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Ein Apoptose-induzierendes Heptamer, das effizient den

Todesrezeptor 5 bundelt
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Carolin Sellmann, Janine Becker, Stefan Zielonka, Martin Empting, Olga Avrutina und
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Abstract: Multivalente Liganden von Todesrezeptoren sind
vielversprechende tumorspezifische Wirkstoffe, da sie eine
apoptotische Kaskade in Krebszellen induzieren. Hier be-
schreiben wir einen modularen Ansatz fiir den Aufbau von
Konstrukten, die an den Todesrezeptor 5 (,,death receptor 5
DR5) binden. In diesen Konstrukten sind mehrere Kopien
gegen DRS gerichteter Peptide (DR5TP) kovalent mit bio-
molekularen Geriisten verkniipft. Mit dieser Strategie gelingt
eine effiziente Oligomerisierung der Peptide in verschiedenen
rdumlichen Orientierungen durch enzymvermittelte Konjuga-
tionen oder rekombinante Produktion. Heptamere Konstrukte
mit einem kurzen Geriist (60-75 Reste) der C-terminalen
Oligomerisierungdomdne des humanen C4b-Bindeproteins
zeigten eine bemerkenswert hohe proapoptotische Aktivitit
(ECsy=3 nm), wenn DR5TP an den Carboxyterminus ligiert
wurde. Unsere Daten stiitzen die Ansicht, dass der Interlig-
andabstand, die relative rdumliche Orientierung und die Ko-
pienzahl der rezeptorbindenden Module wesentliche Kriterien
fiir die Rezeptoraktivierung und Zelltotung sind.

Der Begriff ,,Apotose* leitet sich aus dem Griechischen ab
und bezieht sich auf den herbstlichen Blattfall. Er umschreibt
eine programmierte Reihe von Ereignissen, die zum Zelltod
fiihren. Im menschlichen Korper werden gealterte, gescha-
digte oder selbstreaktive Zellen durch Apoptose beseitigt.
Dieser Zellsuizid kann durch bestimmte molekulare Ausloser
induziert werden, bei denen DNA-Schiden und Zellstress
interne Signale sind, die eine proapoptotische Kaskade akti-
vieren und zur Freisetzung von mitochondrialen apoptogenen
Faktoren in das Zytosol fithren.!! Als Folge wird die Apo-
ptose-initiierende Protease Caspase-9 rekrutiert und durch
den Apoptosom-Komplex aktiviert; so wird eine weitere
Kaskade von ,,Exekutions“-Proteasen induziert (Caspase-3,
-6 und -7), die die Lyse der Zelle verursacht.['*?

Alternativ zu intrinsischen Stimuli kann Apoptose auch
durch die Bindung von externen Faktoren an Todesrezepto-
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ren (,,death receptor”, DR) auf der Zelloberfliche ausgeldst
werden. Signalgeber ist dabei eine ligandenvermittelte Re-
zeptoroligomerisierung. Diese bewirkt die Bildung des Zell-
tod-induzierenden Signalkomplexes (DISC) und die Akti-
vierung von Caspase-8 und -10, die eine Kaskade von ,,Exe-
kutions“-Caspasen auslosen. Unter den externen Faktoren ist
der mit dem Tumornekrosefaktor (TNF) verwandte Apo-
ptose-induzierende Ligand (TRAIL) von besonderer Be-
deutung, da er durch die Bindung an Todesrezeptor 4 und 5
(DR4 und DRS) die Apoptose von Krebszellen fordert. Na-
tives TRAIL ist ein Transmembranprotein vom Typ II mit
homotrimerer Architektur. Es bindet die Apoptose-vermit-
telnden Rezeptoren DR4 und DRS sowie die drei Decoy-
Rezeptoren DcR1, DcR2 und Osteoprotegerin (OPG), die
keine Apoptose induzieren.”! TRAIL 16st speziell in Tumor-
zellen Apoptose aus, wihrend gesunde Zellen und Gewebe
verschont bleiben.*! Dies macht TRAIL und seine Rezepto-
ren zu vielversprechenden Kandidaten fiir die Krebstherapie.

