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Kernpunten

e Ongerichte of met conventionele antilichamen gerichte
fotosensibilisatoren zijn hydrofiel en worden gekenmerkt
door een dagenlange circulatie van fotosensibilisator (PS)
in bloed en weefsels, en een lange lichtgevoeligheid.

e De relatief hydrofiele en traceerbare fotosensibilisator
IRDye700DX geconjugeerd aan een anti-EGFR-nanobody
(nanobody-Ps) is specifiek, potent (IC50 < 1 nmol/L] en
effectief (100% celdood).

* De specifieke fototoxiciteit van gerichte fotodynamische
therapie wordt verhoogd door intracellulaire afgifte van
PS door een biparatopisch nanobody-PS-conjugaat.

Inleiding

Bij fotodynamische therapie (PDT) wordt voor het in-
duceren van celdood gebruikgemaakt van drie essentiéle
componenten: een fotosensibilisator (photosensitizer, PS),
licht van een bepaalde golflengte en zuurstof. De eerste
meldingen van PDT-geinduceerde celdood verschenen aan
het begin van de twintigste eeuw [1-3]. Sindsdien zijn er
veel rapporten gepubliceerd over het gebruik van PDT voor
de behandeling van onder meer blaas-, huid-, hoofd-hals-
en eierstokkanker [4-7]. Over het algemeen wordt de PS
intraveneus toegediend, waarna de tumor na enige tijd
wordt bestraald met licht van een bepaalde golflengte om
de PS te activeren. Deze activering leidt tot type-II-foto-
oxidatieve reacties, waarbij PS met zuurstof reageert onder
de vorming van het zeer toxische singlet-zuurstof (‘O,) dat
schadelijk is voor zowel lipiden, eiwitten als nucleinezuren
[8]. Er kunnen ook type-I-reacties plaatsvinden waarbij de
PS reageert met andere substraten dan zuurstof. Ook bij
deze reacties worden uiteindelijk reactieve zuurstofatomen
gevormd. Aangezien de gevormde zuurstofradicalen zeer
kort leven en bovendien slecht diffunderen [9], blijft hun
toxische effect beperkt tot de plaats waar de PS zich op het
moment van de belichting bevindt. De behandelde cellen
sterven door necrose en/of apoptose. Verdere vernietiging
van de tumor is het gevolg van microvasculaire schade en
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To improve photodynamic therapy (PDT). This therapy
induces cell death through light-activation of a photo-
sensitizer (PS). Targeted delivery of PS via monoclonal

conjugates for targeted

antibodies has improved tumour selectivity, but these
conjugates have long half-lives, leading to relatively
long photosensitivity in patients.

DESIGN AND METHODS

In an attempt to target PS specifically to tumours and
to accelerate PS clearance, we have developed new
conjugates consisting of nanobodies (NB] targeting
the epidermal growth factor receptor (EGFR] and a
traceable PS (IRDye700DX).

RESULTS

These fluorescent conjugates allow the distinction of
cell lines with different expression levels of EGFR and
specifically induce cell death of EGFR-overexpressing
cells at low nanomolar concentrations, while PS alone
or the NB-PS conjugates in absence of light induce no
toxicity. Delivery of PS using internalizing biparatopic
NB-PS conjugates results in even more pronounced
phototoxicities.

CONCLUSION

Altogether, EGFR targeted NB-PS conjugates are specific
and potent, enabling the combination of molecular
imaging with cancer therapy.
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immuun- en ontstekingsreacties [4]. De huidige klinisch
beschikbare PS-verbindingen zijn voor het merendeel
derivaten van porfyrine (bijvoorbeeld Photofrin), chloor
(bijvoorbeeld Foscan) en ftalocyanine (bijvoorbeeld
Photosense) [6].

Door de relatief grote hydrofobie en het gebrek aan
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specificiteit van de huidige PS-verbindingen treedt off-
targer-toxiciteit op en kent de behandeling praktische be-
zwaren: na toediening van de PS moet lang (twee tot vier
dagen) worden gewacht tot de tumor kan worden belicht,
en na de behandeling is er een vrij lange periode van
fotosensitiviteit [6, 7]. Er zijn daarom pogingen gedaan
om de PS hydrofieler en tumorgerichter te maken door
chemische modificaties, afleversystemen en doelzoekende
moleculen [10-14]. Foto-immuuntherapie (photoimmuno-
therapy, PIT) maakt bijvoorbeeld gebruik van monoklonale
antilichamen (mAb’s) voor het specifiek richten van PS bjj
PDT [12]. Hoewel het gebruik van mAb-PS-conjugaten al
veelbelovende resultaten heeft opgeleverd [15-18], hebben
deze grote conjugaten lange halfwaardetijden. Een snellere
accumulatie in de tumor en een snellere klaring van onge-
bonden conjugaten zou daarom een welkome verbetering
bieden. Dit heeft geleid tot verschillende studies waarin
Kkleinere antilichaamfragmenten worden gebruikt voor het
specifiek richten van PS [19-23]. Met ditzelfde doel hebben
wij conjugaten ontwikkeld die nanobodies met een PS com-
bineren.

