TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN
Lehrstuhl fiir Biologische Chemie

Design von Anticalinen gegen CD98hc

als molekulare Werkzeuge fiir die Theranostik

Friedrich-Christian Deuschle, M. Sc.

Vollstindiger Abdruck der von der Fakultdt TUM School of Life Sciences der Technischen

Universitidt Miinchen zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Prof. Dr. Martin Klingenspor

Priifer der Dissertation: 1. Prof. Dr. Arne Skerra
2. Prof. Angelika Schnieke, Ph. D.
3. Prof. Dr. Harald Kolmar

Die Dissertation wurde am 26.06.2020 bei der Technischen Universitidt Miinchen eingereicht
und durch die Fakultdit TUM School of Life Sciences am 19.10.2020 angenommen.






Meiner Verlobten
und meinen Eltern






Danksagung

Ganz herzlich mochte ich mich bei Herrn Professor Dr. Arne Skerra fiir die Moglichkeit
meine Doktorarbeit am Lehrstuhl fiir Biologische Chemie anfertigen zu kénnen und die
sehr spannende Themenstellung bedanken. Die zahlreichen wissenschaftlichen Diskussi-
onen und exzellente Betreuung hatten einen mafBgeblichen Anteil am Gelingen dieser

Arbeit.

Ein besonderer Dank gilt Herrn Volker Morath und Herrn Dr. habil. André Schiefner fiir
ihre stete Unterstiitzung und das Interesse am Fortschritt der gemeinsamen Projekte. Ich
habe die sehr unkomplizierte und freundschaftliche Zusammenarbeit stets sehr genossen.

Eure Beitrége hatten entscheidenden Einfluss auf das Gelingen dieser Arbeit!

Ein weiterer Dank gilt allen Mitarbeitern am Lehrstuhl fiir Biologische Chemie fiir ihre
Offenheit und Hilfsbereitschaft im Laboralltag. Besonders meinen langjéhrigen Mitstrei-
tern Julia Martin, Fabian Rodewald, Volker Morath, Elena Ilyukhina, Benjamin Escher,
Emanual Peplau, Laura Job, Jonas Schilz und Carina Sommer mdchte ich fiir die schone
Zeit innerhalb und aullerhalb des Labors herzlich danken. Ich kann nur hoffen, dass wir
auch weiterhin gemeinsam die Pisten unsicher machen! Besonders danken mdochte ich
ebenso Herrn Klaus Wachinger und Herrn Stefan Achatz fiir die stete Unterstiitzung bei
technischen Fragestellungen. Bei Herrn Dr. Martin Schlapschy mdchte ich mich fiir zahl-

reiche und stets hilfreiche wissenschaftliche Diskussionen bedanken.

Bedanken mochte ich mich zudem bei ,,meinen* Studenten Arabella Essert, Brigitte Wal-
la, Marie Motyka und Corinna Brandt fiir die tatkréftige und motivierte Unterstiitzung der

gemeinsamen Projekte.

Dem gesamten Team der XL-protein GmbH — vor allem Uli Binder — danke ich ganz
herzlich fiir die Zusammenarbeit beziiglich der PASylation®-Technologie und die zahlrei-

chen ,, Tipps und Tricks* in diesem Kontext.

Bei Herrn Prof. Dr. Kiister, Prof. Dr. Wolfgang Weber, Prof. Dr. Martin Klingenspor und
Prof. Dr. Manuel Palacin méchte ich mich fiir die Uberlassung unterschiedlicher Zellli-

nien bedanken.

Der grofite Dank gilt jedoch meinen Eltern Friederike & Martin, meiner Schwester
Susanne sowie meiner Verlobten Nina, ohne deren immerwihrende Unterstlitzung und

stetes Verstdndnis nichts von alledem moglich gewesen wiére.



Teile dieser Arbeit (sowie damit zusammenhingender Teilprojekte) wurden bzw. werden

in Kirze veroffentlicht:

Wissenschaftliche Artikel:

1) Deuschle F.-C.!, Schiefner A.! and Skerra A. (2019) Structural differences between
the ectodomains of murine and human CD98hc. Proteins 87, 693-698.

2) Deuschle F.-C., Morath V., Schiefner A., Brandt C., Ballke S., Reder S., Steiger K.,
Schwaiger M., Weber W. and Skerra A. (2020) Development of a high affinity Anti-

calin® directed against human CD98hc for theranostic applications. Theranostics 10,
2172-2187.
3) Deuschle F.-C., Schiefner A., Brandt C. and Skerra A. (2020) Development of a sur-

rogate Anticalin directed towards CD98hc for preclinical studies in mice. Protein Sci
8, 1774-1783.

4) Deuschle F.-C., Morath V. and Skerra A. Selection of a novel atransferrin receptor 1

binding protein for brain drug delivery. (in Vorbereitung)

Patentanmeldung:
1) Deuschle F.-C., Morath V., Schiefner A. and Skerra A. High affinity Anticalins di-
rected against human CD98hc. WO 2020/193316

Ubersichtsartikel:
1) Ilyukhina E.!, Deuschle F.-C.! and Skerra A. (2020) Anticalin®-Proteine als neue
Wirkstoftklasse fiir therapeutische Anwendungen. Pharm. Ind. 82, 283-289
2) Deuschle F.-C.!, Tlyukhina E.! and Skerra A. Anticalin® proteins: from bench to bed-
side. Expert Opin Biol Ther, DOI:10.1080/14712598.2021.1839046

Konferenzbeitrige:

1) Deuschle F.-C. and Skerra A. (2018) Development of a blood-brain barrier-pene—

trating Anticalin for non-invasive brain-drug delivery. 10" Annual Protein & Anti-

body Engineering Summit, in Portugal (12. — 16. November 2018).

2) Deuschle F.-C., Morath V., Schiefner A., Weber W. and Skerra A. (2019) Develop-
ment of a PASylated high affinity Anticalin® directed against human CD98hc for

8Zr PET diagnostic imaging. Antibody Engineering and Therapeutics Conference,

San Diego, CA (09. — 13. Dezember 2019).

'Diese Autoren haben im gleichen MaBe zu dieser Arbeit beigetragen



Inhaltsverzeichnis

1.1

1.2

1.3

1.4

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

2.10

2.11

2.12

EINICITUNG .ccceiieinniiiiiiniiiicitteencninteeicnnteeicsinneescsssneescssssseesssssssesscsssssessesssssaese 1
Personalisierte Medizin und das Konzept der Theranostik in der Onkologie......... 1
CDO98hc: eine molekulare Zielstruktur mit breiter medizinischer Relevanz........... 4

Anticaline: mafigeschneiderte Bindeproteine fiir biomedizinische Anwen-

QUIZI ...ttt e e ettt e e e et e e e e e ebaeeeeetbaeeeeetbaeeeeennaaeens 9
Zielsetzung dieSer ATDEIT .......uuiiiiiiiiiieeeiiiee et et et e et e e e e 15
MethodeniiberbDliCK.. .. ..o uuiiiuieiiiiiinniiiiiinineenneenneesneessneeesseesssssessneens 16
Bakterienstimme, Bakteriophagen, humane Zelllinien und Versuchstiere........... 16

Gentechnische Herstellung und chromatographische Reinigung von Varianten

der CDI8IC EKEOUOMENE .....ceeeeeee et 18

Selektion durch Phage Display und Screening auf Anticaline mit Bindungs-
aktivitdt mittels ELISA ...t 22

Herstellung einer Anticalin-Zufallsbibliothek und Selektion mittels Bacterial

SUITACEe DISPIAY .eeeeeiiiiieieiiiie e e 24

Gentechnische Herstellung von Anticalinen in E. coli, chromatographische

Reinigung und chemische Konjugation............cccceeevviiieiiiiiiieenniiiee e 26

Biomolekulare Interaktionsanalyse mittels Oberflachenplasmon-Resonanz-

SPEKLTOSKOPIC. ....eeiieeiiiiie et 28
Electrospray lonization Massenspektrometrie ............coevvveervieeenieeeniieenieeennen. 29
Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie und thermische Denaturierung........... 29
Immuncytofluorimetrie und Immunfluoreszenzfarbung von Krebszelllinien ......30

Positronenemissionstomographie (PET) / Computertomographie (CT) und

BiodistributionSanalySe........cuvviiiiiiiiieeeiiiieeeeiiiee et e 31
Proteinkristallographische Methoden ..............ccccoiiiiiiiiiniiiiieeeeeeeee, 34

Computerprogramme und Datenbanken ..............cocccuveieeniiiiieiniiieeeeiiiiee e 35



3.1

3.2

3.3

4.1

4.2

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.3

Veroffentlichungen ......cccuuuueeeiiiiiiiiiiiissnnnnniiiccsissssssnnerinescssssssssssssessssssssssssnsens 37
Veroffentlichung in Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, April
2019 — Uberblick und eigener Beitrag..............c.covveveveveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeennns 37

Verdffentlichung in Theranostics, Januar 2020 — Uberblick und eigener

BOIITAZ. .. eeieieiiee ettt e ettt e e e et e e e et bb e e e e enbtaeeeene 40
Verdffentlichung in Protein Science, Mai 2020 — Uberblick und eigener
BOIITAZ. .. eeieieiiee ettt e ettt e e e et e e e et bb e e e e enbtaeeeene 43

DIESKUSSION «.oveveerenieeeneerencereneesessecesssesssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssosasssssssosassoses 46

Spezies-spezifische Eigenschaften von CD98hc der Maus und des Menschen
sowie deren Bedeutung fiir die Entwicklung pharmakologisch nutzbarer

BINd@PIrOteINe ......eeevuiiiiiiiiiiiiee et 46

Entwicklung von Anticalinen zum Targeting des humanen CD98hc-Proteins .... 49

Selektionsverfahren und strukturelle Untersuchung von ohCD98hc Anti-

CALINIEIN o e e e et e e e e e e e e e e aeen 49

Bakterielles Surface Display als Grundlage fiir die Selektion von

Bindeproteinen mit verbesserten Eigenschaften...........ccocccovviiiniiiniiiniennnn, 53

Zielgerichtete Adressierung von hCD98hc durch Anticaline mit bildgebenden

VI ANTCI ..t 56
Entwicklung eines Surrogat-Anticalins fiir praklinische Studien in der Maus..... 61
ZuSAMMENTASSUNG ..ccoeevirnnnnnrrrriiicississssnserenecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 65
ADKUIZUNZEN couuuueenerriiiiiiiisssssnnnriniccssssssssssssnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 67
LIEIAtUL cuueeeeinieeinieniitieeistneeisneensneesssneessssessssesssssessssssssssssesssssesssssssssssssssnnes 69

Anhang I — Nachdruck der eingebundenen Veroffentlichungen................... 80



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Personalisierte Medizin und das Konzept der Theranostik in der Onkologie

Mit weltweit 18,1 Millionen Neuerkrankungen und 9,6 Millionen Todesféllen im Jahr 2018
(Bray et al., 2018) stellen Krebserkrankungen nach wie vor eine der groBten gesundheitlichen
und dkonomischen Herausforderungen fiir unsere Gesellschaft dar. Trotz Erfolgen klassischer
Behandlungsstrategien auf dem Gebiet der Onkologie, durch Kombination zumeist recht un-
spezifisch wirkender Chemotherapie mit der operativen Beseitigung groBerer Tumormassen
und ggf. radioaktiver Bestrahlung, iiberwiegen oftmals die Nebenwirkungen dieser Therapien,
abgesehen von mangelndem Heilungserfolg. So besitzen die fiir schnell proliferierende Zellen
toxisch wirkenden Chemotherapeutika meist sehr niedrige therapeutische Indizes; es kommt
zur Entwicklung multipler Arzneimittelresistenzen oder zur Beeintrdchtigung gesunder Organe
oder Gewebe (Dy & Adjei, 2008; Schirrmacher, 2019). Hinzu kommt, dass nur etwa 25% der
Patienten auf diese Art der Arzneimitteltherapie nachhaltig anspricht (Spear et al., 2001) und
somit ein groBer Anteil der Erkrankten vor allem mit den unerwiinschten Arzneimittelwirkun-
gen konfrontiert ist. Die Ursache des unbefriedigenden Therapieerfolgs liegt in der komplexen
Natur onkologischer Erkrankungen, da jeder Krebs einer sich stidndig weiterentwickelnden Ent-
artung korpereigener Zellen entspricht, so dass Primédrtumore sowie Metastasen auf molekula-
rer Ebene grofle Heterogenitit aufweisen (Alizadeh et al., 2015). Die hohe Heterogenitit der
Tumore ist nicht nur zwischen Patienten, trotz pathologisch oftmals dhnlicher Befundung, son-
dern auch innerhalb desselben Patienten sowie ein und desselben Geschwiirs evident

(Prasetyanti & Medema, 2017).

Vor diesem Hintergrund fand in den letzten Jahren ein Paradigmenwechsel in der Tumordiag-
nose und -therapie, von einer ,,One-Fits-It-All” Medizin hin zur Biomarker-basierten Patienten-
stratifizierung im Verbund mit individualisierten Behandlungsstrategien, statt (Abbildung 1)
(Verma, 2012). Das Grundprinzip ist hierbei, unter Anwendung analytischer Tests — insbeson-
dere aus dem Bereich der ,,Omik“-Techniken, u.a. der Genomik und Proteomik (Chen &
Snyder, 2013) — ein molekulares Profil der Krebserkrankung zu erstellen, um eine moglichst
préizise Diagnose und Prognose sowie maf3igeschneiderte Therapiestrategie mit groBtmdoglicher
Erfolgswahrscheinlichkeit fiir eine Patientensubkohorte abzuleiten. Das Ansprechen dieser Pa-
tienten auf eine Therapie wird individuell analysiert und die gewonnenen klinischen Daten
verwendet, um die Diagnose und Patientenstratifizierung weiter zu optimieren. Gerade die On-
kologie ist aufgrund einer Vielzahl erfolgreicher Beispiele fiir zielgerichtete Wirkstoffe und

Immuntherapien ein Vorreiter im Bereich der Prizisionsmedizin. Speziell die Weiterentwick-
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lung der Techniken im Bereich der Genom-/Proteomanalyse und Bioinformatik sowie die An-
wendung hochspezifischer Bindeproteine, wie bspw. der monoklonalen Antikérper Trastuzu-
mab (aHER-2), Cetuximab (aEGFR) oder Pembrolizumab (aPD-1), ermdglichte in den letzten
Jahren eine enorme Verbesserung des Behandlungsspektrums bei Tumorerkrankungen (Dugger

et al., 2018).
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Abbildung 1: Prinzip der personalisierten Medizin im Vergleich zu konventionellen Be-
handlungsstrategien. Unterschiedliche Patienten reagieren auf eine Standardtherapie (,,One-
Fits-It-All* Medizin) unterschiedlich. Wéahrend manche Individuen gutes Ansprechen zeigen,
profitieren andere nicht von dieser Behandlung oder zeigen gar ausschlieBlich unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen (oben). Im Bereich der personalisierten Medizin kann unter Beriick-
sichtigung des molekularen Profils eines Tumors eine Stratifizierung der Patienten in unter-
schiedliche Behandlungsgruppen erfolgen, so dass im Idealfall alle Personen von einer mal3ge-
schneiderten Therapieform profitieren (unten). Die Diagnose-/Prognosestellung, die Patienten-
stratifizierung und das Therapiemonitoring werden durch die Anwendung von nuklearmedizi-
nischen Bildgebungsverfahren unterstiitzt.
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Die zunehmend engere Verzahnung von Diagnose, Behandlung und Uberwachung therapeuti-
scher Intervention in der individualisierten Biomedizin wird unter der Bezeichnung Theranos-
tik, einer Wortkreuzung aus Therapie und Diagnostik, zusammengefasst (Langbein et al.,
2019). Fiir die verstdrkte Verkniipfung dieser drei Teilaspekte wéhrend einer Krebsbehandlung
spielt die Radio-Immundiagnostik (RID) eine zentrale Rolle (Histed et al., 2012). Hierbei wird
mit Hilfe hochauflésender molekularer Bildgebungsverfahren das Vorhandensein charakteristi-
scher Oberflichenmarker auf Krebszellen identifiziert (= in vivo Histologie), so dass diese an-
schlieend mit cytotoxischen Wirkstoffen zielgerichtet adressiert werden konnen. Um die mo-
lekulare Charakterisierung des Krankheitsphinotyps mit Hilfe der RID in vivo zu ermdglichen,
miissen fiir einen geeigneten Biomarker spezifische Radiopharmazeutika auf der Basis von

niedermolekularen Substanzen, Peptiden oder Proteinen verfligbar sein.

Abhéngig von dem verwendeten Radionuklid kénnen verschiedene Verfahren fiir die Bildge-
bung angewendet werden. Breiten Einsatz innerhalb der Nuklearmedizin finden die Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) sowie die Single Photon Emission Computed Tomography
(SPECT), welche meist mit hochauflosender Computertomographie (Rontgenstrahlung) kom-
biniert werden. Somit kann die durch PET oder SPECT erhaltene funktionelle Bildgebung
(bspw. metabolischer Vorginge) mit der anatomischen Bildgebung eines CT-Scans verkniipft
werden (Wahl et al., 2011). Fiir die begleitend zur Behandlung sowie im Anschluss daran statt-
findende Therapieliberwachung kommen wiederum die beschriebenen medizinischen Bildge-
bungsverfahren in Kombination mit geeigneten (radioaktiv-markierten) Substanzen zur An-
wendung. Um Verfahren der Theranostik moglichst effizient zu gestalten, wird neuerdings zu-
dem versucht, integrierte diagnostische und therapeutische Wirkstoffsysteme, so genannte
Theranostika, fiir geeignete Zielstrukturen zu entwickeln (Langbein et al., 2019; Turner, 2018).
Ziel ist es hierbei Wirkstoffe mit grundlegend gleichem Aufbau zu entwickeln, welche die
Moglichkeit bieten flexibel sowohl fiir diagnostische als auch therapeutische Anwendungen

zum Einsatz zu kommen.

Grundvoraussetzung, um den Kurs in Richtung individualisierter Medizin weiter voranzutrei-
ben sowie die Auswahl an Theranostik-Verfahren zu erweitern, ist die Identifizierung von wei-
teren krankheitsspezifischen Biomarkern, welche fiir definierte Patientensubgruppen charakte-
ristisch sind. Insbesondere Zielstrukturen wie Rezeptoren oder Transporter, die beispielweise
an der gesteigerten Versorgung von Krebszellen mit Kohlenhydraten und Aminoséuren zur
Energiegewinnung, Biosynthese oder der Vermittlung von intra- und interzelluliren Wachs-

tumssignalen der schnell proliferierenden Krebszellen beteiligt sind, haben sich als vielverspre-
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chend herauskristallisiert. Ferner steht die Entwicklung geeigneter molekularer Agenzien, die
diese Strukturen zielgerichtet adressieren und idealerweise diagnostische sowie therapeutische
Aspekte in einem Wirkstoff vereinen konnen, im Mittelpunkt der aktuellen biomedizinischen
Forschung. Vor allem hochaffine Bindeproteine, die hinsichtlich ihrer Spezifitit und flexiblen
Funktionalisierung kleinen Molekiilen oder Peptiden oftmals iiberlegen sind, bilden eine attrak-
tive Wirkstoffklasse, die zunehmend in den Fokus der Entwicklung theranostischer Behand-

lungsstrategien riicken.

1.2 CD98hc: eine molekulare Zielstruktur mit breiter medizinischer Relevanz

Aminoséduren und ihre Derivate erfiillen im menschlichen Korper vielfdltige Funktionen, wobei
sie beispielsweise als Bausteine fiir Biosynthesen, Energietriger oder intra- sowie extrazelluli-
re Botenstoffe von zentraler Bedeutung sind. Fiir den Transport der Aminoséuren iiber zellulire
Membranen hinweg stehen eine Vielzahl unterschiedlicher Transportsysteme mit variierender
Substratspezifitit zur Verfiigung. Cluster of Differentiation 98 (CD98) bezeichnet eine Protein-
familie heterodimerer Aminosduretransporter, die aus einer schweren Polypeptidkette (engl.:
heavy chain; CD98hc) und einer von insgesamt sechs leichten Polypeptidketten (engl.: light
chain; CD98Ic) bestehen (Abbildung 2) (Fotiadis et al., 2013).

Bei CD98hc (auch 4F2hc, FRP-1 oder SLC3A2 genannt) handelt es sich um ein glycosyliertes
Typ-2 Transmembranprotein, welches im Menschen durch das SLC3A2 Gen auf Chromo-
som 11 kodiert ist (Francke et al., 1983; Teixeira et al., 1987). Das humane CD98hc-Protein
(UniProt: P08195, Isoform 2) umfasst 529 Aminosduren mit einer Molmasse von ~58 kDa (oh-
ne Glycosylierung) und zeigt vier beschriebene Isoformen, die jedoch keine Aminosiure-
Sequenzunterschiede in der extrazelluliren Doméne aufweisen (Teixeira ef al., 1987). Das Gly-
coprotein bildet {iber einen extrazelluldr lokalisierten konservierten Cysteinrest an Position 109
mit einem Cysteinrest innerhalb der Aminosduresequenz der CD98lc-Proteine (zwischen
Transmembranregion drei und vier) eine Disulfidbriicke aus (Fort et al., 2007; Yan et al.,
2019). Somit ist CD98hc im funktionellen Heterodimer kovalent mit einem der sechs derzeit
bekannten Permease-Typ CD98lc-Proteine, namens Lat-1 (Kanai et al., 1998), Lat-2 (Pineda et
al., 1999), y+Lat-1 (Torrents et al., 1998), y+Lat-2 (Broer et al., 2000), asc-1 (Fukasawa et al.,
2000) und xCT (Sato et al., 1999), verkniipft. Diese Aminosduretransporter besitzen jeweils
unterschiedliche Spezifititen flir den Transport von kationischen, neutralen, kleinen neutralen
oder negativ geladenen Aminosduren sowie u.a. fiir Schilddriisenhormone (T3 und T4) oder die

Neurotransmitter-Vorstufe L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) (Fotiadis et al., 2013).
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Aus biochemischer Sicht hat CD98hc zwei zentrale Aufgaben, fiir deren Funktion unterschied-

liche Doménen innerhalb des Transmembranproteins verantwortlich sind (Fenczik ef al., 2001):

(1) Die membranproximalen Anteile der extrazelluliren Doméine und Abschnitte der Trans-
membranhelix des CD98hc-Proteins fungieren als molekulares Chaperon, das fiir die korrekte
Membrantranslokation, Stabilisierung und somit auch Funktion der CDO98lc-Transporter-
proteine essentiell ist. (Nakamura et al., 1999; Yan et al., 2019). Neben der Bereitstellung von
Aminosiuren als Bausteine flir Biosynthesen, sind diese bzw. deren Derivate (beispielsweise L-
Cystin) auch an weiteren zelluldren Prozessen beteiligt, wie der intrazelluldren Signaltransduk-
tion durch Aktivierung des multifunktionellen Proteins mTOR1 (Nicklin et al., 2009) oder der
zelluldren Redoxhomoostase (Koppula et al., 2018).

(i1) Ferner interagieren die cytoplasmatische Doméne und die Transmembranhelix von CD98hc
mit den B-Untereinheiten 1 oder B3 heterodimerer Integrin-Adhésionsmolekiile (Prager ef al.,
2007), was eine Aktivierung bzw. Verstdrkung der intra- und interzelluléren Integrinfunktionen
zur Folge hat (Bajaj et al., 2016; Cai et al., 2005; Feral ef al., 2007). Die durch Integrine ver-
mittelten Signale steuern komplexe physiologische Prozesse wie Uberleben, Migration und

Wachstum von Zellen.

Erhohter Aminoséuretransport sowie die Dysregulation von Zelladhdsion, Zellmigration und
adhésiven Signalen sind entscheidende Faktoren fiir die maligne Entartung von Kdorperzellen
und spielen eine wichtige Rolle bei der Krebsentstehung (Hanahan & Weinberg, 2011). Im
Einklang mit den beiden oben beschriebenen Hauptfunktionen wird in der klinischen Praxis
eine verstirkte Expression des CD98hc-Proteins bei unterschiedlichen Krebserkrankungen be-
obachtet, unter anderem Darmkrebs (Ye et al., 2017), nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
(Kaira et al., 2009; Hayes et al., 2015), dreifach negatives Mammakarzinom (El Ansari ef al.,
2018; Furuya et al., 2012), metastasierendes Prostatakarzinom (Wang et al., 2013) sowie Lym-
phome (Salter et al., 1989) und Leukdmien (Bajaj et al., 2016; Hayes et al., 2015). Zudem ist
die Uberexpression dieses Tumormarkers bei einigen Krebsarten mit einer schlechten klini-
schen Prognose (Kaira et al., 2009; Ye et al., 2017), dem Ansprechen auf die Behandlung
(Digomann et al., 2019; Yang et al., 2007) und der Uberlebensrate (Furuya et al., 2012; Kaira
et al., 2011; Rietbergen et al., 2014) assoziiert. Somit stellt das Membranprotein eine attraktive
molekulare Zielstruktur fiir diagnostische und therapeutische Zwecke bei der Krebsbehandlung

dar.
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Trotz dieser klinischen Relevanz in der Onkologie und dem Potenzial einer zielgerichteten
Adressierung des CD98hc-Proteins sind aktuell nur wenige spezifische Bindereagenzien fiir

diesen Bestandteil der heterodimeren Aminosduretransporter beschrieben.

Aktivierung von Membrantranslokation der
Integrin-Signalen CD98Ic

Aminosauren und Derivate
(e.g.L,I,F, M, ...)

extraz.
%
intraz.

ap Integrine
v X _Aktivierung | mTOR CD98lc
Aktivierung  (Aminoséuretransporter)
Uberleben v
Proliferation Uberleben
Migration/Metastasierung Zellwachstum

Abbildung 2: Schematische Darstellung und biochemische Funktion des Membranpro-
teins CD98hc. Darstellung des CD98hc/CD981c Heterodimers zur Illustration der zwei zentra-
len biochemischen Funktionen von CD98hc: (i) Aktivierung von intra- und interzelluldren In-
tegrin-Funktionen sowie (ii) zusammen mit den CD98lc-Proteinen der Transport unterschiedli-
cher Aminosduren. Das CD98hc-Protein besitzt eine grole extrazellulire Doméne, eine Trans-
membrandomine und einen intrazelluliren N-terminalen Bereich. Die Kristallstruktur der
Ektodomine des humanen Proteins (PDB-ID: 2DH2) wurde mit einer Aufldsung von 2,1 A
bestimmt (Fort et al., 2007) und ist hier im Béndermodell dargestellt. Die Ektodoméne von
CDO98hc besteht aus zwei Proteindoménen, einem (f/a)s Triosephosphat-Isomerase-Barrel
(blau) und einem Bg-Sandwich (griin). (Abgewandelt nach Deuschle et al., 2020a)

Der humanisierte monoklonale Antikdrper (mAk) IGN523 ist der am weitesten fortgeschrittene
Entwicklungskandidat fiir therapeutische Zwecke mit picomolarer Dissoziationskonstante ge-
geniiber menschlichem CD98hc (Hayes et al., 2015). Der mAk IGN523 zeigte {iberzeugende
pharmakodynamische Effekte in prdklinischen Xenotransplantat-Mausmodellen an humanen

Tumoren sowie gute Vertriglichkeit in einer klinischen Studie der Phase 1 (Hayes et al., 2015;
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Bixby et al., 2015). Insbesondere sind bislang jedoch keine CD98hc-spezifischen Reagenzien
fiir die in vivo Bildgebung verfiligbar, welche bei einer Vielzahl unterschiedlicher Krebsarten

als molekulare Diagnosewerkzeuge Anwendung finden konnten.

Neben der Therapie und Diagnose von Krebserkrankungen wurde CD98hc erst kiirzlich als
verheiflungsvoller Transzytoserezeptor mit hoher Abundanz am Hirnendothel beschrieben, der
sich fiir den Transport von Neuropharmazeutika nach intravendser Injektion iiber die Blut-
Hirn-Schranke (BHS) in das Hirnparenchym eignen sollte (Zuchero ef al., 2016). GemiR der
Strategie des ,,Trojanischen Pferdes* wird ein Bindeprotein oder -peptid, das flir den jeweiligen
Transzytoserezeptor der BHS spezifisch ist, an ein zu transportierendes therapeutisches
Frachtmolekiil gekoppelt, um so einen nicht-invasiven Ubergang des Therapeutikums in das
erkrankte Hirngewebe zu vermitteln (Pardridge, 2002). In diesem Zusammenhang konnte im
Rahmen priklinischer Untersuchungen an einem Alzheimer-Mausmodell gezeigt werden, dass
die spezifische Erkennung des murinen CD98hc-Proteins unter Anwendung eines bispezifi-
schen aCD98hc/aBACE1 mAk zum verstirkten Transport des Antikdrpers in das Gehirn so-
wie zu verstarkten pharmakodynamischen Effekten im Vergleich zu einem Kontroll-Antikdrper
fiihrte (Zuchero et al., 2016). Gerade die hohe Prisenz dieses Zielrezeptors an den neuronal-
mikrovaskuldren Endothelzellen sowie die vergleichsweise gute Transporteffizienz von
CD98hc gegeniiber anderen Transzytoserezeptoren machen diese Strategie fiir die gezielte
Arzneimittelabgabe in das Gehirn &ullerst vielversprechend (Bixby et al., 2015; Zuchero et al.,

2016).

Fiir die Konstruktion solch zielgerichteter Wirkstoffe ist die Verfiigbarkeit struktureller Infor-
mation liber den Zielrezeptor von entscheidender Bedeutung. Die Kristallstruktur der extrazel-

109 _ Ala’?) des humanen CD98hc-Proteins konnte nach Expression in

luldren Doméne (Gly
E. coli in monomerer Form mit einer Auflosung von 2,1 A (PDB-ID: 2DH2) bestimmt werden

(Fort et al., 2007). Die Faltung der Ektodomine ldsst sich in zwei Proteindominen einteilen: (i)

117 431

ein bei Trp''/ beginnendes und bei Lys*' endendes N-terminales (/a)s Triosephosphat-
Isomerase (TIM)-Barrel und (ii) ein C-terminales Bs-Sandwich von Asp** bis Ala’®. Diese
beiden Dominen sind iiber eine sieben Aminosduren umfassende a-Helix (Glu*? — Gly**®)
miteinander verbunden. Damit stellt die Ektodoméne der schweren Polypeptidkette humaner

CDO98-Transporter eine sehr kompakte sowie stabile Zielstruktur dar (Turnay ef al., 2011).

Zusitzlich zu der beschriebenen Kristallstruktur der menschlichen CD98hc-Ektodoméne wurde

kiirzlich die Struktur des humanen CD98hc/Lat-1-Komplexes mittels Kryo-Elektronen-
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mikroskopie (Kryo-EM) mit einer Aufldsung von 3,3 A aufgeklirt (Yan et al., 2019) (Abbil-
dung 3). Neben dem besseren Verstindnis der mechanistischen Grundlage des Aminoséiuret-
ransports durch Lat-1 sowie der Wechselwirkung zwischen CD98hc und Lat-1 liefert diese
Struktur wichtige Erkenntnisse fiir das Design neuer Biopharmazeutika gegen die heterodimere

Zielstruktur. Nahezu die gesamte extrazelluldr zugingliche Fliache des Aminosduretransporters

K

CD98hcED

Abbildung 3: Strukturelle Ubersicht des heterodimeren Aminosiuretransporters
CD98hc/Lat-1. (A) Kryo-EM-Struktur des Komplexes aus CD98hc (grau) und Lat-1 (cyan)
(PDB-ID: 6IRT) im Bindermodell mit transparenter Oberfliche in der Seitenansicht (Yan et
al., 2019). Die vier experimentell bestétigten N-Glycosylierungsstellen sind in Form von zwei
N-Acetylglucosamin-Einheiten (blau) angedeutet. Die fiir die kovalente Verkniipfung der zwei
Proteineinheiten des Heterodimers notige extrazellulér lokalisierte Disulfidbriicke ist hervorge-
hoben (gelb). Diese wird zwischen Cys!'® auf der Seite von CD98hc mit einem im Verbin-
dungssegment zwischen den Transmembranregionen drei und vier lokalisierten Cysteinrest der
CD98Ic ausgebildet. Die Aminosdure-Bindungsstelle von Lat-1 ist als schwarzer gefiillter Kreis
und die Bindungsstelle fiir Cholesterin an der Grenzfliche zwischen CD98hc und Lat-1 ent-
sprechend grau gekennzeichnet. (B) Darstellung der dem Losungsmittel zugidnglichen Oberfla-
che im CD98hc/Lat-1 Heterodimer mit Blick in Richtung Zellmembran.

wird durch die grofle Ektodoméne des CD98hc-Proteins abgedeckt. Diese begrenzte Zuging-
lichkeit der CD98lc-Proteine im funktionellen CD98hc/CD98lc-Heterodimer erschwert die
Entwicklung von hochspezifischen Bindemolekiilen mit hoher Affinitdt zuséitzlich, wahrend die
groBBe und weit in den extrazelluldren Raum ragende Domine des CD98hc-Proteins als Ziel-

struktur sehr gut geeignet scheint. Dennoch ist zu beachten, dass der extrazellulire Anteil des
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humanen CD98hc-Proteins vier experimentell bestdtigte N-Glycosylierungsstellen an den Ami-
nosiurepositionen Asn?®*, Asn?%°, Asn*?* und Asn*® trigt (Wollscheid et al., 2009), welche alle
in dem N-terminalen (B/o)s-TIM-Barrel lokalisiert sind (Abbildung 3B). Aufgrund der biophy-
sikalischen Eigenschaften komplexer N-Glycane (bspw. terminale, negativ geladene Sialinsdu-
ren) und der dadurch gehinderten Zuginglichkeit der Proteinoberfliache, ist die Entwicklung
entsprechender Bindereagenzien ebenfalls erschwert. Daher scheint fiir diese Zielstruktur die
Entwicklung eines im Vergleich zu konventionellen Antikdrpern kleineren und kompakteren

Bindeproteins vorteilhaft zu sein.

1.3 Anticaline: mafigeschneiderte Bindeproteine fiir biomedizinische Anwendungen

Biopharmazeutika sind unter Anwendung biotechnologischer Verfahren hergestellte Arz-
neistoffe und machen einen stetig wachsenden Anteil des globalen Pharmamarktes aus
(Moorkens et al., 2017). Dabei bilden therapeutische Antikorper in den Indikationsgebieten
Onkologie, Autoimmun- sowie chronischen Entziindungserkrankungen die funktionell und
okonomisch aktuell erfolgreichste Wirkstoffklasse. Dies spiegelt sich eindrucksvoll in der gro-
en Anzahl an AntikSrpern, die im Zeitraum der Jahre 2015 — 2018 fiir diagnostische und the-
rapeutische Anwendungen klinisch zugelassen wurden (53% aller biopharmazeutischen Pro-
dukte), sowie dem in den letzten Jahren relativ zur Gesamtheit aller Biopharmazeutika stetig

steigenden Jahresumsatz der Antikdrper (Walsh, 2018).

Speziell die Entwicklung der Hybridom-Technologie (Koéhler & Milstein, 1975) und spédteren
Verfahren des Protein-Engineerings (Chiu & Gilliland, 2016), allen voran die Methode des
Phage Display (Ledsgaard ef al., 2018; Smith, 1985) in Verbindung mit dem Einsatz kombina-
torischer Antikorper-Bibliotheken, beschleunigten den Aufstieg dieser Proteinklasse und er-
moglichen heutzutage die Generierung quasi humaner Immunglobuline in vitro. Durch akkura-
tes Protein-Design ist es zudem inzwischen moglich, nahezu beliebige Antikorperformate mit
mafgeschneiderten Bindungseigenschaften hinsichtlich Affinitét, Valenz, Geometrie oder Spe-
zifitdt gegeniiber einem Antigen fiir unterschiedlichste Zielstrukturen zu generieren

(Brinkmann & Kontermann, 2017; Holliger & Hudson, 2005; Weiner, 2015).

Dennoch sind Antikorper nicht in jeglicher Hinsicht die ideale Losung fiir biomedizinische
Anwendungen, da sie teilweise ungiinstige molekulare Eigenschaften sowie technische Heraus-
forderungen mit sich bringen (Chames et al., 2009; Hansel et al., 2010). Die bei therapeuti-
schen Anwendungen am hiufigsten verwendeten Immunglobuline der Klasse G (IgG; vor al-

lem IgG) bestehen aus je zwei identischen schweren und leichten Polypeptidketten, die iiber
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interchenare Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind und deren insgesamt 12 Ig-Doménen
zusitzlich zahlreiche stabilisierende intrachenare Disulfidbriicken aufweisen (Abbildung 4A)
(Irani et al., 2015). Gleichzeitig besitzt jede der schweren Polypeptidketten als posttranslationa-
le Modifikation eine Glycosylierung innerhalb der konstanten schweren Proteindomidne CH2
(Higel et al., 2016). Aufgrund dieser komplexen molekularen Architektur ist die funktionelle
Produktion dieser Proteine fast ausschlielich unter Anwendung von teuren und zeitaufwendi-

gen eukaryotischen Expressionssystemen realisierbar.

Zusitzlich wurde in den letzten Jahren zwar die Entwicklung und Herstellung innovativer An-
tikorper-Formate — wie multispezifische Antikorper oder Antikdrper-Wirkstoff-Konjugate —
moglich, allerdings sind in der praktischen Anwendung meist stark verminderte Proteinausbeu-
ten zu beobachten, aufwendige Reinigungsverfahren notwendig und nicht selten nur ungenii-
gend abtrennbare produktspezifische Verunreinigungen nachweisbar. Die erhebliche GrofBe der
Antikorper von ca. 150 kDa fiihrt ferner oftmals zu schlechterer Gewebepenetration sowie,
zusammen mit der FcRn-vermittelten Aufnahme in Endothelzellen, zu einer sehr langen Plas-
ma-Halbwertszeit (Liu, 2018). Diese lange systemische Zirkulationsdauer von mehreren Tagen
ist fiir diagnostische Verfahren wie die radiomedizinische Bildgebung oder fiir Behandlungs-
strategien, die die schnelle Ausscheidung gebundener Substanzen aus dem Kreislaufsystem
oder variable Anpassung der Wirkstoffkonzentration im Blut erfordern, unvorteilhaft. Hinzu
kommt, dass die durch den Fc-Teil der Antikdper vermittelten immunologischen Effektorfunk-
tionen (Vidarsson et al., 2014), wenngleich diese fiir eine Vielzahl an Anwendungen von Vor-
teil sind, bei bestimmten Therapieformen iiberfliissig oder gar nachteilig sind, beispielsweise

bei der rein antagonistischen Blockierung von Rezeptoren.

Ausgehend von diesen Beschrinkungen der Antikdrper gab es bereits seit den 1990er Jahren
Bestrebungen, neuartige und flexiblere Bindeproteine auf der Grundlage alternativer Proteinge-
rliststrukturen zu generieren, welche nicht die typische Immunglobulin-Faltung aufweisen
(Skerra, 2000a). Hierbei haben sich die natiirlich vorkommenden Lipocaline und die auf der
Basis dieses Protein-Scaffolds (engl.: scaffold = Gertist) entwickelten Anticaline, auch klinisch
neben DARPins, Affibodies oder Adnectinen, als alternative Bindereagenzien durchsetzen
konnen (Gebauer & Skerra, 2019; Richter ef al., 2014; Rothe & Skerra, 2018). Die Entwick-
lung von Anticalinen mit hoher Spezifitidt und Affinitdt gegeniiber einer biomedizinisch rele-
vanten Zielstruktur sowie deren Anwendung ist von zentralem Interesse in dieser Arbeit, so

dass die Anticalin-Technologie im Folgenden genauer beleuchtet wird.



Einleitung 11

Lipocaline (gr. lipos = Fett und calyx = Kelch) bilden eine diverse Familie kleiner Bindeprotei-
ne (150 — 180 Aminoséure-Reste), welche in nahezu allen Lebewesen — von Pflanzen und Bak-
terien bis hin zu Vertebraten — zu finden sind und bilden die Grundlage der Anticalin®-
Technologie (Abbildung 4B). Im menschlichen Korper sind etwa zwdlf unterschiedliche Lipo-
calin-Vertreter als sekretorische Proteine bekannt (Schiefner & Skerra, 2015). Thre vielféltigen
Funktionen liegen meist in der Bindung und dem Transport von hydrophoben, chemisch sensi-
tiven oder pathophysiologisch relevanten Substanzen, wodurch sie an einer ganzen Reihe wich-
tiger biologischer Prozesse, wie der Regulation des Zellwachstums und -stoffwechsels oder der

Immunantwort, beteiligt sind (Schiefner & Skerra, 2015; Skerra, 2000b).

A  Antikérper Fab-Fragment C
(~ 150 kDa) (~ 55 kDa)

Fv-Fragment
(~ 28 kDa) D
Fc-Fragment
(~ 50 kDa)

Anticalin
(~ 22 kDa)

Abbildung 4: Strukturvergleich und Prinzip der molekularen Erkennung von Lipocali-
nen bzw. Anticalinen und konventionellen Antikérpern. (A und B) Typische Struktur eines
Antikorpers (A; PDB-ID: 1IGT) und eines Lipocalins/Anticalins (B; PDB-ID: 1X8U) unter
mafstabsgetreuer Wiedergabe. Die strukturell variablen Regionen beider Molekiilformate, wel-
che die Bindung unterschiedlicher Liganden ermdglichen, sind farblich hervorgehoben (Ligan-
den-Bindungstasche beider Proteinklassen in gold; schwere und leichte Immunglobulin-Kette
des Antikorpers in grau bzw. cyan). (C) Anticaline werden ausgehend von humanen Lipocali-
nen (z.B. Lcn2), welche eine kelchférmige Faltung mit einem konservierten Gertist aus acht
antiparallelen B-Stringen besitzen, generiert. (D) Die ortsgerichtete Randomisierung von Ami-
nosdurepositionen im Bereich der vier strukturell variablen Schleifenregionen am oberen Teil
der B-Fassstruktur ermdglicht die Ausbildung passender Ligandenbindungstaschen fiir unter-
schiedliche Zielstrukturen. (Abgewandelt nach Deuschle et al., 2020c)
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Die Mitglieder der Lipocalinfamilie besitzen trotz einer typischerweise sehr geringen Sequenz-
homologie von nur 10-20%, ein strukturell erstaunlich hochkonserviertes kelchférmiges [3-
Barrel (engl.: Barrel = Fass) als zentrales Faltungsmotiv (Abbildung 4C) (Schiefner & Skerra,
2015). Dieses kompakte B-Barrel ist aus acht antiparallelen B-Strdngen aufgebaut, die sich
rechtshindig um eine zentrale Achse winden, so dass der erste und der achte Strang iiber Was-
serstoffbriickenbindungen miteinander verbunden sind. Auf diese Weise entstehen ein offenes
und ein geschlossenes Ende. Am offenen Ende werden die B-Strange durch vier strukturell va-
riable Peptidschleifen (#1-—+#4) paarweise miteinander verbunden und bilden so eine Kavitit,
welche als Bindungstasche fiir natiirliche Liganden fungiert (Skerra, 2000b). Am anderen Ende
des Kelches bilden die Peptidschleifen eine dichte Packung vornehmlich hydrophober Amino-
sdureseitenketten und verschlieen das Fass. Als weitere Strukturmerkmale der Lipocaline fin-
det man am C-terminus eine an das (3-Barrel angelehnte a-Helix und ein Schleifensegment mit
mehreren Aminosduren, das durch eine intramolekulare Disulfidbriicke mit dem -Barrel stabi-

lisiert ist.

