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Die einzigartigen Erkennungsmerkmale von Antikérpern
haben ein groBes Interesse an der Anbindung von cytotoxi-
schen Wirkstoffen an diese Biomolekiile hervorgerufen, um
Antikorper-Wirkstoff-Konjugate (ADCs, antibody-drug
conjugates) zu erzeugen, die gesundes Gewebe aussparen
konnen und ihre Fracht erst nach spezifischer Erkennung von
Krebszellantigenen freisetzen.! Trotz ihrer konzeptionellen
Einfachheit miissen die einzelnen Komponenten von ADCs
spezifische/zielgerichtete Eigenschaften aufweisen, um einen
therapeutischen Nutzen zu bewirken. Der Antikorper sollte
eine hohe Affinitdt zu spezifischen in Tumoren reichlich
vorhandenen Antigenen besitzen, und seine pharmakokine-
tischen Eigenschaften sollten nach Konjugation mit dem
Wirkstoff nicht beeintrichtigt sein. Das cytotoxische Molekiil
sollte hochwirksam sein, sodass moglichst wenig ,,Ladung®
konjugiert werden muss. SchlieSlich muss das Konjugations-
verfahren die chemische Anlagerung des Wirkstoffs an den
Antikorper an vorgegebenen Stellen ermdglichen, und die
Stabilitdt des Konjugats wahrend der Zirkulation im Orga-
nismus muss gewéhrleistet sein. Zwei ADCs wurden kiirzlich
als Arzneimittel zugelassen: Adcetris (Brentuximab-Vedotin)
zur Behandlung von refraktirem Hodgkin-Lymphom und
anaplastischem grofizelligem Lymphom und Kadcyla
(Trastuzumab-Emtansin) zur Behandlung von metastati-
schem HER2-positivem Brustkrebs.
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Im Gedenken an Carlos Barbas I11

Ein Schliisselfaktor bei der Entwicklung therapeutisch
niitzlicher ADCs ist die Fiahigkeit, chemisch definierte, stabile
Protein-Wirkstoff-Konjugate zu erzeugen. Anfingliche Ver-
suche zur Konjugation von Antikdrpern und cytotoxischen
Molekiilen beruhten auf der Reaktivitdt von 16sungsmittel-
zuginglichen Lysinresten und Cysteinresten, die schnell mit
N-Hydroxysuccinimidestern  (z.B. Brentuximab-Vedotin)
bzw. Maleimid-Reagentien (z.B. Trastuzumab-Emtansin)
reagieren. Derartige Modifizierungen fiithren jedoch héufig zu
Gemischen mit uneinheitlichem Wirkstoff/Antikorper-Ver-
hiltnis mit moglicherweise unterschiedlichen pharmakoki-
netischen und therapeutischen Eigenschaften.’! Diese Pro-
bleme fiihrten zu einer verstdrkten Suche nach robusten re-
gioselektiven Modifizierungsmethoden zur Herstellung ho-
mogener Konjugate mit verbesserten Figenschaften. So
zeigte ein chemisch definiertes ADC, das durch Oximbildung
zwischen Ketonen in der Seitenkette einer nichtnatiirlichen
Aminosdure und einem Hydroxylamin-funktionalisierten
Wirkstoff mit einem nicht-abspaltbaren Linker hergestellt
wurde, eine erhohte pharmakokinetische Stabilitidt und ver-
besserte In-vitro- und In-vivo-Wirksamkeiten im Vergleich zu
einem herkommlich synthetisierten ADC mit abspaltbarem
Linker.” In diesem Highlight werden neue Verfahren zur
regioselektiven Biokonjugation an nativen oder kiinstlich
eingefithrten Cysteinen vorgestellt. Das Gebiet der ADCs
wurde vor kurzem in einem hervorragenden Ubersichtsarti-
kel ausfiihrlich beschrieben.!!!

Um das Homogenitédtsproblem bei Proteinkonjugaten
anzugehen, wurden Ansitze entwickelt, um die Reaktivitét
von nativen oder kiinstlich eingefiihrten Cysteinen zu nutzen.
Cysteinreste bieten den strategischen Vorteil einer geringen
Héiufigkeit sowie einer hohen Nukleophilie der Thiol-Sei-
tenkette. Verschiedene Reaktionen zur Modifizierung von
Cysteinresten wurden entwickelt,’! zum Beispiel: 1) Reakti-
on der Sulfhydryl-Seitenkette von Cystein mit a-Halogen-
carbonylverbindungen, perfluoraromatischen Verbindungen
(A; Abbildung 1) und Monobrommaleimiden (B);”
2) Reaktion mit 2-Cyanobenzothiazol und Reagentien der
Julia-Kocienski-Olefinierung, z.B. ein Phenyloxadiazolsul-
fon-Derivat (C);®¥! 3) Umwandlung zu Dehydroalanin und
anschlieBende Reaktion unter Bildung von Thioladdukten
der Michael-Addition (D)™ oder Kupplungsprodukten der
Thiol-En-Radikalreaktion (E);!'”! 4) Reaktion mit bekannten
Michael-Akzeptoren wie Vinylsulfonen oder Maleimiden
(F)F*! bzw. Allenamiden (G)."! Von diesen Beispielen wur-
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Abbildung 1. Neue cysteinselektive Biokonjugationsreaktionen und Ab-
bauwege von Maleimid.

den Maleimide am hiufigsten als Grundgeriist zur Anbin-
dung von Molekiilfrachten an Antikorper verwendet.”! Die
Strategie wurde genutzt, um Brentuximab-Vedotin herzu-
stellen und verschiedene Molekiile (z.B. Proteine, radiomar-
kierte Chelatoren, Fluoreszenzmarker) an Antikdrper zu
konjugieren. Auch gemischte Disulfide wurden zur Bildung
von ADCs untersucht. So modifizierten Neri und Mitarbeiter
Antikorperfragmente direkt am Cystein mit thiolhaltigen
Wirkstoffen, um spurlose, chemisch definierte, Disulfid-ver-
kniipfte Konjugate zu erzeugen.”!