Nanobodies bestaan uit het variabele domein van het
zogenoemde Aeavy chain only-antilichaam dat in 1993 voor
het eerst werd ontdekt bij de dromedaris [24]. Nanobodies
kunnen worden beschouwd als de kleinste natuurlijk voor-
komende antilichaamdomeinen. Ze zijn een factor tien klei-
ner dan conventionele antilichamen (nanobodies: 15 kDa,
2,5 nm X 4 nm [25]; mAb’s: 150 kDa, 14,2 nm X 8,5 nm
X 3,8 nm [26]), maar kunnen ondanks dit kleine formaat
zeer specifiek en stevig aan antigenen binden (laag-nano-
molaire affiniteit). Een voorbeeld van zo’n antigeen is de
epidermalegroeifactorreceptor (EGFR), die in vele soorten
menselijke tumoren tot overexpressie komt [27]. Eerder
hebben we al de voordelen van nanobodies voor optische
moleculaire beeldvorming van EGFR-positieve tumoren
laten zien [28]. In vergelijking met een volledig anti-EGFR-
antilichaam vertoonden de tegen EGFR gerichte nanobo-
dies een snellere accumulatie en een homogenere verdeling
in de tumor. Ook vond snellere klaring van ongebonden
moleculen plaats. Om nuttig gebruik te maken van deze
eigenschappen bij PDT hebben we dezelfde monovalente
anti-EGFR-nanobodies (7D12) met PS beladen. Bovendien
hebben we, vergelijkbaar met wat mogelijk is gebleken voor
internaliserende mAb’s [29-31], geprobeerd de potentie
van PDT nog verder te verhogen door intracellulaire afgifte
van PS. Hiervoor hebben we een biparatopisch nanobody
(7D12-9G8) gebruikt dat geinternaliseerd wordt via
clustering-geinduceerde endocytose van EGFR [32].

Om de effectiviteit van PDT te verbeteren, hebben we
in deze studie gebruikgemaakt van een PS dat zichtbaar is
met optische beeldvorming. Dit maakt het mogelijk om op
het geschiktste tijdstip en op een zeer nauwkeurig bepaalde
plaats te belichten. Hoewel het idee van optische beeldvor-
ming van PS in tumoren al dateert uit ongeveer 1920 [33],
staat de uitvoering hiervan nog in de kinderschoenen. Dit

komt doordat de meeste PS-verbindingen slecht absorberen
in het nabij-infrarode gebied van het lichtspectrum [34] en
het juist deze golflengten zijn die goed in menselijke weef-
sels doordringen. De PS die in deze studie wordt gebruikt
is het recentelijk beschreven nabij-infrarood fluorescerende
IRDye700DX [35]. Dit siliciumftalocyaninederivaat is re-
latief hydrofiel, heeft de typische sterke absorptieband van
ftalocyaninen in het rode gebied van het spectrum en bezit
bovendien de flexibiliteit om aan eiwitten geconjugeerd

te worden [36]. Deze PS is voorheen al geconjugeerd aan
een anti-EGFR-mADb en bleek fototoxisch te zijn wanneer
hij was gebonden op het celmembraan en na internalisatie.
Bovendien zorgde dit conjugaat voor tumorspecifieke PDT,
waarbij alleen krimp van tumoren werd waargenomen als
er sprake was van EGFR-overexpressie.

In deze studie hebben we monovalente en biparatopi-
sche anti-EGFR-nanobodies geconjugeerd aan de traceerba-
re PS IRDye700DX. We hebben deze conjugaten gekarakte-
riseerd en hun fototoxiciteit in vitro geévalueerd. Dit type
nanobody—PS-conjugaten, waarbij moleculaire beeldvorming
wordt gecombineerd met therapie, kan een aanzienlijke
impact hebben op de huidige aanpak van PDT.

Methoden

Aanvullende methoden zijn te vinden op de website van
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine: http://
dx.doi.org/10.1016/j.nano0.2013.12.007.

De nanobodies 7D12, R2 en 7D12-9G8 zijn geprodu-
ceerd zoals beschreven in de aanvullende methoden.

Het lichtgevoelige IRDye700DX (hier PS genaamd)
werd als een N-hydroxysuccinimide-ester (NHS-ester) ver-
kregen van LI-COR Biosciences (Lincoln, Verenigde Sta-
ten). De conjugatie van PS aan de nanobodies, de zuivering
en de karakterisatie van de nanobody—PS-conjugaten is
uitgevoerd zoals beschreven in de aanvullende methoden.

De muizenfibroblast-cellijn NIH 3T3 2.2 (afgekort als
37T3 2.2) is elders beschreven [37]; de humane hoofd-hals-
carcinoom-cellijn UM-SCC-14C is ter beschikking gesteld
door prof. dr. T.E. Carey (Universiteit van Michigan,
Verenigde Staten); de humane vulvacarcinoom-cellijn A431
(CRL-1555) en de humane cervixcarcinoom-cellijn HelLa
(CCL-2) zijn verkregen van ATCC (LGC Standards, Wesel,
Duitsland). Alle cellijnen zijn gekweekt zoals beschreven in
de aanvullende methoden.

Bindingstudies zijn uitgevoerd op alle cellijnen, zoals
beschreven in de aanvullende methoden. Voor evaluatie van
de bindingsaffiniteit zijn 14C-cellen gedurende maximaal
30 minuten bij 37°C geincubeerd met 25 nmol/LL nano-
body-PS. Daarna zijn de cellen twee keer gewassen met
binding medium en zijn de fluorescentie-intensiteiten (FI)
gedetecteerd met het 700 nm-kanaal van een infrarood-
scanner van Odyssey.