Aufgrund der vier strukturell variablen Peptidschleifen am Eingang der Bindungstasche, wel-
che im Prinzip eine Adaption dieses Proteingeriists an unterschiedliche Liganden ermdglichen,
besitzt diese Proteinklasse groBe konzeptionelle Ahnlichkeiten zu Antikdrpern (Skerra, 2003).
Diese weisen dagegen insgesamt sechs hypervariable Schleifen — auch Complementarity-
Determining Region (CDR) genannt — mit wiederum konservierten Geriistregionen bestehend
aus einem antiparallelen Sandwich zweier B-Faltblitter auf. Die bemerkenswerte Analogie zwi-
schen Lipocalinen und Antikdrpern, welche anhand frither struktureller Studien erkannt wurde
(Huber et al., 1987), lieferte die Grundidee fiir die Entwicklung der Anticalin-Technologie
(Skerra, 2000b). Hierbei wird die Plastizitdt der vier Peptidschleifen sowie die strukturelle To-
leranz des Lipocalin-Scaffolds beziiglich Aminosiureaustauschen genutzt, um unter Anwen-
dung von Methoden des kombinatorischen Protein-Designs Bindeproteine mit Spezifitét fiir

vollig neue Zielstrukturen zu erschaffen (Richter et al., 2014).

Da im Vergleich zur natiirlichen Rekombination von Immunglobulinen hochspezialisierte ge-
netische Diversifizierungsmechanismen fiir Lipocalinproteine im Organismus fehlen, werden
fiir die Selektion von Anticalinen kiinstliche Genbibliotheken mit leistungsstarken Selektions-
methoden (wie dem Phage Display oder Bacterial Surface Display) kombiniert und anschlie-
Bend angereicherte Sub-Bibliotheken nach Varianten mit neuen und gegebenenfalls therapeu-
tisch relevanten Bindungseigenschaften durchmustert (Gebauer & Skerra, 2012). Fiir Anwen-

dungen in der Humanmedizin werden Anticaline dabei vornehmlich auf Basis von zwei im
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Menschen vorkommenden Lipocalinen — dem Tranenlipocalin (Tlc bzw. Lenl) und dem
Neutrophilen-Gelatinase-assoziierten Lipocalin (NGAL bzw. Lcn2) — selektiert, um die Wahr-
scheinlichkeit immunogener Reaktionen bei therapeutischer Anwendung zu minimieren. Diese
Uberlegung scheint sich durch die gute Vertriglichkeit von bislang fiinf Anticalin-
Leitkandidaten in klinischen Studien zu bestétigen (Rothe & Skerra, 2018). Auf der Basis die-
ser zwei Lipocalin-Gertiste hat sich die Randomisierung von 15-20 Resten innerhalb der struk-
turell variablen Schleifen sowie angrenzenden Bereichen des B-Barrels fiir die Erstellung von
nativen Bibliotheken zur effizienten Selektion von Anticalinen als vorteilhaft erwiesen (Abbil-

dung 4D).

Auf diese Weise konnten bereits eine Reihe vielversprechender Anticaline fiir hochrelevante
biomedizinische Anwendungen entwickelt werden. Hierbei wurde deutlich, dass die flexibel
anpassbare Bindungstasche fiir die stabile Komplexbildung eines breiten Spektrums unter-
schiedlicher Zielstrukturen, wie niedermolekulare Haptene, kleine Peptide wie auch makromo-
lekulare Proteine, mit bis zu picomolaren Dissoziationskonstanten aulergewohnlich gut geeig-
net ist (Abbildung 5). Demzufolge konnen Anticaline mit diversen Wirkmechanismen fiir die

Humantherapie entwickelt werden.

Als Antidot zur Neutralisierung toxikologisch relevanter Substanzen und deren raschen Elimi-
nierung aus dem Blutkreislauf konnten etwa die beiden hochaffinen Anticaline DigiCal (zur
Komplexierung des Herzglycosids Digoxin) (Eyer ef al., 2012) und Colchicalin (zur Bindung
des Pflanzenalkaloids Colchicin) (Barkovskiy et al., 2018) in priklinischen Untersuchungen ihr
Potential zur Anwendung bei akuten Intoxikationen unter Beweis stellen. Das als Antagonist
wirkende Anticalin PRS-010 (Schonfeld ef al., 2009) bindet mit sub-nanomolarer Affinitét das
cytotoxische T-Lymphozyten assoziierte Antigen 4 (CTLA-4, CD152), unterdriickt so die
Funktion dieses Oberfldchenrezeptors als Immuncheckpoint-Protein und fiihrt letztlich zu einer
fiir die Tumortherapie niitzlichen Verstirkung der Immunantwort. Ferner konnen Anticaline als
Vehikel fiir die zielgerichtete Gewebeadressierung von toxischen Substanzen oder Kontrastmit-
teln fiir die medizinische Bildgebung (wie Nahinfrarot-Fluoreszenzfarbstoffe oder Radionukli-
de) sowie Enzymen verwendet werden. Vielversprechende Entwicklungskandidaten fiir diese
Anwendung sind die zur Adressierung der Tumor-Neoangiogenese entwickelten Anticaline
N7E und N7A (Gebauer et al., 2013; Schiefner et al., 2018), welche hochspezifisch die Extra-
Doméne B (ED-B) des humanen onkofetalen Fibronektins erkennen, oder das gegen die memb-
ranassoziierte Variante des Tumormarkers Hsp70.1 gerichtete Anticalin BBG10C/I (Friedrich
et al., 2018). Mit Hilfe der ausgepridgten konkaven Bindungstasche der Anticaline kdnnen zu-
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dem pathophysiologisch relevante Peptidfragmente bzw. Peptidhormone fest gebunden und
somit der systemischen Zirkulation entzogen werden, wie anhand des fiir die Therapie der Alz-
heimer-Erkrankung entwickelten alAf Anticalins HIGA (Rauth et al., 2016) und des zur Be-
handlung der Eisenmangelanidmie einsetzbaren aHepcidin Anticalins PRS-080 (Hohlbaum et

al., 2018) eindrucksvoll gezeigt werden konnte.

A aHapten B aProtein C aPeptid

H1GA « AB (1-40)

Abbildung 5: Strukturen von Anticalinen auf Basis des Proteingeriists von Lcn2 im
Komplex mit dem jeweiligen Zielmolekiil. Kristallstruktur von Anticalinen mit Spezifitét fiir
(A) den Hapten-Liganden Colchicin (Colchicalin ¢ Colchicin, PDB-ID: SNKN), (B) den Pro-
tein-Liganden ED-B (N7A ¢ Fn7B8, PDB-ID: 4GH7) und (C) den Peptid-Liganden AP
(H1GA « AB1-40, PDB-ID: 4MVL). (Abgewandelt nach Deuschle et al., 2020c)

Aufgrund ihrer deutlich einfacheren Architektur mit nur einer Polypeptidkette und nicht not-
wendiger Glycosylierung bietet sich bei Anticalinen die Moglichkeit der Herstellung in kosten-
giinstigen bakteriellen Expressionssystemen. Zusitzlich zeigen diese kleinen Bindeproteine
eine exzellente Gewebepenetration bei gleichzeitig kurzer Zirkulationsdauer im Blut. Eine
mafgeschneiderte Anpassung der Plasma-Halbwertszeit kann jederzeit durch die chemische
Kopplung mit Polyethylenglycol (PEG) (Chapman, 2002; Terwisscha van Scheltinga et al.,
2014) oder die innovative PASylierungs-Technologie (Friedrich et al., 2018; Schlapschy et al.,
2013), welche auf der genetischen Fusion mit einem unstrukturierten Polypeptid aus den Ami-
nosduren Prolin, Alanin und Serin (PAS) beruht, erreicht werden. Ferner bieten die sterisch frei
zuginglichen C- und N-Termini der Anticaline sowie die Mdglichkeit der zufdlligen wie auch
ortsspezifischen Kopplung chemischer Wirkstoffe hohe Flexibilitit bei der Entwicklung inno-
vativer multifunktioneller Biologika. Anticaline stellen somit aufgrund ihrer molekularen Ei-

genschaften eine flexiblere, aber ebenso leistungsstarke Alternative mit teilweise iiberlegenen
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Eigenschaften gegeniiber Antikdrpern dar und besitzen das Potenzial, die Ara von Biopharma-

zeutika der nichsten Generation mitzupriagen.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten geeignete Anticaline gegen die extrazelluldre Do-

mine von CD98hc und neuartige Anticalin-Formate fiir die molekulare in vivo Bildgebung so-

wie ggf. die gezielte Therapie im Sinne eines theranostischen Ansatzes entwickelt werden. Um

dieses Ziel zu erreichen, wurden primér die folgenden drei Themenbereiche bearbeitet:

@

(i)

(iii)

Aufgrund der Relevanz fiir die Entwicklung spezifischer und hochaffiner Bin-
deagenzien gegen CD98hc sollten die biophysikalischen und strukturellen Unter-
schiede zwischen der extrazelluliren Doméne des CD98hc-Proteins der Maus und

des Menschen detailliert untersucht werden. (Verdoffentlichung 1)

Die in einer Selektionskampagne gegen das humane CD98hc-Protein identifizierten
Anticaline sollten im Hinblick auf ihre Bindungseigenschaft und ihre biomolekulare
Erkennung des Zielmolekiils untersucht werden. Ferner sollte der CD98hc-bindende
Leitkandidat hinsichtlich Proteinstabilitit und Affinitét mittels evolutivem Protein-
Engineering fiir die Anwendung in vivo optimiert werden. Um die Eignung des re-
sultierenden Anticalins fiir die Radiodiagnostik/-therapie zu untersuchen, sollte des-
sen Funktionalitit in seiner PASylierten Form in relevanten humanen Tumorxeno-

graft-Modellen in der Maus priklinisch evaluiert werden. (Veroffentlichung 2)

Fiir eine translational aussagekriftige préklinische Beurteilung der zielgerichteten
Adressierung des CD98hc-Membranproteins in Mausmodellen sollte ein fiir die ext-
razelluldre Doméne des murinen CD98hc-Proteins spezifisches Anticalin mit ver-
gleichbaren Bindungseigenschaften zum human-spezifischen Anticalin-Leitkan-
didaten selektiert, charakterisiert und beziiglich der biomolekularen Erkennung des

Zielmolekiils strukturbiologisch untersucht werden. (Veroffentlichung 3)
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2. Methodeniiberblick

Diese publikationsbasierte Doktorarbeit beruht auf drei wissenschaftlichen Studien, in
denen vielfdltige gentechnische, molekularbiologische, proteinbiochemische und struk-
turbiologische Methoden angewandt sowie zellbiologische und tierexperimentelle Arbei-
ten durchgefiihrt wurden. Diese sind in den Methodenabschnitten der hier eingebundenen
Veroffentlichungen (Deuschle et al., 2020a; Deuschle et al., 2020b; Deuschle et al.,
2019) sowie in den jeweiligen ergéinzenden Informationen (engl.: Supporting Informati-
on) unter Angabe der Hersteller fiir genutzte Chemikalien, Materialien und Geréte im
Detail erliutert, weshalb an dieser Stelle nur eine Ubersicht der wichtigsten verwendeten
Methoden dargestellt wird. Beschreibungen von gentechnischen, molekularbiologischen
und proteinchemischen Standardverfahren, welche nicht in den angegebenen Veroffentli-
chungen bzw. dieser Dissertation beschrieben sind, jedoch im Labor von Prof. Dr. A.
Skerra bereits gut etabliert waren (insbesondere die Kultivierung und Transformation von
E. coli-Stimmen, die Klonierung von Vektoren, Modifikation doppelstrangiger DNA,
Polymerase-Kettenreaktionen, ortsgerichtete Mutagenese oder SDS-PAGE Analysen),
konnen vorangegangenen Dissertationen, die am Lehrstuhl fiir Biologische Chemie (TU
Miinchen) angefertigt wurden, entnommen werden (beispielsweise die von Dr. M.

Schlapschy, Dr. M. Gebauer, Dr. L. Friedrich oder Dr. E. Eggenstein).

2.1 Bakterienstimme, Bakteriophagen, humane Zelllinien und Versuchstiere

Alle E. coli Stimme, Bakteriophagen oder eukaryotische Zelllinien stammten (falls nicht

anderweitig angegeben) aus der Sammlung von Prof Dr. A. Skerra (TU Miinchen).

Escherichia coli K12-Stimme

JK321 AompT proC leu-6 trpE38 entA zih12::Tnl0 dsbA::kan (Jose et al., 1996)

IMS3 ara A(lac-proAB) rpsL (= strA) 80 lacZAM15 (Yanisch-Perron et al.,
1985)

KS272 F AlacX74 gale galK thi rpsL AphoA (Pvull) (Strauch & Beckwith, 1988)

TG1-F F~ supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)S5 (rx-mk-) (Gibson, 1984)

XL1-Blue recAl endAl gyrA9 (Nal®) thi-1 hsdR17 ginV44 relAl lac F‘[proAB* lacl?
lacZAM15 Tn10(TetR)] (Bullock et al., 1987)
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Escherichia coli B-Stimme

BL21

Bakteriophage

VCS-M13

F- fhuA2 [lon] [dem] ompT hsdSs(rs” mp”) gal [malB*|k-12 (AS) (Studier &
Moftatt, 1986)

Helferphage (Kan®); Stratagene, Heidelberg

Humane Zelllinien

Caco-2

DU-145

HEK293T

HEK?293T
ACD98hc

MEXi-293E

PC-3

Ramos

Raji

SU-DHL-4

Isoliert aus einem kolorektalen Adenokarzinom; epithelial, adhédrent (Fogh

et al., 1977); erhalten von Prof. Daniel, TU Miinchen

Isoliert aus einer Hirnmetastase eines priméren Prostatakarzinoms; epitheli-

al, adhirent (Stone et al., 1978); erhalten von Prof. Weber, TU Miinchen

Humane embryonale 293-Nierenzelllinie, urspriinglich als 293/tsA1609neo
bezeichnet, welche das Large SV40 T-Antigen exprimiert (DuBridge ef al.,
1987); erhalten von Prof. Palacin, IRB Barcelona

Derivat der HEK293T Zelllinie mit einem CRISPR/Cas9-vermittelten
Knockout des fiir humanes CD98hc kodierenden SLC3A2 Gens (Klon 20)
(Fuchs et al., 2018); erhalten von Prof. Palacin, IRB Barcelona

Humane embryonale 293-Nierenzelllinie; exprimiert das Protein EBNA-1
fiir die episomale Replikation von OriP tragenden Plasmiden; lymphoblas-

tisch, Suspension; IBA Lifesciences, Gottingen

Isoliert aus einer Knochenmetastase eines primédren Prostatakarzinoms; epitheli-

al, adhirent (Kaighn et al., 1979); erhalten von Prof. Weber, TU Miinchen

B-Lymphozyt isoliert aus einem Burkitt-Lymphom; lymphoblastisch, Suspensi-
on (Klein et al., 1975); Lehrstuhl fiir Biologische Chemie

B-Lymphozyt isoliert aus einem Burkitt-Lymphom; lymphoblastisch, Suspensi-
on (Epstein & Barr, 1965); erhalten von Prof. Kiister, TU Miinchen

B-Lymphozyt isoliert aus einem diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom; lym-
phoblastisch, Suspension (Epstein et al., 1976); erhalten von Prof. Kiister, TU

Miinchen
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Versuchstiere

Die in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden in den Rdumlichkeiten der Nuk-
learmedizinischen Klinik am Klinikum rechts der Isar (Prof. Wolfgang Weber, TU Miin-
chen) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Tierversuche unterlag dem Tierversuchantrag

mit der Nummer 55.2-1-54-2532-216-15 bei der Regierung von Oberbayern.

Immundefiziente Artenbezeichnung: CB-17/lcr-Prkdcs*'¢/Rj
CB17-SCID Maus Immunsystem: Fehlen von reifen T- und B-Zellen,
Natiirlichen Killer-Zellen sowie Kom-

plementfaktoren

2.2 Gentechnische Herstellung und chromatographische Reinigung von Varianten

der CD98hc¢ Ektodoméine

Fiir die Anticalin-Selektionskampagnen, ELISA-Screens, biophysikalische Charakterisie-
rung von Anticalinen sowie proteinkristallographische Untersuchungen wurden unter-
schiedliche Varianten der extrazelluldren Doméne des murinen und humanen CD98hc-
Proteins (m/hCD98hc) (UniProt ID P08195-2, Reste Glu'''-Ala’*® bzw. UniProt ID
P10852-1, Reste Glu!®-Ala*) in E. coli bzw. MEXi-293E (Siugetier-Zellkultur) expri-
miert (Tabelle 1).

Herstellung der extrazelluldren m/hCD98hc-Doménen in E. coli

Die Produktion der fiir die Proteinkristallisation verwendeten m/hCD98hc-Ektodoméne
mit N-terminalem Strep-tag 11 wurde in E. coli BL21 (New England Biolabs, Frankfurt
am Main) mit den Expressionsplasmiden pASK-IBAS5(+)-Strep-mCD98hcED bzw.
pASK-IBAS5(+)-Strep-hCD98hcED durchgefiihrt. Fiir die heterologe Produktion der fiir
die Anticalin-Selektionskampagnen, ELISA-Screens oder biophysikalische Charakterisie-
rung von Anticalinen verwendeten monobiotinylierten m/hCD98hc-Ektodoménen bzw.
der Mutante mCD98hcED(N*%D/T#"' A) mit N-terminalem Biotin-Akzeptorpeptid (BAP)
wurde FE.coli BL21 mit einem der Expressionsplasmide pASK-IBAS5(+)-BAP-
mCD98hcED, pASK-IBAS5(+)-BAP-hCD98hcED oder pASK-IBAS5(+)-BAP-mCD98-
hcED(N3%D/T*'A) und dem fiir die Biotinligase Bir A kodierenden pBirAcm (Avidity,
Aurora, CO) kotransformiert. Der Expressionsvektor pASK-IBAS5(+) trigt das chemisch
induzierbare tet-Promotor/Operator-System und basiert auf dem Plasmid pASK75
(Skerra, 1994).
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Tabelle 1: Ubersicht von in E. coli oder MEXi-293E-Zellen hergestellten Varianten der
m/hCD98hc-Ektodomiine

N-terminale Molekiilmasse [Da] ?/

Protein Peptidanhéngsel Aminoséureanzahl £(M'em™)”®

E. coli:

hCD98hcED BAP 48208,4 / 438 68410
Strep-tag 11 47437,5 /431 68410

mCD98hcED BAP 49086,6 / 441 69900
Strep-tag 11 48315,8 /434 69900

mCD98hcED BAP 49057,6 / 441 69900

(N*D/T*'A)

MEXi-293E:

hCD98hcED Hiss / BAP 49045,3 / 444 68410

mCD98hcED Hiss / BAP 49923,5 / 447 69900

mCD98hcED Hiss / BAP 49894,5 / 447 69900

(N385D/T40 IA)

* Anhand der Primirsequenz kalkuliertes Molekulargewicht (mit ProtParam, ExPASy-Server).
Das Molekulargewicht eines Biotins (244,3 Da) an der Lys-Seitenkette des BAP wurde nicht
addiert.

® Die molaren Extinktionskoeffizienten wurden anhand der Summe der Absorptionsbeitriige aller
in der Polypeptidkette enthaltenen Tyrosin-, Tryptophan- und Cystinseitenketten berechnet
(Gill & von Hippel, 1989)

Unabhingig von dem fusionierten Peptidanhidngsel wurde ausgehend von einer transfor-
mierten Einzelkolonie des E. coli-Stamms BL21 das jeweilige m/hCD98hcED-Protein im
2-L Schiittelkolben-MaBstab in TB-Medium hergestellt. Hierzu wurde eine Vorkultur mit
der Kolonie in 50 ml LB/Amp-Medium angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C und 180 rpm
inkubiert. Die 2 L-Hauptkultur wurde im Verhéltnis 1:50 mit der Vorkultur beimpft und
bei 26 °C mit 180 rpm geschiittelt. Bei ODsso = 2,5 wurde die Genexpression durch Zu-
gabe von 200 pg/l aTc (Acros Organics, Geel, Belgien) fiir 12 h bei 26 °C induziert. Bei
vorangegangener Kotransformation mit dem Plasmid pBirAcm wurde fiir die zusétzliche
Induktion der Expression von BirA, welches die Biotinylierung am BAP katalysiert, der
Bakterienkultur gleichzeitig mit aTc 1 mM Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

(AppliChem, Darmstadt) zugesetzt. Im Anschluss an die Genexpressionsphase wurden
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die Bakterien durch Zentrifugation geerntet, in 30 ml des entsprechenden Puffers der
nachfolgenden Chromatographie (sieche unten) resuspendiert und mit einem PandaPLUS
2000-Homogenisator (GEA Niro Soavi, Parma, Italien) aufgeschlossen. Nach griindlicher

Zentrifugation wurde der geklérte Zellextrakt erhalten.

Im Fall des N-terminalen Strep-tag 11 wurde die rekombinante Ektodomine aus dem bak-
teriellen Zellextrakt durch StrepTactin-Affinitdtschromatographie (SAC) gereinigt
(Schmidt & Skerra, 2007). Der in Streptavidin-Chromatographiepuffer (100 mM
Tris/HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, I mM EDTA) préparierte Gesamtzellextrakt wurde zu-
néchst mit 1 nmol Streptavidin (aus Eigenproduktion) pro Liter Kulturvolumen versetzt,
um freies Biotin oder biotinylierte Proteine zu komplexieren. Fiir die Chromatographie
wurde eine mit StrepTactin-Sepharose gepackte Séule mit einem Bettvolumen von 25 ml
verwendet. Alle SACs wurden grundsétzlich bei 4 °C durchgefiihrt. Geeignete Fraktionen
nach Elution mit 5 mM D-Desthiobiotin wurden vereinigt und gegen Anionenaustausch-
chromatographie (AEX)-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 8,0, | mM EDTA) dialysiert. Fiir
die Reinigung mittels AEX wurde eine mit diesem Puffer dquilibrierte Resource Q-Séule
(GE Healthcare, Miinchen) mit einem Bettvolumen von 6 ml angewendet. Die Elution
erfolgte mit Hilfe eines linearen Konzentrationsgradienten von 0—300 mM NaCl im AEX-
Laufpuffer. Mit den vereinigten Fraktionen wurde vor der Proteinkristallisation (sieche
Abschnitt 2.11) eine priparative Grofenausschlusschromatographie (SEC) mit einer in
10 mM Hepes/NaOH pH 7,5, 100 mM NacCl, 0,02% NaN3 dquilibrierten 24 ml Super-
dex 75 10/300 GL-Séule (GE Healthcare) durchgefiihrt. Die gereinigten Proteine wurden
durch Ultrafiltration in einer Amicon Zentrifugationseinheit (MWCO: 10 kDa; Merck
Millipore, Billerica, MA) auf die gewiinschte Konzentration fiir die Proteinkristallogra-
phie (siehe Abschnitt 2.11) eingestellt.

Im Fall eines N-terminalen BAP wurde die rekombinante m/hCD98hc-Ektodoméne direkt
aus dem Zellextrakt durch AEX unter Verwendung einer MacroCapQ-Sdule mit 60 ml
Bettvolumen (GE Healthcare) isoliert. Die Elution erfolgte im Verlauf eines stufenweisen
NaCl-Konzentrationsgradienten (Stufe 1: 50 mM; Stufe 2: 190 mM; Stufe 3: 500 mM
NaCl) im AEX-Laufpuffer. Die entsprechenden Fraktionen aus Stufe 2 wurden vereinigt
und fiir einen weiteren Reinigungsschritt mit Hilfe der Streptavidin-Mutante 1.6 gegen
Streptavidin-Chromatographiepuffer (Zusammensetzung siehe oben) dialysiert. Die
Streptavidin-Mutante 1.6 ermoglicht die Bindung von biotinylierten Proteinen und die

anschlieBende kompetitive Elution mit Hilfe von freiem Biotin (unverdffentlicht) und
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somit die spezifische Isolierung des am BAP biotinylierten m/hCD98hcED-Proteins. Die
Elution von der mit der Streptavidin-Mutante 1.6 funktionalisierten Sdule mit einem
Bettvolumen von 5 ml erfolgte unter Verwendung einer Losung mit 5 mM Biotin in
SAC-Puffer. Fiir den Erhalt einer monodispersen Proteinpreparation wurde abschlieend
eine SEC mit einer in PBS (4 mM KH;PO4, 16 mM NayHPO4, 115 mM NaCl) édquilib-
rierten 24 ml S200 10/300 GL Séule (GE Healthcare) bei einer Flussrate von 0,5 ml/min
durchgefiihrt.

Bei allen Chromatographie-Schritten wurden relevante Fraktionen gesammelt, mittels
SDS-PAGE (Fling & Gregerson, 1986) unter reduzierenden (mit B-Mercaptoethanol)
bzw. nicht reduzierenden Bedingungen analysiert und entsprechend der gewlinschten
Reinheit vereint. Analytische SEC wurde mit einer S75 10/300 GL oder S200 10/300 GL
Sédule, jeweils mit 24 ml Bettvolumen, in PBS und einer Flussrate von 0,5 ml/min durch-
gefiihrt. Zur Bestimmung des apparenten Molekulargewichts wurde die Sdule mit den
folgenden Standardproteinen (alle Sigma-Aldrich) kalibriert: Thyreoglobulin (669 kDa),
Alkoholdehydrogenase (150 kDa), Rinderserumalbumin (66 kDa), Carboanhydrase
(29 kDa), Cytochrom ¢ (12,4 kDa) und Aprotinin (6,5 kDa). Das Totvolumen der Sdulen
wurde unter Verwendung von Blue Dextran (2000 kDa) (Sigma-Aldrich) bestimmt. Ba-
sierend auf den Elutionsvolumina wurden die Verteilungskoeffizienten Kav berechnet
und nach linearer Regression die apparente MolekiilgroB3e des analysierten Proteins intra-

poliert.

Herstellung der extrazelluliren m/hCD98hc-Doménen in Zellkultur

Die Produktion der glycosylierten m/hCD98hc-Ektodomédnen (m/hCD98hcEDg) sowie
der partiell glycosylierten Mutante mCD98hcEDg(N3**D/T*'A) in MEXi-293E-Zellen
wurde im wesentlichen nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt. Hierzu
wurden die Zellen in MEXi-Kulturmedium, welchem 50 mg/l1 G-418 (IBA) und 8 mM L-
Alanyl-L-Glutamin (beide PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) zugesetzt waren, bei
37 °C und 5% CO:-Atmosphdre bis zum Erhalt ausreichender Zellmenge fiir den ge-
wiinschten Transfektionsmafstab kultiviert. Fiir die transiente Transfektion der MEXi-
293E-Zellen mit den Expressionsplasmiden pDSG-BM-Hisg-BAP-mCD98hcEDg-Igk-
BirA-StrepDEL, pDSG-BM-Hiss-BAP-hCD98hcEDg-Igk-BirA-StrepDEL bzw. pDSG-
BM-Hiss-BAP-mCD98hcEDg(N3#D/T*! A)-Igk-BirA-StrepDEL (StrepDEL  entspricht

einer Fusion zwischen der Strep-tag II-Aminosduresequenz WSHPQFEK und der Re-
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tentionssignalsequenz KDEL fiir das endoplasmatische Retikulum) wurde 250 ml MEXi-
Transfektionsmedium bei einer Zelldichte von 5x10° Zellen/ml mit 25 pg Plasmid-
DNA/ml versetzt. Die Plasmid-DNA wurde davor zur Ausbildung von Polyplexen in ei-
nem Massenverhiltnis von 1:3 mit linearem Polyethylenimin 25 kDa (PEI; Polysciences
Europe, Eppelheim) in MEXi-Transfektionsmedium fiir 15 min bei Raumtemperatur in-
kubiert. Nach Transfektion fiir 4 h bei 37 °C wurde 500 ml MEXi-Kultivierungsmedium

zugegeben und die sekretorische Expression fiir vier Tage durchgefiihrt.

Die Produktion der rekombinanten Proteine als Fusion mit einem C-terminalen Hexa-
histidinanhéngsel (Hiss-tag) ermoglichte deren Isolierung mit Hilfe der Immobilized Me-
tal Ton Affinity Chromatography (IMAC) (Skerra ef al., 1991). Im Anschluss an die Ex-
pression wurden die Zellen dazu mittels Zentrifugation (5.000 rpm) sedimentiert und der
geklirte Uberstand gegen IMAC-Puffer (20 mM Tris/HC1 pH 8,0, 500 mM NaCl) dialy-
siert. Zur Isolierung der CD98hc-Ektodominen wurde der jeweilige Uberstand auf eine
mit Ni**-beladene und in IMAC-Laufpuffer dquilibrierte HisTrap HP Sédule (GE
Healthcare) mit einem Bettvolumen von 5 ml aufgetragen. Die Elution erfolgte im Ver-
lauf eines linearen Konzentrationsgradienten von 0—300 mM Imidazol/HCl in IMAC-
Puffer. Das Eluat wurde in Fraktionen gesammelt und mit EDTA zu einer Endkonzentra-
tion von 1 mM versetzt, um Schwermetall-vermittelte Proteinprazipitation zu vermeiden.
Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (Fling & Gregerson, 1986) unter reduzieren-
den (mit B-Mercaptoethanol) bzw. nicht reduzierenden Bedingungen analysiert und ent-
sprechend der gewlinschten Reinheit vereint. Die vereinte Proteinlosung wurde anschlie-
Bend, wie bereits fiir die in E. coli hergestellten m/hCD98hcED-Proteine beschrieben,
mittels Streptavidin-Affinitdtschromatographie (Streptavidin-Mutante 1.6) und préparati-
ver GroBenausschlusschromatographie an einer 24 ml Superdex 200 10/300 GL-Séule
(GE Healthcare) in PBS gereinigt.

2.3 Selektion durch Phage Display und Screening auf Anticaline mit Bindungsakti-
vitit mittels ELISA

Fiir eine schrittweise Beschreibung des Phage Display-Verfahrens und des Hochdurch-
satz-ELISA Screens konnen die Dissertationsschrift von Frau Dr. Michaela Gebauer
(Gebauer, 2013) und einschldgige Verdffentlichungen (Gebauer et al., 2013; Gebauer &
Skerra, 2012) konsultiert werden.
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Die Selektion von Lipocalin-Varianten mit Affinitdt gegeniiber murinem oder humanem
CD98hc wurde mittels filamentdsem Phagemid-Display aus einer kombinatorischen Bib-
liothek auf der Basis des humanen Lipocalin 2 durchgefiihrt. Die hierfiir verwendete Bib-
liothek hatte eine Komplexitit von ~1x10!° Lipocalin-Varianten, wobei das Lipocalin-
Gertist an 20 Positionen innerhalb der strukturell variablen Schleifen randomisiert war
(Gebauer et al., 2013). Fiir den Anreicherungsprozess mittels Phage Display wurde die in
E. coli hergestellte monobiotinylierte m/hCD98hc-Ektodoméne (100300 nM) auf zuvor
mit PBS-T¢.1/2% BSA (4 mM KH>PO4, 160 mM Na;HPO4, 115 mM NaCl pH 7,4 mit
0,1% Tween20 und 2% BSA) blockierten Streptavidin- oder NeutrAvidin-beschichteten
paramagnetischen Partikeln (Sigma-Aldrich, Miinchen bzw. Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) immobilisiert. Die mit jedem Zyklus alternierende Anwendung Streptavi-
din- bzw. NeutrAvidin-beschichteter Partikel erfolgte, um die spezifische Anreicherung
von Lipocalin-Varianten mit Affinitdt zu diesen Hilfsreagenzien zu minimieren. Das auf
den paramagnetischen Partikeln immobilisierte Zielprotein wurde anschliefend mit der
ebenfalls unter Anwendung von PBS-To,1/2% BSA blockierten Phagemid-Bibliothek
(Starttiter 1x10'? pfu) fiir 1 h inkubiert. Nach zehn Waschzyklen mit PBS-Ty.1/2% BSA
wurden affinitdtsangereicherte Phagemide unter denaturierenden Bedingungen mit 4 M
Harnstoff eluiert, die Phagenpartikel unter Verwendung von Helferphagen in E. coli
amplifiziert und die Expression der Anticalin-pIII-Fusionsproteine mittels 25 pg/l Anhyd-
rotetracyclin (fiir 7 h bei 26 °C und 140 rpm) induziert.

Die gewiinschte Phasmid-DNA des angereicherten Phagemid-Pools wurde nach fiinf bis
sechs aufeinanderfolgenden Selektionszyklen prépariert, die mutierten Lcn2-Gen-
kassetten daraus als Mischung isoliert und, zur lslichen Expression der einzelnen Len2-
Varianten, in den Vektor pNGAL98 inseriert. Zum Test auf Bindungsaktivitit gegeniiber
dem jeweiligen Zielmolekiil mittels Hochdurchsatz-ELISA wurden die Lipocalin-
Varianten mit einem C-terminalen Strep-tag Il im Periplasma von E. coli TG1/F in 2-ml
Mikrokulturen 16slich exprimiert, der periplasmatische Extrakt prépariert und 200 pL auf
eine MaxiSorp-Platte mit 96 Vertiefungen (Thermo Fisher Scientific), die zuvor mit
50 uL 10 pg/ml StrepMAB-Immo (IBA, Géttingen) beschichtet worden waren, {ibertra-
gen. Nach Inkubation fiir 1 h und fiinf Waschschritten mit PBS-To,;1 wurden gebundene
Lipocalin-Varianten mit 300 nM der monobiotinylierten m/hCD98hc-Ektodoméne inku-
biert und erneut mit PBS-To; gewaschen. Fiir den Nachweis gebundener m/hCD98hc-
Ektodoméne wurde eine Losung mit ExtrAvidin/Alkalische Phosphatase (AP)-Konjugat
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(1:2000 in PBS) (Sigma-Aldrich) verwendet. Der ELISA wurde mit 0,5 mg/ml p-
Nitrophenylphosphat in AP-Puffer (0,1 M NaCl, 5 mM MgCl,, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,8)
entwickelt und die Extinktion bei 405 nm mit einem Synergy 2-Photometer (BioTek In-

struments, Winooski, VT) gemessen.

2.4 Herstellung einer Anticalin-Zufallsbibliothek und Selektion mittels Bacterial
Surface Display

Die Stabilitdts- und Affinitdtsmaturierung der gegen hCD98hcED gerichteten Lipocalin-
Variante P3D11 wurde durch evolutives Protein-Engineering in Kombination mit der
Bacterial Surface Display (BSD)-Methodik (Binder et al., 2010) durchgefiihrt. Fiir eine
detaillierte schrittweise Beschreibung des Anreicherungsverfahrens mittels BSD und der
anschlieBenden cytofluorimetrischen Einzelklonanalyse konnen die Dissertationsschrift
von Herrn Dr. Lars Friedrich (Friedrich, 2018) und einschldgige Veroffentlichungen
(Binder et al., 2010) konsultiert werden.

Zur Herstellung einer an zufilligen Positionen mutierten Anticalin-Genbibliothek wurde
eine PCR mit einem Gemisch aus zwei rekombinanten fehleranfilligen DNA-
Polymerasen (Error Prone-PCR) unter Verwendung des GeneMorph II-Mutagenesekits
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) durchgefiihrt. Um eine moderate Mutationsrate
von 1-3 Aminosdureaustauschen pro Gen zu erhalten, wurde 10 pg des fiir die Lipocalin-
Variante P3D11 kodierenden DNA-Fragments (zuvor mittels Primer F83 und PRI von
pNGAL98-P3D11-Strep amplifiziert) als Matrize fiir die Error Prone-PCR (mittels Pri-
mer BstXI-fw und BstXI-rv) verwendet. Nach dem Verdau des PCR-Produkts aus der
Zufallsmutagenese mit dem Restriktionsenzym BstXI wurde das randomisierte DNA-
Fragment mit dem Vektorriickgrat von pNGAL146 ligiert (Gebauer & Skerra, 2012).
pNGAL146 ermoglicht die Membrantranslokation und Verankerung der Anticalin-
Varianten auf der bakteriellen Zelloberflache durch Expression als genetische Fusion mit
dem Periplasma-Sekretionssignal des Outer Membrane Protein A (OmpA) fiir das Sec-
Translokon und einer modifizierten Translokator-Doméne des Autotransporter-Proteins

EspP (Binder et al., 2010).

Fiir die Selektionsexperimente wurde der E. coli-Stamm JK321 mit der hergestellten An-
ticalin-Genbibliothek durch Elektroporation transformiert, wobei 5x10° Transformanten

erhalten wurden. Diese wurden anschlieBend auf quadratischen Petrischalen mit Ampicil-
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lin-haltigem LB-Agar ausplattiert. Der nach 12 h bei 37 °C entstandene Bakterienrasen
wurde in 50 ml LB-Fliissigmedium aufgenommen und die Bakteriensuspension verwen-
det, um 50 ml vorgewdrmtes LB/Amp-Medium mit einer anfinglichen ODsso = 0,15 zu
inokulieren. Dieses wurde bei 37 °C bis zum Erreichen von ODsso = 0,5 inkubiert und
anschlieBend die Genexpression bei 37 °C mittels Zugabe von 10 ng/ml aTc fiir 2,5 Stun-

den induziert.

Ungefahr 2x10% E. coli Zellen wurden durch Zentrifugation (3 min, 9300 g, 4 °C) sedi-
mentiert, mit PBS in Gegenwart verschiedener Konzentrationen an biotinyliertem
hCD98hcED (Zyklen 1 und 2: 100 nM; Zyklen 3 und 4: 10 nM; Zyklen 5 und 6: 1 nM)
resuspendiert und fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation und einem
Waschschritt mit PBS wurden die Bakterien fiir 30 min mit 25 pg/ml eines Streptavi-
din/Phycoerythrin(PE)-Konjugats (Biolegend, San Diego, CA) und 3 uM eines A3C5-
DY634-Fab-Konjugats (Binder et al., 2010) in PBS inkubiert. Nach einem letzten
Waschschritt in PBS wurden die Bakterien mit einem FACSAria I[lu-System (BD
Bioscience, Heidelberg) in Abhingigkeit des detektierten PE- bzw. DY634-
Fluoreszenzsignals in Proberdhrchen (bei 4 °C gekiihlt) sortiert und durch sachtes Schiit-
teln in Suspension gehalten. Zur Anregung bzw. Detektion der PE- bzw. DY634-
Fluoreszenz wurde eine 488-nm-Laserdiode in Kombination mit einem 585/42-
Emissionsfilter und ein 633-nm-HeNe-Laser mit einem 660/20-Emissionsfilter verwen-
det. Die sortierten Bakterien wurden auf quadratischen Petrischalen mit Ampicillin-
haltigem LB-Agar ausplattiert, fiir 12 h bei 37 °C inkubiert und dann einem neuen Sor-

tierzyklus unterzogen.

Nach Zyklus 6 wurde fiir die Durchmusterung der mittels FACS isolierten Einzelklone
eine cytofluorimetrische Analyse durchgefiihrt, um die individuelle Bindungsaktivitét
gegeniiber hCD98hcED bei einer Konzentration von 1 nM zu untersuchen. Hierbei wurde
bzgl. Induktion, Expression, Ernte und Zellfdirbung im Prinzip wie bei der zuvor be-
schriebenen BSD-basierten Affinititsanreicherung vorgegangen. Zur Untersuchung von
Einzelklonen wurde das gesamte Verfahren entsprechend im 96-Well-Plattenformat
durchgefiihrt (vgl. Friedrich, 2018). Zur Auswertung der Cytofluorometrie-Daten wurde

die FlowJo v10 Software verwendet.
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2.5 Gentechnische Herstellung von Anticalinen in E. coli, chromatographische Rei-

nigung und chemische Konjugation

Gentechnische Herstellung in E. coli und Reinigung

Fiir die gentechnische Herstellung von Anticalinen bzw. dem Wildtyp-Lipocalin Len2 —
sowie entsprechend PASylierter Varianten — wurden Expressionsvektoren mit dem che-
misch induzierbaren tet-Promotor/Operator-System basierend auf dem Plasmid pASK75
verwendet (Skerra, 1994). Da die produzierten Lipocalinvarianten fiir ihre Faltung auf die
Bildung einer intramolekularen Disulfidbriicke angewiesen sind, wurde die Sec-ab-
héngige Sekretion des Proteins in das oxidierende Milieu des periplasmatischen Raums
von E. coli durch N-terminale Fusion mit der OmpA-Signalsequenz bewerkstelligt

(Skerra & Pliickthun, 1988).

Ausgehend von einer mit dem entsprechenden Expressionsplasmid transformierten Ein-
zelkolonie des E. coli-Stamms JM83 wurde Lcn2 bzw. die gewiinschte Anticalin-
Varianten im 2-L Schiittelkolben-Malistab in TB-Medium hergestellt (Tabelle 2). Hierzu
wurde eine Vorkultur einer Einzelkolonie in 50 ml LB/Amp-Medium angeimpft und iiber
Nacht bei 30 °C und 180 rpm inkubiert. Die 2 L-Hauptkultur wurde im Verhéltnis 1:50
mit der Vorkultur beimpft und bei 22 °C mit 180 rpm geschiittelt. Bei ODsso = 1,5-2,5
wurde die Genexpression durch Zugabe von aTc (Endkonzentration 200 pg/l) induziert.
Nach 2,5 h wurde der Kulturkolben fiir 15 min auf Eis abgekiihlt und die Zellen anschlie-
Bend durch Zentrifugation bei 5.000 rpm fiir 15 min und 4 °C sedimentiert. Nach voll-
stindiger Entfernung des Uberstandes wurde das Zellsediment in 25 ml Periplasma-
Aufschlusspuffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 mM EDTA) resus-
pendiert und in einem 50 ml-PP-R&hrchen fiir 30 min bei 4 °C auf einem Taumelrollen-
mischer inkubiert. AnschlieBend wurden die Sphéroplasten durch zwei aufeinanderfol-
gende Zentrifugationsschritte (5.000 bzw. 20.000 rpm) bei 4 °C abgetrennt und so der

Periplasmaextrakt erhalten.

