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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 fîr den Aufbau von
Konstrukten, die an den Todesrezeptor 5 („death receptor 5“,
DR5) binden. In diesen Konstrukten sind mehrere Kopien
gegen DR5 gerichteter Peptide (DR5TP) kovalent mit bio-
molekularen Gerîsten verknîpft. Mit dieser Strategie gelingt
eine effiziente Oligomerisierung der Peptide in verschiedenen
r�umlichen Orientierungen durch enzymvermittelte Konjuga-
tionen oder rekombinante Produktion. Heptamere Konstrukte
mit einem kurzen Gerîst (60–75 Reste) der C-terminalen
Oligomerisierungdom�ne des humanen C4b-Bindeproteins
zeigten eine bemerkenswert hohe proapoptotische Aktivit�t
(EC50 = 3 nm), wenn DR5TP an den Carboxyterminus ligiert
wurde. Unsere Daten stîtzen die Ansicht, dass der Interlig-
andabstand, die relative r�umliche Orientierung und die Ko-
pienzahl der rezeptorbindenden Module wesentliche Kriterien
fîr die Rezeptoraktivierung und Zelltçtung 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
fîhren. Im menschlichen Kçrper werden gealterte, gesch�-
digte oder selbstreaktive Zellen durch Apoptose beseitigt.
Dieser Zellsuizid kann durch bestimmte molekulare Auslçser
induziert werden, bei denen DNA-Sch�den und Zellstress
interne Signale sind, die eine proapoptotische Kaskade akti-
vieren und zur Freisetzung von mitochondrialen apoptogenen
Faktoren in das Zytosol fîhren.[1] 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.[1a,2]

Alternativ zu intrinsischen Stimuli kann Apoptose auch
durch die Bindung von externen Faktoren an Todesrezepto-

ren („death receptor“, DR) auf der Zelloberfl�che ausgelçst
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 auslçsen. 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 DR5) die Apoptose von Krebszellen fçrdert. Na-
tives TRAIL ist ein Transmembranprotein vom Typ II mit
homotrimerer Architektur. Es bindet die Apoptose-vermit-
telnden Rezeptoren DR4 und DR5 sowie die drei Decoy-
Rezeptoren DcR1, DcR2 und Osteoprotegerin (OPG), die
keine Apoptose induzieren.[3] TRAIL lçst speziell in Tumor-
zellen Apoptose aus, w�hrend gesunde Zellen und Gewebe
verschont bleiben.[4] Dies macht TRAIL und seine Rezepto-
ren zu vielversprechenden Kandidaten fîr die Krebstherapie.

Bisher wurden mehrere TRAIL-imitierende gegen DR4
oder h�ufiger gegen DR5 gerichtete Molekîle erzeugt, dar-
unter mehrere monoklonale Antikçrper.[5] Um zytotoxische
Aktivit�t zu erlangen, bençtigen letztere als bivalente Binder
zumindest in Zellkulturexperimenten ein sekund�res Ver-
netzungsmolekîl, das die Oligomerisierung der Antikçrper in
vitro fçrdert.[6] Außerdem wurde von rekombinant produ-
ziertem lçsliches TRAIL, von DR4- oder DR5-spezifische
TRAIL-Varianten, Einzelkettenantikçrperfragmenten
(scFvs), multimerisierten kameliden Einzeldom�nenantikçr-
pern („nanobodies“) und mehreren gegen DR5 gerichteten
Oligopeptiden als Apoptoseauslçser berichtet (siehe Tabel-
le S4 in den Hintergrundinformationen).[1a,7] Durch rekom-
binantes Screening wurde kîrzlich ein gegen DR5 gerichtetes
Peptid (DR5TP) identifiziert, das mit TRAIL um die Bin-
dung an den Rezeptor konkurriert.[8]

Dieses Pentadecapeptid enth�lt eine erweiterte DR5-
Bindungsschleife, die durch eine Disulfidbrîcke zwischen
zwei Cysteinen stabilisiert wird (siehe Schema 1 und die
Hintergrundinformationen).[8] Solit�res DR5TP lçst sogar in
millimolaren Konzentrationen keine Apoptose in Krebszel-
len aus,[9] w�hrend seine verlinkten bi- und trivalenten Deri-
vate (Abbildung S1 A–D) diesen Prozess in DR5-positiven
Zellen induzieren kçnnen.[9] Interessanterweise zeigten he-
xavalente Molekîle mit Adamantangerîst (Abbildung S1 D)
gegenîber des trivalenten Adamantan-Pendants keine Ver-
besserung der zytotoxischen Aktivit�t in zellul�ren Assays
(Abbildung S1 B, Tabelle S4).[10]