Eén dag na het zaaien van 8000 cellen per well in een
96-wells plaat (Greiner Bio-One, Alphen a/d Rijn) werden
de cellen gewassen met PDT-medium (DMEM zonder
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Figuur 1 Schematische voorstelling van de tegen
epidermalegroeifactorreceptor gerichte
nanobodies en het negatieve controle-
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Figuur 2 Fluorescente nanobody-PS-conjugaten
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Conjugaten worden aangegeven als R2-PS, 7D12-PS en 7D12-9G8-PS.
De vrije PS wordt in de gel aan het front waargenomen (pijL).
PS: fotosensibilisator; SDS-PAGE: natriumdodecylsulfaat-

polyacrylamide-gelelektroforese.

fenolrood, met 8% foetaalkalfserum (v/v), 100 U/mL
penicilline, 100 ug/mL streptomycine en 2 mmol/L L-
glutamine). Vervolgens is gedurende 30 minuten bij 37°C
een verdunningsreeks van de nanobody-PS-conjugaten (of
een 1+1-mengsel van 7D12-9G8 en 7D12-9G8-PS) aan de
cellen toegevoegd. Na de incubatie (puls genoemd) zijn de
cellen tweemaal gewassen met PDT-medium.
Onmiddellijk daarna is de FI van de celgebonden en/of
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geinternaliseerde conjugaten gedetecteerd met de
Odyssey-scanner en zijn de cellen, tenzij anders vermeld,
direct belicht. Met behulp van 96 led-lampen (670 * 10 nm,
1 led per well [38, 39]) werden de platen belicht met een
lichtintensiteit van circa 4 mW/cm? (gemeten met een
Orion Laser vermogen/energie-monitor, Ophir Optronics,
Jeruzalem, Israél), uiteindelijk resulterend in lichtdoses
van 10 of 5 J/cm?. Tenzij anders vermeld, zijn de platen na
de belichting teruggeplaatst in de incubator. In alle expe-
rimenten is een aantal wells tijdens belichting bedekt, als
interne negatieve controles. De experimenten zijn minstens
tweemaal herhaald.

Na een overnachtincubatie van cellen die zijn behan-
deld zoals hierboven beschreven, zijn de cellen geincubeerd
met Alamar Blue volgens het protocol van de leverancier
(AbD Serotech, Oxford, Verenigd Koninkrijk) en zoals be-
schreven in de aanvullende methoden. De resultaten zijn
uitgezet als levensvatbaarheid in percentage (%) van de
onbehandelde cellen en de half-maximaal inhiberende con-
centratie (IC50) is bepaald met behulp van de GraphPad
Prism 5.02 software. Als alternatief zijn levende en dode
cellen van elkaar onderscheiden met behulp van calceine
AM (Invitrogen) en kleuring met propidiumjodide (Invitro-
gen), zoals beschreven in de aanvullende methoden.

Cellen zijn gedurende de aangegeven perioden van
maximaal 30 minuten bij 37°C in PDT-medium gepulseerd
met 25 nmol/L. nanobody-PS-conjugaten, waarna de cellen
zijn gewassen en vers PDT-medium aan de cellen is toege-
voegd. De FI van nanobody-PS-conjugaten is gedurende
210 minuten (tot het tijdstip van 240 minuten) bij 37°C
gevolgd. Op elk tijdstip zijn de cellen tweemaal gewassen
en is de totale FI bepaald met de infraroodscanner van
Odyssey. Om de geinternaliseerde fractie te bestuderen, is
de oppervlaktegebonden nanobody-PS verwijderd in twee
zure wasstappen bij een pH van 2,5 gedurende 10 minu-
ten op ijs, waarna de resterende FI (van geinternaliseerde
nanobody-PS) is gemeten.

Een mengsel van 50% HelLa-cellen en 50% C14-cellen
is in multititerplaat met 96-wells platen (Greiner) gezaaid,
behandeld met 25 nmol/LL nanobody-PS en daarna belicht
met een dosis van 10 of 5 J/cm?. Onmiddellijk na de belich-
ting of na de overnachtincubatie (circa 16 h) zijn de dode
en levende cellen aangekleurd met propidiumjodide en cal-
ceine AM (zoals beschreven in de aanvullende methoden).

De gegevens zijn statistisch geanalyseerd met GraphPad
Prism 5.02 voor Windows (GraphPad Software, San Diego,
Verenigde Staten). De significantie van de verschillen tus-
sen gemeten waarden is bepaald met een ongepaarde t-test,
waarbij P < 0,05 als significant is beschouwd.

Resultaten

Aanvullende resultaten (waaronder figuren met S-
nummers) zijn te vinden op de website van Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicine: http://dx.doi.org/
10.1016/j.nan0.2013.12.007.
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Figuur 3 Nanobody-PS-conjugaten binden aan de drie cellijnen afhankelijk van hun EGFR-expressieniveau
(A431 > 14C > HeLa) en niet aan 3T3 2.2-cellen (geen EGFR)
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Gegevens zijn gemiddelde fluorescentie-intensiteit + standard error of the mean.

EGFR: epidermalegroeifactorreceptor; PS: fotosensibilisator.

Productie en karakterisering van de

nanobody-PS-conjugaten

Het nanobody 7D12 is gericht tegen de EGFR en wordt
bij PDT gebruikt om de PS gericht af te leveren bij EGFR-
producerende cellen. Het niet-relevante nanobody R2
wordt hierbij als negatieve controle gebruikt (figuur 1).
Daarnaast wordt het internaliserende biparatopische
nanobody 7D12-9G8 gebruikt om te onderzoeken of in-
tracellulaire afgifte van PS de toxiciteit van deze conjugaten
kan vergroten. Net als in onze vorige studie [28] zijn de
nanobodies aan de PS (IRDye700DX) geconjugeerd via
een NHS-gemedieerde conjugatie aan willekeurige lysinen.
Na zuivering werd de koppeling van de fluorescerende PS
aan de nanobodies geverifieerd met SDS-PAGE. Er waren
slechts sporen van vrije PS waarneembaar aan het front
van de gel (figuur 2). De mate van conjugatie (DOC) was
gemiddeld 1,0, 0,5 en 1,5 moleculen PS per nanobody voor
respectievelijk R2, 7D12 en 7D12-9G8. De productie van
deze nanobody—PS-conjugaten was reproduceerbaar.