Bisher wurden mehrere TRAIL-imitierende gegen DR4
oder hiufiger gegen DRS gerichtete Molekiile erzeugt, dar-
unter mehrere monoklonale Antikérper.”! Um zytotoxische
Aktivitdt zu erlangen, benotigen letztere als bivalente Binder
zumindest in Zellkulturexperimenten ein sekundéres Ver-
netzungsmolekiil, das die Oligomerisierung der Antikorper in
vitro fordert.”! AuBerdem wurde von rekombinant produ-
ziertem 16sliches TRAIL, von DR4- oder DRS5-spezifische
TRAIL-Varianten, Einzelkettenantikorperfragmenten
(scFvs), multimerisierten kameliden Einzeldomadnenantikor-
pern (,,nanobodies*) und mehreren gegen DRS gerichteten
Oligopeptiden als Apoptoseausloser berichtet (siche Tabel-
le S4 in den Hintergrundinformationen).'">”! Durch rekom-
binantes Screening wurde kiirzlich ein gegen DRS gerichtetes
Peptid (DRSTP) identifiziert, das mit TRAIL um die Bin-
dung an den Rezeptor konkurriert."

Dieses Pentadecapeptid enthilt eine erweiterte DRS-
Bindungsschleife, die durch eine Disulfidbriicke zwischen
zwei Cysteinen stabilisiert wird (siche Schema 1 und die
Hintergrundinformationen).® Solitires DRSTP 16st sogar in
millimolaren Konzentrationen keine Apoptose in Krebszel-
len aus,”! wihrend seine verlinkten bi- und trivalenten Deri-
vate (Abbildung S1 A-D) diesen Prozess in DRS5-positiven
Zellen induzieren konnen.”! Interessanterweise zeigten he-
xavalente Molekiile mit Adamantangeriist (Abbildung S1D)
gegeniiber des trivalenten Adamantan-Pendants keine Ver-
besserung der zytotoxischen Aktivitdt in zelluliren Assays
(Abbildung S1B, Tabelle S4).1'"

Hier berichten wir iiber DRS5-spezifische Konstrukte, die
Apoptose in Tumorzellen induzieren (Schema 1). Wir haben

Wiley Online Library

An dte

Chemie

5169


http://dx.doi.org/10.1002/anie.201511894
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201511894
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201511894

5170

gegen DR5 gerichtete Peptide:
.
DRSTP (native) WDCLDNRIGRRQCVKL
1
Peptide 2 (in this work) GGGWDCLDNRIGRRQCVKL

[
Peptide 3 (in this work) WDCLDNRIGRRQCVLAETGGS

Monovalent 2, 3
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Schema 1. Bindung von DR5TP an DR5 auf Tumorzellen. Links: Mono-
valentes DR5TP (Sequenz angegeben) ist nicht in der Lage, Apoptose
auszuldsen. Rechts: DR5STP, gekuppelt an den C-Terminus von C4BP,
bindet an DR5 mit siebenfacher Valenz und induziert Apoptose.

verschiedene makromolekulare Architekturen mit multiplen
DRS5-bindenden Motiven entworfen und diese durch gertist-
unterstiitzte enzymvermittelte Konjugation assembliert
(Schema 2). Als Bindeeinheit haben wir das disulfidver-
briickte DRSTP ausgewéhlt (Schema 1l und 2), da dieses
Peptid nicht an DR4, DcR1 oder DcR2 bindet.”) Das N-ter-
minale Tryptophan, zwei Reste innerhalb der Disulfidschleife
und der C-Terminus sind in diesem Peptid entscheidend fiir
die Rezeptorbindung.”