Der periplasmatische Extrakt wurde fiir die IMAC-Reinigung des rekombinanten Proteins
iiber Nacht gegen den IMAC-Puffer dialysiert. Der gesamte Periplasmaextrakt wurde auf
eine mit Ni** beladene und in IMAC-Puffer dquilibrierte HisTrap HP Séule (GE
Healthcare) mit einem Bettvolumen von 5 ml aufgetragen und die Chromatographie ent-
sprechend der Verfahrensweise fiir die glycosylierten CD98hc-Ektodoménen durchge-
fiihrt (siche Abschnitt 2.2).
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Tabelle 2: Ubersicht von in E. coli hergestellten Anticalinen und Lipocalinen

Protein * Aminosauren Molekiilmasse [Da] ° eM'em™)©
P1E4 186 21656,6 31065
P3A12 186 21340,2 32555
P3D11 186 21100,8 27055
Dllvs 186 21082,8 27055
D11vs-PAS200 390 37933,5 27055
D11vs-PAS200-Cys 391 38036,7 27055
wtLen2-PAS200 390 38370,2 26025
wtLen2-PAS200-Cys 391 38473,3 26025

* Alle Proteine wurden mit einem C-terminalen Hiss-Peptidanhingsel fusioniert.

® Anhand der Primirsequenz kalkuliertes Molekulargewicht unter Annahme einer intramolekula-

ren Disulfidbriicke zwischen Cys’® und Cys'”.

¢ Die molaren Extinktionskoeffizienten wurden anhand der Summe der Absorptionsbeitrage aller
in der Polypeptidkette enthaltenen Tyrosin-, Tryptophan- und Cystinseitenketten berechnet
(Gill & von Hippel, 1989)

Abschlieend wurde eine SEC mit einer in PBS &quilibrierten 24 ml S75 10/300 GL (fiir
nicht PASylierte Proteine) — bzw. S200 10/300 GL Siule fiir PASylierte Proteine — bei
einer Flussrate von 0,5 ml/min durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden gesammelt, mittels

SDS-PAGE beziiglich Reinheit analysiert und entsprechend vereinigt.

Chemische Modifizierung von Cystein-Seitenketten mit Maleimid-Verbindungen

Fiir die ortsspezifische Markierung PASylierter Anticaline an der kiinstlich eingefiihrten
C-terminalen Cys-Seitenkette wurde ein Maleimid-funktionalisiertes Derivat von Defero-
xamin (Dfo) (Macrocyclics, Plano, TX) oder Sulfo-Cyanin 5.5 (Sulfo-Cy5.5) (Lumipro-
be, Hannover) verwendet. Um das Vorliegen der freien Thiolgruppe nach periplasmati-
scher Produktion in E. coli sicherzustellen, wurde das gereinigte Protein mit einer 20-
fachen molaren Konzentration von Dithiotreitol zunéchst fiir 1 h bei 20 °C in PBS pH 7,4
inkubiert. AnschlieBend wurde der Puffer durch Gelfiltration an einer PD-10-Saule (GE
Healthcare) gegen 50 mM NaP; pH 5,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA ausgetauscht. Nach
Einstellen des pH-Werts mit Hilfe von pH-Fix Indikatorstibchen (Macherey-Nagel, Dii-

ren) unter Verwendung eines geeigneten Volumens einer 1 M NazPO4 Losung auf pH 7,4
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wurde eine 5-fache molare Konzentration des jeweiligen Kopplungsreagenz in ein fri-
sches Reaktionsgefdl vorgelegt und anschlieBend die entsprechende Proteinlésung mit
einer Proteinkonzentration von ~2 mg/ml zugegeben. Nach Inkubation fiir 12 h bei 4 °C
wurde iiberschiissiges Kopplungsreagenz mit einer in PBS (pH 7,4) dquilibrierten Super-
dex 200 10/300 GL-Saule (GE Healthcare) entfernt. Die erfolgreiche 1:1-Kopplung mit
Dfo oder Sulfo-Cy5.5 wurde mittels Electrospray lonization Time of Flight-Massen-
spektrometrie (ESI-TOF-MS, siehe Abschnitt 2.7) verifiziert und der Erhalt der Affinitit
entsprechender Konjugate gegeniiber hCD98hcED mittels Oberflichenplasmon-Reso-
nanzspektroskopie (SPR) verifiziert (siche Abschnitt 2.6).

2.6 Biomolekulare Interaktionsanalyse mittels Oberfliichenplasmon-Resonanzspek-

troskopie

Die markierungsfreie kinetische Echtzeit-Bindungsanalyse zwischen Anticalinen und der
entsprechenden CD98hc-Ektodoméne wurde an einem BIAcore 2000 System (BIAcore,
Uppsala, Schweden) bei 25 °C in HBS-T (20 mM Hepes/NaOH pH 7,5, 150 mM NaCl,
0,005% v/v Tween20) als Laufpuffer durchgefiihrt. Die in MEXi-293E-Zellen oder
E. coli hergestellten und gereinigten monobiotinylierten m/hCD98hcED-Proteine (20 pL
einer 2—-5 pg/ml Proteinldsung in HBS-T) wurden mittels Streptavidin unter Verwendung

des Biotin CAPture-Kits (GE Healthcare) immobilisiert (ARU = 225).

Fiir kinetische Einzelzyklus-Experimente (engl.: single cylce kinetics) wurden fiinf aufei-
nanderfolgende Injektionen einer aufsteigenden Konzentrationsreihe der gereinigten
Lcn2-Variante bei einer Flussrate von 25 pl/min mit einer Kontaktzeit von jeweils 288 s
und einer langen Dissoziationszeit von 3500 s nach der fiinften Injektion durchgefiihrt.
Fiir kinetische Experimente in wiederholten Zyklen (engl.: multiple cylce kinetics) wur-
den Assoziation und Dissoziation fiir acht Proben einer aufsteigenden Konzentrationsrei-
he der gereinigten Lcen2-Variante aufgezeichnet. Hierbei wurde typischerweise zwischen
80 und 120 pl der jeweiligen Probenldsung injiziert und die Dissoziation des Komplexes
anschlieBend bei konstantem Pufferfluss bis zum Erreichen der Basislinie verfolgt, bevor

der ndchste Zyklus gestartet wurde.

Fiir die Berechnung der Dissoziationskonstante (Kp-Wert) wurden die Geschwindigkeits-
konstanten der Assoziation (kon) und Dissoziation (kofr) durch Anpassung der referenz-

korrigierten Sensorgramme an ein 1:1 Bindungsmodell nach Langmuir mit Hilfe der
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BIAevaluation Software bestimmt. Der Kp-Wert ergab sich aus dem Quotienten Kot/Kon.
Die Halbwertszeit des ausgebildeten Komplexes zwischen Anticalin und Zielmolekiil

wurde als T12 = In(2)/kosr berechnet.

2.7 Electrospray Ionization Massenspektrometrie

Fiir die exakte Bestimmung der molekularen Masse rekombinanter Proteine wurde eine
massenspektrometrische Analyse durchgefiihrt. Hierzu wurden die gereinigten Proteine
iiblicherweise mit einer Konzentration von 5-20 uM zweimal gegen das 10.000-fache
Volumen an 10 mM Ammoniumacetat pH 6,6 (Sigma-Aldrich) dialysiert und anschlie-
Bend mit einer Vivaspin® Ultrazentrifugationseinheit (Sartorius, Gottingen) filtriert
(0,45 um). Zur Masseanalyse der Proteine im positiven lonisierungsmodus und unter de-
naturierenden Bedingungen wurde die Probe jeweils auf 50% (v/v) Methanol und
1% (v/v) Essigsdure eingestellt. Die Applikation der Probe in das mit einer Electrospray
Ionization (ESI)-Quelle ausgestattete maXis Time of Flight (TOF)-Massenspektrometer
(MS) (Bruker Daltonics, Bremen) erfolgte iiber eine mit 180 uL/h betriebene Spritzen-
pumpe. Der Ionentransfer fand unter den folgenden Bedingungen statt: Kapillarspannung:
4,5 kV; Spannungsdifferenz zur Endplatte: 500 V; Verdampfungsdruck: 0,3 bar; Flussge-
schwindigkeit des Trockengases: 4 L/min; Temperatur des Trockengases: 200 °C; Kolli-
sionsenergie: 3 eV bei Proteinen ohne PASylierung bzw. 10 eV bei PASylierten Protei-
nen. Die Aufnahme und Dekonvulierung der m/z-Histogramme erfolgte mit Hilfe der
Compass Data Analysis Software v4.0 unter Anwendung des MaxEnd und MaxEndX
Algorithmus (Ferrige et al., 1991).

2.8 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie und thermische Denaturierung

Die CD-Spektren und die thermische Entfaltung gereinigter Len2-Varianten wurden unter
Verwendung eines J-810-Spektropolarimeters (Jasco, Pfungstadt), welches mit einem PT-
423S Peltier-Element ausgestattet war, gemessen. Die Proteine wurden gegen 20 mM KP;
pH 7,5 und 50 mM K>SOy dialysiert und mit einer Konzentration von 1 pM fiir die jewei-
lige Messung eingesetzt. Um die Wellenlinge mit maximaler Anderung der Elliptizitit
fiir thermische Denaturierungsstudien zu identifizieren, wurden zunichst Spektren von
190 bis 250 nM sowohl bei 20 °C als auch bei 90 °C mit einer 1 mm Quarzkiivette

(Hellma, Miillheim) aufgenommen. Die thermische Entfaltung der Lcn2-Varianten wurde
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daraufhin mit einer frischen Proteinldsung bei einer Wellenldnge von 214 nm (Bandbreite
1 nm, Pfadldnge 0,2 mm, Response 4 s) durch Erhitzen von 20 °C auf 90 °C bei einem
Temperaturgradienten von 60 K/h gemessen. Die gemessenen Elliptizititen wurden ge-
gen die Temperatur aufgetragen. Ausgehend von einem Zwei-Zustands-Modell ldsst sich
aus der so erhaltenen sigmoidalen Denaturierungskurve anhand der Anderung der freien
Enthalpie AHm beim Ubergang vom nativen in den denaturierten Zustand die thermody-
namische Stabilitit AG des gefalteten Zustandes sowie die Schmelztemperatur T des
Anticalins berechnen (Schlehuber, 2001). Lineare Signaldnderungen im pri- und post-

transitionellen Bereich wurden dabei korrigiert.

2.9 Immuncytofluorimetrie und Immunfluoreszenzfirbung von Krebszelllinien

Die humanen Krebszelllinien Ramos, Raji, SU-DHL-4, PC-3, DU-145 und Caco-2 wur-
den in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (Biochrom, Berlin) iibli-
cherweise mit Zusatz von 10% v/v fétalem Rinderserum (PAA Laboratories) und 1 U/ml
Penicillin/Streptomycin (Thermo Fisher Scientific) unter aseptischen Bedingungen bei
37 °C, 5% COz-Atmosphire und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die HEK293T Zelllinie
sowie der ,,Klon 20, welcher einen mittels CRISPR/Cas9 induzierten homozygoten
Knockout des SLC3A2 Gens besitzt (Fuchs et al., 2018), wurden in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Biochrom) mit Zusatz von 20 mM Hepes/NaOH, 100 uM -
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), 100 uM nicht-essentielle Aminosduren (Thermo Fis-
her Scientific) und 10% v/v fétalem Rinderserum kultiviert (de la Ballina et al., 2016).

Fiir die cytofluorimetrischen Experimente wurden die adhirenten Zelllinien (PC-3, DU-
145, Caco-2 und HEK293T) mit PBSx (Dulbecco‘s PBS ohne Ca?*" und Mg?") (Biochrom)
gewaschen und mit Hilfe von PBS,/EDTA (PBSy ergédnzt mit 0,5 mM EDTA) fiir 10 min
bei 37 °C abgelost. In Suspension wachsende Zellen (Ramos, Raji und SU-DHL-4) wur-
den hingegen direkt in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 {iberfiihrt und mit PBSx gewaschen
(Zentrifugation 3 min, 200 g, 4 °C). Fiir jede Messung wurden 250.000 lebende Zellen
(bestimmt mittels Trypanblau Farbung) mit 1 pM des mit SulfoCy5.5 konjugierten re-
kombinanten D11vs-PAS200 in 250 ul FACS-Puffer (PBSx + 10% v/v fotalem Rinderse-
rum) resuspendiert und fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. In Kompetitionsexperimenten zum
Nachweis der Bindungsspezifitit des PASylierten Anticalins wurde zusétzlich zu 1 pM

D11vs-PAS200-SulfoCy5.5 eine 10-fache molare Konzentration von entweder unmar-
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kiertem D11vs-PAS200 oder dem l6slichen glycosylierten hCD98hcED-Protein in den
Reaktionsansatz zugegeben. Als Kontrollansatz wurde im Fall der HEK293T Zelllinien
das mit SulfoCy5.5 konjugierte rekombinante wtLcn2-PAS200 verwendet. Nach einstiin-
diger Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen dreimal in FACS-Puffer gewaschen (Zentri-
fugation jeweils 3 min, 200 g, 4 °C) und schlieBlich in 250 pul FACS-Puffer resuspendiert.
Durchflusszytofluorometrische Experimente wurden an einem FACSAria [u-Instrument
(BD Bioscience) mit einer Anregungswellenlinge von 650 nm und einem 780/60 nm

Emissionsbandpass-Filter durchgefiihrt.

Fiir Immunfluoreszenzféarbungen wurden die adhérenten Zelllinien PC-3 und Caco-2 nach
dem Ablosen von der Kulturflasche mittels PBSy/EDTA auf Poly-D-Lysin (PDL)-
beschichteten Lab-Tek II-Kammerobjekttrager (Thermo Fisher Scientific) in RPMI 1640
Medium mit 10% v/v fétalem Rinderserum bis zum Erreichen einer Konfluenz von 60—
70% kultiviert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir 1 h bei 37 °C
durch Inkubation mit 1 pM D11vs-PAS200-SulfoCy5.5 gefdrbt, gefolgt von drei weiteren
Waschschritten mit PBS. Die in Suspension wachsende Zelllinie Ramos wurde auf die
gleiche Weise angeférbt, allerdings unter Verwendung eines 1,5 ml Reaktionsgeféf3es,
gefolgt von der Ubertragung auf einen PDL-beschichteten Lab-Tek II-Kammer-
objekttrager. Fiir Kontrollexperimente wurde entweder ein Gemisch aus 1 uM DI11vs-
PAS200-SulfoCy5.5-Konjugat mit einer 10-fachen molaren Konzentration von unmar-
kiertem D11vs-PAS200 oder das dquivalente Konjugat von rekombinantem Len2 (Len2-
PAS200-SulfoCyS5.5) verwendet. Die Zellen wurden durch 5-miniitige Inkubation mit
eiskaltem Methanol fixiert, dem zuvor zusdtzlich 1 pg/ml 4',6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI) (Sigma-Aldrich) zugefiigt wurde. Digitale Fluoreszenzbilder wurden mit einem
Axiovert 40 CFL-Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy, Jena), das mit einer AxioCam
MRm-Kamera ausgestattet war, unter Verwendung von 365/12nm (DAPI) und
716/40 nm (Cy5.5) Bandpassfiltern aufgenommen.

2.10 Positronenemissionstomographie (PET) / Computertomographie (CT) und Bio-

distributionsanalyse

Die Tierversuche wurden mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern (Antrags-Nr.:
55.2-1-54-2532-216-15), in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des Klinikums rechts
der Isar sowie freundlicher Unterstiitzung von Volker Morath und Prof. Wolfgang Weber
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(Nuklearmedizinische Klinik am Klinikum rechts der Isar, TU Miinchen) durchgefiihrt.
Mainnliche und weibliche CB17-SCID Maiuse wurden im Alter von 6 Wochen von den
Charles River Laboratories (Wilmington, MA) bezogen und unter spezifisch pathogen-
freien Bedingungen (engl.: Specific-Pathogen-Free; SPF) gehalten. Fiir die Implantation
der Xenograft-Tumore wurden den Miusen subkutan 6x10° PC-3 oder Ramos Zellen
(suspendiert in 100 pl RPMI 1640 Medium, ohne Medienzusitze) iiber der rechten Schul-
ter injiziert. Am Tag 12 nach der Injektion hatten die Tumore einen Durchmesser von

~ 0,5 cm erreicht.

Radioaktive Markierung

Zur 3°Zr-Markierung (Vosjan et al., 2010) von Deferoxamin (Dfo)-konjugiertem PASy-
lierten Anticalin wurde 250 pg der gegen 250 mM Na-Acetat pH 5,5 (Carl Roth, Karlsru-
he) dialysierten Proteinlosung mit 200 ul 0,5 M Hepes/NaOH pH 7,0, 50 pl 0,5 M Genti-
sinsdure und 111 MBq ¥Zr(IV) (in 1 M Oxalséure, neutralisiert mit 3 M Na,COs; Perkin
Elmer, Waltham, MA) inkubiert. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C wurde die radioaktive
Markierung des Anticalins mittels Diinnschichtchromatographie (Radio-TLC) auf Glas-
mikrofaser-Chromatographiepapier (TLC-SG; Agilent Technologies) mit 100 mM Na-
Citrat pH 5,0 als mobile Phase bestdtigt. Das radioaktiv markierte Protein wurde durch
Gelfiltration an einer PD-10 Siule (GE Healthcare) in 0,9% (w/v) NaCl-Injektionslosung
(B. Braun, Melsungen) umgepuffert. Die radiochemische Reinheit des Proteins wurde

kurz vor der Injektion in Miuse durch eine weitere Radio-TLC verifiziert.

PET/CT Bildgebung

Den tumortragenden weiblichen CB17-SCID Médusen — PC-3 (n=5) oder Ramos (n=5) —
wurde in einer ersten Studie das radioaktiv markierte Protein in einer Dosis von ~3 MBq
in die Schwanzvene injiziert. Fiir Blockierungsexperimente in Méausen mit PC-3 Tumoren
(n=2) wurde 2 h vor der Injektion des 3°Zr-markierten Anticalins eine 100-fache molare
Konzentration von nicht-markiertem D11vs-PAS200 injiziert. 24, 48 und 72 h nach der
Injektion wurden von den mit Isofluran narkotisierten Méusen statische PET/CT-Bilder in
einem Inveon PET/CT-Kleintierscanner (Siemens Medical Solutions, Erlangen) mit 20-
miniitiger PET- und 5-miniitiger CT-Signalerfassung durchgefiihrt. Die mit 3D-OSEM
rekonstruierten Bilder wurden mit Hilfe der Inveon Research Workplace-Software analy-

siert und als Maximum Intensity Projection (MIP) dargestellt, wobei die Skalierung (be-
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zogen auf % injizierte Dosis/g) fiir die Blockierungsgruppe bzw. nur mit dem %Zr-
markierten Anticalin behandelten Méuse identisch gewéhlt wurde. Zur Quantifizierung
der Aktivitdt in einzelnen Organen wurden Bereiche um die in der 3D-Darstellung ab-
grenzbaren Organe selektiert (Region of Interest, ROI). Zur Verminderung des Einflusses
der nicht absolut exakten Ubereinstimmung ausgewihlter Bereiche mit den Organabmes-
sungen wurden von jeder ROI nur die Teile in die Berechnung einbezogen, welche min-
destens 50% der maximal in der ROI gemessenen Strahlungsintensitit aufwiesen (Foster

et al.,2014).

Ex vivo Autoradiographie

Fiir die autoradiographische Untersuchung der Organe wurden die behandelten Méause
nach Abschluss der PET-Experimente (72 h nach Injektion) in einer COz-Atmosphére
eingeschlifert. Die Tumore wurden direkt im Anschluss entnommen und nach Einbettung
und Einfrieren in Tissue Tek-Medium (Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, Niederlan-
de) wurden mit dem Kryostat-Mikrotom HMS500 (Leica Biosystems, NuBloch) 10 pm
dicke Gewebeschnitte vom mittleren Teil der Tumore angefertigt und auf Glasobjekt-
trager (Thermo Fisher Scientific) transferiert. Eine hochauflosende Strahlungs-Bildplatte
(BAS-IP) (GE Healthcare) wurde fiir eine Dauer von einer Woche mit den Objekttragern
inkubiert, mit dem Scanner CR 35 BIO (Diirr Medical, Bietigheim-Bissingen) ausgelesen
und mit Hilfe der AIDA-Image Analyzer-Software ausgewertet. Die zur Publikation aus-
gewihlten Bilder zeigen die Abschnitte mit dem jeweils hochsten Radioaktivitits-Signal,
um einen Vergleich zwischen Tumorschnitten aus der blockierten bzw. nicht blockierten

Tiergruppe zu ermdglichen.

Szintillationsradiometrische Biodistributionsanalyse

Um quantitative Daten aus ex vivo Biodistributionsexperimenten zum optimalen Bildge-
bungszeitpunkt 24 h nach Injektion des **Zr-markierten Anticalins zu erhalten, wurde
eine zweite Studie unter Verwendung von ménnlichen CB17-SCID Méiusen mit PC-3
Xenograft-Tumoren durchgefiihrt. Zwei Kohorten (jeweils n=5) wurde in die Schwanz-
vene, entweder mit (t = -2 h) oder ohne vorangegangener Injektion einer 250-fachen mo-
laren Konzentration des nicht radioaktiven PASylierten Anticalins, 3,96+0,12 MBq %Zr
markiertes D11vs-PAS200 injiziert. Nach 24 h wurden die Tiere in einer CO»-

Atmosphére eingeschlifert. Blut, Organe und Tumore wurden nach der Entnahme gewo-
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gen und mit einem ¢y-Szintillationszahler analysiert (y-Counter 2480 Wallac Wizard)
(Perkin Elmer). Zur Berechnung der injizierten Aktivitdt wurden die Spritzen vor und
nach der Injektion mit einem Capintec CRC-15R-Dosiskalibrator analysiert. Bei der Be-
rechnung der je Maus injizierten Dosis wurde aulerdem die im Schwanz verbliebene Ra-
dioaktivitét beriicksichtigt und abgezogen. Zur radionuklidspezifischen Kalibrierung des
y-Counters wurde eine der GroBenordnung nach vergleichbare Aktivitit in 100 ml Wasser
iiberfiihrt und hiervon fiinfmal 1 ml (1%) entnommen und direkt vor der Analyse der Or-

gane gemessen.

Biostatistik

Fiir den Vergleich der arithmetischen Mittelwerte zwischen zwei Tiergruppen wurde der
t-Test fiir ungepaarte Daten verwendet. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant
beurteilt (* P < 0,05; ** P < 0,005). Die experimentellen Daten wurden unter Verwen-

dung von GraphPad Prism 6 analysiert und die Standardabweichungen (S.D.) angegeben.

2.11 Proteinkristallographische Methoden

Fiir die strukturbiologische Untersuchung der CD98hc-Ektodomine aus der Maus sowie
zur strukturellen Analyse des Bindungsmechanismus der Anticaline P3D11 und CI1B12
gegeniiber dem CD98hc-Zielmolekiil des Menschen bzw. der Maus wurden die relevan-
ten Proteine oder Komplexe kristallisiert. Fiir die Identifizierung geeigneter initialer Kris-
tallisationsbedingungen wurde das Prinzip des Sparse-Matrix Screen angewandt (Jancarik
& Kim, 1991). Dazu wurde der aus 480 Kristallisationsbedingungen bestehende Vector
Screen verwendet, der am Lehrstuhl fiir Biologische Chemie zusammengestellt wurde.
Die Kristallisationsversuche wurden nach der Dampfdiffusionsmethode mit sitzenden
Tropfen in 96-Well CrystalQuick-Platten (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Dazu
wurden mit Hilfe des Kristallisationsroboters FreedomEvo (Tecan, Médnnedorf, Schweiz)
200 nL einer konzentrierten Proteinlésung mit 200 nL des Kristallisationspuffers ver-
mischt und gegen 100 uLL Reservoirldsung édquilibriert. Die Platten wurden mit transpa-
renter Klebefolie luftdicht verschlossen und der Kristallisationsverlauf mit Hilfe des Ro-

cklmager Systems (Formulatrix, Bedford, MA) bei 20 °C verfolgt.

Vielversprechende Bedingungen aus dem Vector Screen wurden mit Hilfe von Fine

Screens hinsichtlich Grofle und Streuféhigkeit der entstandenen Kristalle optimiert. Dies
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wurde durch iterative Variation unterschiedlicher Parameter wie Konzentration des Pro-
teins bzw. Féllungsmittels, pH-Wert sowie Wahl und Konzentration von Pufferkompo-
nenten erreicht. Die Fine Screens wurden in 24-Well Platten (Crystalgen, Commack, NY)
durch Mischen von 0,5-1,0 pL Proteinldsung und 0,5-1,0 uL des Kristallisationspuffers
unter Aquilibrierung gegen 1 ml der entsprechenden Reservoirldsung als hiingende Trop-
fen nach der Dampfdiffusionsmethode angesetzt. Dabei wurden die Tropfen auf silani-
sierten Deckgldschen gemischt, diese umgedreht auf dem Reservoir platziert und mit ei-
ner Ol/Vaseline-Mischung abgedichtet. Die Platten wurden bei 20 °C gelagert und regel-
méBig beziiglich Kristallbildung analysiert.

Nach erfolgreicher Kristallisation der Proteine bzw. Proteinkomplexe wurde die Daten-
sammlung am Synchrotron und die Strukturbestimmung mittels molekularem Ersatz von
Herrn Dr. habil. A. Schiefner (Lehrstuhl fiir Biologische Chemie, TU Miinchen) fortge-
setzt. Das weitestgehend standardisierte Vorgehen bei der Strukturbestimmung wurde
ausfiihrlich in den hier eingebundenen Verdffentlichungen beschrieben. Die Atomkoordi-
naten und Strukturfaktoren der im Umfang dieser Arbeit gelosten Kristallstrukturen sind

in der Protein Data Bank (PDB) hinterlegt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht iiber die gelésten Proteinstrukturen und entsprechende

PDB Kodes.

Struktur PDB-ID Referenz
mCD98hcED 619Q (Deuschle et al., 2019)
P3D11°hCD98hcED 6S8V (Deuschle et al., 2020a)
C1B12smCD98hcED 6SUA (Deuschle et al., 2020b)

2.12 Computerprogramme und Datenbanken

Computerprogramme

AxioVision Fotodokumentation in der Zellkultur (Carl Zeiss
Microscopy, Oberkochen)

Biocapt MW Fotodokumentation von Gelen (Vilber Lourmat, Eber-

hardzell)
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ChemBioDraw 14.0

Compass Data Analysis Software

Coot 0.8.9

EndNote X8

Geneious 9.1.3

GraphPad Prism 6

Inkskape 0.91

Inveon Research Workplace

Office Professional 2016

PyMOL 1.3

UNICORN, 5.20 und 7.04

Datenbanken/Server

ExPASy

NCBI

PISA

Protein Data Bank

UniProt

Zeichnen chemischer Strukturen und Darstellung von

Reaktionsgleichungen (PerkinElmer, Waltham, MA)

Analyse und Dekonvulierung von Massenspektren

(Bruker Daltonik, Bremen)

3D-Modellierung und Analyse von Proteinstrukturen

(Emsley & Cowtan, 2004)
Literaturverwaltung (Thomson Reuters, New York, NY)

Planung, Visualisierung und Annotation von DNA Se-

quenzen (Biomatters, Auckland, NZ)

Statistische Analysen und Schaubilder (GraphPad Soft-
ware, La Jolla, CA)

Erstellung von Vektorgrafiken (Inkskape Community)

Analyse und Darstellung von PET/CT Daten (Siemens
Healthcare, Erlangen)

Textverarbeitung und Tabellenkalkulation (Microsoft
Corp, Redmond, WA)

3D-Darstellung und Analyse von Proteinstrukturen

(DeLano, 2002)

Steuerung der AKTA-Anlagen und Analyse von Chro-

matogrammen (GE Healthcare, Miinchen)

Proteindatenbank und Analyseprogramme;

www.expasy.org (Gasteiger ef al., 2003)
Literaturdatenbank; www.ncbi.nlm.nih.gov

Programm zur Untersuchung makromolekularer Grenz-

flichen (Krissinel & Henrick, 2007)

3D-Strukturdatenbank; www.rcsb.org/pdb (Berman et
al., 2000)

Datenbank fiir Proteine; www.uniprot.org (Apweiler et

al., 2004)
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3. Veroffentlichungen

Alle in dieser publikationsbasierten Dissertation eingebrachten Verdffentlichungen wur-
den durch Gutachter auf dem entsprechenden Fachgebiet im Auftrag der jeweiligen Fach-

zeitschrift gepriift (engl.: Peer Review).

3.1 Veroffentlichung in Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, April

2019 — Uberblick und eigener Beitrag

Der wissenschaftliche Artikel mit dem Titel “Structural differences between the human
and the murine CD98hc ectodomains® wurde am 08. April 2019 (online Version) in der

Fachzeitschrift “Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics® publiziert.

Zitat:

Deuschle, F. C., Schiefner, A. & Skerra, A. 2019. Structural differences between the

ectodomains of murine and human CD98hc. Proteins 87, 693-698.

Grafische Zusammenfassung

Extrazellulare Doméne Extrazelluldre Doméne Uberlagerung beider
von CD98hc der Maus von CD98hc des Menschen extrazellularen Doméadnen

Zusammenfassung der Veroffentlichung

Das Typ-2-Transmembranprotein CD98hc ist sowohl ein vielversprechender Zelloberflé-
chen-Rezeptor fiir die Diagnose und Behandlung von unterschiedlichen Krebserkrankun-
gen als auch ein Transzytoserezeptor, der fiir die Anreicherung von Therapeutika im Ge-
hirn erfolgversprechend erscheint. Préklinische pharmakokinetische Studien und Sicher-
heitsbewertungen von Antikorpern oder alternativen Bindeproteinen (wie beispielsweise

Anticalinen), werden jedoch hdufig durch Unterschiede des jeweiligen Zielproteins hin-
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sichtlich Aminoséduresequenz und Glycosylierungsmuster zwischen einer praklinischen

Modellspezies und dem letztlich zu behandelnden Menschen eingeschrinkt.

Die extrazelluldaren Domédnen des murinen und humanen CD98hc-Proteins (mCD98hcED
bzw. hCD98hcED) besitzen nur relativ geringe Aminosédure-Sequenzidentitit von 71%,
bei zusitzlich inkonsistentem Glycosylierungsmuster. Wéhrend die Kristallstruktur der
extrazelluliren Doménen des hCD98hcED-Proteins kiirzlich beschrieben wurde, sind
Strukturinformationen fiir das Orthologe der Maus fiir das Design biologischer Wirkstof-

fe und deren préklinische Beurteilung von groflem Interesse.

Diese Publikation beschreibt die Kristallstruktur der extrazelluliren CD98hc-Doméne der
Maus sowie einen umfassenden Strukturvergleich mit dem humanen Pendant. Hierzu
wurde das mCD98hcED-Protein in E. coli BL21 produziert und in 16slicher monomerer
Form mittels Affinitits- und GroéBenausschlusschromatographie isoliert. Das
mCD98hcED-Protein kristallisierte mit plattchenférmiger Morphologie in der Raum-
gruppe 1422 und einem Molekiil pro asymmetrischer Einheit. Die Struktur wurde mit ei-
ner Aufldsung von 2,1 A unter Verwendung von Synchrotronstrahlung bestimmt. Wie das
zuvor beschriebene orthologe hCD98hcED-Protein dhnelt die Faltung des mCD98hcED-
Proteins der o-Amylase/Glycosidase-Familie, die eine zentrale TIM-Barrel-Doméne

(Reste 108-432) und eine C-terminale f-Sandwich-Doméne (Reste 433-526) umfasst.

Der Anteil identischer Aminosdurereste an der vom Losungsmittel zugénglichen Oberfla-
che zwischen den m/hCD98hcED-Proteinen betridgt nur 50%. Infolgedessen konnte nur
ein einziger konservierter Oberflichenbereich mit einer fiir Bindeproteine typischen zu-
ginglichen Epitopoberfliche (~ 900 A?), die identische Aminosiurereste zwischen den
Orthologen aufweist und gleichzeitig weder durch Glycosylierung noch durch die Zell-
membran verdeckt ist, identifiziert werden. Somit zeigt unsere Strukturstudie, dass die
spezifische Bindung von mCD98hcED und hCD98hcED durch dasselbe Bindeprotein mit
therapeutisch relevanten Affinititen eine grole Herausforderung darstellt. Anstelle dessen
verspricht eine Surrogat-Strategie mehr Aussicht auf Erfolg fiir die priklinische Entwick-

lung von gegen CD98hc-gerichteten Bindeproteinen.

Beitrag des Autors dieser Dissertation:

Der Autor dieser Dissertation war mafigeblich an der Konzeption und Durchfithrung der

wissenschaftlichen Studie beteiligt. Der Autor fiihrte den GroBteil der Experimente selbst
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durch (beispielsweise Klonierung von Plasmiden, Expression, Reinigung und Charakteri-
sierung der Proteine sowie Kristallisation des mCD98hcED-Proteins), er analysierte Da-
ten und war federfiihrend am Verfassen des Manuskripts sowie der Uberarbeitung betei-
ligt. Der Beitrag der weiteren Autoren wurde in der Verdffentlichung beschrieben. Der
Autor dieser Dissertation und André Schiefner haben im gleichen Maf3e zu dieser Arbeit

beigetragen.



40  Veroffentlichungen

3.2 Veréffentlichung in Theranostics, Januar 2020 — Uberblick und eigener Beitrag

Der wissenschaftliche Artikel mit dem Titel “Development of a high affinity Anticalin®
directed against human CD98hc for theranostic applications* wurde am 12. Januar 2020

in der Fachzeitschrift “Theranostics* publiziert.

Zitat:

Deuschle, F. C., Morath, V., Schiefner, A., Brandt, C., Ballke, S., Reder, S., Steiger, K.,
Schwaiger, M., Weber, W. & Skerra, A. 2020. Development of a high affinity Anticalin
directed against human CD98hc for theranostic applications. Theranostics 10, 2172-2187.

Grafische Zusammenfassung

CD98hc*
89ZreDFO Xenograft-Tumor

CD98hc
Ektodomane

Anticalin

CD98 light chain
(2.B. LAT-1)

Zusammenfassung der Veroffentlichung

Ein gesteigerter Aminosdurezustrom sowie die Storung zelluldrer Integrinsignale stellen
zwei Hauptmerkmale von Krebserkrankungen dar und sind entscheidende Faktoren fiir
die metastatische Transformation von Zellen. Entsprechend seiner Beteiligung an beiden
biologischen Prozessen wird eine Uberexpression von CD98hc bei verschiedenen Krebs-
arten klinisch beobachtet, weshalb dieses Membranprotein eine vielversprechende Ziel-
struktur auf Tumorzellen darstellt. Dennoch sind momentan nur wenige diagnostisch oder
therapeutisch einsetzbare Molekiile zur spezifischen Erkennung des CD98hc-Proteins

beschrieben.
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Diese Studie umfasst das molekulare Design und die funktionelle Charakterisierung eines
Anticalin-Proteins (P3D11) auf Grundlage der humanen Lipocalin 2-Geriiststruktur mit
picomolarer Affinitdit (Kp= 150 pM) gegeniiber dem menschlichen CD98hc-Protein
(hCD98hc). Die kristallographische Analyse des biomolekularen Komplexes, bestehend
aus dem Anticalin P3D11 und der extrazelluliren hCD98hc-Doméne, zeigt die Erken-
nung einer hervorstehenden Peptid-Schleifenstruktur des CD98hc-Proteins (Reste Asp?74—
Ala**?), die von zwei N-Glycosylierungsstellen in dem Losungsmittel exponierten memb-
randistalen Teil des Zielproteins umgeben ist. Durch evolutives Protein-Engineering in
Kombination mit der Selektionsmethodik des Bacterial Surface Display wurde eine be-
ziiglich ihrer Affinitit gegeniiber dem Zielprotein (Kp = 60 pM) wie auch ihrer thermi-
schen Stabilitit (Tm = 63,5 °C) optimierte Anticalinvariante (D11vs) unter Substitution

von nur zwei Aminosdure-Resten (Phe71Ser und Gly81Val) identifiziert.

In vitro Studien mit einer unter Anwendung der PASylation®-Technologie in ihrer Plas-
ma-Halbwertszeit optimierten Variante des Anticalins D11vs belegten die spezifische
Bindungsaktivitit gegeniiber CD98hc-exprimierenden menschlichen Krebszelllinien un-
terschiedlicher Ursprungsorgane, was die breitere biomedizinische Verwendbarkeit des
Bindeproteins in der Krebsforschung ermdglicht. Die Anwendbarkeit des PASylierten
und tiber den Chelatbildner Deferoxamin mit 3°Zr-markierten Anticalins fiir die spezifi-
sche Adressierung von hCD98hc in vivo wurde durch eine Bildgebungsstudie unter Kom-
bination von Positronenemissionstomographie (PET) und Computertomographie (CT) in
zwei Xenotransplantat-Mausmodellen an humanen Tumoren untersucht. Dabei konnten
auf Ramos- und PC-3-Zelllinien basierende Xenograft-Tumore in PET/CT-Aufnahmen
deutlich visualisiert werden, wobei in beiden Fillen der hochste Bildgebungskontrast 24 h
nach der Injektion des Radiotracers erreicht wurde. Quantitative Biodistributionsanalysen
ergaben eine hohe Aufnahme des Radiopharmazeutikums von 8,6 = 1,1% der injizierten
Dosis pro Gramm der PC-3 Tumore und ein sehr giinstiges Tumor-zu-Blut-Signal-

verhéltnis von 11,8:1.

Diese Ergebnisse liefern die erste konzeptionelle Bestitigung zur Nutzung von CD98hc
auf Tumorzellen als Zielstruktur fiir die nicht-invasive biomedizinische PET/CT-
Bildgebung. Das in dieser Studie entwickelte Anticalin D11vs stellt somit ein vielver-
sprechendes Werkzeug fiir praklinische und potenziell auch klinische Anwendungen im
Bereich der Krebsdiagnostik und -therapie, moglicherweise in einem theranostischen An-

satz, dar.
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Beitrag des Autors dieser Dissertation:

Der Autor dieser Dissertation war maf3geblich an der Konzeption der wissenschaftlichen
Studie, der Analyse der entstandenen Daten sowie deren Interpretation beteiligt. Er fiihrte
den Grofiteil der Experimente selbst durch. Hierbei plante und klonierte der Autor alle
verwendeten Plasmide, selektierte, optimierte, produzierte und charakterisierte die Lipo-
calin-Varianten, produzierte und reinigte die Proteine fiir die Selektionskampagnen, die
PET/CT-Bildgebungsstudie und die Proteinkristallographie, kristallisierte den Protein-
komplex hCD98hcED+P3D11, fiihrte die Zellkulturexperimente sowie gemeinsam mit
Volker Morath die Bildgebungsstudie und ex vivo Gewebeanalysen (abgesehen von der
Immunhistochemie) durch. Der Beitrag der weiteren Autoren wurde in der Veroffentli-

chung beschrieben.
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3.3 Verdoffentlichung in Protein Science, Mai 2020 — Uberblick und eigener Beitrag

Der wissenschaftliche Artikel mit dem Titel “Development of a surrogate Anticalin® pro-
tein directed against CD98hc for preclinical studies in mice* wurde am 28. Mai 2020 (on-

line Version) in der Fachzeitschrift “Protein Science* publiziert.

Zitat:

Deuschle, F. C., Schiefner, A., Brandt, C. & Skerra, A. 2020. Development of a surrogate
Anticalin® protein directed against CD98hc for preclinical studies in mice. Protein

Science 8, 1774-1783.

Grafische Zusammenfassung
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Zusammenfassung der Veroffentlichung

In Veroffentlichung Nr. 2 dieser Dissertation wurde die Entwicklung eines hochaffinen
Anticalins (P3D11) gegen humanes CD98hc (hCD98hc) beschrieben, das eine exponierte
Schleifenstruktur, lokalisiert im membrandistalen Anteil der extrazelluliren Doméne des
Typ-2 Membranproteins, spezifisch erkennt. Dieses Anticalin bindet jedoch nur hCD98hc
und nicht das entsprechende Orthologe der Maus, was sowohl durch die niedrige Amino-
sduresequenzkonservierung an der Proteinoberfldche (~ 50%) als auch durch das differen-
tielle Glycosylierungsmuster beider Spezies begriindet ist, wie in Veroffentlichung Nr. 1

dargelegt. Um aussagekriftige préiklinische Studien zu erméglichen, sind experimentelle
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Untersuchungen unter Anwendung von Nagetier-Modellsystemen jedoch von groBer Be-
deutung. Angesichts der besonderen Schwierigkeit, fiir diese vielversprechende biomedi-
zinische Zielstruktur spezifische Bindeproteine mit Kreuzreaktivitidt zwischen CD98hc
aus dem Menschen und dem aus Nagetieren zu generieren, wurde die Entwicklung eines
mausspezifischen Surrogat-Bindeproteins zusidtzlich dem humanspezifischen Leitkandi-
daten fiir die Durchfithrung von pharmakologischen Studien und Sicherheitsbewertungen,

in Angriff genommen.

In dieser Studie beschreiben wir die Selektion mittels Phage Display sowie die ausfiihrli-
che biochemische und biophysikalische Charakterisierung eines Anticalins (C1B12),
wiederum auf der Basis des humanen Lipocalin 2-Proteingeriists, mit picomolarer Affini-
tit (Kp = 630 pM) gegeniiber dem murinen CD98hc-Protein (mCD98hc). Die kristallo-
graphische Analyse des biomolekularen Komplexes aus dem Anticalin und der extrazel-
luldren mCD98hc-Doméne zeigt im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen humanspezi-
fischen Anticalin P3D11 die Erkennung der analogen Schleifenstruktur innerhalb der
extrazelluliren Domine des Zielproteins der Maus sowie einen sehr dhnlichen Bin-
dungsmechanismus. Beide Anticaline, C1B12 und P3D11, binden CD98hc jeweils mit
einer groBen begrabenen Oberfliche (~ 1400 A?) und weisen die gleiche Anzahl an Was-
serstoftbriicken bzw. Salzbriicken mit der extrazelluldiren Doméne des Membranproteins
auf. Die Uberlagerung der Proteinkomplexe C1B12smCD98hc und P3D11shCD98hc —
anhand der m/hCD98hc-Strukturen — und die Analyse des Bindungsmodus von C1B12
im Vergleich zu P3D11 ergab eine Rotation von 153° um die B-Barrel-Achse des Anti-
calins und eine Verschiebung von 14 A in Richtung des C-Terminus von CD98hc. Beide
Anticaline adressieren somit zwar im Prinzip das gleiche Epitop, erkennen dieses aller-

dings in unterschiedlichen Orientierungen.

Die zwei bekannten Glycosylierungen innerhalb der gebundenen Peptidschleife des
mCD98hc-Proteins (Asn®®® und Asn®*?) verhindern allerdings die Anwendung dieses An-
ticalins zur Bindung des nativen Proteins in vivo. Jedoch wurde in dieser Arbeit gezeigt,
dass zwei konservative Mutationen (N*%°D / T#'A) mit nur geringfligiger Beeintréchti-
gung der Affinitit in das mCD98hcED-Protein eingefiihrt werden kénnen, um diese zwei
Glycosylierungen zu unterbinden, so dass das Anticalin C1B12 in einem entsprechenden

transgenen Mausmodell grundsitzlich eingesetzt werden kann.