Nanobody-PS-conjugaten binden

specifiek aan EGFR

Om te bevestigen dat de koppeling van de PS aan de
nanobodies geen invloed heeft gehad op hun bindende
eigenschappen, zijn er bindingstests uitgevoerd onder
niet-internaliserende omstandigheden (4°C) met cellijnen
met verschillende expressieniveaus van EGFR. Daarbij werd
een duidelijke correlatie gevonden tussen de FI van de con-
jugaten en het EGFR-expressieniveau: A431 > 14C > Hela
> 37T3 2.2, waarbij 3T3 2.2 negatief is voor EGFR-expressie
(figuur 3). Hieruit blijkt dat het met deze fluorescerende
conjugaten mogelijk is cellijnen met verschillende EGFR-

binding 7D12-9g8-PS
400

——

0 - - 7 3 T T am
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expressieniveaus te onderscheiden. Ook de verschillen in
B, tussen 7D12-PS en PS-7D12-9G8 correleerden goed
met de verschillen in DOC.

Binding van de nanobody—PS-conjugaten werd tevens
bestudeerd met fluorescentiemicroscopie, waarbij een ver-
gelijkbare correlatie tussen het EGFR-expressieniveau en
de FI op het celmembraan werd waargenomen (figuur 4).
De schijnbare bindingsaffiniteit van de nanobodies was
1,4 * 0,7 nmol/L voor 7D12-PS en 2,0 £ 0,2 nmol/L voor
7D12-9G8-PS. Dit is vergelijkbaar met eerder gepubliceer-
de affiniteitswaarden [28, 40].

Nanobody-PS-conjugaten zijn een

krachtig middel voor PDT

Om het potentieel van deze conjugaten voor PDT te
bepalen, hebben we eerst onderzoek gedaan naar de kine-
tiek waarmee de fluorescerende conjugaten van PS met
anti-EGFR-nanobody binden aan cellen met EGFR-over-
expressie. Hieruit bleek dat de nanobody—PS-conjugaten
zeer snel aan EGFR binden (figuur 5) en al snel verzadigde
binding laten zien, vergelijkbaar met de verkregen waarden
van de bindingstests bij 4°C (figuur 3, 14C-cellen).

In de volgende experimenten werden cellen gedurende
30 minuten bij 37°C geincubeerd met een concentratie-
reeks van de drie nanobody—PS-conjugaten of alleen PS
(aangeduid als puls). Ook hier correleerde de gedetecteerde
maximale FI voor celgebonden 7D12-PS en 7D12-9G8-PS
goed met hun DOC (figuur 6). Een belangrijk gegeven is
dat er geen binding van vrije PS of het controleconjugaat
R2-PS aan 14C-cellen kon worden waargenomen. Dit geeft
aan dat er bij afwezigheid van de anti-EGFR-nanobodies
geen binding van de PS aan de cellen plaatsvindt.
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Figuur 4 Fluorescentiemicroscopieafbeeldingen verkregen met een EVOS-microscoop

37322 Hela
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PS: fotosensibilisator.

Figuur 5 Binding van anti-EGFR-nanobody-
PS-conjugaten aan cellen in de tijd
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EGFR: epidermalegroeifactorreceptor; PS: fotosensibilisator.

Na de puls werden de cellen blootgesteld aan een licht-
dosis van 10 J/cm? om fototoxiciteit te induceren, en de
dag daarna werd de levensvatbaarheid van de cellen beoor-
deeld. De anti-EGFR-nanobody—PS-conjugaten bleken zeer
potente middelen voor PDT te zijn, met IC50-waarden van
2,3 * 0,7 nmol/L voor 7D12-PS en 0,6 £ 0,1 nmol/L voor
7D12-9G8-PS (figuur 7), waarbij de potentie van het laatste
conjugaat significant hoger is (P < 0,001). Belangrijk is
ook dat vrije PS, R2-PS en onbelichte anti-EGFR-nanobo-
dy-PS-conjugaten geen invloed op de levensvatbaarheid
van cellen hadden (IC50-waarden konden niet worden
bepaald), wat de specificiteit van deze aanpak onderstreept.

14C A431

Figuur 6 Totale fluorescentie-intensiteit die aan
14C-cellen is gebonden na een puls
van 30 minuten met een toenemende
concentratie van de drie nanobody-
PS-conjugaten en alleen PS
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PS: fotosensibilisator.

Licht-geinduceerde toxiciteit werd ook gedetecteerd
door fluorescentiemicroscopie, waarbij dode cellen, door
een positieve kernkleuring met propidiumjodide, konden
worden onderscheiden van levende cellen die kleuring ver-
toonden met calceine AM. Alle met 7D12-9G8-PS behan-
delde cellen bleken al onmiddellijk na de belichting dood
te zijn, terwijl dit voor de met 7D12-PS behandelde cellen
pas op een later tijdstip gebeurde. Voor beide nanobody—
PS-conjugaten werd zonder belichting na de puls geen cel-
dood waargenomen (figuur 8).
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Figuur 7 Percentage cellevensvatbaarheid na
belichting met 10 J/cm?, vergeleken met
onbehandelde cellen
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of the mean.

PS: fotosensibilisator.

Met biparatopische nanobody-PS-conjugaten

is PDT effectiever

7D12-9G8 induceert internalisatie van de EGFR via re-
ceptorgemedieerde endocytose en wordt daardoor efficién-
ter door cellen opgenomen dan 7D12 (figuur S1) [32]. Dit
betekent dat 7D12-9G8 PS effectiever intracellulair kan af-
geven, wat zou kunnen resulteren in effectievere PDT (ana-
loog aan de bevindingen van studies met internaliserende
mADb’s [29-31]). De werkzaamheid van PDT, gemeten als
IC50, correleerde goed met de hoeveelheid celgebonden
PS op het moment van belichting (figuren 6 en 7), waar-
bij het biparatopische nanobody-PS-conjugaat de laagste
IC50-waarde (ofwel de hoogste toxiciteit) te zien gaf. De
DOC (gemiddelde aantal PS-moleculen per nanobody) van
7D12-9G8-PS was echter hoger dan die van 7D12-PS.

