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Durch Immunisierung von Miusen

zu Antikorpern gegen Krebszellen:

ein kombinierter chemisch-immunologischer
Ansatz fiir die Entwicklung eines
Antitumorimpfstoffes**

Govindaswami Ragupathi, Tae Kyo Park,
Shengle Zhang, In Jong Kim, Linda Graber,
Sucharita Adluri, Kenneth O. Lloyd,

Samuel J. Danishefsky* und Philip O. Livingston

Die Mobilisierung des menschlichen Immunsystems zur Be-
kdmpfung von Krebs ist eine vielversprechende Methode.! Der
moglicherweise ideale Weg ist, mit einem Impfstoff das Immun-
system dazu anzuregen, auf ein bestimmtes oder auf mehrere
Tumor-assoziierte Antigene zu reagieren.!’ ?! Fiir ein erfolgrei-
ches Vorgehen ist eine korrekte Identifizierung von Antigenen
und deren Prisentation in einem effektiven immunstimulieren-
den Kontext im Patienten Voraussetzung. Basierend auf diesem
Prinzip wurden halbsynthetische Impfstoffe entwickelt.!® Ein
Baustein mit einem synthetischen T-Antigen-Disaccharid, das
kovalent an ein Trigerprotein gebunden ist, hat sich als beson-
ders interessant erwiesen, da eine spezifische Immunantwort bei
Krebspatienten hervorgerufen wurde.[

Ausgangspunkt unserer Untersuchungen war die Tendenz
transformierter Zellen, auf ihrer Oberfldche spezifische Kohlen-
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hydratstrukturen (Glycolipide und Glycoproteine) zu bilden.
Im Prinzip sollte das menschliche Immunsystem lernen kdnnen,
solche auf Kohlenhydraten basierenden Antigene zu erken-
nen."! Um dies zu erreichen, nutzten wir die Moglichkeiten der
Chemie und der Immunologie. Wir begannen mit der chemi-
schen Synthese des Zuckerteils, indem wir die Glycalmethode!®!
nutzten, und erhielten das komplexe Kohlenhydratepitop in
homogener Form. In dieses voll charakterisierte Zucker-Epitop
wurde ein Spacer inseriert, der einen Bindungsarm fiir die Ver-
kniipfung mit einem Triigerprotein aufwies.!®! Danach wurde
das AusmaB der Bindungskniipfung ermittelt. Das strukturell
definierte Protein-Spacer-konjugierte Kohlenhydrat wurde zu-
sammen mit einem Immunadjuvans, das dessen Wirkung unter-
stiitzt, einer Maus verabreicht (Abb. 1).

chemische Synthese homogene Kohlenhydrate
(Methode des Glycal (mit Tumor-assoziiertem Antigen)
zusammenbaus
Kohlenhydratdomane) 1) Spacer-Element
einfahren
Spacer- 2) Spacer fir
Element Verknupfung
vorbereiten
3) Spacer mit
Kohlenhydrat - Carrier-Protein
domang \\ verkniplen
Immunadju
vans [ synthetischer Impfstoff

A o e ——— = | Antikorper
~Z J

—
Maus

Abb. 1. Strategie zur Herstellung von Antitumorimpfstoffen, die auf Kohlenhydra-
ten basieren.

Wie hier beschrieben wird, aktiviert eine solche synthetische
Vaccin-Immunkonjugat-Kombination das Immunsystem der
Maus zur Produktion von Antikérpern. Diese binden an
menschliche Krebszellen, die das Epitop exprimieren, um das
die Kohlenhydrat-Region entworfen wurde.

Das von Hakomori et al. isolierte Brusttumor-Glycolipid-as-
soziierte Antigen 2 (Schema 1) aus MCF-7-Zellen bot eine viel-
versprechende Moglichkeit fiir die Erforschung dieser Metho-
de.’! Frithe Studien in diesem Bereich wurden durch die
Immuncharakterisierung des Antigens mit dem monoklonalen
Antikérper MBr1® aus Miusen erleichtert. Uber die Totalsyn-
these eines Globo-H-Hexasaccharids 1 mit der Methode des
Glycalzusammenbaus®! berichtet. Diese Verbindung wurde fiir
die Synthese von Antigen 2 genutzt, dessen Struktur durch spek-
troskopische Untersuchungen wihrend der Synthese zweifels-
frei ermittelt wurde. Dariber hinaus band das synthetische 2
tatsdchlich an den monoklonalen Antikérper mAb-MBr1 und
inhibierte dessen Bindung an MCF-7-Zellen, wie mit Durch-
fluBcytometrie!' % nachgewiesen werden konnte.

