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Abstract: Antikorper-Wirkstoff-Konjugate sind eine vielver-
sprechende Klasse neuer Krebsmedikamente. Die Verwendung
niedermolekularer Liganden fiir 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 Molekiile
sich bevorzugt in Antigen exprimierenden Lisionen anrei-
chern, schnell ihr Ziel erreichen und tief in den Tumor ein-
dringen konnen. Ferner sind derartige Konstrukte durch To-
talsynthese herstellbar. Ein iiber eine Disulfidbriicke 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 Aktivitiit.

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 tiber einen Linker mit
einem Liganden fiir ein Markerprotein, meist einen Tu-
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mormarker, verbunden. Der Ligand stellt sicher, dass sich das
Konstrukt nur im Zielgewebe, nicht aber in gesunden Orga-
nen anreichert. Dort wird der Linker anschlieBend geschnit-
ten und die Nutzlast selektiv freigesetzt. Die effektiv ange-
wendete Dosis kann so gesteigert und Nebenwirkungen
konnen verringert werden. Bis jetzt wurden meist monoklo-
nale Antikérper als Transportliganden eingesetzt.?! Zwei
derartige Antikorper-Wirkstoff-Konjugate, Brentuximab Ve-
dotin und Trastuzumab Emtansin, wurden mittlerweile fiir
therapeutische Anwendungen in der Onkologie zugelassen.”!

Man beginnt allerdings immer mehr, auler den Vorteilen
auch die Einschréankungen von Antikorper-Wirkstoff-Konju-
gaten zu erkennen.”! Antikérper sind groBe Makromolekiile
und konnen deshalb oft nicht tief in solide Tumoren ein-
dringen.P! Zusitzlich konnen sie Abwehrreaktionen des Im-
munsystems hervorrufen,”” und lange Zirkulationszeiten im
Blutstrom”! konnen zu friihzeitiger Freisetzung des Wirk-
stoffs und so zu Nebenwirkungen fithren. Des Weiteren ist die
Herstellung derartiger Konjugate sehr aufwendig und teuer.”!

Durch die Verwendung von kleineren Liganden als
Transportvehikel, z.B. Peptiden oder kleinen, medikament-
dhnlichen Molekiilen, konnten sich manche dieser Limita-
tionen umgehen lassen. Die geringere GroBe dieser Sub-
stanzen konnte dabei helfen, tiefer in Tumoren einzudringen.
Die Moglichkeit, die Liganden durch Totalsynthese herzu-
stellen, konnte die Produktionskosten verringern.*®! Tat-
sdachlich wurden schon mehrere kleine Ligand-Wirkstoff-
Konjugate mit Erfolg getestet. Besonders zu erwéhnen sind
hier Folsaure-Wirkstoff-Konjugate!” und Molekiile, die gegen
Prostata-spezifisches Membranantigen (PSMA)!'”! gerichtet
sind. Ein Folsidure-Wirkstoff-Konjugat hat mittlerweile die
Phase III der klinischen Studien erreicht.'!! 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 fiir die Therapie von Carboanhydra-
se IX (CAIX) exprimierenden Tumoren. CAIX ist ein
Membranprotein mit extrazelluldirem aktivem Zentrum und
kommt in verschiedensten Krebsformen, darunter Glioblas-
tom,['” Kolorektal-") und Mammakarzinom™ in hypoxi-
schen Tumorregionen vor.'”) Wegen seiner weiten Verbrei-
tung wird es als sehr interessantes Target angesehen. Im
Nierenkleinzellkarzinom wird das Protein oft konstitutiv
iiberexprimiert und ist einer der besten Zelloberfldichenmar-
ker dieser Krankheit.' Andere Isoformen der Carboan-
hydrase erfiillen diverse physiologische Funktionen. Wih-
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Schema 1. Chemische Strukturen von Ligand-Linker-Fluoreszenzfarb-
stoff-Konjugaten, die fiir die Untersuchung der Bindung verschiedener
Liganden in vitro und ihrer Tumorakkumulation in vivo hergestellt
wurden. FITC=Fluoresceinisothiocyanat.

rend viele intrazelluldr lokalisiert sind (z.B. die weit ver-
breitete CAII), sind andere membrangebunden (z.B.
CAXII)."7-181