Om de bijdrage van PS-internalisatie aan de toxiciteit
van het biparatopische nanobody zorgvuldiger te bestu-
deren, hebben we daarom 7D12-PS vergeleken met een
mengsel van 7D12-9G8 en 7D12-9G8-PS (7D12-9G8-mix).
Bij deze aanpak vonden we voor beide nanobody-con-
jugaten een vergelijkbare hoeveelheid celgebonden fluo-

Figuur 8 Fluorescentiemicroscopie van nanobody-Ps (rood), dode cellen gekleurd met propidiumjodide (blauw)
en intacte cellen gekleurd met calceine AM (groen)
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PS: fotosensibilisator.

7D12-968-PS
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PS  calceine propidiumjodide
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Figuur 9 Vergelijking tussen totaal nanobody-PS-
conjugaat dat aan cellen is gebonden met
7D12-pPS, 7D12-9G8-PS of een mengsel van
7D12-9G68-PS en ongeconjugeerd 7D12-9G8

totale fluorescentie (int 700 nm)

: ‘ ‘ ‘ ‘ 7D12-PS
0 10 20 30 40 50 B 7D12-968-PS
concentratie (nmol/L) 4 7D12-968-mix

Gegevens zijn gemiddelde fluorescentie-intensiteit + standard error of
the mean.

PS: fotosensibilisator.

Figuur 11 Percentage cellevensvatbaarheid na
belichting met 10 J/cm?, vergeleken met
onbehandelde cellen
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concentratie (nmol/L) @ 7D12-968-mix

Gegevens zijn gemiddelde cellevensvatbaarheid + standard error of the
mean.

PS: fotosensibilisator.

rescerende PS (figuur 9). Vervolgens voerden we een zure
wasstap uit om de FI van intracellulair gelokaliseerde PS
te bepalen. Hieruit bleek dat de intracellulaire FI-waarden
voor 7D12-9G8-mix hoger waren dan voor 7D12-PS
(figuur 10), wat bevestigt dat 7D12-9G8-PS efficiénter
wordt geinternaliseerd dan 7D12-PS. Interessant genoeg
bleek, ondanks de vergelijkbare hoeveelheid celgebonden
PS, dat de biparatopische mix aanzienlijk toxischer was dan
7D12-PS (IC50 respectievelijk 1,2 + 0,3 nmol/L en 2,3 *
0,7 nmol/L, P < 0,05). Voor ongemengd 7D12-9G8-PS,
waarbij de hoeveelheid celgebonden en geinternaliseerde

OORSPRONKELIJK ARTIKEL 2015;9:A1527

Figuur 10 Geinternaliseerde nanobody-Ps-
conjugaten gemeten op verschillende
tijdstippen na een zure wasstap
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PS groter is dan bij 7D12-9G8-mix, was de toxiciteit nog
hoger (IC50 0,6 * 0,06 nmol/L, P < 0,01) (figuur 11).

Belichting direct na incubatie leidt tot

sterkere fototoxiciteit

De internalisatie van de nanobody-PS-conjugaten zou
kunnen leiden tot een intracellulaire ophoping van de con-
jugaten. Aangezien dit van belang is voor de keuze van het
optimale tijdstip van belichting, hebben we dit aspect nader
onderzocht met een pulse-chase-experiment. Tijdens de
chase nam voor beide conjugaten de hoeveelheid celgebonden
PS af in de tijd (41 £ 6% voor 7D12-PS en 43 £ 2% voor
7D12-9G8-PS), terwijl de fractie geinternaliseerd nanobo-
dy-PS-conjugaat constant bleef (figuur 12). Dit suggereert
dat er geen recycling van de nanobodies optreedt en dat
beide nanobody-PS-conjugaten in de cellen ophopen.

Om meer inzicht te krijgen in het lot van de nanobody—
PS-conjugaten na internalisatie hebben we onderzocht of
lysosomale afbraak optreedt. Na een puls van 30 minuten
en een chase van 210 minuten werd vrije PS alleen waar-
genomen in de intracellulaire fractie en dit was significant
meer voor 7D12-9G8-PS (20% * 3% van de geinternali-
seerde fractie) dan voor 7D12-PS (6% * 2%) (figuur S2A,
P < 0,05). Het ontbreken van vrije PS geeft aan dat de con-
jugaten stabiel zijn in het kweekmedium. Verdere stabili-
teitsstudies wezen uit dat nanobody—PS-conjugaat geduren-
de ten minste 4 uur stabiel is in onverdund humaan serum.
Chloroquine verhinderde de afbraak van 7D12-9G8-PS,
net zoals bij het controleconjugaat EGF-IRDye800CW
(P < 0,01 en P <0,001). Dit duidt erop dat het conjugaat
wordt afgebroken in de lysosomen. Bovendien werd het
intracellulaire transport naar de lysosomen bevestigd met
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Figuur 12 Totale en interne fluorescentie van nanobody-PS-conjugaten gedurende een puls
van 30 minuten en de daarop volgende 210 minuten chase. PS die vrijkomt van
het celoppervlak (1) en opgehoopte PS (2) zijn aangegeven met pijlen.
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Figuur 13 Totale fluorescentie-intensiteit nadat
14C-cellen zijn gepulst met nanobody-
PS-conjugaten of na nog een chase van
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the mean.
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fluorescentiemicroscopie (figuur S2B). Behalve dat lysoso-
male afbraak van de nanobody—PS-conjugaten plaatsvindt,
induceert het biparatopische nanobody ook de afbraak van
EGFR (figuur S2C).