Hier berichten wir îber DR5-spezifische Konstrukte, die
Apoptose in Tumorzellen induzieren (Schema 1). Wir haben
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verschiedene makromolekulare Architekturen mit multiplen
DR5-bindenden Motiven entworfen und diese durch gerîst-
unterstîtzte enzymvermittelte Konjugation assembliert
(Schema 2). Als Bindeeinheit haben wir das disulfidver-
brîckte DR5TP ausgew�hlt (Schema 1 und 2), da dieses
Peptid nicht an DR4, DcR1 oder DcR2 bindet.[9] Das N-ter-
minale Tryptophan, zwei Reste innerhalb der Disulfidschleife
und der C-Terminus sind in diesem Peptid entscheidend fîr
die Rezeptorbindung.[8]

Die Kopienzahl der Liganden wurde durch das biomole-
kulare Templat festgelegt, das fîr die Oligomerisierung ver-
wendet wurde (Schema 2). Zun�chst kam der Fc-Teil huma-
ner IgG als Gerîststruktur zum Einsatz, der bereits fîr die
Di- und Tetramerisierung von Peptiden verwendet wurde.[11]

Dieses Gerîstmolekîl hat wînschenswerte Antikçrperattri-
bute, z. B. eine verl�ngerte Plasmahalbwertszeit und eine
hohe apparente Affinit�t aufgrund bivalenter Avidit�t. Als
weitere Gerîststruktur fîr die Assemblierung von bis zu
sieben DR5TP-Einheiten wurde die a-Kette der C-termina-
len Oligomerisierungsdom�ne des humanen C4b-Bindepro-
teins verwendet[12] (C4BP, Schema 1 und 2) – eine Plasma-
komponente, die aufgrund fehlender Komplement-Kontroll-
proteine (CCP) ohne biologische Funktion ist.[13] Dieses
Konstrukt kann als Thioredoxin-Fusionsprotein bei sponta-
ner Bildung von sieben Disulfidbrîcken als stabile heptava-
lente Architektur rekombinant hergestellt werden (Ab-
schnitt S1.4, Abbildung S4).[12] Ein weiterer Vorteil besteht
darin, dass die Konjugation von biologisch aktiven Peptiden
an dieses, aus sieben a-helikalen Einheiten mit jeweils 60
Resten bestehende Gerîst eine signifikant verl�ngerte Plas-
mahalbwertszeit der angefîgten peptidischen Liganden er-
warten l�sst.[12,14] Generell ist die Wahl des Oligomerisie-
rungsgerîsts fîr die Rezeptoraktivierung ausschlaggebend,

da bei der Bindung an DR5 fîr eine effiziente Signalisierung
des Zelltods die Valenz und die r�umliche Anordnung der
Liganden eine Schlîsselrolle zu spielen scheint.[8–10] Daher
wurden die beiden Gerîstmolekîle – die Fc-Antikçrperdo-
m�ne 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 Gerîstmolekîl anzubringen,
wurden Enzym-Erkennungssequenzen eingefîgt und die auf
DR5TP basierenden Fragmente durch enzymkatalysierte
Kopplung mit dem Gerîstprotein verknîpft (Schema 2).
Hierfîr wurden die Sortasen SrtA1-3 (Tabelle S1) verwendet,
welche die Bildung einer Amidbindung zwischen einem N-
terminalen Oligoglycin und einer C-terminalen LXiEXiiG-
Erkennungssequenz (Xii = Ser, Thr) katalysieren (Schema 2,
Abbildung S2).[15] Die verwendeten Sortasen erkennen un-
terschiedliche Substratsequenzen, was eine gewisse Modula-
rit�t bei der Ligandenanbringung ermçglichte (Sektion S1.6,

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

Schema 2. In dieser Arbeit verwendete Gerístmolekíle. 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 Geríste 4, 5
und 6 durch Sortase-A-vermittelte Ligation. Fír die N-terminale Ligati-
on kann tag1 durch die TEV-Protease gespalten werden um tag2 frei-
zulegen, der dann mit Peptid 3 durch SrtA2-Katalyse verknípft werden
kann.
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Abbildung S2, S3 und Tabelle S2). Dazu wurde das Fc-Gerîst
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-
Gerîst wurde C- oder N-terminal mit sieben DR5-Binde-
motiven beladen (Konstrukte 5, 6, 12–15, Abbildung 2, Ta-
belle S3).