Angesichts bislang fehlender kreuzreaktiver Bindeproteine fiir diese biomedizinische

Zielstruktur kann dieses Anticalin-Paar, aufgrund anndhernd gleicher Bindungseigen-
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schaften beziiglich des gebundenen Epitops wie auch der Affinitidt zu CD98hc der jewei-
ligen Spezies flir pharmakokinetische und -dynamische Studien in einem geeigneten
transgenen Mausmodell genutzt werden, um Einblicke in die zielgerichtete Adressierung

von CD98hc fiir theranostische Zwecke zu gewinnen.

Beitrag des Autors:

Der Autor dieser Dissertation war maf3geblich an der Konzeption der wissenschaftlichen
Studie beteiligt. Er fiihrte den GroBteil der Experimente, wie beispielsweise die Planung
und Klonierung von Plasmiden, die Selektion, Produktion und Charakterisierung der Lip-
ocalin-Varianten, Produktion und Reinigung der Proteine fiir die Anticalin-Selektions-
kampagne und Proteinkristallographie sowie die Kristallisation des mCD98hcED*C1B12
Proteinkomplexes selbst durch. Der Autor analysierte einen Grofteil der Daten und war

fiir das Verfassen des Manuskripts sowie dessen Uberarbeitung verantwortlich.
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4. Diskussion

4.1 Spezies-spezifische Eigenschaften von CD98hc der Maus und des Menschen
sowie deren Bedeutung fiir die Entwicklung pharmakologisch nutzbarer Binde-

proteine

Homologe Proteine aus unterschiedlichen Organismen/Spezies weisen trotz verwandter
Funktionen oftmals betridchtliche Unterschiede in ihrer Aminoséuresequenz und/oder in
der Art, Lokalisation sowie Anzahl co- bzw. posttranslationaler Modifikationen auf. Ins-
besondere extrazelluldre Bereiche von Membranproteinen sind evolutiven Verdanderungen
starker unterworfen, da sie fiir die Anpassung von Organismen an neue Umgebungen
oder spezialisierte Funktionen im Zuge von Entwicklungsprozessen von zentraler Bedeu-

tung sind (Sojo et al., 2016).

Trotz enger evolutiondrer Verwandtschaft zwischen Mensch und Maus konnen sich die
Eigenschaften orthologer Proteine bedeutend unterscheiden, was fiir die zielgerichtete
Erkennung relevanter Biomarker in biomedizinischen Anwendungen eine erhebliche
Hiirde darstellt. Denn spezies-spezifische Unterschiede zwischen Mensch und gebréuch-
lichen priaklinischen Modelltieren (wie bspw. Nagetieren, aber auch Affen) haben unmit-
telbaren Einfluss auf die Entwicklung neuer Pharmazeutika oder Proteintherapeutika. Vor
allem die Durchfiihrung pradiktiver priklinischer Studien fiir die klinische Entwicklung
von Humantherapeutika beruht auf einer relevanten Kreuzreaktivitit der Wirkstoffe zwi-
schen der menschlichen Zielstruktur und der des jeweils verwendeten Modellorganismus.
Andernfalls ist, gerade fiir biomedizinische Targets mit geringer Aminosdure-Sequenz-
identitdt und differenziellem Glycosylierungsmuster, die Generierung eines Surrogatmo-
lekiils fiir priaklinische Studien oftmals erforderlich. Ein solches molekulares Ersatzpaar
muss dabei mdglichst vergleichbare biophysikalische Eigenschaften aufweisen sowie ein
analoges Epitop auf der Zielstruktur erkennen. Derlei Surrogat-Strategie wurde bereits bei
der Zulassung und funktionellen Charakterisierung mehrerer Antikorper fiir die Human-
therapie (z.B. Bevacizumab, Certolizumab Pegol, Efalizumab, Eculizumab oder Inflixi-
mab) angewandt (Clarke et al., 2004; EMA, 2007; Treacy, 2000; Wakefield et al., 2011;
Yu et al., 2008). Fiir den gegen Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) gerichteten monoklona-
len Antikorper Infliximab (Remicade®), welcher neben dem humanen Zielmolekiil nur
das Pendant im Schimpansen erkennt jedoch keine messbare Kreuzreaktivitit mit TNF-a

der Maus oder Ratte zeigt, wurde beispielsweise ein entsprechender Surrogat-Antikdrper
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fiir Studien zur Einschétzung toxikologischer Parameter (u.a. bei chronischen Behandlun-
gen oder bzgl. der Reproduktionstoxizitit) in Mausen entwickelt und angewandt (Treacy,

2000).

Im Fall der heterodimeren CD98-Aminoséduretransporter weisen sowohl das CD98hc-
Protein als auch die verschiedenen CD98lc-Proteine hohe funktionelle Konservierung
zwischen unterschiedlichen Spezies auf (Reynolds et al., 2009; Wipf et al., 2002). Wie
grofl der strukturelle Unterschied speziell zwischen der extrazelluldiren Domine des
menschlichen und murinen CD98hc ist, wurde bislang jedoch nicht detailliert untersucht.
Wihrend die Struktur der extrazelluliren Doméne von humanem CD98hc (hCD98hcED)
kiirzlich beschrieben wurde, wurde in dieser Arbeit die Struktur der Ektodoméne von
murinem CD98hc (mCD98hcED) rontgenkristallographisch bei einer Aufldsung von
2,1 A aufgeklirt.

Wie das zuvor beschriebene hCD98hcED lésst sich die Struktur von mCD98hcED der
Glycosid-Hydrolase-Familie 13 zuordnen, mit einer zentralen TIM-Barrel-Doméne (Res-
te 108-432) und einer C-terminalen B-Sandwich-Doméne (Reste 433-526) (MacGregor,
1988). Neben dem humanen Orthologen weist die a-Amylase SusG aus Bacteroides the-
taiotaomicron (PDB-ID: 3K8K) — einem Gram-negativen Darmsymbionten — unter allen
bekannten Strukturen die groBte Ahnlichkeit mit mCD98hc auf (RMSD von 2,7 A iiber
alle Ca-Positionen). Ahnlich wie m/hCD98hc ist auch das Enzym SusG iiber eine N-
terminale, hydrophobe a-Helix in der duleren Bakterienmembran verankert, was darauf
hindeutet, dass CD98hc moglicherweise durch horizontalen Gentransfer in Sdugetie-
ren/Wirbeltieren erworben und anschlieend als Bestandteil heterodimerer Aminoséure-
transporter adaptiert wurde. Trotz einer konservierten markanten Furche auf der C-
terminalen Seite des TIM-Barrels, in der sich bei SusG das aktive Zentrum befindet,
scheint CD98hc allerdings nicht in der Lage zu sein, Zuckerstrukturen umzusetzen (Fort
et al., 2007). Dariiber hinaus sind sowohl das Nucleophil als auch der Séure/ Base-
Katalysator (Reste D388 und E431 von SusG) in mCD98hc und hCD98hc durch Arg

bzw. Gly substituiert und somit katalytisch inaktiv.

Obwohl mCD98hcED und hCD98hcED eine Aminosdure-Sequenzidentitit von 71%
aufweisen, ist der Beitrag identischer Reste zur Proteinoberfliche nur 50%. Dies deckt
sich mit der generellen Beobachtung hoherer Konservierung zentraler Faltungsmotive im
Proteininneren, wéhrend die Sequenzkonservierung zwischen verschiedenen Spezies bei

exponierten Aminosdureresten geringer ist, vermutlich um gleichzeitig groBBtmdogliche
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Variabilitit und stabile Proteinfaltung zu realisieren (Moutinho et al., 2019). Der grofite
Konformationsunterschied zwischen beiden Proteinen zeigt sich innerhalb der Peptid-
schleife, die dem letzten B-Strang der TIM-Barrel-Doméne folgt und letztlich die Grofe
der Furche an der membran-distalen Oberflache von CD98hc bestimmt (Reste 367-397 in
mCD98hc; lokaler Ca-RMSD der Peptidschleife von 5,2 A). In mCD98hc ist dieses Pep-
tidsegment nicht nur um einen Rest verkiirzt, sondern weist auch grofle Sequenzunter-

schiede sowie ein zusitzliches N-Glycan an Position Asn’®

auf. Wegen der variablen
Linge und Aminosidurezusammensetzung dieser Peptidschleife unterscheiden sich Form

und GroBe der Furche erheblich zwischen beiden Orthologen.

Gerade gegen dieses in hCD98hc gut zugdngliche Epitop scheint es somit nur sehr einge-
schrankt moglich zu sein, kreuzreaktive Bindereagenzien fiir mCD98hc zu gewinnen, wie
im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls deutlich wurde (sieche Abschnitt 4.2.1 und 4.3). Zu-
dem liefert die unterschiedliche Verteilung der Glycosylierungsstellen einen Beitrag zu
Abweichungen in der Homologie beider CD98hcED-Proteine. Infolge des inhomogenen
Glycosylierungsmusters und der beschriebenen starken Sequenzunterschiede sind zwi-
schen m/hCD98hcED nur sehr wenige Bereiche mit ausreichender Grof3e und Konservie-
rung zugénglich, um kreuzreaktive Reagenzien zu generieren. Gerade aufgrund ihrer
Raumerfiillung und konformationellen Flexibilitit konnen N-Glycane ein Aminosdure-
Epitop entweder vollkommen abschirmen oder die Assoziationskinetik von Bindungsrea-
genzien stark beeintrdchtigen. Dies ldsst den Schluss zu, dass kleinere biomolekulare
Formate, wie Antikdrperfragmente oder alternative Bindereagenzien (bspw. Anticaline),
moglicherweise besser geeignet sind, um das stark glycosylierte CD98hc zu adressieren.
Dieser Ansatz hat sich in der Vergangenheit bereits fiir anderweitige Zielstrukturen, wie
dem prostataspezifischen Membranantigen (PSMA) des Menschen mit seinen insgesamt
10 Glycosylierungsstellen in der homodimeren extrazelluliren Doméne, als vielverspre-

chend erwiesen (Barinka et al., 2016).

Unsere Strukturstudie zeigt daher, dass die zielgerichtete Bindung von hCD98hcED und
mCD98hcED durch kreuzreaktive Bindungsproteine mit therapeutisch relevanten Affini-
taten nur sehr eingeschrankt mdglich ist und somit ein Ersatzmolekiil fiir die praklinische
Entwicklung in Mausmodellen erforderlich ist. Die Generierung eines molekularen Er-
satzpaares wurde daher auch fiir die Entwicklung von Anticalinen gegen CD98hc verfolgt

(siche Abschnitt 4.3).
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4.2 Entwicklung von Anticalinen zum Targeting des humanen CD98hc-Proteins
4.2.1 Selektionsverfahren und strukturelle Untersuchung von ahCD98hc Anticalinen

Eine wichtige Voraussetzung fiir die erfolgreiche Selektion neuartiger Bindereagenzien
zur zielgenauen Adressierung von CD98hc war die Darstellung der auf der Zelloberfliche
zugdnglichen Ektodomidne des Membranproteins in einer fiir den Anticalin-Entwick-
lungsprozess geeigneten Form. Hierzu wurde die l0sliche extrazellulire Domine des
menschlichen CD98hc (UniProt ID: P08195-2, Reste Glu'''-Ala*?°; berechnete Masse
48,4 kDa) sowohl als unglycosyliertes Protein (hCD98hcED) in E. coli BL21 als auch in
nativer glycosylierter Form (hCD98hcEDg) in menschlichen embryonalen Nierenzellen

hergestellt.

Die heterologe Proteinproduktion in E. coli ist mit mehreren Vorteilen verbunden. So
besitzt das genetisch sehr gut charakterisierte Gram-negative Bakterium kurze Generati-
onszeit, es kann schnell in kostengiinstigen Néhrmedien zu hohen Zelldichten wachsen
und es konnen im Prinzip hohe Proteinausbeuten erreicht werden (Swartz, 2001). Ande-
rerseits ist die gentechnische Herstellung von Glycoproteinen mit diesem Wirtsorganis-
mus nicht moglich, so dass fiir diese besondere Anforderung auf ein eukaryotisches Ex-
pressionssystem humanen Ursprungs zuriickgegriffen wurde. Obwohl die Glycosylierung
von Membranproteinen oder sekretorischen Proteinen einen Einfluss auf deren Faltungs-
stabilitdt und Oligomerisierungszustand haben kann (Kayser et al., 2011), erwies sich
diese als nicht erforderlich fiir die korrekte Faltung von CD98hcED. Tatsédchlich lieB sich
dieses mit hoher Ausbeute in monodisperser und monomerer Form mit beiden Expressi-

onssystemen produzieren.

Analysen mittels GroBenaufschlusschromatographie zeigten, dass die vier experimentell
verifizierten N-Glycosylierungsstellen des nativen hCD98hc (Asn?%4, Asn?%, Asn*?* und
Asn*®) mit ca. 32% zu der apparenten Masse des rekombinanten hCD98hcEDg (73,1
kDa) beitragen. Die starke Glycosylierung zeigte sich ebenfalls in Form von verzogerter
und inhomogener elektrophoretischer Mobilitdit von hCD98hcEDg in der SDS-PAGE
verglichen mit der unglycosylierten hCD98hcED aus E. coli. Zudem konnte die Glycosy-
lierung von hCD98hcEDg in eukaryotischer Suspensionskultur mittels Deglycosylierung
durch PNGase F und anschlieBende SDS-PAGE-Analyse nachgewiesen werden.
PNGase F hydrolysiert die N-glycosidische Bindung zwischen dem ersten N-

Acetylglucosamin (GlcNac)-Kernzucker des Oligosaccharids und dem entsprechenden
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Asparaginrest des Glycoproteins, was die Abspaltung des gesamten posttranslational an-

gefligten Glycans unter Bildung eines Asp-Restes bewirkt (Elder & Alexander, 1982).

Die starke Glycosylierung der hCD98hcEDg hitte die in vitro Selektion von Anticalinen
mittels Phage Display wegen der begrenzten sterischen Zuginglichkeit von Oberflé-
chenepitopen maskieren konnen, ein Phidnomen, das bei der Selektion von Anticalinen
gegen das prostataspezifische Membranantigen (PSMA) beobachtet wurde (Barinka et
al., 2016). Um harsche Reaktionsbedingungen zur Entfernung der komplexen Oligosac-
charide zu vermeiden, wurde die in E. coli produzierte unglycosylierte Ektodoméne als
Zielmolekiil fiir die Selektion mittels Phage Display verwendet. Dennoch war die Herstel-
lung der glycosylierten extrazelluldren Domaine fiir spitere Screening-Versuche und Bin-
dungsstudien unabdingbar, auch um die Eignung selektierter Anticaline fiir den Einsatz
in vivo zu untersuchen und den Einfluss der N-Glycosylierung auf die Interaktion mit

dem Zielmolekiil zu ermitteln.

Die N-terminale Fusion des Biotin-Akzeptorpeptids (BAP) (Beckett et al, 1999) mit
CD98hcED und die gleichzeitige Expression der Biotin-Proteinligase (BirA) in beiden
Expressionssystemen erlaubte die intrazelluldre ortsgerichtete Kopplung des Zielproteins
mit einer Biotingruppe. Diese Modifikation ermdglichte die Immobilisierung der Ekto-
doméne auf (Strept-)Avidin-beschichteten paramagnetischen Partikeln oder anderen
Oberfléchen in einer natiirlichen Orientierung, wobei der distale Teil der Ektodoméne in
Richtung Losungsmittel zeigt und fiir die Bindung von Lipocalin-Varianten sowohl wih-
rend Selektion und Screening als auch bei Bindungsstudien zuginglich ist. So wurde bei
der Selektion die Identifizierung von Lipocalin-Varianten begiinstigt, welche das

CD98hc-Membranprotein in seiner natiirlichen Form auf der Zelloberfldche binden.

Fiir die Selektion von Anticalinen gegen die grofle extrazellulire Domédne des hCD98hc-
Proteins wurde eine bereits fiir andere Zielstrukturen erfolgreich angewandte Zufallsbib-
liothek auf der Grundlage des humanen Lipocalins Lcn2 herangezogen (Gebauer et al.,
2013). Gerade das Grundgeriist von Lcn2 ist aufgrund seiner im Vergleich zu anderen
menschlichen Lipocalin-Vertretern weit gedffneten Bindungstasche besonders gut geeig-
net, um neben kleinen Molekiilen bzw. Molekiilkomplexen auch groBere, proteinbasierte
Zielstrukturen zu binden. Aufgrund der ausgewogenen Verteilung der insgesamt 20 fiir
die ortsgerichtete Randomisierung ausgewidhlten Aminosdurepositionen innerhalb der
strukturell variablen Schleifenregionen am offenen Ende der B-Fassstruktur konnten in

der Vergangenheit bereits vielversprechende Bindereagenzien fiir diverse Protein-
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Zielstrukturen (z.B. ED-B, Hsp70, VEGFR-3 oder PSMA), Peptide (z.B. monomeres Af})
sowie fiir biomedizinisch relevante Haptene (z.B Colchicin, oder Petrobactin) aus der
gleichen Anticalin-Zufallsbibliothek selektiert werden (Deuschle et al., 2020c; Ilyukhina
et al., 2020; Rothe & Skerra, 2018).

In dieser Arbeit wurden nach sechs Selektionsrunden mittels Phage Display drei unab-
héngige hCD98hc-spezifische Lipocalin-Varianten — P3D11, P3A12 und P1E4 — durch
ELISA-Screening identifiziert und anschlieBend in E. coli als 16sliche Proteine expri-
miert. Die drei aus der naiven Lcn2-Bibliothek selektierten Anticaline besaflen bereits
Dissoziationskonstanten im picomolaren bis einstelligen nanomolaren Bereich bei gleich-
zeitig stabilem Monomerverhalten, was erneut die Leistungsfiahigkeit dieser Bibliothek
veranschaulicht. Die ndhere Analyse des Bindungsverhaltens der Anticaline durch SPR-
Messungen offenbarte zudem, dass alle drei Lipocalin-Varianten das Zielprotein kompeti-
tiv und daher mit sich iiberlappenden Epitopen binden. Weitere SPR-Studien mit der im-
mobilisierten hCD98hcEDg zeigten, dass die Glycosylierung des Zielproteins keinen Ein-
fluss auf die Dissoziationskonstanten von P3D11 und P3A12 hat, die Bindung von P1E4
jedoch signifikant schwicht (~ 100-fach). Diese Beobachtung kann durch Abweichungen
in der relativen Orientierung der verschiedenen Anticaline gegeniiber hCD98hcED erklart
werden, was zu unterschiedlicher Beeinflussung der Bindung durch die sterisch an-
spruchsvollen Kohlenhydratseitenketten in direkter Nachbarschaft des jeweiligen Epitops
fiihrt. Eine solche Art der Paratop-Plastizitdt wurde auch fiir die verschiedenen Anticaline
nachgewiesen, die zur Bindung der Extradoméne B des onkofetalen Fibronektins entwi-
ckelt wurden (Schiefner et al., 2018). Die Anticaline P3D11 und P3A12 zeigten einen
sehr dhnlichen Satz von Aminosdureaustauschen, wobei 8 der 19 (bei P3D11) bzw. 20
(bei P3A12) diversifizierten Reste identisch waren. Regionen mit hoher Ubereinstim-
mung der Aminosduresubstitutionen waren die Peptidschleifen #1 und #2 sowie ihre an-
grenzenden [-Stringe A + B bzw. C + D. Dies legt den Schluss nahe, dass diese beiden
Bindeproteine hCD98hcED in sehr dhnlicher Orientierung binden.

Zur genaueren Bestimmung der iiberlappenden Epitope, in der die drei selektierten Anti-
calin-Kandidaten das Membranprotein binden, und um die hochaffine molekulare Wech-
selwirkung von P3D11 mit der Ektodoméne zu verstehen, wurde dieses Anticalin zu-
sammen mit der hCD98hcED kristallisiert und rontgenkristallographisch untersucht. Der
Komplex aus P3D11 und hCD98hcED mit N-terminalem Strep-tag II wurde zunéchst

durch GroBenaufschlusschromatographie isoliert, um eine 1:1-Stochiometrie zu gewihr-
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leisten. Der hCD98hcED*P3D11-Komplex kristallisierte in der Raumgruppe C2 mit je
zwei Polypeptidketten pro asymmetrischer Einheit und wurde bei einer Auflosung von
1,8 A verfeinert. Die Kristallstruktur des biomolekularen Komplexes zeigte, dass das se-
lektierte Anticalin iiber seine vier strukturell variablen Schleifen #1 bis #4 am offenen
Ende des (-Barrels an einen membran-distalen Teil von hCD98hcED bindet. Die Achse
des p-Barrels von P3DI11 ist dabei gegeniiber der Achse des TIM-Barrels von
hCD98hcED um etwa 45° geneigt. Die Kontaktfliche zwischen beiden Proteinen stellt
mit 1473 A2 die groBte begrabene Oberfliche (engl.: Buried Surface Area, BSA) dar, die
bislang fiir Anticalin*Protein-Komplexe beobachtet wurde. Sie ist durch vielfaltige inter-
molekulare Wechselwirkungen (u.a. 15 Wasserstoftbriicken und 3 Salzbriicken) gekenn-
zeichnet. Zum Vergleich zeigen die meisten Antikorper wie auch alternative Bindeprotei-
ne mit Proteinantigenen eine begrabene Oberfliche um 900 A? (Gilbreth & Koide, 2012;
Janin et al., 2007).

Das Epitop von hCD98hcED umfasst im Wesentlichen zwei Peptidschleifen, L1 (Reste
128 — 137) und L2 (Reste 374 — 404), die auf den ersten und den achten B-Strang des
TIM-Barrels von CD98hcED folgen. Dabei dringt die Peptidschleife L2 tief in die kelch-
formige Bindungstasche des Anticalins ein, trigt mit ca. 75% zur Kontaktfliche bei und
stellt somit das Hauptepitop dar. Das Epitop von P3D11 liegt auBerdem in einem Teil der
extrazelluliren Doméne, der trotz dynamischer Bewegungen des CD98-Heterodimers
standig zuganglich ist (Chiduza et al., 2019) und somit den Aminoséduretransport iiber die
CDO98lc-Untereinheit nicht beeintrachtigen sollte. Diese Annahme wird durch den Befund
gestiitzt, dass der in klinischen Studien untersuchte mAk IGN523, welcher ebenfalls die
Peptidschleife L2 (Reste 374—401) von hCD98hcED bindet, keinen negativen Einfluss
auf die Funktionalitit des Aminosiuretransporters hat (Hayes et al., 2015). Im Gegensatz
zu den hier selektierten Anticalinen wurde IGN523 nicht mittels eines in vitro Selekti-
onsverfahrens identifiziert, sondern wurde durch Immunisierung von Méusen in Verbin-
dung mit der Hybridom-Technik generiert. Die Erkennung der identischen und auf der
Proteinoberfliche gut zuginglichen Peptidschleife von hCD98hc durch Anticalin P3D11
und IGN523 unterstiitze bereits nach der strukturellen Aufkldrung des Komplexes aus
hCD98hcED und P3D11 die Hypothese, dass das Anticalin die molekulare Zielstruktur
genau wie IGN523 auch in seiner natiirlichen Umgebung auf der Zelloberfliche binden
konnte. Zudem konnte durch die Modellierung der Glycosylierung der CD98hcED ge-

zeigt werden, dass zwei der vier N-Glycane zwar in direkter Umgebung des Epitops lie-
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gen, jedoch nicht mit der Bindung des Anticalins interferieren, in Einklang mit den Er-

gebnissen der SPR-Messungen mit hCD98hcEDg.

4.2.2 Bakterielles Surface Display als Grundlage fiir die Selektion von Bindeproteinen

mit verbesserten Eigenschaften

Obwohl die Lipocalin-Variante P3D11 mit ihrer picomolaren Dissoziationskonstante ge-
geniiber hCD98hc sowie einer sehr langen Halbwertszeit der Dissoziation (Kp = 0,15 nM,
Kon = 2,2 x 10° M! x 71, koir = 3,2 x 10 s7!, 112 = 359 min) bereits nahezu optimale Ei-
genschaften fiir die zielgerichtete Adressierung von CD98hc in vivo besall, zeigte dieser
Anticalin-Leitkandidat eine iiberraschend geringe thermische Stabilitdt. Gerade ldngere
Inkubation bei 37 °C, um die Temperatur im menschlichen Blut oder im Tiermodell zu
simulieren, offenbarten erhohte Aggregationstendenz. Da diese ungiinstige Eigenschaft
von P3DI11 eine erhebliche Einschriankung fiir die weitere priklinische und klinische
Entwicklung bedeutet, war ein zentraler Bestandteil dieser Arbeit, die Faltungsstabilitét

dieses Anticalin-Leitkandidaten durch evolutives Protein-Design zu optimieren.

Da es selbst mit Hilfe bioinformatischer Verfahren schwierig ist, den Einfluss einzelner
und vor allem kombinierter Aminosdureaustausche auf Proteineigenschaften vorherzusa-
gen, sind kombinatorische Verfahren unter Anwendung von Hochdurchsatz-Screening
dem rationalen Protein-Engineering hiufig {iberlegen. Um die niedrige Temperaturstabili-
tat von P3D11 und gleichzeitig dessen Affinitét flir hCD98hc weiter zu verbessern, wurde
das Anticalin durch gerichtete Evolution unter Einsatz von Bacterial Surface Display
(BSD) einer Maturierung hinsichtlich beider Parameter unterzogen. Insbesondere der
BSD hat sich als leistungsstarke und robuste Methodik fiir die Optimierung von Antica-
lin-Eigenschaften bewéhrt (Barkovskiy et al., 2018; Binder et al., 2010; Friedrich et al.,
2018). Hierbei werden Anticalin-Varianten durch genetische Fusion mit der OmpA-
Signalsequenz am N-terminus sowie der modifizierten Translokationsdomine des Au-
totransporters EspP am C-terminus, iiber das Sec-Transportsystem zunéchst in das bakte-
rielle Periplasma geschleust und anschlieend auf der duBeren Membran der Bakterien
prasentiert. Auf diese Weise wird die plasmidkodierte genetische Information fiir eine
jeweilige Anticalin-Variante mit ihrem Phénotyp physikalisch gekoppelt. Die einfache
Kultivierbarkeit, schnelle Generationszeit sowie hohe Transformationseffizienz von

E. coli sind Schliisselfaktoren dieses Verfahrens, das die phanotypische Charakterisierung
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komplexer Proteinbibliotheken von >10° Varianten unter Hochdurchsatz-Analyse mit

fluoreszenzbasierten Zellsortiergeriten in Echtzeit zulésst.

Um Varianten von P3D11 mit verbesserter Temperaturstabilitit und erhohter Affinitét
gegeniiber hCD98hc zu selektieren, wurde eine Zufallsbibliothek mit moderater Amino-
sduremutationsrate von durchschnittlich etwa zwei Aminosdureaustauschen pro Antica-
lin-Variante generiert. Dem lag die Erwartung zugrunde, dass bereits der Austausch we-
niger Aminosdurepositionen einen nennenswerten Effekt auf die relevanten Parameter
haben kann. Ferner waren die Anwendung erhdhter Temperatur wéhrend der Proteinex-
pression sowie die Korrelation zwischen effizienter Proteinfaltung und funktioneller
Oberflachenprisentation (Konning & Kolmar, 2018; Traxlmayr & Shusta, 2017) der An-
ticalin-Varianten im BSD zielfiihrend. Hierzu wurde die Expression des membranveran-
kerten Proteins in E. coli bei 37 °C induziert, verglichen mit 26 °C bei dem urspriinglich
genutzten Phage Display, und zudem wurden nur solche Bakterien gesammelt, die sowohl
ein starkes Bindungssignal fiir hCD98hcED als auch ein hohes Signal fiir die Zelloberfla-

chenprésentation in den FACS-Experimenten zeigten.

Nach sechs Anreicherungszyklen konnten zahlreiche Mutanten identifiziert werden, die
nach Inkubation mit 1 nM hCD98hcED ein signifikant stirkeres Bindungssignal im Ver-
gleich zur Ausgangsvariante P3D11 zeigten. Angesichts der sehr niedrigen picomolaren
Dissoziationskonstante, musste das erhohte Bindungssignal (bei einer eingesetzten Kon-
zentration des Zielmolekiils, die ~7-fach iiber dem Kp-Wert von P3D11 lag) vor allem
auf eine effizientere Oberflichenprésentation durch verbesserte Proteinfaltung und/oder
Stabilitdt zuriickzufiihren sein. Die anschlieBende Sequenzanalyse ergab, dass die beiden
Aminoséduresubstitutionen Gly81Val und Phe71Ser — lokalisiert in Loop #2 und pB-
Strang D von P3D11 — fiir verstirkte Bindungssignale im BSD von entscheidender Be-
deutung sind. Bemerkenswerterweise trugen alle untersuchten Varianten von P3D11 die
Mutation Gly81Val, wohingegen die Substitution Phe71Ser in 50% der Félle auftrat, al-
lerdings begleitet von weiteren Aminosduresubstitutionen. Folglich wurde die Variante
DI11vs, in der nur diese beiden Mutationen vereint wurden, als l6sliches Protein im pripa-
rativen Maf3stab hergestellt. Hierbei lieferte die deutlich erhdhte Proteinausbeute der Va-
riante D11vs im Vergleich zu P3D11 (ca. Faktor 5) ein weiteres Indiz fiir eine Erhohung

der Faltungsstabilitit.

Die Analyse der thermischen Entfaltung mittels CD-Spektroskopie (in PBS und bei phy-

siologischem pH-Wert) bestétigte einen signifikanten Anstieg der Schmelztemperatur
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(Twm) von D11vs (Tm = 63,5 °C) um 8,3 °C gegeniiber P3D11. Auffallend war auBerdem
die deutlich erhohte Steigung des Entfaltungsiiberganges von D11vs, welche durch erh6h-
te Kooperativitit des Faltungs-/Entfaltungsprozesses zu erkliren ist. Dies spiegelt sich in
einer hoheren Denaturierungsenthalpie (AHm) wieder und resultiert letztlich in einer er-
hohten extrapolierten freien Enthalpie der Entfaltung (AGu) unter Standardbedingungen
(25 °C). Diese Befunde standen im Einklang mit der beobachteten geringeren Aggregati-
onstendenz von D1lvs im Vergleich zu P3D11 im Verlauf der Inkubation bei 37 °C.
Dariiber hinaus zeigte die Variante D11vs sogar verbesserte Affinitit zu hCD98hcED
(Kp = 0,06 nM, kon = 4,5 x 10° M x s71 koer= 2,6 x 10 57!, 112 = 442 min), was sowohl
leicht schnellerer Assoziationsrate wie auch langsamerer Dissoziationsrate im Vergleich

zu P3D11 zu verdanken war.

Anhand der strukturellen Informationen {iber den biomolekularen Komplex aus
hCD98hcED und P3D11 lésst sich eine plausible Erklarung fiir die verbesserte Stabilitdt
und Affinitit der Anticalin-Variante D11vs ableiten: Gly®! wurde im Verlauf der ur-
spriinglichen Phage Display Selektionskampagne eingefiihrt und ersetzte das in wtLcn2
vorhandene Arg®!, offenbar um ausreichend Platz fiir die Bindung des Zielmolekiils zu
schaffen. Aufgrund des Fehlens einer Seitenkette bewirkt Glycin jedoch eine erhdhte
konformationelle Flexibilitdt des Peptidriickgrats, was zu einer Destabilisierung des -
Barrels fiihrt. Die Substitution durch die B-verzweigte Aminosdure Valin reduziert diese

ungiinstige Flexibilitdt (Matthews et al., 1987).

Zudem bildet P3D11 in dieser Region eine hydrophobe Kavitdt, die von den Aminosdu-
reresten Tyr%, Gly®!, Phe® und Leu®* ausgekleidet wird, von denen auch Tyr®® wihrend
der urspriinglichen Selektion des Anticalins eingefiihrt wurde. Dieser destabilisierende
Hohlraum wird durch die hydrophobe Seitenkette von Valin gefiillt. Zusétzlich zu diesem
stabilisierenden Effekt auf die Proteinfaltung vergroBert Val®! die Kontaktfliche mit dem
Zielmolekiil hCD98hcED und trédgt so auch zur Erhéhung der Affinitidt von D11vs bei.

Ferner erméglicht der Ersatz von Phe’! durch Ser die Bildung stabilisierender Wasser-
stoffbriickenbindungen mit den Resten Asn'’* und Lys®’. Gleichzeitig fiihrt die kleinere
Serin-Seitenkette vermutlich dazu, dass sich die Peptidschleife #2 des Anticalins leicht
von der Achse des -Barrels wegbiegen kann, was mehr Platz fiir die Bindung des Ziel-

molekiils schafft.
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Zusammenfassend verdeutlicht diese Studie sehr eindrucksvoll die Leistungsféhigkeit der
gerichteten Evolution zur Identifizierung relevanter Aminoséuresubstitutionen fiir die

Optimierung von Proteineigenschaften unter Anwendung des BSD-Verfahrens.

4.2.3 Zielgerichtete Adressierung von hCD98hc durch Anticaline mit bildgebenden Ver-

fahren

Die Evaluierung der Féhigkeit des Anticalins zur Bindung des Zielmolekiils in seiner
nativen Umgebung auf der Oberfldche von Tumorzellen sowie nach intravendser Injekti-
on in einem Tiermodell in vivo war ein zentraler Gegenstand dieser Arbeit. Fiir Studien
an Miusen wurde eine modifizierte Version des Anticalin-Leitkandidaten D11vs mit mo-
derat verlangerter Plasma-Halbwertszeit unter Anwendung der PASylation®-Technologie
(Schlapschy et al., 2013; Binder & Skerra, 2017) entwickelt. Zu diesem Zweck wurde ein
strukturell ungeordnetes Polypeptid mit insgesamt 200 Prolin-, Alanin- und Serinresten
(PAS200) genetisch mit dem C-Terminus des Anticalins fusioniert, wodurch dessen hyd-
rodynamisches Molekiilvolumen erhdht wurde, was letztlich eine verzdgerte Nierenfiltra-
tion zur Folge hat. Die moderate Verldngerung der Zirkulationsdauer im Organismus hat
im Zusammenhang mit nuklearmedizinischer Bildgebung bereits in fritheren Studien —
bei der Verwendung von Anticalinen (Friedrich ef al., 2018) wie auch Fab-Fragmenten
(Mendler et al., 2015a; Mendler et al., 2015b) — gezeigt, dass die Feinabstimmung der
GroBe des Bindeproteins bzw. seiner Pharmakokinetik einen positiven Effekt auf die Ak-
kumulation im Tumorgewebe sowie den Bildgebungskontrast hat. Im Gegenzug zu kon-
ventionellen Verfahren der Plasma-Halbwertszeit-Verldngerung, wie bspw. der PEGylie-
rung, kann bei der PASylierung auf chemische Kopplungsschritte verzichtet werden, was
die Herstellung eines monodispersen Proteinpraparats ohne Beeinflussung seiner biologi-

schen Aktivitdt und Affinitdt erleichtert (Binder & Skerra, 2017).

Ein weiterer entscheidender Aspekt beim Design proteinbasierter Biologika zur gezielten
Adressierung von Oberflichenmarkern im Anwendungsbereich der Theranostik ist, neben
der Verwendung eines hochspezifischen Bindemoduls (hier dem Anticalin) fiir eine Ziel-
struktur, groBtmogliche Flexibilitdt bei der Auswahl funktionell passender Effektor-
molekiile (wie bspw. niedermolekulare Cytostatika, Nahinfrarot-Fluoreszenzfarbstoffe,
Radiochelatoren oder Proteintoxinen) fiir entsprechende Anwendung. Somit wurde

D11vs-PAS200, als eine mogliche Option zur Kopplung mit verschiedensten niedermole-
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kularen Effektormolekiilen, am C-Terminus des PAS-Anhéngsels mit einem freien Cys-
tein-Rest ausgestattet. Dieser gestattet die ortsspezifische Konjugation mit Maleimid-
funktionalisierten chemischen Gruppen und ermdoglicht so die Verwendung des Anticalins
fiir die in vitro- und in vivo-Bildgebung wie auch als Drug Carrier (Ravasco ef al., 2019).
Aufgrund der groen Distanz zwischen der natiirlichen Disulfidbriicke innerhalb des An-
ticalins (Cys’® und Cys'’) und dem am Ende des PAS-Anhingsels angefiigten freien
Cystein-Rest, wird die Ausbildung unerwiinschter intramolekularer Disulfidspezies weit-
gehend unterdriickt. Mit der ortsspezifischen Kopplung an die Thiolgruppe des Cystein-
Rests kann auf statistische Markierungsverfahren —wie die lodierung von Tyrosin-Resten
(Fraker & Speck, 1978) oder die Kopplung mit Lysin-Seitenketten unter Einsatz von N-
Hydroxysuccinimid-Estern (Kalkhof & Sinz, 2008) bzw. Isothiocyanaten (Nakamura et
al., 2009) — verzichtet werden, welche negativen Einfluss auf die Affinitét der jeweiligen
Anticaline haben konnten. Generell werden bei kleinen Bindeproteinen wie Anticalinen,
Fab-Fragmenten oder anderen alternativen Scaffolds, im Vergleich zu Antikdrpern statis-
tisch gesehen hédufiger auch Aminosdurereste innerhalb der Bindungstasche konjugiert,

was die biomolekulare Erkennung des Zielmolekiils beeintrachtigen kann.

Die Féhigkeit von D11vs-PAS200, den Tumormarker hCD98hc in seiner nativen zellulé-
ren Umgebung zu binden, wurde durch zytofluorometrische Experimente und Immunflu-
oreszenzmikroskopie untersucht. Hierzu wurde der Nahinfrarot-Fluoreszenzfarbstoff Sul-
fo-Cy5.5 mit dem PASylierten Anticalin konjugiert. Starke Bindungssignale in der zy-
tofluorometrischen Analyse bzw. eine starke Farbung des Cytoplasmas und der Membran
bei der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde fiir alle untersuchten menschlichen Krebs-
zelllinien erhalten. Die hierzu angewandten Zelllinien stammen von unterschiedlichem
Ursprungsort ab und zeigen variierendes Expressionslevel des Tumormarkers. Die Spezi-
fitdt der Bindungssignale wurde in drei unterschiedlichen Kontrollexperimenten iiber-
priift: (i) unter Verwendung des Sulfo-Cy5.5-markierten PASylierten wtLcen2, welches
keine Affinitit gegeniiber hCD98hc besitzt, (i1) durch Blockadeexperimente mit unmar-
kiertem PASylierten D11vs und/oder der 16slichen hCD98hcEDg sowie (iii) durch Ana-
lyse einer HEK293T Zelllinie, in der das SLC3A2 Gen kodierend fiir hCD98hc homozy-
got mittels CRISPR/Cas9 inaktiviert war (Fuchs et al., 2018). Mit diesen Reagenzien
bzw. Experimenten konnte die hohe Spezifitit des Anticalins D11vs fiir hCD98hc und
somit dessen grundsitzliche Eignung zur zielgenauen Detektion des Tumormarkers auf

Krebszellen bestétigt werden.
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Die Anwendbarkeit des PASylierten Anticalins zur zielgerichteten Adressierung von
hCDO98hc in vivo wurde mit Hilfe von PET/CT-Bildgebungsstudien sowie in einer Bio-
distributionsstudie an Xenotransplantat-Mausmodellen mit humanen Tumoren untersucht.
Hierzu wurde das PASylierte D11vs iiber den freien Cystein-Rest mit einem Maleimid
funktionalisierten Deferoxamin konjugierte und fiir anschlieBende nuklearmedizinische
Bildgebungsstudien mit *Zr-markiert. Die Tumore wurden ausgehend von den humanen
Krebszelllinien Ramos und PC-3 generiert, nachdem CD98hc als vielversprechender Tu-
mormarker fliir Lymphome (Salter et al,, 1989) und andere hdmatologische Krebsarten
(Bajaj et al., 2016) beschrieben wurde und ebenfalls im metastasierenden Prostatakarzi-
nom iiberexprimiert wird (Wang et al., 2013; Papetti & Herman, 2001). Die Ramos-
Tumor-Xenotransplantate zeigten allerdings sehr schnelles, heterogenes und infiltrieren-
des Wachstumverhalten, was diese schwierig in der Handhabung machte und die Abgren-
zung auf den PET-Bildern erschwerte. Folglich wurden nur die PC-3-Xenotransplantate

fiir weitere Experimente verwendet.

In den PET/CT-Bildgebungsstudien konnten die PC-3 Tumor-Xenotransplantate sehr gut
visualisiert und klar vom umgebenden Gewebe abgegrenzt werden, wobei der beste Bild-
gebungskontrast 24 h post injectionem (p.i.) erreicht wurde. Dies stand im Einklang mit
vorangegangenen Bildgebungsstudien unter Anwendung anderer PASylierter Bindeprote-
ine mit gleicher Linge des PAS-Anhidngsels (Friedrich ef al., 2018; Mendler et al.,
2015a). Zudem zeigte das PASylierte Anticalin sehr homogene Verteilung innerhalb der
Tumore, wie anhand von Gewebeschnitten 72 h nach der Tracer-Injektion durch Autora-
diographie dokumentiert wurde. Eine Biodistributionsanalyse 24 h p.i. belegte zudem
eine hohe Aufnahme des Radiopharmazeutikums von 8,6 + 1,1% der injizierten Dosis pro
Gramm Tumormasse. AuBlerdem wurde ein hoher Tumor-zu-Blut-Kontrast von 11,8:1
24 h nach Injektion erreicht. Diese Ergebnisse liefern gute Indizien dafiir, dass mit dem
molekularen Design des Protein-Tracers bereits ein guter Kompromiss beziiglich Zirkula-
tionsdauer und Tumoraufnahme bzw. Gewebepenetration erreicht wurde. Gleichzeitig
durchgefiihrte Blockadeexperimente mit unmarkiertem PASyliertem Anticalin bestitigten
zudem die ausgepragte Spezifitit von D11vs. Nach Blockierung des hCD98hc-Epitopes
waren die Tumore auf den PET/CT-Bildern kaum noch vom umliegenden Gewebe ab-
grenzbar. Ex vivo Biodistributionsanalysen ergaben ebenfalls eine signifikant verringerte
Aufnahme des Radiopharmazeutikums um ~ 40% verglichen mit den Tieren ohne vo-

rausgegangene Injektion des unmarkierten PASylierten Anticalins.
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Neben der starken Akkumulation von Strahlung in den Tumoren war auch eine Aufnah-
me in Leber und Nieren bzw. Blase, also Organen, die an der Ausscheidung des protein-
basierten Radiopharmazeutikums beteiligt sind, sowie Gelenken und Milz detektierbar.
Bei der Aufnahme von Radioaktivitit in Niere Leber, Gelenke und Milz handelt es sich
um ein fiir Protein-Metallchelatkomplexe bekanntes Phinomen, welches sich vornehm-
lich durch die begrenzte Komplex-Stabilitét erkldren lésst, die u.a. auch fiir den linearen
Chelator Deferoxamin in Kombination mit dem Radiometall 3°Zr(IV) bekannt ist
(Mendler et al., 2015b; Abou et al., 2011). Da sich die Signale in Gelenken und Nieren
der Méuse mit oder ohne blockiertes CD98hc-Epitop nicht signifikant unterschieden,
kann davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um eine unspezifische Aufnahme
von  Radioaktivitdit  handelt. = Auflerdem  wurde in einer  Nahinfrarot-
Fluoreszenzbildgebungsstudie unter Anwendung des Sulfo-Cy5.5-markierten PASylier-
ten D11vs beobachtet, dass 24 h p.i. ausschlieBlich Signale in Tumor und Niere auftraten
(Daten nicht gezeigt). Durch Verwendung eines ¥Zr-Chelatbildners mit hoherer in vivo
Stabilitdt im Vergleich zu Deferoxamin, wie beispielsweise Fusarinin C — einem von As-
pergillus fumigatus produzierter cyclischer Chelator (Summer et al., 2018a; Summer et

al., 2018b) — konnte zumindest ein Teil dieser Nebenaktivitdten vermieden werden.

