirkstoff mit kovalenten Modifikationen freigesetzt
werden,?! was die Pharmakokinetik verdndern oder eine
Immunreaktion hervorrufen kann. Die meisten hier bespro-
chenen Linker-Technologien wurden urspriinglich fiir den
Einsatz in Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten konzipiert,
lassen sich im Prinzip aber ohne Verdnderung auch in ande-
ren Wirkstofftransportsystemen einsetzen.

Erste Versuche mit zielgerichteten Wirkstofftransport-
systemen basierten oft auf Linkern aus Dicarbonsiuren, die
Hydroxy- oder Aminogruppen auf Liganden und Wirkstoffen
als Ester oder Amide miteinander verbanden.’"**! Wenn
solche Konstrukte das Lysosom erreichen, kann der Linker
durch lysosomale Proteasen oder Esterasen gespalten
werden. Auch Linker basierend auf Carbamaten wurden be-
schrieben. Der exakte Nachweis, welche Mechanismen fiir
die Wirkstoff-Freisetzung verantwortlich sind und wie effizi-
ent diese ablaufen, fehlt jedoch oft. Es sollte dennoch darauf
hingewiesen werden, dass Peptid-Wirkstoff-Konjugate, in
denen Amid- oder Carbamatbindungen den Liganden mit der
Nutzlast verbinden, oft weniger aktiv sind als die unmodifi-
zierte Nutzlast.P>™72 Interessanterweise zeigten Antikor-
per-Wirkstoff-Konjugate auf Basis sehr stabiler Linker (z.B.
uber ein Maleimid an den Antikoérper und ein Amid an den
Wirkstoff gekuppelt) eine hervorragende Wirkung und
wurden erfolgreich klinisch weiterentwickelt.”®! Es wird
vermutet, dass der gesamte Antikorper proteolytisch abge-
baut wird, sobald er das Lysosom erreicht hat und so den
Wirkstoff freisetzt. Moderne Peptid-Linker wie der Valin-
Citrullin-Linker sind so gebaut, dass sie an einer spezifischen
Stelle von lysosomalen proteolytischen Enzymen gespalten
werden 2122

Hydrazone sind séurelabil und werden im Lysosom und in
gewissen Endosomen hydrolysiert.”****! Unsere Gruppe hat
kiirzlich die Verwendung von Thiazolidinen als hydrolytisch
aktivierbaren riickstandslosen Verbindungen zwischen
Ligand und Wirkstoff vorgeschlagen. In diesem Fall wird eine
Nutzlast, die zwingend ein Aldehyd enthalten muss, reversi-
bel an ein 1-Thio-2-aminoethyl-Motiv auf dem Transportli-
ganden (z.B. ein N-terminales Cys auf verschiedensten An-
tikorperformaten) gebunden.'?

Es wird allgemein angenommen, dass Disulfide nach In-
ternalisierung im Endosom reduktiv gespalten werden. Tat-
sédchlich wurden auch direkte Belege fiir diesen Mechanismus
erhalten."” In ihrer einfachsten Form konnen Disulfide zwi-
schen Thiolen auf dem Wirkstoff (z.B. Cemadotin-SH) und
dem Transportliganden hergestellt werden™! und ermogli-
chen so eine riickstandslose Freisetzung der Nutzlast (Sche-
ma 6a). Bis jetzt wurden jedoch vor allem Alkyl-Linker mit
Disulfidbriicken (Schema 6b) gebraucht."+1>?»! Die Kinetik
der Wirkstoff-Freisetzung kann durch sterische Faktoren
rund um die Disulfidbindung moduliert werden.”*"! Wenn der
Wirkstoff es nicht zulidsst, ohne Aktivitidtsverlust ein nicht
abspaltbares Adapterstiick anzubringen, kann auf selbstauf-
losende Linker zuriickgegriffen werden. Systeme auf Basis
von 2-Mercaptoethylcarbonaten und -carbamaten®*! oder 2-
Mercaptophenylacetat®! sind bis jetzt zum Einsatz gekom-
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men (Schema 6¢). Die riickstandslose Freisetzung eines
Wirkstoffs ist unserer Meinung nach jedoch zu bevorzugen,
da die Selbstauflosung eines Linkers kein unmittelbarer
Prozess ist.

