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Antikorper-Wirkstoff-Konjugate

H erkommliche Chemotherapeutika gegen Krebs gehen oft mit einer
systemischen Toxizitidt im Patienten einher. Einen alternativen, tu-
morselektiven Behandlungsansatz bieten monoklonale Antikorper
gegen Antigene oder Krebszellen. Allerdings sind die meisten mono-
klonalen Antikorper nicht wirksam genug, um allein fiir sich thera-
peutisch aktiv zu sein. Antikorper-Wirkstoff-Konjugate (ADCs) ver-
wenden Antikorper, um eine potente cytotoxische Verbindung selektiv
zu Tumorzellen zu befordern, und erhohen so die therapeutische
Breite chemotherapeutischer Wirkstoffe. Die kiirzlich erfolgte Zulas-
sung zweier ADCs, Brentuximab Vedotin und Ado-Trastuzumab
Emtansin, zur Krebsbehandlung hat dem Forschungsinteresse auf
diesem Gebiet weiteren Schub verliehen. Dieser Aufsatz beschreibt,
wie die Erkenntnisse aus Studien an den ADCs der ersten Generation
zu erfolgreichen Verbesserungen aller Komponenten — Antikorper,
cytotoxische Verbindung und Linker — gefiihrt haben. Die Ausgestal-
tung von in der klinischen Entwicklung befindlichen ADCs sowie
Ergebnisse mechanistischer Studien und priklinischer und klinischer
Tests werden diskutiert, ebenso wie neu aufkommende Technologien,
die zu weiteren Fortschritten in diesen aufregenden Gebiet fiihren
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werden.

1. Einleitung

Im 20.Jahrhundert war die Chemotherapie oder die
»Behandlung mit Chemikalien* die vorherrschende Art der
Krebstherapie."? Der Einsatz von Chemotherapeutika ba-
siert auf der Annahme, dass diese Substanzen bevorzugt
schnellteilende Krebszellen abtdten, normale Zellen aber
verschonen. Die ersten Chemotherapeutika, die im Men-
schen getestet wurden, waren Chlorambucil und Cyclo-
phosphamid aus der Gruppe der Stickstoff-Senfgasverbin-
dungen, die aufgrund ihrer DNA-alkylierenden Wirkung cy-
totoxisch sind. Auch wenn der Erfolg nur von kurzer Dauer
war, loste er einen stetigen Strom neuer Tumortherapeutika
mit verbesserter Aktivitiat aus. Die Erkenntnis, dass Folsdure
das Wachstum von Krebszellen fordert, fithrte zur Synthese
von Antifolaten wie Methotrexat als Chemotherapeutika.
Angeregt durch die neu aufgeklidrte DNA-Struktur wurden
Substanzen entwickelt, die die DNA-Synthese storten und
den Zelltod verursachten. Dazu gehorten Nucleosidanaloga
wie Thioguanin, 5-Fluoruracil und Cytosinarabinosid (ara-C).
Danach erschienen Substanzen wie Cisplatin auf der Bild-
fliche, die mit der DNA wechselwirken, sowie Antitumor-
Antibiotika aus Bakterienfermentationen wie Actino-
mycin D und die Anthracycline. Wirkstoffe, die Tubulin an-
greifen (z.B. die Vincaalkaloide aus Pflanzen) wurden eben-
falls klinisch getestet.

Es gab zwar in den spédten 1980er Jahren eine Fiille von
Substanzen im Antitumor-Arsenal, doch litten sie alle unter
einem Mangel an Wirksamkeit, weil die Tumorselektivitét
fehlte und auch normale Zellen abgetotet wurden, beispiels-
weise im Knochenmark und im Magen-Darm-Trakt. Die
meisten Chemotherapeutika mussten fast in der maximal
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tolerierten Dosis (MTD) eingesetzt werden, um einen the-
rapeutisch signifikanten Effekt zu erzielen. Ein wichtiger
Meilenstein der Chemotherapie war die Einfiihrung des
Konzepts von Wirkstoffkombinationen.’! Substanzen mit
nicht-iiberschneidenden Toxzitédtsprofilen und unterschiedli-
chen Wirkmechanismen konnten oft in voller Dosis mit
daraus resultierenden additiven oder synergistischen Effek-
ten und einer verbesserten Antitumor-Aktivitdt eingesetzt
werden. So wurde die Mehrfachtherapie zur Standard-
behandlung bei den meisten Krebsarten. Bei einer solch in-
tensiven Chemotherapie blieb die systemische Toxizitit ge-
geniiber dem Patienten ein gewichtiger Nachteil cytotoxi-
scher Substanzen, und Heilung konnte nur bei wenigen
Krebsarten erzielt werden.

Die begrenzte klinische Wirksamkeit der Krebsmedika-
mente, allein oder in Kombination, ldsst sich auf die unge-
niigende therapeutische Breite der Verbindungen zuriick-
fiihren, also die mangelnde Fahigkeit, gentigend Tumorzellen
abzutoten ohne ansonsten toxisch zu wirken. Einer Schétzung
zufolge miissen mehr als 99 % der Tumorzellen abgetotet
werden, um eine vollstandige Remission zu erreichen, und
noch wesentlich mehr fiir eine Entfernung des Tumors.®! Um
die therapeutische Breite der Wirkstoffe zu verbessern,
miisste entweder die Wirksamkeit der cytotoxischen Substanz
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Abbildung 1. Ansatz zur Optimierung der therapeutischen Breite.

verbessert werden, um die minimale effektive Dosis (MED)
zu erniedrigen, oder die Tumorselektivitdt miisste erhoht
werden, um die maximal tolerierte Dosis anzuheben (Abbil-
dung 1). Im Idealfall wiirde man eine Substanz entwickeln,
die sowohl eine niedrigere MED als auch eine hohere MTD
aufweist, sodass die therapeutische Breite insgesamt ansteigt.

Die Erkenntnis, dass viele Chemotherapeutika von na-
tiirlichen Quellen wie Pflanzen, marinen oder mikrobiellen
Organismen abgeleitet sind, befliigelte die aktive Suche der
Medizinalchemiker bei den Naturstoffen, um neue cytotoxi-
sche Verbindungen mit viel hoherer Wirksamkeit als die be-
kannten Antitumorsubstanzen zu entdecken. Eine der ersten
dieser Verbindungen, die viel Aufregung hervorrief, war
Maytansin (1), ein makrocyclisches Molekiil aus einer Ver-
bindungsklasse, die Maytansinoide genannt wurde und die
von Kupchan et al. aus dem 4thiopischen Strauch Maytenus
ovatus isoliert wurde.**! Maytansin erwies sich als starker
Inhibitor der Tubulinpolymerisation und damit als hochpo-
tenter Mitosehemmstoff.®) Es war eine der ersten Verbin-
dungen, die Tumorzellen mit ICs-Werten im pikomolaren
Bereich abtoten, und war mehrere Grolenordnungen giftiger
als die klinisch eingesetzten Verbindungen wie Doxorubicin,
Methotrexat oder 5-Fluoruracil. Maytansin wurde schnell in
die klinische Erprobung gebracht. Nach den Phase-II-Studien
wurde die Entwicklung jedoch wegen ungeniigender Antitu-
mor-Aktivitit abgebrochen. Ubereinstimmend mit der hohen
In-vitro-Wirksamkeit war die MTD im Menschen (2 mgm™)
viel niedriger als bei Chemotherapeutika wie Doxorubicin
(Dosis: 60-75 mgm2)."! Die wichtigsten dosislimitierenden
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Nebenwirkungen waren die Effekte auf den Magen-Darm-
Trakt und periphere Neuropathie.

Daneben wurden noch einige andere potente Substanzen
entdeckt und klinisch getestet, die mit Tubulin wechselwirken
(Abbildung 2). Pettit und Mitarbeiter isolierten eine Familie
cytotoxischer Peptide, die Dolastatine, aus der marinen
schalenlosen Molluske Dolabella auricularia. Am besten un-
tersucht sind die linearen Peptide Dolastatin 10 (2a) und
Dolastatin 15 (2b).®) Wie Maytansin sind auch diese Ver-
bindungen wirksame Hemmstoffe der Tubulinpolymerisati-
on, und sie induzierten das Absterben von Krebszellen
invitro in pikomolaren Konzentrationen. In klinischen
Phase-I-Studien ergab sich eine MTD von 2a von 0.4 mgm 2,
was noch niedriger lag als bei Maytansin.!'"! Die dosislimi-
tierende Toxizitiat wurde hauptsichlich durch hdmatologische
Effekte bestimmt, darunter auch Neutropenie und Granulo-
cytopenie. In den klinischen Phase-II-Studien gegen eine
Reihe von Tumorarten, darunter Melanome, Nierenkrebs,
Sarkome und Brustkrebs, konnte kein klinischer Nutzen
nachgewiesen werden, und die Entwicklung von Dolasta-
tin 10 wurde beendet."! Das Dolastatin-15-Analogon Cem-
adotin (2¢) und das Analogon der nichsten Generation,
Tasidotin (2d), das durch die Hydrolysebesténdigkeit gegen-
iiber Prolyloligopeptidasen metabolisch stabilisiert worden
war, wurden ebenfalls klinisch getestet, hatten aber auch
keine nennenswerte Aktivitdt. Der mangelnde therapeutische
Nutzen dieser Verbindungen verhinderte nicht die Entwick-
lung einer anderen Klasse potenter Tubulinhemmer, der
Cryptophycine, einer Familien von Makroliden aus der
blaugriinen Alge Nostoc sp. (Cyanobacterien). Cryptophy-
cin 1 (3a) war die Hauptkomponente des Algenextrakts, auf
die der grofite Anteil der Cytotoxizitit zuriickgeht. Das syn-
thetische Analogon Cryptophycin 52 (3b), das an C6 der C-
Untereinheit geminal dimethyliert ist, totet Krebszellen
in vitro in pikomolaren Konzentrationen ab und wurde in die
klinische Entwicklung aufgenommen."” Aber auch hier war
die verabreichbare Dosis sehr niedrig (MTD von 1.5 mgm™2),
und eine ausreichende therapeutische Aktivitdt wurde nicht
erreicht. So reihten sich die Cryptophycine bei den anderen
hochwirksamen Tubulinhemmern ein, die die Hoffnung nicht
erfiillten, dass sich eine hohere Wirksamkeit in einer besseren
klinischen Aktivitdt widerspiegeln wiirde. Eine Ausnahme
von diesem allgemeinen Trend ist die vor kurzem erfolgte
Zulassung von Eribulinmesylat (3¢) fiir die Behandlung von
metastasierendem Brustkrebs. Dieser Wirkstoff ist ein voll-
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synthetisches Analogon von Halichondrin, einem Tubulin-
polymerisationshemmer aus dem marinen Schwamm Hali-
chondria okadai.'¥

Als der klinische Erfolg dieser cytotoxischen Verbindun-
gen ausblieb, war nicht klar, ob dies eine Folge der extrem
starken Wirkung war, die die Substanzen bereits bei niedrigen
Dosen cytotoxisch werden lie$3, oder des Wirkmechanismus,
denn alle waren Hemmstoffe der Tubulinpolymerisation. Die
Ergebnisse klinischer Tests wirksamer Verbindungen (Ab-
bildung 3) mit einem anderen Mechanismus der Zellabtotung
sollten hier weiterhelfen. Die Isolierung und Strukturaufkl-
rung des mikrobiellen Naturstoffs CC-1065 (4a), der stark
cytotoxisch ist und sequenzselektiv in die kleine Furche der
DNA bindet und diese alkyliert, regte die Synthese weiterer
einfacher Verbindungen aus.™™ Diese behielten die In-vitro-
Wirksamkeit der Ausgangsverbindung gegen Tumorzellen im
pikomolaren Bereich. Mehrere dieser Verbindungen, darun-
ter Adozelesin (4b), eine Vorstufe von Carzelesin (4¢), das
noch wirksamere Dimer Bizelesin (4d) und das synthetische
Duocarmycin-Analogon KW-2189 (4e) wurden klinisch am
Menschen getestet.'*"] Diese DNA-Alkylantien erlitten
dasselbe Schicksal wie die oben beschriebenen wirksamen
Tubulinhemmer: Klinisch wurden nur sehr geringe Dosen
toleriert (MTD von 0.001 mgm 2 fiir 4d bis 0.4 mgm* fiir
4e), und die Aktivitdt war unzureichend. Jiingst wurde mit
dem Pyrrolobenzodiazepin-Dimer STG-136 (4 f) die klinische
Phase I abgeschlossen, und zwar wiederum mit einem nied-
rigen MTD (0.045 mgm™2).”"! Die klinische Phase IT liuft
aktuell noch. Mit wenigen Ausnahmen erweitert die reine
Verstdarkung der Abtotungsleistung cytotoxischer Substanzen
offenbar nicht die therapeutische Breite der Chemotherapie.

2. Zielgerichtete Therapien

Zielgerichtete Therapieansitze sollen spezifisch moleku-
lare Zielstrukturen und Wege beeinflussen, die wichtig fiir die
Proliferation der Tumorzellen sind. Diese Zielstrukturen
werden bevorzugt intrazelluldr oder auf der Oberfldache von
Tumorzellen exprimiert. Zielgerichtete Therapien haben das
Potenzial, Verbindungen zu liefern, die selektiv cytotoxisch
auf Tumorzellen wirken, dabei fiir den Wirt aber weniger
toxisch sind, was die therapeutische Breite vergrofert. Ent-
sprechende Arbeiten befassen sich iiberwiegend mit a) Inhi-
bitoren der Rezeptor-Tyrosinkinasen, b) monoklonalen An-
tikorpern, c) Antikorper-Wirkstoffkonjugaten (ADCs; anti-
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Abbildung 2. Strukturen tubulinbindender cytotoxischer Verbindungen.

body-drug conjugates), d) Konjugaten aus niedermolekula-
ren zielgerichteten Wirkstoffen und e) Antisense- und
siRNA-Ansitzen. Der erste klinische Erfolg eines derartigen
Therapieansatzes befliigelte diese Felder der Entwicklung
von Tumortherapeutika. In dem Jahr von Oktober 2011 bis
Oktober 2012 waren vier der sieben neu von der FDA zuge-
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Abbildung 3. Strukturen DNA-alkylierender und -vernetzender cytotoxi-
scher Verbindungen.

lassenen Tumortherapeutika zielgerichtete Substanzen, was
die Hoffnungen auf diesen Ansatz weiter stirkt.

Zu den von Medizinalchemikern in der Krebsforschung
am hiufigsten bearbeiteten Zielstrukturen gehoren die Ty-
rosinkinasen, Enzyme, die die Ubertragung der terminalen
Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat auf ein Protein-
substrat katalysieren. In Tumorzellen sind manche Tyrosin-
kinasen an Schliisselpositionen nicht korrekt reguliert, wo-
durch es zur iiberschieBenden Phosphorylierung der Ziel-
proteine und andauernder Signalauslosung und Zellprolife-
ration kommt. Zudem konnen Tyrosinkinasen in Tumorzellen
iberexprimiert werden oder in abweichenden (mutierten)
Formen vorkommen, die das Wachstum der Krebszellen sti-
mulieren.”?? Die meisten dieser Kinaseinhibitoren sind he-
terocyclische Verbindungen, die mit ATP um die Bindung an
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die aktive Konformation des Enzyms konkurrieren. Imatinib-
mesylat war die erste Verbindung dieser Klasse, die 2001 von
der FDA zur Behandlung chronisch myeloischer Leukédmie
(CML) zugelassen wurde. Imatinib war gegen das BCR-ABL-
Protein gerichtet, ein mutiertes Fusionsprotein, das in den
Leukdmiezellen fast aller CML-Patienten vorkommt. Imati-
nib hemmt kompetitiv die Bindung von ATP an die BCR-
ABL-Tyrosinkinase und hemmt spezifisch die Proliferation
von CML-Zellen. Auf den Erfolg von Imatinib folgte zwei
Jahre spéter die Zulassung von Gefitinib, einem selektiven
Hemmstoff der Rezeptor-Tyrosinkinase des epidermalen
Wachstumsfaktors. Bislang sind mindestens 20 Kinaseinhibi-
toren gegen verschiedene Tumorindikationen zugelassen.
Viele der frithen Kinasehemmstoffe entfalten ihre cytotoxi-
sche Wirkung durch den Angriff auf eine spezifische Kinase.
Um die Zahl der gechemmten Kinasen zu vergrof3ern, werden
intensiv Hemmstoffe gesucht, die mehr als ein Zielprotein
treffen. Es ist allerdings noch nicht klar, ob eine niedrigere
Selektivitit solcher Verbindungen verstidrkte Nebenwirkun-
gen mit sich bringt.

FEin anderer neu aufkommender zielgerichteter Thera-
pieansatz ist der Einsatz niedermolekularer Substanzen, die
selektiv an die Oberfliche von Tumorzellen binden und dort
eine cytotoxische Komponente freisetzen.’”) Am weitesten
entwickelt ist ein Folat-Vinkaalkaloid-Konjugat. In diesem
Konjugat bindet das tumorselektive Element, Folsdure, mit
hoher Affinitit an den Folatrezeptor, der auf der Oberfldache
diverser Tumoren iiberexprimiert wird, insbesondere auf FEi-
erstock- und nichtkleinzelligen Lungentumoren. Das Kon-
strukt besteht aus Folsdure, die iiber eine Disulfidbriicke und
einen Pentapeptid-Spacer an Desacetylvinblastin-Mono-
hydrazid gebunden ist. Das Folatkonjugat zeigte gute dosis-
abhingige Antitumor-Aktivitéit in einem Folatrezeptor-posi-
tiven Tumor-Xenograftmodell und war signifikant aktiver als
das unkonjugierte Vinkaalkaloid. Die gleichzeitige Verab-
reichung eines Uberschusses an unkonjugierter Folsdure hob
die Aktivitdt des Konjugats auf und bestitigte damit die Tu-
morspezifitit.?*? Dieses Konjugat befindet sich gegenwirtig
in fortgeschrittener klinischer Erprobung.

