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Abstract: Antikçrper-Wirkstoff-Konjugate sind eine vielver-
sprechende Klasse neuer Krebsmedikamente. Die Verwendung
niedermolekularer Liganden f�r den zielgerichteten Transport
zytotoxischer Substanzen in solide Tumoren ist dagegen we-
niger gut entwickelt. Hier beschreiben wir zum ersten Mal
kleine Ligand-Wirkstoff-Konjugate zur Behandlung von Car-
boanhydrase IX exprimierenden Tumoren. Mit Ligand-Fluo-
reszenzfarbstoff-Konjugaten zeigen wir, dass solche Molek�le
sich bevorzugt in Antigen exprimierenden L�sionen anrei-
chern, schnell ihr Ziel erreichen und tief in den Tumor ein-
dringen kçnnen. Ferner sind derartige Konstrukte durch To-
talsynthese herstellbar. Ein �ber eine Disulfidbr�cke verbun-
denes Wirkstoff-Konjugat bestehend aus dem Maytansino-
id DM1 als zytotoxischer Nutzlast und einem Derivat von
Acetazolamid als Transportligand zeigte eine hohe Wirksam-
keit gegen SKRC52-Nierenkleinzellkarzinom in vivo. Die kli-
nisch eingesetzten Standardtherapien Sunitinib und Sorafenib
hatten dagegen keine Aktivit�t.

Der Transport hoch potenter Zytostatika direkt in er-
krankte Gewebe ist eine vielversprechende Strategie zur
Behandlung von Krebs und anderen schweren Erkrankungen.
Die therapeutische Nutzlast wird dabei �ber einen Linker mit
einem Liganden f�r ein Markerprotein, meist einen Tu-

mormarker, verbunden. Der Ligand stellt sicher, dass sich das
Konstrukt nur im Zielgewebe, nicht aber in gesunden Orga-
nen anreichert. Dort wird der Linker anschließend geschnit-
ten und die Nutzlast selektiv freigesetzt. Die effektiv ange-
wendete Dosis kann so gesteigert und Nebenwirkungen
kçnnen verringert werden. Bis jetzt wurden meist monoklo-
nale Antikçrper als Transportliganden eingesetzt.[1, 2] Zwei
derartige Antikçrper-Wirkstoff-Konjugate, Brentuximab Ve-
dotin und Trastuzumab Emtansin, wurden mittlerweile f�r
therapeutische Anwendungen in der Onkologie zugelassen.[3]

Man beginnt allerdings immer mehr, außer den Vorteilen
auch die Einschr�nkungen von Antikçrper-Wirkstoff-Konju-
gaten zu erkennen.[4] Antikçrper sind große Makromolek�le
und kçnnen deshalb oft nicht tief in solide Tumoren ein-
dringen.[5] Zus�tzlich kçnnen sie Abwehrreaktionen des Im-
munsystems hervorrufen,[6] und lange Zirkulationszeiten im
Blutstrom[7] kçnnen zu fr�hzeitiger Freisetzung des Wirk-
stoffs und so zu Nebenwirkungen f�hren. Des Weiteren ist die
Herstellung derartiger Konjugate sehr aufwendig und teuer.[4]

Durch die Verwendung von kleineren Liganden als
Transportvehikel, z.B. Peptiden oder kleinen, medikament-
�hnlichen Molek�len, kçnnten sich manche dieser Limita-
tionen umgehen lassen. Die geringere Grçße dieser Sub-
stanzen kçnnte dabei helfen, tiefer in Tumoren einzudringen.
Die Mçglichkeit, die Liganden durch Totalsynthese herzu-
stellen, kçnnte die Produktionskosten verringern.[4, 8] Tat-
s�chlich wurden schon mehrere kleine Ligand-Wirkstoff-
Konjugate mit Erfolg getestet. Besonders zu erw�hnen sind
hier Fols�ure-Wirkstoff-Konjugate[9] und Molek�le, die gegen
Prostata-spezifisches Membranantigen (PSMA)[10] gerichtet
sind. Ein Fols�ure-Wirkstoff-Konjugat hat mittlerweile die
Phase III der klinischen Studien erreicht.[11] Trotz steigenden
Interesses vonseiten akademischer und industrieller For-
schung steht das Gebiet noch am Anfang seiner Entwicklung,
und nur wenige Liganden und Rezeptoren wurden bis jetzt
mit Erfolg getestet.