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

Die kovalente Verknîpfung mit den Gerîstmolekîlen 4–
6 resultierte in der Bildung der oligomeren Konstrukte 9–15.
Die enzymvermittelten Reaktionen wurden mittels SDS-
PAGE îberwacht (Abbildung S15–S18), wobei sich fîr die
Konstrukte 9–13 nach einer 30-minîtigen Inkubation bei
22 88C ein quantitativer Umsatz zeigte (Abbildung S15–S17).
Anschließend wurden die erzeugten Konjugate mittels Grç-
ßenausschlusschromatographie isoliert. Die DR5-Bindung
der multivalenten Konstrukte 9–13, 16 und 17 sowie des
biotinylierten Monomers 1 wurde mittels enzymgekoppeltem
Immunadsorptionstest untersucht (ELISA, Abbildung 1). In
unseren H�nden wies 1 fîr die Bindung an DR5 eine Disso-

ziationskonstante (Kd) von 240 nm auf (Abbildung 1A; Li-
teraturwert Kd von 129 nm, ermittelt durch Oberfl�chenplas-
monenresonanz (SPR) fîr nichtmarkiertes Peptid).[9] Vergli-
chen mit 1 zeigte das bivalente Konjugat 9 mit den am C-
Terminus des Fc-Fragments lokalisierten Peptidliganden eine
fast dreifach verbesserte Affinit�t (Kd = 92 nm), w�hrend die
Affinit�t des N-terminalen Gegenstîcks 10 geringfîgig ver-
ringert war und das tetravalente Konjugat 11 eine vergleich-
bare Affinit�t zeigte (Kd = 84 nm, Tabelle 1, Abbildung S5).

Mit Kd = 25 nm wies das Konjugat 12 mit sieben am C-
Terminus lokalisierten Kopien des Peptides 2 die st�rkste
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-
nierten Verbindungen 16 (C4BP-
DR5TP) und 17 (DR5TP-C4BP) re-
sultierte (Abbildung S17).

Die Dissoziationskonstante von
23.1 nm fîr 16 stimmt mit der des en-
zymatisch ligierten Molekîls 12 îber-
ein (Tabelle 1, Abbildung 1C). Dage-
gen zeigte N-terminal fusioniertes 17
wahrscheinlich aufgrund der unvor-
teilhaften Orientierung der Liganden
eine stark beeintr�chtigte Bindung
(Kd = 2.1 mm, Tabelle 1). Dafîr spricht,
dass die Konstrukte, bei denen die
Sortase-Erkennungssequenz îber die
Lysinseitenkette (Peptide 7 und 8) in-
stalliert wurde, eine beeintr�chtigte
Konjugationseffizienz an das Gerîst 6
zeigten und die resultierenden Kon-
strukte 13 und 15 eine geringe oder
keine Affinit�t zu dem Rezeptor DR5
aufwiesen (Tabelle 1). Dies deutet
darauf hin, dass die Orientierung der
konjugierten Peptide eine wesentliche
Rolle bei einer multivalenten Bindung
spielt.

Die F�higkeit zur Induktion von
Apoptose wurde am Beispiel der Ko-

Abbildung 1. ELISA-Bindungsstudien und Zytotoxizit�tsstudien. A) Bindung von monovalentem
1 an DR5 (Kd = 240 nm). B) Bindung des durch Sortase-A-Reaktion hergestellten heptavalenten
Konstruktes 12 an DR5 (Kd =25 nm). C) Bindung des Fusionsproteins 16 an DR5 (Kd = 23 nm).
D) Zytotoxizit�t von 12 (EC50 = 12 nm) und 16 (EC50 =3 nm) auf COLO205-Zellen. (HEK293-
Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet.)

Tabelle 1: Bindungsaffinit�t (Kd) fír DR5 und proapoptosische Potenz
(EC50) der synthetisierten Konstrukte.