2.1. Monoklonale Antikérper in der Krebsbehandlung

Die Erkenntnis, dass Krebszellen spezifische molekulare
Marker besitzen, die eine Rolle bei Wachstum und Progres-
sion der Tumoren spielen, hat neue Ansitze eroffnet, um
diese Marker spezifisch zu adressieren. Die Marker, auch als
Antigene bezeichnet, sind meist Zelloberflachenproteine,
-glycoproteine oder -kohlenhydrate. Im Idealfall werden sie
selektiv auf der Oberflaiche von Tumorzellen exprimiert und
finden sich nur minimal in normalen Geweben. In vielen
Fillen wird das Antigen iiberexprimiert oder liegt in mu-
tierter Form auf den Tumorzellen vor. Die Immunisierung
von Miusen mit humanen Krebszellen oder gereinigtem
Antigen induziert eine markerspezifische Antikdrperreaktion
im Serum dieser Tiere. Die Antikorper konnten zwar spezi-
fisch das gewiinschte Antigen binden, hatten aber oft nur
einen niedrigen Titer und lagen als Gemisch mit nichtspezi-
fischen Antikorpern vor. Die Entwicklung der Hybridoma-
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Technik durch Kohler und Milstein im Jahr 1975 brachte
einen erheblichen Fortschritt, denn nun wurde die Produktion
groBer Mengen eines einzelnen gereinigten Antikorpers
gegen das gesuchte Antigen moglich. Dazu werden antikor-
perproduzierende B-Lymphocyten aus Miusen isoliert und
durch Fusion mit einer Maus-Myelomzelllinie immortalisiert.
Die daraus entstehenden klonalen Zellen, Hybridoma ge-
nannt, konnen in vitro in Zellkulturflaschen oder Bioreakto-
ren zur Produktion der spezifischen monoklonalen Antikor-
per (mAb) geziichtet werden. Die Effizienz der Tumorzell-
abtotung durch monoklonale Antikorper schwankt stark, je
nachdem, welches Zielantigen angesprochen wird. Antikor-
per konnen das Absterben der Krebszellen iiber eine Reihe
von Mechanismen auslosen, darunter a)immunvermittelte
Funktionen wie antikorperabhingige zelluldre Cytotoxizitit
(ADCC), b)komplementabhingige Cytotoxizitit (CDC),
¢) antikorperabhingige Phagocytose, d) Storung der Tumor-
zell-Signalwege, die oft durch die Rezeptorblockierung ver-
ursacht wird, e) Abfangen zirkulierender Tumorzellen durch
die direkte Bindung an den Antikorper, f) Apoptose und
g) Immunmodulation der T-Zellfunktion.?"%]

Der erste klinische Versuch mit monoklonalen Antikor-
pern am Menschen wurde 1980 durchgefiihrt, als ein Lymp-
hom-Patient mit dem murinen monoklonalen Antikorper
AB 89 behandelt wurde.”” In den Folgejahren wurden klini-
sche Studien mit verschiedenen Maus-mAbs durchgefiihrt.
Dabei wurde das Problem offenbar, dass eine Immunantwort
gegen die Maus-mABs als Fremdprotein induziert wurde und
humane anti-Maus-Antikorper (HAMA) gebildet wurden.
Dadurch wurden die Mausantikérper schnell aus dem
Kreislauf eliminiert. Technische Fortschritte mit rekombi-
nanter DNA ermoglichten die Erzeugung an-
gepasster Antikorper, in denen maustypische
Proteinsequenzen der Antikdrper durch
solche ersetzt wurden, die natiirlicherweise in
humanen Antikorpern vorkommen, ohne die
spezifische Bindung des Antikorpers an sein
Antigen zu beeintrdchtigen. In den ersten
derartigen Konstrukten ersetzten die Mole-
kularbiologen nur die gesamten konstanten
Regionen der murinen Antikorper durch die
entsprechenden Sequenzen humaner Anti-
korper, wihrend die murinen variablen Do-
minen (Fv), die fiir die Antigenbindung ver-
antwortlich sind, erhalten wurden (Abbil-
dung 4). Diese ,,chimidren“ Antikorper ent-
hielten noch immer signifikante murine Se-
quenzanteile; weitere Fortschritte beim
Anpassen der Antikorper ergaben neue ,,Hu-
manisierungs“-Verfahren, die das Ersetzen
muriner Fv-Sequenzen durch analoge humane
Sequenzen erleichterten. Im humanisierten
Antikorper blieben nur die entscheidenden
Antigen-erkennenden murinen Reste erhal-
ten, die innerhalb der Fv-Dominen die
komplementaritdtsbestimmenden Regionen
(CDRs) ausmachten, wihrend die iibrigen
Sequenzen durch humane Fv-Sequenzen er-
setzt waren. Das Aufkommen der Phagen-
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Displaytechnik und transgener Méuse, die das humane Re-
pertoire trugen, zeigten neue Wege fiir die Erzeugung rein
humaner Antikorper auf, bei denen keine zusétzlichen An-
passungen fiir den Einsatz in der Humantherapie notwendig
waren.’”! Mit diesen Fortschritten konnte eine Immunant-
wort, wie sie gegen Mausantikorper induziert wurde, redu-
ziert oder vermieden werden. AuBlerdem ist die Serum-
Halbwertszeit der neuen Konstrukte deutlich ldnger (77, bis
zu 3 Wochen) als die der murinen Gegenstiicke (typischer-
weise 2 bis 3 Tage).

Der erste monoklonale Antikorper zur Krebsbekdamp-
fung, Rituximab, wurde 1997 von der FDA zur Behandlung
von Riickfillen oder bei Behandlungsresistenz von nicht
fortgeschrittenem oder follikuldren non-Hodgkin-Lymphom
mit CD20-positiven B-Zellen zugelassen.P!! Rituximab ist ein
chimérer Antikorper, der an das CD20-Antigen bindet, das
auf der Oberflidche der meisten B-Zell-Lymphome exprimiert
wird. Danach wurden der anti-CD-52-Antikorper Alemtu-
zumab und der anti-CD20-Antikorper Ofatumumab fiir die
Behandlung chronisch lymphatischer Leukidmie zugelassen.
Wihrend diese drei zur Behandlung hdmatologischer Entar-
tungen zugelassenen Antikorper als Monotherapie eingesetzt
wurden, zeigen die von der FDA zugelassenen Antikorper
gegen solide Tumore oft nur méfBige Aktivitdt und werden
typischerweise in Kombination mit Chemotherapeutika ver-
abreicht. So werden die humanisierten Antikorper Trastuzu-
mab und Pertuzumab, die gegen das HER-2-Antigen ge-
richtet sind, das auf einem Teil der Mammakarzinome und
einigen Magentumoren {iberexprimiert wird, oft gleichzeitig
mit einer Chemotherapie appliziert. In dhnlicher Weise
werden die anti-EGF-Rezeptor-Antikorper Cetuximab und

Struktur von murinen und humanisierten Antikérpern

’\<murine Fv >/

humane
konstante
Region

murin chimar

humane CDRs
humane Fv-und
konstante
Region

Region

human

Abbildung 4. Eine schematische Darstellung von Maus- (griin), chimidren, humanisierten
und humanen (blau) Antikérpern. Die Antikérper-Subdominen sind bezeichnet: Fab, Fc,
schwere variable Kette (vH), leichte variable Kette (vL), schwere konstante Kette (cH),

leichte konstante Kette (cL) und die komplementarititsbestimmenden Regionen (CDRs).
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Panitumumab mit Chemostatika zur Behandlung von kolo-
rektalen, Kopf- und Nackentumoren kombiniert. Bevacizu-
mab, ein antiangiogener Antikorper, der VEGF-A (vascular
endothelial growth factor A) bindet, wurde in Kombination
mit einer Chemotherapie gegen eine Reihe solider Tumoren
zugelassen. Eine solche Kombinationstherapie hat den
Nachteil, dass die toxischen Nebenwirkungen des cytotoxi-
schen Wirkstoffs erhalten bleiben. Vor kurzem wurde Ipi-
limumab, ein Antikorper, der das Immunsystem durch Bin-
dung an CTLA-4 aktiviert, fiir die Behandlung fortgeschrit-
tener Melanome zugelassen. Ipilimumab ist einer der weni-
gen Antikorper, die geniigend Aktivitdt fiir eine Monothe-
rapie gegen solide Tumoren aufweisen. In den 32 Jahren seit
der klinischen Testung des ersten monoklonalen Antikorpers
wurden bislang nur 8 Antikorper fiir die Krebstherapie zu-
gelassen, und nur zwei Zelloberflachenantigene aus der Fa-
milie der ErbB-Rezeptoren (HER-2 und EGFR) wurden
erfolgreich von Antikorpern bei der Behandlung solider Tu-
moren adressiert.

3. Die erste Generation der Antikérper-Wirkstoff-
Konjugate

Das Konzept der Antikorper-Wirkstoff-Konjugate
(ADCs) entstand wegen der Notwendigkeit, die Tumor-
selektivitat klinisch eingesetzter Antitumor-Verbindungen zu
verbessern. Wihrend die Rolle monoklonaler Antikorper bei
der Krebstherapie noch genauer definiert werden musste, war
bereits klar, dass viele Antikorper bevorzugt an Tumorzellen
binden und daher als Vehikel fiir eine selektive Freisetzung
des Antitumor-Wirkstoffs dienen konnen. In der ersten Serie
von ADCs, die hergestellt und getestet wurden, wurden die
Antitumor-Verbindungen Methotrexat, Vinblastin, Doxoru-
bicin und Melphalan an monoklonale Antikorper gekuppelt.
Dabei wurde schon friih festgestellt, dass die Art der Ver-
bindungsgruppen zwischen monoklonalem Antikérper und
Wirkstoff von Bedeutung ist. Nach Internalisierung in die
Zielzelle sollte ein intrazelluldrer Spaltungsmechanismus
diese Verbindung trennen und die aktive Substanz freisetzen.
Unter diesen Verbindungsgruppen befinden sich sdurelabile
Gruppen, die den sauren pH (&5) des intrazelluldren En-
dosoms bendtigen, und enzymatisch spaltbare Gruppen, die
von lysosomalen Enzymen wie Peptidasen und Esterasen
abhingen.

Die In-vitro-Priifung dieser Konjugate der ersten Gene-
ration an Tumorzelllinien der Zielzellen ergab in den meisten
Fillen nur eine méfBige Aktivitdt, oft geringer als die der
Ausgangssubstanzen. Eine gegen die Zielzelle spezifisch ge-
richtete Wirkung wurde in vitro selten nachgewiesen, wahr-
scheinlich, weil die Linker in diesen Konjugaten nicht passend
waren. Dennoch setzten die Forscher die Tests auf Antitumor-
Aktivitét dieser Konjugate in humanen Xenograft-Modellen
in Méusen fort und fanden eine deutliche Anreicherung eines
Antikorper-Methotrexat-Konjugats im Tumor. Innerhalb von
3 h nach Verabreichung waren 15% der injizierten Konju-
gatdosis pro Gramm Tumor akkumuliert.”? Es galt nun her-
ausfinden, ob diese beeindruckende Lokalisierung des Kon-
jugats im Tumor sich auch in einer signifikanten Antitumor-
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Aktivitdt widerspiegeln wiirde. Die Aktivitdt von Vinblastin
und Doxorubicin nach Konjugation an Antikorper iiber eine
sdurelabile Gruppe war tatsidchlich besser als die der ent-
sprechenden unkonjugierten Substanzen.**3¥

Diese ermutigenden priklinischen Versuche miindeten in
die klinische Erprobung von vier Kandidaten (Abbildung 5).

o OE/OH Hﬁ}(p

KSl/4-Methotrexat (6a)

NH,
NS NN
A A
N" N

HoN

Abbildung 5. Strukturen der ersten ADCs.

Ein Konjugat des murinen Antikérpers KS1/4 mit dem cyto-
toxischen Methotrexat (6a), verbunden iiber eine Amidbin-
dung, wurde in zwei klinischen Phase-I-Studien an Patienten
mit NSCLC getestet.®™ Die immunhistochemische (ICH)
Fiarbung von Tumorbiopsien der Patienten nach der Be-
handlung erbrachte iiberzeugende Hinweise auf die Anrei-
cherung der Konjugate im Tumor. Dennoch wurde in keiner
der Studien ein iiberzeugender Nachweis eines therapeuti-
schen Nutzens oder eines klinischen Ansprechens gefiihrt. Da
der Antikorper murinen Ursprungs war, induzierte das
Konjugat in der Mehrzahl der Patienten eine Immunantwort,
die anhand von HAMA im Serum innerhalb von drei Wochen

Angew. Chem. 2014, 126, 3872—3904


http://www.angewandte.de

Antikérper-Wirkstoff-Konjugate

nach der Behandlung nachgewiesen werden konnte. Die
Entwicklung der HAMA-Reaktion barg bei wiederholter
Injektion das Risiko einer schnelleren Eliminierung des ADC
aus dem Serum. Der murine KS1/4-Antikorper wurde auch
iiber eine esteraselabile Hemisuccinat-Briicke (KS1/4-
DAVLBH, 6b) oder eine siurelabile Hydrazonbindung (KS1/
4-DAVLBH, 6¢) an Desacetylvinblastin gekuppelt. Beide
Konstrukte wurden klinisch getestet.**¥! Zusitzlich wurden
in einer Unterstudie Patienten mit einem Adenokarzinom der
Lunge oder des Dickdarm mit einer radioaktiv markierten
Variante des Konjugats 6b behandelt. Dieses markierte
Konjugat erbrachte den eindeutigen Nachweis der Tumor-
lokalisation im Patienten. Dennoch wurde auch mit diesen
Konjugaten keine therapeutische Aktivitidt beobachtet. Auch
entwickelte die Mehrzahl der Patienten in diesen Studien eine
Immunantwort gegen den Mausantikorper und gegen das
Vinca-Alkaloid.

Anders als die oben beschriebenen Konjugate, deren
Entwicklung nach der Phase I abgebrochen wurde, wurde das
Antikdrper-Doxorubicin-Konjugat BR96-Dox (6d), in dem
Doxorubicin iiber eine sdurelabile Hydrazonbindung an den
chimiren Antikorper BR96 gekuppelt war, in einer klini-
schen Phase-II-Studie an metastasierendem Brustkrebs ge-
testet.’ In dieser randomisierten Studien wurden die Pati-
enten entweder mit dem Konjugat 6d oder mit freiem
Doxorubicin behandelt. Das Toxizitdtsprofil des Konjugats
unterschied sich deutlich von dem des unkonjugierten
Doxorubicins, was erwarten lie3, dass die Antikorper-ver-
mittelte Verabreichung eine Verdnderung der Verteilung des
Wirkstoffs im Korper erreichen konnte. Doch trotz starker
praklinischer Daten, in denen das konjugierte Doxorubicin
sich gegeniiber freiem Doxorubicin als iiberlegen erwiesen
hatte, lie} sich mit dem Konjugat keine klinisch signifikante
therapeutische Aktivitdt nachweisen. Obwohl BR96 ein chi-
mirer Antikorper war, induzierte das Konjugat bei etwa 50 %
der getesteten Patienten eine Immunreaktion.

4. Verbesserte Antikorper-Wirkstoff-Konjugate:
zentrale Erfordernisse

Der ausbleibende klinische Erfolg der frithen ADCs, die
alle bereits zugelassene Antitumorwirkstoffe als ,,Nutzlast®
trugen, dampfte zunichst den Forschungseifer auf diesem
Gebiet. Eine sorgfiltige Analyse aller Komponenten dieser
frihen ADCs ermoglichte aber dann die Identifizierung
mehrerer Faktoren, die das Scheitern verursacht haben
konnten.

4.1. Das cytotoxische Molekiil

Eine wichtige Eigenschaft der friihen ADCs war das
Fehlen einer ausreichenden Wirksamkeit in vitro und der
Befund, dass die Konjugation diese Wirksamkeit im Vergleich
zur unkonjugierten Ausgangsverbindung oft verringert. So
wurde beispielsweise fiir Konjugat 6 ¢ nur 1/8 der Wirkung des
unkonjugierten Desacetylvinblastins bestimmt.”®)  Auch
Konjugat 6d brachte es nur auf 1/8 der Wirkung von Doxo-
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rubicin.?Y Die verringerte Aktivitit nach der Konjugation
lasst sich auf die verschiedenen Arten der Aufnahme der
unkonjugierten und der konjugierten Substanz in die Zelle
zuriickfithren. Eine hydrophobe Verbindung wie Vinblastin
kann frei in die Zelle diffundieren und konzentriert sich an
ihrem intrazelluldren Ziel (Tubulin), wo sie den Zelltod ver-
ursacht. Die Anzahl der Molekiile eines moderat wirksamen
cytotoxischen Wirkstoffs, die fiir eine effektive Abtétung von
Zellen erforderlich ist, kann sehr hoch sein (> 10° Molekiile/
Zelle). Der Transport des cytotoxischen Molekiils durch
einen Antikorper wird durch zwei Faktoren begrenzt: a) die
nur miBige Anzahl von Antigenmolekiilen auf der Zell-
oberfldche, an die der Antikorper binden kann (typischer-
weise =~ 10° Rezeptoren/Zelle) und b) die in manchen Fillen
ineffiziente Internalisierung des zelloberflaichengebundenen
Antigen-Antikorper-Komplexes und/oder die unzureichende
intrazelluldare Freisetzung des aktiven Wirkstoffs. Damit ein
ADC also therapeutisch wirksam sein kann, muss die Zahl
der cytotoxischen Molekiile, die eine Zelle abttten, unter-
halb, moglichst sogar weit unterhalb der Zahl liegen, die der
Antikorper in die Zelle liefern kann. Aufgrund dieser Be-
rechnungen sind cytotoxische Molekiile mit einer Wirksam-
keit im pikomolaren Bereich erforderlich. Auch Dosimetrie-
untersuchungen mit radioaktiv markierten Antikorpern er-
gaben, dass die Aufnahme durch den Tumor ziemlich niedrig
war (zwischen 0.003 und 0.01% der injizierten Dosis je
Gramm Tumor).® Neben der hohen Aktivitit wird oft
iibersehen, dass cytotoxische Molekiile fiir ADCs unbedingt
stabil und relativ gut loslich im wéssrigen Milieu des Anti-
korpers sein miissen. Eine weitere Herausforderung ist die
notwendige chemische Modifikation des Wirkstoffs, um
funktionelle Gruppen einzufiihren, iiber die die Konjugation
mit den Antikorpern abléduft. Position und Art der Modifi-
kation miissen sorgfiltig ausgewidhlt werden, um die Wirk-
samkeit der Ausgangsverbindung zu erhalten.

4.2. Die Verbindungsgruppen (Linker)

Fiir die ersten ADCs, die in die klinische Erprobung
kamen, wurde der Wirkstoff (Methotrexat oder Des-
acetylvinblastin), der eine Carboxylgruppe triagt, nur mit
dem Antikorper in wissriger Losung in Gegenwart des
Kupplungsreagens EDC (N-Ethyl-N'-(3-dimethylaminopro-
pyl)carbodiimid-hydrochlorid) gemischt, damit sich mit
Aminogruppen des Antikérpers Amidbindungen ausbilden
konnten. Da die Antikorper Aminosduren mit freien
Carboxylgruppen (Aspartat, Glutamat) und freien Amino-
gruppen (Lysin) tragen, kann es durch EDC auch zu intra-
und intermolekularen Amidbindungen zwischen Aminosiu-
ren des Antikorpers kommen. Es gab zu dieser Zeit auch
noch keine analytischen Moglichkeiten, um die biochemi-
schen Charakteristika dieser Konjugate vor der klinischen
Testung zu bestimmen. Die erste Verbesserung der Linker-
entwicklung erfolgte, als klar wurde, dass dieser nach der
Internalisierung des ADC in die Zielzelle gespalten werden
sollte, um die aktive Wirkstoffkomponente freizusetzen. In
zwei der ADCs, die klinisch eingesetzt wurden, war der
Wirkstoff (Desacetylvinblastin-Hydrazid und Doxorubicin)
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iiber sdurelabile Hydrazonbindungen an den Antikorper ge-
bunden, um den sauren pH (= 5) in Endosomen und Lyso-
somen auszunutzen. Bei Inkubation der ADCs in saurem
Puffer konnte eine effiziente Freisetzung des Wirkstoffs
nachgewiesen werden. Bei Inkubation der ADCs unter phy-
siologischen Bedingungen (pH 7.4, 37°C) wurde der Wirk-
stoff zeitabhingig langsam freigesetzt.’® Eine vorzeitige
Abspaltung des Wirkstoffs in die Blutbahn kann Ursache fiir
eine systemische Toxizitdt und eine geringere therapeutische
Breite sein. Eine effektive Planung des Linkers, so die
Schlussfolgerung, muss also eine Balance zwischen einer
guten Stabilitdt wihrend mehrerer Tage Verweildauer im
Serum und einer effizienten Spaltung nach dem Transport in
die Zielzelle herstellen.

