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Hans-Lothar Fuchsbauer und Harald Kolmar*

Abstract: Basierend auf der Kristallstruktur eines natiirlichen
Proteinsubstrats von mikrobieller Transglutaminase, einem
Enzym, das die Vernetzung von Proteinen katalysiert, wurde
eine Erkennungssequenz fiir ortsspezifische Konjugation ra-
tional entworfen. Dieses Strukturmimetikum einer nativen
Konjugationsstelle wurde konformativ iiber eine intramole-
kulare Disulfidbriicke fixiert und erméglichte dadurch die ef-
fiziente Konjugation eines Reportermolekiils an den thera-
peutischen monoklonalen Antikorper Cetuximab, ohne dessen
Bindungseigenschaften zu beeintrichtigen.

Die Biokonjugation sowohl an natiirliche als auch an syn-
thetische Makromolekiile hat sich als leistungsfdhiges Hilfs-
mittel erwiesen, um die Architektur dieser Molekiile zu ver-
andern und ihre funktionellen Eigenschaften zu verbessern.!!
Durch Verwendung verschiedenster Ligationsstrategien
wurden zahlreiche Proteine fluoreszenz- oder radiomarkiert,
aneinandergefiigt oder mit funktionellen Molekiilen wie Po-
lyethylenglycolen (PEGs), Porphyrinen, Peptiden, Peptid-
Nukleinsduren und pharmazeutischen Wirkstoffen ver-
kniipft."® Unter diesen Konstrukten sind in den letzten
Jahren Biokonjugate, die einen funktionellen Wirkstoff mit
einem monoklonalen Antikorper kombinieren, auf grofes
Interesse gestoBen.””! Bei diesen Antikorper-Wirkstoff-Kon-
jugaten (ADCs) iibernimmt der Antikorper die Aufgabe, ein
hochpotentes Toxin gerichtetet in eine Tumorzelle einzu-
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bringen, das dort freigesetzt wird und den Zelltod herbei-
fiihrt.®”) Normalerweise gestaltet sich die Herstellung von
definierten Antikérperkonjugaten unter physiologischen
Bedingungen mit Blick auf die erforderliche Selektivitit,
Spezifitit und Reaktivitit als besonders schwierig.!'!

Idealerweise erfolgt die Konjugation von Toxinen oder
anderen funktionellen Einheiten an ein Antikorpergeriist mit
definierter Stochiometrie und Regiospezifitit,'® allerdings
basieren die bis heute entwickelten chemischen Strategien zur
Proteinmodifikation meistens auf einer Konjugation an
oberflichenexponierte Lysin- oder Cysteinreste.*! Dieses
Vorgehen fithrt hdufig zu heterogenen Populationen von
Konjugaten mit unterschiedlicher Beladungsverteilung, die
dann moglicherweise verschiedene Eigenschaften aufweisen
und ein uneinheitliches Verhalten in vivo zeigen.[*]

Die Herstellung definierter ADCs kann mithilfe ver-
schiedener Ansitze,”® darunter auch einer enzymkatalysier-
ten Konjugation,” erfolgen. In diesem Kontext wurden mi-
krobielle Transglutaminase (MTG) und Sortase A bereits zur
ortsspezifischen Ligation eines Antikorpers mit einer zyto-
toxischen/markierenden Substanz durch Bildung einer Iso-
peptid-¥l bzw. Peptidbindung! eingesetzt.