Hier beschreiben wir die Entwicklung und Charakteri-
sierung einer Familie neuartiger niedermolekularer Ligand-
Wirkstoff-Konjugate f�r die Therapie von Carboanhydra-
se IX (CAIX) exprimierenden Tumoren. CAIX ist ein
Membranprotein mit extrazellul�rem aktivem Zentrum und
kommt in verschiedensten Krebsformen, darunter Glioblas-
tom,[12] Kolorektal-[13] und Mammakarzinom[14] in hypoxi-
schen Tumorregionen vor.[15] Wegen seiner weiten Verbrei-
tung wird es als sehr interessantes Target angesehen. Im
Nierenkleinzellkarzinom wird das Protein oft konstitutiv
�berexprimiert und ist einer der besten Zelloberfl�chenmar-
ker dieser Krankheit.[16] Andere Isoformen der Carboan-
hydrase erf�llen diverse physiologische Funktionen. W�h-
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rend viele intrazellul�r lokalisiert sind (z. B. die weit ver-
breitete CAII), sind andere membrangebunden (z. B.
CAXII).[17, 18]

Basierend auf bekannten Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen[19–21] wurde eine Reihe hochaffiner, gegen CAIX gerich-
teter Liganden-Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate 1a–5c her-
gestellt (Schema 1). Die Dissoziationskonstanten von 1a–3a
und 5a gegen rekombinantes CAIX wurden mithilfe von
Fluoreszenzpolarisation (FP) bestimmt (Abbildung 1a).
Zelldurchflusszytometrie zeigte eine ligandabh�ngige Bin-
dung von Alexa546- und IRDye750-Konjugaten 1b und 1c–
5c an CAIX-positive Zellen (Abbildung 1 b; Zusatzabbil-
dung 1 der Hintergrundinformationen), aber nicht an CAIX-
negative Kontrollzellen (Zusatzabbildungen 2 und 3 der
Hintergrundinformationen). Kontroll-Konjugate 6b und 6c,
denen der Ligand fehlt, zeigten keine Bindung an Zellen
(Abbildung 1b, Zusatzabbildung 1 der Hintergrundinforma-
tionen). Im Unterschied zu fr�heren Berichten �ber rezep-
torabh�ngige Internalisierung von CAIX-Liganden[22–25]

fanden wir ein auf Acetazolamid (AAZ) basierendes Kon-
jugat mit einem Fluoreszenzfarbstoff 1 b bevorzugt auf der
Oberfl�che von CAIX-positiven Zellen (Abbildung 1c). In
einem Kontrollexperiment konnten dieselben Zellen nicht
von einem Konjugat ohne entsprechenden Liganden 6b an-
gef�rbt werden (Abbildung 1d). Weitere durchflusszytome-
trische Experimente legen eine geringf�gige und sehr ineffi-
ziente Internalisierung nahe (Zusatzabbildung 5 der Hinter-
grundinformationen). Unsere Resultate zeigen, dass Konju-
gate 1a–c basierend auf dem f�r die Therapie des Glaukoms
verwendeten Medikament AAZ hoch affine CAIX-Binder
sind (KD = 12.6 nm f�r 1a) und AAZ deshalb mçglicherweise
als Ligand f�r den zielgerichteten Wirkstoff-Transport ge-
eignet ist.

Wir untersuchten deshalb das Potenzial von 1b und 1c,
Tumoren in vivo zu erreichen (Abbildung 2). Eine intrave-

nçse Dosis von 3 nmol AAZ-basiertem Konjugat 1c reicherte
sich bevorzugt in subkutanen CAIX exprimierenden
SKRC52-Tumoren[26] in athymischen M�usen an (Abbil-
dung 2a; Zusatzabbildung 7 der Hintergrundinformationen).
Intravençse Gabe von 3 nmol 2c f�hrte nach 1 h zu einer
moderaten Akkumulation im Tumorgewebe (Zusatzabbil-
dung 8 der Hintergrundinformationen). Das Signalverh�ltnis
von Tumor zu Hintergrund war jedoch schlecht. Konjugate
3c–5 c und Kontrollsubstanz 6 c erreichten den Tumor nicht in
messbaren Mengen (Abbildung 2a; Zusatzabbildung 8 der
Hintergrundinformationen). Da 1a den geringsten KD-Wert,
gefolgt von 2a, aufweist, lassen diese Resultate darauf
schließen, dass die Bindungsaffinit�t zur Tumorakkumulation
beitr�gt.

Die Akkumulation von 1 c im Tumor war schnell und mit
(13.4� 3.0)% IDg�1 nach nur 1 h gut (Abbildung 2b; Zu-
satzabbildungen 10 und 11 der Hintergrundinformationen).
Dies ist hçher als die Werte, die in einer fr�heren Studie mit
Antikçrpern als Transportliganden f�r CAIX in verschiede-

Schema 1. Chemische Strukturen von Ligand-Linker-Fluoreszenzfarb-
stoff-Konjugaten, die f�r die Untersuchung der Bindung verschiedener
Liganden in vitro und ihrer Tumorakkumulation in vivo hergestellt
wurden. FITC = Fluoresceinisothiocyanat.