4.3. Der Antikérper

Die Schliisselfunktion des Antikorpers ist, bevorzugt die
Antigene auf der Zielzelle zu binden und so die angekuppelte
cytotoxische Substanz am Tumor anzureichern. Idealerweise
sollte der Antikorper gegen Oberflichenantigene gewihlt
werden, die in hoher Kopienzahl (> 10%/Zelle) exprimiert
werden. Auflerdem sollte das Antigen homogen auf allen
Zellen des Tumors exprimiert werden (was sich durch ICH-
Farbungen von Tumorbiopsien nachweisen lésst). Die ange-
strebte Bindungsaffinitdt des Antikorpers wird kontrovers
diskutiert. Eine hohe Affinitit (K, <1 nM) kann zwar eine
gute Tumorlokalisierung sicherstellen, doch deuten einige In-
vivo-Untersuchungen darauf hin, dass Antikérper mit nied-
rigerer Affinitdt solide Tumoren besser durchdringen
konnen.*! Die Bedeutung dieser Untersuchungen in Miusen
mit subkutanen Xenografts humaner Tumoren ist unklar.
Neben der Bindung an die Oberfléche der Tumorzelle ist die
Internalisierung des Antikorper-Antigen-Komplexes ein
wichtiger Faktor, weil dabei die angekuppelte Nutzlast in-
trazelluldr freigesetzt werden kann. Diese Internalisierung,
auch rezeptorvermittelte Endocytose genannt, hingt von der
Art des Antigens ab. Bei einigen Rezeptoren von Wachs-
tumsfaktoren wie dem Rezeptor des epidermalen Wachs-
tumsfaktors (EGFR) ist bekannt, dass sie gut internalisiert
werden.*!) Daher ist die Internalisierungseffizienz ein wich-
tiger Faktor, der bei der Auswahl eines Zielantigens fiir
ADCs beriicksichtigt werden muss. Auch wenn der ADC-
Ansatz keinen Antikorper erfordert, der selbst funktionell
aktiv ist, konnte eine solche Eigenschaft des Antikorpers aber
zusitzlichen therapeutischen Nutzen mit sich bringen. Das
Problem der Immunogenitét, das mit murinen Antikérpern in
den frithen ADCs auftrat, ldsst sich mit ,,humanisierten* oder
vollstindig humanen Antikorpern, die inzwischen verfiigbar
sind, umgehen.

5. Antimitotische Substanzen als ADC-Nutzlast
Mikrotubuli-angreifende Verbindungen sind antimito-

tisch, denn sie hindern die Kernspindel daran, die Chromo-

somen zu trennen; auBerdem verdndern sie die Architektur

des Zellskeletts und verursachen so den Zelltod.*d Die
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Vinca-Alkaloide (z.B. Vincristin und Vinblastin) gehoren zu
dieser Verbindungsgruppe, die die normale Bildung und
Dynamik der Mikrotubuli unterbrechen, wihrend die Taxo-
ide (z.B. Paclitaxel und Docetaxel) eine verdnderte Mik-
rotubulistruktur stabilisieren und so den normalen Abbau
withrend der Zellteilung storen.*¥ Wegen ihrer Wirkung auf
die Mitose sind antimitotische Substanzen besonders toxisch
gegeniiber Krebszellen, die sich normalerweise schneller
teilen als die meisten Nicht-Krebszellen. Allerdings konnen
auch schnellteilende Nicht-Krebszellen wie die Zellarten im
Darm, in den Haarfollikeln und die myeloischen Zellen ab-
getotet werden; so entstehen Ubelkeit, Haarverlust und
Myelosuppression als bekannte Nebenwirkungen. Anti-
mitotische Verbindungen, die mit der Mikrotubuli-Dynamik
wechselwirken, beeintrachtigen auch die Funktion peripherer
Neuronen, wodurch Neuropathie entsteht.**!

Die meisten monoklonalen Antikorper und ADC:s fiir die
Krebsbehandlung sind gegen Antigene gerichtet, die auf der
Oberfliche der Tumorzellen iiberexprimiert werden. Diese
Antigene werden allerdings oft auch auf gesunden Zellen
exprimiert, wenn auch in geringerem AusmaB. Auferdem
konnen verschiedene Arten nicht-tumordser Zellen den An-
tikorper oder ADC auch durch unspezifische Pinocytose oder
iiber Zelloberflichen-Fc-Rezeptoren aufnehmen.*! Es wire
daher wiinschenswert, eine cytotoxische Komponente zu
haben, die eine gewisse inhdrente Selektivitdt beim Abtoten
von Tumorzellen im Gegensatz zu gesunden Zellen hat. Der
Einsatz antimitotischer Substanzen als ADC-Bestandteil
kann dieses Ziel annéhernd erreichen, da die Verbindungen
gegeniiber sich langsam oder nicht teilenden gesunden
Zellen, die dem Konjugat ebenfalls ausgesetzt sein konnen,
weniger toxisch sind.

Die Maytansinoide und Auristatine besitzen als mikro-
tubulibindende Substanzen die gewiinschte hohe Wirksam-
keit fiir ADCs. Vertreter beider Klassen wurden bereits er-
folgreich als toxische Komponenten in klinisch zugelassenen
ADCs verwendet und werden in zahlreichen weiteren kli-
nisch getestet.

5.1. Maytansinoide als ADC-Nutzlast

Maytansin (1) ist ein Benzoansamakrolid, das erstmalig
1972 von Kupchan etal. aus der Rinde des &dthiopischen
Strauchs Maytenus ovatus isoliert wurde.! Maytansin und die
Maytansinoide im Allgemeinen binden in der Néhe der
Bindestelle der Vinca-Alkaloide an Tubulin. Wahrscheinlich
ist die Affinitdt fiir die Tubulineinheiten an den Enden der
Mikrotubuli hoch, wihrend sie fiir Bindestellen in den tibri-
gen Bereichen der Mikrotubuli geringer ist.”! Die Bindung
unterdriickt den Umbau der Mikrotubuli und arretiert die
Zelle damit in der G2/M-Phase, die daher letztlich die
Apoptose einleitet.

Maytansin wurde ausfithrlich am Menschen getestet,
konnte aber in tolerierbaren Dosen keinen therapeutischen
Nutzen erbringen.” Die ungewohnlich hohe cytotoxische
Aktivitdt macht die Maytansinoide jedoch zu interessanten
Kandidaten fiir einen Antikorper-vermittelten FEinsatz.
Zudem erfiillt Maytansin weitere zentrale Kriterien einer
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Nutzlast fiir ADCs, wie eine gute Stabilitdt und eine ver-
niinftige Loslichkeit in wissrigem Milieu. Maytansin besitzt
allerdings keine leicht zugéngliche funktionelle Gruppe, iiber
die man die Verbindung zum Antikorper herstellen kann.

5.1.2. Die Entwicklung kuppelbarer Maytansinoide

Die Maytansinoide sollten so an die Antikorper gekup-
pelt werden, dass das Konjugat im Serum stabil ist, in den
adressierten Zellen aber gespalten werden kann. Disulfid-
briicken erfiillen diese Bedingung: Sie konnen von Thiolen im
Cytoplasma von Zellen gespalten werden, denn dieses enthélt
hohe Konzentrationen an freiem Thiol, hauptsichlich in Form
von Glutathion (1-10 mm),"*’ wihrend Blut viel geringere
Konzentrationen an freiem Thiol enthilt (~5 pm).P” Unter-
suchungen zu Struktur-Aktivitits-Beziehungen (SAR) an
Maytansinoiden ergaben, dass mehrere Pharmakophore er-
forderlich sind, um die Cytotoxizitit in vitro zu erhalten."
Das Carbinolamid an C9 und die Doppelbindungen an C11
und C13 sind fiir die Aktivitét erforderlich. Auch der Verlust
des Epoxidrestes vermindert die Aktivitit. Die C3-Ester-
Seitenkette war fiir die biologische Aktivitdt erforderlich,
aber ihre Struktur konnte ohne Wirkungsverlust variiert
werden. Weil die C3-Position fiir Modifikationen zugénglich
ist, wurden hier neue Esterseitenketten eingebaut, die eine
terminale Thiolgruppe trugen, damit die Verbindung an die
Antikorper gekuppelt werden kann.

Maytansinol (7b) ist das Hydrolyseprodukt von 1 nach
Spaltung des C3-Esters. Maytansinol kann mit verschiedenen

/C_) OH
Maytansinol (7b)

i H
O OH

Ansamitocin P-3 (7a)

DM1 (7d)

Abbildung 6. Semisynthese von DM1 aus Ansamitocin P-3.
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Seitenketten verestert werden, um die gewiinschten May-
tansinoide herzustellen. Es wurden Totalsynthesen von 7b
beschrieben, die sich moglicherweise an die Herstellung
thioltragender Maytansinoide anpassen lassen.”>>*! Schwierig
wire dabei jedoch, die Stereochemie an verschiedenen Posi-
tionen zu erhalten; auBerdem sind die Gesamtausbeuten
vielstufiger Synthesen meist niedrig. Thioltragende Maytan-
sinoide wie DM1 (7d) werden daher meist semisynthetisch
hergestellt. Das Vorprodukt, Ansamitocin P-3 (7a), wird
durch Fermentation des Mikroorganismus Actinosynnema
pretiosum gewonnen (Abbildung 6).F? Die kontrollierte Re-
duktion von 7a mit LiAl(OMe);H fiihrt zum Maytansinol
(7b). Die Veresterung mit einer Carbonsaure, die ein Disulfid
enthilt, in Gegenwart des Kupplungsreagens EDC und
Zinkchlorid als Lewis-Séure liefert die Maytansinoid-Disul-
fide 7¢, 7f und 7h, die mit Dithiothreitol (DTT) zu den ge-
wiinschten thioltragenden Maytansinoiden reduziert werden
(Abbildung 7, 7d, 7e, 7g).

DM1, 7d

(@=0,R",RER% = H)
DM1-SMe, 7c (g = 0, R',R? = H, R® = SMe)

DM3, 7e (g=1,R'=Me, R2R® = H)
DM3-SMe, 7f (g =1, R'= Me, R?= H, R® = SMe)
DM4, 7g (g=1,R",R?=Me, R®=H)
DM4-SMe, 7h (g =1, R',R? = Me, R® = SMe)

Abbildung 7. Maytansine und thiolhaltige Maytansinoide.

Die In-vitro-Cytotoxizitdt der Maytansinoide wird nor-
malerweise nicht mit Verbindungen bestimmt, die einen
Thiolrest tragen, denn diese Verbindungen konnen mit
Komponenten des Zellkulturmediums wie Cystin Thiol-Di-
sulfid-Austauschreaktionen eingehen. Stattdessen werden
Maytansinoid-Disulfidderivate fiir die Messungen benutzt.
Die Maytansinoide DM1-SMe (7¢), DM3-SMe (7f) und
DM4-SMe (7h) haben mit ICs-Werten von 0.029 nM,
0.011 nm bzw. 0.0011 nm Wirkungen gegeniiber KB-Zellen,
die &dhnlich oder besser als die von Maytansin (ICs,=
0.024 nm) sind. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die SK-
Br-3-Zelllinie veroffentlicht.

5.1.3. Herstellung von ADCs mit Maytansinoiden

Maytansinoid-ADCs oder Antikdrper-Maytansinoid-
Konjugate (AMCs), in denen die Maytansinoide iiber Disul-
fidbriicken an Antikérper gebunden sind, werden im Allge-
meinen aus einem monoklonalen Antikorper, einem hetero-
difunktionellen Linker und einem thiolhaltigen Maytansinoid
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Abbildung 8. Konjugation der Maytansinoide an Antikérper tiber Disul-
fid-Linker.

gebildet (Abbildung 8).”? Lysine des Antikorpers werden mit
dem aktivierten Ester eines heterodifunktionellen Linkers zu
einem modifizierten Antikorper umgesetzt, der ein reaktives
Disulfid enthilt. Der Grad der Modifikation kann iiber die
Einstellung der molaren Aquivalente des zugegebenen Lin-
kers gesteuert werden. Meist werden etwa 3 bis 4 Lysine an
einem Antikorpermolekiil modifiziert. Der modifizierte An-
tikérper wird mit einem thioltragenden Maytansinoid ver-
setzt, das 2-Thiopyridin unter Bildung des Konjugats ver-
driangt. Die Bindungsstérke der Disulfidbriicke kann variiert
werden, indem man Maytansinoide oder Linker mit sterisch
gehinderten oder ungehinderten Thiolen verwendet. Man
kann AMCs auch herstellen, indem man zuerst die thioltra-
genden Maytansinoide mit dem Linker in hochkonzentrierter
Losung umsetzt und das Zwischenprodukt dann mit dem
Antikorper in wéssriger Losung zur Reaktion bringt. Diese
zweite Methode bietet besonders Vorteile zur Herstellung
von AMCs mit sterisch stark gehinderten Disulfidbriicken.
AMC:s mit Thioesterverbindungen werden durch Umsetzen
des Antikorpers mit einem difunktionellen Linker aus einem

R. V. ). Chari et al.

Pty

SMCC

\Y
ijvNH2

s 3 N \§
N\(\/ M&;\(jgm m\f

mAb-SMCC-DM1

Abbildung 9. Konjugation der Maytansinoide an Antikérper tiber Ma-
leimid-Linker.

aktivierten Ester und einer Maleimidogruppe, beispielsweise
SMCC, und der anschlieBenden Reaktion des modifizierten
Antikorpers mit dem thiolhaltigen Maytansinoid produziert
(Abbildung 9).

Um zu bestimmen, wie die sterische Hinderung der Di-
sulfidbriicke die Pharmakokinetik beeinflusst, wurden ver-
schiedene Konjugate des humanisierten C242-Antikorpers
hergestellt.”® Jedes Konjugat wurde bei pH 6.5 und 37°C mit
DTT inkubiert und die relative Geschwindigkeit der thiolin-
duzierten Maytansinoid-Freisetzung in vitro gemessen. Wie
erwartet, wurde aus den stidrker gehinderten Disulfidkonju-
gaten Maytansinoid langsamer freigesetzt als aus den weniger
gehinderten (Tabelle 1). Das am stérksten gehinderte AMC
8¢g setzte das Maytansinoid mehr als 22000-mal langsamer
frei als 8a, das am wenigsten gehinderte Konjugat.

5.1.4. In-vitro-Cytotoxizitdt von AMCs

Die In-vitro-Cytotoxizitit einer Auswahl von Konjugaten
des huC242-Antikorpers gegen das CanAg-Antigen mit
Maytansinoiden unter Verwendung verschiedener Disulfid-
Linker und eines nicht-spaltbaren Thioether-Linkers (Tabel-

Tabelle 1: Effekt der sterischen Hinderung auf die Linker-Stabilitit von huC242-AMCs. 1!

Substituenten

mAb-Seite DM-Seite Disulfid- Disulfidreduktion, Relative In-vivo-PK

R1 R2 R3 R4 q ADC Hinderung Geschw.®! (k [M~'min~"]) Stabilitit t; [h]
H H H H 0 8a 0:0 14 1 15
Me H H H 0 8b 1:0 2 7 47
Me Me H H 0 8c 2:0 0.8 16 n.b.
H H Me Me 1 8d 0:2 1.0 14 87
Me H Me H 1 8e 1:1 0.8 170 n.b.
Me H Me Me 1 8f 1:2 0.014 980 218
Me Me Me Me 1 8g 2:2 < 0.00064 >22000 n.b.
H H Me H 1 8h 0:1 n.b. n.b. n.b.
- - - - - 8i thioether n.b. n.b. n.b.

[a] = Kein Disulfid vorhanden; n.b.: nicht bestimmt. [b] Disulfidreduktion durch DTT bei pH 6.5, 37°C. Die Strukturen der Disulfid-AMCs sind in

Abbildung 8 dargestellt.
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le 1) wurde gegen antigen-positive COLO205-Zellen getes-
tet.”®! Alle Konjugate waren unabhingig von der Linker-
struktur hoch wirksam mit ICs,-Werten zwischen 3.5 und
15 pm; die Spaltung der Disulfidbriicke ist also nicht n6tig, um
die Zellen in vitro abzutoten. Gegeniiber antigen-negativen
Zellen waren die AMCs nur wenig aktiv, was die Antigen-
Spezifitat der Cytotoxizitdt belegt. Ein Test zur Abtotung
benachbarter Zellen wurde durchgefiihrt, wobei eine repra-
sentative Gruppe von huC242-Konjugaten mit verschiedenen
Linkern mit antigen-negativen Zellen (Namalwa-Zellen) in
Gegenwart unterschiedlich vieler antigen-positiver Zellen
(COLO205) inkubiert wurde. Die AMCs mit den Disulfid-
briicken konnten die antigen-negativen Zellen (,,Bystander*-
Zellen) abtoten, solange genug antigen-positive Zellen an-
wesend waren (Abbildung 10). AMCs mit einer sterischen

16-. L T T T N

1.4 T E E s

E 12 & = 1 5 s
| - 5N

g 1o ||[[ i EN
~ 1 = HHN
S 0s o HER
£ T(HEER HER
2 09 = s % 2|5 s
2 L[]l 1EHER HER
“ ZEN ; 2 ZIEIN
1ITEEN 11 i HER

2l [HEN 5 HEN

ooLLULL LEEIN Be |l HBs =N

® &

5000 Ag (-) Zellen
5000 Ag (-) Zellen + 125 Ag (+) Zellen
5000 Ag (-) Zellen + 500 Ag (+) Zellen

5000 Ag (-) Zellen + 1250 Ag (+) Zellen
ES) 5000 Ag (-) Zellen + 5000 Ag (+) Zellen

BOBOA

Abbildung 10. Der Effekt der AMC-Bindung auf das Abtéten von By-
stander-Zellen. Die Absorption bei 450 nm ist ein MaR fiir die Lebens-
fahigkeit der Zellen. Die Zellen wurden 5 Tage lang 1 nm Konjugat aus-
gesetzt. Ag (—) =antigen-negativ; Ag (4) =antigen-positiv.

Hinderung auf der Maytansinoid-Seite der Disulfidbindung
toteten mehr Bystander-Zellen ab. Die AMCs 8h und 8d mit
einer sterischen Hinderung auf der Maytansinoid-Seite der
Disulfidbindung zeigten ein vergleichbares Maf} an Abttung
der Bystander-Zellen. AMC 8i mit dem nicht-spaltbaren
Thioether-Linker jedoch totete keine unbeteiligten Zellen ab,
auch nicht in Gegenwart einer grof3en Zahl antigen-positiver
Zellen.P"!