Om te onderzoeken hoe belichting op een later tijdstip
de potentie van PDT kan beinvloeden, werden 14C-cellen
behandeld voor PDT zoals hierboven beschreven (figuur 13).
Cellen werden hetzij direct na de puls van 30 minuten be-
licht, hetzij na een chase-periode van 210 minuten (op tijd-
stip 240 minuten). Na de chase werd voor beide nanobody—
PS-conjugaten een significante afname in potentie gezien
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pulse chase tijd (min)

Figuur 14 Cellevensvatbaarheid na belichting met
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(7D12-pPS: 1C50 10,1 * 4,4 nmol/L, P < 0,001; 7D12-9G8-
PS: 1C50 1,2 £ 0,07 nmol/L, P < 0,01). 7D12-9G8-PS bleef
echter toxisch in het laag-nanomolaire concentratiebereik
(figuur 14).

Nanobody-PS-gemedieerde PDT is regelbaar voor

tumorcellen met verschillend EGFR-expressieniveau

Om de selectiviteit van nanobody-PS-geinduceerde
PDT te bepalen, werd de PDT uitgevoerd met verschillende
cellijnen met verschillende niveaus van EGFR-expressie.
Vergelijkbaar met de correlatie die gevonden werd tussen
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Figuur 15 Vergelijking van fotodynamische therapie op verschillende cellijnen gepulst met 7D12-PS of 7D12-9G68-PS en
belicht met een lichtdosis van 10 J/cm? (A) of 5 J/cm? (B)
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de mate van binding van de fluorescerende conjugaten en
het EGFR-expressieniveau van deze cellen (figuur 3), was
de toxiciteit van de conjugaten het hoogst (lagere IC50) bij
de cellijn met hogere EGFR-expressie: bij A431-cellen werd
voor 7D12-PS een IC50 van 1,3 * 0,06 nmol/LL gevonden
en voor 7D12-9G8-PS een IC50 van 0,52 * 0,10 nmol/L,
terwijl deze IC50-waarden bij 14C-cellen respectievelijk
2,3 + 0,7 en 0,6 £ 0,06 nmol/LL waren. Belangrijk is dat bij
de HeLa-cellen met lage EGFR-expressie de levensvatbaar-
heid van de cellen alleen werd beinvloed door 7D12-9G8-PS
(ICc50 2,29 * 0,68 nmol/L) (figuur 15A).

Om deze toxiciteit op de cellen met lage EGFR-expressie
te verminderen, werden vergelijkbare PDT-assays uitgevoerd
met slechts de halve lichtdosis (5 J/cm?). Dit resulteerde
in een lagere toxiciteit bij alle drie de cellijnen, maar voor-
al voor HeLa-cellen, waar slechts een gering effect werd

concentratie (nmol/L)

concentratie (nmol/L)

waargenomen met 7D12-9G8-PS (IC50 22,8 * 7,5 nmol/L)
(figuur 15B). Voor de andere twee cellijnen resulteerde de
verlaagde lichtdosis in de volgende IC50’s: 39 + 14,5 nmol/LL
voor 7D12-PS en 1,2 * 0,26 nmol/L. voor 7D12-9G8-PS bijj
14C-cellen; 2,3 * 0,34 nmol/L voor 7D12-PS en 1,1 * 0,47
nmol/L. voor 7D12-9G8-PS bij A431-cellen.

De selectiviteit van de nanobody-PS-conjugaten werd
eveneens aangetoond in cocultuurexperimenten met de
14C-cellijn met hoge EGFR-expressie en de HeLa-cellijn
met lage EGFR-expressie. Deze twee cellijnen zijn in co-
culturen van elkaar te onderscheiden door verschillen in
morfologie en EGFR-expressie (figuur 16, boven), zoals
werd bevestigd door de verschillen in fluorescentie-inten-
siteiten van celgebonden EGF-Alexa 555 en nanobody—
PS-conjugaten (figuur S3). In het geval van 7D12-PS werd
onmiddellijk na de lichtbehandeling met 10 J/cm? nog geen
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Figuur 16 Fluorescentiemicroscopie van coculturen van HeLa- en 14C-cellen voor de detectie van nanobody-PS (rood),
dode cellen gekleurd met propidiumjodide (blauw) en intacte cellen gekleurd met calceine AM (groen)
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PS: fotosensibilisator.

beschadiging van cellen waargenomen met fluorescentie-
microscopie. De volgende dag was er echter een duidelijke
propidiumjodidekleuring van 14C-cellen zichtbaar, terwijl
de HeLa-cellen nog intact waren (figuur 16, midden). Be-
langrijk is dat de PS (rode kleur) zeer goed overlapte met
de door propidiumjodide gekleurde cellen, wat de selectie-
ve celdood van 14C-cellen bevestigt. Deze waarnemingen
suggereren dat het bij 7D12-PS-gemedieerde PDT enige tijd
duurt voordat het effect waarneembaar is met fluorescen-
tiemicroscopie (zie ook figuur 8). In het geval van 7D12-
9G8-PS kon daarentegen onmiddellijk na de lichtbehande-
ling met 5 J/cm? bij 14C-cellen al celbeschadiging worden
waargenomen met propidiumjodidekleuring, terwijl de
HeLa-cellen nog intact waren en calceine AM-kleuring
vertoonden (figuur 16, rechts).