Abbildung 1. In-vitro-Charakterisierung von Ligand-Linker-Fluoreszenz-
farbstoff-Konjugaten. a) Bestimmung des KD-Werts von 1a–3a, 5a und
6a gegen die rekombinante extrazellul�re Dom�ne von CAIX mithilfe
von Fluoreszenzpolarisation. Der KD-Wert des Diazoliganden 4a
konnte wegen seiner Absorptionsmerkmale bei 495 nm nicht bestimmt
werden. Datenpunkte geben den Mittelwert von drei Experimenten.
Fehlerbalken geben die Standardabweichung. KD-Werte sind in Klam-
mern in nm �Standardfehler der nichtlinearen Regression gegeben.
b) Durchflusszytometrische Analyse der Bindung von Alexa546-Konju-
gaten 1b und 6b an CAIX exprimierende SKRC52-Zellen. Nur Konjugat
1b mit gekuppeltem CAIX-Liganden bindet die Zellen, w�hrend das
Konstrukt 6b ohne Ligand ein Histogramm ergibt, das mit dem unbe-
handelter Zellen deckungsgleich ist. c) Konfokalmikroskopische Bilder
von CAIX exprimierenden SKRC52-Zellen, nachdem sie 1 h mit Konju-
gat 1b (30 nm) behandelt wurden. Das Konjugat scheint mehrheitlich
an die Zelloberfl�che gebunden zu sein. d) Konfokalmikroskopische
Bilder von CAIX exprimierenden SKRC52-Zellen, nachdem sie 1 h mit
Kontrollsubstanz 6b (30 nm) behandelt wurden. Ohne Ligand kann
keine Bindung auf der Zelloberfl�che festgestellt werden. Der Balken
zeigt eine L�nge von 35 mm an.
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nen Heterotransplantatmodellen gemessen wurden (ein Ma-
ximum von (2.4� 0.2) %IDg�1 wurde hier erreicht).[27] In
unserem Fall dagegen dissoziierte das Ligand-Fluoreszenz-
farbstoff-Konjugat zunehmend vom Tumor (Halbwertszeit t1/2

des Aufenthalts ca. 1 h). Dies l�sst darauf schließen, dass eine
weitere Verbesserung der Bindungsaffinit�t des Transportli-
ganden f�r CAIX eine hçhere und l�nger anhaltende Akku-
mulation bewirken kçnnte.

Nur 1 h nach intravençser Gabe von 1c wurde ein Si-
gnalverh�ltnis von Tumor zu Blut von 13.8:1 gemessen (Zu-
satztabelle 2 der Hintergrundinformationen). Dieser Wert
verbesserte sich auf 79.2:1 nach 4 h. Die Signalverh�ltnisse
zwischen Tumor und Exkretionsorganen lagen zwischen 0.2:1

f�r Leber und 1.4:1 f�r Nieren nach 1 h (Zusatztabellen 1 und
2 der Hintergrundinformationen). Eine hohe Selektivit�t
konnte dagegen f�r andere Organe (z. B. 27.6:1 f�r Tumor zu
Herz nach 1 h; Zusatztabelle 2 der Hintergrundinformatio-
nen) beobachtet werden. AAZ ist ein CA-Ligand mit breiter
Isoformselektivit�t.[19] Die Verwendung von geladenen Kon-
jugaten kann jedoch eine bevorzugte extrazellul�re Lokali-
sation des Molek�ls bewirken, sodass viele weit verbreitete
CA-Isoformen wie die intrazellul�re CAII nicht zug�nglich
sind.[18]

Die Akkumulation im Tumor erfolgte klar in Abh�ngig-
keit vom Liganden, wie die unterschiedlichen Fl�chen unter
den Kurven von Tumorakkumulation gegen Zeit (Abbil-
dung 2b) und die 22-mal hçhere Akkumulation nach 1 h
(Zusatztabelle 1 der Hintergrundinformationen) von zielge-
richtetem Konjugat 1c gegen�ber Kontrollsubstanz 6c bele-
gen. Unter der Annahme, dass 6c ein gutes Modell f�r die
Gewebeverteilung von unkonjugierten Krebsmedikamenten
ist, zeigen diese Resultate eindeutig, wie wichtig es ist, Me-
dikamente aktiv in Tumoren zu transportieren, um dort the-
rapeutisch relevante Dosen zu erreichen.

Um die mikroskopische Verteilung von kleinen, zielge-
richteten Konjugaten mit Fluoreszenzfarbstoffen in unter-
schiedlichen Organen zu untersuchen, wurden 50 nmol 1b
und 6b M�usen mit SKRC52-Tumoren intravençs verab-
reicht. Schon nach 30 min war 1b aus der unmittelbaren
Umgebung der Blutgef�ße herausdiffundiert (Abbildung 2c;
Zusatzabbildung 12 der Hintergrundinformationen), die
zuvor durch Perfusion des Tiers mit Hoechst33342 markiert
worden waren. Kontrollsubstanz 6b erreichte den Tumor
ohne den Transportliganden nicht in messbaren Mengen
(Abbildung 2c); zudem war die Fluoreszenz auf CAIX-posi-
tive Gewebe sowie Exkretionsorgane beschr�nkt (Zusatzab-
bildung 13 der Hintergrundinformationen).