Wihrend bei huC242-AMCs die Art des Linkers die In-
vitro-Wirksamkeit gegen antigen-positive Zellen nicht be-
einflusste, war dies bei AMCs gegen andere Antigene oft
nicht der Fall. Die In-vitro-Wirksamkeit von AMCs aus
einem Antikorper gegen den Folatrezeptor o (anti-FOLR1)
verdeutlicht diesen Befund (Abbildung 11).°® Die anti-
FOLR1-Konjugate mit den Thioether- oder Disulfid-Linkern
hatten vergleichbare In-vitro-Wirksamkeit auf antigen-posi-
tive KB-Zellen, die mindestens 2 x 10° Rezeptoren pro Zelle
exprimieren. Konjugate mit Disulfid-Linkern waren aller-
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Abbildung 11. Die relative Wirkung von anti-FOLRT-AMCs in vitro ist
zelllinienabhiangig.

dings wirksamer als AMCs mit Thioether-Linkern gegeniiber
JEG-3-Zellen, die das Zielantigen nur etwa 4 x 10*-mal pro
Zelle exprimieren.’ Der Wirksamkeitsunterschied von Di-
sulfid- im Vergleich zu Thioether-verbriickten anti-FOLRI1-
AMC:s scheint also von der Zelllinie oder der Expressions-
hohe des Antigens abzuhingen. EGFR-AMCs mit einem
Disulfid- und einem Thioether-Linker waren vergleichbar
wirksam gegeniiber MDA-MB-468-Zellen, wéihrend die di-
sulfidverbriickte Verbindung gegeniiber A-431-Zellen mehr
als 20-mal wirksamer war, obwohl in diesem Fall die Hohe der
Antigenexpression vergleichbar war.>’!

5.1.5. Zelluléirer Katabolismus von AMCs

Um die Cytotoxizitdt und die Abtotung der Bystander-
Zellen zu verstehen und um die Linker-Systeme fiir die
AMC s zu verbessern, wurde versucht, die Mechanismen der
AMC-Prozessierung in antigen-positiven Zellen aufzukli-
ren.”! Antigen-positive COLO205-Zellen wurden in vitro
mit huC242-[*H]Maytansinoid-Konjugaten, die mit verschie-
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Abbildung 12. Prozessierung der AMCs in der Zelle.

denen Linkern hergestellt worden waren, behandelt (Disul-
fid-Linker: SPP, SPDB; Thioether-Linker: SMCC) (Abbil-
dung 12). Aus allen Konjugaten wurden lysinhaltige Katabo-
lite abgespalten, die eine unversehrte Bindung zu den un-
verdnderten Maytansinoiden hatten. Die lysinhaltigen Kata-
bolite fanden sich iiberwiegend in den Zelllysaten und in
kleineren Mengen in den Uberstinden (= 10 % oder weniger
von dem in den Lysaten befindlichen Mengen); vermutlich
wurde der Antikorper vollstédndig bis auf den Lysinrest ab-
gebaut, und die Kataboliten konnten
durch aktiven oder passiven Transport
zu einem gewissen Anteil die Zell-
membran passieren. Das Konjugat mit
dem  nicht-spaltbaren  Thioether-
Linker lieferte Lysin-Linker-Maytin-
sinoid als einzigen Kataboliten, wih-
rend aus den Konjugaten mit Disulfid-
Linkern noch weitere Verbindungen
entstanden. Aus den disulfidverbriick-
ten DMI1-Konjugaten entstanden
DM1 und kleinere Mengen an S-
Methyl-DM1, das vermutlich aus DM1

-

| HN gS May
TS
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N .S ay
Lys” \ﬂ/\/\ s
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o
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darauf, dass die Maytansinoide trotz ihrer Epoxid-, Ester- und
cyclischen Carbamatreste in Lysosomen stabil sind.

Die vorgeschlagenen Mechanismen fiir die Verstoff-
wechslung der Konjugate sind in Abbildung 13 zusammen-
gestellt. Nach Bindung an die Oberfliche der Tumorzellen
und Internalisierung wird der Antikorperanteil der AMC im
Lysosom proteolytisch bis auf den letzten verbleibenden Ly-
sinrest abgebaut. Der Rest der Verbindung wird dann passiv
oder aktiv aus dem Lysosom ins Cytoplasma transportiert. Im

L F = AMC
he o =ungeladene DM1- oder DM4-Spezies
£ «=K =Lysin-Linker-Cytotoxikum

Ty

~

o
D

- \
Tubulin \ &
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\
\

/ Bystander-ZeIIex

®
4
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entsteht. DM1 und S-Methyl-DM1
wurden im Zellkulturmedium und im
Zelllysat nachgewiesen. Analog dazu

1 > Tubulin
~

— . ®e \ v
- ? o ~

entstanden aus dem disulfidverbriick-

ten DM4-Konjugat DM4 und S-

Methyl-DM4  (letzteres war die
Hauptkomponente), die ebenfalls im
Kulturmedium und im Zelllysat nach-
weisbar waren. In keinem der Kata-
bolite wurde eine Verdnderung des
Makrocyclus gefunden, ein Hinweis von Bystander-Zellen.
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Fall der AMCs mit nicht-spaltbarem Linker kann das Lysin-
Linker-Maytansinoid-Bruchstiick im Cytoplasma an Tubulin
binden, den Umbau der Mikrotubuli blockieren und damit
den Zelltod induzieren, oder es kann aus der Zelle hinaus-
transportiert werden. Weil die lysintragenden Kataboliten
geladen sind, sollten sie nicht in die benachbarten Bystander-
Zellen diffundieren und dort die Zellen in der G2/M-Phase
arretieren und den Zelltod induzieren. Bei AMCs mit Di-
sulfid-Linkern werden einige oder alle lysinhaltigen Katabo-
lite zunichst durch Reduktion im Cytoplasma gespalten.
Dabei entstehen die thiolhaltigen Maytansinoide DM1 oder
DM4, die dann durch ein endogenes S-Methyltransferase-
Enzym am Thiol methyliert werden kénnen. Diese Metabo-
lite sind ungeladen und kénnen daher aus der Zelle ausflie3en
und in die Bystander-Zellen eindiffundieren und sie abtoten.
Die Abtétung der Bystander-Zellen kann in manchen Situa-
tionen vorteilhaft sein. Man vermutet, dass ADCs nur
schlecht in Tumoren eindringen, sodass Tumorzellen umso
weniger Konjugat aufnehmen, je weiter weg sie von den
Blutgefifen liegen.I” Ungeladene niedermolekulare Meta-
boliten sollten allerdings tiefer in den Tumor eindringen und
auch solche Zellen abtoten, die fiir das Konjugat schlechter
zuginglich sind. Die Abtotung von Bystander-Zellen kann
auch unverzichtbar sein, um Zellen eines heterogenen
Tumors abzutéten, in dem das Zielantigen nur von einem Teil
der Zellen hoch exprimiert wird.

5.1.6. Cytotoxizitit von AMCs gegen MDR-1"-Zellen

Es gibt verschiedene Mechanismen, durch die Tumorzel-
len gegen eine Behandlung resistent werden konnen. So
konnen MDR-Proteine (multi-drug resistance) das Chemo-
therapeutikum aus der Zelle heraustransportieren. Eine der
hiufig vorkommenden MDR-Pumpen ist MDR-1. AMCs
wurden gegen Zellen getestet, die das MDR-1-Protein (auch
P-Glycoprotein oder Pgp genannt) exprimieren.®? AMCs mit
ungeladenen oder unpolaren Linkern waren in vitro weniger
wirksam gegen MDR-1%-Zellen als gegen MDR-1"-Zellen.
Im Allgemeinen transportiert MDR-1 hydrophobe Verbin-
dungen effizienter als hydrophile. Folgerichtig wurden gela-
dene oder hydrophile Linker ent-
wickelt. Die damit hergestellten
AMC:s wurden zu hoch geladenen
oder polaren Metaboliten abge-
baut, die eine verbesserte Wir-
kung gegen MDR-1%-Zellen
aufwiesen. Beispiele fiir solche
polaren Linker sind Sulfo-SPDB
und Mal-PEG4-NHS (Abbil-
dung 14).162%

Disulfid-Linker

Sulfo-SPDB

5.1.7. Préklinische Pharmakokinetik, 2. Dm4

Vertriglichkeit und Wirksam-
keit von AMCs ﬁf o

Die AMCs mit spaltbaren
Disulfid-Linkern und nicht-spalt-
baren Thioether-Linkern wurden
in vivo auf ihre pharmakokineti-
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schen Parameter (PK) getestet.”® Die Serumhalbwertszeit
von AMCs mit Disulfid-Linkern hing vom Ausmaf} der ste-
rischen Hinderung der Disulfidbriicke ab; mit steigender
Hinderung nahm die Eliminationsgeschwindigkeit stetig ab
(Tabelle 1). So hat das sterisch sehr anspruchsvolle AMC 8 f
eine Halbwertszeit von etwa 218 h, die mit der des nicht-
spaltbaren AMC 8i und mit der von unmodifiziertem hu-
manem IgG, in Miusen vergleichbar ist. Die Halbwertszeit
von 8f in vivo war 14.5-mal ldnger als die des sterisch nicht
gehinderten AMC 8a. Die Vertriglichkeit von AMCs mit
Disulfid-Linkern wurde in Méusen von den sterischen Fi-
genschaften der Disulfidbriicke offenbar kaum beeinflusst,
denn die verschiedenen disulfidverbriickten AMCs hatten
dhnliche MTDs von etwa 50 mgkg ' (Antikorperdosis bei
einer typischen Maytansinoid-Beladung von 3.5 bis 4 je An-
tikorper).”® AMCs mit nicht-spaltbaren Linkern wurden von
Mausen besser vertragen, die MTDs lagen etwa 2- bis 3-mal
so hoch wie die der disulfidverbriickten AMCs./*?
Allerdings korrelierte bei In-vivo-Versuchen mit AMCs
mit Thioether- oder Disulfidbriicken die Wirksamkeit oft
nicht mit der In-vivo-Stabilitit. Die Antitumorwirkung von
huC242-Maytansinoid-Konjugaten mit unterschiedlicher ste-
rischer Hinderung in der Disulfidbriicke (8b, 8¢, 8 f) wurde in
Miusen mit COLO205-Xenografts verglichen (Abbil-
dung 15). In diesem Modell war AMC 8b am wirksamsten.
Bei der getesteten Dosis zeigten AMCs mit weniger leicht
spaltbaren Linkern wenig oder keinen Wirkungsvorsprung
gegeniiber Kontrollméusen, die phosphatgepufferte Salzlo-
sung (PBS) erhalten hatten. In einem zweiten Experiment
wurden Miduse mit einem COLO203-Xenograft mit anderen
AMCs behandelt (Abbildung 16). Das AMC 8d erwies sich
als wirksamstes, gefolgt von 8h; AMCs 8b und 8¢ waren am
wenigsten wirksam. Diese beiden Versuchsreihen demon-
strieren, dass eine starke sterische Hinderung der Disulfid-
briicke sich nachteilig auf die Wirksamkeit der AMCs aus-
wirken kann; auch die Lage der blockierenden Gruppen hat
dabei einen Einfluss. Besonders eine sterische Hinderung auf
der Maytansinoid-Seite der Disulfidbriicke fiihrte zu besserer
Wirkung im Vergleich zu einer Hinderung auf der Antikor-
per-Seite. Diese verbesserte Aktivitdt kann auf die Bildung

Thioether-Linker

(0] o) o
N ,Oﬁ\/O)\ANJ\/\ N
o 4 H /
(@] (e}
Mal-PEG-NHS

¥
1. || lNH,

2. DM1

mAb-Sulfo-SPDB-DM4

mAb-PEG-MaI-DM1

Abbildung 14. Polare Sulfo-SPDB- und Mal-PEG4-OSu-Linker und die damit hergestellten AMCs.
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Abbildung 15. Einfluss der sterischen Hinderung der Disulfidgruppe
auf die In-vivo-Wirksamkeit von huC242-Konjugaten auf COLO205-
Xenografts.

eines aktiveren Maytansinoid-Metaboliten zuriickgefiihrt
werden; aber auch Unterschiede beim Abbau der AMCs und
der Pharmakokinetik kénnen eine Rolle spielen.

Auch wenn in der Mehrzahl der Félle ein AMC mit op-
timalem Disulfid-Linker in vivo aktiver ist als das entspre-
chende Konjugat mit einem nicht-spaltbaren Linker,*!
kann es eine gewisse Abhéngigkeit von der Zielstruktur
geben. So sind Konjugate des anti-HER2-Antikérpers
Trastuzumab mit dem Maytansinoid DM1 mit Disulfid-
Linker oder Thioether-Linker in vivo #hnlich aktiv./*”

5.1.8. Untersuchungen des In-vivo-Stoffwechsels von AMCs und
der Cytotoxizitdt der Kataboliten

Fir In-vivo-Untersuchungen wurden tumortragende
Méiuse separat mit huC242-[*’H]Maytansinoid-Konjugaten
mit verschiedenen Linkern behandelt (Disulfid-Linker: SPP,
SPDB; Thioether-Linker: SMCC)."! In Abstinden zwischen
2 h und 7 Tagen nach der Injektion wurden die Méuse getotet.
Tumor und Leber wurden entnommen und homogenisiert,
und die radioaktiv markierten Verbindungen mittels HPLC
wurden analysiert. Ahnlich wie bei den In-vitro-Versuchen
war das Lysin-Linker-Maytansinoid-Bruchstiick (Lys-SMCC-
DM]1) der einzige Katabolit, der von dem Konjugat mit dem
nicht-spaltbaren Linker (mAb-SMCC-DM1) zu irgendeinem
Zeitpunkt nachgewiesen werden konnte. Das Fehlen neuer
Kataboliten in Leber oder Galle wies darauf hin, dass Phase-
I- und Phase-II-Reaktionen des Lebermetabolismus nicht in
nennenswertem Umfang stattfinden. Bei Méusen, die mit
disulfidverbriickten AMCs behandelt worden waren, war das
Katabolitenprofil der Tumoren passend zu dem aus den In-
vitro-Versuchen. In der Leber wurden als zusétzliche Ab-
bauprodukte S-Methyl-DM1-sulfoxid und S-Methyl-DM1-
sulfon durch Oxidation des disulfidverbriickten DM1-AMCs
gebildet, wihrend aus dem entsprechenden DM4-Konjugat S-
Methyl-DM4-Sulfon gebildet wurde (Abbildung 17).1! Auch
hier wurden keine Phase-II-Metabolite in den Leberhomo-
genaten gefunden.

Die Katabolite und die durch Oxidation in der Leber
entstandenen Metabolite der AMCs konnen in vivo vielleicht
zu der systemischen Toxizitdt beitragen. Es ist daher wiin-

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

R. V. ). Chari et al.

PBS &
mAb

:

8c & 8b

:

g

g

mittlere TumorgréBe (mm?)

10 20 30 40 50 60
Tage (nach Impfung)

Abbildung 16. Effekt der sterischen Hinderung an verschiedenen Posi-
tionen der AMC-Disulfidbriicke auf die In-vivo-Wirksamkeit.

schenswert, die Cytotoxizitit jeder Einzelverbindung zu
kennen und zu bestimmen, ob der Lebermetabolismus diese
Kataboliten effizient entgiftet. Alle lysinhaltigen Katabolite
hatten in vitro eine vergleichsweise schlechte cytotoxische
Wirkung (Tabelle 2). Allerdings scheinen diese Katabolite
sehr potent zu sein, wenn sie iiber den AMC-Abbau in einer
Zelle freigesetzt werden. Die ungeladenen Katabolite DM1
(7d), S-Methyl-DM1, DM4 (7g) und S-Methyl-DM4 waren
stark cytotoxisch, wihrend die Sulfoxide und Sulfone von S-
Methyl-DM1 und S-Methyl-DM4 nur schwach cytotoxisch
waren; wahrscheinlich entgiftet die Mausleber diese Kata-
boliten effizient durch Oxidation. Auch die lysinhaltigen
Kataboliten aus AMCs mit nicht-spaltbaren Linkern werden
in der Leber nicht verdndert, sodass ihre relativ schwache
Cytotoxizitdt unverdndert blieb.

5.2. Auristatin-Analoga als ADC-Beladung

Das kleine lineare Peptid Dolastatin 10 (2a) (Abbil-
dung 2) ist ein hochwirksames antimitotisches Agens, das aus
der marinen schalenlosen Molluske Dolabella auricularia aus
dem Indischen Ozean und den Kiistengewidssern um Japan
gewonnen wurde.””! Dolastatin 10 und seine Derivate
hemmen die tubulinabhidngige GTP-Bindung, hemmen nicht-
kompetitiv die Bindung von Vincristin an Tubulin und
hemmen die Mikrotubuli-Dynamik. Einige Dolastatine wie
Dolastatin 15 (2b) und das synthetische Analogon Cemado-
tin (2¢) sind Protease- und Esterase-sensitiv (Abbildung 18).
Solche labilen Dolastatine sind als Nutzlast fiir ADCs kaum
geeignet, weil sie in den Lysosomen der Zielzellen ganz oder
teilweise inaktiviert werden konnen.

5.2.1 Die Entwicklung konjugierbarer Auristatine

Die antimitotisch wirkende Auristatinfamilie besteht aus
vollsynthetischen Verbindungen, die anhand von Struktur-
Wirkungs-Untersuchungen auf der Basis von Dolastatin 10
entwickelt wurden.™ Der Dolapheninrest in 2a konnte ohne
Wirkungsverlust durch Phenethylamin oder substituierte
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Abbildung 17. Verstoffwechselung der lysosomalen und S-methylierten Katabolite von AMCs in der Leber.

Phenetylaminreste ersetzt werden. Die Wirkung blieb auch
erhalten, wenn der terminale tertidre Aminrest von Dola-
statin durch ein priméres oder sekundires Amin ersetzt
wurde. Insbesondere Monomethyl-Auristatin E (MMAE, 9a)
und Monomethyl-Auristatin F (MMAF, 9b) wurden auf Basis

solcher Struktur-Wirkungs-Beziehun

derivatisiert, um sie als Nutzlast fir ADC zu verwenden

(Abbildung 19).

gen hergestellt und dann

Angewandte

MMAF ist in vitro etwa
100-mal weniger cytotoxisch
als MMAE.® Dennoch ist
das Methylesterderivat von
MMAF (MMAF-OMe) eine
der cytotoxischsten der be-
kannten  Auristatin-Verbin-
dungen und ist fiir die meisten
getesteten  Zelllinien etwa
100-mal  cytotoxischer als
MMAE. Man vermutet, dass
MMAF-OMe in die Zellen
diffundieren kann, wo die Es-
terasen im Cytoplasma es in
MMAF umwandeln. MMAF
ist wahrscheinlich so wenig
cytotoxisch, weil die geladene
Carboxylgruppe die Diffusion

in die Zelle verhindert.
Einmal in der Zelle ist es
allerdings sehr  wirksam.