Die Reaktion zwischen der Sulthydryl-Seitenkette von
Cystein und Maleimid-Derivaten lduft in wissrigem Medium
schnell und mit hohen Selektivititen ab. Die gebildeten
Succinimidthioether konnen allerdings Hydrolyse oder einen
Austausch mit anderen Thiolen eingehen (iiber eine Retro-
Michael-Reaktion), wodurch in vivo heterogene Konjugat-
gemische resultieren, die die therapeutische Wirksamkeit
verdndern, zu systemischer Freisetzung und potenzieller To-
xizitit fiihren." Infolgedessen wurde nach Verfahren fiir die
schnelle und effiziente Bildung von Thioethern an Cystein-
reste und fiir die Bildung von plasmastabilen Produkten ge-
sucht. Beispielsweise wurde ein Bis(sulfon)-Reagens be-
schrieben, das selektiv zwei freie, von einem nativen Disulfid
abgeleitete Cysteine alkyliert. Dies ermoglicht die kovalente
Neubildung der Disulfidbriicken, und die Struktur des Anti-
korpers bleibt unversehrt. Konjugate, die mit dem Bis(sul-
fon)-Reagens hergestellt wurden, blieben nach 96 h Inkuba-
tion in Rattenserum und humanem Serum weitgehend sta-
bil.[*

Angewandte

Ein Beispiel einer Cystein-Biokonjugation, die zu einem
stabilen Thioetherkonjugat fiithrt, wurde kiirzlich von Barbas
und Mitarbeitern veroffentlicht.® Aufbauend darauf, dass
Methylsulfonylbenzothiazol als selektives Thiolblockie-
rungsreagens fungiert,'”! wurden mehrere Methylsulfon-De-
rivate synthetisiert und auf ihre Reaktivitidt gegeniiber einer
Cystein-geschiitzten Aminosdure untersucht. Es wurde ge-
funden, dass von diesen das Phenyloxadiazolsulfon 1 (Abbil-
dung 2) sehr schnell (< 5 min) in quantitativer Ausbeute zum
gewiinschten Thioetherkonjugat reagiert.’! Wichtig ist, dass
1 nicht mit anderen in Proteinen vorhandenen Nukleophilen
reagierte und sich das gebildete Thioetherkonjugat als &du-
Berst stabil unter sauren und basischen Bedingungen sowie in
Gegenwart von Glutathion erwies. Es wurde auch gezeigt,
dass das Sulfon 1 leicht modifiziert werden kann. Das so er-
haltene Sulfon 2 ermoglichte die regioselektive Konjugation
von Fluorophoren und Polyethylenglycol(PEG)-Ketten an
Cystein-markierten Proteine wie rekombinantem humanem
Serumalbumin und dem Maltose-bindenden Protein MBP-C-
HA, das einen Cysteinrest aufweist, der MBP mit einem In-
fluenza-Hédmagglutinin(HA)-Peptidtag  verkniipft (Abbil-
dung 2). Die Konjugation lief bei Raumtemperatur unter
wissrigen Bedingungen mit nur 10 Aquivalenten des Sulfon-
Reagens mit vollstindigem Umsatz ab. In humanem Plasma
zeigte das iiber den Thioether verkniipfte MBP-C-HA-Kon-
jugat 4 eine hohere Stabilitdt (f,,=117 h) als ein iiber Ma-
leimid-Chemie hergestelltes Konjugat (¢,, =59.9 h). Tatséch-
lich — und im Gegensatz zum Maleimid-Konjugat — wurde bei
4 kein Fluoreszenzaustausch mit Plasmaproteinen beobach-
tet. Obwohl diese neue Klasse von Sulfonen und auch eine
Reihe von kiirzlich beschriebenen chemoselektiven Cystein-
Biokonjugationen (Abbildung 1) nicht bei Antikdrpern an-
gewendet wurden, sind sie vielversprechend als Alternative
zur derzeitigen Technologie auf Maleimidbasis zum Aufbau
stabilerer, homogener und therapeutisch niitzlicher Konju-
gate.

Seit der Entdeckung von Maleimid, lodacetamid und auf
Michael-Akzeptoren basierenden Reagentien wurden etliche
neue Reaktionen zur selektiven Modifizierung von Proteinen
an nativen oder kiinstlich eingefiihrten Cysteinen entwickelt.
Zusammen mit Fortschritten bei der Bestimmung der Wirk-
stoffverteilung in vivol'” und der Untersuchung der Konfor-
mation und Dynamik von Konjugaten in Losung!"® haben
diese neuen Reaktionen und Verfahren das Potenzial, die
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Abbildung 2. Regioselektive Modifizierung von MBP-C-HA mit Phenyloxadiazol-Derivaten, die mit PEG-Ketten und Fluorophoren ausgeriistet sind.

PBS = Phosphatgepufferte Kochsalzlésung.

Angew. Chem. 2014, 126, 10758 —10760

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

www.angewandte.de

Chemie

10759


http://www.angewandte.de

10760 www.angewandte.de

Ang‘dte
Highlights

Entwicklung von neuen chemisch definierten Proteinkonju-
gaten mit verbesserter Wirksamkeit und verbesserten phar-
makokinetischen Eigenschaften voranzutreiben.
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