Basierend auf bekannten Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen"?! wurde eine Reihe hochaffiner, gegen CAIX gerich-
teter Liganden-Fluoreszenzfarbstoff-Konjugate 1a-Sc her-
gestellt (Schema 1). Die Dissoziationskonstanten von 1a-3a
und Sa gegen rekombinantes CAIX wurden mithilfe von
Fluoreszenzpolarisation (FP) bestimmt (Abbildung 1a).
Zelldurchflusszytometrie zeigte eine ligandabhidngige Bin-
dung von Alexa546- und IRDye750-Konjugaten 1b und 1c—
5¢ an CAIX-positive Zellen (Abbildung 1b; Zusatzabbil-
dung 1 der Hintergrundinformationen), aber nicht an CAIX-
negative Kontrollzellen (Zusatzabbildungen?2 und 3 der
Hintergrundinformationen). Kontroll-Konjugate 6b und 6¢,
denen der Ligand fehlt, zeigten keine Bindung an Zellen
(Abbildung 1b, Zusatzabbildung 1 der Hintergrundinforma-
tionen). Im Unterschied zu fritheren Berichten iiber rezep-
torabhingige Internalisierung von CAIX-Liganden® ™!
fanden wir ein auf Acetazolamid (AAZ) basierendes Kon-
jugat mit einem Fluoreszenzfarbstoff 1b bevorzugt auf der
Oberfliche von CAIX-positiven Zellen (Abbildung 1c). In
einem Kontrollexperiment konnten dieselben Zellen nicht
von einem Konjugat ohne entsprechenden Liganden 6b an-
gefiarbt werden (Abbildung 1d). Weitere durchflusszytome-
trische Experimente legen eine geringfiigige und sehr ineffi-
ziente Internalisierung nahe (Zusatzabbildung 5 der Hinter-
grundinformationen). Unsere Resultate zeigen, dass Konju-
gate 1a-c basierend auf dem fiir die Therapie des Glaukoms
verwendeten Medikament AAZ hoch affine CAIX-Binder
sind (Kp =12.6 nMm fiir 1a) und AAZ deshalb moglicherweise
als Ligand fiir den zielgerichteten Wirkstoff-Transport ge-
eignet ist.

Wir untersuchten deshalb das Potenzial von 1b und 1¢,
Tumoren in vivo zu erreichen (Abbildung 2). Eine intrave-
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Abbildung 1. In-vitro-Charakterisierung von Ligand-Linker-Fluoreszenz-
farbstoff-Konjugaten. a) Bestimmung des K-Werts von Ta-3a, 5a und
6a gegen die rekombinante extrazellulire Domine von CAIX mithilfe
von Fluoreszenzpolarisation. Der Ky-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. K,-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, wahrend 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 Zelloberfliche 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 Zelloberfliche festgestellt werden. Der Balken
zeigt eine Lange von 35 um an.

nose Dosis von 3 nmol AAZ-basiertem Konjugat 1c¢ reicherte
sich bevorzugt in subkutanen CAIX exprimierenden
SKRC52-Tumoren® in athymischen Miusen an (Abbil-
dung 2 a; Zusatzabbildung 7 der Hintergrundinformationen).
Intravengse Gabe von 3 nmol 2c¢ fithrte nach 1h zu einer
moderaten Akkumulation im Tumorgewebe (Zusatzabbil-
dung 8 der Hintergrundinformationen). Das Signalverhéltnis
von Tumor zu Hintergrund war jedoch schlecht. Konjugate
3¢5 c und Kontrollsubstanz 6 ¢ erreichten den Tumor nicht in
messbaren Mengen (Abbildung 2a; Zusatzabbildung 8 der
Hintergrundinformationen). Da 1a den geringsten Kp-Wert,
gefolgt von 2a, aufweist, lassen diese Resultate darauf
schliefen, dass die Bindungsaffinitit zur Tumorakkumulation
beitragt.

Die Akkumulation von 1¢ im Tumor war schnell und mit
(13.4+3.0)% IDg ! nach nur 1h gut (Abbildung2b; Zu-
satzabbildungen 10 und 11 der Hintergrundinformationen).
Dies ist hoher als die Werte, die in einer fritheren Studie mit
Antikorpern als Transportliganden fiir CAIX in verschiede-

Angew. Chem. 2014, 126, 4315—4320


http://www.angewandte.de

Makroskopisches Bild

a)

@ &
o
= 92 e
z S xX%L|E
> Sn~nEIS
= £ 5°(=
= © Q7
S SN 0|2
¥4 hiE o
¢ S
N
<
<
8

oy &S
b
S $2 5
3, S XLI|E
§ 285(2
= T3+ |2
= SENo0|l2
= nE o
£ )
S
4

Quantifizierung

Mikroskopisches Bild

b) 20 o)
=3 nmol 1¢c &
& T 15 AAZ-Konjugat +
S ®
o 2
S g g x> %
] N :
< o— 2 ‘.
0 1 2 3 4
20 o Pl 30min 1h
| e
= 15 =
S §
5 210 g
S0 é
£ 5] +3nmol6e S
s° Kontrollkonjugat £
= oL t—p— <
0 1 2 3 4

t/'h —

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 reprisentativen Maus 1, 2 und