Wihrend die vorliegenden Bildgebungsstudien den konzeptionellen Beweis zur Nutzung
der spezifischen Erkennung von CD98hc durch das PASylierte Anticalin D11vs auf Tu-
morzellen fiir die nicht-invasive biomedizinische PET/CT-Bildgebung liefern, konnen
nun verschiedene Anwendungen in Betracht gezogen werden. Ein mogliches Einsatzge-
biet des in dieser Arbeit entwickelten aCD98hc Anticalins in der Onkologie ist im Be-
reich der Behandlung und Diagnose von Gehirntumoren zu sehen. Im Falle von Gliomen
und Gehirnmetastasen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass CD98hc zusammen
mit dem Transporter Lat-1 iiberexprimiert ist, beide andererseits aber mit geringerer Ab-
undanz im angrenzenden normalen Gehirngewebe vorliegen (Haining et al., 2012; Papin-
Michault et al., 2016). Aufgrund der selektiven Natur der BHS ist die Zugénglichkeit von
Wirkstoffen fiir die Therapie oder Diagnose von krankhaften Verdnderungen im Gehirn

nach intravendser Applikation allerdings erheblich beeintrdchtigt (Zhan & Lu, 2012).

Eine leistungsfdhige Methodik zur Diagnose von Hirntumoren bei betroffenen Patienten
ist die Verwendung von Radiotracern auf der Basis von Aminosdureanaloga, wie O-(2-
['8F]-Fluoroethyl)-L-Tyrosin (FET), welche zu >80% von Lat-1 transportiert werden
(Sun et al., 2018; Heiss et al., 1999). Solche substratbasierten bildgebenden Diagnosever-
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fahren zeigen jedoch hdufig nur geringe Spezifitit und niedrige Sensitivitét fiir einen be-
stimmten Aminosduretransporter, was unter anderem auf die bidirektionale Natur des Lat-
1 Transporters und anderer System-L Transporter zuriickzufiihren ist (Hutterer et al.,
2013). Um diese Hiirde zu iiberwinden, wurde ein alat-1 mAk beschrieben, der den
hochspezifischen extrakraniellen Nachweis von Lat-1 in soliden humanen Xenotransplan-
tat-Tumoren in Mausmodellen ermdglicht (Ikotun et al., 2013). Trotz effizienter Bindung
der Zielstruktur und guter Visualisierung von Tumoren in vivo, werden mAk im allge-
meinen jedoch nicht effektiv in das Gehirn transportiert (St-Amour et al., 2013). Wie
bereits beschrieben, wurde CD98hc erst kiirzlich als neuer Transzytoserezeptor von En-
dothelzellen der BHS charakterisiert, der fiir den nicht-invasiven Transport von Arznei-
mitteln in das Gehirn mittels spezifischer Bindeproteine ausgenutzt werden kann
(Zuchero et al, 2016). Daher bieten die in dieser Arbeit entwickelten CD98hc-
spezifischen Anticaline eine hervorragende Mdglichkeit, die gezielte Abgabe therapeuti-
scher oder diagnostischer Substanzen an das Gehirn mit der hochspezifischen Bindung
eines Biomarkers zur Bekdmpfung von Gehirntumoren zu kombinieren. Die Féhigkeit
von D11vs und anderen aCD98hc-Anticalinen, die BHS zu iiberwinden und gezielt Tu-
morzellen im Gehirn zu adressieren, ist eine vielversprechende Anwendung, die in zu-

kiinftigen Studien evaluiert werden muss.

Dariiber hinaus kann durch Protein-Design das Format der aCD98hc-Anticaline fiir un-
terschiedliche Einsatzgebiete weiter optimiert werden. So stehen vielféltige Optionen,
gerade auch im Verbund mit der PASylation®-Technologie, zur maBgeschneiderten An-
passung der Wirkstoffeigenschaften, bspw. im Hinblick auf die Bindungsvalenz oder -
spezifitit sowie Zirkulationsdauer, zur Verfiigung. Die sterisch gut zugédnglichen N- und
C-Termini der Anticaline, welche nicht direkt an der Bindung der Zielstruktur beteiligt
sind, erlauben hohe Flexibilitéit bei der Formatierung, von multifunktionellen Fusionspro-
teinen, bspw. in Kombination mit weiteren Anticalinen, Enzymen oder Toxinen, dem Fc-
Teil von Immunglobulinen oder gar intakten Antikdrpern (Rothe & Skerra, 2018). Zudem
eroffnet die ortsspezifische chemische Konjugation der aCD98hc-Anticaline, bspw. mit
Nahinfrarot-Fluoreszenzfarbstoffen, Toxinen oder alternativen Radiometallchelatoren,

weitere Anwendungen in der Theranostik.
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4.3 Entwicklung eines Surrogat-Anticalins fiir priklinische Studien in der Maus

Die niedrige Aminoséduresequenzkonservierung an der Proteinoberfldche (~ 50%) sowie
das unterschiedliche Glycosylierungsmuster zwischen dem menschlichen und murinen
CDO98hc erschwert die Entwicklung von Bindeproteinen mit ausreichender Kreuzreaktivi-
tat fiir diese beiden Orthologe erheblich. Dies ist auch die Ursache dafiir, dass die
ohCD98hcED Anticaline ausschlielich das humane Membranprotein binden, wie durch-
gefiihrte SPR-Experimente belegen. Die Peptidschleife L2, welche das Hauptepitop der
human-spezifischen Anticaline darstellt, ist bei mCD98hcED um einen Rest kiirzer, trigt
ein zusétzliches N-Glycan — neben Asn**® auch an Asn*® — und zeigt groBere Sequenzun-
terschiede auf. Dies verhindert eine Kreuzreaktivitit der biomolekularen Erkennung in
diesem Bereich. Auch der mAk IGN523, der ebenfalls die Schleife L2 (Reste 374-401)
von hCD98hcED mit picomolarer Affinitéit erkennt, besitzt keine nachweisbare Affinitét
zu CD98hc der Maus (Lippincott et al., 2013).

Fiir praklinische Studien zur Bewertung der pharmakokinetischen und -dynamischen Pa-
rameter neuer Biologika (bspw. Beurteilung der Immun- und Reproduktionstoxizitdt oder
Bestimmung von Zielmolekiil-vermittelter Clearance) sind experimentelle Studien an
Nagetieren von grofler Bedeutung. Insbesondere fiir die Entwicklung von proteinbasierten
Wirkstoffen welche die BHS {iberwinden sollen, ist die Untersuchung des gerichteten
Hirntransports wie auch in der Folge pharmakologischer Effekte in Nagetiermodellen
entscheidend. Gerade im Hinblick auf die Expression in unterschiedlichen Geweben und
Blutzellen (siche The Humane Protein Atlas; Gen-Name: SLC3A2) (Uhlén et al., 2015)
konnen in geeigneten Tiermodellen die Effekte und das Sicherheitsprofil der zielgerichte-
ten Bindung des CD98hc-Proteins abgeschétzt werden. Die Bedeutung solcher Untersu-
chungen zeigt sich besonders am Beispiel des fiir den Eisenstoffwechsel essentiellen
Transferrin Rezeptor 1, dem aktuellen Goldstandard fiir die nicht-invasive und zielgerich-
tete Arzneimittelabgabe in das Gehirn (Paterson & Webster, 2016). Aufgrund der eben-
falls abundanten Expression in unterschiedlichen Geweben, deren Adressierung uner-
wiinscht ist, fiihrt die Bindung dieses Rezeptors am Hirnendothel — durch einen Antikor-
per oder dessen Fragmente — zwar zur erhohten Aufnahme eines gekoppelten Therapeuti-
kums in das Gehirn, jedoch konnen teils starke Nebenwirkungen in peripheren Organen
die Folge sein (Couch et al., 2013). Diese unerwiinschten Effekte konnen — falls im Um-
fang entsprechender préklinischer Studien erkannt — oftmals durch akkurates Design des

Therapeutikums bereits in frithen Phasen der Wirkstoffentwicklung zielgerichtet reduziert
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oder gar unterbunden werden (Weber et al., 2018). Leider fehlen zuverléssige in vitro
Modellsysteme der humanen BHS oder humanisierte transgene Mausstdmme, mit denen
das Wirkungs- und Sicherheitsprofil eines Therapeutikums mit hinreichender Aussage-
kraft studiert werden konnte. Im Falle von CD98hc wiirde die einfache Substitution der
extrazelluliren Doméne durch das menschliche Gegenstiick in einer transgenen Maus
aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der orthologen Proteine hochstwahrschein-
lich eine Dysfunktion des multifunktionellen Proteins hervorrufen, was die Situation zu-

sdtzlich erschwert (Sato et al., 2011).

Vor diesem Hintergrund sowie aufgrund eines gescheiterten Versuchs zur Selektion von
kreuzreaktiven Anticalinen zwischen den murinen und humanen CD98hc-Proteinen unter
Einsatz der beschriebenen Lcn2-Zufallsbibliothek mittels Phage Display (Daten nicht
gezeigt), wurde die Selektion eines Surrogatproteins fiir den humanspezifischen Antica-
lin-Leitkandidaten P3D11 bzw. D11vs angestrebt. Die Selektionskampagne fiir das maus-
spezifische Anticalin erfolgte methodisch analog zu der fiir die Anticaline gegen
hCD98hcED (d.h. hinsichtlich der verwendeten Lipocalin-Bibliothek, der Durchfiihrung
der Phage Display-Methode sowie des anschlieBenden ELISA-Screening). Da die huma-
nen und murinen CD98hc-Proteine unterschiedliches Glycosylierungsmuster aufweisen,

wurde bei der Selektion erneut das unglycosylierte Zielprotein verwendet.

Auf diese Weise wurde der Anticalin-Kandidat C1B12 mit picomolarer Affinitit gegen-
iiber der extrazelluliren Doméne von mCD98hc selektiert. Wie erwartet, waren auch bei
diesem Anticalin die meisten der 20 randomisierten Positionen innerhalb des Lcn2-
Gertists mutiert. SPR-Experimente mit hCD98hcED und der glykosylierten mCD98hcED
zeigten, dass C1B12 ein Epitop erkennt, das beim menschlichen CD98hc fiir eine Kreuz-
reaktivitdt nicht ausreichend hoch konserviert ist, sowie durch N-Glycosylierung aus ste-
rischen Griinden beim murinen CD98hc unzugénglich ist. Diese Befunde legten nahe,
dass die Lipocalin-Variante C1B12 die zwischen beiden Spezies hochst variable Peptid-
schleife L2 auf der membran-distalen Seite der extrazelluliren Domine erkennt. Diese
Vermutung wurde durch Losung der Struktur des biomolekularen Komplexes zwischen

dem Anticalin C1B12 und mCD98hcED mittels Rontgen-Kristallographie bestitigt.

Trotz der erheblichen Unterschiede der Aminosiureaustausche zwischen C1B12 und
P3D11/D11vs sind erstaunlich hohe Ahnlichkeiten beider Proteine bzgl. der Bindung des
Zielmolekiils zu beobachten. Beide Anticaline erkennen das jeweilige CD98hc-Antigen

mit picomolarer Affinitdt und &dhnlicher Bindungskinetik, besitzen vergleichbare begrabe-
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ne Oberfliche (C1B12 mit 1363 A2 und P3D11 mit 1473 A?) sowie die gleiche Anzahl an
Wasserstoffbriicken und Salzbriicken (15 bzw. 3) in der dreidimensionalen Struktur ihrer
Komplexe. Obwohl die beiden Bindeproteine das strukturell dquivalente Epitop in unter-
schiedlichen Orientierungen erkennen, stellt die hervorstehende Peptidschleife L2 in bei-
den Fillen mit ~ 75% aller Kontakte das dominante Strukturelement dar und ragt sehr tief

in die Bindungstasche der Anticaline.

Die Lipocalin-Variante C1B12 erkennt L2 vorwiegend iiber seine Schleife #4, den Kern
des B-Barrels und die Schleife #1, wihrend im Fall von P3D11 die Schleife #1, der Kern
des B-Barrels und die Schleife #2 die Wechselwirkungen mit L2 bestimmen. Interessan-
terweise ist bei beiden Anticalinen der Beitrag der Schleife #3 zur Kontaktflache im bio-
molekularen Komplex gering. Gleichzeitig zeigt diese Peptidschleife die grofite struktu-
relle Abweichung von wtLen2. Dies legt nahe, dass sich die Schleife #3 in beiden Féllen
von der Kelchachse wegbiegen muss, um Platz fiir die dichte Komplexbildung mit dem
jeweiligen CD98hc-Protein zu schaffen. Auch im Fall von Antikérpern sind nicht
zwangsldufig alle der insgesamt sechs CDRs direkt an der Antigenbindung beteiligt. In
beiden Anticalinen werden zudem nur etwa 50% der Kontaktfliche durch substituierte
Seitenketten und die andere Hélfte durch konservierte Reste des Len2-Grundgertists ver-

mittelt.

Das Anticalin C1B12 stellt somit hinsichtlich seiner grundlegenden Bindungseigenschaf-
ten (Affinitit, Bindungskinetik, Epitopspezifitit) ein ideales Surrogatprotein fiir den ge-
gen das humane CD98hc-Protein gerichteten Leitkandidaten P3D11/D11vs dar. Dennoch
ist die Anwendung dieses Bindeproteins in vivo aufgrund der beiden N-Glycane in der
Schleifenregion L2 nicht ohne weiteres moglich, da diese der Bindung der extrazelluldren
Domine von mCD98hc durch C1B12 im Wege steht. Dessen Anwendung erfordert daher
die Erzeugung eines transgenen Mausmodells, in welchem entsprechende Glycosylie-
rungsstellen mutiert sind, um die posttranslationale Verkniipfung von Zuckerstrukturen
mit Asn®% (Sequon: NES3#3-387) und Asn** (Sequon: NMT?°4l) zu unterbinden und so
die Erkennung des mCD98hc-L2-Epitops durch C1B12 im ansonsten nativen Kontext zu

ermoglichen.

Um dieses Konzept aus proteinfunktioneller Perspektive zu validieren, wurde eine ent-
sprechende mCD98hcED-Mutante mit den Aminosiuresubstitutionen N3%D sowie T*'A
als 16sliches Protein in E. coli sowie partiell glycosyliert —an Asn'%® und Asn?>°, jedoch

nicht an den Positionen Asn*®> und Asn*® — in humanen embryonalen Nierenzellen gen-
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technisch hergestellt. Beide Proteine wurden bis zur Homogenitét gereinigt, wobei mono-
disperse Prédparationen der monomeren CD98hcED-Proteine erhalten wurden. Die appa-
rente Molekiilgroe in SEC und SDS-PAGE der nicht glykosylierten mCD98hcED-
Mutante war vergleichbar der des nicht glykosylierten Wildtyp-Proteins. Die partielle
Glykosylierung der mCD98hcED-Mutante hingegen verursachte erwartungsgemil eine
Zunahme der apparenten Grofle im Vergleich zu den nicht glykosylierten mCD98hcED-
Proteinen, jedoch nicht in demselben Ausmal} wie bei dem in HEK-Zellen produzierten
vollstidndig glykosylierten mCD98hcED-Protein. Das Anticalin C1B12 behielt seine Bin-
dungsaktivitit gegeniiber der unglycosylierten und partiell glycosylierten mCD98hc-
Doppelmutante weitgehend bei, wobei die Affinitit nur etwa um den Faktor 3 abnahm.
Wihrend diese beiden Mutationen die N-Glycosylierung auch in vivo an Asn'®® und
Asn? verhindern, beeinflusste das Fehlen beider Oligosaccharide weder die Proteinfal-
tung noch die Stabilitdt von mCD98hcED negativ, was sich anhand hoher Proteinausbeu-
ten und stabilem Monomerverhalten der unglycosylierten und partiell glycosylierten Mu-
tante mCD98hcEDg(N*%D/T#!A) zeigte. Auch wenn die Glycosylierung von CD98hc
fiir die Wechselwirkung mit dem Lektin Galectin-3 von Bedeutung ist (Dalton et al.,
2007), sollte die Interaktion durch die zwei verbliebenen Glycosylierungsstellen gewihr-
leistet sein. Zudem beeinflussen die konservativen Aminoséduresubstitutionen im memb-
ran-distalen Anteil der TIM-Barrel-Doméne hochstwahrscheinlich nicht die Wechselwir-
kung mit den CD98lc-Proteinen. Nach Generierung dieses vorgeschlagenen Mausmodells
eroffnet das in dieser Arbeit entwickelte Anticalin-Paar die Moglichkeit, pharmakokineti-
sche und -dynamische Studien durchzufiihren, um die zielgerichtete Adressierung von
CDO98hc in vivo nicht nur in der Onkologie, sondern auch bei Erkrankungen des Zentral-

nervensystems zu bewerten.
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5. Zusammenfassung

Angesichts des weltweiten Anstiegs von Krebserkrankungen steht die Entwicklung bio-
pharmazeutischer Wirkstoffe und Diagnostika sowie die Evaluierung neuer krankheitsre-
levanter Zielmolekiile nach wie vor im Mittelpunkt biomedizinischer Forschungen. Die
Theranostik beschreibt eine neue Strategie in der Biomedizin, die eine zielgerichtete The-
rapie mit fortgeschrittenen diagnostischen Verfahren — auch zur Uberwachung des Be-
handlungserfolgs der Patienten — kombiniert, mit dem Ziel der prézisen personalisierten
Patientenversorgung. In den letzten Jahren konnten sich Anticaline, durch Protein-Design
generierte alternative Bindeproteine basierend auf dem Proteingeriist menschlicher Lipo-
caline, als neuartige Wirkstoffklasse mit vorteilhaften Eigenschaften gegeniiber den Anti-
korpern etablieren. Diese besitzen aufgrund hoher Flexibilitdt beziiglich ihrer Bindungs-
eigenschaften (Affinitit, Spezifitit, Valenz) und molekularen Formatierung grof3es Po-
tenzial fiir den Einsatz als Theranostika.

Das Ziel dieser Arbeit war es, auf der Grundlage der Anticalin-Technologie neuartige
Bindereagenzien fiir die schwere Polypeptidkette (engl.: heavy chain, hc) des Cluster of
Differentiation 98 (CD98) zu entwickeln. CD98 steht fiir eine Proteinfamilie heterodime-
rer Aminosduretransporter, in denen CD98hc mit einer von insgesamt sechs leichten Po-
lypeptidketten (CD98Ic) — als transportierende Einheit — kovalent verbriickt ist. CD98hc
stellt eine hochinteressante Zielstruktur fiir diagnostische und therapeutische Anwendun-
gen in der Biomedizin dar, nicht nur in der Onkologie sondern auch als potenzielle Ziel-
struktur fiir die nicht-invasive Adressierung von Wirkstoffen an das Gehirn.

Mit der Methode des Phage Display konnten aus einer naiven Lcn2-Bibliothek drei Anti-
caline mit hoher Affinitdt gegeniiber der extrazelluliren Doméne der humanen CD98hc
selektiert werden. Das Anticalin P3D11 erschien aufgrund picomolarer Dissoziations-
konstante (Kp = 150 pM) und langer Komplex-Halbwertszeit (ti2 = 359 min) vielver-
sprechend fiir die Anwendung im Bereich des molekularen Targetings. Aufgrund ausge-
priagter Aggregationstendenz bei Temperaturen >37 °C erwies es sich jedoch als notwen-
dig P3DI11 beziiglich seiner Faltungs- bzw. Temperaturstabilitit zu optimieren. Durch
evolutives Protein-Engineering unter Anwendung des E. coli Surface Display Selektions-
verfahrens wurde die Variante D11vs mit signifikant erhohter Schmelztemperatur und
Stabilitdt wie auch einem um den Faktor drei erhhten Kp-Wert erhalten. Die hohe und
spezifische Bindungsaktivitét gegeniiber der nativen humanen CD98hc konnte durch mik-

roskopische und cytofluorimetrische Interaktionsanalysen mit Tumorzelllinien unter-
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schiedlicher Ursprungsorgane verifiziert werden. Im Hinblick auf den zukiinftigen Ein-
satz in der Krebstheranostik wurde der Einsatz des Anticalin-Leitkandidaten D11vs in
einem humanen Xenograft-Tumormodell in Méusen untersucht. Hierfiir wurde das Anti-
calin durch Anwendung der PASylation®-Technologie mit moderat verlidngerter Plasma-
Halbwertszeit ausgestattet, mit dem Chelatbildner Deferoxamin konjugiert und anschlie-
Bend mit dem Radionuklid 3°Zr(IV) markiert. Mit diesem neuartigen Protein-Tracer konn-
ten die Xenograft-Tumore in PET/CT-Aufnahmen deutlich und mit guter Abgrenzung
zum umliegenden Gewebe visualisiert werden. Biodistributionsanalysen und autoradio-
graphische Aufnahmen offenbarten starke und spezifische Akkumulation (8,6 +
1,1% ID/g), mit homogener Verteilung von D11vs in den Tumoren, sowie ein sehr giins-
tiges Tumor-zu-Blut-Verhiltnis der Radioaktivitidt von 11,8:1. Diese Studien stellen die
erste erfolgreiche Nutzung von CD98hc als Zielstruktur fiir die nicht-invasive biomedizi-
nische PET/CT-Bildgebung dar.

Die fiir Bindeproteine zugéngliche extrazelluldre Doméne des Typ-II Transmembranpro-
teins CD98hc zeigt allerdings starke spezies-spezifische Unterschiede, insbesondere zwi-
schen dem menschlichen und dem murinen Orthologen auf. Aufgrund geringer Amino-
sdurekonservierung an der Proteinoberfliche und differenziellem Glycosylierungsmuster
beider Proteine besitzt D11vs keine Kreuzreaktivitit gegenliber CD98hc der Maus. Im
Zuge struktureller Studien deutete sich an, dass die Entwicklung eines fiir beide Spezies
geeigneten Bindereagenz nur schwer zu realisieren ist. Aus diesem Grund wurde ein Sur-
rogat-Anticalin analog zu dem human-spezifischen D11vs fiir préklinische Studien in der
Maus selektiert. Dieses Anticalin, C1B12, bindet murines CD98hc mit sehr dhnlicher
Affinitdt und Bindungskinetik im Vergleich zu D11vs. Zudem ergab die proteinkristallo-
graphische Strukturaufkldrung beider AnticalineCD98hc Komplexe, dass dieselbe expo-
nierte Schleifenregion im membran-distalen Bereich der Zielmolekiile von Mensch und
Maus gebunden wird. Aufgrund der extensiven Glycosylierung dieser Schleifenregion im
murinen CD98hc, kann das Anticalin C1B12 allerdings nur in einem transgenen Maus-
modell mit den Aminosduresubstitutionen N3*°D sowie T*°'A, womit die beiden sterisch
interferierenden Oligosaccharide entfernt sind, fiir die priaklinische Wirkstoffentwicklung
genutzt werden.

Mit den in dieser Arbeit entwickelten Anticalinen gegen CD98hc des Menschen und der
Maus stehen nun hochspezifische Bindereagenzien als vielversprechende Werkzeuge fiir
préklinische und potenziell auch klinische Anwendungen im Bereich der Krebstheranos-

tik zur Verfiigung.
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6. Abkiirzungen

AEX
Amp

AP

aTc

BAP
BSD
BHS
BSA

CD

CDR
CD98hc
CD98lc
m/hCD98hcED
CT

DAPI
Dfo

E. coli
ELISA
ESI-TOF-MS
FACS
Fab

Fc

FET

% ID/g
IMAC
IgGi
Kryo-EM
kon

Kot

Anionenaustauschchromatographie

Ampicillin

Alkalische Phosphatase

Anhydrotetracyclin

Biotin-Akzeptorpeptid

Bacterial Surface Display

Blut-Hirn-Schranke

Buried Surface Area

Circulardichroismus
Complementarity-Determining Region

Cluster of Differentiation 98 heavy chain

Cluster of Differentiation 98 light chain

CD98hc extrazelluldre Doméne von Maus/Mensch
Computertomographie
4,6-Diamidin-2-phenylindol

Deferoxamin

Escherichia coli

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Electrospray lonization — Time of Flight Massenspektrometrie
Fluorescence-Activated Cell Sorting

“Fragment Antigen Binding* der Immunglobuline
“Fragment Crystallizable* der Immunglobuline
O-(2-['8F]-Fluoroethyl)-L-Tyrosin

Prozent der injizierten Dosis pro Gramm Gewebe
Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography
Immunglobulin der Klasse Gi
Kryoelektronenmikroskopie

Assoziationsrate

Dissoziationsrate

Dissoziationskonstante
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Len2 Humanes Lipocalin 2

mAk Monoklonaler Antikorper

NGAL Neutrophilen Gelatinase-assoziiertes Lipocalin
ODx Optische Dichte bei Wellenldnge x

OmpA Outer Membrane Protein A

PBS Phosphate Buffered Saline

PEG Polyethylenglycol

PDB Protein Data Bank

PCR Polymerase Chain Reaction

PE Phycoerythrin

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PDL Poly-D-Lysin

RID Radio-Immundiagnostik

RMSD Root Mean Square Deviation

ROI Region of Interest

SAC StrepTactin-Affinitdtschromatographie

SCID Severe Combined Immunodeficiency

SDS Natriumlaurylsulfat

SPECT Single Photon Emission Computed Tomography
SEC Size Exclusion Chromatography

SPR Surface Plasmon Resonance

TIM Triosephosphat-Isomerase

TLC Thin Layer Chromatography

Tm Schmelztemperatur

Ti2 Halbwertszeit des biomolekularen Komplexes
Vu Variable heavy chain der Immunglobuline

VL Variable light chain der Immunglobuline

v/v Volume per Volume

wit Wildtyp

w/v Weight per Volume
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Structural differences between the ectodomains of murine and
human CD98hc
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Abstract
The CD98 heavy chain (CD98hc) constitutes both a promising cell surface target for
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the treatment of cancers and a transcytosis receptor potentially useful for the brain
delivery of therapeutics. However, pharmacokinetic studies and safety assessment of
cognate antibodies or nonimmunoglobulin binding proteins in rodents is hampered
by cross-species variability of both amino acid sequence and glycosylation pattern.
Here, we report the crystal structure of the murine CD98hc extracellular domain and
a comprehensive comparison with its human ortholog, revealing only one conserved
surface patch that is neither shielded by glycosylation nor by the cell membrane with
an accessible surface area typical for an antibody epitope. Our results imply the
necessity of a surrogate approach for CD98hc-specific binding proteins with predic-
tive power for clinical investigations.

KEYWORDS
blood-brain barrier, ectodomain, protein homology, species difference, tumor target

anti-CD98hc monoclonal antibody (mAb IGN523) was shown to block

cancer growth in xenograft studies.'?

1 | INTRODUCTION

The heavy chain of the cluster of differentiation 98 (CD98hc, also
known as 4F2hc or FRP-1) represents a multifunctional, N-glycosylated
type-ll transmembrane protein, which is disulfide-linked to one of six
multipass CD98 light chains (CD98lIc) to form heterodimeric amino acid
transporters.»? Apart from its regulatory role in the cell surface presen-
tation of CD98Ic polypeptides (eg, LAT-1),2 which effect transport of
essential amino acids, CD98hc participates in cellular signaling through
interaction with integrin p;- and B3-subunits,*® thereby promoting cel-
lular spreading, migration, survival and growth.

In line with these biological functions, overexpression of CD98hc
has been observed in various solid and hematological malignancies,
such as non-small cell lung cancer (NSCLC),® breast cancer,” colorectal
cancer® and acute myeloid leukemia (AML).? In general, the over-
expression of CD98 is associated with poor prognosis for cancer
patients,®*? thus rendering it a promising tumor target for diagnosis
and therapy. Indeed, treatment of patient-derived AML cells and of
established human lymphoma cell lines with a clinical stage humanized

Friedrich-Christian Deuschle and André Schiefner contributed equally to this work.

Beyond implications for cancer therapy, recent studies identified
CD9%8hc as a novel transcytosis receptor at the blood-brain barrier
(BBB), which appears suitable for the noninvasive drug delivery to the
brain via the molecular Trojan horse strategy.'>'* In this approach,
the transport of a systemically administered therapeutic agent across
the BBB into the parenchyma is enabled by fusion with a specific
binding protein for the transcytosis receptor. In fact, when targeting
murine CD98hc with an antibody in vivo, brain delivery of an anti-
BACE1 bispecific mAb was strongly increased in comparison to an IgG
control antibody.*

Thus, CD98hc constitutes a very attractive biomedical target for
the development of specific binding proteins such as antibodies or non-
immunoglobulin (non-Ig) binding proteins like Anticalins'® for various
theranostic applications. However, to allow a comprehensive preclinical
assessment of potential biopharmaceuticals with predictive power for
clinical development, including pharmacokinetic and pharmacodynamic
studies in rodents, corresponding binding proteins either have to show

significant species cross-reactivity or surrogate molecules need to be

Proteins. 2019;1-6.
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generated.*® In particular, for biomedical targets with low sequence
conservation among species and also differential glycosylation patterns,
generation of surrogate pairs is often indispensable and has been
reported for several clinically approved antibodies (eg, infliximab,
efalizumab, eculizumab or certulizumab pegol; see Table S1).

Of note, the extracellular domains of murine and human CD98hc
(mCD98hc-ED and hCD98hc-ED, respectively) share only a relatively
low sequence identity of 71% combined with an inconsistent glycosyl-
ation pattern. Therefore, while the structure of hCD98hc-ED has
been described recently,!” structural information for the mCD98hc-
ED appears of utmost interest for the design of biological agents suit-
able for the preclinical assessment of this receptor. Here, we report
the crystal structure of the mCD98hc-ED at 2.1 A resolution and pro-
vide a detailed comparison with that of hCD98hc-ED.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Crystallization and X-ray structure
determination

Description of the methods used for protein expression and purifi-
cation are available as Supporting Information. Purified mCD98hc-ED
was concentrated to 19.5 mg/mL and subjected to crystallization by
vapor diffusion in hanging drops at 20°C. Diffraction quality crystals
of plate-like morphology were obtained by mixing 1 pL of mCD98hc-
ED with 1 pL of reservoir solution containing 24% (w/v) polyethylene
glycol 3350, 100 mM Bis-tris propane/HCI pH 7.0 and 200 mM
NaySO4. The crystals were transferred into cryo-protectant consisting
of reservoir solution supplemented with 20% (v/v) ethylene glycol and
flash frozen in liquid nitrogen.

X-ray diffraction data were collected at the Helmholtz-Zentrum
Berlin, BESSY beamline 14.2,'8 and reduced with XDS*? (Table 1). The
crystal structure was solved by molecular replacement with Phaser®!
using hCD98hc-ED (Protein Data Bank [PDB] entry 2DH2)'” as
search model. Manual rebuilding and refinement were performed with
Coot?? and Refmac5,?® respectively (Table 1). Atomic coordinates and
structure factors of mCD98hc-ED have been deposited in the PDB

(www.rcsb.org/pdb) under the accession code 619Q.

2.2 | Structural analyses

Structural alignments were performed with SALIGN, and macromolec-
ular pocket sizes were determined with CASTp.242?5 Searches for
structural homologs were accomplished with the DALI structure com-
parison tool.2® Electrostatic surface potentials were calculated with
APBS?” while theoretical pl values were obtained from ProtParam.?®
Crystal packing analysis was performed with PISA?’ and molecular
graphics were prepared with PyMOL (Schrédinger, Cambridge, MA).
Complex N-glycans were modeled in an exemplary plausible conforma-
tion with Sweet-Il and combined with the crystal structure coordinates

t,30'31

using GlyPro assuming complex N-glycosylation of CD98hc as

previously determined by mass spectrometry for breast cancer cell

TABLE 1 Data collection and refinement statistics®

Data collection

Space group 1422
Unit cell parameters
a, b, c(A) 97.38,97.38, 218.98
a,py () 90, 90, 90
Wavelength (A) 0.9184
Resolution (A) 35.0-2.10 (2.20-2.10)
Completeness (%) 99.9 (99.9)
Number unique reflections 31 196 (3984)
Multiplicity 26.6 (28.1)
Mean I/6(]) 21.4(2.8)
Rmeas (%) 13.3(148.0)
Wilson B-factor (A?) 42.8
Refinement

Resolution (A) 34.45-2.10 (2.15-2.10)

Reflections (working) 29 690 (2159)

Reflections (test)? 1505 (111)
Reryst (%) 17.5(26.9)
Reree (%) 21.8(37.2)
Protein molecules per au 1

Number of atoms: protein/solvent® 3337/208
B-values of atoms: protein/solvent (A?) 40.7/44.3
Ramachandran plot®: favored/outliers (%) 96.7/0.5
RMSD bonds (A)/angles (°) 0.01/1.58

Abbreviation: RMSD, root-mean-square deviation.

#Values in parentheses refer to the highest resolution shell.

PTest set corresponds to 5% of all reflections.

“Solvent refers to waters, ions as well as ordered buffer or cryoprotectant
molecules.

9Ramachandran statistics were calculated with MolProbity.2°

lines.3? A schematic drawing of the modeled glycan side chains is pro-
vided in Figure S2.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | Structure of mCD98hc-ED

Crystals of mCD98hc-ED grew in space group 1422 with one molecule
per asymmetric unit (au) and diffracted X-rays to 2.1 A resolution
(Table 1). All residues of the ectodomain were resolved in the elec-
tron density, whereas the N-terminal Strep-tag Il was disordered.
Like the previously described orthologous hCD98hc-ED,” the struc-
ture of mCD98hc-ED resembles the fold of the a-amylase/glycoside
hydrolase family 13, which comprises a central TIM barrel core
domain (residues 108-432) and a C-terminal p-sandwich domain (resi-
dues 433-526; Figure 1). Currently, the most similar structure depos-
ited in the PDB is that of the cell-membrane-associated a-amylase
SusG (PDB entry 3K8K) from Bacteroides thetaiotaomicron, a Gram-

negative gut symbiont.>3 SusG comprises 650 residues; of those,
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365 Ca positions are equivalent to mCD98hc-ED, with 23% identical
residues, resulting in a root-mean-square deviation (RMSD) of 2.7 A.
Notably, similar to m/hCD98hc, the SusG enzyme is anchored via a
hydrophobic a-helix in the bacterial outer membrane which indicates
that CD98hc may have been acquired through horizontal gene trans-
fer and subsequently adapted as a component of heterodimeric
amino-acid transporters. Despite the conserved prominent groove on
the C-terminal side of the TIM barrel (Figure 2) which harbors the
active site of SusG, CD98hc appears to have lost any sugar binding
capability, as was also demonstrated for hCD98hc.!” Furthermore,

Structural comparison of the murine and human CD98hc ectodomains. A, Structural overview of mCD98hc-ED with secondary
structure elements colored cyan (helix) and yellow (strand). B, Superposition of mCD98hc-ED and hCD98hc-ED depicted as ribbon diagrams.
Common residues that match in position are colored gray, whereas differing residues are highlighted blue and green for mCD98hc-ED and
hCD98hc-ED, respectively. The peptide loop that shows the largest structural variation is marked by a red frame. N-glycosylation sites (violet)
and the additional (inserted) residue of hCD98hc-ED (red) are depicted by spheres. C, Structure-based sequence alignment. Differences in amino
acid sequence and secondary structure (if differing in length by at least two residues) are highlighted blue (nCD98hc-ED) and green (hCD98hc-ED).
N-glycosylation sites and the inserted residue in the peptide loop are labeled as in panel B

both the nucleophile and the acid/base catalyst (residues D388 and
E431 of SusG) are substituted in mCD98hc and hCD98hc by Arg and

Gly, respectively, rendering both catalytically inactive.

3.2 | Comparison of mCD98hc-ED with
hCD98hc-ED

Although mCD98hc and hCD98hc share 71% sequence identity, the
contribution of identical residues to the solvent accessible surface area

is only 50%. The structural alignment of both ectodomains revealed
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FIGURE 2 Surface properties of the murine and human CD98hc ectodomains: A and B, mCD98hc; C and D, hCD98hc. The large groove at the
membrane-distal side (left) is depicted in dark gray. Electrostatic surface potentials of the membrane-distal (middle) and membrane-proximal (right)
sides are colored from —5 kgT/e (red) to +5 kgT/e (blue). E and F, Accessible surface areas in the presence of complex N-glycosylations.
Oligosaccharides were modeled based on glycomic analyses of tumor cell lines.>? All sugar moieties adopt a geometrically plausible conformation, but
in fact represent only a snapshot of the conformational ensemble. A scheme of the glycan structure is depicted in Figure S2. Identical surface residues
according to the structural alignment shown in Figure 1 as well as conserved N-linked oligosaccharides are shaded gray, whereas differing surface
residues and glycosylations are colored blue and green for mCD98hc-ED and hCD98hc-ED, respectively. G, Superposition of all N-glycans known for
mCD98hc-ED and hCD98hc-ED in the context of the murine protein, which reveals surface areas accessible for cross-reactive binding proteins. The
red circle highlights the only conserved surface patch that has sufficient size for recognition by an antibody

403 matching Ca positions within a cut-off distance of 3.5 A, resulting last p-strand of the TIM barrel and largely determines the size of the
in an RMSD of 0.96 A. The largest conformational difference was found groove at the membrane-distal surface of CD98hc (Figure 1B,C). In
for the peptide loop (residues 367-397 in mCD98hc) that follows the mCD98hc this peptide segment is shorter by one residue, resulting in
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31 equivalent Ca positions with a local RMSD of 5.2 A. Due to these
differences, shape and size of the groove vary significantly between the
murine and human orthologs. Pocket area and volume are considerably
larger for mCD98hc, with 1309 A? and 2776 A3, respectively, than for
hCD98hc, with 886 A2 and 1364 AS (Figure 2A,C).

Comparison of the electrostatics revealed a slightly more acidic
surface for hCD98hc-ED, which is consistent with its theoretical
pl value of 5.2 vs 5.9 for mCD98hc-ED (Figure 2). While both pro-
tein domains show a similar positive potential at the membrane-
proximal side, which could favor attractive electrostatic interactions
with the phospholipid bilayer or the CD9%8Ic, the membrane-distal
surface has essentially neutral charge for mCD98hc-ED whereas a
negative potential prevails for hCD98hc-ED, mainly within and
around the prominent groove. On the other hand, the hydrophobic
surface pattern of the human and murine CD98hc-ED is comparable.
Interestingly, overall the membrane-proximal surface appears to be
slightly more hydrophilic than the membrane-distal surface in both
cases.

Notably, there is an eminent contribution of N-glycans to the dis-
tinct surface properties of the two CD98hc-ED orthologs. According
to glycoproteomic analyses,>* both hCD98hc-ED and mCD98hc-ED
exhibit four occupied N-glycosylation sites. However, only two of
these sites are conserved among the two species, which, in addition
to the low surface amino acid conservation, further increases their
structural difference. Glycomic analyses of hCD98hc obtained from
breast cancer cell lines such as MCF7 revealed heavily fucosylated
termini of the N-glycans, including Lewis* and Lewis’ moieties,
which constitute characteristic tumor antigens.®2 To illustrate the
spatial requirements, we have modeled these complex oligosaccha-
rides on both the mCD98hc-ED and hCD98hc-ED (Figure 2 and
Figure S2). In mCD98hc, the glycans are arranged in an equatorial
manner such that the entire membrane-distal surface, including the
prominent groove, remains accessible (Figure 2E). Interestingly, one
of the unique glycans is attached to the peptide segment in
mCD98hc-ED that deviates in its conformation from hCD98hc-ED
as described above. In contrast, the nonconserved glycans of
hCD98hc protrude from the membrane-distal surface of the protein
domain. One of the glycans partially covers the prominent groove
and, thus, should interfere with the binding of potential ligands, if
any (Figure 2F). As expected, no glycans are found on the
membrane-proximal surface.

In the isolated state, both mCD98hc-ED and hCD98hc-ED are
monomeric proteins as demonstrated by analytical size exclusion
chromatography (SEC), nonreducing SDS-PAGE (cf. Figure S1 and
Table S2) as well as crystal packing analysis. In contrast, a previous
structural report suggested that hCD98hc shows a tendency to form
homodimers at high concentration in the eukaryotic cell membrane.*”
However, the residues within the putative dimer interface are only
partially conserved between mCD98hc and hCD98hc. In fact, glyco-
sylation at Asn323 of hCD98hc-ED should even interfere with such a
dimer contact through steric hindrance. Hence, homodimer formation
does not appear to be a general mechanism for m/hCD98hc-mediated
physiological processes or pathologies.

3.3 | Implications for the species-specific recognition
of CD98hc by antibodies

In the light of the medical relevance of CD98hc, the cross-species reac-
tivity of newly generated binding proteins, such as mAbs or non-Ig scaf-
folds, is of major interest. The preclinical development of several
approved therapeutic antibodies, for example, against TNFa, C5, and
C11a, involved a surrogate approach (cf. Table S1). A similar lack in
cross-species reactivity has been encountered during the development
of antibody fragments that target the transferrin receptor (TfR),*® a
well-established transcytosis receptor for drug delivery across the BBB.
Considering that TNFa, C5, C11a, and TR share even greater similarity
between mouse and man, with 76%, 78%, 73%, and 76% sequence
identity, respectively, a surrogate approach for the development of
binding proteins against CD98hc (with a corresponding value of 71%)
appears necessary.

The major protruding epitope on the surface of CD98hc is the
deviating peptide segment discussed above (Figure 1). However, this
epitope is obviously not suitable for cross-reactive reagents due to its
different amino acid sequences and the N-glycosylation site exclusive
for mCD98hc-ED. This notion is supported by the clinical-stage
mAb IGN523, which recognizes a corresponding epitope (residues
374-401, cf. Figure 1) in hCD98hc with picomolar affinity but shows
no detectable affinity for mCD98hc.?3¢

Due to their considerable size and conformational flexibility,
N-glycans can either shield a particular epitope or hamper the associa-
tion kinetics of a binding reagent. As a consequence of the composite
glycosylation pattern there are only very few surface patches accessible
both in mCD98hc-ED and hCD98hc-ED. The only conserved spot that
is neither shielded by glycosylation nor by the cell membrane is located
laterally and has an accessible surface area of about 900 A? (Figure 2G),
which corresponds to a typical size of epitopes recognized by anti-
bodies or non-lg scaffolds.3”-8 Still, its interaction with large binding
proteins, such as antibodies, might be sterically hindered in the native
environment because of its proximity to the membrane.