MMAE und MMAF wurden
ausgewdhlt und fiir die Bin-
dung an Antikorper modifi-
ziert.

MMAE wird meistens am
terminalen Amin modifiziert,
sodass es an einen Antikorper
iiber ein Dipeptid gekuppelt
werden kann, das an einem
para-Aminobenzyl(PAB)-
Rest hidngt (Abbildung 20).

Uber den Maleimidrest des Derivats kann die Verbindung an
eine Thiolgruppe der Zielverbindung gekuppelt werden.
Valin-Citrullin-PAB-Konstrukte werden von Cathepsin B
gespalten, und so sind in allen klinischen Studien Aurista-
tin E-ADCs mit dem Valin-Citrullin-Dipeptid als Linker
eingesetzt worden. Analoga von Auristatin E ohne einen
Peptid-Linker sind zwar bekannt, doch sind solche ADCs

bislang noch nicht bis zur klinischen Priifung gelangt. MMAF

Tabelle 2: In-vitro-Cytotoxizitit von AMC-Kataboliten und die Oxidationsprodukte des Leberstoffwechsels.!

ADC-Katabolit ICso [M] (KB) Lebermetaboliten 1Cso [M] (KB) Faktor des
aus AMC-Kataboliten Aktivitatsriickgangs!®

S-Me-DM1 6.6x107" S-Me-DM1-Sulfoxid 1.3x10°% 196
S-Me-DM1-Sulfon 3.5%107° 53

S-Me-DM4 2.6x107" S-Me-DM4-Sulfoxid 1.9%x107° 73
S-Me-DM4-Sulfon 8.0x107'° 31

DM1 1.0x107°"! DM1-Sulfinsaure n.b. n.b.
DM1-Sulfonséure 4.0x1078 40

DM4 3.0x 107100 DM4-Sulfinsiure n.b. n.b.
DM4-Sulfonsiure 2.7x107% 90

Lys-SPP-DM1 2.9x107°% keine - -

Lys-SPDB-DM4 3.3x10°% keine - -

Lys-SMCC-DM1 6.2x107°% keine - -

[a] n.b.: Nicht bestimmt; die Verbindung wurde nicht synthetisiert. —: keine Werte, weil die Ausgangsverbindungen nicht metabolisiert wurden. (KB)
bedeutet, dass die Cytotoxizitit der verschiedenen Maytansinoide gegeniiber der KB-Zelllinie bestimmt wurde. [b] Die In-vitro-Cytotoxizitdt schwankt
aufgrund der Thiolreaktivitdt mit Cystein und anderen disulfidhaltigen Bestandteilen des Zellmediums. [c] Faktor des Aktivititsriickgangs = (ICs, des
Lebermetaboliten) /(ICs, des Primarmetaboliten).
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Abbildung 18. Proteolytische Inaktivierung des aktiven Restes aus
Cemadotin (2c) und Dolastatin 15 (2b).

wurde am terminalen sekundéren Amin mit dem selben Mal-
Caproyl-Val-Cit-Linkersystem derivatisiert, und auflerdem
auch mit einem nicht-spaltbaren Maleimid-Caproyl-Linker.
Analoga von Auristatin F mit einem terminalen Dimethyl-
aminrest sind auch am Carboxyterminus fiir die Verkniipfung
mit Antikérpern modifiziert worden. Diese Verbindungen
werden hier allerdings nicht weiter behandelt."

5.2.2. Herstellung von Auristatin-ADCs

Fiir eine Konjugation mit maleimidtragenden Auristatin-
Derivaten werden am Antikorper freie Thiolgruppen beno-
tigt. Antikorper haben im Allgemeinen allerdings keine
freien Thiole; sie enthalten nur
endogene Cysteine, die als
Disulfidpaare mit anderen
Cysteinen 4 Briicken zwischen
und 12 Briicken innerhalb der
Ketten bilden (bei humanen
IgG,-Antikorpern). Die Di-

sulfide zwischen den Ketten >=O
" . . MaI -Caproyl HoN
konnen leichter reduziert und \ 2 )
in einem reduzierten Zustand )
Val-Cit

erhalten werden als die Disul-
fide innerhalb der Ketten."
Fiir die vollstdndige oder teil-
weise Reduktion dieser Brii-
cken geniigen milde Redukti-
onsmittel wie DTT; dabei ent-
stehen verschiedene Antikor-

MO

Mal-Caproyl--MMAF

R. V. ). Chari et al.

e

Dolaphenin
(Doe)

Val - pojaisoleucin

Dolavalin (Dil)

(Dov) Dolaprolin

(Dap)

»e ﬁfw%f}

Auristatin E (MMAE, 9a) (R1 = CHg, R2 = OH)
Auristatin F (MMAF, 9b) (R" = CO,H, RZ = H)

Abbildung 19. Bezeichnung der Reste fiir SAR-Studien an Dolastatin 10
(2a) und die Strukturen von MMAE und MMAF.

auch durch hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)
gereinigt, um die einzelnen Verbindungen mit 2, 4 oder 8
MMAE pro Antikorper voneinander zu trennen. Die ein-
zelnen Fraktionen wurden in der Forschung verwendet,
wurden aber noch nicht klinisch getestet.

Mal-Caproyl-val-cit-PAB-MMAE

QWIN @*Eﬁ

—Z
';535>
Iz

PAB
MMAE

perderivate mit 2 bis 8 freien
Thiolresten. Die Antikorper
konnen dann vom Reduk-
tionsmittel abgetrennt und
mit einem maleimidhaltigen
Auristatin-Derivat umgesetzt
werden. Man erhélt Antikor-
per, die mit einer unterschied-

al-Caproyl

o (/)
lichen Zahl von Auristatinmo- o /'3
lekiilen beladen sind, wobei Mal C'a ol HN>:O
der Durchschnitt bei 4 Auri- proy HoN
statinen je Antikorper liegt.”™”

Val-Cit

Konjugate von MMAE mit
dem Val-Cit-Linker wurden

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

MMAF

Abbildung 20. Ausgewihlte konjugierbare Derivate von MMAE und MMAF.
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5.2.3. Cytotoxizitdt von Auristatin-ADCs

In Studien wurde bestimmt, wie die Beladung eines An-
tikorpers mit MMAE die In-vitro- und In-vivo-Aktivitit des
entstehenden Konjugats und die pharmakokinetischen Para-
meter beeinflusst.”! (Anti-CD30-Antikorper)-MMAE-Kon-
jugate in den getrennten Chargen mit 2, 4 oder 8 MMAE-
Molekiilen pro Antikorper behielten die volle Affinitidt zum
Antigen. Cytotoxizitétstests ergaben einen leichten Anstieg
der In-vitro-Aktivitdt mit steigender MM AE-Beladung.

ADCs von MMAF haben sich ebenfalls antigen-positiven
Zellen gegeniiber als hoch cytotoxisch erwiesen. Der anti-
CD30-Antikorper cAC10 wurde getrennt mit Mal-Caproyl-
vc-PAB-MMAF und Mal-Caproyl-MMAF zu einem Pro-
tease-spaltbaren und einem nicht-spaltbaren ADC konju-
giert. Die beiden ADCs hatten vergleichbare Ak-
tivitdit gegen eine Testbatterie CD30-positiver
Zelllinien. Gegeniiber einigen Zellarten war das
Val-Cit-gekuppelte ADC jedoch bis zu 10-mal
wirksamer. Daher wurde vermutet, dass MMAF-

ADCs mit der Val-Cit-Briicke in einigen Fillen
effizientere Kataboliten freisetzen als MMAF-
ADCs mit nicht-spaltbarem Linker.[*’]

5.2.4. Zelluldrer Stoffwechsel von Auristatin-ADCs
Wie AMCs werden auch Auristatin-ADCs

durch die Zielzellen abgebaut. Ein Vorschlag fiir
den katabolischen Mechanismus von MMAE-

Angewandte

dem aromatischen Amin kommt es unter Decarboxylierung
zur spontanen Abspaltung des PAB-Restes; MMAE bleibt
zuriick. MMAF ist meist iiber einen nicht-spaltbaren Linker
an den Antikorper gebunden. Dieser wird in den kataboli-
schen Vesikeln der Zellen nicht gespalten (Abbildung 22).
Stattdessen wird der Antikorperteil des ADC abgebaut und
setzt einen Kataboliten frei, der Cystein-gebundenes MMAF
enthilt (Cys-Mal-Caproyl-MMAF).

Proteaselabile, spontan zerfallende Konjugate von
MMAE-ADCs konnen das Abtoten von Bystander-Zellen
induzieren, vermutlich, indem sie das membrangingige
MMAE freisetzen, das in die benachbarten Zellen diffun-
dieren und sie abtoten kann." MMAF-Konjugate, die iiber
einen nicht-spaltbaren Linker gekuppelt sind, induzieren
dagegen kein Abtoten von Bystander-Zellen, vermutlich, weil

ﬁeﬂmﬁrpﬂ%ﬁ?

nlchtspaltbarer

MMAF

lysosomaler Abbau

Linker \

ADC s ist in Abbildung 21 dargestellt. Der Anti- H3N H)k I( ﬁﬁ(%
korper-Anteil eines Auristatin-ADC bindet an das Antlkorper ﬁ

Zielantigen auf der Zelloberflache. Anschlieend abgeleitetes

wird das Konjugat internalisiert und in ein proteo- Cystein

lytisches Kompartiment iiberfiihrt. Nach der Spal-
tung der Amidbindung zwischen dem Peptid und

Abbildung 22. Zelluldrer Metabolismus von ADCs mit dem (iber einen nicht-spalt-
baren Linker angekuppelten Auristatin F.

ftrogiai)

Peptid-Linker zum mAb

\ Peptidspaltung

@*%\»1}%
o Iuﬁ@w%f}

1 ,6-Spaltung

Al

J%(_/K

spontan spaltende Gruppe
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g
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Abbildung 21. Zelluldrer Metabolismus spontan zerfallender ADCs mit Auristatin E.
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sie den geladenen Cys-Caproyl-MMAF-Kataboliten freiset-
zen, der nur schlecht membranpermeabel ist.

Die Effizienz der ADC-Internalisierung sollte die Akti-
vitdt beeinflussen, doch zeigt sich auch, dass der Weg, iiber
den ADC:s internalisiert werden, auch bestimmt, ob aktive
Katabolite freigesetzt werden. Smith et al. fithrten eine Un-
tersuchung mit dem ADC L49-MMAF durch, in welchem der
monoklonale anti-Melanotransferrin-Antikorper (L49) iiber
einen nicht-spaltbaren Linker mit MMAF verbunden war.[””
Die ADCs wurden bereitwillig von verschiedenen antigen-
positiven Zelllinien internalisiert, die eine hohe Expression
des Zielantigens aufweisen. Die Zelllinien waren auch sen-
sitiv gegeniiber den membranpermeablen Auristatinen,
sodass erwartet werden konnte, dass die L49-ADCs gegen-
uber allen Zielzellen hoch cytotoxisch sind. Einige Zelllinien
waren gegen L49-MMAF allerdings resistent. Spiter stellte
sich heraus, dass insensitive Zellen L49 in Caveolae genannte
Vesikel internalisieren und die ADCs offenbar nie in kata-
bolische Vesikel gelenkt wurden. Ohne Spaltung der ADCs
werden die cytotoxischen Katabolite, die die Zellen abtoten,
jedoch nicht freigesetzt.

5.2.5. Priiklinische Pharmakokinetik, Vertréiglichkeit und Wirk-
samkeit von Auristatin-ADCs

Da das cAC10-Konjugat mit 8 MMAE-Einheiten in vitro
aktiver ist als Konjugate mit geringerer MMAE-Beladung,
wurde eine Uberpriifung in vivo vorgenommen. Hier aller-
dings verschwand das ADC mit 8 MMAE je Antikorper
deutlich schneller aus dem Serum als Konjugate mit 4 oder
weniger MMAE pro Antikorper.[” Dies wird oft als Beweis
gesehen, dass hoch beladene ADCs schneller eliminiert
werden. Allerdings halten die Disulfidbriicken zwischen den
Ketten die schweren und leichten Antikorperketten zusam-
men und tragen so zur Stabilitdt des Antikorpers bei; die
Spaltung aller dieser Disulfidbriicken, um damit Ankniip-
fungspunkte fiir eine hohere Beladung mit MMAE zu
schaffen, hat das Potenzial, die Stabilitdt der Konjugate und
die Eliminierungsgeschwindigkeit invivo zu verdndern.
Weitere Untersuchungen mit verschiedenen Linkersystemen
oder cytotoxischen Molekiilen sind wahrscheinlich notwen-
dig, um herauszufinden, ob hoch beladene ADCs ohne Be-
eintrachtigung der Eliminierungsgeschwindigkeit hergestellt
werden konnen. Die cAC10-ADCs mit 4 MMAE-Molekiilen
pro Antikoérper haben eine MTD von 30-40 mgkg ' (Anti-
korperprotein-Dosis) in SCID-Méusen.!)

Konjugate von cAC10 mit Val-Cit-verbriickten MMAF
oder Mal-Caproyl-MMAF haben &dhnliche In-vivo-Wirksam-
keit gegen Karpas-299-Xenografts in Nacktméusen. Aller-
dings hatte das ADC mit dem nicht-spaltbaren Mal-Caproyl-
Linker in Méusen eine MTD von > 150 mgkg ™, wihrend das
ADC mit dem spaltbaren Val-Cit-Linker mit einer MTD von
50 mgkg ! dreimal so toxisch war. Die Konjugate waren mit 4
MMAE je Antikorper beladen. SGN-75 ist ein anti-CD70-
Antikorper, der iiber einen nicht-spaltbaren Linker mit
MMAF gekuppelt ist. Fiir In-vivo-Untersuchungen wurde
eine doppelt radioaktiv markierte Variante von SGN-75
hergestellt ([“C]-MMAF und [*H]-anti-CD70-Antikér-
per)."! Bei Verteilungsstudien mit diesem Konjugat in tu-
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mortragenden Méusen wurden die Akkumulation von “C aus
MMAF und *H aus dem Antikérper im Tumor und in ver-
schiedenen normalen Geweben bestimmt. Die Radioaktivitét
aus MMAF befand sich hauptsichlich im Tumor (82 % der
injizierten Dosis/g nach 2 Tagen). Ahnlich wie bei Maytansi-
noid-Konjugaten wurden die ADCs stark in solchen Gewe-
ben angereichert, die die Antikorper abbauen.

6. DNA-wirksame Substanzen als ADC-Beladung
6.1. Calicheamicine

Die Calicheamicine sind eine Klasse Endiin-haltiger An-
titumor-Antibiotika, die zu den wirksamsten Tumorthera-
peutika gehoren, die je entdeckt wurden. Sie wurden erstmals
1986 als Fermentationsprodukt des Bakteriums Micromono-
spora echinospora ssp. calichensis bei einer Suchkampagne
nach neuen DNA-schiidigenden Substanzen gefunden.””®!
Calicheamicin B,*" (10a) und v,* (10b) waren die zuerst
isolierten Vertreter dieser Klasse, gefolgt von Calicheamicin
vi' (10¢) (Abbildung 23) und anderen Calicheamicinen.”!

Egj
HO
MeO

OH
Calicheamicin B457, 10a (X = Br; R = (CHg),CH)
Calicheamicin v45", 10b (X = Br; R = CH3CH,)
Calicheamicin y4', 10¢ (X = I; R = CH3CH,)

Abbildung 23. Strukturen von Calicheamicinen.

Calicheamicin y,', der bekannteste Vertreter der Gruppe,
hat eine komplexe Struktur mit einer hochfunktionalisierten
bicyclischen Endiin-Einheit, die einen Methyltrisulfidrest
trdgt und tiber eine Reihe ungewohnlicher Bindungen an
einen ausgedehnten Zuckerrest gekuppelt ist, der einen
vollstidndig substituierten Benzolring tragt. In vivo weist die
Substanz bei sehr niedrigen Dosen (0.15 pgkg™") eine ausge-
zeichnete Wirksamkeit gegen eine Reihe von Tumoren auf.*”
Trotz der molekularen Komplexitdt wirken alle Komponen-
ten der Calicheamicine in einem faszinierenden Wirkmecha-
nismus zusammen (Abbildung 24).%%2 Das Aryltetrasac-
charid von 10c¢ bindet fest und relativ sequenzspezifisch an
die kleine Furche der DNA und positioniert so den Endiin-
,Gefechtskopf* innerhalb der DNA-Doppelhelix. Dort kann
aus dem Methyltrisulfid durch einen nucleophilen Angriff
(z. B. durch Glutathion) letztlich ein freies Thiol gebildet
werden, das spontan mit dem a,f3-ungesittigten Keton am
Ende des Endiins cyclisiert. Die Ringspannung, die durch
diese Addition auf das Endiin ausgeiibt wird, wird durch eine
Cycloaromatisierung vom Bergman-Typ®™! aufgelost, wobei
ein 14-Benzol-Diradikal entsteht. Dieses spaltet Wasser-
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Abbildung 24. Mechanismus der DNA-Spaltung durch Calicheamicin.

stoffatome von beiden Strangen der DNA-Doppelstrangs ab
und erzeugt so ein doppelstrangiges DNA-Diradikal. In Ge-
genwart von Sauerstoff wird der DNA-Doppelstrang gespal-
ten und der Zelltod ausgelost.

Wegen dieses einmaligen Wirkmechanismus und der
hohen Aktivitdt wurden viele Analoga der Calicheamicine als
mogliche Chemotherapeutika in priklinischen Modellen un-
tersucht. Aufgrund der bei der Behandlung mit diesen Ver-
bindungen auftretenden toxischen Nebenwirkungen wurden
allerdings keine Therapien mit Calicheamicinen als reinen
Wirkstoffen entwickelt. Stattdessen sind sie aufgrund ihrer
Wirksamkeit ideale Kandidaten fiir ADCs, vor allem, wenn
die Antigenexpression gering ist.

6.1.1. Calicheamicine als ADC-Beladung

Calicheamicin y,' wurde wegen seiner extremen Wirk-
samkeit und Toxizitdt als zu toxisch fiir ein Antikdrper-
Wirkstoff-Konjugat eingeschétzt. Daher wurde N-Acetyl-y-
Calicheamicin, ein 20fach weniger aktives Analogon, als
Triiger des Calicheamicin-Zentrums entwickelt.®! AuBerdem
wurde das natiirliche Trisulfid der Ausgangsstruktur in ein
Disulfid umgewandelt, das sich damit fiir die Konjugation an
einen Antikorper eignete. Die Versuche, Calicheamicin-An-
tikorper-Konjugate herzustellen, konzentrierten sich haupt-
sichlich auf die Hydrazon- oder Amidverkniipfung.’®’

Konjugate mit kuppelbaren Derivaten von Calicheamicin
(Abbildung 25) wurden mit anti-MUCI1- und anti-CD33-
Antikorpern hergestellt; die Ergebnisse waren hochst unter-
schiedlich.®>*8] Bei einer Konjugation wurde NAc-y-Ca-
licheamicin-DMH (10d) iiber eine sdurelabile Hydrazonbin-
dung mit dem Antikorper verkniipft. Die Hydrazonbindung
wurde gebildet, indem Kohlenhydratreste des Antikorpers
mit Periodat unter Entstehung von Aldehydgruppen oxidiert
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NAc-y-Calicheamicin-DMA, OSu-Ester (10e)

Abbildung 25. Strukturen von konjugierbaren NAc-y-Calicheamicin-
DMH (10d) und -DMA,OSu-Ester (10e).

wurden. In der anschlieBenden Reaktion mit 10d entstand ein
,Kohlenhydratkonjugat®“. Alternativ wurde ein ,,Amidkon-
jugat® hergestellt, indem man das NAc-y-Calicheamicin-
DMA (10e) iiber eine Lysingruppe des Antikorpers mit einer
stabileren Bindung verkniipfte. Auch wenn diese beiden
Verbindungen unterschiedlich sind, behalten beide Formen
das sterisch gehinderte Disulfid, das geminale Dimethylsub-
stituenten trédgt; dies ermoglicht einen weiteren Weg der
Wirkstofffreisetzung durch Disulfidspaltung. Im Allgemeinen
entstanden mit diesen Konjugationsverfahren Konjugate mit
durchschnittlich 2 bis 3 Molekiilen Calicheamicin pro Anti-
korper.

