FORSCHUNG.CH

Schweiz Med Forum Nr.37 10.September 2003 876

Anti-EGFR-Immunoliposomen -
Liposomen der nachsten Generation
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Abbildung 1.

Einleitung

Auch nach Jahrzehnten intensiver Forschung
und zweifellos bedeutenden Teilerfolgen in der
Krebsbehandlung sind die therapeutischen
Moglichkeiten bei einer Vielzahl von Patienten
im Verlaufe dieser Krankheit trotz des Ein-
satzes neu entwickelter Wirkstoffe weiterhin
begrenzt. Eine Losung oder zumindest Ver-
besserung dieses unbefriedigenden Zustandes
konnte die Entwicklung von Transportsyste-
men sein, mit deren Hilfe Chemotherapeutika
spezifisch und in hoher Konzentration zu
Tumorgewebe gebracht werden konnen. Insbe-
sondere Liposomen, zumeist bestehend aus
einer einzigen Bilayer-Schicht aus einem Ge-
misch von Cholesterin und Phospholipiden,
sind in der Lage, Wirkstoffe in ihrem Innern
effizient aufzunehmen und aufgrund ihrer be-
sonderen pharmakokinetischen Eigenschaften,
eine hohere Wirkstoffkonzentration im Tumor-
gewebe zu erreichen [1, 2]. Es konnte demon-
striert werde, dass der Einsatz von Liposomen
zu einer wirksamen Tumortherapie bei gleich-
zeitig verminderten systemischen Nebenwir-
kungen fiihren kann [3].

Dadurch, dass Wirkstoffe in Liposomen ver-
packt werden, steigt deren Halbwertszeit in
der Blutzirkulation von zumeist wenigen Minu-
ten auf ein Vielfaches (oft >48 Stunden). Diese
verdnderte Pharmakokinetik in Verbindung mit
der Fahigkeit, bevorzugt in Tumoren und nicht
in normalem Gewebe zu akkumulieren, ist
entscheidend fiir deren Wirksamkeit. Letztere
Eigenschaft wird in der Literatur als «enhan-
ced retention and permeability effect» («EPR
effect») beschrieben [4] und basiert darauf,
dass durch ein schnelles und unkontrolliertes
Wachstum von Tumoren deren Mikrovaskula-

Schematische Darstellung von Immunoliposomen. Eine Vielzahl von diagnostischen

oder therapeutischen Substanzen kann in das Innere von Liposomen passiv und zum Teil
auch aktiv geladen werden. Durch die Kopplung von Antikérper-Fragmenten (Fab’) an

der Oberflache von Liposomen werden diese zu Immunoliposomen konvertiert, z.B. zu anti-
EGFR-Immunoliposomen. Dabei erlauben Antikdrper-Fragment-Konjugate — Fab’-Mal-PEG-
PE; entstanden durch eine kovalente Bindung des Antikérper-Fragments (Fab’) an eine
Maleimide-(Mal-)Gruppe verbunden mit einem Lipid (PEG-DSPE) - ein einfaches modularti-
ges Einfigen von Antikdrper-Fragmenten in die verschiedensten vorgefertigten Liposomen.

tur unvollstdndig, d.h. «l6chrig», und das lym-
phatische System (wichtig fiir den Abtransport
von Partikeln wie z.B. Liposomen) nur sehr be-
dingt angelegt sind [5]. Liposomen kdénnen
somit die Blutzirkulation bevorzugt in Tumor-
arealen durch Endothelliicken verlassen und in
deren Interstitium akkumulieren. Dort ange-
langt entweichen mit der Zeit Wirkstoft-
molekiile aus den Liposomen oder kénnen in
Form intakter Liposomen in die Tumorzelle ge-
langen, um wirksam zu werden; der genaue
Mechanismus ist weiterhin unklar.