Beschouwing

Er zijn op het gebied van de fotodynamische therapie
(PDT) vele pogingen ondernomen om fotosensibilisatoren
(photosensitizers, PS) specifiek naar de plek van interesse,
bijvoorbeeld de tumor [11-14], te richten. In de context

"

PS  calceine propidiumjodide

van foto-immuuntherapie (photoimmunotherapy, PIT) zijn
hiervoor monoklonale antilichamen (mAb’s) gebruikt.
Deze conjugaten hebben echter lange halfwaardetijden, en
voor een snellere en efficiéntere klaring van PS uit zowel
bloed als gezond weefsel zijn daarom Kkleinere antilichaam-
fragmenten gebruikt. In deze studie hebben we een alter-
natief ontwikkeld dat het kleine formaat en de hoge bin-
dingsaffiniteit van nanobodies combineert met een relatief
hydrofiele en traceerbare PS.

De hier gebruikte nanobodies zijn robuust en hun bin-
dingseigenschappen worden niet beinvloed door conjugatie
van PS op willekeurige plaatsen. Hoewel de conjugatiere-
actie voor elk nanobody hetzelfde werd uitgevoerd, werden
als gevolg van verschillen in aminozuursequentie tussen
de nanobodies toch verschillen in de mate van conjugatie
(DOC) verkregen. Wanneer deze PS verkrijgbaar wordt met
een reactieve maleimidegroep, waardoor plaatsspecifieke
conjugatie mogelijk wordt, zou dit verschil in DOC in de
toekomst mogelijk vermeden kunnen worden, zoals onlangs
is aangetoond met anti-HER2-nanobodies voor optische
beeldvorming [41].
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De PS die aan de nanobodies werd geconjugeerd is het
siliciumftalocyaninederivaat IRDye700DX, dat hydrofieler is
dan de meeste gebruikte PS-verbindingen en traceerbaar is
met nabij-infrarood-fluorescentiebeeldvorming [35].
Hiermee is een eenvoudige conjugatie en zuivering moge-
lijk van deze nanobody—PS-conjugaten, terwijl tevens het
testen in vitro wordt bevorderd doordat dit de detectie en
kwantificatie van zowel celgebonden PS als intracellulair PS
mogelijk maakt. Bovendien kunnen cellijnen met verschil-
lende EGFR-expressieniveaus worden onderscheiden. Dit
is voornamelijk van belang in vivo, omdat EGFR, hoewel
in veel mindere mate dan in kankercellen, ook in normale
weefsels tot expressie komt. De binding van de anti-EGFR-
nanobody—PS-conjugaten aan de verschillende cellijnen en
de resulterende toxiciteit correleerden goed met de EGFR-
expressieniveaus.

Om in vivo cytotoxisch te zijn voor tumorcellen dienen
de anti-EGFR-nanobody—PS-conjugaten specifiek aan tu-
morcellen te binden en in de tumor te blijven voordat ze
door de nieren uit de bloedsomloop worden geklaard. Uit
eerdere studies [28] is bekend dat de nanobody-concentra-
tie in de bloedcirculatie het hoogst is tot 15-30 minuten na
injectie. Het was daarom belangrijk de associatiekinetiek
van deze conjugaten te bekijken (figuur 5). Dit tijdsbestek
komt niet overeen met de incubatietijden die meestal wor-
den aangehouden bij mAb—PS-conjugaten (bijvoorbeeld 6
uur, 12 uur, of langer [29-31]), omdat voor dergelijke grote
conjugaten langere serumhalfwaardetijden worden ver-
wacht. Een belangrijke waarneming is dat de hoeveelheid
nanobody—PS die gedurende de puls van 30 minuten aan
cellen bond, voldoende was voor een sterke toxiciteit na
belichting, wat de selectiviteit en potentie van deze conju-
gaten voor PDT benadrukt (figuren 6 en 7).

Naast verschillende incubatietijden waarin cellen aan
conjugaten worden blootgesteld, kunnen PDT-protocollen
ook variéren in het tijdsinterval tussen blootstelling en be-
lichting. We onderzochten ook het behoud van de conjuga-
ten in en aan cellen in een pulse-chase-experiment in vitro,
waaruit bleek dat de membraangebonden conjugaten in de
tijd van de cellen dissocieerden. Als gevolg hiervan werd
een geringere PDT waargenomen, waardoor de voorkeur
uitgaat naar een zo vroeg mogelijke belichting. Desalniet-
temin werd de internalisatie en daarna de intracellulaire
ophoping van de conjugaten duidelijk verbeterd door ge-
bruik te maken van 7D12-9G8-PS. Hoewel de DOC tus-
sen 7D12-PS en 7D12-9G8-PS verschilde, maakte ons
experiment, waarbij een mengsel van 7D12-9G8 en 7D12-
9G8-PS (7D12-9G8-mix) werd gebruikt, het mogelijk de
twee formats met elkaar te vergelijken. We realiseren ons
dat deze vergelijking niet helemaal eerlijk is, aangezien de
PS-moleculen zeker verschillend worden verdeeld (intra-,
intermoleculair/cellulair) als ze geconjugeerd zijn aan 7D12
of 7D12-9G8. Terwijl het internaliserende biparatopische
nanobody een vergelijkbare hoeveelheid fluorescerende PS
aan de cellen afleverde, induceerde het desalniettemin een
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significant krachtiger PDT, wat in overeenstemming is met
eerdere onderzoeken waarin internaliserende mAb’s wer-
den gebruikt voor PDT [29-31].