Motiviert durch diese Ergebnisse beschlossen wir, die
therapeutische Wirksamkeit mehrerer Konjugate bestehend
aus einem AAZ-Derivat als Transportligand, einem im Tu-
morumfeld labilen Linker und wirksamen zytotoxischen
Nutzlasten zu untersuchen. Wir konzentrierten uns daf�r auf
Konjugate 7a,b und 8 a,b, deren Nutzlast vom Naturstoff
Duocarmycin abgeleitet war, und Konjugate 9a,b mit dem
Maytansinoid DM1. Beide Giftstoffe waren zuvor in der
Entwicklung von Antikçrper-Wirkstoff-Konjugaten einge-
setzt worden.[28, 29] Da wir bei unseren Experimenten keine
effiziente Internalisierung von CAIX beobachten konnten
(Abbildung 1c), nahmen wir an, dass sich die Konjugate 7a–
9a zun�chst extrazellul�r im Tumor anreichern w�rden. Re-
duktionsmittel (z. B. von sterbenden Zellen freigesetztes
Glutathion) kçnnten die Disulfidbr�cke des Konjugats dort
spalten und den Wirkstoff freisetzen, der anschließend in
benachbarte Zellen diffundieren w�rde. Ein analoger Me-
chanismus war zuvor schon f�r die Aktivierung von nicht
internalisierenden Antikçrper-Wirkstoff-Konjugaten vorge-
schlagen worden.[30]

Die Synthese von Wirkstoff-Konjugaten 7–9a,b ist in
Schema 2a beschrieben. F�r alle Konjugate wurde ein Deri-
vat eines zuvor beschriebenen geladenen Peptid-Linkers als
Verbindungsst�ck verwendet, um die Wasserlçslichkeit des
Konstrukts sicherzustellen.[11] Der Transportligand wurde

Abbildung 2. Evaluation der Tumorakkumulation von AAZ-Konjugaten
1b und 1c im Vergleich mit jener der Kontrollsubstanzen 6b und 6c.
a) Bilder im Nahinfrarotbereich einer repr�sentativen Maus 1, 2 und
4 h nach intravençser Gabe von 3 nmol Ligand-IRDye750-Konjugat 1c
oder 6c. Eine bevorzugte Akkumulation von 1c im Tumor ist zu sehen.
Ohne Ligand kann die Kontrollsubstanz 6c nur in den Nieren als wich-
tigster Exkretionsroute beobachtet werden. b) Quantifizierung von
Ligand-Fluoreszenzfarbstoff-Konjugat 1c und Kontrollsubstanz 6c in
homogenisierten Tumoren, entnommen 1, 2 oder 4 h nach intravenç-
ser Gabe von 3 nmol Konjugat. Fehlerbalken geben Standardabwei-
chungen an. Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Experimenten.
c) 10-mm-Schnitte von Tumoren 30 min und 1 h nach intravençser
Gabe von 50 nmol Ligand-Alexa546-Konjugat 1b und Kontrollkonjugat
6b. Die Penetration des Tumors durch Konjugat 1b (gr�n) nimmt mit
der Zeit zu. Gebiete in der nahen Umgebung von Blutgef�ßen wurden
durch Perfusion des Tieres mit Hoechst33342 (blau) 5 min vor Tumor-
extraktion gef�rbt. Der Balken gibt eine L�nge von 200 mm an. Das
Konjugat ohne Ligand erreicht den Tumor nicht in messbaren Mengen.
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durch CuI-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition eingef�hrt,
da die direkte Kupplung des AAZ-Bernsteins�urederivats
wie in 1a durchgehend fehlschlug. Im Falle der Duocarmy-
cinderivat-Konjugate 7a,b und 8a,b war der Carbonat- bzw.
Carbamatrest so ausgelegt, dass er spontan zerfallen und den
aktiven Giftstoff freisetzen w�rde.[11, 31, 32] Den Konjugaten 7b,
8b und 9b fehlte AAZ als Transportligand; sie wurden als
Negativkontrollen eingesetzt.

Alle zielgerichteten Wirkstoff-Konjugate 7–9a banden in
einem kompetitiven Fluoreszenzpolarisationsversuch gegen
1a CAIX in vitro mit niedrigen nanomolaren Affinit�ten,
w�hrend die Kontrollsubstanzen 7–9b nur schwach mit dem
Protein interagierten (KD> 1 mm ; Zusatzabbildung 14 der
Hintergrundinformationen).[33] Wie erwartet, war das Car-
bonat 7a (t1/2 = 15 h) weniger stabil in PBS bei 37 8C als das
Carbamat 8a (t1/2> 24 h). Kein Zerfall konnte f�r das DM1-
Konjugat 9a unter denselben Bedingungen beobachtet
werden (Schema 2b). Die Stabilit�t von 7a und 8 a war in
M�useserum in vitro verringert (t1/2 = 43 bzw. 61 min; Zu-
satzabbildung 15a der Hintergrundinformationen), jedoch
unserer Ansicht nach hoch genug, um mit einer schnellen
Akkumulation im Tumor kompatibel zu sein.[34] Das DM1-
Konjugat 9a war viel stabiler (t1/2 = 20 h; Zusatzabbil-
dung 15b der Hintergrundinformationen). Alle Konjugate
hatten in vitro eine nachweisbare zytotoxische Wirkung

(Zusatzabbildungen 16 und 17 der
Hintergrundinformationen).