Ein entscheidender Fortschritt konnte durch
die Kopplung von rezeptorspezifischen Anti-
korpern oder deren Fragmenten an der Ober-
flaiche von Liposomen erreicht werden [6]. Im
Vergleich zu konventionellen Liposomen erken-
nen diese so genannten Immunoliposomen
(ILs) (Abb. 1) spezifische Antigene an der Tu-
morzelloberfliche und werden nach Bindung
durch aktive Endozytose von den Tumorzellen
aufgenommen. In der Form von ILs verab-
reichte Chemotherapeutika werden so direkt
und im Idealfall ausschliesslich in Tumorzellen
transportiert. Hierdurch wird einerseits die
therapeutische Wirksamkeit optimiert, ande-
rerseits die systemische Toxizitdt infolge un-
spezifischer Aufnahme in andere Gewebe wei-
ter vermindert. Dieser Schritt ist entscheidend
nicht nur fiir ILs, sondern auch fiir Immuno-
toxine, Antikorper-Wirkstoff-Konjugate und
Antikorper-basierender Gentherapie.

Immunoliposomen

In den letzten Jahren wurden eine Reihe von
gegen verschiedene Oberflichenmerkmale ge-
richtete ILs entwickelt. Hierbei wurde offen-
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Abbildung 2.

Gesteigerte Aufnahme von
Anti-EGFR-Immunoliposomen

im Vergleich zu konventionellen
Liposomen. Im Tumor-Maus-
Modell werden mit einem roten
Farbstoff markierte konventionelle
Liposomen bzw. gegen den EGF-
Rezeptor gerichtete ILs intravenos
injiziert. Nach 24 h werden

die EGFR-Uberexprimierenden
Tumoren entnommen, die einzel-
nen Zellen voneinander getrennt
und wiederholt gewaschen. Dabei
konnte demonstriert werden,
dass unspezifische konventionelle
Liposomen nur sparlich von den
Tumorzellen aufgenommen
werden (A), wahrend anti-EGFR-
ILs (B) sich verstarkt nach Auf-
nahme im Zytoplasma um den
Zellkern herum (griin) anreichern.

sichtlich, dass nur solche ILs erfolgsverspre-
chend sind, die nach Interaktion mit dem ent-
sprechenden Tumorantigen, eine Internalisie-
rung des gesamten Antikorper-Antigen-Kom-
plexes auslosen. Besonders viel versprechend
wurden ILs gegen den Folat- [7] und Trans-
ferrin-Rezeptor [8] sowie gegen HER2 [9],
welches hiufig in Brustkrebszellen exprimiert
wird, getestet. Die Entwicklung von anti-HER2-
Immunoliposomen ist aktuell am weitesten
fortgeschritten. Dabei konnte gezeigt werden,
dass diese ILs verschiedene Chemotherapeu-
tika, wie z.B. Anthrazykline (Doxorubicin,
Epirubicin) effektiv und spezifisch zu Tumor-
zellen transportieren konnen. In verschiedenen
Tiermodellen mit HER2-iiberexprimierenden
Brustkrebszellen demonstrierten mit Doxoru-
bicin beladene anti-HER2-ILs eindrucksvoll
ihre Uberlegenheit mit Heilungsraten von iiber
50%, wihrend konventionelles liposomales
Doxorubicin (Doxil®/Cealyx®) und auch nicht-
liposomales (freies) Doxorubicin keine einzige
komplette Remission erzielten [10]. Gleichzei-
tig stieg die maximale tolerierte Dosis (MTD)
von Doxorubicin im Mausmodel von 7,5 mg/kg
fiir das (freie) Doxorubicin auf 22,5 mg/kg
fir das liposomale bzw. immunoliposomale
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Doxorubicin. Aktuell wird eine klinische
Phase-I-Studie mit Doxorubicin beladenen Anti-
HER2-ILs vorbereitet; dies ist der erste klini-
sche Einsatz von Immunoliposomen iiberhaupt.

EGFR - ein ideales Antigen?

