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Eine vollsynthetische Vakzine aus einem tumor-
assoziierten Glycopeptid-Antigen und einem T-
Zell-Epitop zur Induktion einer hochspezifischen
humoralen Imnmunantwort**

Sebastian Dziadek, Alexandra Hobel, Edgar Schmitt
und Horst Kunz*

Eine Therapie von Tumorerkrankungen, die auf dem Einsatz
von nicht-toxischen Antitumor-Impfstoffen beruht, wére eine
wertvolle Alternative zu den oft mit erheblichen Nebenwir-
kungen einhergehenden Behandlungen durch Chemothera-
pie oder Bestrahlung.!! Voraussetzung fiir eine solche gezielte
Immuntherapie ist die Identifizierung einer antigenen Ziel-
struktur, die eine Tumorzelle moglichst eindeutig von einer
Normalzelle unterscheidet. Besonders lohnende Zielstruktu-
ren scheinen Glycopeptide aus der Tandem-Repeat-Region
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der extrazelluliren Doméne des tumorassoziierten epithe-
lialen Mucins MUCI zu sein.”! Mit aus epithelialen Tumor-
zellen gewonnenem MUCT ist eine selektive Antitumor-Im-
munantwort in der Regel aber nicht zu erreichen, weil diese
Glycoproteine in den Kohlenhydratteilen mikroheterogen
sind und neben den tumorassoziierten auch auf Normalzellen
erscheinende Saccharid-Antigene tragen. Hinzu kommt, dass
der Organismus wegen immunsuppressiver Mechanismen
haufig nicht in der Lage ist, derartige Fremdantigene anzu-
greifen, weshalb ein weiteres Ziel einer gegen Tumore ge-
richteten Vakzinierung sein muss, diese Toleranz des Im-
munsystems durch Auslosung einer starken korpereigenen
Immunantwort zu brechen. Hierfiir ist beziiglich der Tumor-
selektivitidt neben der Initiierung einer cytotoxischen T-Zell-
Antwort? die Induktion einer selektiven, von T-Helferzellen
vermittelten Antikorperproduktion eine entscheidende
Grundlage. Spezifische Antikorper tragen entscheidend zur
Immunabwehr von Tumoren bei, indem sie die vom Kom-
plementsystem vermittelte Lyse sowohl von gebundenen als
auch von zirkulierenden Tumorzellen einleiten.

Die Sperzifitdt der humoralen Immunantwort beruht auf
der spezifischen Bindung des Antigens an den membran-
stindigen Immunglobulin-Rezeptor einer B-Zelle. Allerdings
reicht dieses Binden bei den tumorselektiven, aber schwach
immunogenen Glycopeptiden aus MUCI nicht aus, um eine
naive B-Zelle zur Proliferation und Differenzierung in Anti-
korper sezernierende Plasmazellen anzuregen. Es bedarf
einer Stimulierung durch aktivierte CD4*-T-Helferzellen.
Die Ty-Zellen wiederum werden aktiviert, indem ihr Re-
zeptor (TCR) an ein vom Haupthistokompatibilitidtskomplex
(MHC 1II) prisentiertes T-Zell-Peptidantigen bindet.[*

Wir beschreiben hier ein Konzept zur Konstruktion von
Antitumor-Vakzinen 1, nach dem ein tumorassoziiertes
Sialyl-Tn-Glycopeptidantigen aus der Tandem-Repeat-
Region von MUCI iiber eine polare, nicht immunogene
Spacer-Aminosédure mit einem Ty-Zell-Peptidepitop aus dem
Ovalbumin (OVAy; 33)° verkniipft wird (Abbildung 1a).
Ein solcher synthetischer Impfstoff sollte von Antigen pra-
sentierenden Zellen (APCs) aufgenommen werden. Nach
Prozessierung des Konstrukts 1 sollte das Ovalbumin-T-Zell-
Epitop® iiber MHC-TI-Komplexe auf den APCs prisentiert
und durch den T-Zell-Rezeptor (TCR) erkannt werden, was
zur Aktivierung und Differenzierung naiver T-Zellen fiihrt.
Die aktivierten Ty-Zellen stimulieren dann diejenigen B-
Zellen, die ebenfalls das entsprechende T-Zell-Epitop pri-
sentieren. Durch Erkennung des tumorassoziierten MUCI-
Glycopeptid-Antigens in 1 durch den Immunglobulin-Re-
zeptor einer B-Zelle und Prozessierung des Konstrukts 1 in
dieser B-Zelle (Abbildung 1b) sollte analog dem vorgeschil-
derten Mechanismus und durch weitere costimulatorische
Signale eine starke Produktion von gegen das MUCI1-Gly-
copeptid-Antigen gerichteten Antikdrpern ausgelost werden.