Die Kopienzahl der Liganden wurde durch das biomole-
kulare Templat festgelegt, das fiir die Oligomerisierung ver-
wendet wurde (Schema 2). Zunichst kam der Fc-Teil huma-
ner IgG als Geriiststruktur zum Einsatz, der bereits fiir die
Di- und Tetramerisierung von Peptiden verwendet wurde.'!!
Dieses Geriistmolekiil hat wiinschenswerte Antikorperattri-
bute, z.B. eine verldngerte Plasmahalbwertszeit und eine
hohe apparente Affinitdt aufgrund bivalenter Aviditdt. Als
weitere Geriiststruktur fiir die Assemblierung von bis zu
siecben DR5TP-Einheiten wurde die a-Kette der C-termina-
len Oligomerisierungsdoméne des humanen C4b-Bindepro-
teins verwendet!'” (C4BP, Schema 1 und 2) — eine Plasma-
komponente, die aufgrund fehlender Komplement-Kontroll-
proteine (CCP) ohne biologische Funktion ist."! Dieses
Konstrukt kann als Thioredoxin-Fusionsprotein bei sponta-
ner Bildung von sieben Disulfidbriicken als stabile heptava-
lente Architektur rekombinant hergestellt werden (Ab-
schnitt S1.4, Abbildung S4)."”! Ein weiterer Vorteil besteht
darin, dass die Konjugation von biologisch aktiven Peptiden
an dieses, aus sieben o-helikalen Einheiten mit jeweils 60
Resten bestehende Gertist eine signifikant verldngerte Plas-
mahalbwertszeit der angefiigten peptidischen Liganden er-
warten lisst."*"1 Generell ist die Wahl des Oligomerisie-
rungsgeriists fiir die Rezeptoraktivierung ausschlaggebend,
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N-Terminus

C-Terminus

12 14

(TEV), SrtA1/2/3

tagl tag3 2,3,7 oder 8 tagl taga

oder oder ) <espnis 20 ( oder 2,

tag2 [n tag4 Jm 30 min, 10 mM CacClp oder 3, n m
Erkennungssequenzen: Geriiste: Liganden:

Fc:

tag1 =[TEV-Spaltstelle] GGG L HGGGWDCLDNRIGRRQCVKL (2)
tag2 — GGG tagl, tagd4, n=2, m=2 (4)

tag3 = LPETGGGGG

tagd = LPESGG C4BP: WDCLDNRIGRRQCVLAETGGS-AH; (3)

tagl, tag3, n=7, m=7 (5)
tag2, tag4, n=7, m=7 (6)

Enzyme: WDCLDNRIGRRQCVKL (7)
SItAl (Mut5) Konjungate: HGG
SrtA2 (2A9) tagl, tagd, 2,
SrtA3 (459) tag2, tagd, 3, WDCLDNRIGRRQCVKL (8)
tag2, tag4, 2, |
linker -LAETGGS-NH,
tagl, tag3, 2,
tagl, tag3, 7, N=N
tag2. tagd. 3. linker: fH\/NA
tag2, tag4, 8, [~ |
o [¢]

Schema 2. |n dieser Arbeit verwendete Geriistmolekiile. Oben: sche-
matische Darstellung der bi- und tetravalenten Fc-Konjugate 9, 10 und
11 sowie der Heptaden 12 und 14. Unten: Konjugation der syntheti-
schen, auf DR5TP-basierenden Liganden 2 und 3 an die Geriiste 4, 5
und 6 durch Sortase-A-vermittelte Ligation. Fiir die N-terminale Ligati-
on kann tagl durch die TEV-Protease gespalten werden um tag2 frei-
zulegen, der dann mit Peptid 3 durch SrtA2-Katalyse verkniipft werden
kann.

da bei der Bindung an DRS fiir eine effiziente Signalisierung
des Zelltods die Valenz und die rdumliche Anordnung der
Liganden eine Schliisselrolle zu spielen scheint.*% Daher
wurden die beiden Geriistmolekiile — die Fc-Antikorperdo-
méine 4 und die C4BP-Derivate 5 und 6 — mit zwei, vier oder
sieben Kopien der auf DR5TP basierenden Liganden 2 und 3
versehen (Schema 2). Um die Bindeeinheiten in definierte
Positionen am jeweiligen Geriistmolekiil anzubringen,
wurden Enzym-Erkennungssequenzen eingefiigt und die auf
DRSTP basierenden Fragmente durch enzymkatalysierte
Kopplung mit dem Geriistprotein verkniipft (Schema 2).
Hierfiir wurden die Sortasen SrtA1-3 (Tabelle S1) verwendet,
welche die Bildung einer Amidbindung zwischen einem N-
terminalen Oligoglycin und einer C-terminalen LXEX;G-
Erkennungssequenz (X; = Ser, Thr) katalysieren (Schema 2,
Abbildung S2).! Die verwendeten Sortasen erkennen un-
terschiedliche Substratsequenzen, was eine gewisse Modula-
ritdt bei der Ligandenanbringung ermoglichte (Sektion S1.6,
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Abbildung S2, S3 und Tabelle S2). Dazu wurde das Fc-Gertist
so entworfen, dass zwei C- oder N-terminale Liganden
(Konjugate 9, 10, Abbildung 2, Tabelle S3) oder 4 Liganden
(jeweils zwei am C- und zwei am N-Terminus; Konstrukt 11,
Abbildung S3) angebracht werden konnten. Das C4BP-
Geriist wurde C- oder N-terminal mit sieben DRS5-Binde-
motiven beladen (Konstrukte 5, 6, 12-15, Abbildung 2, Ta-
belle S3).