Zelloberflachenrezeptoren mit Tyrosin-Kinase-
Aktivitit, welche nach Binding eines Liganden
den gesamten Komplex, bestehend aus Rezep-
tor und ILs, internalisieren, stellen besonders
erfolgsversprechende Antigene fiir die Ent-
wicklung von Immunoliposomen dar. Der EGF-
Rezeptor (EGFR, HER1) ist der Prototyp der
Klasse-1-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK), zu
denen auch HER2, HER3 und HER4 gehoren.
Dabei ist der EGF-Rezeptor ein einfach erreich-
bares Oberflichenantigen, welcher oft mit
einer schlechten Prognose assoziiert [11] und
im Gegensatz zu HER2 in einer Reihe ver-
schiedenster Tumoren zu einem hohen Anteil
iiberexprimiert wird [12].

Zusétzlich zu dem «normalen» auf Tumorzel-
len iiberexprimierten EGF-Rezeptor wurden
bisher noch mindestens sieben verschiedene
Mutationsvarianten gefunden. Dabei scheint
die Variante III (EGFRVIII), hervorgerufen
durch eine Deletion der Exons 2-7, auch klini-
sche Bedeutsamkeit zu besitzen. Diese mutierte
Form des EGF-Rezeptors wurde bisher auf
Tumorzellen des Mammakarzinoms, nicht-
kleinzelligen Bronchuskarzinoms und Gliobla-
stoms nachgewiesen [13]. Erwdhnenswert ist,
dass diese Rezeptorvariante im Gegensatz zum
auch in normalen Geweben nachweisbaren
Wildtyp bisher nur auf Tumorzellen gefunden
werden konnte und damit eine nahezu ideale
Zielstruktur fiir Immunotherapien darstellt.

Anti-EGFR-Immunoliposomen

Zuletzt gelang die Entwicklung von Immunoli-
posomen, welche gegen den EGF- und auch
EGFvIII-Rezeptor gerichtet sind [14]. Hierzu
wurden in unserem Labor Antikorper-Frag-
mente (Fab’) des monoklonalen Antikérpers
C225 (Cetuximab, Erbitux™) bzw. so genannte
«single chain»-Antikorper aus einer Anti-
korper-Bibliothek in Zusammenarbeit mit der
«University of California at San Francisco
(UCSF)» benutzt. Die Antikorper-Fragmente,
welche sowohl den EGF- als auch den EGFvIII-
Rezeptor erkennen bzw. eine Internalisierung
auslésen, werden kovalent an die Liposomen
gebunden (20-30 pro Liposom). Dabei konnte
gezeigt werden, dass anti-EGFR-ILs einen
spezifischen Transport verschiedenster Dia-
gnostika und Therapeutika zu EGFR-iiber-
exprimierenden Zellen ermdglichen. Quanti-
fizierungsversuche in vitro haben ergeben,
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Abbildung 3.

Effektiver intrakranieller Transport
und extensive Verteilung von
Liposomen durch «convection
enhanced delivery (CED)». Mit
einem roten Farbstoff markierte
Liposomen wurden mittels CED
direkt in den Hirnstamm von
Primaten injiziert. Dabei konnte
demonstriert werden, dass bereits
kleine Volumina von Liposomen
in hoher Konzentration Gber
grosse Areale intrakraniell verteilt
werden kdonnen. (A) makroskopi-
sche Ansicht 30 Minuten nach
Injektion der Liposomen;

(B) markierter Ausschnitt

im Fluoreszenzmikroskop.

dass bis zu 31500 ILs je EGFR-liberexprimie-
render Tumorzelle internalisiert werden,
wiahrend in nicht EGFR-liberexprimierenden
Tumorzellen weniger als 1000 ILs pro Zelle
unspezifisch aufgenommen werden (Abb. 2).
Da in jedem einzigen Liposom h&ufig >10000
Wirkstoffmolekiile transportiert werden kon-
nen, ist es nicht verwunderlich, dass anti-EGFR
ILs, beladen mit verschiedenen Wirkstoffen wie
Doxorubicin, Vinorelbine oder Methetrexat,
eine verbesserte Wirksamkeit in EGFR-expri-
mierenden Tumorzellen zeigten. Die IC5o (Kon-
zentration eines Wirkstoffes, bei der die Halfte
der Zellen stirbt) konnte im Vergleich zu kon-
ventionellen Liposomen um den Faktor 20-40
reduziert, d.h. verbessert werden. Hingegen
zeigten Anti-EGFR-ILs die gleiche limitierte
Wirksamkeit wie unspezifische konventionelle
Liposomen in EGF-Rezeptor-negativen Tumor-
zellen.