Wir hielten uns daher an unser Synthesekonzept, um Analoga
herzustellen und an diesen die strukturellen Voraussetzungen
fir die Bindung an MBr1 zu untersuchen. Tatsdchlich wurde das
Allylglycosid 3 (Abb. 2), das in seiner Epitopregion der Verbin-
dung 2 analog ist, gut gebunden.!* °! Entscheidend ist nicht nur
das Fucose-Ende des Antikérperst!® 111 (4 wird nicht gebun-
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Schema 1. a) Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF), THF, 94%; b) 1. Na, NH,, THF; 2. Ac,0, Et;N, N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP), THF, DMF, 85%;c¢) 1.
3,3-Dimethyldioxiran, CH,Cl,; 2. Allylalkohol, 66 % (+ 29 % des 2-Mannoisomers); d) NaOMe, MeOH, quantitativ; e) O;, dann Me,S; ) 1. ,.keyhole limpet hemocyanin‘
(KLH), NaBH,CN, pH =7.2; 2. Dialyse; g) 1. Rinderserumalbumin (BSA), NaBH,CN, Et;NH"HCOj; -Puffer; 2. Dialyse. 3: Globo-H-Epitop, 2: Globo-H-Antigen,
Zucker : Protein-Verhiltnis bei 9 und 10: 152:1 bzw. 17:1.
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Abb. 2. Synthetisches Globo-H-Epitop und strukturverwandte Kohlenhydrate; 3: Globo-H-Epitop, 4: Desfucosylpentasaccharid, 5: isomeres Globo-H (DC-a), 6: Pentasac-
charid, 7: Tetrasaccharid, 8: isomeres Globo-H (CB-f).
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den), sondern auch die f-glycosidische Bindung zwischen den tion von IgM- und IgG-Antikorpern dargestellt, die in fiinf
C- und D-Ringen (5 mit einer a-glycosidischen Bindung an die- Maiusen durch den Globo-H-KLH-Impfstoff gebildet wurden.
ser Stelle bindet nur schwach). Ring A kann — ebenso wie der Die 1gM-Antikdrpertiter lagen in der Rege! hoher als die 1gG-
ganze AB-Teil — fehlen (siche 6 und 7). Die -glycosidische Bin- Titer (auch bei den dret Auffrischimpfungen). Generell waren

dung zwischen den Ringen B und C hat keinen grofen Einfluf3 die Titer nach den Auffrischimmunisierungen nicht héher als

(siche 8, das gut erkannt wird). nach den ersten Immunisierungen. Es wurden keine Anti-
Wie berichtet, wurde die Doppelbindung am reduzierenden Globo-H-Antikdrper mit den oben beschriebenen Kontroll-

Ende des Globo-H-Glycals als Ausgangspunkt fiir die Synthese impfstoffen nachgewiesen.

des ungeschitzten Allylglycosids 3 genutzt.”®” Nach Ozonolyse Eine potentiell wichtige Entdeckung war, dafl Anti-Globo-

von 3 folgte eine reduktive Aminierung!!?**! mit dem Carrier- H-IgM-Antik6rper eine deutliche Reaktivitdt gegeniber MCF-

protein , keyhole lympet hemocyanin* (KLH) (siehe 9) und mit 7-Brustkrebszellen in der Durchflulcytometrie aufwiesen

Rinderserumalbumin (BSA; siche 10). Mit dem KLH-Konjugat (Abb. 4), in einem Kontrollexperiment aber nicht mit Globo-H-
konnten wir ca. 150 Kohlenhydrat-Einheiten pro Protein ein-
fiihren.!'2?! Das Kohlenhydrat:Protein-Verhiltnis zeigte 17

Kohlenhydrateinheiten in 10 an. Die Verbindungen 9 und 10 mit %, e [ S
ihren definierten Zuckerstrukturen dienten als Ausgangspunkte ' ‘
fiir immunologische Untersuchungen (siche Schema 1). 7 —— S —