Konstrukt Konjugat Valenz Kd [nm] EC50 [nm]

1 – 1 240 >1 Ö 106

9 Fc-DR5TP 2 92 >1400
10 DR5TP-Fc 2 133 >1000
11 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
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lorektalkrebszelllinie COLO205 untersucht (Abbildung 1).
Monovalentes Peptid 2 lçste sogar bei einer relativ hohen
Konzentration von 1000 mm keine Apoptose aus. Auf C4BP-
basierende Heptamere mit entweder C-terminal fusionierten
oder ligierten DR5-Bindern vermittelten hingegen zytotoxi-
sche Aktivit�t (Abbildung 1D), w�hrend die N-terminal ge-
koppelten Konstrukte keine Apoptose induzierten. Interes-
santerweise war das rekombinant hergestellte Heptamer 16
potenter als das îber Sortase-Konjugation hergestellte
Heptamer 12 (EC50 = 3 nm bzw. 12 nm ; Abbildung 1D). Wie
anzunehmen war, induzierten Konjugate mit verminderter
Bindung an DR5 (13, 14, 17) in vitro keine Apoptose. Fîr die
Fc-basierten bi- und tetravalenten DR5TP-Konstrukte (9–11)
wurde îberraschenderweise 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 st�rkste Reaktion. Dieser Befund
legt die Spekulation nahe, dass die dichte, multivalente und
lokale Gruppierung gegen DR5 gerichteter Peptide eine
Voraussetzung fîr eine effiziente Rezeptoraktivierung ist.

Zus�tzlich analysierten wir das potenteste Heptamer 16 in
einem AnnexinV-FACS-Assay, das zwischen apoptotischen
und nekrotischen Zellen unterscheidet (Abbildung 2A–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 2C), w�hrend nach 3 h
der Anteil an apoptotischen Zellen 70 % betrug (Abbil-
dung 2D). Allerdings wurden hierfîr im Vergleich zu dem
natîrlichen Liganden TRAIL hçhere Konzentrationen des
DR5-bindenden Wirkstoffs bençtigt (Abbildung S6).

Zusammenfassend kann durch die heptameren Kon-
strukte 12 und 16 auch ohne den Zusatz eines sekund�ren
Antikçrpers, der meist fîr die Vernetzung DR5- oder DR4-

spezifischer Antikçrper bençtigt wird, effizient Apoptose
eingeleitet werden.[6] Unseres Wissens konnte erstmals die
zytotoxische Aktivit�t von DR5TP durch die Oligomerisie-
rung auf rekombinanten Gerîstmolekîlen deutlich verbes-
sert werden. Unsere Daten deuten darauf hin, dass die Ver-
netzung von DR5 in erheblichem Maß von der Orientierung
und der r�umlichen Anordnung der Liganden an dem Ge-
rîstprotein abh�ngt. In dieser Arbeit wurde mit dem huma-
nen C4BP als Gerîstmolekîl eine modulare Plattform fîr
eine effiziente enzymvermittelte Oligomerisierung von Ziel-
molekîl-bindenden Peptiden etabliert. Alternativ konnten
die potentesten Kandidaten ohne Verlust ihrer biologischen
Aktivit�t auch rekombinant hergestellt werden. Damit emp-
fehlen sich C4BP-basierte Gerîstmolekîle als symmetrische,
kompakte und stabile Plattform fîr die Verst�rkung der
biologischen Aktivit�t von kleinen Bindemolekîlen, insbe-
sondere wenn Multivalenz von besonderem Interesse ist (wie
im Fall von Zielmolekîlen, die Apoptose aufgrund der Ver-
netzung von Rezeptoren auslçsen, z. B. DR4 und DR5). Fîr
weitere Experimente mit C4BP-fusionierten alternativen
DR5-Bindemolekîlen siehe Abbildung S8.

Kîrzlich wurden Apoptose-induzierende, gegen DR5
gerichtete, oligomere „Nanobodies“ entwickelt, die sich von
kameliden Einzeldom�nenantikçrpern ableiten (EC50 im
subpikomolaren Bereich; Tabelle S4).[7b] Allerdings wurde
eine klinische Studie aufgrund unerwarteter Lebertoxizit�t
vorzeitig beendet.[16] Mehrere Faktoren kçnnen hierzu bei-
getragen haben, wie Immunogenit�t der „Nanobodies“ oder –
bedingt durch die erhçhte DR5-Expression auf Hepatozyten
in Kombination mit der hohen Potenz des Wirkstoffs – ein
unerwînschtes Einleiten der Apoptose von Leberzellen.[7b,16]

Diese Befunde zeigen an, dass die Feinabstimmung der bio-
logischen Aktivit�t und die Unterdrîckung der Immunoge-
nit�t beim Design von Apoptose-induzierenden Wirkstoffen
der n�chsten Generation in besonderem Maße berîcksichtigt
werden muss. Es wird interessant sein zu kl�ren, ob unser
modularer Ansatz neue Wege fîr die Entwicklung von
wirksamen und sicheren Modulatoren des Tumorwachstums
erçffnen kann.
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