Consequently, smaller biomolecular formats such as antibody frag-
ments or non-lg scaffolds might be better suited to target this region of
CD9%8hc. Nevertheless, our structural study indicates that targeting
both hCD98hc-ED and mCD98hc-ED by cross-reactive binding pro-
teins with therapeutically relevant affinities will likely pose a challenge.
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SUPPORTING INFORMATION

SUPPORTING METHODS

Coding sequences for mCD98hc-ED (UniProt ID P10852-1, residues Glu105-Ala526) and
hCD98hc-ED (UniProt ID P08195-2, residues Glu111-Ala529) were synthesized as a
double-stranded DNA string with preferred Escherichia coli codon usage (GeneArt / Thermo
Fisher Scientific, St. Leon-Rot, Germany). To prevent unspecific covalent dimer formation
during protein production, the Cys residue responsible for heterodimer formation with CD98Ic
in vivo was omitted in the constructs. The synthetic genes were cloned via Kasl and Hindlll
restriction sites on the vector pASK-IBA5(+) (IBA, Goéttingen, Germany), which also encodes
an N-terminal Strep-tag Il." Recombinant proteins were produced in E. coli strain BL21 (New
England Biolabs, Frankfurt/Main, Germany) in 2 L 2xYT medium supplemented with 100 mg/I
ampicillin using a 5 L shake flask. Protein expression was induced at a cell density of
ODsso = 1.0 by addition 0.5 mg/L anhydrotetracycline for 12 h at 26 °C.2 Cells were harvested

by centrifugation, resuspended in Strep-Tactin affinity chromatography buffer (50 mM NaCl,
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1 mM EDTA, 100 mM Tris/HCI pH8.0) and disrupted with a PandaPLUS 2000 homogenizer
(GEA Niro Soavi, Parma, ltaly).

The recombinant ectodomains were purified from the bacterial cell extract by Strep-Tactin
affinity chromatography.® Appropriate fractions were pooled and dialyzed against 20 mM
Tris/HCI pH 8.0. Further purification was achieved by anion-exchange chromatography using
a Resource Q column with 6 ml bed volume (GE Healthcare, Munich, Germany) equilibrated
with the same buffer and using a linear concentration gradient of 0—300 mM NaCl. Finally,
preparative size-exclusion chromatography (SEC) was performed on a 24 ml Superdex 75
10/300 GL column (GE Healthcare), using 100 mM NaCl, 0.02 % NaN3, 10 mM Hepes/NaOH
pH 7.5 as running buffer, directly prior to protein crystallization. The purified proteins were
concentrated by ultrafiltration using Amicon Ultra centrifugal filter units with 10 kDa cut-off
(Merck Millipore, Billerica, MA). Protein concentrations were determined using a NanoDrop
2000 UV-Vis spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) with molar absorption
coefficients* of 69,900 M'-cm™ for Strep-mCD98hc-ED and 68,410 M”-cm™ for Strep-

hCD98hc-ED.

Analytical SEC and SDS-PAGE

Analytical SEC was performed using a 24 ml Superdex 75 10/300 GL column and
phosphate-buffered saline, PBS (4 mM KH,PO,4, 16 mM Na,HPO,, 115 mM NaCl, pH 7.4),
as running buffer at a flow rate of 0.5 ml/min. For apparent molecular weight determination,
the column was calibrated with the following standard proteins (Sigma-Aldrich, Munich,
Germany): alcohol dehydrogenase (150 kDa), bovine serum albumin (66 kDa), carbonic
anhydrase (29 kDa), cytochrome ¢ (12.4 kDa) and aprotinin (6.5 kDa). The void volume of
the column was determined using Blue Dextran. Based on the elution volumes, the partition
coefficients K,, were calculated and used to interpolate the apparent molecular masses of
the analyzed proteins. SDS-PAGE was performed using a high molarity Tris buffer system®

followed by Coomassie brilliant blue staining with or without 2-mercaptoethanol.
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ESI mass spectrometry

Mass spectra of purified m/hCD98hc-ED were measured on a maXis mass spectrometer with
an electrospray ionization (ESI) source (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Mass spectra
were recorded in the positive ion mode and deconvoluted with the Bruker Compass Data
Analysis Software using the MaxEnt algorithm® (Table S2). To measure the intact protein
mass (under denaturing conditions), the purified proteins were dialyzed against 10 mM
ammonium acetate pH 6.6 followed by the addition of 50 % (v/v) methanol and 0.1 % (v/v)
acetic acid. The protein samples were applied to the mass spectrometer via a syringe pump
operated at 180 uL/h. The following conditions for the ion-transfer were used: 3400 V
capillary voltage, 500 V endplate offset, 4 L/min dry gas at 200 °C temperature, 0.3 bar

nebulizer pressure and 10 eV collision energy.
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Table S$1: Approved therapeutic antibodies involving a surrogate approach due to low

cross-species sequence identity and inconsistent glycosylation patterns of the

antigens (targets)

Therapeutic

Infliximab’ and

Eculizumab®

Efalizumab

antibody Certulizumab pegol®

Target TNFa C5 C11a

Species Mouse Human Mouse Human Mouse Human
UniProt ID P06804 P01375 P06684 P01031 P20701 P24063
Residues * G57-L235 G57-L233 | Q19-E1680 Q19-C1676 | Y24-H1087 Y26-L1090
Identity [%] 76 78 73

Number of

glycosylation 2 1 1 3 1 1

sites

@ Residue ranges correspond to the extracellular domain of TNFa, C5 without signal peptide

and the C11a extracellular domain without signal peptide, respectively.

b Experimentally confirmed glycosylation sites according to UniProt (www.uniprot.org).

Table S2: Size determination of Strep-mCD98hc-ED and Strep-hCD98hc-ED

Theoretical mass

Mass (ESI-qTOF)

Apparent mass (SEC)

[Da] [Da] [kDa]
Strep-mCD98hc-ED 48315.8 48313.9 (A =1.9) 50
Strep-hCD98hc-ED 474375 47437.0 (A =0.5) 54
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Figure S1: Biochemical characterization of Strep-mCD98hc-ED and Strep-hCD98hc-
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Abstract

Enhanced amino acid supply and dysregulated integrin signaling constitute two hallmarks of cancer and
are pivotal for metastatic transformation of cells. In line with its function at the crossroads of both
processes, overexpression of CD98hc is clinically observed in various cancer malignancies, thus
rendering it a promising tumor target.

Methods: We describe the development of Anticalin proteins based on the lipocalin 2 (Lcn2) scaffold
against the human CD98hc ectodomain (hCD98hcED) using directed evolution and protein design. X-ray
structural analysis was performed to identify the epitope recognized by the lead Anticalin candidate. The
Anticalin — with a tuned plasma half-life using PASylation® technology — was labeled with 89Zr and
investigated by positron emission tomography (PET) of CD98-positive tumor xenograft mice.

Results: The Anticalin P3D11 binds CD98hc with picomolar affinity and recognizes a protruding loop
structure surrounded by several glycosylation sites within the solvent exposed membrane-distal part of
the hCD98hcED. In vitro studies revealed specific binding activity of the Anticalin towards various
CD98hc-expressing human tumor cell lines, suggesting broader applicability in cancer research. PET/CT
imaging of mice bearing human prostate carcinoma xenografts using the optimized and 8Zr-labeled
Anticalin demonstrated strong and specific tracer accumulation (8.6 % 1.1 %ID/g) as well as a favorable
tumor-to-blood ratio of 11.8.

Conclusion: Our findings provide a first proof of concept to exploit CD98hc for non-invasive

biomedical imaging. The novel Anticalin-based ahCD98hc radiopharmaceutical constitutes a promising
tool for preclinical and, potentially, clinical applications in oncology.

Key words: cancer theranostics, CD98hc, lipocalin, PASylation, protein engineering, tumor targeting

Introduction

Elevated amino acid transport, altered cell
adhesion and migration as well as adhesive signaling

Protein Atlas [2] CD98hc (gene name / entry:
SLC3A2) shows broad expression in healthy tissues as

constitute crucial factors for cancer development and
growth and play a critical role for metastatic
transformation of cells. The cluster of differentiation
98 heavy chain (CD98hc, also known as 4F2hc,
SLC3A2 or FRP-1) is involved in both patho-
physiological processes and therefore represents an
interesting therapeutic target [1]. In the Human

well as cancers, predominantly as an unfavorable
prognostic marker.

Structurally, CD98hc is a type-II-transmembrane
glycoprotein which is disulfide-linked to one of six
known multi-pass CD98 light chains (CD98Ic), all of
which are permease-type amino acid transporters
with different specificities [3], namely Lat-1 [4], Lat-2

http://www.thno.org
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[5], y+Lat-1 [6], y+Lat-2 [7], asc-1 [8] and xCT [9].
CD98hc has two major biochemical functions
(Figure 1A). First, it acts as a molecular chaperone for
membrane trafficking, stabilization and proper
function of the CD98lc [10, 11], thus boosting the
transport of amino acids and contributing to cell
survival and growth. Of note, beside serving as
building blocks for biosynthesis, the amino acids
transported by the CD98 complex and their
metabolites/derivatives can exert further cellular
effects, as described for L-leucine (mTOR1 pathway
activation [12]) and L-cystine (regulation of redox
homeostasis [13]), which are transported by the
CD98hc/Lat-1 and CD98hc/xCT heterodimers,
respectively [14]. Second, CD98hc directly contributes
to intracellular integrin signaling and is involved in
integrin-mediated cell to cell interactions via cellular
adhesion molecules, such as VCAM-1, thereby
influencing cell growth, survival, spreading and
migration [15-19].

In line with its important role in cellular
metabolism and adhesive signaling, overexpression of
CD98hc has been detected in solid and hematological
human malignancies, including colorectal cancer [20],
non-small cell lung cancer (NSCLC) [21, 22],
triple-negative breast cancer [23, 24], metastatic
prostate cancer [25] as well as lymphoma [26] and
leukemia [15, 22]. Recent studies have indicated that
abundant expression of CD98hc in cancer is
associated with poor clinical prognosis [20, 21],
treatment response [27, 28] as well as overall survival
[24, 29, 30]. Furthermore, high CD98hc expression is
linked to a progressive and metastatic phenotype in
several human neoplasms; consequently, assessment
of CD98hc expression should aid the biological
characterization of malignancies [31-34].

Likewise, elevated expression of the covalently
associated CD98lc components Lat-1 [35, 36], Lat-2
[37] and xCT [38, 39] is also observed in human
cancers, with Lat-1 constituting the most abundant
tumor marker. In fact, cancers from several tissues
highly express both CD98hc and Lat-1, suggesting
that this receptor heterodimer bears particularly high
oncogenic potential. Interestingly, in some cancers a
cooperative overexpression of CD98hc and Lat-1,
contrasting with Lat-1 alone, has emerged as an
independent factor of poor prognosis for patients [24,
40, 41].

Therefore, the specific recognition and/or
targeting of CD98hc by appropriate protein reagents
offers potential for cancer theranostics. To date, the
most advanced protein drug candidate is the
humanized ahCD98hc monoclonal antibody (mAb)
IGN523, which has shown robust preclinical
anti-tumor activity in patient-derived lymphoma as

well as NSCLC xenograft tumor models and a
favorable safety profile in a phase I clinical study [22,
42]. However, protein reagents suitable for the
non-invasive diagnostic imaging of CD98hc have not
been described to date. On the other hand, certain
small molecules are available to target Lat-1,
demonstrating that this CD98lc subtype is also a
promising target for tumor imaging and therapy.
These include inhibitor drugs with proven preclinical
antitumor activity in different cancer types [43] and
the  radiolabeled @ amino  acid  analogues
[8F]-fluoroethyl-L-tyrosine (FET) and trans-1-amino-
3-['8F]-fluorocyclobutanecarboxylic acid (FACBC).
While FET is widely used in Europe for PET imaging
of brain tumors [44], the leucine analog FACBC has
recently been approved in the United States and
Europe for PET imaging of recurrent prostate cancer
[45]. Apart from that, a 89Zr-labeled oLat-1 mAb has
shown tumor uptake in a colorectal cancer xenograft
model [46]. However, mAbs suffer from drawbacks as
imaging reagents, due to their poor tissue penetration
and unfavorable pharmacokinetics, which causes low
imaging contrast [47]. Furthermore, the direct
targeting of CD98hc would offer additional
information on pathophysiological processes beyond
the amino acid transport catalyzed by the associated
CD9%8lc.

Here, we describe the development and
preclinical investigation of a hCD98hc-specific
Anticalin. Anticalins constitute an emerging class of
artificial binding proteins obtained by combinatorial
design based on the compact and robust human
lipocalin scaffold [48]. Due to their human origin,
these proteins have low immunogenic potential and
Anticalins with various target specificities have
demonstrated safety in clinical trials [49]. Anticalins
are particularly well suited for applications in cancer
therapy and diagnostics due to their small size and
good tissue penetration, tunable pharmacokinetics
(e.g. via PEGylation or PASylation [47, 50]), the
possibility for site-specific labeling (with PET/SPECT
radioisotopes or optical imaging probes), drug
conjugation (toxins) and flexible formatting options as
fusion proteins [49].

Materials and Methods

Phage display selection and production of
hCD98hcED-specific lipocalin variants

Selection of hCD98hc-specific lipocalin variants
was performed via filamentous phagemid display
from a combinatorial library comprising 1x10%0
variants based on Lcn2 randomized at 20 positions
within the structurally variable loops [51].
Biotinylated recombinant ~ hCD98hcED (cf.

http://www.thno.org
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Supplementary Information) was immobilized on
streptavidin- or NeutrAvidin-coated paramagnetic
beads (Sigma-Aldrich, Munich, Germany and Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, respectively), then
incubated with the phagemid library (starting titer
1x1012) and, following extensive washing, bound
phagemids were eluted under denaturing conditions
using 4 M urea. After five consecutive cycles, pooled
phasmid DNA from the enriched library was
prepared and subcloned on pNGAL98 in order to
perform high-throughput ELISA screening from
microcultures expressing the soluble lipocalin
variants with a C-terminal Strep-tag I, as previously
described [51]. Briefly, the periplasmic extract was
prepared in a microtiter plate and transferred to a
96-well MaxiSorp plate (Thermo Fisher Scientific) that
had been coated with 10 pg/mL StrepMAB-Immo
(IBA, Gottingen, Germany). After 1h incubation and
washing steps, bound lipocalin variants were
incubated with the biotinylated hCD98hcED,
followed by detection of lipocalinetarget complexes
using  ExtrAvidin/alkaline  phosphatase  (AP)
conjugate (Sigma-Aldrich). Signals were developed
with 0.5mg/mL p-nitrophenyl phosphate in AP
buffer (0.1 M NaCl, 5 mM MgCl,, 0.1 M Tris/HCI, pH
8.8) and absorbance was measured at 405 nm with a
Synergy 2 photometer (BioTek Instruments,
Winooski, VT). For clones showing significant
binding towards hCD98hcED the expression cassette
on the phasmid was sequenced, and the soluble
lipocalin variant was subsequently produced at
preparative scale in E. coli JM83 with a C-terminal
His¢-tag using the plasmid pNGAL118 [51]. After
periplasmic protein extraction, the recombinant
protein was purified by immobilized metal ion
affinity =~ chromatography = (IMAC) using a
Ni(II)-charged HisTrap HP column (GE Healthcare,
Munich, Germany) and finally subjected to
size-exclusion chromatography (SEC) in PBS (4 mM
KH,POs, 160 mM Na,HPO,, 115 mM NaCl pH 7.4) on
a 24mL Superdex 75 10/300 GL column (GE
Healthcare). Plasmid construction and production of
PASylated  lipocalin  variants = D11vs-PAS200,
D11vs-PAS200-Cys and wild type (wt)
Lcn2-PAS200-Cys  was performed according to
published procedures [52] and followed by
purification via IMAC and SEC essentially as
described above.

Biomolecular interaction analysis

Real time surface plasmon resonance (SPR)
spectroscopy was performed on a BlAcore 2000
system (BIAcore, Uppsala, Sweden) at 25°C using
HBS-T (20 mM Hepes/NaOH pH 7.5, 150 mM NaCl,
0.005% (v/v) Tween 20) as running buffer. The

purified biotinylated m/hCD98hcED produced in
E.coli or in MEXi-293E cells (3 pg/mL protein
solution in HBS-T; see Supplementary Information)
was immobilized (ARU =~ 225) on a
streptavidin-functionalized sensorchip using the
Biotin CAPture kit (GE Healthcare). Single cycle
kinetic experiments were performed using five
consecutive injections from a 1:2 dilution series of the
purified lipocalin variant at a flow rate of 25 uL/min,
each with 288 s contact time, and a long 3500 s
dissociation time after the fifth injection. For
conventional multi cycle kinetic experiments,
association and dissociation were recorded for eight
samples from a consecutive 1:2 dilution series of the
purified lipocalin variant. Rate constants of
association and dissociation were calculated from
reference-corrected sensorgrams by fitting to a global
1:1 Langmuir binding model using BlAevaluation
software (BIAcore). The equilibrium dissociation
constant (Kp value) was calculated as Ko/ kon. To test
competitive binding of the lipocalin variants P3D11,
P3A12 and P1E4 to immobilized hCD98hcEDg (cf.
Supplementary Information), 100 nM of P3D11 was
first injected, followed by an injection of either 100 nM
P3A12 or 100 nM P1E4. Injections of HBS-T served as
negative control (cf. Figure S2E).

Error-prone library construction and selection
via bacterial surface display

Stability and affinity engineering of the lipocalin
variant P3D11 was accomplished by directed
evolution using bacterial surface display (BSD) as
previously described [52-54]. Briefly, error-prone PCR
was executed using the GeneMorphIl random
mutagenesis kit (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) with 10 pg of the preamplified coding region for
the lipocalin variant P3D11 used as DNA template.
After digest of the PCR product with BstXI, the
randomized DNA fragment was ligated with the
backbone of pNGAL146 and used for
electrotransformation of E. coli JK321 [55], yielding
5x10° transformants, which were plated on LB agar
medium supplemented with 100 pg/mL ampicillin
(LB/Amp). The bacterial lawn was scraped from the
plate(s), resuspended in 50mL liquid LB/Amp
medium to reach an initial ODssp = 0.15 and incubated
at 37 °C. Gene expression was induced at ODsso = 0.5
by addition of 10 ng/mL anhydrotetracycline (aTc)
for 2.5 h. Approximately 2x108 cells were sedimented
by centrifugation and resuspended in PBS in the
presence of biotinylated hCD98hcED at different
concentrations (cycles 1 and 2: 100 nM; cycles 3 and 4:
10 nM; cycles 5 and 6: 1 nM) followed by incubation
for 1h at 4 °C. After centrifugation and one washing
step with PBS, the bacteria were incubated with

http://www.thno.org
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25 pg/mL streptavidin/phycoerythrin (PE) conjugate
(Biolegend, San Diego, CA) and 3uM Fab
A3C5-DY634 conjugate [56] in PBS for 30 min,
followed by a last washing step in PBS. Bacteria were
sorted on a FACSAria ITu instrument (BD Bioscience,
Heidelberg, Germany) using a 488 nm LASER diode
in combination with a 585/42 band pass filter or a
633 nm HeNe LASER with a 660/20 band pass filter
for excitation/detection of PE and DY634
fluorescence, respectively. Sorted bacteria were plated
on LB/ Amp agar, incubated at 37 °C for 12 h and then
subjected to a new sorting cycle. After cycle no. 6,
single clone analysis was performed by
cytofluorometric analysis of individually cultured
colonies. FACS data were processed using FlowJo
ver.10 software (FlowJo, Ashland, OR).

Flow cytofluorometric of cell lines

The human cancer cell lines Ramos [57], Raji [58],
SU-DHL-4 [59], PC-3 [60], DU-145 [61] and Caco-2
[62] (from local collections) were cultivated in Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium
(containing 2.0 g/L NaHCO; and stable L-glutamine;
Biochrom, Berlin, Germany), supplemented with 10%
(v/v) fetal bovine serum (FBS; PAA Laboratories,
Pasching, Austria) at 37 °C under humidified 5% CO,
atmosphere. The HEK293T cell line and a
corresponding CD98hc knock-out clone [63] were
maintained under cultivation conditions as published
[64]. Adherent cells (PC-3, DU-145, Caco-2 and
HEK293T-based cell lines) were washed with PBS
(w/o Ca?* and Mg?*; Biochrom) and detached using
PBS (w/o Ca?* and Mg?*) supplemented with 0.5 mM
EDTA for 10 min at 37°C. Cells growing in
suspension (Ramos, Raji and SU-DHL-4) were directly
washed with PBS (w/o Ca? and Mg?"). For each
measurement, 250,000 viable cells were resuspended
in 250 pL FACS buffer (PBS + 10% (v/v) FBS)
supplemented with 1uM D11vs-PAS200-Cy5.5 (cf.
Supplementary Information) and incubated for 1 h at
4 °C. Competition experiments were performed by
adding a 10-fold molar concentration of either
unlabeled D11vs-PAS200 or the soluble hCD98hcEDg.
The Sulfo-Cy5.5 conjugate of recombinant
wtLcn2-PAS200 was used as a negative control in
some experiments (see text). After incubation, cells
were centrifuged and washed three times in PBS and
finally resuspended in 250 uL FACS buffer. Flow
cytofluorometric experiments were performed on a
FACSAriaIlu instrument wusing an excitation
wavelength of 650 nm and an emission band-path
filter of 780/60 nm.

Immunofluorescence microscopy
PC-3 and Caco-2 cells were cultivated at 37 °C on

poly-D-lysine (PDL) coated Lab-Tek II chamber slides
(Thermo Fisher Scientific) in RPMI 1640 medium
containing 2.0 g/L NaHCO; and stable L-glutamine,
supplemented with 10% (v/v) FBS, until 60-70%
confluence was reached. After three times washing
with PBS, the cells were incubated with 1uM
D11vs-PAS200-Cy5.5 for 1h at 37 °C, followed by
another three washing steps. Ramos cells, on the other
hand, were grown in suspension and stained, after
centrifugation and resuspension, in a similar manner,
followed by transfer to a PDL coated Lab-Tek II
chamber slide. For control experiments, the
D11vs-PAS200-Cy5.5 conjugate was either premixed
with a 10-fold molar concentration of unlabeled
D11vs-PAS200 or wtLen2-PAS200-Cy5.5 was applied.
Cells were fixed and counterstained by 5 min
incubation with ice-cold methanol containing
1pg/mL  4,6-diamidino-2-phenylindole  (DAPL;
Sigma-Aldrich). Digital fluorescence images were
recorded on an Axiovert 40 CFL microscope equipped
with an AxioCam MRm camera (Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Germany) using 365/12 nm (DAPI)
and 716/40 nm (Cy5.5) band-pass filters.

Circular dichroism (CD) spectroscopy and
thermal denaturation

CD spectra and thermal unfolding of purified
lipocalin variants were measured using a J-810
spectropolarimeter (Jasco, Pfungstadt, Germany)
equipped with a PT-423S Peltier element and
controlled by Spectra manager software (ver. 1.53.05).
Proteins were dialyzed against 20 mM KP; pH?7.5,
50 mM KoSO; and applied at a concentration of 1 uM.
In order to identify the wavelength with maximum
change in CD signal for thermal denaturation studies,
spectra were first recorded with a 1 mm path length
quartz cuvette (Hellma, Miillheim, Germany) from
190 to 250 nM both at 20°C and 90°C. Thermal
unfolding of the lipocalin variants was then measured
at a wavelength of 214 nm by heating from 20 °C to
90 °C at a rate of 60 K/h. Data were fitted to an
equation for a one-step unfolding transition, and the
melting temperature (Tm), enthalpy of unfolding
(AHm) and Gibb's free energy of unfolding (AG?) at
ambient temperature were calculated as previously
described [65].

In vivo xenograft studies

Animal experiments were conducted with
permission from the District Government of Upper
Bavaria (application mno.:. 55.2-1-54-2532-216-15).
CB17-SCID mice at an age of 6 weeks (3 and @) were
purchased from Charles River Laboratories
(Wilmington, MA) and held under specific pathogen
free (SPF) conditions. Mice were injected
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subcutaneously above the right shoulder with 100 pL.  transversally bisected and used for
RPMI 1640 medium (without supplements) immunohistochemistry and autoradiography
containing 6x106 PC-3 or Ramos cells. On day 12 post ~ analysis. For autoradiography, the tumor was

injection (p.i.) the tumor had reached a diameter of
~0.5 cm and the mice were used for in vivo studies.

89Zr Positron Emission Tomography (PET)

For ®Zr-labeling of Dfo-conjugated [66]
D11vs-PAS200 (cf. Supplementary Information),
250 pg of the protein conjugate solution which had
been dialyzed against 250 mM Na-acetate pH 5.5 was
incubated with 200 pL 0.5 M Hepes/NaOH pH 7.0,
50 uL 0.5M gentisic acid and 111 MBq #Zr(IV),
obtained in 1 M oxalic acid (Perkin Elmer, Waltham,
MA) and neutralized with 3 M NayCOs. After 1 h
incubation at 37 °C, radiolabeling was confirmed by
radio thin layer chromatography (radio-TLC) on
chromatography paper strips (TLC-SG; Agilent
Technologies) using Na-citrate pH 5.0 as mobile
phase. The radio-labeled protein tracer was separated
from reagents by gel filtration using a PD-10 column
(GE Healthcare) equilibrated with 0.9% NaCl solution
(B. Braun, Melsungen, Germany). Radiochemical
purity of the protein tracer was confirmed by
radio-TLC prior to its use for injections.

For the biodistribution study, mice were injected
with the protein tracer via the tail vein at a dose of
3.96 £ 0.12 MBq. For blocking experiments, a 100-fold
or 250-fold molar equivalent of unlabeled
D11vs-PAS200 was injected 2 h prior to the tracer
injection. Static PET/CT imaging was performed at
indicated time points under isoflurane anesthesia in
an Inveon PET/CT small-animal scanner (Siemens
Medical Solutions, Erlangen, Germany) with 20 min
PET and 5min CT signal acquisition. Data were
analyzed with the Inveon Research Workplace
software  (Siemens Medical Solutions) and
reconstructed using the 0.8 mm high resolution
OSEM-3D algorithm. Quantification of regions of
interest (ROI) was performed by threshold-based
image segmentation with a lower threshold at 50% of
the hottest voxel for in vivo PET and a threshold of
10 kBq/mL for ex vivo PET images.

Biodistribution analysis and tissue
autoradiography

Tumor, blood and organs were dissected from
the sacrificed animals at the end of the experiment in
order to determine weight and quantify radioactivity
using a 2480 Wizard? automatic gamma counter
(Perkin Elmer). 1% of the injected protein tracer dose
was applied as reference. Uptake values were
calculated as %ID/g and corrected for radioactive
decay from the time point of injection.

After radioactivity measurement, the tumor was

embedded in Tissue-Tek O.C.T. (Sakura Finetek,
Alphen aan den Rijn, The Netherlands) in a mold and
frozen. Subsequently, 10 um sections were cut using a
CM1950 cryostat (Leica Biosystems, Nufiloch,
Germany) and the sections were mounted on a
superfrost microscopic slide (Thermo Fisher
Scientific). The slide was placed, together with a 1:2
dilution row of the radiotracer, in silicon isolators
(Grace Bio-Labs, Bend, OR) on a storage phosphor
screen BAS-IP super resolution film (GE Healthcare)
for one week, followed by quantification using a CR
25 BIO autoradiography scanner (Diirr Medical,
Bietigheim-Bissingen, Germany) and data analysis
with AIDA software ver. 4.24.036 (Raytest,
Straubenhardt, Germany). Pictures chosen show the
sections with the highest exposure level in order to
allow optimal comparison of blocked and unblocked
tumor sections.

Histology and immunohistochemistry

Tumor tissue was fixed in 10% (w/v)
neutral-buffered formalin solution (Otto Fischar,
Saarbriicken, Germany) for 48 h and stored at 4 °C
until the radioactivity had decayed. Tissue samples
were dehydrated using an automated system
(ASP300S; Leica Biosystems) and subsequently
embedded in paraffin. Serial 2 pm sections were
prepared with a rotary microtome (HMB355S;
ThermoFisher Scientific) and subjected to histological
and immunohistochemical analysis. Hematoxylin and
eosin (H&E) staining was performed on
deparaffinized sections with Eosin and Mayer’s
Haemalaun (Morphisto, Frankfurt am Main,
Germany). Immunohistochemistry was performed
using a Bond RXm system (Leica Biosystems) with
primary antibodies against CD98hc (E-5; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX) and CD31 (Dianova,
Hamburg, Germany) using 1:750 and 1:100 dilutions,
respectively. Briefly, slides were deparaffinized using
deparaffinization = solution (Leica  Biosystems),
pretreated with Epitope retrieval solution 1
(corresponding to citrate buffer, pH 6) for 30 min
(CD98hc) or pretreated with Epitope retrieval solution
2 (corresponding to EDTA based buffer, pH 9) for 30
min (CD31). Bound antibody was detected with a
polymer refine detection kit without post primary
reagent and with an intermediate rabbit anti-rat
secondary antibody (diluted 1:400; Leica Biosystems)
and signals were developed with
3,3’-diaminobenzidine (DAB). Representative images
were collected on an Aperio AT2 digital pathology
slide scanner using ImageScope (ver.12.3) software
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(both from Leica Biosystems).

Statistics

For mean comparison between two groups of
animals, the Student’s t test for unpaired data was
used. p values < 0.05 were considered statistically
significant (* p < 0.05; ** p < 0.005). Experimental data
were analyzed using Prism 6 (GraphPad Software,
San Diego, CA), and standard deviations (S.D.) are
indicated.

Results

Selection of a hCD98hcED-specific Anticalin
with picomolar affinity

The soluble monomeric extracellular domain of
human CD98hc (UniProt ID P08195-2, residues
Glull1-Ala529; calculated mass 48.4 kDa) was
produced both as unglycosylated protein in E. coli
(hCD98hcED) and fully glycosylated in human
embryonic kidney (HEK) 293E cells (hCD98hcEDg)
(Figure S1). The four experimentally verified
N-glycosylation sites [67] of the native hCD98hc,
Asn264, Asn280, Asn323 and Asn405, account for 32%
of the apparent mass of the recombinant
hCD98hcEDg (73.1 kDa), in agreement with its elution
behavior in analytical SEC and its retarded mobility in
SDS-PAGE (Figure S1 and Table S1). This extensive
glycosylation of hCD98hcED may hamper in vitro
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phage display selection of cognate Anticalins due to
limited sterical accessibility of potential surface
epitopes, as previously seen in the selection of
Anticalins against the prostate-specific membrane
antigen (PSMA) [68]. To avoid the necessity of glycan
removal, which requires harsher conditions to
prevent incomplete deglycosylation, we used the
unglycosylated ectodomain produced in E. coli as the
initial molecular target for phage display selection.
N-terminal fusion of the biotin acceptor peptide
(BAP) [69] resulted in the intracellular enzymatic
attachment of a single biotin group to hCD98hcED
upon co-expression of the BirA ligase (verified via
western blot analysis, data not shown) for both
expression systems used. This modification allowed
immobilization of the purified ectodomain to
(strept)avidin-coated beads, or surfaces, in an
orientation that resembles the in vivo situation for the
type II membrane protein, rendering its epitopes
accessible for binding of lipocalin variants during
phage display selection, ELISA screening and in vitro
binding studies.

Anticalin candidates were selected from a Lcen2
random library with a combinatorial complexity of
1x1019, which had served for the development of other
hapten- and protein-specific Anticalins in the past
[51]. After six selection cycles with hCD98hcED, three
independent cognate lipocalin variants were
identified by ELISA screening. These were expressed
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Figure 1. Phage display selection of lipocalin variants with affinity towards the ectodomain of hCD98hc. (A) Graphical depiction of CD98hc linked to a CD98 light
chain via a disulfide bridge, illustrating the two main biochemical functions: amino acid transport and integrin signaling. The structure of the CD98hc ectodomain, which was
employed as a recombinant protein for phage display selection of Anticalins is highlighted in pink. (B) Analytical SEC of the CD98hc-specific lipocalin variants P1E4, P3A12 and
P3D11 that were selected via phage display, in comparison with wtLcn2 (all purified as soluble proteins expressed in E. coli), revealing monomeric protein preparations (minor
aggregate contaminations elute at the void volume, Vo). (C) SPR real-time binding analysis (single cycle) of the high-affinity variant P3D11 versus hCD98hcED, demonstrating a

picomolar dissociation constant (see Table 1).
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as soluble proteins in E. coli at the shake flask scale
and purified to homogeneity, resulting in monomeric
proteins with apparent molecular sizes similar to
recombinant wild type (wt) Lcn2 (Figures 1B and
S2A-B, Table S2). To determine the rate constants of
association and dissociation of the selected Anticalin
candidates, SPR real-time interaction analyses were
performed wusing both the glycosylated and
unglycosylated immobilized CD98hcED. The three
lipocalin variants showed equilibrium dissociation
constants (Kp) in the single-digit to sub-nanomolar
range (Figures 1C and S2C-D, Tables 1 and S3). The
lipocalin variant P3D11 revealed a particularly low Kp
value of 150-170pM for hCD98hcED and
hCD98hcEDg, as well as a long complex half-life of
6 h, hence suggesting suitability for tumor targeting in
vivo (Figure 1C). Interestingly, competitive SPR
experiments indicated that all three Anticalins
recognize overlapping epitopes on hCD98hcED
(Figure S2E, shown for P3D11 and P3A12), despite
considerable sequence deviation especially between
the variants P1E4 and P3D11 (cf. Figure S2A).

Protruding loops of hCD98hcED constitute the
major epitope recognized by the engineered
lipocalin

To identify the epitope region and to understand
the structural mechanisms of the tight molecular
interaction between P3D11 and the CD98hc
ectodomain, we crystallized this lipocalin variant in
complex with hCD98hcED (carrying an N-terminal
Strep-tag II) after isolation of the 1:1 complex via SEC
(Figure S3). Crystals belonged to the space group C2,
with two complexes per asymmetric unit, allowing
collection of a synchrotron X-ray data set and

refinement of the structure to a resolution of 1.8 A
(Table S4).

Table 1: Affinities for hCD98hcED and thermal stabilities of
engineered lipocalin variants

Affinity Stability
Protein  Kp Kon Kot T2 Tm AHm AGu
[nM] [Mixs1] [s7] [min]  [°C] [kJ/mol] [k]/mol]
P1E4 45+0.0262  25x106 1.1x102 1.1 68.8 812 104.0
P3A12 28+0.024>  6.2x10¢ 1.7x10+4 67.7 64.1 635 73.6
P3D11  0.15+0.003> 22x105 3.2x105 359 55.2 368 33.8
Dilvs 0.06 £0.007> 4.5x105 2.6x105 442 63.5 646 73.9

2 multi cycle kinetics
b single cycle kinetics

hCD98hcED revealed a glycoside hydrolase fold,
comprising a central TIM barrel core domain
(residues 114-438) and a C-terminal B-sandwich
domain (residues 439-529) as previously described
[70]. The engineered lipocalin binds to a
membrane-distal part of hCD98hcED via the four
variable loops #1-#4 at the open end of its B-barrel
(Figure 2A-B). The B-barrel axis of P3D11 is tilted by
~45° with regard to the TIM barrel axis of
hCD98hcED. The contact interface between both
proteins involves a buried surface area (BSA) of
1473 A2 (1424 A2 on the side of the lipocalin and
1521 A2 on the one of hCD98hcED) as well as 15
hydrogen bonds and 3 salt bridges (Table S5),
resulting in the largest interface observed for
Anticalineprotein complexes thus far [71]. The
interaction is favored by electrostatics as P3D11 is
positively  charged, which complements the
predominantly negatively charged epitope on

hCD98hcED, also reflecting the calculated pI values of
8.8 and 5.2 for P3D11 and hCD98hcED, respectively
(Figure S4A).

Figure 2: X-ray structure of an Anticalin in complex with the human CD98hc ectodomain. (A) Cartoon representation of the P3D11+hCD98hcED complex
(P3D11 pink, hCD98hcED gray). The epitope loops L1 and L2 of hCD98hc are colored green and cyan, respectively. (B) lllustration of the interface after separating the two
complex partners. Molecular contact surfaces are colored according to the opposite structure (cf. panel A) with hydrogen bond donors and acceptors highlighted blue and red,
respectively, and hydrogen-bonded water molecules depicted as red spheres. (C) Surface representation of the P3D11+hCD98hcED complex including a model of the four

complex N-glycans (light blue spheres) on the target protein.
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The epitope of hCD98hcED essentially comprises
two loops, L1 (residues 128-137) and L2 (374-404),
which follow on the first and the eighth B-strand of
the TIM barrel, respectively. Almost 75% of the
contact interface is contributed by L2, which
penetrates deeply into the binding pocket of the
engineered  lipocalin, while L1 contributes
approximately 20% to the total BSA (Table S5).
Further to the direct proteineprotein contacts, 16
water molecules mediate hydrogen bonds at the
interface. Based on the distribution of hydrogen bond
donors, acceptors as well as water molecules, the
P3D11 binding site towards hCD98hcED can be
dissected into two areas, a rather polar region around
the lipocalin loops #1 and #2 as well as a
predominantly apolar region around loops #3 and #4
(Figures 2B and S4B).

Interestingly, binding of P3D11 causes an
induced fit on the side of hCD98hcED. Superposition
of the hCD98hcED Coa. positions in the complex with
P3D11 with those for hCD98hcED crystallized alone
(PDB entry 2DH?2) [70], excluding the epitope loops
L1 and L2, revealed an RMSD value of 0.97 A (for 375
equivalent Ca positions), whereas both loops L1 and
L2 show a larger deviation in this context by on
average 1.6 and 1.8 A, respectively (Figure S5A).
Likewise, P3D11 shows conformational differences
among its loops #1-#4 compared with wtLen2 (PDB
code 1L6M); yet, these may also be caused by the
many sequence changes (Figure S5B), as observed for
other Anticalin structures before.

Although the selection of P3D11 was performed
with the unglycosylated hCD98hcED, its affinity for
the glycosylated hCD98hcEDg was indistinguishable
(Tables 1 and S3). Modeling of the glycan moieties on
the hCD98hcED shows that the Anticalin binds the
protruding L1/12 epitope in close proximity to two of
the N-linked oligosaccharides without steric
hindrance (Figure 2C). Interestingly, P3D11 does not
show any crossreactivity with the murine antigen
(mCD98hcED) as investigated via SPR measurements
(data not shown), which can be explained by
significant differences both in the amino acid
sequence and in the glycosylation pattern between the
two CD98hc orthologs. In particular, loop L2 of
mCD98hcED is shorter by one residue, carries an
additional =~ N-glycosylation site and shows
considerable sequence changes [72]. Notably, this
observation is in line with the properties of the
clinical-stage mAb IGN523, which also recognizes
loop L2 (residues 374-401) of hCD98hcED with
picomolar affinity but shows no detectable affinity
towards mCD98hc [22, 73].

Directed evolution results in an Anticalin with
improved affinity and stability

Despite its tight binding activity towards
hCD98hcED, the lipocalin variant P3D11 suffered
from low thermal stability, a caveat for further
preclinical as well as clinical development (Table 1).
To tackle this issue, stability engineering was
performed via directed evolution using bacterial
surface display (BSD) starting from an error-prone
library with moderate amino acid mutation rate
(approximately two amino acid exchanges on
average; Figure S6A). To select variants of P3D11
with enhanced thermal stability, expression of the
membrane-anchored protein in E. coli was induced at
37°C (compared with 26 °C used in the initial
selection) and only bacteria showing both a strong
hCD98hcED binding signal and high cell surface
display level were gated in the FACS experiment
(Figure 3A).

After six enrichment cycles, the lipocalin library
exhibited a pronounced average binding signal after
incubation with 1 nM hCD98hcED, whereas almost no
signal was detectable for the initial clone P3D11 if
tested under the same conditions. Single clone
analysis with 1nM hCD98hcED verified strong
binding of several new P3D11 variants (D11.1 shown
as an example; see Figures 3B and S6B), whereas just
very modest binding was detected for P3D11 under
these conditions, and no signal for wtLen2, as
expected. Considering that P3D11 exhibits already
quite a low Kp value of 150 pM for hCD98hcED, the
increased binding signal is likely caused by the more
efficient bacterial surface display due to improved
protein folding and/or stability of its variants.
Subsequent sequence analysis revealed that
replacement of Gly81 and Phe71 in the P3D11
sequence by Val and Ser, respectively, were crucial in
this regard (Figure S6C). Consequently, the variant
D11vs, which carries both mutations, was produced
as a soluble protein at preparative scale and
characterized with respect to its thermal stability and
target affinity.

CD thermal unfolding studies at physiological
pH demonstrated a significant rise by 8.3 °C in the
melting temperature (Tm) for D1lvs (Tm = 63.5°C)
compared to P3D11 (Figure 3C and Tablel).
Importantly, also the cooperativity of the unfolding
transition was much steeper, corresponding to a
higher enthalpy of denaturation (AHm) as well as
extrapolated free energy of denaturation (AGu) under
standard conditions (25 °C). This is in line with our
observation of a lower tendency of D11vs to aggregate
during incubation at 37°C compared to P3D11
(Figure S6D). Additionally, D1lvs showed even
higher affinity towards hCD98hcED, with a Kp value
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Figure 3. Affinity and stability engineering of the lipocalin variant P3D11 via bacterial surface display. (A) FACS analysis of E. coli cells presenting wtLcn2 (as
negative control, left), the initial lipocalin variant P3D11 (as reference, middle) and the error-prone library (right), each incubated with 100 nM (cycle I, upper panel) or 1 nM
(cycle 6, lower panel) biotinylated hCD98hcED. (B) Single clone FACS analysis, using | nM biotinylated hCD98hcED, of P3D11 versus the second generation variant, D11.1,
obtained after six selection cycles, in comparison with wtLen2. (C) Thermal denaturation of P3D11 and its improved version D1 1vs measured by CD spectroscopy.

of 60 pM, due to both faster association and slower
dissociation rate constants (Figure S6E and Table 1).
The enhanced stability and affinity of D11vs can
be explained on the basis of the crystal structure
solved for the P3D11*hCD98hcED complex: Gly81
was introduced during the initial selection campaign,
where it replaced Arg8l of wtLcn2, thus creating
space for tight interaction with the target (Figure
$6C). However, due to the lack of a f-carbon, glycine
causes a higher backbone conformational flexibility
[74] which destabilizes the B-barrel. Accordingly,
substitution by valine leads to enhanced protein
stability while filling a hydrophobic cavity lined by
the lipocalin residues Tyr68, Gly81, Phe83 and Leu94
(Figure S7A), of which also Tyr68 was introduced
during the initial selection. In addition, Val81
increases the contact area with hCD98hcED, which
likely contributes to the enhanced affinity (Figure
S7B). On the other hand, replacement of Phe71 by Ser
enables the formation of stabilizing hydrogen bonds
to Asnl74 and Lys50 within the Anticalin (Figure
§7C), and the smaller side chain may enable its loop
#2 to bend slightly away from the B-barrel axis, thus
creating a better sterical situation for target binding.