Transglutaminasen (TGs, E.C.2.3.2.13) katalysieren den
Acyltransfer zwischen der e-Aminogruppe von Lysin und der
y-Carboxamidgruppe von Glutamin, wobei sie ein breites
Spektrum an Aminsubstraten akzeptieren, die der Seiten-
kette von Lysin dhnlich sind.'” Das Glutaminsubstrat unter-
liegt hingegen strengeren Anforderungen. Um von einer
Transglutaminase als Substrat akzeptiert zu werden, muss der
Glutaminrest in einem speziellen Aminosdurekontext vor-
liegen, der eine bestimmte Konformation und ausreichend
Flexibilist aufweist.'””! Bisher erschweren fehlende Infor-
mationen iiber die Zusammensetzung und Architektur dieser
Konjugationsstellen in natiirlichen Transglutaminasesubstra-
ten die breite Anwendung dieser Enzyme zur Herstellung von
Proteinkonjugaten. In den letzten Jahren gab es Versuche zur
Optimierung von MTG in Bezug auf Stabilitdt, Aktivitdt und
Spezifitat."! Um die Substratspezifitit von MTG aufzukli-
ren, wurden fluoreszierende Derivate des kiinstlichen Sub-
strats N-Benzyloxycarbonyl-L-glutaminylglycin als Acyldo-
nor und verschiedene primédre Amine als Acylakzeptor ein-
gesetzt.'”! Dariiber hinaus wurden mithilfe von Phagendis-
play- und mRNA-Display-Techniken Glutamin-Konsensus-
sequenzen fiir MTG identifiziert, die fir die
enzymkatalysierte Konjugation und die Herstellung von ho-
mogenen ADCs verwendet werden konnen.[*13]

Wir sind hier von der Hypothese ausgegangen, dass
Transglutaminase-Erkennungssequenzen, welche natiirlichen
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MTG-Substraten entnommen wurden und die natiirliche
Strukturumgebung imitieren, effizient vom Enzym erkannt
werden. Aus fritheren Arbeiten ist zudem bekannt, dass die
Tertidrstruktur mitunter wichtiger fiir die Protein-Protein-
Wechselwirkung sein kann als die primdre Aminosiurese-
quenz.' In der hier vorgestellten Arbeit wurde molekulares
Design auf Grundlage der Kristallstruktur eines natiirlichen
Proteinsubstrats der bakteriellen Transglutaminase ange-
wendet, um ein Strukturmimetikum einer nativen MTG-
Konjugationsstelle zu entwerfen. Dieser so genannte MTG-
Marker ermoglichte die kovalente Verkniipfung zwischen
Reportermolekiilen und a)einem Modellpeptid sowie
b) einem monoklonalen Volllingenantikorper mit einer aus-
gezeichneten Konjugationseffizienz.

Bakterielle Transglutaminase kann effizient fiir die
Transglutaminierung teilweise oder vollstindig denaturierter
Proteine eingesetzt werden, wohingegen sie bei gefalteten
Spezies sequenz- und konformationsabhiingig arbeitet."" In
der Tat haben unsere Vorversuche gezeigt, dass keiner der
64 Glutaminreste innerhalb des monoklonalen Antikorpers
Cetuximab, eines EGFR-bindenden Antikorpers (EGFR =
Rezeptor fiir den Epidermalen Wachstumsfaktor), der in der
Klinik fiir die Behandlung von Dickdarmkrebs eingesetzt
wird, effizient als MTG-Substratrest fiir die ortsspezifische
Konjugation mit einem primdren Amin erkannt wird (Ab-
bildung S14 der Hintergrundinformationen). Diese Beob-
achtungen sind in volliger Ubereinstimmung mit vorherigen
Befunden.['"¢] Bis heute sind weder die Sequenz noch die
Strukturumgebung von natiirlichen MTG-Substratstellen
bekannt. Aus diesem Grund war es bisher nicht moglich,
einen generischen Ansatz zu entwickeln, bei dem ein Frag-
ment fiir Zwecke der spezifischen und effizienten MTG-
Markierung in ein Zielprotein eingebracht wird, das der Se-
quenz und der Struktur nach einem natiirlichen MTG-
Erkennungsmotiv moglichst nahe kommt.

Wir haben kiirzlich drei natiirliche Substratproteine der
MTG identifiziert.'" Unter diesen befindet sich
auch das 37 kDa grof3e Dispase-Autolyse Induzie-
rende Protein (DAIP), das die Autolyse von neu-
tralen Metalloproteasen auslost."! Dieses Protein
wurde zunédchst ausgehend vom Aminoterminus
ansequenziert. Aulerdem wurde das fiir DAIP ko-
dierende Gen durch die Sequenzierung des ge-
samten Genoms von Streptomyces mobaraensis
Stamm 40847 identifiziert. Mit diesen Informatio-
nen wurden daraufhin das urspriingliche DAIP mit
seinen fiinf Glutaminresten sowie Derivate mit
verschiedenen Gln-zu-Asn-Austauschen rekombi-
nant in E.-coli-Zellen produziert. Im Anschluss
daran wurden MTG-vermittelte Ligationen mit
Monobiotinylcadaverin durchgefiihrt und schlie3-
lich drei MTG-Konjugationsstellen identifiziert —
Q39, Q298 und Q345 —, die eine ausgesprochen
hohe Markierungseffizienz gezeigt hatten.['®!