Gruppen von Mdusen (weibliche CB6F1-M4iuse, Jackson La-
boratory Bar Harbor, Maine) wurden subkutan mit 9 oder 10, 01— L
die durch Konjugation von 3 an entweder KLH oder BSA erhal-
ten wurden, immunisiert. Pro Impfung (nach 0, 1, 2, 7, 20 und 6| — ]
35 Wochen) wurden jeweils 10 pg des synthetischen Kohlenhy-
dratepitops und des Immunadjuvans QS-21 verabreicht. Den 20 ) _

Maéusen wurde 10 Tage nach der dritten, vierten, fiinften und

sechsten Impfung Blut entnommen. Kontrollimpfungen wurden 3 » o
mit phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) und im Fall von 2 mit % ;
QS-21 durchgefihrt. N » i ’

Die serologischen Antworten wurden mit unterschiedlichen & i \\\
Methoden nachgewiesen. Ein ,,enzyme-linked immunosorbent §_15 \
assay” (ELISA) wurde genutzt, um den Titer der Antikérper - i .
gegen Globo-H-Ceramid 2 zu bestimmen.I'® Die Zelloberfli- ,
chen-Reaktivitdt dieser Antikérper wurde durch DurchfluB- L —— o § . 1
cytometrie und Immunadhirenz-Assays (1A)!'* '3 mit Globo- § :
H-positiven MCF-7-Zellen und als Kontrolle mit Globo-H- S " i
negativen B78.2-Melanomzellen gemessen. Die Fahigkeit dieser = _\ g
Seren, die Komplement-Lyse auszulésen, wurde mit einem 0 — = =N
Komplement-abhingigen Cytotoxizititstest gegen MCF-7-Zel- Giobo-HHKLH Globo-HBSA
lent'*# bestimmt, der auf einer Europium-Freisetzung beruht. Abb. 4. Reaktivitit von Seren aus Miusen, die mit PBS (links). Globo-H-KLH

Der mit QS-21 verabreichte Globo-H-KLH-Impfstoff9 fihr- (Mitte) oder Globf)-H—BSA (rechts) immunisiert worden waren, gegen MCF-7-
te zu héheren IgM- und 1gG-Titern als der Globo-H-BSA-Impf— Brustkrebszellen FACS-Analyse (FACS = fluorescence activated cell sorter); 1:

M 1, 2: Maus 2, 3: Maus 3, 4: Maus 4, 5: Maus 5.
stoff mit QS-21. In Abbildung 3 ist der Zeitverlauf der Induk- Al e o o e

mmunisierungen mit GLOBO-H-KLH und QS21 negativen B78.2-Melanomzellen reagierten. Aullerdem rea-

T3 7 7 ) gierten Globo-H-KLH-induzierte Antikdrper stirker als Glo-

bo-H-BSA-induzierte Antikorper. Die Zelloberflichen-Reak-

V-V tivitit der Anti-Globo-H-IgM-Antikérper wurde durch Im-

munadhérenz-Methoden ermittelt. Dieser Assay ergab, da3 der

Anti-Globo-H-Titer von 0 auf 1/360 nach Immunisierung mit

10.240 -V p; Globo-H-KLH 9 und auf 1/160 nach Immunisierung mit Glo-

o ’ bo-H-BSA 10 anstieg.

2560 |- A . AN ’ Diese Antikoérper konnten auch sehr effizient Komplement-

N2 AN AN vermittelte Cytotoxizitdt induzieren. In Experimenten mit Anti-

sk [[1p Ao-=2c---- AN seren ohne Komplement, mit Komplement ohne Serum oder mit

Komplement und Serum aus Kontrollimpfstoffen konnte keine

wolb [, & o< o Lyse festgestellt werden. Bei einer Serumverdiinnung von 1:19

11, e N in Gegenwart von humanem Komplement hatte die Lyse bei

0 ,’//'// e A A Globo-H-KLH(9)-induzierten Antikérpern zu 48% und bei

iy Globo-H-BSA(10)-induzierten zu 39 % stattgefunden. Die ma-

, ximale Komplement-induzierte Cytotoxizitit mit dem mono-
1 2 3 ) 5 6 7 8 9 10 klonalen Antikérper MBr1 betrug 72 %.