Die genauen Bedingungen, denen ein Ligand-Wirkstoff-
Konjugat nach Aufnahme in eine Zelle ausgesetzt ist, hdngen
stark vom Tumorantigen ab, das vom Transportliganden ge-
bunden wird. Folsdurerezeptoren z.B. scheinen nicht in ein
saures Endosom zu internalisieren oder das Lysosom zu er-
reichen."3 Ahnlich scheint HER2-Internalisierung zu-
mindest in bestimmten Zell-Linien nicht die Bedingungen zu
schaffen, welche die Spaltung von Disulfiden ermoglichen.”?”!
Ein gutes Verstidndnis des endozytotischen Weges, dem das
Antigen von Interesse folgt, scheint deshalb entscheidend fiir
die korrekte Wahl einer Linker-Technologie zu sein.

6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Der ligandenbasierte, zielgerichtete Transport zytotoxi-
scher Substanzen ist ein vielversprechender Ansatz zur
pharmakologischen Therapie von Krebs und anderen
schweren Erkrankungen. Niedermolekulare Verbindungen
und Peptide, die sich als Transportliganden eignen, sind be-
reits verfiigbar fiir eine Reihe interessanter Biomarker (z.B.
tumorassoziierte Rezeptoren, Proteasen, Phosphatasen und
Carboanhydrasen), und die jeweiligen Konjugate haben ge-
zeigt, dass sie sich selektiv im Tumorgewebe anlagern und
eine therapeutische Wirkung in vivo herbeifithren konnen.

Trotzdem gilt es noch viele Probleme zu 16sen. Mit den
heutigen Methoden ist es immer noch schwer, spezifische
Liganden fiir eine Reihe der interessantesten zugénglichen
Markerproteine (z.B. der verdnderten extrazelluldren
Matrix) zu identifizieren. Im Falle von Antikorper-Phagen-
Display wurde nachgewiesen, dass die Verwendung von Sub-
Bibliotheken mit nur einigen Millionen Antikdpern norma-
lerweise keine hochaffinen Binder liefert.”” Bibliotheken
aus Milliarden von Antikorpern auf der anderen Seite brin-
gen Binder gegen eine grof3e Vielfalt an Targets hervor. Die
Konstruktion und der Einsatz grolerer DNA-codierter che-
mischer Bibliotheken wird die Leistungsfihigkeit dieser
Technologie bei der Identifikation starker Liganden und der
Entwicklung von Wirkstofftransportsystemen stark steigern.

Der direkte Vergleich von Antikorper-basierten Wirk-
stofftransportsystemen und den entsprechenden Pretarge-
ting-Strategien zeigt einen enormen Vorteil niedermolekula-
rer organischer Verbindungen gegeniiber groen Makromo-
lekiilen auf, besonders was die Geschwindigkeit der Anrei-
cherung in erkrankten Geweben und die Exkretion aus ge-
sunden Organen anbelangt. Pretargeting-Technologien haben
einen wichtigen Beitrag zum mechanistischen Verstindnis
von Wirkstofftransportsystemen geleistet, sind jedoch in der
Praxis schwierig zu implementieren, da sie auf mindestens
zwei Komponenten angewiesen sind und die zeitliche Ab-
folge ihrer intravendsen Verabreichung prizise eingehalten
werden muss. Kleine zielgerichtete Wirkstofftransportsyste-
me aus einem hochwirksamen Medikament, das direkt an
einen kleinen organischen Liganden gekuppelt ist, verspre-
chen effizienter und einfacher herstellbar zu sein.
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Alle Molekiile, die in einen Patienten injiziert werden,
miissen frither oder spiter aus dem Blutkreislauf entfernt
werden. Sofern keine Metabolisierung stattfindet, passieren
fast 100 % eines verabreichten Medikaments irgendwann die
Exkretionsorgane (vor allem Leber und Nieren). Der Scha-
den, der an diesen Stellen angerichtet wird, héngt von vielen
Parametern ab, wie Anreicherungseffizienz in krankem
Gewebe, Freisetzungskinetik und -mechanismus des Wirk-
stoffs sowie die dem Organ eigene Empfindlichkeit gegen ein
Medikament. In der Zukunft wire es wiinschenswert, ziel-
gerichtete Wirkstofftransportsysteme zu entwickeln, die
wihrend des Exkretionsprozesses desaktiviert werden (z.B.
durch Esterasen in der Leber) und daher normale Organe
verschonen konnen.