Um weitere Erkenntnisse iiber das MTG-Sub-
straterkennungsmuster zu erhalten, 16sten wir die
Kristallstruktur von DAIP mit einer Auflosung von
1.7 A. Es zeigte sich, dass DAIP eine p-Propeller-
struktur aufweist, bei der alle MTG-Substratstellen
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auf oberfldchenexponierten Schleifen lokalisiert sind. Den-
noch wird der Gln-Rest in unterschiedlichen Sequenzkon-
texten und Schleifenkonformationen vorgefunden. Im Spe-
ziellen ist die MTG-Stelle Q298 iiber eine Typ-II-B-Schleife
definiert, die zwei [-Strdnge miteinander verbindet
(Schema 1, Sequenz 1) und Q39 in einer Schleife mit erwei-
terter Konformation lokalisiert, wihrend die Struktur um
Q345 nicht aufgelost ist. Sequenz 1 zeigt um Q298 keinerlei
Ahnlichkeit mit den Konsensussequenzen von mikrobieller
Transglutaminase, die iiber Phagendisplay-Durchmusterung
von linearen Peptiden identifiziert wurden.™! Sie weist
weder aromatische Aminosduren noch Arginine an den drei
dem reaktiven Glutaminrest vorhergehenden Positionen auf
(Schema 1b). Dariiber hinaus fehlen dieser Sequenz doppelte
Q-Paare, die zuvor als bevorzugte Substratstellen identifiziert
wurden.!"”!

Ausgehend von der Erkennungssequenz 1 haben wir
Oligopeptid 2 entworfen. Um den funktionellen Loop Q298
aus DAIP genau zu imitieren, der von G295 und G302 mit
einem C,-Abstand von ungefihr 4 A begrenzt wird, wurden
flankierende Cysteine eingefiigt, die die 3-Schleife nach der
Oxidation zu einem kovalenten Disulfid konformativ fixieren
sollten (Schema 1, Peptid 2). Um die Position fiir das struk-
turstabilisierende Cystin zu definieren, haben wir die Struktur
von 2 mit klassischen disulfidhaltigen Peptidmolekiilen
iiberlagert. Disulfidverbriickte Peptide dieser Grofenord-
nung haben typischerweise Cys-Cys-C,-Abstdnde von etwa
4 A (z.B. 3.8 A beim offenkettigen Sonnenblumen-Trypsin-
Inhibitor SFTI; PDB-Code: 1JBN).['¥l Des Weiteren konnten
wir eine MTG-katalysierte Modifizierung von reduziertem
und mit Iodacetamid S-alkylierten Substrat 2 beobachten
(Abbildungen S4-S7 der Hintergrundinformationen). Als
Kontrolle und um die Auswirkung der Schleifenfixierung auf
die MTG-vermittelte Konjugation zu untersuchen, wurde
Peptid 3 synthetisiert, bei dem die Cysteine durch Asparagine
ersetzt wurden. Da die Kernsequenz von 2 und 3 recht hy-