D1 1vs binds human CD98hc on various tumor
cell lines

For in vivo studies in mice, a modified version of

D11vs with moderately prolonged plasma half-life
was designed using PASylation technology [75]. To
this end, a structurally disordered polypeptide
comprising in total 200 proline, alanine and serine
residues (PAS200) was genetically fused to the
C-terminus of the engineered lipocalin (Figure S8A),
thus increasing its hydrodynamic molecular volume,
which leads to a retarded kidney filtration [50]. In the
context of in wivo imaging applications, previous
investigations have shown that fine-tuning of the
pharmacokinetics in this manner can boost protein
tracer accumulation and tumor contrast [47].
Furthermore, D11vs-PAS200 was equipped with an
engineered Cys residue at the C-terminus of the
PAS-tag to enable site-specific conjugation with
chemical groups for in vitro and in vivo imaging as
well as drug delivery (Figure S8 and Table S2).

The ability of D11vs-PAS200 to bind hCD98hc in
a native cellular environment was investigated by
cytofluorometry and immunofluorescence micro-
scopy using human cancer cell lines of different
origins that exhibit high expression of this tumor
marker. Flow cytometric analysis of the B-cell
lymphoma cell lines SU-DHL-4, Raji and Ramos, the
prostate carcinoma cells DU-145 and PC-3 and the
colorectal adenocarcinoma cell line Caco-2 using
Sulfo-Cyb5.5-labeled D11vs-PAS200 revealed strong
binding to the membrane-associated target (Figure
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4A). Competition experiments with excess unlabeled
D11vs-PAS200 as well as soluble hCD98hcEDg
resulted in signal suppression. The specificity of the
Anticalin towards native hCD98hc was further
confirmed by using a HEK293T knock-out cell line
with an inactivated SLC3A2 gene (encoding the
CD98hc membrane protein) [63], which also led to no
FACS signal (Figure S9). Furthermore, immuno-
fluorescence microscopy experiments with D11vs-
PAS200-Cy5.5 revealed pronounced membrane and
also cytoplasmic staining of Ramos, PC-3 and Caco-2
cancer cells (Figure 4B-D). Cell staining was
effectively blocked when adding a 10-fold molar
concentration of the unlabeled lipocalin variant, again
demonstrating target specificity. As expected, no
fluorescence staining for any of the tested cell lines
was detected when using the Sulfo-Cy5.5-labeled
PASylated wtLcn2.

D11vs shows strong and specific signals in
human tumor PET imaging of xenograft
mouse models

The applicability of the PASylated Anticalin
D1lvs for the in wvivo targeting of hCD98hc was
evaluated by a PET/CT imaging study with the
89Zr-labeled protein in two murine xenograft tumor
models. For this purpose, the human cancer cell lines
Ramos and PC-3 were chosen, considering that
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CD98hc was described as a promising tumor marker
for lymphoma [26] as well as other hematological
cancers [15] and is known to be overexpressed in
metastatic prostate cancer [25, 76]. In a first study, ten
female mice, five with a Ramos (Figure S10) and five
with a PC-3 (Figure 5) xenograft, were injected with
~3 MBq of the radiolabeled protein, followed by
PET/CT imaging at time points t = 24, 48 and 72 h p.i.
To assess target specificity of the injected Anticalin in
PC-3 xenografts, two of the five mice per group
received a 100-fold molar amount of the unlabeled
PASylated Anticalin 2 h before 8Zr-tracer injection.
After 24h, the best imaging contrast and high
accumulation of 3.0 £ 0.3 %ID/g was observed for the
PC-3 tumors, with decreasing tumor to background
contrast after 48 and 72 h.

Threshold-based segmentation of the PET
images (Figure 5B) showed a significant (p = 0.024)
difference in radiotracer accumulation between
tracer-injected mice (N=3) and those mice which were
additionally injected with unlabeled Anticalin (N=2).
Apart from the strong uptake by the tumors,
elimination-related accumulation of radioactivity in
liver, kidney and bladder was observed. Moreover,
signals were seen in the joints, which can be explained
by accumulation of liberated Zr(IV) due to the limited
complex stability of the non-cyclic chelator Dfo [77].
Notably, signals detected in joints and kidneys
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Figure 4. Cytofluorometric and immunofluorescence microscopy of CD98hc expressing human cancer cell lines using a PASylated Anticalin. (A) Flow
cytometry analysis of cell lines from colorectal adenocarcinoma (Caco-2), prostate carcinoma (DU-145 and PC-3) and B-cell lymphoma (SU-DHL-4, Raji and Ramos) with
Sulfo-Cy5.5-labeled PASylated D1 1vs (blue histograms). In a control experiment, a 10-fold molar concentration of either unlabeled D11vs-PAS200 or soluble hCD98hcEDg was
co-applied for competition (red and yellow histograms, respectively). Untreated cell lines are shown in gray. (B, C, D) Immunofluorescent detection (red) of hCD98hc using
Sulfo-Cy5.5-labeled PASylated D1 1vs shown for (B) Ramos, (C) PC-3 and (D) Caco-2 cells (middle). In control experiments, the cells were treated with Sulfo-Cy5.5-labeled
wtlLen2 (left), or binding of Sulfo-Cy5.5-labeled PASylated D11vs was competed with a 10-fold molar concentration of unlabeled D11vs-PAS200 (right). Cell nuclei were

counterstained with DAPI (blue).
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showed no significant difference in mice with or
without blocked CD98hc epitopes, which confirms a
tracer-independent uptake of radioactivity into these
tissues (Figure 5B). Furthermore, the #%Zr-labeled
D11vs-PAS200-Dfo tracer allowed good visualization
of the Ramos xenografts 24 h p.i., yet with lower
contrast as compared to the PC-3 tumors. Of note, the
Ramos xenografts grew faster and more infiltrating
than the PC3 xenografts, which made it difficult to
accurately delineate these tumors on the PET images.
Consequently, the PC-3 xenografts were chosen for
further experiments.

After in vivo PET imaging, explanted PC-3
tumors were used for autoradiography of tissue cross
sections. In this analysis, a homogeneous distribution
of the radiotracer within the PC-3 tumor was detected
(Figure 5C), with signals strongly reduced in tumors
collected from the blocked mice. Concomitant
immunohistochemical analysis of vessel distribution
(via staining of CD31) as well as hCD98hc abundance,
using cognate antibodies, revealed a
well-vascularized tumor with high expression of
hCD98hc for both PC-3 and Ramos xenografts
(Figures 5D and S11).

In order to confirm these imaging results and to
obtain quantitative data from ex vivo biodistribution
experiments at the optimal time point 24h p.i., a
second study using male CB17-SCID mice bearing

A Time course PET-study: D11vs-PAS200-Dfo+Zr89
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PC-3 tumors was conducted (Figure 6). Two cohorts,
each with five mice, were injected with either 3.96
0.12 MBq #Zr-labeled D11vs-PAS or with the protein
tracer in combination with a 250-fold molar amount of
the unlabeled PASylated Anticalin (at t =-2h). After
24h, PET/CT scans were performed, tumors were
explanted, subjected to an ex vivo PET scan and,
finally, a biodistribution analysis was conducted.
PET/CT images of the mice without prior blocking of
hCD98hc showed pronounced accumulation of
radioactivity in the tumor, whereas the tumors were
barely visible in the blocked mice, in line with the ex
vivo PET/CT ROI segmentation analysis (p = 0.027).
Finally, the biodistribution study revealed high
accumulation of radioactivity (8.6 + 1.1% ID/g) in the
tumor (vs. 5.4 £ 1.1 %ID/g in the blocked cohort, p =
0.0032), with good tumor-to-blood and tumor-
to-muscle ratios of 3.5 and 11.8, respectively.
Radioactivity in the excretion-related organs matched
the observations above, with additionally pronounced
accumulation in the spleen. This can be explained by
the formation of insoluble Zr-phosphate [78]. In
summary, the novel hCD98hc-specific PASylated
Anticalin tracer showed high and specific tumor
uptake in two xenograft models with excellent
contrast, providing a proof of concept for exploiting
CD98hc in non-invasive diagnostic imaging.
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Figure 5. In vivo PET/CT imaging of a prostate carcinoma xenograft model. (A) Mice (?) bearing PC-3 xenografts were injected i.v. with 2.85 £ 0.15 MBq
D1 1vs-PAS200-Dfo+89Zr and subjected to PET/CT imaging 24, 48 and 72 h post injection. Prominent signals were apparent in the xenograft tumor (arrowhead) as well as liver
(1), kidneys (k), bladder (bl) and joints (*). (B) PET images were analyzed by threshold-based image segmentation (lower threshold at 50% of the hottest voxel), and activity
trajectories were plotted. Data for mice with (green) and without (red) blocked target are shown. Epitope blocking was accomplished by i.v. injection of a 100-fold molar amount
of the unlabeled PASylated Anticalin 2 h prior to application of the protein tracer. (C) Consecutive 10 pm cryosections were prepared from the tumor tissue followed by auto-
radiography and H&E staining. (D) The second half of each tumor was embedded in paraffin and sections were stained for CD98hc and CD31 (blood vessels), using appropriate

antibodies, as well as with H&E.
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Figure 6. In vivo and ex vivo PET/CT imaging and biodistribution analysis. (A) Mice (J) bearing PC-3 tumors were injected with 3.96 + 0.12 MBq
D11vs-PAS200-Dfo+89Zr whereas mice in the blocked group (B) additionally received a 250-fold molar amount of unlabeled D11vs-PAS200 2 h prior to the protein tracer
injection. For each mouse the in vivo PET/CT, ex vivo PET/CT and a photograph of the explanted tumor are depicted. (C) For biodistribution analysis, the mouse organs were
dissected and their radioactivity and weight were quantified to allow calculation of the %ID/g values.

Discussion

Due to its pathophysiological significance,
CD98hc constitutes a highly attractive biomedical
target for diagnostic as well as therapeutic
applications in oncology. However, no CD98hc-
specific reagents for in vivo imaging, and only few
therapeutic drug candidates addressing this target,
are available to date.

We have developed an Anticalin with exquisite
specificity and high (picomolar) affinity towards the
extracellular domain of hCD98hc. The initial Anticalin
candidates were selected from a random library based
on human Lcn2, an abundant siderophore-binding
plasma protein. This previously designed library [51],
which carries an optimally distributed set of
randomized amino acid positions within the binding
site of this protein scaffold, was successfully applied
in previous studies to generate Anticalins against
proteinaceous biomedical targets (ED-B, Hsp70,
VEGFR-3 or PSMA) [51, 52, 68, 79], peptides
(monomeric AB) [80] and hapten-type ligands
(colchicine, Y(III)-DTPA, petrobactin) [53, 81]. The
lipocalin  variants initially = selected towards
hCD98hcED from this naive Len2 library exhibited Kp
values already in the pico- to single-digit nanomolar
range as well as stable monomeric behavior, which
once again validates the utility of this protein scaffold
and the library design.

Based on its favorable association and
dissociation rate constants, with a remarkable
complex dissociation half-life of ~6h, P3D11 was
chosen as the lead candidate for further
characterization and optimization, eventually
resulting in the Anticalin D1lvs. X-ray structural
analysis of the P3D11*hCD98hcED complex revealed

deep penetration of the epitope loop L2, located in the
membrane-distal part of the hCD98hc ectodomain,
into the cup-shaped ligand pocket of the Anticalin,
with a buried paratope surface area of 1424 A2,
Competition analysis for binding of the glycosylated
hCD98hcg showed that all selected Anticalins in this
study, including P3D11, recognize the same epitope
region. P3D11 and P3A12 share a set of amino acid
exchanges relative to wtLcn2, with 8 identical
residues among the 20 randomized positions. Both
Anticalins exhibit highly similar sequence stretches in
loop #1, loop #2, as well as their adjoining p-strand
segments A/B and C/D (Figure S2A), which
contribute to the interface in the P3D11*hCD98hcED
complex (Table S5).

While N-glycosylation of CD98hc has no
influence on the target affinity of both P3D11 (or its
improved version D11vs) and P3A12, binding of the
third Anticalin candidate, P1E4, is significantly
diminished (~100-fold). This behavior can be
explained by minor variation in the mutual
orientations between hCD98hcED and the different
Anticalins, which may influence the sensitivity
towards sterically demanding carbohydrate side
chains in the neighborhood despite recognition of
overlapping epitopes (Figure 2C). A similar kind of
structural ~paratope plasticity was previously
observed for a set of Anticalins directed against the
extra-domain B of oncofetal fibronectin [71]. Of note,
the clinical-stage mAb IGN523 targets the same loop
L2 (residues 374-401) of hCD98hcED, also with
picomolar affinity [22, 73]. Treatment of patients in a
phase I clinical trial did not lead to severe adverse
effects, suggesting that this epitope of CD98hc can be
targeted safely.
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In spite of its remarkable antigen affinity,
suitable for in vivo tumor targeting, the Anticalin
candidate P3D11 suffered from low thermal stability
and pronounced aggregation after prolonged
incubation at 37 °C. To overcome this obstacle, we
employed directed evolution via moderate random
mutagenesis in combination with high throughput
sorting using a recently developed system for the
bacterial surface display of Anticalins [54]. By
applying an elevated temperature during protein
expression, the selection of variants showing
improved protein folding and stability was enforced.
With just two additional amino acid substitutions -
Phe71Ser and Gly81Val (located in loop #2 and
B-strand D, respectively) - the variant Dl1lvs
exhibited both improved affinity (approximately
three-fold) as well as significantly increased melting
temperature (by ~8 °C; cf. Figure 3C and Table 1),
thus nicely illustrating the power of directed
evolution for stability engineering of Anticalin
proteins (Figure S6C).

Small animal PET/CT  imaging and
biodistribution analysis with the $Zr-labeled D11vs
radiotracer, whose plasma half-life was optimized
using PASylation technology, showed high
accumulation in PC-3 xenograft tumors with good
imaging contrast and pronounced specificity, as
blocking of CD98hc binding by co-application of
unlabeled D11vs-PAS200 reduced tracer
accumulation by ~40%. These findings were in line
with in  vitro cytofluorometry and immuno-
fluorescence microscopy, where highly specific
binding of D11vs on several CD98hc-positive human
cancer cell lines, but not under conditions of a blocked
CD98hc epitope, was evident. Tracer uptake in
kidney, liver, spleen and joints of the xenograft mice
was as expected due to the known in vivo release of
89Zr(IV) from the radiochelator [77, 82]. Superior
89Zr-chelating reagents with higher in vivo stability, as
for example fusarinine C, a cyclic siderophore from
Aspergillus fumigatus [83, 84], may be an option for
future experiments.

In conclusion, we have selected and engineered a
human CD98hcED-specific Anticalin with high

affinity ~and  successfully applied it for
CD98hc-targeted PET  imaging. This novel
radiopharmaceutical demonstrated high tumor

uptake in prostate carcinoma as well as B-cell
lymphoma xenograft mouse models with excellent
tumor visualization. To our knowledge, this is the first
in vivo imaging study of CD98hc overexpression on
tumor cells described in the literature. Considering
the clinical importance of elevated CD98hc expression
in several human cancers, this Anticalin, charged with
appropriate radionuclides or toxic payloads,

constitutes a promising new tool for preclinical and,
potentially, clinical applications in oncology.
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SUPPORTING METHODS

Soluble production and purification of the monobiotinylated human and murine

CD98hc ectodomains

The human and murine CD98hcED (UniProt ID P08195-2, residues Glu111-Ala529, and
UniProt ID P10852-1, residues Glu105-Ala526, respectively) were produced in E. coli strain
BL21 (New England Biolabs, Frankfurt/Main, Germany) using the expression plasmid pASK-
IBA5(+)-BAP-m/hCD98hcED (Figure S1A) and in human embryonic kidney (HEK) 293E cells
(MEXi-293E expression system; IBA Lifesciences, Gottingen, Germany) transiently
transfected with pDSG-BM-Hisg-BAP-m/hCD98hcEDg-Igk-BirA-StrepDEL  (StrepDEL
corresponds to a fusion between the Strep-tag Il amino acid sequence, WSHPQFEK [1], and

the endoplasmic reticulum retention signal sequence, KDEL [2]).

For expression in E. coli, BL21 was co-transformed with pBirAcm (Avidity, Aurora, CO)
encoding biotin ligase, and heterologous gene expression was induced with 0.5 mg/L
anhydrotetracycline (aTc) and 1 mM isopropyl-f3-D-thiogalactopyranoside (IPTG) for 12 h at
26 °C in 2 L 2xYT medium. Bacteria were harvested by centrifugation, resuspended in anion-
exchange chromatography (AEX) buffer (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 1 mM EDTA) and disrupted
with a PandaPLUS 2000 homogenizer (GEA Niro Soavi, Parma, ltaly). The recombinant
CD98hc ectodomain was purified from the whole cell extract by AEX using a MacroCap Q
column (GE Healthcare, Munich, Germany) equilibrated with AEX buffer using a 3-step
gradient (step 1: 50 mM; step 2: 190 mM; strep 3: 500 mM NaCl). Appropriate fractions from
step 2 were pooled, dialyzed against 100 mM Tris/HCI pH 8.0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA,
and applied to a 5mL column carrying a streptavidin mutant which allows binding of
biotinylated proteins and competitive elution via an excess of free biotin (unpublished). After
elution using 5 mM biotin in the same buffer, preparative size-exclusion chromatography
(SEC) was performed on a 24 mL Superdex 200 10/300 GL column (GE Healthcare) using
PBS (4 mM KH,;PO,4, 16 mM Na,HPO4, 115 mM NaCl, pH 7.4) as running buffer.

Production of the m/hCD98hcEDg in MEXi-293E cells was essentially performed as
recommended by the vendor of this expression system. Briefly, cells were cultivated in MEXi
culture medium supplemented with 50 mg/l G-418 and 8 mM L-alanyl-L-glutamine at 37 °C
under humidified 5% CO, atmosphere. 250 mL culture medium containing 5x10° cells/mL
were transfected with 5 ug plasmid DNA per 1x10° cells, previously mixed at a 1:3 mass ratio
with 25 kDa linear polyethyleneimine (PEI; Polysciences Europe, Eppelheim, Germany) in
MEXi transfection medium. After 4 h incubation at 37 °C, 500 mL of MEXi cultivation medium
was added and secretory expression was continued for 4 days. After sedimentation of the

cells by centrifugation, the supernatant was dialyzed against immobilized metal ion affinity
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chromatography (IMAC) buffer (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 500 mM NacCl), and IMAC was
performed on a Ni(ll)-charged HisTrap HP column (GE Healthcare). Elution fractions
obtained after applying a linear concentration gradient of 0—-300 mM imidazole/HCI in IMAC
buffer were pooled, followed by streptavidin affinity chromatography and preparative SEC as

described above.

Analytical SEC and SDS-PAGE

Analytical SEC was performed on a 24 mL Superdex 200 10/300 GL column using PBS at a
flow rate of 0.5 mL/min. For apparent molecular weight determination, the column was
calibrated with the following standard proteins (Sigma-Aldrich, Munich, Germany):
thyroglobulin (669 kDa), alcohol dehydrogenase (150 kDa), bovine serum albumin (66 kDa),
carbonic anhydrase (29 kDa), cytochrome ¢ (12.4 kDa) and aprotinin (6.5 kDa). The void
volume of the column was determined using Blue Dextran (Sigma-Aldrich). Based on the
elution volumes, the partition coefficients K,, were calculated and used to interpolate, via

linear regression, the apparent molecular sizes of the analyzed proteins.

SDS-PAGE was performed using a high molarity Tris buffer system [3] with or without the
addition of 2-mercaptoethanol in the sample buffer, followed either by staining with
Coomassie brilliant blue or, for corresponding protein conjugates, by direct detection of
Sulfo-Cy5.5 fluorescence using an Ettan DIGE fluorescence scanner (GE Healthcare) with

an excitation wavelength of 635/30 nm and a 680/30 nm emission band-path filter.

Enzymatic cleavage of N-linked sugars from m/hCD98hcEDg

N-linked glycans were enzymatically removed from m/hCD98hcEDg produced in MEXi-293E
cells using Peptide-N-Glycosidase F (PNGase F; New England Biolabs, Ipswich, MA). 5 ug
protein in PBS were first denatured in the presence of 0.5% (w/v) sodium dodecyl sulfate
(SDS) and 40 mM dithiothreitol (DTT) for 10 min at 100 °C. Subsequently, a 1/10 volume of
500 mM NaP; pH 7.5 and of 10% (v/v) NP-40 as well as 250 units of PNGase F were added.
After incubation for 1 h at 37 °C the sample was subjected to SDS-PAGE for comparison

with the untreated ectodomain (Figure S1D).

Protein crystallization and structure determination

For protein crystallization, a variant of hCD98hcED with N-terminal Strep-tag Il was produced
in the E. coli strain BL21 as previously described [4] (Figure S1A). After incubation with the
purified lipocalin variant P3D11 at 1:1 molar ratio for 1 h at 4 °C, the P3D11-hCD98hcED
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complex was isolated via SEC on a Superdex 200 10/300 GL column (GE Healthcare) and
directly eluted in crystallization buffer comprising 10 mM Hepes/NaOH pH 7.5, 100 mM NacCl,
0.02% (w/v) NaNs;. The complex was concentrated to 15.7 mg/mL using a 30 kDa MWCO
Amicon ultracentrifugation filter (Merck Millipore, Burlington, MA) and subjected to
crystallization by vapor diffusion in hanging drops at 20 °C. Diffraction quality crystals were
obtained by mixing 1 puL of the P3D11<hCD98hcED solution with 1 uL of reservoir solution
containing 18% (w/v) PEG3350 and 100 mM Na-malonate pH 4.75. Suitable crystals were
transferred into cryoprotectant consisting of 19% (w/v) PEG3350, 100 mM Na-malonate

pH 5.0 and 20% (v/v) ethylene glycol prior to flash cooling in liquid nitrogen.

X-ray diffraction data were collected at the Helmholtz-Zentrum Berlin, Germany, BESSY
beamline 14.2 [5] and reduced with the XDS package [6] (Table S4). The crystal structure
was solved by molecular replacement with Phaser [7] using the hCD98hcED (PDB entry
2DH2) [8] and the aED-B Anticalin N7A (PDB entry 4GH7) [9] as search models. Manual
rebuilding and refinement were performed with Coot [10] and Refmac5b [11], respectively.
Translation, libration and screw (TLS) groups were determined with TLSMD [12]. The
asymmetric unit of space group C2 contained two P3D11-hCD98hcED complexes, of which
the complex comprising the chain pairs A and B was used for the analysis described in this
report due to the overall lower B-factors. Complex N-glycans were modeled on hCD98hcED

as previously described [4].

Site-specific thiol labelling of PASylated lipocalin variants via maleimide chemistry

For site-specific labelling at the engineered C-terminal Cys side chain (Figure S8),
maleimide-functionalized deferoxamine (Dfo; Macrocyclics, Plano, TX) or Sulfo-Cyanine 5.5
(Lumiprobe, Hannover, Germany) was used. To ensure the presence of a free thiol group for
homogeneous C-terminal labelling, without cleaving the intramolecular disulfide bridge of the
lipocalin variant, the purified protein was incubated with a 20-fold molar concentration of DTT
for 1 h at 20 °C in PBS pH 7.4. Then, the buffer was exchanged against 50 mM NaP; pH 5.5,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA by gel filtration on a PD-10 column (GE Healthcare). After
adjusting the pH to 7.4 using an appropriate volume of NazsPO, and quantification of the
protein concentration, a 5-fold molar concentration of the respective coupling reagent was
added and incubated for 12 h at 4 °C. Residual reagents were removed using a Superdex
200 10/300 GL column equilibrated in PBS (pH 7.4). Successful 1:1 coupling with Dfo or
Sulfo-Cy5.5 was verified using ESI-MS (Figure S8C-D) and the target affinity of each

conjugate was measured by SPR spectroscopy (Table S2).
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ESI mass spectrometry

Mass spectra of proteins were measured on a maXis mass spectrometer with an
electrospray ionization (ESI) source (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) in the positive ion
mode. To measure the intact protein mass (under denaturing conditions), the purified protein
was dialyzed against 10 mM ammonium acetate pH 6.6 followed by the addition of 50% (v/v)
methanol and 0.1% (v/v) acetic acid and applied to the mass spectrometer via a syringe
pump operated at 180 uL/h. The following conditions for the ion-transfer were used: 3400 V
capillary voltage, 500 V endplate offset, 4 I/min dry gas at 200 °C temperature, 0.3 bar
nebulizer pressure and 3 eV collision energy. Raw spectra were deconvoluted with the

Bruker Compass Data Analysis Software using the MaxEnt algorithm [13] (cf. Table S2).
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SUPPORTING TABLES

Table S1. Size determination of the glycosylated and unglycosylated m/hCD98hcED via SEC

Protein Theoretical mass Apparent size Apparent size
[kDa] (SEC) [kDa] increase [%]?
hCD98hcED 48.4 494 -
mCD98hcED 493 51.6 -
hCD98hcEDg 49.3 73.1 324
mCD98hcEDg 50.2 79.8 37.1

@ caused by the N-linked glycosylation of h/mCD98hcED upon production in MEXi-293E cells

versus E. coli BL21
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Table S2. Protein mass determination of the Anticalins P1E4, P3A12, P3D11, D11vs and the
PASylated D11vs versions via ESI-MS

Measured mass

Mass difference

Protein Theoretical mass [Da] Da] to uncoupled
[Da]

P1E4 21656.6 21656.6 (A1.0) -
P3A12 21340.2 21339.4 (A0.8) -
P3D11 21100.8 21101.1 (A0.3) -
D11vs 21082.8 21082.7 (A0.1) -
D11vs-PAS200 37933.5 37933.6 (A0.1) -
D11vs-PAS200-Cys 38036.7 n.d. -
D11vs-PAS200-Dfo 38748.5 (Dfo: 711.8) 39749.4 (A0.9) 712.7
D11vs-PAS200-Cy5.5 39060.9 (S-Cy5.5: 1024.3) 39062.1 (A1.2) 1025.4

n.d. = not determined
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Table S3. Affinities of lipocalin variants for hCD98hcEDg determined via SPR analysis

Lipocalin variant Kp @ [nM] Kon [M'xs™] Kot [s™] T12 ® [min]
P1E4 162 + 20.9 5.6x10° 9.0x102 <1
P3A12 1.9+0.012 2.2x10* 4.0x10™ 29
P3D11 0.17 + 0.004 3.0x10° 5.0x10° 230
D11vs 0.05 + 0.003 4.6x10° 2.2x10° 523
D11vs-PAS200 0.44 £ 0.011 1.1x10° 4.7x10° 245
D11vs-PAS200-Cys 0.32+0.012 1.1x10° 3.4x10° 338
D11vs-PAS200-Dfo 0.25 + 0.003 3.1x10° 7.7x10° 149
D11vs-PAS200-Cy5.5 | 0.31 + 0.008 1.9x10° 5.8x10° 198

2 all measured via single cycle kinetics

® 1,2 calculated from In(2)/kqs
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Table S4. X-ray data collection for the P3D11-hCD98hcED complex and refinement

statistics®

Data collection

Space group
Unit cell parameters

Wavelength [A]
Resolution [A]
Completeness [%]
Unique reflections
Multiplicity

Mean I/o(l)

Rmeas [%]

Wilson B-factor [A]

Cc2

a=202.81A b=46.05A,c=137.09 A,
a=y=90° p=106.64°

0.9184
30.0 - 1.80 (1.90 - 1.80)
99.8 (99.9)
113253 (16844)
6.8 (7.0)

23.9 (2.3)

4.9 (93.4)

37.4

Refinement

Resolution [A]

Reflections (working)

Reflections (test)°

Reryst [%]

Riree [%0]

Protein molecules per au

Number of atoms: protein / solvent®
B-values of atoms: protein / solvent [A?]
Ramachandran plot®: favored / outliers [%]

RMSD bonds [A] / angles [°]

30.0 - 1.80 (1.85 - 1.80)
111018 (8149)
2234 (187)

18.4 (60.8)

22.6 (67.0)

4
9356 / 909
33.3/39.2
96.8 /0.2

0.02/1.76

@ Values in parentheses refer to the highest resolution shell.

® Test set corresponds to 2% of all reflections.

¢ Solvent refers to waters, ions, ordered buffer or cryoprotectant molecules

¢ Ramachandran statistics were calculated with MolProbity [14].
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Table S5. Contacts between the P3D11 and hCD98hcED in the crystallized complex

BSA [A% BSA mutated [A?] HB / SB®
P3D11 1424 767 15/3
Loop #1 486 156 512
Loop #2 175 169 2/-
Loop #3 90 1.0 1/-
Loop #4 97 77 1/-
B-barrel 576 364 6/1
hCD98hcED 1521 - 15/3
Loop L1 288 - 6/1
Loop L2 1111 - 6/1

@ Hydrogen bonds (HB) / Salt bridges (SB), counting one SB per ion pair
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Figure S1. Biochemical characterization of the monobiotinylated human and murine
CD98hc ectodomain produced in E. coli and MEXi-293E cells. (A) Schematic illustration
of the covalently linked CD98hc/lc membrane receptor and plasmid constructs used for the
soluble expression of the unglycosylated and glycosylated m/hCD98hc ectodomain. The
extracellular domain of CD98hc used for Anticalin selection is highlighted by a rectangle. (B)
Apparent size determination of the glycosylated and unglycosylated m/hCD98hcED using
analytical SEC, verifying a considerable mass increase due to glycosylation (Table S1). (C)
SDS-PAGE of m/hCD98hcEDg purified from MEXi-293E cells or E. coli, confirming
glycosylation after production in the eukaryotic expression system as apparent from the
much larger size. (D) Enzymatic cleavage of N-linked sugars from m/hCD98hcEDg by
PNGase F (visible as a faint band at ~36 kDa) and comparison with the glycosylated
ectodomain via SDS-PAGE.
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Figure S2. Sequence analysis, expression and functional characterization of the
selected lipocalin variants P1E4, P3A12 and P3D11. (A) Amino acid sequence alignment
compared to wtLcn2. The central randomized gene cassette flanked by a pair of BstXI sites
is underlined, p-stands and structurally hypervariable loops are labeled with letters A—H and
numbers #1-#4, respectively. (B) Coomassie-stained SDS-PAGE of the recombinant
lipocalin variants after production in E. coli. The increased electrophoretic mobility under non-
reducing conditions indicates formation of the single structural disulfide bridge in the Lcn2
scaffold. (C, D) Biomolecular interaction analysis between the immobilized hCD98hc
ectodomain produced in E. coli (ARU = 225) and the selected lipocalin variants P3A12 and
P1E4 via SPR measurements using multi-cycle (C) and single-cycle (D) procedures. (E)
Competitive binding analysis between the lipocalin variants P3D11 and P3A12 by SPR
measurement. Binding sites on hCD98hcEDg were saturated with an injection of 100 nM
P3D11 followed by injection of 100 nM P3A12, which did not cause an additive RU signal
(black line). In contrast, injection of buffer followed by 100 nM P3A12, without prior blocking
of the hCD98hcED epitope with P3D11, led to a binding signal for P3A12 (dark gray line).

Mock buffer injections are shown as negative control (light gray line).
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Figure S3. Crystallization of the P3D11+hCD98hcED complex. (A) SEC purification of the
1:1 complex prepared by mixing both recombinant proteins. (B) Analytical SDS-PAGE of the
isolated P3D11-hCD98hcED complex with and without the addition of 2-mercaptoethanol.

(C) Diffraction quality crystals obtained by vapor diffusion in hanging drops at 20 °C in
18% (w/v) PEG3350 and 100 mM Na-malonate pH 4.75. (D) X-ray diffraction pattern of the
large crystal in (C) collected at a wavelength of 0.9184 A using a Pilatus 2M detector.



126  Anhang — Veroffentlichung 2

An Anticalin targeting CD98hc p. 17
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Figure S4. Electrostatic and hydrophobic properties of the P3D11-hCD98hcED
complex interface. (A) Electrostatic surface potentials were calculated with APBS [15] and
colored from -10 kgT/e (red) to +10 kgT/e (blue). (B) Surface hydrophobicity values are

shown from brown (hydrophobic) over white (neutral/peptide backbone) to green (polar) [16].
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Figure S5. Conformational variations in the components of the P3D11-hCD98hcED

complex. (A) Conformational changes of the hCD98hcED loops L1 (green) and L2 (cyan)
upon complex formation with P3D11 in comparison with the unbound hCD98hcED (dark
gray; PDB code 2DH2). (B) Structural superposition of P3D11 with wtLcn2 (PDB code 1L6M)
[17], the fibronectin-specific Anticalin N7E (PDB code 5N47) [18] and the CTLA4-specific
Anticalin PRS#003 (PDB code 3BX7) [19] using 58 Coa positions that are structurally
conserved among the lipocalins [20]. The structurally variable loops are colored pink, blue,
yellow and green for P3D11, wtLcn2, N7E and PRS#003, respectively.
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Figure S6. Engineering of the lipocalin variant P3D11 via error prone PCR and
bacterial surface display. (A) Schematic depiction of the Lcn2 scaffold presented on the
outer membrane of E. coli via fusion with the engineered p-domain of the auto-transporter
protein EspP [21]. (B) Single clone FACS analysis in the presence of 1 nM biotinylated
hCD98hcED after six BSD selection cycles. The mean intensity of PE fluorescence is shown
for the individual improved lipocalin variants in comparison with the starting variant P3D11
and with wtLcn2. (C) Amino acid sequence alignment of the improved lipocalin variants
derived from P3D11. The variant D11vs was constructed based on this sequence
information. (D) Stability testing of the lipocalin variant P3D11 and its engineered version
D11vs via incubation at 37 °C for 6 or 24 h followed by SDS-PAGE analysis, indicating
aggregate formation (i.e., protein pellet) in the case of P3D11. (E) SPR real-time binding
study of the improved variant D11vs toward hCD98hcED using single cycle kinetics. The

deduced kinetic constants are listed in Table 1.
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Figure S7. Structural context of side chain substitutions that increase stability and/or
target affinity of P3D11. Residues that differ from the Lcn2 scaffold are labeled with
asterisks. (A) Hydrophobic cavity (light blue) at the open end of the B-barrel of the lipocalin
lined by residues Tyr68, Gly81, Phe83 and Leu94 (top). Substitution of Gly at position 81 by
Val partially fills this cavity (bottom). (B) In addition, Val81 improves the contact interface with
hCD98hc. (C) Substitution of Phe71 by Ser disrupts the zm-stacking between Phe71 and
GIn174 but permits hydrogen bond formation with GIn174 and Lys50.
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Figure S8. Characterization of PASylated D11vs and its conjugates. (A) Molecular model
of the Anticalin D11vs (gray) with a C-terminally attached PAS200 polypeptide (red),
including an engineered Cys residue (yellow) at the end. (B) Non-reducing SDS-PAGE of the
PASylated D11vs variants used for in vitro and in vivo studies. For the D11vs-PAS200-Cy5.5
conjugate (rightmost lane), fluorescence was also detected on a fluorescence scanner. (C
and D) ESI-MS (deconvoluted, raw data are shown as inset) for D11vs-PAS200-Cys after
coupling to Sulfo-Cy5.5 (C) or Dfo (D) using maleimide chemistry, thus confirming

homogeneous site-specific labelling (Table S2).
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Figure S9. Cytofluorometric staining of CD98hc expressing HEK293T cells in
comparison with a derivative CD98hc knock-out (KO) cell line using a PASylated
Anticalin. (A) Flow cytometry of wild type HEK293T cells with Sulfo-Cy5.5-labeled
PASylated D11vs (blue histogram). In control experiments, a 10-fold molar concentration of
soluble hCD98hcEDg was co-applied for competition (orange histogram) or the cells were
treated with Sulfo-Cy5.5-labeled PASylated wtLcn2 (gray histogram). (B) To test the
specificity of the Sulfo-Cy5.5-labeled PASylated D11vs, a HEK293T cell line with a
CRISPR/Cas9-mediated SLC3A2 gene knock-out was investigated using the same reagents
[22].
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D11vs-PAS200-DfoZr®

Figure $10. In vivo %Zr PET/CT imaging study with PASylated D11vs in a Non-
Hodgkin’s lymphoma xenograft model. Mice (9) bearing a Ramos xenograft were injected
i.v. with 2.9 MBq D11vs-PAS200-Dfo-Zr®® followed by PET/CT imaging at time points (A) 24,
(B) 48 and (C) 72 h p.i. Signals were detected in the xenograft tumor (arrowheads), liver (1),
kidneys (k), bladder (bl) and the joints (*).
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H&E (overview)

Figure S$11. Immunohistochemical characterization of PC-3 and Ramos xenograft
tumor sections. Tissue sections of PC-3 (A) and Ramos (B) tumors were stained with H&E
as well as with antibodies against CD31 (blood vessels) and CD98hc (magnification is
indicated). PC-3 tumor xenografts appeared as solid growing carcinomas with central
necrosis. Tumor cells showed numerous mitoses and pale, vacuolated nuclei with multiple
nucleoli. The tumors were well-vascularized and showed moderate to strong membrane
expression of CD98hc in 80% of the cells, with slight intratumoral heterogeneity. Ramos
xenografts were also well-vascularized, consisting of large blastoid cells (lymphoblasts) with
high mitotic activity. CD98hc expression was evident in 100% of these cells as revealed by

moderate to severe membrane staining.
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1 | INTRODUCTION

The cluster of differentiation (CD) 98 encompasses a fam-
ily of heterodimeric amino acid transporters (HATSs) com-
prising a glycosylated type-II-transmembrane heavy chain
protein (CD98hc, also referred to as 4F2hc or SLC3A2)
which is covalently linked via a disulfide-bridge with one
of six different light chain transporters (CD98lc, e.g.,
LAT-1" or xCT?). These HATSs exhibit different specificities
for the transport of cationic, neutral, small neutral, or neg-
atively charged amino acids as well as thyroid hormones
(T; and T,) and 1-3,4-dihydroxyphenylalanine.

CD98hc acts as a molecular chaperon that stabilizes
the CD98lc proteins and facilitates their proper mem-
brane integration, which is essential for HAT function.*>
Beyond its supporting role for amino acid transport,

André Schiefner |

Corinna Brandt |

The human CD98 heavy chain (CD98hc) offers a promising biomedical target
both for tumor therapy and for drug delivery to the brain. We have previously
developed a cognate Anticalin protein with picomolar affinity and demon-
strated its effectiveness in a xenograft animal model. Due to the lack of cross-
reactivity with the murine ortholog, we now report the development and X-ray
structural analysis of an Anticalin with high affinity toward CD98hc from
mouse. This binding protein recognizes the same protruding epitope loop—
despite distinct structure—in the membrane receptor ectodomain as the Anti-
calin selected against human CD98hc. Thus, this surrogate Anticalin should
be useful for the preclinical assessment of CD98hc targeting in vivo and sup-

port the translational development for medical application in humans.

cancer theranostics, CD98hc, lipocalin, mouse model, protein engineering

CD98hc directly interacts with integrin p-subunits via its
cytosolic N-terminal domain and the single transmem-
brane helix, thereby regulating adhesive cellular signal-
ing, proliferation, survival, and migration.6’8 Thus,
CD98hc influences both activation of intracellular
integrin signaling (including FAK and Akt phosphoryla-
tion®) as well as integrin-dependent cell-to-cell contacts
(e.g., via VCAM-1 expressed on endothelial cells’® and
extracellular fibronectin matrix assembly).*

In accordance with its role at the crossroad of
integrin function and cell metabolism, CD98hc is highly
expressed in various blood cancers, including lym-
phoma'? and leukemia,’®"® and in solid tumors such as
colorectal cancer,” non-small cell lung cancer,'®'
triple-negative breast cancer,'®!” and metastatic prostate

cancer.”® Thus, CD98hc has emerged as a molecular

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any

medium, provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.
© 2020 The Authors. Protein Science published by Wiley Periodicals, Inc. on behalf of The Protein Society.
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target with potential for applications in cancer therapy
and diagnosis. Indeed, investigations in several preclini-
cal tumor models using monoclonal antibodies (mAb) or
small molecule inhibitors directed toward CD98hc or
CD98Ic's, respectively, have demonstrated suppression of
tumor growth.'%131°

Apart from that, CD98hc was described as a novel
transcytosis receptor expressed in the brain endothelium
which can be utilized for the delivery of therapeutics to
the central nervous system.?® Efficient crossing of the
blood-brain barrier (BBB) constitutes the main obstacle
for the development of both biopharmaceuticals and
small molecule drugs for the diagnosis and/or treatment
of neurological disorders. In fact, a bispecific antibody
directed against mouse CD98hc as well as to the
Alzheimer amyloid precursor protein (APP) cleavage
enzyme [-secretase (BACE1) showed strong accumula-
tion in the brain after systemic dosing in a preclinical
mouse model and, accordingly, a reduction in A
burden.*

We recently described the development of a high
affinity Anticalin (P3D11) against human CD98hc which
specifically recognizes a protruding loop structure in the
membrane distal part of its extracellular domain (hCD98-
hcED).*' Of note, this part of the CD98 heterodimer is
accessible regardless of the dynamic interchain motions.*
A half-life optimized version of this Anticalin demon-
strated specific binding to the cell surface protein on
human cancer cell lines from different tissue origins and
was successfully used, after ®**Zr-radiolabeling, for the
in vivo positron emission tomography/computed tomogra-
phy (PET/CT) imaging in a human cancer xenograft
mouse model.*!

However, this Anticalin exclusively recognizes the
human membrane protein, which can be explained both
by the low amino acid sequence conservation between
the human and murine CD98hc orthologs at the solvent-
accessible surface (~50%) as well as their differing glyco-
sylation patterns as previously described.** To enable
preclinical evaluation, including pharmacokinetics and
safety assessment, experimental studies in rodents are of
major importance. Especially for the development of
BBB-penetrating agents, targeting of the murine CD98hc
is crucial, due to the lack of corresponding humanized
transgenic mouse strains or of reliable in vitro models to
mimic the human BBB.

Here, we describe the development of a surrogate
Anticalin protein directed against the murine CD98hc
extracellular domain (mCD98hcED) with very similar
binding characteristics compared to the Anticalin
P3D11 that recognizes the human receptor, as evide-
nced by functional assessment as well as X-ray
crystallography.

