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Die therapeutische Wirksamkeit von Antik�rpern kann
durch die Konjugation mit cytotoxischen Verbindungen wie
Chemotherapeutika oder Partikel-emittierenden Radionu-
kliden wesentlich verst�rkt werden.[1] Intuitiv w�rde man
annehmen, dass der therapeutische Index erh�ht wird, je
mehr Molek�le der cytotoxischen Substanz an den Antik�r-
per gebunden werden. Neuere Studien mit Auristatin-Anti-
k�rper-Konjugaten in M�usen haben aber gezeigt, dass ein
molares Verh�ltnis von Chemotherapeutika zu Antik�rper
von 4:1 eine optimale Wirksamkeit ergibt und dass diese
Konjugate gut vertr�glich sind.[2]

Herk�mmliche chemische Proteinmodifikationsstrategi-
en sind schwierig zu steuern und f�hren zu heterogenen
Produktgemischen aus Immunkonjugaten, die eine unter-
schiedliche Zahl an Liganden aufweisen. Jedes dieser unter-
schiedlichen Immunkonjugate hat ein eigenes In-vivo-Ver-
halten.[3] Die Einf�hrung von k�nstlichen bioorthogonalen
Gruppen zur ortsspezifischen und st�chiometrischen Protein-
modifikation stellt eine m�gliche L�sung der genannten
Probleme dar.[4–6] Solche Strategien sind zwar in Mode, sie
sind aber oft auch arbeitsaufw�ndig, und sie bergen noch
immer das Risiko heterogener Produkte.

Transglutaminasen (TG, E.C. 2.3.2.13) k�nnen katabo-
lisch stabile isopeptidische Bindungen bilden, indem sie
Acyltransferreaktionen zwischen der g-Carboxamidgruppe
eines Glutamins (eine Seitenkette, die unter physiologischen
Bedingungen chemisch reaktionstr�ge ist) und der prim�ren
e-Aminogruppe eines Lysins katalysieren (Abbildung 1 a).[7]

Die meisten TGs sind unspezifisch in Bezug auf das Lysin-
substrat und akzeptieren sogar einfache 5-Aminopentyl-
gruppen als Lysin-Surrogate. F�r die Erkennung eines Glut-
amin-Rests als Enzymsubstrat m�ssen jedoch strikte Kriteri-
en erf�llt sein: Der Rest sollte sich sowohl in einer flexiblen
Region des Proteins befinden als auch von bestimmten

Aminos�uren umgeben sein.[8] Aufgrund dieser Selektivit�t
des Enzyms haben wir die Hypothese aufgestellt, dass die
Anwendung der TG eine neue Option zur ortsspezifischen
und st�chiometrischen Funktionalisierung von Antik�rpern
darstellen k�nnte.[9] F�r die hier vorgestellten Studien haben
wir bakterielle Transglutaminase (BTG) verwendet, weil sie
robust, kosteng�nstig und leicht zu handhaben ist.

Unsere Arbeitsgruppe ist an Radioimmunkonjugaten f�r
diagnostische und therapeutische Anwendungen interessiert,
wobei eine geringe Anreicherung von Radioaktivit�t außer-
halb der Zielregion von gr�ßter Wichtigkeit ist. Fr�here
Studien mit radioaktiv markierten monoklonalen Antik�r-
pern (mAb) haben gezeigt, dass eine große Zahl an Metall-
chelatoren einen negativen Einfluss auf das biologische Ver-
halten der Radioimmunkonjugate hatte.[10, 11] Wir haben die
Anwendbarkeit der BTG zur Herstellung von Immunkonju-
gaten gepr�ft, indem wir Antik�rper mit verschiedenen Me-
tallchelatoren funktionalisiert und anschließend mit dia-
gnostischen und therapeutischen Radionukliden markiert
haben. Deferoxamin (DF, 1), ein Gegenmittel bei Metall-

Abbildung 1. a) T-Modifikation von Glutamin (Q) mit Lysin oder einem
Lysinsurrogat durch TG. b) Substrate, die in dieser Studie verwendet
wurden.
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vergiftungen, wurde k�rzlich als ein sehr guter Chelator f�r
Radionuklide wie 67Ga oder 89Zr identifiziert.[12] Im Verlauf
unserer Studien haben wir festgestellt, dass Deferoxamin
ohne weitere Derivatisierung bereits ein gutes Substrat f�r
BTG ist. Des Weiteren haben wir den Metallchelator 4-
(1,4,8,11-Tetraazacyclotetradec-1-yl)-methylbenzoes�ure
(CPTA, 2) mit einem 1,5-Diaminopentan(Cadaverin)-Ab-
standhalter derivatisiert (Abbildung 1b; siehe die Hinter-
grundinformationen f�r Details zur Synthese). Um die An-
wendungsbreite der neuen Strategie zu erkunden, haben wir
weitere Substrate untersucht, die f�r die Antik�rpermodifi-
kation von Bedeutung sein k�nnten, so zum Beispiel Biotin-
Cadaverin (3), ein Galactopyranoselysin-Derivat (4) und den
Fluoreszenzfarbstoff Dansyl-Cadaverin (5). Der anti-L1-
CAM-mAb chCE7 und der kommerzielle anti-CD20-Anti-
k�rper Rituximab (RTX) wurden in Gegenwart von BTG mit
diesen Substraten funktionalisiert. Die Immunkonjugate
wurden nach Reduktion mit Dithiothreitol durch LC/MS
charakterisiert (siehe die Hintergrundinformationen).