b)
(1) ..GTVFQAYGT...
1
(2) GECTYFQAYGCTE-NH,

(3) GENTYFQAYGNTE-NH,

O._NH,
molekulares
Design
S-5—1

Schema 1. a) Transglutaminase-vermittelte Konjugation von Glutamin (Q) mit
einem Amindonorsubstrat. b) Aminosauresequenz einer nattrlichen Transglutami-
nase-Erkennungssequenz aus dem Substratprotein DAIP (1) sowie daraus abgelei-
tete Sequenzen 2 und 3, die fiir die Konjugation verwendet wurden. c) Design einer
weiterentwickelten Transglutaminase-Erkennungssequenz (MTG-Marker), die die
funktionelle Q298-Schleife in DAIP imitiert.
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Abbildung 1. MTG-vermittelte Konjugation der entwickelten Modellpeptide und monoklonaler Volllingenantikérper. a) Die Modellpeptide 2 und 3,
die ein Transglutaminase-Erkennungsmotiv aufweisen, wurden in MTG-katalysierten Reaktionen mit Monobiotinylcadaverin (4, MBC) biotinyliert.
b) Kinetiken der Biotinylierung des konformativ eingeschrinkten Peptids 2 (0) und des linearen Peptids 3 (e). Fehlerbalken zeigen die Standard-
abweichung von Dreifachbestimmungen an (Abbildungen S11 und S12 der Hintergrundinformationen). c) SDS-PAGE-Gel und Western-Blot-Analy-
se von biotinylierten Cetuximab-Varianten mit C-terminalen MTG-Markern (9 und 10). Die Biotinylierung wurde tber Streptavidin-Alkalische-Phos-
phatase-Konjugate und NBT/BCIP nachgewiesen (rechte Seite). wt=Wildtyp. d) Ubersicht der Cetuximab-Varianten mit C-terminalen MTG-Mar-
kern (7 und 8), die in der MTG-vermittelten Biotinylierung eingesetzt wurden, und der entsprechenden konjugierten Antikérper (9 und 10).

drophob ist, wurden flankierende GE- und TE-Reste hinzu-
gefiigt, um die Wasserloslichkeit der Peptide zu erhohen.

Im Anschluss an die Festphasensynthese von 2 und 3 mit
nachfolgender oxidativer Faltung im Fall des Cys-haltigen
Peptids 2 (Kapitel 1.2 und Abbildungen S1, S2, S8, S9 der
Hintergrundinfomationen), wurden MTG-katalysierte Liga-
tionen in Proof-of-Concept-Experimenten mit diesen Pepti-
den und Biotinylcadaverin 4 als Amindonor (Abbildung 1a)
in wissrigem Puffer bei pH 7 durchgefiihrt (Abbildungen S3,
S10-S12, S23-S26 und Kapitel 1.5 der Hintergrundinfoma-
tionen).

Uber HPLC-Analysen der durch Enzymkatalyse herge-
stellten Konjugate § und 6 konnte die erwartete Auswirkung
der induzierten konformativen Einschrdnkung auf das Er-
kennen des GIn-Substratrestes bestétigt werden, da Substrat 2
signifikant schneller umgesetzt wurde als 3 (Abbildung 1b).
Tatséchlich wurde in der Gegenwart eines molaren Uber-
schusses an 4 (5 Aquiv. beziiglich des jeweiligen Peptids) nach
60 min in der Reaktionsmischung kein 2 mehr vorgefunden
(Abbildung S11 der Hintergrundinformationen), wohingegen
3 auch nach 3 h noch nachgewiesen werden konnte.
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Ermutigt von diesen Befunden entschieden wir uns dazu,
unser Strukturdesign eines konformativ eingeschrinkten
Erkennungsmotivs fiir die regioselektive Konjugation eines
Antikorpers mit einem Molekiil der Wahl zu nutzen. Fiir die
ersten Experimente wurden Cetuximab-Varianten mit dem
jeweiligen MTG-Marker ausgestattet, sowohl mit der disul-
fidverbriickten (7; Abbildung 1d) als auch mit der nichtver-
briickten (8; Abbildung 1d) Erkennungssequenz (Abbil-
dung S13 der Hintergrundinformationen). Das Vorhanden-
sein der Disulfidbriicke in 7 wurde iiber den Ellman’s Assay
nachgewiesen (Abbildung S22 der Hintergrundinformatio-
nen). Dabei konnte gezeigt werden, dass das Konstrukt mit
zwei Cysteinen in der Marker-Sequenz den gleichen Gehalt
an freien Cysteinen hatte wie 8 mit zwei Asn anstelle von Cys,
ein Hinweis darauf, dass keine zusétzlichen freien Thiole
vorhanden waren. Da in ersten Vorversuchen eine MTG-
katalysierte intramolekulare Verkniipfung iiber das C-termi-
nale Lysin (K447) der Wildtypsequenz beobachtet wurde,
wurde dieser Rest aus der Sequenz deletiert (Abbildung S20
der Hintergrundinformationen). Als Testmarkierung wurde
Biotinylcadaverin 4 verwendet. Nach einer dreistiindigen
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Inkubation von 7 oder 8 mit 4 in Gegenwart von MTG bei
Raumtemperatur wurde eine SDS-PAGE-Analyse mit an-
schlieBendem Western Blot durchgefiihrt. Unter denaturie-
renden Bedingungen konnten die biotinylierten schweren
Ketten (9, 10; Abbildung 1c¢) mithilfe eines Streptavidin-Al-
kalische-Phosphatase-Konjugats und den Substraten 5-Brom-
4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) sowie Nitroblau-Tetrazoli-
um (NBT) sichtbar gemacht werden; so lieB sich eine er-
folgreiche Konjugation im Fall beider Antikorper nachweisen
(Abbildung 1c¢). Durch die MTG-katalysierte Reaktion von 7
und 8 mit fluoreszenzmarkiertem Cadaverin wurde eine
Konjugationseffizienz von 85 bzw. 86% erreicht (Abbil-
dung S21 der Hintergrundinformationen).