Anti-MUCI1-Konjugate®™® mit dem IgG1-Antikorper
CTMO01, gekuppelt mit Calicheamicin mit den beiden unter-
schiedlichen Linker-Arten, wurden in vitro getestet; beide
Konjugate waren in einem lh-Expositionstest wirksam und
spezifisch. Das Kohlenhydratkonjugat verlor aber offenbar
vollig seine Spezifitit in einem Dauerexpositionstest {iber
4 Tage, vermutlich aufgrund einer extrazelluldren hydrolyti-
schen Spaltung der weniger stabilen Hydrazonbindung unter
Freisetzung von Calicheamicin. Dieser Mangel an Spezifitét
stimmt mit der leicht hoheren Toxizitdt des hydrazonver-
kniipften Konjugats gegeniiber dem amidverkniipften Kon-
jugat iiberein. Invivo war das Amidkonjugat gegen eine
Anzahl verschiedener Tumormodelle mindestens so aktiv wie
das Hydrazonkonjugat, zeigte aber eine bessere Aktivitit
gegeniiber Tumoren, die das PgP-Multiresistenzprotein iibe-
rexprimieren. Aus diesen Daten kann man wahrscheinlich
folgern, dass zumindest bei diesem anti-MUC1-Konjugat das
gehinderte Disulfid des Amidkonjugats eine ausreichende
Freisetzung von intrazelluldrem Calicheamicin durch Gluta-
thionreduktion ermoglicht. Daher wurde das anti-MUCI-
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Calicheamicin-Amidkonjugat CMB-401 in klinischen Studien
gegen Ovarial- und Lungentumoren getestet, doch wurden
nur wenige Hinweise auf Wirksamkeit beobachtet.®”

Calicheamicin wurde auch durch eine Kohlenhydrat- oder
eine Amidbindung wie oben beschrieben an den Mausanti-
korper P67.6 als anti-CD33-Konjugat gekuppelt.®>® Anders
als bei den anti-MUC1-Konjugaten gab es hier in vitro eine
klare Priferenz fiir das sdurelabile Konjugat, denn dieses war
gegeniiber antigen-positiven HL-60-Zellen fast 7000-mal so
wirksam wie das entsprechende Amidkonjugat. Wahrschein-
lich liegt dem ein anderer Mechanismus der zelluldren Spal-
tung zugrunde. Die P67.6-Amidkonjugate waren zwar aktiv,
erzeugten jedoch keine langdauernden Antworten bei einer
In-vivo-Evaluierung in Xenograft-Modellen, wihrend das
Kohlenhydratkonjugat die meisten Tumoren (9 von 10) bei
Dosen von 150 und 300 ugkg™' x3 abtotete. Diese wider-
spriichlichen Resultate zwischen Antikorper (anti-MUCI1
verglichen mit anti-CD33) und Verbindungstyp machen klar,
dass ein einziger Kupplungstyp fiir Konjugate nicht notwen-
digerweise fiir alle Antikérperkonjugate optimal ist.

Wihrend sich die murine Form des P67.6-Antikorpers
erfolgreich mit Natriumperiodat oxidieren lief3, um die hy-
drazonverkniipften Calicheamicin-Konjugate zu bilden,
schlug bei &dhnlichen Versuchen mit dem entsprechenden
humanisierten Antikorper die Beladung fehl, und die Bin-
dungsaffinitit ging verloren.®™ Das Konjugat wurde daher so
uberarbeitet, dass die Hydrazonbindung erhalten blieb, die
Konjugation aber iiber ein Lysin des Antikorpers verlief und
die Oxidation des Antikorpers vermieden wurde. Von 36
verschiedenen hybriden Linkern, die getestet wurden (eine
reprisentative Auswahl ist in Abbildung 26 dargestellt),**!
wurde der AcBut-Linker ausgewihlt, denn er war iiber 24 h
bei 37°C und pH 7.4 hinreichend stabil (94 % ) und wurde bei
pH 4.5 fast vollstdndig hydrolysiert (97 % ). Der Linker sollte
also im Kreislauf im Blutplasma stabil sein, in den sauren
Lysosomen aber leicht gespalten werden konnen. Das hP67.6-
NAc-y-Calicheamicin-DMH-AcBut-Konjugat (10f) erwies
sich als sehr wirksam gegeniiber antigen-positiven HL-60-
Zellen und war iiber 100000-mal wirksamer als das nicht
zielgerichtete MOPC-21-Konjugat, was die hohe Konjugat-
selektivitit unterstreicht. In vivo induzierte das Konjugat in
HL-60-Tumorxenografts vollstindige Tumorregression. Au-
Berdem zeigte sich in Ex-vivo-Versuchen eine moderate
Hemmung der Koloniebildung bei einer Reihe leukémischer
Knochenmarksproben von AML-Patienten (akute myelo-
ische Leukidmie). Auf der Basis dieser Daten wurde 10f
(CMA-676, Gemtuzumab Ozogamicin) in die klinische Prii-
fung am Menschen iibernommen.*

CMC-544 (10g) ist ein zweites NAc-y-Calicheamicin-
DMH-Konjugat, das auf dhnliche Weise unter Verwendung
des AcBut-Hydrazon-Linkers hergestellt wurde.®’ CMC-544
ist ein humanisiertes IgG4-Antikorper-Calicheamicin-Kon-
jugat, das CD22 erkennt, welches auf der Mehrzahl maligner
B-Zellen exprimiert wird. CMC-544 war stabil, sehr wirksam,
in vitro spezifisch und erreichte in vivo eine vollstindige Tu-
morregression bei Méusen, die humane Lymphoma-Xeno-
grafts trugen; manche Tiere waren fiir mehr als 100 Tage tu-
morfrei.”! Gegenwirtig wird 10g (Inotuzumab Ozogamicin)
in zahlreichen klinischen Studien getestet, darunter in einer
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reprasentative Hybrid-Linker
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10d

J Hybrid-Linker

OX
OMO fo)
N A
HoT g

“NAc-y-Calicheamicin
( NAc-y-Calicheamicinhydrazon (X = H)

NAc-y-Calicheamicinhydrazon, OSu-Ester (X = NHS)

J hP67.6 oder anti-CD22

Gemtuzumab Ozogamicin (10f), (Antikdrper = hP67.6)
Inotuzumab Ozogamicin (10g), (Antikdrper = anti-CD22)

Abbildung 26. Synthese von ADCs mit Calicheamicin.

Phase-III-Studie gegen akute lymphoblastische Leukidmie
(ALL).PY

6.2. (+)-CC-1065 und die Duocarmycine als ADC-Beladung

Die Duocarmycine wie Duocarmycin A (11a) und SA
(11b) (Abbildung 27) sind eine Familie natiirlich vorkom-
mender antibakterieller Substanzen, die zuerst in den spéten
1970er Jahren aus Bakterienkulturen von Streptomyces ze-
lensis isoliert wurden.”? Die chemische Struktur von (4)-CC-
1065 (4a), das ebenfalls zur Duocarmycin-Familie gehort,
wurde 1980 bestitigt; die Verbindung besteht aus drei ver-
bundenen Pyrroloindol-Untereinheiten, von denen eine
einen sonst noch nie gefundenen spirocyclischen Cyclo-
propapyrroloindolrest (CPI) enthilt.”™ Zur Zeit der Entde-
ckung gehorte 4a zu den wirksamsten bekannten Antitumor-
Antibiotika.’¥ Die Duocarmycine, insbesondere 4a, errei-
chen ihre hohe Wirksamkeit durch eine sequenzspezifische
Alkylierung der DNA, in der eine 5 Basenpaare lange, AT-
reiche Sequenz bevorzugt wird, da diese die zentrale Pyrro-
loindol-Untereinheit besonders gut einbaut. So in der kleinen
Furche der DNA eingelagert, greift das N3 des Adenin den
Cyclopropanrest am am wenigsten substituierten Kohlenstoff
von 4a an (Abbildung 28) und bildet ein DNA-Addukt. Die
DNA-Alkylierung verursacht letztlich den Zelltod."™

FEine klinische Entwicklung von 4a wurde nicht verfolgt,
denn die Substanz wies eine verzogerte Toxizitdt in M4usen
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CBI

Abbildung 27. Strukturen der Duocarmycine A und SA und des Cyclo-
propabenzindolrestes (CBI).

N
l \> Adenin-N3
3 dR
OMe

N\W/é?:fg:ji
0 H OMe

OMe

N
H

0’

Duocarmycin SA

|
Lt>

Duocarmycm SA)-DNA-Addukt

Abbildung 28. Mechanismus der DNA-Alkylierung durch Duocarmycin
SA.

auf. Bei den Bemiihungen, dieses Problem zu iiberwinden,
wurden Molekiile wie Adozelesin (4b), Carzelesin (4¢) und
Bizelesin (4d) synthetisiert (Abbildung 3). Mit diesen Mole-
kiilen gelang es zwar, das Problem der verzogerten Toxizitét
zu umgehen, doch hatten sie nur eine begrenzte therapeuti-
sche Aktivitit bei der klinischen Erprobung.”®’”! Dennoch
konnte bei den Arbeiten viel Erfahrung und ein besseres
Verstdandnis der Duocarmycinstruktur gewonnen werden. Die
Einsichten waren hilfreich bei der Entwicklung der Duo-
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Abbildung 29. Mechanismus der Aktivierung von Carzelesin durch
Winstein-Cyclisierung.

carmycine als ADC-Nutzlast. Zum Beispiel wirkte sich die
Verwendung eines Chlormethylsubstituenten als Vorldufer
der reaktiven Cyclopropylgruppe in vitro und in vivo nur
wenig aktivititsmindernd aus, was darauf hindeutet, dass der
Ringschluss, gleich ob chemisch oder enzymatisch, schnell
abliuft (Abbildung 29).*%! Als Konsequenz konnte der CPI-
Rest in der ringoffenen Chlormethylform im phenolischen
Zustand derivatisiert werden, wodurch verschiedene Arten
von Wirkstoffvorstufen wie Carbamoyl-, Glycosyl-, Peptidyl-
und Carbonatderivate zugédnglich wurden. Der Einbau einer
solchen Vorstufe einer funktionellen Gruppe kann dabei
helfen, die Bildungsgeschwindigkeit der DNA-reaktiven Cy-
clopropylgruppe zu kontrollieren, die chemische Gesamtsta-
bilitdt zu verbessern und die Wasserloslichkeit zu erhohen.
SchlieBlich beschrieben Boger und Mitarbeiter die Synthese
eines synthetisch besser zuginglichen Cyclopropabenzindols
(CBI, Abbildung 27) als Moglichkeit, um die alkylierende
CPI-Untereinheit zu ersetzen und dabei zu Verbindungen zu
gelangen, die noch immer aktiv waren, aber etwa 4-mal so
stabil.[**-10!

Versuche, diese neuen Gruppen einzubauen, wurden zu-
néchst mit der Synthese des Analogons DC1 umgesetzt, das
das stabilere Chlormethyl-Surrogat, CBI als alkylierende
Untereinheit und einen Linker mit einem Thiol an der ter-
minalen Pyrroloindol-Einheit fiir die Konjugation mit einem
Antikorper enthilt (Abbildung 30).'  Antikérper-DC1-
Konjugate mit 3 bis 4 DC1-Molekiilen pro Antikérper und
Disulfidbriicken erwiesen sich als extrem cytotoxisch mit
ICs)-Werten im niedrigen pikomolaren Bereich und mit einer
>1000fachen Selektivitdt fiir antigen-positive Zellen. Das
Ausgangskonjugat, anti-B4-DC1, war zwar in humanen Tu-
morxenograft-Modellen aktiv, doch seine schlechte Loslich-
keit und Instabilitdt in wissriger gepufferter Losung schloss
eine weitere Entwicklung aus.

Um diese Nachteile zu umgehen, wurden Analoga von
DC synthetisiert, in die eine Phosphatgruppe als Vorstufe an
der Phenolgruppe der CBI-Untereinheit eingebaut wurde. So
entstanden die Verbindungen DC4 und DC44 (Abbildung 30)
mit deutlich besserer Loslichkeit (3000-mal besser als DC1)
und stark erhohter Stabilitdt unter den herrschenden wissri-
gen Konjugationsbedingungen."” Der Einbau der Phosphat-
Vorstufe dnderte weder die Aktivitdt noch die Spezifitit der
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Abbildung 30. Strukturen von Du

huB4-DC-Konjugate; die Krebszellen besitzen also die not-
wendigen Phosphatasen, um die Vorstufe intrazellulir zu

aktivieren.'®!

oo &Q»V}%

7
H
N (0]
H
Antikorper-DC1 (n = 0, X = H)
Antikdrper-DC4 (n = 0, X = POgHy)
Antikérper-DC44 (n = 1, X = POgH,)

MDX-1203

Cl -
oy
N HW/Q/O\H/N\)

N
o)_@ ©

s,

N -CONH, Duocarmycin ADC
H

ocarmycin-ADCs der zweiten Generation.

Weitere Syntheseversuche unter Nutzung der Struktur-

informationen aus der Duocarmycinforschung miindeten in
das ADC MDX-1203. Dieses Konjugat enthilt ein syntheti-
sches Duocarmycin-Derivat,
anti-CD70-Antikorper (Abbildung 30). Das Duocarmycin-
Analogon enthilt das Chlormethyl-Surrogat, eine Piperazin-
carbamat-Vorstufe an der Phenolgruppe der CBI-Einheit und
eine modifizierte terminale Pyrroloindol-Untereinheit mit
einem substituierten Anilin.
Bindung an den Antikorper iiber einen Val-Cit-Dipeptid-
Linker. Ist das Konjugat internalisiert, wird das Dipeptid
gespalten und das anilinhaltige Duocarmycin freigesetzt.
Dieses wird dann durch Carbamatspaltung aktiviert, ver-
mutlich durch eine Carboxyesterase. MDX-1203 besitzt
in vitro und in vivo eine starke antigenspezifische Aktivitat

verkniipft mit einem humanen

Uber diese Gruppe erfolgt die

und wird daher klinisch gegen Nierenzellkarzinom und Non-

Hodgkin-Lymphom getestet.

FEine weitere Moglichkeit zur Kupplung von Duo-
carmycinen ist ebenfalls in Abbildung 30 dargestellt. In
diesem Fall wurde ein Methylpiperazincarbamat am termi-

nalen Pyrroloindol eingebau
Phenolrest der CBI-Einheit

ein spaltbares Peptid, das eine p-Aminobenzylgruppe frei-
setzt. Diese durchlduft eine Reihe spontaner Zerfallsreak-  nisch bedeutsamen Analoga.
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t und ein Peptid-Linker iiber den
verkniipft.'" Der Linker trigt
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tionen, in deren Verlauf das aktive
Duocarmycin  entsteht.  Solche
Konjugate wurden tiber Thiole mit
Trastuzumab  verbunden; die
Thiolgruppen wurden durch Re-
duktion der zwischen den Anti-
korperketten vorliegenden Cystine
freigelegt. Die Konjugate waren
mit durchschnittlich 2 Duocarmy-
cin-Molekiilen pro Antikorper be-
laden. Die Variation der Linker-
Lénge beeinflusst die Stabilidt des
Konjugats im humanen Blutplas-
ma, die Konjugate selbst sind
in vitro aktiv. Die In-vivo-Aktivitéat
gegen Tumore hiangt von der Linge
des Linkers und der Art des Wirk-
stoffs ab.

6.3. SN-38 und die Camptothecine

Camptothecin (CPT, 12a), ein
pentacyclisches pflanzliches Chi-
nolon-Alkaloid, wurde erstmals
1966 von Wani und Wall aus dem
asiatischen Laubbaum Camptothe-
ca acuminata isoliert (Abbil-
dung 31)."%! CPT ist stark antitu-
morwirksam, indem es selektiv die
DNA-Topoisomerase I hemmt, die
DNA-Replikation damit in der S-

Phase blockiert und die Apoptose der Tumorzelle indu-
ziert.'"! Wie die Duocarmycine hat auch 12a einige Nach-

o) Irinotecan (CPT-11, 12c)

SN-38 (12d)

Abbildung 31. Chemische Strukturen von Camptothecin (CPT) und kli-
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teile, die seine klinische Entwicklung verhinderten, so die
schlechte Wasserloslichkeit und die leichte physiologische
Umwandlung des Lactons in die inaktive ringoffene Carb-
oxylatform. Bei Versuchen, diese Eigenschaften zu verbes-
sern, gelangte man zu den Verbindungen Topetecan (12b)
und Irinotecan (12¢), die von der FDA als Chemotherapeu-
tika zugelassen wurden.'””'%) Die Uberfiihrung in eine was-
serlgsliche Piperazin-Vorform (12¢) war zwar fiir eine kli-
nisch effektive Verbindung ausreichend, doch nahm die
Wirksamkeit wegen der ineffizienten Carboxyesterase-kata-
lysierten Hydrolyse dieser Vorform im Patienten zum aktiven
Metaboliten SN-38 (12d) ab.

Fiir die Kupplung von 12d an einen Antikorper wurde die
C20-Hydroxygruppe getestet.'® 14 Dies verfolgte einen
doppelten Zweck: a) erhilt man einen Angriffspunkt fiir den
Einbau eines Linkers und b) unterstiitzt dies die Minimierung
der Lactonring-Offnung unter physiologischen Bedingungen.
Die aktuellen Ansétze konzentrierten sich entweder auf den
CL2-Linker, der einen l6sungsvermittelnden Abstandhalter,
ein pH-sensitives p-Aminobenzylcarbonat und eine Lysin-
Phenylalanin-Dipeptidbriicke enthlt,"”! oder den CL2A-
Linker mit einem einzelnen Lysinrest."'“!'!] Mit diesen Lin-
kern wurde 12d an Cysteinreste gekuppelt, die durch Re-
duktion des Antikorpers freigelegt wurden. Es entstehen
Konjugate, bei denen durchschnittlich sechs SN-38-Molekiile
pro Antikorper iiber Thioetherbindungen angekuppelt sind.
Diese Konjugate sind im Humanserum nicht sehr stabil,
sondern setzen etwa 50% des aktiven Metaboliten 12a pro
Tag frei.l'"” Weil der Antikdrper jedoch zielgerichtet ist, wird
der tiberwiegende Teil des Metaboliten lokal im Tumor frei-
gesetzt, und man vermutete, dass fiir die Aktivitédt keine In-
ternalisierung notwendig sei.!''"