4 h nach intravenéser Gabe von 3 nmol Ligand-IRDye750-Konjugat 1c
oder 6c¢. Eine bevorzugte Akkumulation von 1¢ 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 1¢ und Kontrollsubstanz 6¢ in
homogenisierten Tumoren, entnommen 1, 2 oder 4 h nach intravens-
ser Gabe von 3 nmol Konjugat. Fehlerbalken geben Standardabwei-
chungen an. Die Datenpunkte sind Mittelwerte von drei Experimenten.
) 10-um-Schnitte von Tumoren 30 min und 1 h nach intravendser
Gabe von 50 nmol Ligand-Alexa546-Konjugat 1b und Kontrollkonjugat
6b. Die Penetration des Tumors durch Konjugat 1b (griin) nimmt mit
der Zeit zu. Gebiete in der nahen Umgebung von Blutgefifien wurden
durch Perfusion des Tieres mit Hoechst33342 (blau) 5 min vor Tumor-
extraktion gefirbt. Der Balken gibt eine Linge von 200 um an. Das
Konjugat ohne Ligand erreicht den Tumor nicht in messbaren Mengen.

nen Heterotransplantatmodellen gemessen wurden (ein Ma-
ximum von (2.4+0.2)% IDg™" wurde hier erreicht).’” In
unserem Fall dagegen dissoziierte das Ligand-Fluoreszenz-
farbstoff-Konjugat zunehmend vom Tumor (Halbwertszeit ¢,/,
des Aufenthalts ca. 1 h). Dies ldsst darauf schlieBen, dass eine
weitere Verbesserung der Bindungsaffinitit des Transportli-
ganden fiir CAIX eine hohere und linger anhaltende Akku-
mulation bewirken konnte.

Nur 1h nach intravendser Gabe von 1c¢ wurde ein Si-
gnalverhiltnis 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 Signalverhéltnisse
zwischen Tumor und Exkretionsorganen lagen zwischen 0.2:1
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fiir Leber und 1.4:1 fiir Nieren nach 1 h (Zusatztabellen 1 und
2 der Hintergrundinformationen). Eine hohe Selektivitit
konnte dagegen fiir andere Organe (z.B. 27.6:1 fiir Tumor zu
Herz nach 1h; Zusatztabelle 2 der Hintergrundinformatio-
nen) beobachtet werden. AAZ ist ein CA-Ligand mit breiter
Isoformselektivitit.'”) Die Verwendung von geladenen Kon-
jugaten kann jedoch eine bevorzugte extrazellulire Lokali-
sation des Molekiils bewirken, sodass viele weit verbreitete
CA-Isoformen wie die intrazellulire CAII nicht zugénglich
sind.[®

Die Akkumulation im Tumor erfolgte klar in Abhéngig-
keit vom Liganden, wie die unterschiedlichen Flidchen unter
den Kurven von Tumorakkumulation gegen Zeit (Abbil-
dung 2b) und die 22-mal hohere Akkumulation nach 1h
(Zusatztabelle 1 der Hintergrundinformationen) von zielge-
richtetem Konjugat 1¢ gegeniiber Kontrollsubstanz 6 ¢ bele-
gen. Unter der Annahme, dass 6¢ ein gutes Modell fiir 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 Maéausen mit SKRC52-Tumoren intravends verab-
reicht. Schon nach 30 min war 1b aus der unmittelbaren
Umgebung der Blutgeféfe herausdiffundiert (Abbildung 2c¢;
Zusatzabbildung 12 der Hintergrundinformationen), die
zuvor durch Perfusion des Tiers mit Hoechst 33342 markiert
worden waren. Kontrollsubstanz 6b erreichte den Tumor
ohne den Transportliganden nicht in messbaren Mengen
(Abbildung 2¢); zudem war die Fluoreszenz auf CAIX-posi-
tive Gewebe sowie Exkretionsorgane beschriankt (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 dafiir auf
Konjugate 7a,b und 8ab, deren Nutzlast vom Naturstoff
Duocarmycin abgeleitet war, und Konjugate 9a,b mit dem
Maytansinoid DM1. Beide Giftstoffe waren zuvor in der
Entwicklung von Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten einge-
setzt worden.”*?! Da wir bei unseren Experimenten keine
effiziente Internalisierung von CAIX beobachten konnten
(Abbildung 1¢), nahmen wir an, dass sich die Konjugate 7a—
9a zunichst extrazelluldr im Tumor anreichern wiirden. Re-
duktionsmittel (z.B. von sterbenden Zellen freigesetztes
Glutathion) konnten die Disulfidbriicke des Konjugats dort
spalten und den Wirkstoff freisetzen, der anschlieBend in
benachbarte Zellen diffundieren wiirde. Ein analoger Me-
chanismus war zuvor schon fiir die Aktivierung von nicht
internalisierenden Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten vorge-
schlagen worden. !