Das Glycopeptid-(T-Zell-Epitop)-Konjugat 1 wurde
durch eine Fragmentkondensation an fester Phase aufgebaut.
Das als Zielstruktur gewéhlte MUC1-Glycopeptid-Antigen
der Sequenz GVT*SAPDTRPAP enthilt das immundomi-
nante Motiv PDTRP/ das im MUC1 auf den Normalzellen
durch die groBBen Glycanketten verdeckt sein diirfte. Als tu-
morassoziiertes Saccharidantigen trégt es an Thr’ das Sialyl-
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Abbildung 1. a) MUC1-OVAy,;_335-Impfstoff-Konjugat 1; b) durch T-
Zellen stimulierte humorale Immunantwort.

Tn-Antigen, das auf Mamma-, Magen- und Dickdarmkarzi-
nomen" nachgewiesen wurde. Betrachtet man die aberrante
Glycosylierung der Mucine in Tumorzellen,"*!"! dann ist
Sialyl-Tn zwar nicht mengenmaéfig, aber hinsichtlich der Tu-
morselektivitidt eine besonders wichtige Struktur.

Das Sialyl-Tn-Glycopeptid aus MUC1 wurde als ge-
schiitztes Fragment durch Festphasensynthese am 2-Phenyl-
2-trimethylsilylethylester(PTMSEL)-Anker!™ aufgebaut
(Schema 1). Zur Kondensation der Fmoc-geschiitzten Ami-
nosduren dienten O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrame-
thyluronium-hexafluorophosphat (HBTU)™ und 1-Hydro-
xybenzotriazol (HOBt), zur Kupplung des Fmoc-geschiitzten
Sialyl-Tn-Threonin-Bausteins 3%'*9 die 7-Aza-Analoga
HATU/HOAt" dieser Reagentien. Zur Ablosung des in
allen Seitenkettenfunktionen geschiitzten Glycopeptids 4
vom Harz wurde der PTMSEL-Anker mit Tetrabutylammo-
niumfluorid(TBAF)-trihydrat in Dichlormethan® gespalten.

Unter diesen nahezu neutralen Bedingungen bleibt die
Hydrathiille am Fluorid intakt. Selbst sehr empfindliche
Schutzgruppen werden dabei nicht angetastet, und 4 konnte
nach Reinigung durch préaparative HPLC in einer Ausbeute
von 45% bezogen auf 2 isoliert werden (Schema 1; analyti-
sche Daten fiir 4 sind in den Hintergrundinformationen hin-
terlegt).

Parallel dazu wurde das OVA;y; 33-Heptadecapeptid am
TentaGel-gebundenen Wang-Anker™!”! (5) synthetisiert.
Nach Abschluss und N-terminaler Deblockierung wurde mit
der Fmoc-geschiitzten Triethylenglycol-Spacer-Aminoséure
68! gekuppelt und wiederum N-terminal zu 7 deblockiert
(Schema 2).
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Schema 1. Festphasenglycopeptidsynthese: 1) Fmoc-Abspaltung: Piperidin (20%) in
NMP; 2) Kupplung (1.-8.: Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF; 9.: 3
2x (Fmoc-AS-OH, HBTU, HOB,
DIPEA in DMF)), Capping: kat. HOBt, Ac,O, DIPEA in NMP; a) TBAF-3 H,O
(2x2.5 Aquiv.), CH,Cl,, jeweils 45 min, 45% (bezogen auf 2). NMM = N-Methylmor-

(1.8 Aquiv.), HATU/HOAt/NMM, DMF, 3 h; 10.-11.:

pholin, Bn=Benzyl.