Diese Daten konnten in Tiermodellen in einer
Reihe von EGFR-exprimierenden Tumoren,
z.B. MDA-MB-468 (EGFR+++, Mammakarzi-
nom) oder U-87 (EGFR+++, Glioblastoma)
bestétigt werden. Dabei sind Anti-EGFR-ILs,
beladen mit den Anthrazyklinen Doxorubicin
oder Epirubicin, sdmtlichen alternativen The-
rapien (Kontroll-Gruppe, freier Wirkstoff, kon-
ventioneller liposomaler Wirkstoff, Ko-Applika-
tion von konventionellem liposomalen Wirk-
stoff und freiem anti-EGFR Antikérper C225)
iiberlegen. Zusétzlich gelang es in unserem
Labor, Substanzen aus zum Teil anderen Wirk-
stoffklassen wie Vinorelbine, Vincristine oder
Irinotecan effizient und stabil in Liposomen zu
laden und ebenfalls mittels immunoliposo-
malen Transportes deren therapeutischen
Index (Wirksamkeit) deutlich zu steigern.
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Ausblick

Immunoliposomen sind Liposomen der néch-
sten Generation, welche die positiven Eigen-
schaften von stabilen und lange in der Blutzir-
kulation verbleibenden Transportvehikeln auf
der einen und den spezifischen Bindungseigen-
schaften von monoklonalen Antikérpern auf
der anderen Seite miteinander verbinden. Ziel
der aktuellen Forschung in unserem Labor ist
es, Anti-EGFR-ILs soweit zu optimieren, dass
Sie klinisch einsetzbar werden; aufgrund der
hiufigen Uberexprimierung dieses Rezeptors
auf Tumorzellen wire diese Strategie bei einer
Vielzahl von malignen Tumoren anwendbar.
Neben der Optimierung von Anti-EGFR-ILs fiir
die systemische Therapie (i.v.) werden momen-
tan auch Verfahren zur lokalen Applikation
von Liposomen und Immunoliposomen zur
Behandlung von Hirntumoren, welche héufig
EGFR oder EGFRVIII tiberexprimieren und bei
denen die Bluthirnschranke ein Hindernis sein
kann, getestet. Besonders viel versprechend ist
dabei eine Technik, welche in der Literatur als
«convection enhanced delivery (CED)» be-
schrieben wird [15, 16]. Im Gegensatz zur
konzentrationsabhéngigen Diffusion basiert
CED auf einen von einer Katheterspitze aus-
gehenden Druckgradienten mit dessen Hilfe
Molekiile durch das Interstitium transportiert
werden. Mit diesem lokalen Transportsystem
gelingt es, auch Liposomen in hoher Konzen-
tration iiber grosse Tumorareale zu verteilen
(Mamot C, Bankiewicz K. Unpublizierte Daten).
Aktuell werden Parameter in Ratten- und Pri-
maten-Modellen mit dem Ziel eines mdglichst
baldigen klinischen Einsatzes optimiert.
Schliesslich bieten sich immunoliposomale
Techniken an, um spezifisch und vor allem
effizient therapeutische Gene in Tumorzellen
zu transportieren. Dabei werden neuartige
kiirzlich entwickelte Nanopartikel benutzt, wel-
che DNA in hoher Konzentration aufnehmen
kénnen und sowohl in vitro als auch in vivo
stabil einsetzbar sind (Hayes M, Hong K. Unpu-
blizierte Daten). Derartige immunoliposomale
Vektoren konnten in der Lage sein, bisherige
Hauptprobleme der Gentherapie wie Notwen-
digkeit einer lokalen Applikation wegen Insta-
bilitdt in der Blutzirkulation oder Sicherheits-
risiken von viralen Vektoren zu losen.
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