t/Monate ——»- Zum Nachweis der Spezifitdt ermittelten wir bei 2—8 mit As-

162.840 -

40.960 —

Abb. 3. Zeitverlauf der Bildung von Antikorpern, die in fiinf Méusen induziert says, wie stark sie die Bindung der Antiseren an das vollsyntheti-
wurden, indem d_lese n_nt Globo-.H-KLH—KonJugaten und.QS-Zl immunisiert wur- sche Globo-H-Amigen 2 inhibieren kénnen (Abb. 5). Nur beim
den; auf der Ordinate ist der reziproke Wert des ELISA-Titers gegen Globo-H-Ce- . 3 L

ramid (¢! in M~ ) aufgetragen; & Maus 1, (] Maus 2, & Maus 3. O Maus 4, V kompletten Globo-H-Hexasacchar_ld 2 fanq eine yqllstandlge
Maus 5, durchgezogene Linie: IgM-Titer, gestrichelte Linie: IgG-Titer. Inhibierung statt; daneben wurde eine teilweise Inhibierung mit
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Abb. 5. Analyse der Spezifitit von Globo-H-Antiserum mit einem Inhibierungsas-
say; I: Inhibierung in %; 2: Globo-H-Ceramid, 3: Globo-H-Allylglycosid, 4:
SSEA-3, 5: DC-«, 6: Pentasaccharid, 7: Tetrasaccharid, 8: CB-fi, Kontrolle: GD-3.

verschiedenen Bausteinen der Globo-H-Verbindungen festge-
stellt, allerdings keine bei nicht verwandten Verbindungen wie
dem Gangliosid GD3. Dieser Befund war in Einklang mit einer
polyklonalen serologischen Antwort bei Antikérpern, die mit
unterschiedlichen Teilen der Verbindung 2 reagieren.

Zudem wurden ELISAs mit Seren durchgefiihrt, die mit
MCEF-7- oder B78.2-Zellen behandelt worden waren. Fiir diesen
Assay wurden 5 x 103 Zellen eine Stunde mit den Seren inku-
biert und die Zellen anschlieBend durch Zentrifugieren entfernt.
In diesem Experiment ging mehr als 50% der ELISA-Reaktivi-
tiat gegen Globo-H-Ceramid nach Inkubation mit MCF-7-Zel-
len verloren, allerdings wurde keine Abnahme der Aktivitat
nach Inkubation mit Globo-H-negativen B78.2-Melanomzellen
festgestellt (Abb. 6).
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Ms. 5-5
(1:400)

Abb. 6. Absorptionsanalyse von Globo-H-Antiseren mit MCF-7- und B78.2-Zel-
len; O.D. (O.D. = optical density) bei 405 nm; 1: keine Zellen, 2: B78.2 (negative
Kontrolle), 3: MCF-7. SSEA = stage-specific embryonic antigen, Ms. = mouse
serum, in Klammern: Verdiinnungsverhiltnis fiir das Serum.
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Es handelte sich somit um eine polyklonale Antwort mit Anti-
korpersubpopulationen, die — in unterschiedlichem Malle —
mehrere Globo-H-Epitope erkennen kdnnen, die in den Testver-
bindungen 2-8 vorliegen. Im Falle des monoklonalen Antikor-
pers MBrl erwies sich das Fucoseende des Saccharids von spe-
zieller Bedeutung fiir die Erkennung durch den Antikdrper
(siche Abb. 5, Verbindung 4 bezliglich der Konsequenz bei Ent-
fernen der Fucoseeinheit). Dariiber hinaus werden Globo-H-
Epitope, die auf der Oberfliche von MCF-7-Zellen exprimiert
werden, leicht von den eingefiihrten Antikorpern erkannt, was
zu einer Komplement-Aktivierung und zur Lyse von Globo-H-
positiven Tumorzellen fiihrt.

Es wurde die immunologische Wirkung des bislang kom-
plexesten, jedoch eindeutig definierten Kohlenhydrat-Antigens
beschrieben, die als Grundlage fiir die Synthese und Untersu-
chung weiterer komplexer Impfstoffe auf Kohlenhydratbasis
dient. Ausgehend von diesen Ergebnissen, planen wir klinische
Studien mit Globo-H-KLH und QS-21 als Impfstoff an Patien-
ten mit Globo-H-positivem Krebs. Andere Impfstoffe befinden
sich zur Zeit in verschiedenen Stadien der vorklinischen Unter-
suchungen, die zu ermutigenden vorldufigen Ergebnissen ge-
fiihrt haben.!6!

Eingegangen am 29. August 1996 [Z 9509]
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