Derzeit wird intensiv an der Erforschung verschiedener
zytotoxischer Wirkstoffe und Linker-Systeme gearbeitet.
Viele hoch wirksame Zytostatika binden an Tubulin (und
verhindern so die Zellteilung).”*”) Diese Molekiile haben
jedoch nur eine geringe Wirkung gegen inaktive (also sich
nicht teilende) Tumorzellen. Deshalb wird der Einsatz von
spezifischen DNA-Alkylierungsmitteln und anderen Klassen
zytotoxischer Substanzen zunehmend fiir pharmazeutische
Anwendungen in Betracht gezogen. In manchen Fillen ist das
biologische Target noch nicht vollkommen bekannt. So wurde
zum Beispiel angenommen, dass die Duocarmycine vor allem
DNA in der kleinen Furche alkylieren. Kiirzlich wurde jedoch
gezeigt, dass sie auch Aldehyd-Dehydrogenasen binden
konnen, die zu den am besten untersuchten Markern von
Krebs-Stammzellen gehoren. 0232

Bei der Chemotherapie von Krebserkrankungen wird
gemeinhin angenommen, dass die zytotoxischen Medika-
mente ihre grofte Wirkung auf Tumorzellen ausiiben. Im
Prinzip konnte jedoch auch eine nachhaltige Antitumorwir-
kung durch die gezielte Zerstorung einer Subpopulation von
Zellen hervorgerufen werden. In der Zukunft wird es von
zentraler Bedeutung sein, zu verstehen, wie sich die Eigen-
schaften von Blutgefifen modulieren lassen, welche Rolle
Stammzellen in Tumorgeweben spielen und wie das Immun-
system in die Therapie eingebunden werden kann. Der Wir-
kungsmechanismus zielgerichteter Wirkstofftransportsyste-
me konnte in der Tat komplexer sein als das einfache To6ten
von Zellen, die das relevante Antigen exprimieren. Zusitz-
lich zu einer bekannten Wirkung des freigesetzten Giftstoffs
auf benachbarte Tumorzellen™ konnte die Diffusion eines
hoch wirksamen Zellgifts Endothelzellen beeinflussen und so
moglicherweise die Blutversorgung des Tumors unterbinden
und ihn so aushungern.”®*” Eine Wirkung auf Leukozyten und
Beeinflussung einer Untergruppe von Immunzellen, z.B. re-
gulatorischer T-Zellen oder T-Lymphozyten, ist ebenfalls
denkbar.

Schlussendlich glauben wir, dass die Verwendung nicht-
invasiver bildgebender Verfahren (z.B. Positronenemission-
stomographie) zunehmend an Bedeutung fiir die Uberprii-
fung der Anreicherung zielgerichteter Wirkstofftransport-
systeme im Zielgewebe gewinnen wird. Zusétzlich ermogli-
chen es derartige Methoden, Patienten auszuwéhlen, die
einen hohen Nutzen von einer zielgerichteten Therapie zu
erwarten haben. Die Fortschritte, die auf dem Gebiet groBer
kombinatorischer Bibliotheken stattfinden, werden unserer
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Meinung nach einen groBlen Einfluss auf die Entwicklung
neuer Krebstherapien haben. Viele der Targets, Linker und
Wirkstoffe, die heutzutage mit Antikorpern als Transportli-
ganden verwendet werden, lassen sich problemlos im Kontext
vollsynthetischer Liganden-Wirkstoff-Konjugate einsetzen.

Wir danken Dr. Gongalo Bernardes und Dr. Raphael Franzini
fiir das kritische Lesen des Manuskripts und fiir ihre hilfrei-
chen Kommentare.
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