Die Synthese von Wirkstoff-Konjugaten 7-9a,b ist in
Schema 2 a beschrieben. Fiir alle Konjugate wurde ein Deri-
vat eines zuvor beschriebenen geladenen Peptid-Linkers als
Verbindungsstiick verwendet, um die Wasserloslichkeit des
Konstrukts sicherzustellen.!' Der Transportligand wurde
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(Zusatzabbildungen 16 und 17 der
Hintergrundinformationen).

Die therapeutische Aktivitdt von
Duocarmycinderivat- und DM1-Kon-
jugaten 7-9a,b wurde in Mdusen mit
subkutanen SKRC52-Tumoren getes-
tet. Die Molekiile wurden téglich in-
travenos in einer empfohlenen Dosis
verabreicht, die zuvor experimentell
in einer Dosiseskalation bestimmt
worden war (Zusatzabbildungen 18
und 19 der Hintergrundinformatio-
7-9a nen). Die Kontrollsubstanzen 7b, 8b
und 9b wurden zusammen mit dqui-
molaren Mengen von AAZ als Ne-
gativkontrollen verabreicht.

Therapieversuche mit Duocarmy-
cin-AAZ-Konjugaten zeigten nur
eine geringe Aktivitit (Abbil-
dung 3a). Trotzdem bewirkte das
zielgerichtete Carbonatkonjugat 7a

0 5

Schema 2. Struktur, Synthese und Stabilitit der Wirkstoff-Konjugate. a) Der geladene Peptid-Linker
wurde mithilfe von Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Festphasensynthese hergestellt. Transportli-
gand 10 wurde durch eine Cu'-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition an diesen gekuppelt. Therapeu-
tische Nutzlasten wurden tber Disulfidbriickenaustausch mit dem Linker verbunden. b) Die hydro-
lytische Stabilitat der Wirkstoff-Konjugate in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) pH 7.4 bei
37°C wurde mit Massenspektrometrie (7a und 8a) sowie Flissigchromatographie (9a) unter-
sucht. Das Konjugat mit dem Carbamatderivat von Duocarmycin 8a (t;, > 24 h) war stabiler als
das Carbonat 7a (t;,=15 h). Das DM1-Konjugat 9a war hydrolytisch stabil. SPPS = Festphasen-
peptidsynthese, TBTA =Tris (benzyltriazolylmethyl)amin, TFA=Trifluoressigsiure, TIS =Tri-

isopropylsilan.

durch Cu'-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition eingefiihrt,
da die direkte Kupplung des AAZ-Bernsteinsdurederivats
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 wiirde."*"** 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 invitro mit niedrigen nanomolaren Affinititen,
wihrend die Kontrollsubstanzen 7-9b nur schwach mit dem
Protein interagierten (Kp>1 uM; Zusatzabbildung 14 der
Hintergrundinformationen).®! Wie erwartet, war das Car-
bonat 7a (¢, =15 h) weniger stabil in PBS bei 37°C als das
Carbamat 8a (¢,,, >24 h). Kein Zerfall konnte fiir das DM1-
Konjugat 9a unter denselben Bedingungen beobachtet
werden (Schema 2b). Die Stabilitit von 7a und 8a war in
Méuseserum in vitro verringert (¢, =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.?* Das DM1-
Konjugat 9a war viel stabiler (¢,,=20h; Zusatzabbil-
dung 15b der Hintergrundinformationen). Alle Konjugate
hatten invitro eine nachweisbare zytotoxische Wirkung
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eine statistisch signifikante Verlang-
samung des Tumorwachstums gegen-
iiber dem bei Miusen, die nur Vehikel
erhielten (p < 0.0001), sowie M&usen,
die Kontrollsubstanz 7b plus &dqui-
molare Mengen an AAZ verabreicht
bekamen (p <0.05). Die Carbamate
8a und 8b bewirkten keine Verlang-
samung des Tumorwachstums. Es
scheint moglich, dass die geringe Af-
finitdt von 8a gegen das Antigen
(Kp=(40.3 +£2.6) nm gegeniiber K, =
(7.3+0.5) nm fiir 7a) sowie ineffizi-
ente extrazelluldre Aktivierung zumindest teilweise fiir
diesen Effekt verantwortlich sind. Wihrend der Behandlung
verloren die Tiere weniger als 15 % Gewicht (Abbildung 3b).