Die therapeutische Aktivit�t von
Duocarmycinderivat- und DM1-Kon-
jugaten 7–9a,b wurde in M�usen mit
subkutanen SKRC52-Tumoren getes-
tet. Die Molek�le wurden t�glich in-
travençs in einer empfohlenen Dosis
verabreicht, die zuvor experimentell
in einer Dosiseskalation bestimmt
worden war (Zusatzabbildungen 18
und 19 der Hintergrundinformatio-
nen). Die Kontrollsubstanzen 7b, 8b
und 9b wurden zusammen mit �qui-
molaren Mengen von AAZ als Ne-
gativkontrollen verabreicht.

Therapieversuche mit Duocarmy-
cin-AAZ-Konjugaten zeigten nur
eine geringe Aktivit�t (Abbil-
dung 3a). Trotzdem bewirkte das
zielgerichtete Carbonatkonjugat 7a
eine statistisch signifikante Verlang-
samung des Tumorwachstums gegen-
�ber dem bei M�usen, die nur Vehikel
erhielten (p< 0.0001), sowie M�usen,
die Kontrollsubstanz 7b plus �qui-
molare Mengen an AAZ verabreicht
bekamen (p< 0.05). Die Carbamate
8a und 8b bewirkten keine Verlang-
samung des Tumorwachstums. Es
scheint mçglich, dass die geringe Af-
finit�t von 8a gegen das Antigen
(KD = (40.3� 2.6) nm gegen�ber KD =

(7.3� 0.5) nm f�r 7a) sowie ineffizi-
ente extrazellul�re Aktivierung zumindest teilweise f�r
diesen Effekt verantwortlich sind. W�hrend der Behandlung
verloren die Tiere weniger als 15% Gewicht (Abbildung 3b).

Mit dem DM1-Konjugat 9a konnte mit Dosen, die zu
keinem messbaren Gewichtsverlust f�hrten und deshalb als
minimal toxisch zu betrachten sind (7 � 70 nmol 9a an sieben
aufeinander folgenden Tagen) ein starker Antitumoreffekt
erzielt werden. W�hrend der Behandlung und an sieben
darauf folgenden Tagen verringerte sich das Volumen der
Tumoren. Erst 20 Tage nach dem Beginn der Behandlung
begannen Tumoren wieder zu wachsen, was damit zu erkl�ren
ist, dass die Tiere nach dem ersten Zyklus keine weitere Be-
handlung erhielten. Weder Sorafenib noch Sunitinib, die
beide zur Behandlung von Nierenkrebs klinisch eingesetzt
werden,[35] hatten einen messbaren Antitumoreffekt. Dies ist
in �bereinstimmung mit Versuchen in anderen Nieren-
krebsmodellen[36] und legt nahe, dass der zielgerichtete
Transport zytotoxischer Substanzen ein vielversprechender
Ansatz zur Behandlung von Nierenkrebs sein kçnnte. DM1
kçnnte dabei eine besonders vorteilhafte Nutzlast f�r die
Entwicklung von Wirkstoff-Konjugaten sein, da z.B. der
Ester in dessen Struktur die Detoxifikation durch Esterasen
in Exkretionsorganen ermçglichen kçnnte.[37, 38]

Nach bestem Wissen beschreiben wir hier zum ersten Mal
den Einsatz eines neuartigen niedermolekularen Ligand-

Schema 2. Struktur, Synthese und Stabilit�t der Wirkstoff-Konjugate. a) Der geladene Peptid-Linker
wurde mithilfe von Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Festphasensynthese hergestellt. Transportli-
gand 10 wurde durch eine CuI-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition an diesen gekuppelt. Therapeu-
tische Nutzlasten wurden �ber Disulfidbr�ckenaustausch mit dem Linker verbunden. b) Die hydro-
lytische Stabilit�t der Wirkstoff-Konjugate in phosphatgepufferter Salzlçsung (PBS) pH 7.4 bei
37 8C wurde mit Massenspektrometrie (7a und 8a) sowie Fl�ssigchromatographie (9a) unter-
sucht. Das Konjugat mit dem Carbamatderivat von Duocarmycin 8a (t1/2>24 h) war stabiler als
das Carbonat 7a (t1/2 = 15 h). Das DM1-Konjugat 9a war hydrolytisch stabil. SPPS= Festphasen-
peptidsynthese, TBTA =Tris(benzyltriazolylmethyl)amin, TFA = Trifluoressigs�ure, TIS= Tri-
isopropylsilan.
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Wirkstoff-Konjugats zur Behandlung von CAIX exprimie-
rendem Nierenkleinzellkarzinom. Unsere Arbeit zeigt, dass
es mçglich ist, niedermolekulare Wirkstoff-Transportsysteme
gegen nicht oder nur ineffizient internalisierende Antigene zu
richten. Eine starke therapeutische Wirkung ist nur durch die
richtige Kombination von Linker und Nutzlast mçglich, wie
die unterschiedlichen Resultate mit DM1 und Duocarmy-
cinderivaten zeigen. Beide wurden schon mehrfach in der
Entwicklung von Antikçrper-Wirkstoff-Konjugaten einge-
setzt.[28,29]