Die DR5-bindenden Liganden (Schema 2, Tabelle S3)
wurden tiber Fmoc-SPPS hergestellt und anschlieBend disul-
fidverbriickt (1-3, 7 und 8, Abbildung S9-14, Tabelle S3). Um
den Einfluss der Verankerungsposition auf die Effizienz der
enzymkatalysierten Kupplung und die biologische Aktivitat
zu untersuchen, wurde bei den Peptiden 7 und 8 die Konju-
gationsstelle in einer Lysinseitenkette installiert (Sektion S1.5
und S4).

Die kovalente Verkniipfung mit den Geriistmolekiilen 4—
6 resultierte in der Bildung der oligomeren Konstrukte 9-15.
Die enzymvermittelten Reaktionen wurden mittels SDS-
PAGE iiberwacht (Abbildung S15-S18), wobei sich fiir die
Konstrukte 9-13 nach einer 30-miniitigen Inkubation bei
22°C ein quantitativer Umsatz zeigte (Abbildung S15-S17).
AnschlieBend wurden die erzeugten Konjugate mittels Gro-
Benausschlusschromatographie isoliert. Die DRS5-Bindung
der multivalenten Konstrukte 9-13, 16 und 17 sowie des
biotinylierten Monomers 1 wurde mittels enzymgekoppeltem
Immunadsorptionstest untersucht (ELISA, Abbildung 1). In
unseren Hdnden wies 1 fiir die Bindung an DRS eine Disso-

>
w
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ziationskonstante (K;) von 240 nMm auf (Abbildung 1 A; Li-
teraturwert K; von 129 nM, ermittelt durch Oberfldchenplas-
monenresonanz (SPR) fiir nichtmarkiertes Peptid).l”’ Vergli-
chen mit 1 zeigte das bivalente Konjugat 9 mit den am C-
Terminus des Fc-Fragments lokalisierten Peptidliganden eine
fast dreifach verbesserte Affinitit (K,=92 nm), wihrend die
Affinitdt des N-terminalen Gegenstiicks 10 geringfiigig ver-
ringert war und das tetravalente Konjugat 11 eine vergleich-
bare Affinitit zeigte (K,=84 nm, Tabelle 1, Abbildung S5).

Tabelle 1: Bindungsaffinitat (Ky) fiir DR5 und proapoptosische Potenz
(ECsp) der synthetisierten Konstrukte.

Konstrukt Konjugat Valenz Ky [nm] ECs [NM]
1 - 1 240 >1x10°
9 Fc-DR5TP 2 92 > 1400

10 DR5TP-Fc 2 133 > 1000
n DR5TP-Fc-DR5TP 4 84 >1150
12 C4BP-DR5TP 7 25 12
13 C4BP-DR5TP 7 1061 > 500
14 DR5TP-C4BP 7 - >580
15 DR5TP-C4BP 7 - n.d.
16 C4BP-DR5TP 7 23 3
17 DR5TP-C4BP 7 2100 > 4000

Mit K;=25nMm wies das Konjugat 12 mit sieben am C-
Terminus lokalisierten Kopien des Peptides 2 die stdrkste
Bindung an den DR5-Rezeptor auf (Abbildung 1, Tabelle 1).

Dieses Konstrukt und die N-terminal
funktionalisierte Variante konnten re-
kombinant in E.-coli-Zellen produziert
werden, was in den genetisch fusio-

0.8
0.8

0.6

0.6
04

o4 = GGWDCLDNRIGRRQCVKL-NH;
! 0.2

Normalisierte Absorption Az o

Normalisierte Absorption Az

nierten Verbindungen 16 (C4BP-
DRS5TP) und 17 (DR5TP-C4BP) re-
sultierte (Abbildung S17).