An dieses polymergebundene Konjugat 7 wurde das
Sialyl-Tn-MUCI1-Glycopeptid 4 unter Aktivierung mit
HATU/HOAt gebunden. Der Uberschuss an Carboxy-Frag-
mentkomponente 4 bezogen auf das Ausgangsmaterial §
betrug nur 5 %. Mit Trifluoressigsdure, Triisopropylsilan und
Wasser wurden der Wang-Anker gelost und alle sdurelabilen
Schutzgruppen entfernt. Das im Kohlenhydratteil noch ge-
schiitzte Konstrukt 8 lieB sich nach priparativer HPLC in
einer Gesamtausbeute von 42% bezogen auf 5 isolieren.
Hydrogenolyse des NeuNAc-Benzylesters und Entfernen der
O-Acetylgruppen durch Umesterung in Methanol mit kata-
Iytischem NaOMe bei pH 9 ergaben nach préparativer HPLC
die vollsynthetische Vakzine 1 in 43% Ausbeute und, laut
analytischer HPLC und NMR-Spektroskopie, in reiner Form
(siehe Hintergrundinformationen). Im 500-MHz-'H-NMR-
Spektrum von 1 wurden nur drei Signale fiir Prolin-a CH-
Protonen gefunden, was eine nennenswerte Epimerisierung
des C-terminalen Prolins bei der Fragmentkondensation
ausschlief3t.

Zur Induktion einer starken humoralen Immunantwort
gegen das tumorassoziierte MUC1-Glycopeptid-Antigen in
der Vakzine 1 wurden transgene Miuse (DO11.10), deren T-
Zellen einen Rezeptor mit Spezifitit fiir das iiber MHC-11-
Molekiile (I-AY) prisentierte Ovalbumin-T-Zell-Epitop
(OVA4y;.53)F! tragen, mit 1 immunisiert. Dazu wurde drei
transgenen Maiusen (Maus 4-6) primér 10 pg der syntheti-
schen Vakzine 1 in Kombination mit vollstindigem Freund’-
schem Adjuvans (CFA) in die FuBsohlen injiziert. Sekun-
ddrimmunisierungen erfolgten nach 21 Tagen, wobei jeweils
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10 pg der Vakzine 1 zusammen mit unvollstandi-
gem Freund’schem Adjuvans (IFA) intraperito-
neal appliziert wurden. Zur Kontrolle erhielten
drei weitere DO11.10-Miuse identische Formu-
lierungen, jedoch mit Phosphatpuffer statt der
Vakzine (Maus 1-3, PBS-Gruppe). In Abstidnden
von fiinf Tagen nach jeder Immunisierung wurde
allen Mdiusen Blut aus der Schwanzvene ent-
nommen, um Serum fiir die Antikorperanalyse zu
gewinnen. Der Nachweis MUCI-spezifischer
Antikorper im Serum der Maiuse erfolgte durch
ELISA.[" Hierzu wurden die Vertiefungen einer
ELISA-Titerplatte mit dem an Rinderserumal-
bumin (BSA) konjugierten MUCI-Sialyl-Tn-
Glycopeptid™ aus 1 beschichtet. Dieses Neo-
glycoprotein haftet unspezifisch an der Kunst-
stoffoberflaiche, wodurch das stark hydrophile
Glycopeptid-Antigen®! auf der Mikrotiterplatte
immobilisiert wird. Bei zunehmender Verdiin-
nung (Abszisse) in Phosphatpuffer (PBS) wurden
die Seren titriert und die Antikérperkonzentrati-
on mithilfe eines sekunddren Anti-Maus-Anti-
korpers, an den Meerrettichperoxidase (HPO)
gekuppelt war, photometrisch bestimmt. Beim
Vergleich der Extinktionen wurde nach der drit-
ten Immunisierung ein deutlicher Effekt erkenn-
bar (Abbildung 2): Eine der mit der synthetischen
MUC1-OVAy; 330-Vakzine 1 immunisierten
Miuse (Maus 5, offene Quadrate) produzierte
eine deutlich erhohte MUCI-spezifische Anti-
korperkonzentration. Die Kontrollmause (PBS-Mause) zeig-
ten nur eine geringe unspezifische Reaktion. Obwohl die
DO11.10-M4iuse genetisch weitgehend identisch sind, ist ihre
Immunreaktion individuell verschieden, sodass es durchaus
der Erfahrung entspricht, dass nur eine der drei immunisier-
ten Méuse mit stark gesteigerter Antikorperantwort reagier-
te.

Bei der Entwicklung des MUCI-spezifischen Antikor-
pertiters von Maus 5 wihrend der Immunisierung (Abbil-
dung 3) fillt der signifikante Anstieg der Antikorperkon-
zentration zwischen der zweiten und der dritten Immunisie-
rung auf, der die Ausbildung eines immunologischen Ge-
dichtnisses anzeigt (spezifische IgG-Antwort).