Zu unserer �berraschung wurde keine Modifizierung der
nativen chCE7 oder RTX mit einem der Substrate in Ge-
genwart von BTG beobachtet, obwohl eine Sequenzanalyse
die Anwesenheit zahlreicher Glutaminreste gezeigt hatte
(siehe die Hintergrundinformationen). Parallel zu diesen
Experimenten wurde auch der aglykosylierte Antik�rper
chCE7agl getestet, bei dem Asparagin an der Position 297
durch Glutamin ersetzt wurde, um eine N-Glykosylierung zu
verhindern.[13] Diese Mutation wurde urspr�nglich eingef�hrt,
um die Halbwertszeit des radioaktiv markierten Immunkon-
jugats im Serum zu verk�rzen.[13] Im Rahmen unserer Studie

hat diese N297Q-Mutation zwei wesentliche Konsequenzen:
Erstens tr�gt der Antik�rper ein zus�tzliches Glutamin, und
zweitens wird in der Literatur beschrieben, dass die Entfer-
nung der Fc-Glycane die Flexibilit�t der C/E-Schleife (Q295-
T299) erh�ht.[14–16]

Die Massenspektren der chCE7agl-Konjugate zeigten,
dass die leichte Kette (LC) nicht modifiziert wird, w�hrend
die schwere Kette (HC) mit allen getesteten Substraten genau
zwei Modifikationen aufwies (siehe die Hintergrundinfor-
mationen). Daraus folgt, dass vollkommen homogene Im-
munkonjugate mit einem definierten Substrat/Antik�rper-
Verh�ltnis von 4:1 (dies ist auch das optimale Verh�ltnis, das
f�r Auristatin-Immunkonjugate gefunden wurde[2]) herge-
stellt wurden (Abbildung 2b,d). SDS-PAGE- und Western-
Blot-Analysen der enzymatisch funktionalisierten Immun-
konjugate (mit Biotin und dem Fluoreszenzfarbstoff) haben
best�tigt, dass nur die HC modifiziert wurde (siehe die Hin-
tergrundinformationen). Dagegen zeigen die Massenspektren
von chCE7 und RTX, die chemisch �ber Lysinreste mit Iso-
thiocyanat- oder Hydroxysuccinimid-Analoga mit den Sub-
straten 1–3 funktionalisiert wurden, dass eine variierende
Anzahl an Molek�len sowohl an die LC als auch an die HC
gebunden sind (siehe die Hintergrundinformationen). Die
chemische Konjugation f�hrt also zu einem in zweifacher
Hinsicht heterogenen Produktgemisch: Zum einen gibt es
Spezies, die eine unterschiedliche Zahl an Molek�len pro
mAb tragen, und zum anderen sind die Molek�le bei isost�-
chiometrischen Immunkonjugaten an verschiedene Stellen
des Antik�rpers gebunden. MALDI-TOF-MS-Analysen be-
legen eindeutig, dass Q295 und Q297 in chCE7agl tats�chlich

Abbildung 2. a) BTG erkennt ausschließlich die Aminos�ure Q295, die sich in der Fc-Region von deglykosylierten IgG-Antik�rpern (IgGdegl) befin-
det, als Modifikationstelle mit einem geeigneten Substrat. Dies f�hrt zu einem Verh�ltnis von Substrat zu mAb von exakt zwei. Deglykosylierung:
mAb (1 mgmL�1), PNGase F (100 U), PBS (pH 7,4), 37 8C, �ber Nacht. Konjugation: mAb (1 mgmL�1), BTG (1 U/mL), 1–5 (400 mm), PBS
(pH 8), 37 8C. b) Im aglykosylierten Antik�rper chCE7agl (N297Q) wird unter den gleichen Reaktionsbedingungen Q297 als zweite Modifikations-
stelle erkannt, was zu einem Substrat/mAb-Verh�ltnis von exakt vier f�hrt. c,d) MALDI-TOF-MS-Analysen der tryptischen Fragmente mit Q295
oder Q295 und Q297 (links) und der entsprechenden Immunkonjugate (rechts) zeigen exakte Stelle und st�chiometrisches Verh�ltnis der Modifi-
kation. e) Zeitabh�ngiger Umsatz von chCE7degl (&) und chCE7agl (*) mit 1 durch BTG. Das Substrat/mAb-Verh�ltnis erreichte nach ungef�hr
4 Stunden ein Plateau.
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die Konjugationsstellen der BTG sind. Das tryptische Frag-
ment des nichtkonjugierten chCE7agl-Antik�rpers, das Q295
und Q297 enth�lt ([EEQ295YQ297STYR + H]+: ber. 1203.52,
gef. 1203.59), war zweifelsohne mit zwei Substraten modifi-
ziert. Zum Beispiel entsprach die Masse des tryptischen
Produkts der Reaktion mit dem Substrat 1 dem Fragment
[EEQ295(1)YQ297(1)STYR + H]+ (ber. 2290.17, gef. 2290.41;
Abbildung 2d).