Unsere quantitativen Biodistributionsanalysen zeigen,
dass der CAIX-Ligand zur bevorzugten Akkumulation des
Wirkstoffs im Tumor beitr�gt. Durch weitere Verbesserung
der Affinit�t und Isoformselektivit�t unserer Liganden hoffen
wir, die therapeutische Wirkung und Selektivit�t unserer
Konjugate weiter verbessern zu kçnnen. Wichtig ist dabei,
solche Studien auch bei Krebspatienten unter Zuhilfenahme
von nichtinvasiven bildgebenden Verfahren durchzuf�hren.
Nur so kann der Schritt vom Mausmodell in die Klinik be-
w�ltigt werden. Wir sind davon �berzeugt, dass unsere Re-
sultate die Entwicklung von Wirkstoff-Konjugaten zur Be-
handlung von CAIX exprimierenden soliden Tumoren un-
terst�tzen werden. Manche der Erkenntnisse haben mçgli-
cherweise auch Relevanz f�r die Entwicklung von Ligand-
Wirkstoff-Konjugaten, die gegen andere tumorassoziierte
Antigene gerichtet sind.

Eingegangen am 10. Dezember 2013
Online verçffentlicht am 12. M�rz 2014

.Stichwçrter: Carboanhydrase IX · Krebs · Prodrugs ·
Wirkstoff-Konjugate · Wirkstoff-Transport

[1] S. O. Doronina, B. E. Toki, M. Y. Torgov, B. A. Mendelsohn,
C. G. Cerveny, D. F. Chace, R. L. DeBlanc, R. P. Gearing, T. D.
Bovee, C. B. Siegall, J. A. Francisco, A. F. Wahl, D. L. Meyer,
P. D. Senter, Nat. Biotechnol. 2003, 21, 778.

[2] B. A. Teicher, R. V. Chari, Clin. Cancer Res. 2011, 17, 6389.
[3] R. S. Zolot, S. Basu, R. P. Million, Nat. Rev. Drug Discovery

2013, 12, 259.
[4] N. Krall, J. Scheuermann, D. Neri, Angew. Chem. 2013, 125,

1424; Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 1384.
[5] M. S. Dennis, H. K. Jin, D. Dugger, R. H. Yang, L. McFarland,

A. Ogasawara, S. Williams, M. J. Cole, S. Ross, R. Schwall,
Cancer Res. 2007, 67, 254.

[6] M. Carrasco-Triguero, J. H. Yi, R. Dere, Z. J. Qiu, C. Lei, Y. Li,
C. Mahood, B. Wang, D. Leipold, K. A. Poon, S. Kaur, Bioana-
lysis 2013, 5, 1007.

[7] L. Borsi, E. Balza, M. Bestagno, P. Castellani, B. Carnemolla, A.
Biro, A. Leprini, J. Sepulveda, O. Burrone, D. Neri, L. Zardi, Int.
J. Cancer 2002, 102, 75.

[8] M. A. Firer, G. Gellerman, J. Hematol. Oncol. 2012, 5, 70.
[9] J. A. Reddy, R. Dorton, E. Westrick, A. Dawson, T. Smith, L. C.

Xu, M. Vetzel, P. Kleindl, I. R. Vlahov, C. P. Leamon, Cancer
Res. 2007, 67, 4434.

[10] S. A. Kularatne, K. Wang, H. K. Santhapuram, P. S. Low, Mol.
Pharmaceutics 2009, 6, 780.

[11] I. R. Vlahov, C. P. Leamon, Bioconjugate Chem. 2012, 23, 1357.
[12] M. A. Proescholdt, M. J. Merrill, E. M. Stoerr, A. Lohmeier, F.

Pohl, A. Brawanski, Neurooncology 2012, 14, 1357.