Das klinisch am weitesten fortgeschrittene SN-38-Konju-
gat ist Labetuzumab SN-38 (Abbildung 32), in dem der hu-
manisierte Antikorper hMN-14 gegen das karzinoembryo-

o Z (” h

Labetuzumab-SN-38 (Antikorper = huMN-14, AA = Lys-Phe (CL2
hRS7-SN-38 (Antikérper = huRS7, AA = Lys (CL2A))

N
\N
)

Abbildung 32. Strukturen von Labetuzumab SN-38 und hRS7-SN-38-
ADCs.

nale Antigen (CEA bzw. CD66e) iiber einen CL2-Linker mit
12d gekuppelt ist. In préaklinischen Untersuchungen verlin-
gerte Labetuzumab SN-38 (IMMU-130) signifikant die me-
diane Uberlebenszeit von Nacktmiusen mit einer Reihe
verschiedener humaner Kolorektal- und Pankreaskarzinome
im Vergleich zu nicht-zielgerichteten Kontrollen und CPT-
11.051 IMMU-130 wird gegenwiirtig in zwei verschiedenen
klinischen Phase-I-Studien an Patienten mit wiederkehren-

Angew. Chem. 2014, 126, 3872 —3904

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

den oder behandlungsresistenten Kolorektaltumoren getes-
tet. hRS7-SN-38 (IMMU-132) ist ein Konjugat von 12a mit
dem humanisierten Trop-2-Antikorper, gekuppelt iiber den
CL2A-Linker. Der Antikorper ist gegen das humane
Trophoblasten-Zelloberflachenantigen gerichtet, das auf
vielen humanen Tumoren exprimiert wird, darunter auf
vielen epithelialen Karzinomen. Priklinische Studien mit
IMMU-132 erbrachten Antitumorwirkungen, die denen von
nicht-zielgerichteten Kontrollen bei nicht-toxischen Dosen in
Miusen mit verschiedenen Tumortypen iiberlegen waren.'
IMMU-132 wird in einer klinischen Phase-I-Studie an Pati-
enten mit fortgeschrittenen Epithelkarzinomen getestet.
Priklinische Untersuchungen von SN-38-Konjugaten gegen
zwei andere Zielantigene, Milatuzumab SN-38!''2 und Epra-
tuzumab SN-38""" wurden ebenfalls schon beschrieben.

7. Klinische Ergebnisse

Das erste ADC, das von der FDA zugelassen wurde, war
Gemtuzumab Ozogamicin (10 f, Abbildung 26), das aus einer
stark cytotoxischen, DNA-Strangbriiche verursachenden
Calicheamicin-Verbindung, die iiber einen Hydrazon-Linker
mit einem CD33-Antikérper gekuppelt ist, besteht. Die be-
schleunigte Zulassung im Jahr 2000 beruhte auf einer einar-
migen klinischen Phase-II-Studie und betraf die Behandlung
von iiber 60 Jahre alten Patienten mit einem ersten Riickfall
bei CD33*-AML, die nicht fiir eine Chemotherapie infrage
kommen."™ Spiter, im Jahr 2010, wurde Gemtuzumab
Ozogamicin vom Markt genommen, als eine bestdtigende
klinische Studie in Kombination mit Chemotherapie Be-
fiirchtungen beziiglich der Toxizitdt aufwarf und kein aus-
reichender klinischer Nutzen (Verlingerung der Uberle-
benszeit) nachgewiesen werden konnte.''*!"”! Neuere Un-
tersuchungen deuten allerdings darauf hin, dass dieses ADC
mit einem anderen Dosierungsschema durchaus therapeu-
tisch von Nutzen sein kann.!""”]

Aktuell sind zwei ADCs zur Krebstherapie zugelassen:
das auf CD30 zielende Brentuximab Vedotin gegen Hodgkin-
Lymphom und anaplastisch-groBzelliges Lymphom (ALCL)
und das auf HER? zielende Ado-Trastuzumab Emtansin (T-
DM1) gegen metastasierenden Brustkrebs (Abbildung 33).
Die beiden ADCs tragen verschiedene gegen Mikrotubuli
aktive Wirkstoffe als Nutzlast.

Brentuximab Vedotin besteht aus Monomethylaurista-
tin E (MMAE), einem synthetischen Analogon von Dola-
statin 10, gekuppelt mit dem chimédren CD30-Antikorper
cACI10 an Cysteinreste tiber einen Valin-Citrullin-Dipeptid-
linker mit einem spontan zerfallenden p-Aminobenzylcarb-
amat (PABC) als Abstandhalter. Das Val-Cit-Dipeptid soll in
den Lysosomen (von Cathepsin B) gespalten werden, was
dann zum Zerfall des PABC-Restes und der Freisetzung von
MMAE fiihrt."* "' Der unkonjugierte anti-CD30-Antikorper
cAC10 war zuvor klinisch getestet worden, zeigte aber als
Monotherapie keine ausreichende Aktivitdt, um iiber die
Phase-I- und Phase-II-Studien hinauszukommen (8% An-
sprechrate insgesamt).""”) Demgegeniiber fiihrte die iiber-
zeugende klinische Aktivitit seines MMAE-Konjugats,
Brentuximab Vedotin, zur beschleunigten Zulassung durch
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3.5

Ado-Trastuzumab Emtansin (Ziel-Antigen = HER2)

Abbildung 33. Strukturen von Brentuximab Vedotin und Ado-Trastuzumab Emtansin.

die FDA im Jahr 2011.02%12Y In einer entscheidenden Phase-
II-Studie gegen wiederkehrendes oder resistentes Hodgkin-
Lymphom zeigte Brentuximab Vedotin in einer Dosis von
1.8 mgkg ™' alle drei Wochen eine Gesamtansprechrate von
75 %, wobei 34 % der Patienten eine vollstindige und 40 %
eine partielle Remission zeigten. Bei wiederkehrender oder
resistenter systemischer ALCL war die Ansprechrate 86 %
mit Totalremission bei 53 % der Patienten.['21%!

Das erste zugelassene ADC zur Behandlung solider
Tumore, Ado-Trastuzumab Emtansin, ist ein Konjugat des
anti-HER2-Antikorpers Trastuzumab, gekuppelt tiber Ly-
sinreste mit dem Maytansinoid DM1 iiber den nicht-spalt-
baren SMCC-Thioether-Linker. Die aktive Verbindung, das
lysingebundene Maytansinoid, erscheint, wenn das ADC in-
ternalisiert und in die Lysosomen transportiert ist, wo der
Antikorperrest vollstindig zu den Aminosduren abgebaut
wird. Die intrazelluldre Freisetzung des lysingebundenen
Maytansinoids fiihrt zum Einfrieren des Zellzyklus und
letztlich zum Absterben der Zielzelle.™ Sicherheit und
Wirksamkeit von Ado-Trastuzumab Emtansin wurden in
einer klinischen Phase-III-Studie an 991 Patienten getestet,
die zufillig ausgewdhlt entweder Ado-Trastuzumab Emtansin
(3.6 mgkg™" alle drei Wochen) oder Lapatinib plus Capec-
itabin nach einem etablierten Behandlungsschema erhielten.
Bei diesen HER2'-Patientinnen mit metastasierendem
Brustkrebs, die vorher mit Trastuzumab in Kombination mit
einem Taxan behandelt worden waren, bewirkte Ado-
Trastuzumab Emtansin im Median ein progressionsfreies
Uberleben (PFS; progression-free survival) von 9.6 Monaten
und eine Gesamtiiberlebenszeit im Median von 30.9 Mona-
ten, verglichen mit einem progressionsfreien Uberleben von
6.4 Monaten und einer Gesamtiiberlebenszeit von 25.1 Mo-
naten bei Behandlung mit Lapatinib plus Capecitabin. Ado-
Trastuzumab hatte auch ein giinstigeres Sicherheitsprofil im
Vergleich zu der chemotherapeutischen Kombination aus
Lapatinib und Capecitabin.'”’! Auf dieser Basis erhielt Ado-
Trastuzumab Emtansin von der FDA im Jahr 2013 die volle
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Marktzulassung!'? ! zur Behandlung HER2-positiver me-
tastatischer Brustkrebspatientinnen, die vorher Trastuzumab
und ein Taxan erhalten hatten. Es war damit das erste ADC,
das eine solche vollstandige Zulassung erhalten hat.

Mehrere ADCs befinden sich in unterschiedlichen Stadi-
en der klinischen Testung (Tabelle 3). Die meisten enthalten
Mikrotubuli-hemmende Verbindungen (Maytansinoide oder
Auristatine) als Nutzlast. Die beiden zugelassenen ADCs
Ado-Trastuzumab Emtansin und Bentuximab-Vedotin
werden auf eine Ausweitung der Indikationen getestet. So
wurden in einer Phase-II-Studie 137 Patientinnen mit HER2-
positivem metastasierendem Brustkrebs oder wiederkehren-
dem lokalem fortgeschrittenem Brustkrebs randomisiert mit
Trastizumab plus Docetaxel (n =70) oder T-DM1 (n =67) als
erster Therapieoption behandelt. Im T-DM1-Arm ergab sich
eine Gesamtansprechrate von 69.2% gegeniiber 58.0% im
Vergleichsarm. T-DM1 wies auch eine signifikant bessere PFS
gegeniiber Trastuzumab plus Docetaxel auf (14.2 Monate
Uberlebenszeit gegeniiber 9.2 Monaten). AuBerdem hatte T-
DM1 ein besseres therapeutisches Fenster als eine Standard-
Erstbehandlung mit weniger Nebenwirkungen vom Grad >3
(46.4% gegeniiber 90.9%).1*! Auf Basis dieser vielverspre-
chenden Ergebnisse wird aktuell eine randomisierte klinische
Phase-III-Studie durchgefiihrt.

Brentuximab Vedotin wird gerade in drei verschiedenen
Phase-III-Studien getestet, darunter eine Erstbehandlung in
Kombination mit Chemotherapie gegen Hodgkin-Lymphom
und Lymphom CD30-positiver T-Zellen. Das ADC Inotuzu-
mab Ozogamicin (10g, Abbildung 26) besteht aus einem anti-
CD22-Antikorper, der iiber eine Hydrazonbriicke an NAc-y-
Calicheamicin gekuppelt ist, und wird gegenwirtig in einer
Phase-III-Studie gegen CD22-positive adulte ALL getes-
tet.'?%! Aus einer Phase-1I1-Studie gegen CD22-positives Non-
Hodgin-Lymphom wurde das ADC vor kurzem zuriickgezo-
gen, weil sich keine Verbesserung in der Gesamtiiberlebens-
zeit ergab.
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Tabelle 3: Liste von ADCs, die gegenwirtig klinisch getestet werden.

Angewandte

Kandidat Wirkstoff Antigen Leitindikation® Entwickler/Partner

von der FDA zugelassen

Ado-Trastuzumab Emtansin (Kadcyla) DM1 HER2 Brustkrebs Roche/Genentech/ImmunoGen
Brentuximab Vedotin (Adcetris) MMAE CD30 HL/ALCL Seattle Genetics

Phase Il

Inotuzumab Ozogamicin (CMC-544) Calicheamicin CD22 ALL Pfizer

Gemtuzumab Ozogamicin (CMA-676) Calicheamicin CD33 AML Pfizer

Phase Il

SAR3419 DM4 CD19 B-Zell-Entartungen Sanofi/ImmunoGen

RG7593 MMAE CD22 B-Zell-Entartungen Roche/Genentech/Seattle Genetics
RG7596 MMAE CD79% B-Zell-Entartungen Roche/Genentech/Seattle Genetics
Glembatumumab Vedotin (CDX-011) MMAE GPNMB Brustkrebs, Melanom Celldex Therapeutics/Seattle Genetics
PSMA-ADC MMAE PSMA Prostatakrebs Progenics Pharma/Seattle Genetics
Phase |

Lorvotuzumab Mertanisin DM1 CD56 SCLC ImmunoGen

IMGN529 DM1 CD37 B-Zell-Entartungen ImmunoGen

IMGN853 DM4 FRa Solide Tumore ImmunoGen

IMGN289 DM1 EGFR Solide Tumore ImmunoGen

SAR566658 DM4 CA6 Solide Tumore Sanofi/ImmunoGen

BT-062 DM4 CD138 Multiples Myelom Biotest/ImmunoGen

BAY 94-9343 DM4 Mesothelin Solide Tumore Bayer/ImmunoGen

AMG 595 DM1 EGFRvlII Glioma Amgen/ImmunoGen

AMG 172 DM1 CD27L ccRCC Amgen/ImmunoGen

SGN-CD19A MMAF CD19 NHL/ALL Seattle Genetics

AGS-22ME MMAE Nectin 4 Solide Tumore Astellas Pharma/Seattle Genetics
RG7450 MMAE STEAP1 Prostatakrebs Roche/Genentech/Seattle Genetics
RG7458 MMAE MUCT6 Ovarialcarcinom Roche/Genentech/Seattle Genetics
RG7599 MMAE NaPi2b NSCLC, Ovarialcarcinom Roche/Genentech/Seattle Genetics
MLNO0264 MMAE GCC Gl-Entartungen Takeda/Seattle Genetics
SGN-CD33A PBD CD33 AML Seattle Genetics

MDX-1203 Duocarmycin CD70 NHL, RCC Bristol-Myers Squibb
Labetuzumab SN-38 SN-38 CD66e CRC Immunomedics

IMMU-132 SN-38 Trop-2 Epitheltumore Immunomedics

Milatuzumab Doxorubicin Doxorubicin CD74 Multiples Myelom Immunomedics

RG7598, RG7600, RG7636 ungenannt ungenannt verschiedene Roche/Genentech/Seattle Genetics

[a] HL: Hodgkin-Lymphom; ALCL: anaplastisches grofzelliges Lymphom; NHL: Non-Hodgkin-Lymphom; AML: akute myeloische Leukdmie; SCLC:
kleinzelliges Lungenkarzinom; ccRCC: Klarzellkarzinom; RCC: Nierenzellkarzinom; ALL: akute lymphoblastische Leukdmie; NSCLC: nichtkleinzel-
liges Lungenkarzinom; Gl: gastrointestinal; CRC: Kolorektalkarzinom.

8. Neu aufkommende Technologien

8.1. Neue Effektor-Molekiile
8.1.1. Benzodiazepin-Dimere

Die Molekiilklasse der Pyrrolobenzodiazepine (PBD)

S et

Anthramycin (13a)

Tomaymycin (13b)

wurde zuerst in den 1960er Jahren entdeckt, als Anthramycin
(13a) als aktiver Bestandteil aus der Fermentationsbriihe
von Streptomyces refuineus var. thermotolerans isoliert
wurde.l'?712l Wegen seiner vielversprechenden antibiotischen
und Antitumoraktivitit wurde nach weiteren PBDs gesucht.
Dabei wurden 13 verschiedene natiirliche PBD-Monomer-
arten gefunden und auflerdem eine diverse Auswahl synthe-
tischer Analoga hergestellt (Abbildung 34).1”! Diese PBD-
Monomere unterscheiden sich im Substitutionsmuster ihrer
A- und C-Ringe und in der Sittigung des C-Rings, wobei die
starker ungesittigten PBD-Monomere meistens biologisch
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Abbildung 34. Pyrrolobenzodiazepin(PBD)-Monomere und DSB-120.
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Abbildung 35. Wirkmechanismus der Pyrrolobenzodiazepine (PBD).

aktiver sind. Mechanistisch gesehen wirken die PBDs iiber
ihre Fahigkeit, tiber die N10-C11-Imin/Carbinolamin-Funk-
tionalitdt mit der C2-Aminogruppe eines Guaninrestes in der
kleinen Furche der DNA zu reagieren (Abbildung 35).

PBD-Monomere bevorzugen bei ihrer Reaktion eine Se-
quenz aus drei Basen, in der der Guaninrest auf beiden Seiten
von Purinen flankiert wird. In der Folge versuchten Thurston
und Mitarbeiter, diese Sequenzselektivitdt mithilfe von PBD-
Dimeren weiter zu verfolgen, die irreparable DNA-Vernet-
zungen ausbilden konnten.'™ Das PBD-Dimer DSB-120
(13e) wurde herstellt, indem zwei Molekiile des Naturstoffs
DC-81 (13d) iiber eine Propyldioxyetherbriicke verkniipft
wurden. Durch die Dimerbildung nahm die Aktivitédt stark
zu: 13e ist in vitro 600-mal cytotoxischer als 13d. DSB-120
bildet DNA-Querverbindungen iiber sechs Basenpaare, be-
vorzugt mit einer zentralen GATC-Sequenz. Zur Zeit ihrer
Entdeckung gehorte die Verbindung zu den effizientesten
bekannten DNA-vernetzenden Verbindungen. Die weitere
Bearbeitung der PBD-Dimere ergab dann die Synthese von
SJG-136 (4f, Abbildung 3), in das eine zusitzliche ungesit-
tigte Gruppierung in den C-Ringen von 13e eingefiihrt
wurde.1% Daraufhin
nahmen die DNA-ver-
netzende Aktivitdt, die
In-vitro-Wirksamkeit und
die In-vivo-Antitumorak-
tivitdt von 4f deutlich
701 Gegenwirtig wird
SJG-136 in klinischen
Phase-1I-Studien  gegen
solide Tumoren und hé-
matologische Entartun-
gen getestet.>¥

Wegen ihrer groflien
Aktivitdt und ihres Wirk-
mechanismus gegeniiber
der DNA sind PBD-
Dimere attraktive Effek-
tormolekiile fiir ADCs.
Im Jahr 2009 wurde eine
neue Klasse von Wirk-
stoffen (IGNs) aus zwei
Indolinobenzodiazepin-
Monomeren, die {iber
eine Anilinbenzyldioxy-

briicke verkniipft sind,
beschrieben (Abbil-
dung 36).%1  Die Aus-
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Abbildung 36. Konjugate von Indolinobenzodiazepin(IGN)- und Pyrrolobenzodiazepin(PBD)-Dimeren.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

R. V. ). Chari et al.

gangsverbindung dieser Klasse bildet sequenzspezifisch sehr
aktiv DNA-Addukte in doppelstrangiger DNA aus und war
extrem wirksam (1-10 pm) gegen eine Reihe von Krebszell-
arten. Der Einbau der Anilingruppe in den Abstandhalter
bietet eine geeignete Stelle fiir die Ankniipfung eines Linkers
fiir die Konjugation an einen Antikorper. Der Einbau einer
kurzen PEG-Kette sorgt fiir die notige Wasserloslichkeit bei
der Konjugation in wissrigem Medium. Mit diesen IGNs
wurden ADCs mit durchschnittlich etwa drei Wirkstoffmo-
lekiilen pro Antikorper synthetisiert, die sich in vitro als
hochwirksam gegen normale und mehrfachresistente Tu-
morzelllinien zeigten (ICs,=5-20 pm). Sogar Zelllinien, die
das Antigen nur wenig exprimieren (= 7000 Molekiile pro
Zelle), wurden durch das Konjugat effizient abgetotet (ICs,-
Wert 4 pm). AuBerdem war der cytotoxische Effekt des
Konjugats antigenspezifisch, denn das Konjugat war erheb-
lich weniger cytotoxisch gegeniiber einer antigen-negativen
Zelllinie (ICs, > 1 nM). Auch von einer dosisabhingigen an-
tigen-spezifischen Antitumoraktivitdt in vivo wurde berich-
tet.