2 | RESULTS AND DISCUSSION
2.1 | Selection of a mCD98hcED-specific
Anticalin with picomolar affinity

For selection via filamentous phagemid display a combi-
natorial library based on the human lipocalin 2 (Lcn2)
scaffold carrying 20 randomized amino acid positions
was used.”* The unglycosylated mCD98hcED produced
in Escherichia coli was immobilized to paramagnetic
beads via a biotin group and employed as molecular tar-
get for the selection experiment while considering two
aspects: (a) if expressed by a mammalian host cell the
extensive glycosylation of mCD98hc (which accounts for
~40% of its apparent molecular mass*') could hamper
the initial in vitro selection process of novel Anticalins
via sterical hindrance and/or electrostatic repulsion from
the charged oligosaccharides, as seen before in a selection
campaign against prostate-specific membrane antigen®>;
(b) the differing glycosylation patterns of the human and
murine CD98hc orthologs might prevent the selection of
lipocalin variants against the homologous loop structure
in mCD98hcED (Residues 362-411) as recognized on
hCD98hcED by the previously described Anticalin
P3D11.*

After six selection cycles, a pronounced enrichment
of lipocalin variants toward the mCD98hcED was detect-
able (Figure Sla). From this population, the Anticalin
candidate C1B12 was identified via enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) screening, where the
corresponding clone gave rise to a strong and specific
binding signal when probed with the biotinylated
(unglycosylated) target protein (Figure S1b). As antici-
pated, most of the 20 randomized positions within the
wild-type (wt)Lcn2 scaffold were mutated in the encoded
amino acid sequence of the variant C1B12. Interestingly,
there was no consensus in the set of amino acid
exchanges if compared with the previously selected
ahCD98hc Anticalin P3D11 (Figure 1a). The Anticalin
candidate C1B12 was produced as a soluble protein in
E. coli and purified to homogeneity, yielding a mono-
meric protein with an apparent molecular size in sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) similar to Len2, which was further confirmed by
analytical size-exclusion chromatography (SEC) and elec-
trospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) (Figure
1b, S1(c-f), Table S1).

Real-time surface plasmon resonance (SPR) analysis
resulted in an equilibrium dissociation constant (Kp) of
630 pM toward the immobilized unglycosylated mCD98-
hcED, with a rather long complex half-life of 2.5 hr,
hence revealing similar binding characteristics compared
to the ahCD98hc Anticalin P3D11 (Kp =150 pM)*
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FIGURE 1 Biophysical
characterization of the amCD98hcED
Anticalin C1B12. (a) Amino acid
sequence alignment of the selected
lipocalin variant C1B12 compared to
wtLen2 and to the ahCD98he Anticalin
P3D11. The central randomized gene
cassette flanked by two BstXI sites is
underlined; f-strands and structurally
hypervariable loops are labeled with
letters A-H and numbers #1-#4,
respectively. Randomized positions in
the Len2 sequence are highlighted bold.
(b) Analytical SEC profile of the
mCD98hc-specific Anticalin C1B12 in
comparison with recombinant wtLcn2,
revealing monodispersity and a
monomeric oligomerization status.
From calibration runs with protein size
standards a molecular weight of

20.7 kDa was deduced for C1B12 (inset).

(c) Real-time SPR analysis of the
Anticalin C1B12 versus mCD98hcED
(produced in E. coli), demonstrating a
picomolar dissociation constant. As
expected, no binding activity of wtLcn2
toward this molecular target was
detectable

(Figure 1c). Furthermore, the SPR experiments indicated
that C1B12 recognizes an epitope on the unglycosylated
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2.2 | X-ray structure of the
C1B12-mCD98hcED complex

mCD98hcED that is not fully conserved in hCD98hcED

whereas, on the other hand, the epitope appeared to be
shielded by N-glycosylation of a specific sequon in the
murine protein (Figure S2). These findings demonstrated
that both Anticalin proteins, C1B12 and P3D11, target
similar epitopes at the membrane-distal side of the

CD98hcED.

To gain deeper insight into the mode of epitope recognition
of the murine target receptor by the Anticalin C1B12, the
three-dimensional ~ structure of its complex with
mCD98hcED was elucidated by X-ray crystallography. To
ensure a 1:1 stoichiometry, the C1B12-mCD98hcED com-
plex was isolated by preparative SEC prior to crystallization
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(Figure S3a—c). Crystals of mCD98hcED-C1B12 grew in
space group P2;2;2 with two complexes per asymmetric
unit. The X-ray structure of the bimolecular complex was
refined to a resolution of 2.75 A (Figure S3(d,e), Table 1).
Like its human ortholog, mCD98hcED exhibits a gly-
coside hydrolase fold comprising a triose-phosphate
isomerase (TIM) barrel core domain (Residues 108-432)
and a C-terminal p-sandwich domain (Residues 433-526)
as previously described.”® The Anticalin C1B12 binds to
the membrane-distal part of mCD98hcED via its four
engineered loops, #1-#4 (Figure 2), as anticipated. The
contact interface involves a total buried surface area
(BSA) of 1,363 A%, with 1,340 A% on the side of the
lipocalin and 1,386 A> on the one of mCD98hcED,

TABLE 1 X-ray data collection and refinement statistics

Data collection
Space group P2,2,2

a=105.04 A, b=107.74 A,
c=13387A,a=f=7=90°

Unit cell parameters

Wavelength [A]
Resolution [A]
Completeness [%]
Unique reflections
Multiplicity

Mean I/o(I)

Rineas [%]

Wilson B-factor [A]

Refinement

Resolution [A]

Reflections (working)

Reflections (test)®

Rcrysl [%]

Rfree [%]

Protein molecules per
asymmetric unit

Number of atoms:
protein/solvent*

B-values of atoms:
protein/solvent [A?]

Ramachandran plot®;
favored/outliers [%]

RMSD bonds [A]/angles

[°]

0.9184

35.0-2.75 (2.85-2.75)
99.1 (96.6)

39,856 (3,894)

132 (11.7)

15.4 (2.5)

20.5 (112.8)

42.7

34.71-2.75 (2.82-2.75)
37,895 (2,701)

1,961 (116)
22.0(34.2)

27.0 (39.6)

4

9,424/206

47.6/39.0

96.1/0.2

0.002/1.182

Abbreviation: RMSD, root mean square deviation.

*Values in parentheses refer to the highest resolution shell.

The test set corresponds to 5% of all reflections.

“Solvent refers to ions, water, buffer, or cryoprotectant molecules.
dRamachandran statistics were calculated with MolProbity.?®

including 15 hydrogen bonds and 3 salt bridges
(Tables S2 and S3).

mCD98hcED is recognized by the Anticalin via three
epitope regions, here referred to as L2, L3, and L4. The
majority of the contacts are contributed by L2 (Residues
362-411), that is, the loop downstream of the eighth
B-strand of the TIM barrel. L2 reaches deeply into the
ligand pocket of the lipocalin variant C1B12 and contrib-
utes 76% to the interface. Upon binding to C1B12, L2
undergoes a significant conformational change (Table S3)
compared with the uncomplexed mCD98hcED.> The
largest structural difference is observed at its tightly bur-
ied tip (Residues 392-395, Ile-Pro-Arg-Pro; cf. Figure S4),
with an average Ca root mean square deviation of 12 A
versus the uncomplexed L2 (after superposition of the
TIM barrel core). Notably, this conformational change is
accompanied by concerted cis/trans and trans/cis isomer-
izations of the peptide bonds N-terminal to residues
Pro393 and Pro395 in L2, respectively. Further contacts
between the Anticalin and mCD98hcED are mediated by
L3 (Residues 340-345), including parts of both the loop
and the o-helix that follow the seventh p-strand of the
TIM barrel, as well as the discontinuous stretch of L4
(Residues 493-499 and 513-515) in the C-terminal
B-sandwich domain (Figure 2b, Table S3).

2.3 | Structural comparison of the
surrogate Anticalin pair

Both Anticalins, C1B12 and P3D11, recognize their
CD98hc targets with affinities in the pM range while
exhibiting comparable BSA values and the same number
of hydrogen bonds and salt bridges in the three-
dimensional structures of the corresponding complexes
(Table S2). Superposition of C1B12-mCD98hcED with
P3D11-hCD98hcED via the homologous murine/human
CD98hc target molecules and subsequent analysis of the
binding mode of C1B12 in relation to P3D11 revealed a
153° rotation around the lipocalin p-barrel axis and a
14 A shift toward the C-terminus of the CD98hcED
(Figure 2). As result, P3D11 predominantly binds the epi-
tope regions L1 and L2 of hCD98hcED,* whereas C1B12
interacts with L2, L3, and L4 of mCD98hcED, as
explained above (Figures 2 and S5).

Nevertheless, in both cases the protruding L2 loop
constitutes the major epitope and contributes ~75% of all
contacts, even though this structural element is
approached by the two Anticalins from different direc-
tions. The engineered lipocalin C1B12 predominantly
recognizes L2 via its loop #4, the p-barrel core and loop
#1, whereas loop #1, the f-barrel core and loop #2 domi-
nate the interactions of P3D11 with L2 (Figure 2,
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hCD98hc P3D11

FIGURE 2 Structural comparison of the Anticalin complexes with the murine and human CD98hc target proteins. (a) Contact analysis
of the two Anticalins C1B12 and P3D11. Residues that interact with mCD98hc and hCD98hc, respectively, are highlighted in the amino acid
sequence with the same color (yellow or pink, respectively) as used for each Anticalin in the crystal structures shown below. Stars denote the
randomized positions in the wtLcn2 sequence. (b, d) Crystal structure of C1B12 (yellow) in complex with mCD98hc (light blue) (Table 1) in
comparison with P3D11 (pink) in complex with hCD98hc (light green) (PDB ID: 6S8V). The two Anticalins are shown in the same
orientation and the residues in both CD98hc epitopes are highlighted red (Table S3). (c, e) View of the buried molecular surfaces for
C1B12-mCD98hc and P3D11-hCD98hc, respectively, after separation of the complex partners. The contacting residues are colored like the
individual molecules in (b) and (d), whereas noncontacting residues are shown in light gray. Hydrogen bond as well as salt bridge donor/
acceptors are highlighted blue and red, respectively. (f) Superposition of the murine and human CD98hcED target proteins reveals
differences in the mode of recognition by their cognate Anticalins, C1B12 and P3D11, as evident from their relative rotation by almost 180°
and the mutual shift
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FIGURE 3

Table S2). Interestingly, in both Anticalins the contribu-
tion of loop #3 to the interface with the target is mar-
ginal, but at the same time this loop shows the largest
structural deviation from wtLcen2 (Figure S4, Table S2).
This suggests that in both Anticalins loop #3 has to bend
away from the calyx axis to create space for tight complex
formation with CD98hc.

Comparison of the electrostatics revealed a slightly less
acidic membrane-distal surface for mCD98hcED than for
hCD98hcED, which is consistent with their differing theo-
retical pI values of 5.9 and 5.2, respectively.?® In particular,
L2 shows a different Coulomb potential in the context of
the two Anticalins, which is slightly positive for mCD98h-
cED but slightly negative for hCD98hcED (Figure S5).
These surface charges are complemented by the negatively
or positively charged electrostatic potential of the ligand-
binding sites in the lipocalin variants C1B12 and P3D11,
respectively. Still, both Anticalins also match the slightly
hydrophobic character of L2 in the two CD98hcED target
molecules (Figure S5).

2.4 | Role of N-glycosylation for the
molecular recognition of mCD98hcED
as a protein target

In vivo, the L2 epitope region of mCD98hc is N-
glycosylated at two positions, Asn385 and Asn399, of
which Asn385 is unique to the murine ortholog.***’
Although this Asn residue in the target protein forms a
hydrogen bond with loop #2 of the Anticalin C1B12 in
the crystal structure of the complex, its location at the
fringe of the interface suggests that this N-glycosylation

Effect of N-glycosylation on the interaction between mCD98hc and C1B12. (a) mCD98hcED with modeled glycan
structures and the bound Anticalin C1B12 in the crystallized complex,* illustrating potential interference of the oligosaccharides attached to
Asn385 and, in particular, Asn399. (b, c) Close-up views of contacts between the Asn385 (b) and Asn399 (c) side chains in the
unglycosylated mCD98hcED and the bound Anticalin C1B12

should have minor influence on the binding interaction
(Figure 3). On the other hand, a free Asn399 side chain
is essential for the tight interaction with C1B12 as it
forms hydrogen bonds with Asn41 and Tyr134 as well
as a stacking interaction with Trp132 of the Anticalin
(Figure 3c). Obviously, N-glycosylation at this site
should abolish binding between C1B12 and the
mCD98hcED, which is consistent with the findings
from our SPR experiments (cf. Figure S2, Table S4).

Consequently, to utilize C1B12 as a viable surrogate
Anticalin for targeting mCD98hc in vivo, N-glycosylation
ideally at both Asn residues should be prevented in order
to avoid disruption of the epitope. In the case of Asn399
this may be simply achieved by altering the third position
of the NMT glycosylation sequon, Thr401, to Ala. Due to
its smaller side chain, Ala causes only minimal structural
perturbation within the mCD98hc epitope, just accompa-
nied by loss of a hydrogen bond with the main chain
nitrogen of Gly404 (Figure 3c). In the light of its proxim-
ity to the C1B12 epitope, as explained above, glycosyla-
tion of Asn385 might interfere with binding of the
Anticalin, too. However, this can be resolved via substitu-
tion by Asp, the equivalent residue in the human ortho-
log (UniProt ID P08195-2: Asp392).”* Such a double
mutant of mCD98hc may be incorporated into a trans-
genic mouse model, for example, by replacing exon
no. 8 by a mutated version with the help of CRISPR/Cas9
technology.”®

In order to validate this concept from a protein func-
tional perspective, the corresponding mCD98hcED
(N385D/T401A) mutant was produced both as a soluble
protein in E. coli BL21 and (partially) glycosylated—at
Asnl66 and Asn259, but not at Positions 385 and 399—in
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human embryonic kidney (HEK) cells. Both proteins
were purified to homogeneity, yielding monodisperse
and monomeric preparations (Figure S6). The apparent
molecular size in SEC and SDS-PAGE of the
unglycosylated mCD98hcED(N385D/T401A) was similar
to the unglycosylated wild-type protein. In contrast, gly-
cosylation of the mCD98hcED(N385D/T401A) led to an
increase in the apparent size compared to both
unglycosylated proteins, as expected, but not to the same
extent as for the fully glycosylated wild-type
mCD98hcED produced in HEK cells. Notably, the double
substitution just marginally affected binding activity by
the Anticalin C1B12, irrespective of the remaining glyco-
sylation at Asn166 and Asn259 (Table S4).

Thus, the Anticalin C1B12 would be suitable for
in vivo targeting of the mutant mCD98hc(N385D/T401A)
in a transgenic mouse model. While the two proposed
mutations in mCD98hc abolish N-glycosylation within
the epitope region, the lack of oligosaccharides at both
positions, Asn385 and Asn399, does not affect protein
folding or stability of mCD98hcED. Furthermore, even
though glycosylation of CD98hc plays a role for interac-
tion with galectin-3 in vivo,” the recognition by this
carbohydrate-binding protein should be maintained with
the remaining two glycosylation sites.

3 | CONCLUSIONS AND OUTLOOK
Targeting of CD98hc in vivo constitutes a promising
approach for several biomedical applications. However,
due to its high cross-species variability, both con-
cerning the amino acid surface and glycosylation pat-
tern, it is difficult to raise antibodies or other binding
proteins with suitable species cross-reactivity. At the
same time, substitution of the entire CD98hcED in a
transgenic mouse by the human counterpart could
likely provoke functional impairment due to the dis-
tinct protein properties. To enable a surrogate strategy
for preclinical research, we have developed a high
affinity Anticalin toward mCD98hc with very similar
affinity and mode of epitope recognition as our previ-
ously developed ohCD98hc Anticalin, P3D11.?! The
preclinical application of the C1B12 Anticalin in a
rodent animal model in vivo would require the genera-
tion of a transgenic mouse that carries just two point
mutations in mCD98hc. Assuming availability of such
a mouse model, our surrogate amCD98hc/ahCD98hc
Anticalin pair bears potential for pharmacokinetic and
-dynamic studies to assess the in vivo targeting of
CD98hc for diagnostic and therapeutic applications in
oncology as well as diseases of the central nervous
system.

B o WILEY-L

4 | MATERIALS AND METHODS
4.1 | Phage display selection and
preparation of mCD98hcED-specific
lipocalin variants

Production of the biotinylated recombinant mCD98hcED
both in E. coli BL21 and in MEXi-293E cells was performed
as previously described.*® To generate the mCD98hcED
double mutant N385D/T401A, amino acid substitutions
were introduced using the QuikChange site-directed muta-
genesis technique (Agilent, Santa Clara, CA) with appro-
priate oligodeoxynucleotide pairs (Eurofins, Ebersberg,
Germany) carrying the mutated codons. To be used as a
target for phage display selection, unglycosylated mCD98-
hcED was immobilized on paramagnetic beads (Sigma-
Aldrich, Munich, Germany and Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, respectively) coated with NeutrAvidin
(Cycles 1, 3, and 5) or streptavidin (Cycles 2, 4, and 6) in
an alternating fashion. The functionalized beads were incu-
bated with a phagemid library of the randomized Lcn2
scaffold?* (starting titer 1 x 10'%) and, after extensive wash-
ing with phosphate-buffered saline (PBS; 4 mM KH,PO,,
160 mM Na,HPO,, 115 mM NaCl pH 7.4), bound phage-
mids were eluted using 4 M urea. After six consecutive
phagemid panning cycles, pooled phasmid DNA from the
enriched library (i.e., the amplified phagemids eluted in
the last step) was prepared and subcloned on pPNGAL98 in
order to perform ELISA screening using microcultures
expressing the soluble lipocalin variants equipped with a
C-terminal Strep-tag I1.%°

Therefore, the periplasmic extract was prepared in a
microtiter plate and transferred to a 96-well MaxiSorp plate
(Thermo Fisher Scientific) which had been coated with
10 pg/ml StrepMAB-Immo (IBA, Gottingen, Germany).
After 1 hr incubation and washing steps, the selectively
adsorbed lipocalin variants were incubated with the bio-
tinylated mCD98hcED or, as negative control, biotinylated
ovalbumin or PBS, followed by detection of the bound bio-
tinylated target protein with ExtrAvidin/alkaline phospha-
tase (AP) conjugate (Sigma-Aldrich). Signals were
developed with 0.5 mg/ml p-nitrophenyl phosphate in AP
buffer (0.1 M NacCl, 5 mM MgCl,, 0.1 M Tris/HCI pH 8.8),
and the absorbance was measured at 405 nm in a Synergy
2 photometer (BioTek Instruments, Winooski, VT). For
clones expressing lipocalin variants that revealed a signifi-
cant binding signal toward mCD98hcED, the plasmid was
isolated and the expression cassette was subjected to DNA
sequencing.

Then, the corresponding soluble lipocalin variant was
produced with a C-terminal Hise-tag using the plasmid
pNGAL118 at preparative scale in a 2 L culture of E. coli
JM83 in 2xYT medium according to a published
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procedure.®® After periplasmic protein extraction, the
recombinant protein was purified by immobilized metal
ion affinity chromatography using a Ni(II)-charged
HisTrap HP column (GE Healthcare, Munich, Germany)
and further subjected to SEC in PBS on a 24 ml Superdex
75 10/300 GL column (GE Healthcare). Protein purity
and integrity were assessed using SDS-PAGE and ESI-
MS, respectively, as previously described."

4.2 | Biomolecular interaction analysis
Real-time SPR spectroscopy were performed as previ-
ously described.®® Briefly, the biotinylated murine
CD98hcED, or its double mutant N385D/T401A, pro-
duced in E. coli or in MEXi-293E cells (5 pg/ml protein
solution in 10 mM HEPES/NaOH pH 7.5, 150 mM
NaCl and 0.05% [vol/vol] Tween) was immobilized
(ARU = 225) to a streptavidin-coated sensorchip using
the Biotin CAPture kit (GE Healthcare). Single cycle
kinetic experiments were performed on a Biacore 2000
instrument (GE Healthcare) using five consecutive
injections from a 1:2 dilution series of the purified
lipocalin variant at a flow rate of 25 pl/min with 288 s
contact time, followed by a long 3,500 s dissociation
time for the highest concentration. Rate constants of
association and dissociation were calculated from
reference-corrected sensorgrams by fitting to a
1:1 Langmuir binding model using BIAevaluation soft-
ware. The equilibrium dissociation constant (Kp) was
calculated as the quotient kyg/ko,. Furthermore, to
investigate binding toward the fully glycosylated
mCD98hcED (mCD98hcEDg; produced in MEXi-293E
cells), or to assess cross-reactivity with hCD98hcED
(produced in E. coli), only a single concentration
(1 pM) of the lipocalin variant C1B12 was injected
using the same conditions as described above.

4.3 | Protein crystallization, structure
determination and analysis

For protein crystallization, unglycosylated mCD98hcED
was produced with an N-terminal Strep-tag II in E. coli
BL21 as previously described.® After incubation with the
Anticalin C1B12 at 1:1 molar ratio for 2 hr at 4°C, the
C1B12:mCD98hcED complex was isolated via SEC on a
Superdex 200 10/300 GL column (GE Healthcare) and
eluted in crystallization buffer (10 mM Hepes/NaOH
pH 7.5, 0.1 M NaCl, 0.02% [wt/vol] NaN3). The complex
was concentrated to ~30 mg/ml using a 30 kDa cut-off
Amicon ultrafiltration unit (Merck Millipore, Burlington,

MA) and subjected to crystallization by vapor diffusion at
20°C using an in-house precipitant screen. Diffraction
quality crystals of plate-like morphology were obtained
in hanging drops by mixing 0.5 pl C1B12-mCD98hcED
with 0.5 pl reservoir solution containing 12% (wt/vol)
polyethylene glycol 8,000 and 0.2 M Li,SO,. The crystals
were transferred into cryo-protectant solution consisting
of reservoir solution supplemented with 25% (vol/vol)
ethylene glycol and flash frozen in liquid nitrogen. X-ray
diffraction data were collected at the Helmholtz-Zentrum
Berlin, Germany, BESSY beamline 14.2,>' and reduced
with the XDS package®® (Table 1). The crystal structure
was solved by molecular replacement with Phaser*® using
coordinate sets of the mCD98hcED (PDB ID: 619Q%*) and
the Anticalin P3D11 (PDB entry: 6S8V>') as separate sea-
rch models. Manual rebuilding and refinement were per-
formed with Coot** and Refmac5> respectively
(Table 1). Electrostatic surface potentials were calculated
with APBS,* molecular packing analyses were per-
formed with PISA*’ and molecular graphics were pre-
pared with PyMOL (Schodinger, Cambridge, MA). The
asymmetric unit of space group P2,2,2 contained two
highly similar C1B12-mCD98hcED complexes, of which
the complex comprising the chain pair A and B was used
for further analysis due to its overall lower B-factors.
Complex N-glycans were modeled on mCD98hcED as
previously described.”® Atomic coordinates and structure
factors for the C1B12-mCD98hcED complex have been
deposited in the PDB (www.rcsb.org/pdb) under the
accession code 6SUA.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors wish to thank the Helmholtz-Zentrum Ber-
lin, Germany, for allocation of synchrotron radiation
beamtime and travel support and Dr. Christian Feiler for
assistance at BESSY beamline 14.2. This work was finan-
cially supported by the German Research Foundation
(DFG) in frame of the Collaborative Research Centre
824 (project A08). Anticalin® is a registered trademark of
Pieris Pharmaceuticals GmbH.

AUTHOR CONTRIBUTIONS
Friedrich-Christian  Deuschle:  Conceptualization;
investigation; methodology; validation; visualization;
writing-original draft; writing-review and editing. André
Schiefner: Conceptualization; investigation; methodol-
ogy, validation; visualization; writing-original draft;
writing-review and editing. Corinna Brandt: Investiga-
tion; validation; visualization; writing-original draft. Arne
Skerra: Conceptualization; funding acquisition; project
administration; resources; supervision; validation; visuali-
zation; writing-original draft; writing-review and editing.



144 Anhang — Veroffentlichung 3

DEUSCHLE ET AL.

CONFLICT OF INTEREST

A. Skerra is founder and shareholder of Pieris
Pharmaceuticals, Inc.

ORCID

Friedrich-Christian Deuschle ‘© https://orcid.org/0000-

0001-5603-3109

André Schiefner (© https://orcid.org/0000-0001-5215-4122
Corinna Brandt ® https://orcid.org/0000-0003-4443-6095
Arne Skerra ‘© https://orcid.org/0000-0002-5717-498X

REFERENCES

1. Kanai Y, Segawa H, Miyamoto K, Uchino H, Takeda E,
Endou H. Expression cloning and characterization of a trans-
porter for large neutral amino acids activated by the heavy chain
of 4F2 antigen (CD98). J Biol Chem. 1998;273:23629-23632.

2. Sato H, Tamba M, Ishii T, Bannai S. Cloning and expression of
a plasma membrane cystine/glutamate exchange transporter
composed of two distinct proteins. J Biol Chem. 1999;274:
11455-11458.

3. Fotiadis D, Kanai Y, Palacin M. The SLC3 and SLC7 families of
amino acid transporters. Mol Aspects Med. 2013;34:139-158.

4. Nakamura E, Sato M, Yang H, et al. 4F2 (CD98) heavy chain is
associated covalently with an amino acid transporter and con-
trols intracellular trafficking and membrane topology of 4F2
heterodimer. J Biol Chem. 1999;274:3009-3016.

5. Yan R, Zhao X, Lei J, Zhou Q. Structure of the human
LAT1-4F2hc heteromeric amino acid transporter complex.
Nature. 2019;568:127-130.

6. Cantor JM, Ginsberg MH, Rose DM. Integrin-associated pro-
teins as potential therapeutic targets. Inmunol Rev. 2008;223:
236-251.

7. Fenczik CA, Zent R, Dellos M, et al. Distinct domains of
CD98hc regulate integrins and amino acid transport. J Biol
Chem. 2001;276:8746-8752.

8. Feral CC, Nishiya N, Fenczik CA, Stuhlmann H, Slepak M,
Ginsberg MH. CD98hc (SLC3A2) mediates integrin signaling.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2005;102:355-360.

9. Cai S, Bulus N, Fonseca-Siesser PM, et al. CD98 modulates
integrin B1 function in polarized epithelial cells. J Cell Sci.
2005;118:889-899.

10. Bajaj J, Konuma T, Lytle NK, et al. CD98-mediated adhesive
signaling enables the establishment and propagation of acute
myelogenous leukemia. Cancer Cell. 2016;30:792-805.

11. Feral CC, Zijlstra A, Tkachenko E, et al. CD98hc (SLC3A2)
participates in fibronectin matrix assembly by mediating
integrin signaling. J Cell Biol. 2007;178:701-711.

12. Salter DM, Krajewski AS, Sheehan T, Turner G, Cuthbert RJ,
McLean A. Prognostic significance of activation and differenti-
ation antigen expression in B-cell non-Hodgkin's lymphoma.
J Pathol. 1989;159:211-220.

13. Hayes GM, Chinn L, Cantor JM, et al. Antitumor activity of an
anti-CD98 antibody. Int J Cancer. 2015;137:710-720.

14. Ye Y, Wang M, Wang B, Yang X-M, Chen Z-N. CD98, a poten-
tial diagnostic cancer-related biomarker, and its prognostic
impact in colorectal cancer patients. Int J Clin Exp Pathol.
2017;10:5418-5429.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Bio-wiLeyL

Kaira K, Oriuchi N, Imai H, et al. CD98 expression is associ-
ated with poor prognosis in resected non-small-cell lung cancer
with lymph node metastases. Ann Surg Oncol. 2009;16:
3473-3481.

El Ansari R, Craze ML, Diez-Rodriguez M, et al. The
multifunctional solute carrier 3A2 (SLC3A2) confers a poor
prognosis in the highly proliferative breast cancer subtypes.
Brit J Cancer. 2018;118:1115-1122.

Furuya M, Horiguchi J, Nakajima H, Kanai Y, Oyama T. Corre-
lation of L-type amino acid transporter 1 and CD98 expression
with triple negative breast cancer prognosis. Cancer Sci. 2012;
103:382-389.

Wang Q, Tiffen J, Bailey CG, et al. Targeting amino acid trans-
port in metastatic castration-resistant prostate cancer: Effects
on cell cycle, cell growth and tumor development. J Natl Can-
cer Inst. 2013;105:1463-1473.

Wang Q, Holst J. L-type amino acid transport and cancer:
Targeting the mTORC1 pathway to inhibit neoplasia.
Am J Cancer Res. 2015;5:1281-1294.

Zuchero YJ, Chen X, Bien-Ly N, et al. Discovery of novel
blood-brain barrier targets to enhance brain uptake of thera-
peutic antibodies. Neuron. 2016;89:70-82.

Deuschle FC, Morath V, Schiefner A, et al. Development of a
high affinity Anticalin® directed against human CD98hc for
theranostic applications. Theranostics. 2020;10:2172-2187.
Chiduza GN, Johnson RM, Wright GSA, Antonyuk SV,
Muench SP, Hasnain SS. LAT1 (SLC7A5) and CD98hc
(SLC3A2) complex dynamics revealed by single-particle cryo-
EM. Acta Crystallogr. 2019;D75:660-669.

Deuschle FC, Schiefner A, Skerra A. Structural differences
between the ectodomains of murine and human CD98hc. Pro-
teins. 2019;87:693-698.

Gebauer M, Schiefner A, Matschiner G, Skerra A. Combinato-
rial design of an Anticalin directed against the extra-domain B
for the specific targeting of oncofetal fibronectin. J Mol Biol.
2013;425:780-802.

Barinka C, Ptacek J, Richter A, Novakova Z, Morath V,
Skerra A. Selection and characterization of Anticalins targeting
human prostate-specific membrane antigen (PSMA). Protein
Eng Des Sel. 2016;29:105-115.

Davis IW, Leaver-Fay A, Chen VB, et al. MolProbity: All-atom
contacts and structure validation for proteins and nucleic acids.
Nucleic Acids Res. 2007;35:W375-W383.

‘Wollscheid B, Bausch-Fluck D, Henderson C, et al. Mass-
spectrometric identification and relative quantification of N-linked
cell surface glycoproteins. Nat Biotechnol. 2009;27:378-386.
Wright AV, Nunez JK, Doudna JA. Biology and applications of
CRISPR systems: Harnessing nature’s toolbox for genome engi-
neering. Cell. 2016;164:29-44.

Dalton P, Christian H, Redman C, Sargent I, Boyd C. Mem-
brane trafficking of CD98 and its ligand galectin 3 in BeWo
cells—Implication for placental cell fusion. FEBS J. 2007;274:
2715-2727.

Gebauer M, Skerra A. Anticalins: small engineered binding
proteins based on the lipocalin scaffold. Methods Enzymol.
2012;503:157-188.

Mueller U, Darowski N, Fuchs MR, et al. Facilities for macro-
molecular crystallography at the Helmholtz-Zentrum Berlin.
J Synchrotron Radiat. 2012;19:442-449.



Anhang — Veroffentlichung 3 145

=L WiLEY- o
32.

33.

34.

35.
36.

37.

DEUSCHLE ET AL.

Kabsch W. XDS. Acta Crystallogr. 2010;D66:125-132.

McCoy AJ, Grosse-Kunstleve RW, Adams PD, Winn MD,
Storoni LC, Read RJ. Phaser crystallographic software. J Appl
Cryst. 2007;40:658-674.

Emsley P, Lohkamp B, Scott WG, Cowtan K. Features and
development of Coot. Acta Cryst. 2010;D66:486-501.
Murshudov GN, Skubak P, Lebedev AA, et al. REFMACS5 for
the refinement of macromolecular crystal structures. Acta
Cryst. 2011;D67:355-367.

Baker NA, Sept D, Joseph S, Holst MJ, McCammon JA. Elec-
trostatics of nanosystems: Application to microtubules and the
ribosome. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001;98:10037-10041.
Krissinel E, Henrick K. Inference of macromolecular assem-
blies from crystalline state. J Mol Biol. 2007;372:774-797.

SUPPORTING INFORMATION

Additional supporting information may be found online
in the Supporting Information section at the end of this
article.

How to cite this article: Deuschle F-C,
Schiefner A, Brandt C, Skerra A. Design of a
surrogate Anticalin protein directed against
CD98hc for preclinical studies in mice. Protein
Science. 2020;1-10. https://doi.org/10.1002/

pro.3894




146 Anhang — Verdffentlichung 3

Surrogate Anticalin targeting murine CD98hc p. 1

SUPPORTING INFORMATION

Development of a surrogate Anticalin® protein directed against CD98hc for preclinical

studies in mice

Friedrich-Christian Deuschle, André Schiefner, Corinna Brandt and Arne Skerra’

Lehrstuhl fir Biologische Chemie, Technische Universitat Minchen, 85354 Freising,

Germany

*Corresponding author:

Prof. Dr. Arne Skerra, Lehrstuhl fiir Biologische Chemie, Technische Universitat Miinchen,
Emil-Erlenmeyer-Forum 5, 85354 Freising, Germany

Phone: +49 8161 71 4351; Fax: +49 8161 71 4352; e-mail: skerra@tum.de

Short title: Surrogate Anticalin targeting murine CD98hc

Key words: CD98hc, cancer theranostics, lipocalin, protein engineering, surrogate ligand



Anhang — Veroffentlichung 3 147

Surrogate Anticalin targeting murine CD98hc p. 2

SUPPORTING METHODS

SEC and SDS-PAGE analysis

Analytical SEC was performed on a 24 ml Superdex 200 10/300 GL column (GE Healthcare,
Munich, Germany) using PBS at a flow rate of 0.5 ml/min. The column was calibrated with
the following standard proteins (Sigma-Aldrich, Munich, Germany): bovine serum albumin
(66 kDa), ovalbumin (43 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), cytochrome ¢ (12.4 kDa) and
aprotinin (6.5 kDa). The void volume of the column was determined using blue dextran
(Sigma-Aldrich). Based on the elution volumes, the partition coefficients, K,,, were calculated
and used to interpolate the apparent molecular sizes of the analyzed proteins. SDS-PAGE
was performed using a high molarity Tris buffer system® with or without 2-mercaptoethanol

(B-ME) added to the SDS sample buffer, followed by staining with Coomassie brilliant blue.

ESI mass spectrometry

Mass spectra of proteins were measured on a maXis mass spectrometer with an
electrospray ionization (ESI) source (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) in the positive ion
mode as previously described.? To measure the intact protein mass (under denaturing
conditions), the purified protein was dialyzed against 10 mM ammonium acetate pH 6.6,
followed by the addition of 50 % (v/v) methanol and 1 % (v/v) acetic acid, and applied to the
mass spectrometer via a syringe pump operated at 180 uL/h. The following conditions for the
ion-transfer were used: 3400 V capillary voltage, 500 V endplate offset, 4 L/min dry gas at
200 °C, 0.3 bar nebulizer pressure and 3 eV collision energy. Raw spectra were
deconvoluted with the Bruker Compass Data Analysis Software using the MaxEnt algorithm®
(cf. Table S1).
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Table S1. Size determination of the lipocalin variant C1B12

p.3

Theoretical mass

Mass (ESI-MS)

Apparent mass (SEC)

[Da] [Da] [kDa]
C1B12 21430.3 21429.9 (A =0.4) 20.7
wtLen2* 21521.5 - 21.5

* Recombinant mature wtLcn2 comprising residues Q21-G198 (UniProt ID: P80188-1) and

carrying the amino acid substitutions Q48H and C107S as well as a C-terminal Hise-tag
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Table S2: Analysis of the interfaces between the engineered lipocalins C1B12 and

P3D11 and CD98hcED from mouse and man, respectively

All Loop p-Barrel
#1 #2 #3 #4

Residue range 7-177 38-51 70-76 95-105 125-132 -2
No. of residues 171 14 7 11 8 58
Contact residues® with CD98hc — total / mutated

c1B12 36/18 6/3 3/3 3/1 7/3 17/8

P3D11 45/18 11/3 4/3 471 5/3 21/8
BSA® with CD98hc (A?) — total / mutated

C1B12 1340/739 230/122 98/98 62/33 422/163 401/323

P3D11 1423 /766 485/155 175/169 90/1 97 /77 484 /364
Hydrogen bonds® with CD98hc — total / mutated

C1B12 15/5 4/1 1/1 -/- 4/- 3/3

P3D11 1517 571 2/2 1/- 1/- 6/4
Salt bridges® with CD98hc — total / mutated

C1B12 3/- 2/- -/ - -/ - -/ - -/ -

P3D11 3/2 2/- -/- -/- -/- 1/1
Co RMSD to wtLcn2? (A)

C1B12 3.09 4.90 0.93 12.01 2.70 0.40

P3D11 1.92 3.29 1.62 5.69 3.80 0.54

2 Residues corresponding to the eight conserved f-strands of the lipocalin:* 28-37, 52-58,
63-69, 77-84, 91-94, 106-113, 118-124, 133-139.

® Contact residues are defined as residues with >1 A? buried surface area (BSA).

¢ BSA, numbers of hydrogen bonds and of salt bridges (only counting one salt bridge per
residue pair) were determined with PISA.°

4 Root mean square deviations (RMSD) were calculated for each loop segment after

superposition of the set of 58 conserved B-barrel residues via Ca. positions.
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Table S3: Contact residues and conformational changes of the Anticalin-bound
CD98hcED proteins from mouse and man
mCD98hc
Core L1 L2 L3 L4

Residue range 108-120, 133-339, 121-132 362-411 340-345 493-499,

346-361, 412-492, 513-515

500-512, 516-526
BSA [A?] 20 - 1053 146 167
Hydrogen - - 9 3 3
bonds
Salt bridges - - 2 - 1
RMSD? vs. apo 0.69 0.39 4.00 0.41 1.06

hCD98hc
Core L1 L2 L3 L4

Residue range 114-126, 139-344, 127-138 367-417 345-350 499-505,

351-366, 418-498, 516-518

506-515, 519-529
BSA [A?] 99 273 1149 - -
Hydrogen 1 6 8 - -
bonds
Salt bridges 1 1 1 - -
RMSD? vs. apo 0.99 1.50 1.48 0.43 0.87

¥ RMSD values of the Ca. positions for the epitopes L1, L2, L3 and L4 were calculated after

superposing the Ca positions of the core residues. The uncomplexed structures of murine

and human CD98hcED (PDB IDs: 619Q and 2DH2, respectively) were used for comparison.
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Table S4: SPR analysis of the Anticalin C1B12 with mCD98hcED and its N385D/T401A

mutants produced in E. coli or fully/partially glycosylated in HEK cells.

mCD98hcED protein Ko? [nM]  kon [M"'xs™] Kott [™'] T12° [min]
Wild-type (E. coli) 0.63 +0.02 1.2x10° 7.5x10° 154
Wild-type (HEK) not detectable

N385D/T401A (E. coli) 1.80 + 0.05 3.3x10* 5.9x10° 195
N385D/T401A (HEK)° 1.98 + 0.02 4.2x10* 8.3x10° 140

@ measured via single cycle kinetics
® 1,2 calculated from In(2)/Kof

¢ glycosylated at Asn166 and Asn259 but not at amino acid positions 385 and 399
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Figure S1. Phage display selection and bacterial production of the lipocalin variant
C1B12. (A) Steady rise of the phagemid titer after each phage display selection cycle
indicated the enrichment of lipocalin variants towards the soluble target protein. (B) ELISA
screening of crude E. coli extracts for mCD98hc-specific lipocalin variants revealed a strong
and specific binding signal for the clone C1B12. For comparison, the recombinant wtLcn2
and a lipocalin variant without detectable binding towards mCD98hc were included in this
panel. (C) IMAC purification of C1B12 after production in E. coli JM83 as a soluble protein:
CE = periplasmic cell extract; FT = flow through; UP = unrelated proteins; El = elution. (D)
SDS-PAGE analysis (B-ME added) of fractions from the IMAC purification shown in (C). (E)
SDS-PAGE analysis of purified C1B12 after final preparative SEC with and without p-ME
added to the sample buffer. (F) ESI-MS of the purified Anticalin C1B12 (deconvoluted, raw

data are shown as inset).
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Figure S2. Real-time SPR binding analysis of Anticalins directed against CD98hcEDg

from different species. Sensorgrams of 1 uM C1B12 versus (A) fully glycosylated
mCD98hcEDg and (B) hCD98hcED using the same conditions as in Fig. 1C (only a single

sample injection was applied).
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Figure S3. Crystallization of the C1B12mCD98hcED complex. (A) SDS-PAGE analysis
of the purified Strep-mCD98hcED and the engineered lipocalin C1B12 before complex
formation (without addition of 3-ME). (B) SEC purification of the 1:1 complex (black) prepared
by mixing both recombinant proteins, in comparison to Strep-mCD98hcED alone (grey). (C)
SDS-PAGE of the purified C1B12smCD98hcED complex with and without the addition of p-

ME. Note that the engineered lipocalin carries one disulfide bridge whereas the mCD98hcED

lacks disulfide bonds. (D) Diffraction quality crystals obtained by vapor diffusion in hanging
drops at 20 °C in the presence of 12 % (w/v) PEG 8000 and 0.2 M Li,SO,. (E) Diffraction
pattern of the crystal shown in (D) collected at a wavelength of 0.9184 A using the Pilatus3
2M detector (Dectris, Baden, Switzerland) at BESSY beamline 14.2.
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Figure S4. Conformational differences in the cognate Anticalins and the extracellular
domains of murine and human CD98hc after complex formation. (A) Structural
superposition of the Anticalins C1B12 (yellow) and P3D11 (pink; PDB ID: 6S8V) with wtL.cn2
(cyan; PDB ID: 1L6M). (B) Conformational changes of mCD98hcED in complex with C1B12
(light blue) and of hCD98hcED in complex with P3D11 (light green, PDB ID: 6S8V)
compared to their uncomplexed states (gray; PDB IDs: 619Q and 2DH2, respectively).
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Figure S5. Electrostatic and hydrophobic interface properties in the
C1B12°mCD98hcED and P3D11-hCD98hcED complexes. (A, B) Electrostatic surface
potentials are colored from -5 kgT/e (red) to +5 kgT/e (blue), revealing patterns consistent
with the theoretical p/ values of 5.9, 7.1, 5.2 and 8.8 for mCD98hcED, Anticalin C1B12,
hCD98hcED and Anticalin P3D11, respectively. (C, D) Group-wise surface hydrophobicity
values are colored from green (polar) over white (neutral/peptide backbone) to brown

(apolar).t
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Figure S6. Biochemical characterization of mCD98hcED and its N385D/T401A mutant
produced in E. coli and in HEK cells. (A) Analytical SEC of wild-type mCD98hcED and the
N385D/T401A mutant produced in E. coli or HEK cells. Both proteins expressed in E. coli
show similar apparent sizes. However, the fully glycosylated wild-type mCD98hcEDg
produced in HEK cells exhibits strongly enlarged size, as expected, whereas the partially
glycosylated N385D/T401A mutant reveals a reduced size in comparison. (B and C) SDS-
PAGE of wild-type mCD98hcED and its N385D/T401A mutant purified from E. coli (B) or
HEK cells (C), confirming full or partial glycosylation, respectively, after production in the

eukaryotic expression system as evident from the different apparent band sizes.