Die Dissoziationskonstante von
23.1 nMm fiir 16 stimmt mit der des en-
zymatisch ligierten Molekiils 12 iiber-
ein (Tabelle 1, Abbildung 1C). Dage-
gen zeigte N-terminal fusioniertes 17
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wahrscheinlich aufgrund der unvor-
teilhaften Orientierung der Liganden
eine stark beeintrdchtigte Bindung
(K4=2.1 pm, Tabelle 1). Dafiir spricht,
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dass die Konstrukte, bei denen die
Sortase-Erkennungssequenz iiber die
s Lysinseitenkette (Peptide 7 und 8) in-
stalliert wurde, eine beeintréichtigte
Konjugationseffizienz an das Geriist 6
zeigten und die resultierenden Kon-
strukte 13 und 15 eine geringe oder
keine Affinitdt zu dem Rezeptor DRS

0 200 400 600 800 1000 1200 0.1 1

aufwiesen (Tabelle 1). Dies deutet
10 100 1000

Konzentration [nM] Konzentration [nM]

Abbildung 1. ELISA-Bindungsstudien und Zytotoxizitatsstudien. A) Bindung von monovalentem
1 an DR5 (Ky=240 nm). B) Bindung des durch Sortase-A-Reaktion hergestellten heptavalenten
Konstruktes 12 an DR5 (Ky=25 nwm). C) Bindung des Fusionsproteins 16 an DR5 (Ky=23 nwm).
D) Zytotoxizitit von 12 (EC5o=12 nm) und 16 (EC5o=3 nm) auf COLO205-Zellen. (HEK293-
Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet.)
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darauf hin, dass die Orientierung der
konjugierten Peptide eine wesentliche
Rolle bei einer multivalenten Bindung
spielt.

Die Féhigkeit zur Induktion von
Apoptose wurde am Beispiel der Ko-
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lorektalkrebszelllinie COLO205 untersucht (Abbildung 1).
Monovalentes Peptid 2 16ste sogar bei einer relativ hohen
Konzentration von 1000 um keine Apoptose aus. Auf C4BP-
basierende Heptamere mit entweder C-terminal fusionierten
oder ligierten DRS5-Bindern vermittelten hingegen zytotoxi-
sche Aktivitdt (Abbildung 1D), wihrend die N-terminal ge-
koppelten Konstrukte keine Apoptose induzierten. Interes-
santerweise war das rekombinant hergestellte Heptamer 16
potenter als das iber Sortase-Konjugation hergestellte
Heptamer 12 (EC5,=3 nM bzw. 12 nm; Abbildung 1 D). Wie
anzunehmen war, induzierten Konjugate mit verminderter
Bindung an DR5 (13, 14, 17) in vitro keine Apoptose. Fiir die
Fc-basierten bi- und tetravalenten DR5TP-Konstrukte (9-11)
wurde tiiberraschenderweise ebenfalls keine Apoptose-Si-
gnaltransduktion beobachtet, auch nicht bei Zugabe von
vernetzenden Agentien (Protein G und Anti-Fc-IgG). Ver-
bindung 12 hat verglichen mit den anderen heptameren
Konstrukten die dichteste Packung von rezeptorbindenden
Peptiden und induzierte die stéirkste Reaktion. Dieser Befund
legt die Spekulation nahe, dass die dichte, multivalente und
lokale Gruppierung gegen DRS gerichteter Peptide eine
Voraussetzung fiir eine effiziente Rezeptoraktivierung ist.
Zusitzlich analysierten wir das potenteste Heptamer 16 in
einem AnnexinV-FACS-Assay, das zwischen apoptotischen
und nekrotischen Zellen unterscheidet (Abbildung2 A-D,
Sektion S1.9). Dabei stellte sich heraus, dass in Gegenwart
von 16 bereits innerhalb von 2 h bei 40% der untersuchten
Zellen Apoptose auftrat (Abbildung 2 C), wihrend nach 3 h
der Anteil an apoptotischen Zellen 70% betrug (Abbil-
dung 2D). Allerdings wurden hierfiir im Vergleich zu dem
natiirlichen Liganden TRAIL hohere Konzentrationen des
DRS5-bindenden Wirkstoffs benotigt (Abbildung S6).
Zusammenfassend kann durch die heptameren Kon-
strukte 12 und 16 auch ohne den Zusatz eines sekundédren
Antikorpers, der meist fiir die Vernetzung DRS5- oder DR4-