Kiirzlich wurden zwei ADCs mit dem PBD-Dimer
SG2202,% das einen exocyclischen Phenylsubstituenten am
C-Ring besitzt, beschrieben (Abbildung 36).°¢131 Der
Einbau von Styrylgruppen steigerte die In-vitro-Aktivitit des
PBD-Dimers weiter und bot eine Position an, um Substitu-
enten einzufiihren, iiber die das PBD-Dimer an einen Anti-
korper gebunden werden kann. Zur Erzeugung des ADC
wurde eine der Monomereinheiten mit einem Anilin-Substi-
tuenten modifiziert, sodass ein unsymmetrisches PBD-Dimer
entsteht, das dann mit einem Valin-Alanin-Dipeptid an ein
Maleimid gebunden wird. Es wurden Konjugate mit 1.9 PBD-
Molekiilen pro Antikorper hergestellt, wobei als Kupp-

Y

gﬁo&ﬁ@%

chB38.1-IGN14 (Antikorper = chB38.1)

_N 0_~_0O N<
\‘(\ i :OCH3 Hsco: i 77/
0 o}

$G2202 (R = OMe)
SGD-1882 (R = NHy)

=N o _~_=© N=
\\( : OCH; HSCOJCQ’/
(o} (o}
SGN-CD33A (Antikérper = h2H12ec)
h1F6-PBD (Antikorper = h1F6)
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lungsstelle kiinstlich eingefiihrte Cysteinreste im Antikorper
dienten.®*131 ADCs gegen das CD70-Antigen, das auf Nie-
renzellkarzinomen (RCC; renal cell carcinoma) und Non-
Hodgkin-Lymphom (NHL) exprimiert wird, und gegen das
CD33-Antigen, das bei akuter myloischer Leukédmie (AML)
exprimiert wird, waren in vitro wirksam und spezifisch gegen
eine Reihe antigenexprimierender Zelllinien. In vivo zeigten
beide ADCs eine dosisabhingige Antitumoraktivitdt in
Xenograftmodellen in Maiusen. Fiir ein anti-CD33-PBD-
Konjugat wird die Entwicklung nun mit der klinischen Tes-
tung gegen AML fortgesetzt.*”

8.1.2. Amanitin

Amanitine sind Pilzgifte aus der Gattung Amanita. Die
Hauptverbindung a-Amanitin ist ein bicyclisches Octapeptid,
das ein sehr aktiver Hemmer der RNA-Polymerase II ist.
o-Amanitin kann nicht therapeutisch eingesetzt werden, denn
es wird in vivo effizient in die reifen Hepatocyten transpor-
tiert, wo es stark hepatotoxisch wirkt. a-Amanitin wurde an
Trastuzumab konjugiert; in dieser Kombination zeigt sich
eine antigenspezifische Wirksamkeit gegen HER2-positive
Zelllinien (ICsy: 8-180 pm)."*! In vivo wurde mit niedrigen
Dosen (0.05 mgkg ' gekuppeltes Amanitin) eine vollsténdige
Tumorregression erzielt. Bei den getesteten Dosen wurde
keine Lebertoxizitdt beobachtet. Informationen iiber die
MTD und das therapeutische Fenster des Konjugats wurden
nicht mitgeteilt.

8.2. Verfahren zur ortsspezifischen Konjugation

Die ADCs, die sich gegenwirtig in der klinischen Priifung
befinden, nutzen die funktionellen Gruppen in den Antikor-
pern (primidre Aminogruppen von Lysinen, Thiole aus der
Reduktion von Cystinen), die einer Chemie in wissriger
Losung zuginglich sind. Ein humanisierter Antikorper ent-
hilt eine groBe Zahl von Lysingruppen (80-90), von denen
einige wenige modifiziert werden kénnen, ohne die nativen
Disulfidbriicken anzutasten und ohne nennenswerte Verédn-
derungen der Stabilitét, der biophysikalischen oder der Bin-
dungseigenschaften des Antikorpers zu verursachen. Eine
massenspektrometrische Analyse eines Maytansinoid-ADCs
mit einer durchschnittlichen Beladung von 3.5-4 Molekiilen
je Antikorper zeigt eine annéhernd binomische Peakvertei-
lung von 0-7 Maytansinoid-Molekiilen je Antikorper.*” Die
Anhaftungsstellen der Maytansinoide an den Lysinresten sind
unter kontrollierten Konjugationsbedingungen von Charge
zu Charge konsistent. Die Antikorpermodifikation an Ly-
sinresten wird fiir Ado-Trastuzumab Emtansin und alle an-
deren Maytansinoid-Konjugate, die gerade in klinischer
Priifung sind, benutzt. Auerdem wird diese Art der Kupp-
lung bei den Calicheaminkonjugaten eingesetzt.

Die Cystein-Konjugationsstelle in ADCs wird durch die
Reduktion nativer Cystin-Disulfidbriicken zwischen den
Ketten erzeugt, und die Wirkstoffbeladung wird durch den
Grad der Reduktion bestimmt. Typischerweise hat ein voll-
standig reduzierter IgG,-Antikorper etwa 8 Cyteinreste. Eine
Teilreduktion der Disulfide und Beladung der Antikorper mit
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etwa 4 Molekiilen eines cytotoxischen Reagens an den Cy-
steinpositionen ergibt auch eine Verteilung mit 0, 2,4, 6 und 8
Molekiilen der angehéngten cytotoxischen Verbindung mit
einer vorherrschenden Beladung von 4 und 2 Molekii-
len.**14l Brentuximab Vedotin und andere ADCs mit Au-
ristatinen sind iiber Cyteine konjugiert, die iiber eine solche
partielle Reduktion nativer Cystinbriicken zwischen den
Antikorperketten freigelegt wurden. Ein Vorteil der Kupp-
lung der cytotoxischen Komponenten iiber Lysin oder redu-
zierte Cysteine ist, dass die Reaktion ohne molekularbiolo-
gische Anpassung der Antikorper zur Einfithrung spezifischer
Kupplungsstellen erfolgen kann.

Um die Wirkstoffbeladung der ADCs zu erhohen, wurde
vorgeschlagen, einen Dendrimertrdger zu verwenden. Die
Methode beruht auf einem hydrophilen, vollstindig abbau-
baren Polyacetaltriger mit zwei orthogonalen Linkern. Uber
einen davon wird der Tréger iiber einen Cysteinrest (freige-
legt durch die Reduktion einer nativen Disulfidbriicke in der
Gelenkregion des Antikorpers) an den Antikorper gebunden.
Der zweite Linker wird zur Anbindung eines Dolastatin-
Analogons verwendet. Ein Konjugat von Trastuzumab mit 3—
4 Polyacetaltragern mit insgesamt 20 Dolastatinmolekiilen
zeigt invitro eine gute antigenspezifische Wirkung und
in vivo signifikante Antitumoraktivitit.['*”

Verschiedene Ansdtze werden gerade getestet, bei denen
die Konjugation ortsspezifisch erfolgt, wo also die cytotoxi-
sche Verbindung an definierten Stellen des Antikorpers an-
gekuppelt wird. Von dieser Methode erwartet man eine ein-
zige ADC-Struktur statt einer Verteilung. Bei dem ersten
beschriebenen Verfahren wurden Cysteinreste molekular-
biologisch in die Antikorper eingefiigt, z. B., indem man das
Serin 442 in der cy;-Doméne der schweren Kette durch ein
Cystein ersetzte. So wurden zwei Thiolgruppen pro Antikor-
per erzeugt.!'¥) Antikérper mit molekularbiologisch erzeug-
ten Cysteinen an verschiedenen Positionen, die die Antigen-
bindung nicht beeintrichtigen (,,Thiomabs*), wurden mit
Maleimido-MMAE konjugiert. Es entstanden homogene
ADCs mit 2 MMAE pro Antikorper. Die Position der ein-
gefiigten Cysteinreste war von Bedeutung, weil an einigen
Positionen Thiol-Maleimid-Bindungen gebildet wurden, die
im Plasma instabil waren.**!*! Ein homogen konjugiertes
anti-MUC16-Konjugat mit 2 MMAE pro Antikorper (eines
pro schwerer Kette), gebunden an ein kiinstlich eingefiigtes
Cystein, zeigte eine dhnliche Wirksamkeit in Xenograftmo-
dellen und eine verbesserte Vertréglichkeit in priaklinischen
Ratten- und Affenmodellen, verglichen mit einem Konjugat
mit durchschnittlich 3.1 Molekiilen MMAE pro Antikérper,
das mit reduzierten kettenverbindenden Disulfidbriicken
hergestellt wurde.'""! Antikérper mit eingefiigten Cysteinen
erfordern zusitzliche Herstellungsschritte verglichen mit
herkommlichen Antikorpern, weil sie zunéchst in Zellkultu-
ren als gemischte Disulfide gebildet werden, die dann partiell
reduziert und reoxidiert werden miissen.!"*!) Ein solches ADC
mit einem molekularbiologisch eingefiigten Cystein im An-
tikorper wurde vor kurzem in die klinische Erprobung iiber-
nommen.!

Vier andere Ansétze zur Erzeugung ortsspezifisch kon-
jugierter ADCs durch molekularbiologische Antikérperan-
passung und andere Methoden sind in Entwicklung. Dazu
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Abbildung 37. Ortsspezifische Konjugation von Alkoxyamin-derivatisiertem Auristatin.

gehoren a) der Einbau einer nichtnatiirlichen Aminosiure
durch gentechnische Verfahren.'"! In diesem eleganten
Ansatz wurde das entsprechende tRNA/Aminoacyl-tRNA-
Synthetase-Paar genutzt, um einen Alaninrest in der schwe-
ren Kette des Trastuzumab-Antikorpers durch die nichtna-
tirliche Aminosdure para-Acetylphenylalanin zu ersetzen.
Der Einbau einer Aminosdure mit einem Carbonylrest, einer
funktionellen Gruppe, die in keiner der natiirlichen 20 Ami-
nosduren vorkommt, ermoglicht orthogonale chemische Re-
aktionen. Die Antikérpermutanten wurden mit einem Auri-
statin-Derivat {iber eine stabile Oxim-Verbindung konjugiert.
Es entstand ein homogenes ADC mit zwei Wirkstoffmole-
kiilen in ortsspezifischer Bindung (Abbildung 37). Das Kon-
jugat hatte gute Wirkung in vitro und gute In-vivo-Antitu-
moraktivitit zusammen mit vorteilhafter Pharmakokinetik.
b) Gentechnischer Einbau von Glutaminen und Kupplung
von Aminogruppen der cytotoxischen Verbindung iiber eine
Amidbindung, katalysiert durch mikrobielle Transglutami-
nase (mTG).*! Dieser Ansatz nutzt aus, dass die mTG die
natiirlich vorkommenden Glutamine in den konstanten Re-
gionen glycosylierter Antikorper nicht erkennt. So wurden
Glutamine an ausgewihlten Stellen in drei verschiedenen
Antikorpern eingefiigt. Eine Behandlung mit mTG in Ge-
genwart einer als Acylakzeptor wirkenden Nutzlast (AcLys-
vc-Monomethylauristatin D) erbrachte den ortsspezifischen
Einbau von ungefihr 2 Wirkstoffmolekiilen pro Antikorper.
In einem Beispiel erwiesen sich ADCs mit 1.74 und 1.87
Wirkstoffmolekiilen pro Antikorper in vitro als wirksam und
hatten &hnliche In-vivo-Antitumoraktivitit wie ein klassi-
sches Konjugat mit 3.6 Auristatinmolekiilen je Antikorper.
¢) Ortsspezifische Modifikation der C-Termini der schweren
Seitenketten durch Fusion mit Intein™”! und d) gentechni-
scher Einbau von Cystein am N-Terminus und Kupplung von
1,2-Aminothiol mit einer Aldehydgruppe der cytotoxischen
Substanz iiber eine Thiazolidin-Bindung.['**! Bislang erreicht
man mit diesen Ansédtzen die Bindung von etwa zwei Mole-
kiilen eines Wirkstoffs an einen Antikorper. Es ist noch
unklar, ob diese Beladung fiir ein effizientes Abtoten der
Tumorzellen ausreicht, wenn das Antigen nur méBig dicht
vorliegt. Eine hohere Wirkstoffbeladung, ohne dabei die
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biochemischen Eigenschaften der Konjugate zu verdndern,
konnte bis jetzt noch bei keinem der ortsspezifischen Ansitze
nachgewiesen werden. Es ist noch nicht klar, ob die ortsspe-
zifische Konjugation tatséchlich das therapeutische Fenster
im Klinikeinsatz verbreitert. Auch die potentielle Immuno-
genitit von ADCs mit Antikdrpern mit nichtnatiirlichen
Aminosduren lédsst sich nur in humanen klinischen Studien
bestimmen.

8.3. Optimierung der ADC-Aktivitdt

Die weitere Optimierung des ADC-Aufbaus bleibt ein
aktives Forschungsfeld. Kleinere Proteingeriiste oder Anti-
korperfragmente anstelle ganzer IgGs konnen aufgrund der
geringeren GroBe die Tumorpenetration verbessern. In einem
direkten Vergleich der Lokalisation von Antikorperfrag-
menten (sFv, Fab’, F(ab)’,) im Tumor in vivo mit intaktem
IgG korrelierten Geschwindigkeit und Ausmaf3 der Tumor-
penetration mit der Grofe.'*) Das kleinste Fragment, sFv,
erreichte die maximale Tumordurchdringung nach 0.5h,
wihrend intaktes IgG fiir die gleiche Durchdringung 48 bis
96 h benotigte. AuBlerdem war sFv gleichméBiger iiber die
Tumormasse verteilt als die Varianten mit hoherem Mole-
kulargewicht. Doch obwohl diese Daten schon iiber zwanzig
Jahre vorliegen, sind Antikorperfragmente noch nicht tiber
das préklinische Stadium hinausgekommen. Die schnellere
Ausscheidung dieser Fragmente und die Neigung, sich in der
Niere anzureichern, erfordern Strategien zu Verldngerung
der Halbwertszeit wie die Konjugation mit Poly-
ethylenglycolen, wodurch die Technologie komplexer wird. In
einer Studie wurde ein Diabody-Auristatin-Konjugat etwa 30-
mal schneller ausgeschieden als das entsprechende IgG-
Konjugat, und es zeigte in vitro und in vivo nur 1/4 der Ak-
tivitat. >

Andere Uberlegungen fiir eine erfolgreiche ADC-Ent-
wicklung richten mehr Aufmerksamkeit auf die Auswahl von
Antikorpern und Linkern und eine sorgfaltigere praklinische
Priifung vor dem Eintritt in klinische Phase. Es wird ge-
meinhin angenommen, dass Antikorper effizient internali-
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siert werden miissen, um eine gute ADC-AKktivitét zu erzie-
len. Eine aktuelle Veroffentlichung mit einem gefdfgerich-
teten ADC ldsst vermuten, dass dies nicht immer der Fall
ist.'>! Der Linker zwischen Antikérper und Wirkstoff be-
stimmt die Art des Metaboliten, der in vitro und in vivo
produziert wird. Aus jiingeren klinischen Daten geht hervor,
dass das Toxizitétsprofil des ADC vom Linker abhéngt. An-
derungen der Linkerstruktur verédndern das Metabolitenpro-
fil und infolgedessen die klinische Toxizitdt. Préklinische
Modelle fiir Wirksamkeitsstudien einer ADC-Therapie
miissen sorgfiltig so ausgewéhlt werden, dass die Antigen-
expression des Xenograft-Modells die der Tumorzellen wi-
derspiegelt, die klinisch behandelt werden sollen. Auflerdem
muss eine In-vivo-Antitumoraktivitdt bei Konzentrationen
nachgewiesen werden, die Kklinisch erreichbar sind (2-
7 mgkg™! fiir die meisten ADCs). Erhoht man so die Hiirden
in der préklinischen Priifung, kann sich die Gefahr eines
Scheiterns in der klinischen Priifung verringern.

9. Zusammenfassung und Ausblick

Das Konzept des zielgerichteten Einsatzes von Tumor-
therapeutika basiert auf der Notwendigkeit, die Tumorse-
lektivitdt der Wirkstoffe zu verbessern, um die systemische
Toxizitdt zu verringern. Dadurch konnten die Substanzen in
hoherer Dosis und mit groSerem therapeutischem Nutzen fiir
die Patienten verabreicht werden. Die Tumorselektivitdt von
Antikorpern eroffnete einen Weg zu diesem Ziel, indem sie
als Transportmittel benutzt werden, um den Wirkstoff zum
Tumor zu dirigieren. Dieses scheinbar einfache Konzept, als
Antikorper-Wirkstoff-Konjugat (ADC) bezeichnet, erregte
viel Aufmerksamkeit bei Forschern an akademischen Insti-
tutionen und in der pharmazeutischen Industrie. Eine Menge
Forschungs- und Entwicklungsaktivitdt in den 80er und
frithen 90er Jahren miindete in klinische Studien mit ver-
schiedenen ADCs. Enttduschende klinische Ergebnisse
lieBen das Interesse aber wieder erlahmen.

Einige Gruppen blieben jedoch bei der Stange; sie ana-
lysierten sorgfiéltig die moglichen Griinde fiir das Scheitern.
Mit den so gewonnenen Erkenntnissen wurde fast jeder
Schritt der Technologie verbessert. Die gegenwirtig verwen-
deten ADCs nutzen humanisierte Antikorper, die daher nicht
immunogen sind, und Linker, die im Kreislauf stabil sind und
erst im Zellinneren gespalten werden. Medizinalchemiker
konnen sich inzwischen die Aktivitdt von Substanzen zunutze
machen, die einst zu giftig waren, um niitzlich zu sein. Die
letzten FDA-Zulassungen der beiden ADCs Brentuximab
Vedotin und Ado-Trastuzumab Emtansin haben den Mach-
barkeitsnachweis fiir diesen Ansatz erbracht. Momentan be-
finden sich iiber 30 ADCs in der klinischen Erprobung, und
fast jedes grofle pharmazeutische Unternehmen hat diese
Technologie iibernommen. Es gibt aktive Forschungen von
Medizinalchemikern, um neue Linker zu entwickeln und
neue wirksame Effektormolekiile zu entdecken, die fiir die
Kupplung an ADCs geeignet sind. Biologen haben sich in-
zwischen darauf konzentriert, Zelloberfldchenantigene zu
identifizieren, die als Ziele fiir eine Antikorperentwicklung
geeignet sind.
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