Um die Spezifitit der MTG-Marker-Konjugation zu un-
tersuchen, wurden die schweren, unter denaturierenden SDS-
PAGE-Bedingungen erhaltenen Ketten von Konstrukt 10
(Abbildung S15 der Hintergrundinformationen) im SDS-
PAGE-Gel reduziert, die erhaltenen freien Thiole mit
Todactetamid alkyliert und die Proben mit Trypsin umge-
setzt.”) Die verdauten Produkte wurden iber MALDI-TOF-
MS analysiert (Abbildungen S16-S18 der Hintergrundinfor-
mationen). Die Kondensation mit Substrat 4 wurde dabei
ausschlieBlich am Glutaminrest innerhalb des MTG-Markers
nachgewiesen (der Position Q453 in der modifizierten
schweren Kette entspricht). Da dieses Vorgehen in unserem
Fall nur zu einer Sequenzabdeckung von 56 % gefiihrt hat,
kann eine unspezifische Biotinylierung, vermutlich am mo-
difikationsanfélligen Rest Q295 (oder auch an anderen
Glutaminen), nicht ausgeschlossen werden. ']

Um zu iiberpriifen, ob die C-terminale Modifikation des
Antikorpers nach Einfiihrung eines MTG-Markers die Bio-
aktivitit des EGFR-spezifischen Cetuximab beeintrédchtigt
hatte, wurden zelluldre Bindungsassays mit EGFR-iiberex-
primierenden EBC-1-Krebszellen und EGFR-negativen
CHO-K1-Zellen als Kontrolle durchgefiihrt (Abbildung 2 a).
Nachdem die Zellen sowohl mit den aufgereinigten Konju-
gaten 7-10 als auch mit Cetuximab-Wildtyp in An- (Konju-
gate 9, 10 und Wildtyp) und Abwesenheit (Antikorper 7, 8
und Wildtyp) von MTG inkubiert worden waren (Abbil-
dung 2 a, mittlere und obere Reihe), wurde die Bindung auf
der Zelloberfliche durch eine Uberlagerung der fluores-
zenzmikroskopischen Aufnahmen von mit DAPI (4,6-Di-
amidin-2-phenylindol) gefirbten Zellkernen (blau) und den
mit  Streptavidin-Alexa-Fluor-488-Konjugat ~ markierten
Zellen (griin) sichtbar gamacht.

Die intensive griine Fluoreszenz zeigte im Fall der Kon-
jugate 9 und 10 eine Bindung an die Zielzellen an. Allerdings
wurde ebenfalls geringfiigig Hintergrundfluoreszenz im Fall
des unveridnderten Wildtypantikorpers beobachtet, was auf
einen kleinen Anteil an unspezifischer Biotinylierung schlie-
Ben ldsst. Bislang wurden noch keine Versuche unternom-
men, die Selektivitit der Markierung iiber das eingesetzte
Verhiltnis von Antikérper zu Enzym, Reaktionszeit, Tem-
peratur oder Ligandenkonzentration zu optimieren. Wie er-
wartet wurde keine griine Fluoreszenz im Fall der EGFR-
negativen Kontrollzellen (untere Reihe) und im Fall der un-
konjugierten Antikorper 7 und 8 beobachtet.