Opvallend is dat onze resultaten in tegenstelling zijn
met die van Mitsunaga e.a., die geen additioneel effect
van de internalisatie van een mAb-IRDye700DX-conjugaat
constateerden [35]. In die studie werden echter geen
details van de dosis-responscurven gepresenteerd, wat
de reden zou kunnen zijn voor het missen van het extra
effect van internalisatie. In ieder geval kan men ook een
ander mechanisme van internalisatie verwachten tussen
biparatopische nanobodies en een mAb. In tegenstelling
tot een enkele mAb, induceren biparatopische nanobodies
[32], net als een combinatie van verschillende mAb’s
[42], receptorclustering en hierdoor een hogere mate van
endocytose. Deze clustering zou ook gevolgen kunnen
hebben voor het daaropvolgende intracellulaire transport.
De verbeterde werkzaamheid en snellere celdood,
geinduceerd door de internaliserende nanobodies, zouden
het gevolg kunnen zijn van de vernietiging van vitalere
structuren of organellen in de cel. Het is nog onduidelijk
of het mechanisme waarmee nanobody—PS-conjugaten
celdood induceren alleen bestaat uit de vorming van
singletzuurstofmoleculen of ontstaat door een combinatie
met fotothermische activiteit, zoals voorgesteld door
Mitsunaga e.a. Voorlopige gegevens bevestigen echter de
productie van singletzuurstof na belichting van PS. De
propidiumjodidekleuring en de afwezigheid van annexine-
V-kleuring na belichting van nanobody-PS duiden
normaal gesproken op celdood door necrose (figuur S4).
Hoewel necrose niet aangeduid wordt als het belangrijkste
werkingsmechanisme van andere siliciumftalocyaninen
[43-45], denken wij dat de inductie van celdood afhankelijk
is van de hoeveelheid en de plaats waar het singletzuurstof
wordt gevormd (de locatie van PS). In het geval van ons
nanobody—PS, met het relatief hydrofiele IRDye700DX,
wordt de plaats van de PS bepaald door het nanobody.

Nanobodies verschillen voornamelijk van mAb’s door
de afwezigheid van het Fc-domein en het onvermogen om
antilichaamathankelijke cytotoxiciteit te veroorzaken. Toch
induceert 7D12-9G8-PS lysosomaal transport en afbraak
van zowel het nanobody als de EGFR. Dit komt goed
overeen met het natuurlijke negatieve feedbackmechanisme
waarvan het natuurlijke ligand van de EGFR, EGF,
ook gebruikmaakt (gereviewed in [46]), en is ook in
overeenstemming met eerdere studies die remming van
endosomale recycling door antilichaamgeinduceerde
internalisatie van EGFR suggereren [42, 47]. Belangrijk
is dat de PS, ondanks de lysosomale afbraak, in de cel
aanwezig blijft waardoor de werkzaamheid, in het bijzonder
in het geval van 7D12-9G8-PS, niet drastisch zal afnemen
als het moment van belichting moet worden uitgesteld.

De nanobody—PS-conjugaten zullen in vivo moeten
worden geévalueerd. We kunnen echter op basis van eerde-
re moleculaire beeldvormingsstudies [28, 41, 48] verwach-
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ten dat deze nanobody-PS-conjugaten zich snel en homo-
geen in weefsels zullen verspreiden en stevig aan de EGFR
op tumorcellen zullen binden, terwijl de niet-gebonden
conjugaten snel door de nieren zullen worden geklaard. Als
dit inderdaad het geval is, kunnen deze nanobody—PS-con-
jugaten een belangrijke bijdrage leveren op het gebied van
gerichte PDT. Maar voordat dit kan plaatsvinden, is niet
alleen de specifieke afgifte van PS belangrijk, maar ook
een effect van de belichting. Het belangrijkste voordeel
van PDT is dat de belichting kan worden beperkt tot de
gebieden van interesse, waarbij dus in vergelijking met de
omringende weefsels de tumorcellen de hoogste dosis licht
zullen ontvangen. Om meer inzicht te krijgen in een situa-
tie waarbij kankercellen die EGFR tot overexpressie brengen
dicht bij (normale) cellen met lage EGFR-expressie zitten,
werden cocultuurexperimenten uitgevoerd met de 14C-
cellijn en de HeLa-cellijn. Deze cocultuurstudies laten zien
dat door de lichtdosis aan te passen, de behandeling 100%
specifiek voor EGFR overexpresserende 14C-cellen kan zijn
en veilig voor de HelLa-cellen met een lage EGFR-expressie.
Deze gegevens zijn in overeenstemming met het concept
van de drempeldosis, dat veronderstelt dat een minimale
concentratie van het fototoxische product (bijvoorbeeld
'0,) noodzakelijk is om cellen of weefsels te vernietigen
[49, 50]. In vivo zal de uitdaging liggen in het bepalen van
de juiste parameters om deze drempeldosis uitsluitend
in de weefsels van interesse (zoals eierstoktumoren of
hoofd-halstumoren) te overschrijden. Het is bekend dat
de penetratie van licht door weefsels beperkt wordt door
de optische eigenschappen van weefsels, wat in dit geval
tot gevolg heeft dat PDT veiliger is voor (diepere) normale
weefsels. In het geval van een operatie kunnen deze traceer-
bare nanobody-PS-conjugaten in eerste instantie worden
gebruikt voor beeldvorming en vervolgens om resectie van
de tumor te begeleiden (beeldgestuurde chirurgie). Daar-
na kan een bepaalde dosis licht worden gebruikt rond het
weggesneden gebied voor PDT van de overgebleven tumor-
cellen. Het is waarschijnlijk dat deze aanpak zal leiden tot
een grondiger verwijdering van tumoren.

Samenvattend hebben we in deze studie aangetoond
dat nanobodies geconjugeerd aan een PS gebruikt
kunnen worden voor een specifieke en gerichte PDT in
vitro. Daarnaast is aangetoond dat de werkzaamheid van
PDT wordt versterkt door de intracellulaire afgifte van
PS door een biparatopisch nanobody. De volgende stap
is om deze nieuwe conjugaten in vivo te evalueren en
om te bepalen wat het effect en de bijdrage is van deze
nanobody-PS-conjugaten op het gebied van de gerichte
PDT, waarin moleculaire beeldvorming van tumoren wordt
gecombineerd met een behandeling.
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