Mit dem DM1-Konjugat 9a konnte mit Dosen, die zu
keinem messbaren Gewichtsverlust fiihrten und deshalb als
minimal toxisch zu betrachten sind (7 x 70 nmol 9a an sieben
aufeinander folgenden Tagen) ein starker Antitumoreffekt
erzielt werden. Wihrend 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 erklédren
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,™ hatten einen messbaren Antitumoreffekt. Dies ist
in Ubereinstimmung mit Versuchen in anderen Nieren-
krebsmodellen®! und legt nahe, dass der zielgerichtete
Transport zytotoxischer Substanzen ein vielversprechender
Ansatz zur Behandlung von Nierenkrebs sein konnte. DM1
konnte dabei eine besonders vorteilhafte Nutzlast fiir die
Entwicklung von Wirkstoff-Konjugaten sein, da z.B. der
Ester in dessen Struktur die Detoxifikation durch Esterasen
in Exkretionsorganen ermdoglichen konnte.”*

Nach bestem Wissen beschreiben wir hier zum ersten Mal
den Einsatz eines neuartigen niedermolekularen Ligand-
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Abbildung 3. Therapieexperimente. a) Wachstum von SKRC52-Hetero-
transplantattumoren in balb/c-Nacktmausen nach Behandlung mit
Duocarmycinderivat-Konjugaten 7-8a,b. Es wurden 5-mal an funf auf-
einander folgenden Tagen (Pfeile) 4 nmol Substanz oder Vehikel (5%
DMSO in PBS pH 7.4) intravends verabreicht. Kontrollsubstanzen 7b
und 8b ohne Transportligand wurden zusammen mit dquimolaren
Mengen AAZ verabreicht. Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
b) Gewichtsverinderung der Tiere, die mit Molekiilen aus (a) behan-
delt wurden. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

c) Wachstum von SKRC52-Heterotransplantattumoren in balb/c-Nackt-
méusen 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) intravends verabreicht. Kontroll-
substanz 9a ohne Transportligand wurde zusammen mit dquimolaren
Mengen AAZ verabreicht. Wirkstoff-Konjugat 9a zeigte eine signifikant
stirkere 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™' verabreicht, zeig-
ten aber keine Wirkung. Fehlerbalken geben den Standardfehler an.

d) Gewichtsveranderung der Tiere, die mit Molekiilen 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 mm?® aufwies oder das
Gewicht >15% abgenommen hatte. In Gruppe 9a waren alle Tiere
auch nach 40 Tagen noch am Leben. Jede Gruppe bestand aus fiinf
oder sechs Tieren.
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Angewandte

Wirkstoff-Konjugats zur Behandlung von CAIX exprimie-
rendem Nierenkleinzellkarzinom. Unsere Arbeit zeigt, dass
es moglich 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 moglich, wie
die unterschiedlichen Resultate mit DM1 und Duocarmy-
cinderivaten zeigen. Beide wurden schon mehrfach in der
Entwicklung von Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten einge-
setzt.?82)

Unsere quantitativen Biodistributionsanalysen zeigen,
dass der CAIX-Ligand zur bevorzugten Akkumulation des
Wirkstoffs im Tumor beitragt. Durch weitere Verbesserung
der Affinitdt und Isoformselektivitit unserer Liganden hoffen
wir, die therapeutische Wirkung und Selektivitdt unserer
Konjugate weiter verbessern zu konnen. Wichtig ist dabei,
solche Studien auch bei Krebspatienten unter Zuhilfenahme
von nichtinvasiven bildgebenden Verfahren durchzufiihren.
Nur so kann der Schritt vom Mausmodell in die Klinik be-
wiltigt werden. Wir sind davon iiberzeugt, dass unsere Re-
sultate die Entwicklung von Wirkstoff-Konjugaten zur Be-
handlung von CAIX exprimierenden soliden Tumoren un-
terstiitzen werden. Manche der Erkenntnisse haben mogli-
cherweise auch Relevanz fiir die Entwicklung von Ligand-
Wirkstoff-Konjugaten, die gegen andere tumorassoziierte
Antigene gerichtet sind.
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