Ergianzend wurden die Bindungseigenschaften der her-
gestellen Konjugate tiber Durchflusszytometrie unter Ver-
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Abbildung 2. Untersuchung der Bindung von biotinyliertem Cetuximab
anhand von zellbasierten Assays und Durchflusszytometrie. a) Zellbin-
dungsassays von Konstrukten 7-10 sowie Cetuximab-Wildtyp. Obere
Reihe: nicht-biotinylierte Antikérper 7 und 8 sowie Wildtyp unter Ver-
wendung von EGFR-positiven EBC-1-Zellen. Mittlere und untere Reihe:
Biotinylierte Cetuximab-Varianten 9 und 10 verglichen mit Cetuximab-
Wildtyp unter Verwendung von EGFR-positiven EBC-1-Zellen und
EGFR-negativen CHO-K1-Zellen (+ /—MTG-Rkt.: Reaktionen mit/ohne
MTG). Zellen wurden mit ProLong Diamond Antifade Mountant mit
DAPI (blau) eingebettet, und die Biotinylierung wurde mittels Strepta-
vidin-AF488-Markierung (griin) sichtbar gemacht. Zellen wurden unter
Verwendung eines Konfokalmikroskops untersucht. Uberlagerte Bilder
sind mittels Differentialinterferenzkontrast (DIC) dargestellt. b) Durch-
flusszytometrie von EGFR-positiven EBC-1-Zellen, die mit den biotiny-
lierten Cetuximab-Varianten 9 und 10 inkubiert wurden (blau und rot).
Zellen, an die biotinyliertes Certuximab gebunden vorlag, wurden
durch die Zugabe von Streptavidin-Alexa-Fluor-488-Konjugat fluores-
zenzmarkiert (Abbildung S19 der Hintergrundinformationen).

wendung der gleichen Zelllinien nach einer Inkubation mit
Streptavidin-Alexa-Fluor-488-Konjugat und anschlieBendem
Auslesen der Alexa-Fluor-vermittelten Fluoreszenz tiberpriift
(Abbildung 2b). Eine intensive Fluoreszenz der EBC-1-
Zellen in Gegenwart der Konjugate 9 und 10 bestitigte die
Befunde der Fluoreszenzmikroskopie. Hier wurde ebenfalls
eine schwache unspezifische Bindung des Wildtyp-Cetuxim-
abs beobachtet (Abbildung 2b, orange Linie), wenn auch mit
einer um eine GroBenordung schwicheren Intensitét, die sehr
wahrscheinlich durch Markierungen an unspezifischen Stel-
len hervorgerufen wurde.'"**! In der Tat ist bekannt, dass
Q295 bereits leicht von MTG modifiziert wird, besonders in
Abwesenheit der natiirlichen IgG1-Glykosylierung am be-
nachbarten Asn297.1%
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Wir haben basierend auf der Kristallstruktur eines na-
tiirlichen Proteinsubstrats der bakteriellen Transglutaminase
einen MTG-Marker entworfen, der eine schnelle und quan-
titative Transglutaminase-katalysierte Konjugation bei nied-
rigem molarem Uberschuss an Amindonorsubstrat ermog-
licht. Dieser neue Marker weist eine besondere Aminosidu-
rezusammensetzung auf, die keine Ahnlichkeiten mit den
Oligopeptiden zeigt, die bisher iiber Phagendisplay-Biblio-
theken identifiziert wurden. Wir haben die Konformation des
Markers durch Einfiihrung einer intramolekularen Disulfid-
briicke fixiert und konnten bestitigen, dass das disulfidver-
briickte Modellpeptid bedeutend schneller von Transglut-
aminase umgesetzt wurde als das entsprechende lineare
Peptid. Wir nehmen daher an, dass die effiziente Substrat-
erkennung durch die Transglutaminase iiber die Architektur
des Markers vermittelt wird. Wir konnten die Niitzlichkeit
des MTG-Markers anhand der Herstellung von Biokonjuga-
ten des therapeutischen Antikorpers Cetuximab nachweisen
und haben festgestellt, dass seine Bindung an EGFR-iibe-
rexprimierende Tumorzellen nicht durch die genetische Ver-
dnderung beeinflusst wird.
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