Abbildung 3. Therapieexperimente. a) Wachstum von SKRC52-Hetero-
transplantattumoren in balb/c-Nacktm�usen nach Behandlung mit
Duocarmycinderivat-Konjugaten 7–8a,b. Es wurden 5-mal an f�nf auf-
einander folgenden Tagen (Pfeile) 4 nmol Substanz oder Vehikel (5%
DMSO in PBS pH 7.4) intravençs verabreicht. Kontrollsubstanzen 7b
und 8b ohne Transportligand wurden zusammen mit �quimolaren
Mengen AAZ verabreicht. Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
b) Gewichtsver�nderung der Tiere, die mit Molek�len aus (a) behan-
delt wurden. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
c) Wachstum von SKRC52-Heterotransplantattumoren in balb/c-Nackt-
m�usen nach Behandlung mit DM1-Konjugaten 9a,b. Es wurden 7-mal
an sieben aufeinander folgenden Tagen (Pfeile) 70 nmol Substanz oder
Vehikel (5% DMSO in PBS pH 7.4) intravençs verabreicht. Kontroll-
substanz 9a ohne Transportligand wurde zusammen mit �quimolaren
Mengen AAZ verabreicht. Wirkstoff-Konjugat 9a zeigte eine signifikant
st�rkere Antitumorwirkung als Kontrollsubstanz 9b ohne Transportli-
gand, die bis zu einer Woche nach der letzten Injektion anhielt.
20 Tage nach Beginn der Behandlung begannen die Tumoren wieder
zu wachsen, da die Behandlung nach dem ersten Zyklus nicht fortge-
setzt wurde. Klinisch zugelassene Kinase-Inhibitoren Sorafenib und Su-
nitinib wurden in einer Standarddosis von 30 mgkg�1 verabreicht, zeig-
ten aber keine Wirkung. Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
d) Gewichtsver�nderung der Tiere, die mit Molek�len aus (c) behan-
delt wurden. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. * bedeu-
tet p<0.05, **** bedeutet p<0.0001. Gruppen wurden euthanasiert,
sobald ein Tier eine Tumorvolumen von >2000 mm3 aufwies oder das
Gewicht >15% abgenommen hatte. In Gruppe 9a waren alle Tiere
auch nach 40 Tagen noch am Leben. Jede Gruppe bestand aus f�nf
oder sechs Tieren.

Angewandte
Chemie

4319Angew. Chem. 2014, 126, 4315 –4320 � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://dx.doi.org/10.1038/nbt832
http://dx.doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-11-1417
http://dx.doi.org/10.1038/nrd3980
http://dx.doi.org/10.1038/nrd3980
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201204631
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201204631
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201204631
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-06-2531
http://dx.doi.org/10.4155/bio.13.64
http://dx.doi.org/10.4155/bio.13.64
http://dx.doi.org/10.1002/ijc.10662
http://dx.doi.org/10.1002/ijc.10662
http://dx.doi.org/10.1186/1756-8722-5-70
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-07-0033
http://dx.doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-07-0033
http://dx.doi.org/10.1021/mp900069d
http://dx.doi.org/10.1021/mp900069d
http://dx.doi.org/10.1021/bc2005522
http://www.angewandte.de


[13] A. McIntyre, S. Patiar, S. Wigfield, J. L. Li, I. Ledaki, H. Turley,
R. Leek, C. Snell, K. Gatter, W. S. Sly, R. D. Vaughan-Jones, P.
Swietach, A. L. Harris, Clin. Cancer Res. 2012, 18, 3100.

[14] S. A. Hussain, R. Ganesan, G. Reynolds, L. Gross, A. Stevens, J.
Pastorek, P. G. Murray, B. Perunovic, M. S. Anwar, L. Billing-
ham, N. D. James, D. Spooner, C. J. Poole, D. W. Rea, D. H.
Palmer, Br. J. Cancer 2007, 96, 104.

[15] A. Thiry, J. M. Dogne, B. Masereel, C. T. Supuran, Trends
Pharmacol. Sci. 2006, 27, 566.

[16] M. Takacova, M. Bartosova, L. Skvarkova, M. Zatovicova, I.
Vidlickova, L. Csaderova, M. Barathova, J. Breza, Jr., P. Bujdak,
J. Pastorek, J. Breza, Sr., S. Pastorekova, Oncol. Lett. 2013, 5,
191.

[17] A. Kivel�, S. Parkkila, J. Saarnio, T. J. Karttunen, J. Kivel�, A. K.
Parkkila, A. Waheed, W. S. Sly, J. H. Grubb, G. Shah, �. Tureci,
H. Rajaniemi, Am. J. Pathol. 2000, 156, 577.

[18] M. Klier, F. T. Andes, J. W. Deitmer, H. M. Becker, J. Biol.
Chem. 2014, 289, 2765.

[19] F. Carta, V. Garaj, A. Maresca, J. Wagner, B. S. Avvaru, A. H.
Robbins, A. Scozzafava, R. McKenna, C. T. Supuran, Bioorg.
Med. Chem. 2011, 19, 3105.

[20] A. Maresca, F. Carta, D. Vullo, A. Scozzafava, C. T. Supuran,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 19, 4929.

[21] V. P. Mocharla, B. Colasson, L. V. Lee, S. Roper, K. B. Sharpless,
C. H. Wong, H. C. Kolb, Angew. Chem. 2004, 117, 118; Angew.
Chem. Int. Ed. 2004, 44, 116.