Eine vergleichende B-Faktoranalyse des glykosylierten
Fc-Fragments von RTX (DOI:10.2210/pdb116x/pdb) und
dem deglykosylierten Fc-Fragment eines humanen IgG1-
Antik�rpers (DOI:10.2210/pdb3dnk/pdb) hat ergeben, dass
der Wert f�r das Ca in der C/E-Schleife des deglykosylierten
Antik�rpers zu einer offeneren Konformation verschoben ist
(f�r die Positionen Q295 und N/D297 der deglykosylierten
Variante wurde beispielsweise ein Wert von 5 � ermittelt;
siehe die Hintergrundinformationen). Aus diesen Beobach-
tungen haben wir geschlossen, dass die Unterschiede bez�g-
lich der enzymatischen Konjugierbarkeit zwischen nativen
und aglykosylierten Antik�rpern vor allem auf die erh�hte
Flexibilit�t der C/E-Schleife zur�ckzuf�hren sind. Um diese
Hypothese zu �berpr�fen, haben wir die Glycane der nativen
Antik�rper chCE7 und RTX mit N-Glycosidase F (PNGase
F) entfernt. Die deglykosylierten Antik�rper (chCE7degl und
RTXdegl) wurden anschließend mit BTG und den Substraten
1 und 2 umgesetzt. MS-Analysen der Reaktionsprodukte
haben ergeben, dass beide deglykosylierten Antik�rper
genau ein Substrat pro HC trugen, w�hrend die LC nicht
modifiziert wurde. Dies f�hrte zu homogenen Immunkonju-
gaten mit einem Substrat/Antik�rper-Verh�ltnis von genau
zwei. Durch MALDI-TOF-MS wurde außerdem Q295 als
Konjugationsstelle best�tigt (Abbildung 2c).

Um die Effekte des moderaten Substrat/Antik�rper-Ver-
h�ltnisses und der Homogenit�t der Immunkonjugate auf das
In-vivo-Verhalten zu ermitteln, wurde chCE7agl-(1)4 mit 67Ga
radiochemisch markiert und in weibliche Nacktm�use inji-
ziert, die humane SKOV3ip-Ovarialkarzinome trugen. Die
maximale durchschnittliche Tumoraufnahme betrug 58.7%
IDg�1 und wurde 72 h nach der Injektion erreicht (Abbil-
dung 3a, Tabelle S11). Die unspezifische Aufnahme in alle
anderen untersuchten Organe war zu allen Zeitpunkten ge-
ringer als 9% IDg�1 (mit Ausnahme des Blutes). Diese Ver-
teilung ergab hohe Tumor/Leber- und Tumor/Nieren-Werte
von 14.0 bzw. 10.7 (72 h nach der Injektion). Im Vergleich
dazu betrug die maximale durchschnittliche Tumoraufnahme
eines chemisch konjugierten Analogons (mit einer berech-
neten durchschnittlichen Zahl von vier Chelatoren pro mAb)
21.0% IDg�1 und wurde 48 h nach der Injektion erreicht.
Außerdem wurden hohe Radioaktivit�tswerte in der Leber
gemessen (zwischen 6.0 und 10.2% IDg�1; Abbildung 3b und
Tabelle S11). Positronenemissionstomogramme von M�usen,
denen 89Zr-markiertes chCE7agl-(1)4 injiziert worden war,
korrelierten gut mit den Bioverteilungsdaten des 67Ga-
chCE7agl-(1)4 (Abbildung S5). Eine vergleichende Studie
von Bioverteilungen in M�usen mit CD20-positiven Ramos-
Xenotransplantaten wurde mit enzymatisch oder chemisch
modifizierten 64/67Cu-CPTA-RTXdegl durchgef�hrt. Wieder
wurde mit dem enzymatisch hergestellten Konjugat ein bes-
seres Zielgewebe/Normalgewebe-Verh�ltnis beobachtet.

Wir konnten zeigen, dass die enzymatische Modifikation
von Antik�rpern durch BTG ortsspezifisch und vielseitig
anwendbar ist (mit M�glichkeit zur Anwendung des Prozes-
ses im gr�ßeren Maßstab) und zu homogenen Immunkonju-
gaten mit einer definierten st�chiometrischen Zusammen-
setzung f�hrt. Die In-vivo-Charakteristika solcher Immun-
konjugate waren besser als diejenigen der chemisch herge-
stellten Analoga. Da sich die Position 295 in der konstanten
Fc-Region befindet, sollte die enzymatische Konjugations-
strategie nicht nur auf andere humane IgG1s, sondern auch
auf Antik�rper der Subtypen IgG2, IgG3 und IgG4, die alle
den konservierten Rest Q295 enthalten, anwendbar sein.[17]

Daher k�nnte diese Methode breite Anwendungsm�glich-
keiten haben und die systematische Bewertung und Verbes-
serung von Immunkonjugaten erm�glichen.
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