Die Sperzifitdit der im Serum von Maus 5 enthaltenen
Antikorper wurde durch Neutralisierungsexperimente mit
unterschiedlichen (Glyco)Peptidantigenen in drei Verdiin-
nungsstufen (1:4000, 1:8000, 1:16000) iiberpriift (Abbil-
dung 4). Die Inkubation mit dem in 1 enthaltenen tumoras-
soziierten Sialyl-Tn-Glycopeptid-Antigen 9312 zeigte im
Vergleich zum unbehandelten Serum (offene Kreise) eine fast
vollstindige Neutralisierung des im Serum enthaltenen An-
tikorpers an (gefiillte Quadrate in Abbildung 4a). Weder das
unglycosylierte Dodecapeptid der gleichen Sequenz aus
MUCL (10)**?! noch das Glycohexadecapeptid der
Tandem-Repeat-Region von MUC4 (11)[" mit identischer
Sialyl-Tn-Kohlenhydratkomponente wie in 9 oder das
MUCH4-Peptid 121" waren in der Lage, den durch die Vakzine
1 induzierten Antikérper zu neutralisieren (Abbildung
4b-d).
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Schema 2. SPPS: 1) Fmoc-Abspaltung: Piperidin (20%) in NMP, 2) Aminosiure-Kupplung: Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF, 3) Cap-
ping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP; a) 1. Piperidin in NMP, 2. Kupplung des Spacermolekiils: 6 (10 Aquiv.), HBTU, HOBt, DIPEA in NMP, 3.
Capping, 4. Piperidin in NMP; b) Festphasen-Fragmentkondensation: 1. 4 (1.05 Aquiv.), HATU, HOAt, NMM in DMF, 16 h, 2. Capping; c) TFA,
Triisopropylsilan, Wasser (15:0.9:0.9), 2 h, 42% nach praparativer HPLC; d) 1. H,, Pd/C (10%), 21 h, 2. NaOMe, MeOH, 16 h, 43% uber 2 Stufen
nach priparativer HPLC. Trt = Triphenylmethyl, Pmc = Pentamethylchroman-6-yl-sulfonyl.
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Abbildung 2. ELISA der Seren der mit 1 immunisierten M3use (nach

der 3. Immunisierung, Beschichtung der Mikrotiterplatte mit MUC1-
BSA-Konjugat'®). Absorbanz (A) bei A =414 nm; o: Maus 4, 0: Maus
5, A: Maus 6, @: Kontrollmaus, x: Negativkontrolle.

Abbildung 3. Verlauf des MUC1-spezifischen Antikérper-Titers von
Maus 5. A bei 1=414 nm; o: erste Immunisierung, 0: zweite Immuni-
sierung, A: dritte Immunisierung.
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Abbildung 4. Neutralisierung des durch Vakzinierung mit 1 erhaltenen Serums durch (Glyco)Peptidantigene. A bei =414 nm; o: Serum von Maus 5

ohne Vorinkubierung, A: Negativkontrolle, m: Serum von Maus 5, inkubiert mit: a) 9, b) 10, c) 11, d) 12.

Die Immunisierung der Maus mit der vollsynthetischen
Vakzine 1 aus einem tumorassoziierten Sialyl-Tn-Glycopep-
tidantigen aus MUCI und einem T-Zell-Epitop aus Ovalbu-
min erbrachte damit nicht nur eine starke, sondern auch eine
hochsperzifische, gegen die tumorassoziierte Struktur gerich-
tete humorale Immunantwort. Dabei erkennt der induzierte
Antikorper nur die im synthetischen Antigen 1 vorgegebene
kombinierte Struktur 9 aus Peptid- und Kohlenhydrat, nicht
aber die entsprechende Peptidsequenz 10 allein oder die
Kohlenhydratstruktur in Kombination 11 mit einem anderen
Peptid. Diese hohe Sperzifitit des durch die synthetische
Vakzine 1 induzierten Antikorpers ist erfolgversprechend fiir
die Entwicklung von wirksamen Antitumor-Vakzinen. Eine
solche selektive Aktivierung des korpereigenen Immunsys-
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tems gegen Glycoproteinstrukturen, die auf Tumor-, nicht
aber auf Normalzellen vorkommen, kann nur mit reinen, am
besten vollsynthetischen Antigenen erreicht werden, wie sie
die Chemie mit den heute entwickelten Methoden®?" zu-
génglich macht.

Eingegangen am 10. Mai 2005
Online veroffentlicht am 25. Oktober 2005

Stichwérter: Antigene - Glycopeptide - Synthetische Vakzine -
Tumortherapeutika - T-Zell-Epitop
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