[22] C. Xu, A. Lo, A. Yammanuru, A. S. Tallarico, K. Brady, A.
Murakami, N. Barteneva, Q. Zhu, W. A. Marasco, PloS One
2010, 5, e9625.

[23] A. D�rrbach, E. Angevin, P. Poncet, M. Rouleau, G. Chavanel,
A. Chapel, D. Thierry, A. Gorter, R. Hirsch, B. Charpentier, A.
Senik, F. Hirsch, Cancer Gene Ther. 1999, 6, 564.

[24] V. Askoxylakis, R. Garcia-Boy, S. Rana, S. Kramer, U. Hebling,
W. Mier, A. Altmann, A. Markert, J. Debus, U. Haberkorn, PloS
One 2010, 5, e15962.

[25] S. Rana, F. Nissen, A. Marr, A. Markert, A. Altmann, W. Mier, J.
Debus, U. Haberkorn, V. Askoxylakis, PloS One 2012, 7, e38279.

[26] F. G. van Schaijk, E. Oosterwijk, J. D. Molkenboer-Kuenen,
A. C. Soede, B. J. McBride, D. M. Goldenberg, W. J. Oyen, F. H.
Corstens, O. C. Boerman, J. Nucl. Med. 2005, 46, 495.

[27] J. K. Ahlskog, C. Schliemann, J. Marlind, U. Qureshi, A. Ammar,
R. B. Pedley, D. Neri, Br. J. Cancer 2009, 101, 645.

[28] S. Verma, D. Miles, L. Gianni, I. E. Krop, M. Welslau, J. Baselga,
M. Pegram, D. Y. Oh, V. Dieras, E. Guardino, L. Fang, M. W. Lu,
S. Olsen, K. Blackwell, New Engl. J. Med. 2012, 367, 1783.

[29] A. Beck, J. Lambert, M. Sun, K. Lin, mAbs 2012, 4, 637.
[30] G. J. Bernardes, G. Casi, S. Trussel, I. Hartmann, K. Schwager, J.

Scheuermann, D. Neri, Angew. Chem. 2012, 124, 965; Angew.
Chem. Int. Ed. 2012, 51, 941.

[31] H. J. Schuster, B. Krewer, J. M. von Hof, K. Schmuck, I. Schu-
berth, F. Alves, L. F. Tietze, Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 1833.

[32] A. El Alaoui, F. Schmidt, M. Amessou, M. Sarr, D. Decaudin,
J. C. Florent, L. Johannes, Angew. Chem. 2007, 119, 6589;
Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 6469.

[33] Z. Nikolovska-Coleska, R. Wang, X. Fang, H. Pan, Y. Tomita, P.
Li, P. P. Roller, K. Krajewski, N. G. Saito, J. A. Stuckey, S. Wang,
Anal. Biochem. 2004, 332, 261.

[34] L. H. Li, T. F. DeKoning, R. C. Kelly, W. C. Krueger, J. P.
McGovren, G. E. Padbury, G. L. Petzold, T. L. Wallace, R. J.
Ouding, M. D. Prairie, I. Gebhard, Cancer Res. 1992, 52, 4904.

[35] C. Domblides, M. Gross-Goupil, A. Quivy, A. Ravaud, Expert
Opin. Emerg. Drugs 2013, 18, 495.

[36] K. Frey, C. Schliemann, K. Schwager, R. Giavazzi, M. Johann-
sen, D. Neri, J. Urol. 2010, 184, 2540.

[37] X. Sun, W. Widdison, M. Mayo, S. Wilhelm, B. Leece, R. Chari,
R. Singh, H. Erickson, Bioconjugate Chem. 2011, 22, 728.

[38] Z. Liu, H. G. Floss, J. M. Cassady, K. K. Chan, J. Mass Spectrom.
2005, 40, 389.

.Angewandte
Zuschriften

4320 www.angewandte.de � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 4315 –4320

http://dx.doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-11-1877
http://dx.doi.org/10.1038/sj.bjc.6603530
http://dx.doi.org/10.1016/j.tips.2006.09.002
http://dx.doi.org/10.1016/j.tips.2006.09.002
http://dx.doi.org/10.1016/S0002-9440(10)64762-1
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2011.04.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2011.04.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2009.07.088
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0009625
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0009625
http://dx.doi.org/10.1038/sj.cgt.7700085
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0015962
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0015962
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0038279
http://dx.doi.org/10.1038/sj.bjc.6605200
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa1209124
http://dx.doi.org/10.4161/mabs.21697
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201106527
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201106527
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201106527
http://dx.doi.org/10.1039/b925070k
http://dx.doi.org/10.1016/j.ab.2004.05.055
http://dx.doi.org/10.1517/14728214.2013.858697
http://dx.doi.org/10.1517/14728214.2013.858697
http://dx.doi.org/10.1016/j.juro.2010.07.030
http://dx.doi.org/10.1021/bc100498q
http://dx.doi.org/10.1002/jms.800
http://dx.doi.org/10.1002/jms.800
http://www.angewandte.de