c 5 5(3h)
o Q2 10% 00 - —vrq
O
N o :
g 242%
8 102 "
2
5]
z 10"
% 753 % 0.5% 66.2 % 76%
0P2-0: P 100P2Q4 P2.Q3
= R 10 102 10° 10¢ 100 10 102 10° 10¢
o
a|C 16 (2 h) D 16 (3 h)
N0 i g S
@
N 10° 108
o 3.9% 18.6% 19% 16.1%
g 10% 5 102 S
o o EIE ; bt 755
(0] 10' 5> 10' T f':- d
2 31.5% 46.0% 10.7.% 713%
E 100P2:04 nQ 10°P2-Q4 P2-Q3
& 10° 10" 10% 10° 10* 10° 10" 10% 10° ¢

Relative Fluoreszenz (FITC) (Apoptiotische Zellen)

Abbildung 2. AnnexinV-FITC und Propidiumiodid-Firbung von
COLO205-Zellen. A) Zellen, die mit monovalentem Peptid 2 fuir 3 h in-
kubiert wurden. B) Zellen, die mit dem heptavalenten Geriist 5 fiir 3 h
behandelt wurden. C,D) Zellen, die mit dem Fusionsprotein 16 inku-
biert wurden, nach 2 h bzw. 3 h. (Negativkontrolle: HEK293-Zellen, Ab-
bildung S7.)
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spezifischer Antikorper benétigt wird, effizient Apoptose
eingeleitet werden.! Unseres Wissens konnte erstmals die
zytotoxische Aktivitit von DRS5TP durch die Oligomerisie-
rung auf rekombinanten Geriistmolekiilen deutlich verbes-
sert werden. Unsere Daten deuten darauf hin, dass die Ver-
netzung von DRS in erheblichem Maf von der Orientierung
und der rdumlichen Anordnung der Liganden an dem Ge-
riistprotein abhéngt. In dieser Arbeit wurde mit dem huma-
nen C4BP als Geriistmolekiil eine modulare Plattform fiir
eine effiziente enzymvermittelte Oligomerisierung von Ziel-
molekiil-bindenden Peptiden etabliert. Alternativ konnten
die potentesten Kandidaten ohne Verlust ihrer biologischen
Aktivitdt auch rekombinant hergestellt werden. Damit emp-
fehlen sich C4BP-basierte Geriistmolekiile als symmetrische,
kompakte und stabile Plattform fiir die Verstarkung der
biologischen Aktivitdt von kleinen Bindemolekiilen, insbe-
sondere wenn Multivalenz von besonderem Interesse ist (wie
im Fall von Zielmolekiilen, die Apoptose aufgrund der Ver-
netzung von Rezeptoren auslosen, z. B. DR4 und DRS). Fiir
weitere Experimente mit C4BP-fusionierten alternativen
DRS5-Bindemolekiilen siehe Abbildung S8.

Kiirzlich wurden Apoptose-induzierende, gegen DRS
gerichtete, oligomere ,,Nanobodies* entwickelt, die sich von
kameliden Einzeldominenantikorpern ableiten (ECy, im
subpikomolaren Bereich; Tabelle $4).™ Allerdings wurde
eine klinische Studie aufgrund unerwarteter Lebertoxizitit
vorzeitig beendet.') Mehrere Faktoren kénnen hierzu bei-
getragen haben, wie Immunogenitit der ,,Nanobodies“ oder —
bedingt durch die erhohte DR5-Expression auf Hepatozyten
in Kombination mit der hohen Potenz des Wirkstoffs — ein
unerwiinschtes Einleiten der Apoptose von Leberzellen.™ ¢!
Diese Befunde zeigen an, dass die Feinabstimmung der bio-
logischen Aktivitidt und die Unterdriickung der Immunoge-
nitdt beim Design von Apoptose-induzierenden Wirkstoffen
der nichsten Generation in besonderem Maf3e beriicksichtigt
werden muss. Es wird interessant sein zu kldren, ob unser
modularer Ansatz neue Wege fiir die Entwicklung von
wirksamen und sicheren Modulatoren des Tumorwachstums
eroffnen kann.
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