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Das Mucin MUCI1 ist in gesunden Epithelzellen nur auf der
apicalen Seite, in epithelialen Tumorzellen aber auf der ge-
samten Oberfldache und in stark erhohtem MaBe exprimiert.
In den Carcinoma-Zellen sind charakteristisch verdnderte
Saccharidseitenketten an diesem Glycoprotein zu beobach-
ten, die auf fehlerhafte Aktivitdt von Glycosyltransferasen
zuriickzufiihren sind.!'! Stark verminderte Expression!? der f-
1,6-N-Acetylglucosamintransferase C2GnT-1 reduziert die
Bildung der Core-2-Saccharidstruktur, aus der die langen
Polylactosamin-Saccharidseitenketten entstehen, die MUCI1
auf den normalen Epithelzellen auszeichnen. Die bis zu
zehnfach hohere Aktivitit von Sialyltransferasen®® bewirkt in
Tumorzellen die vorzeitige Sialylierung der unreifen Ty- und
T-Antigenstrukturen™ zu den bedeutenden tumorassoziier-
ten Sialyl-Ty-, 2,3- und 2,6-Sialyl-T-Antigenstrukturen.” ! Sie
werden so weiterem Glycanaufbau entzogen.

Die tumorassoziierten Saccharidantigene wurden an
Tragerproteine gebunden, um sie zur Induktion von Anti-
korpern nutzen zu kénnen.”! Hierfiir sind zahlreiche Metho-
den entwickelt worden:'"” In neueren Verfahren werden fiir
die Konjugation, die fiir die schwach immunogenen Kohlen-
hydrat-Antigene notig ist, die Oxim-Bildung tiber Carbonyl-
gruppen,'! Reaktionen von Thiolgruppen mit Iodacetami-
den,™ Disulfidbildung,["*! die Addition von Thiolgruppen an
Maleinimidgruppen,'¥ Staudinger-Reaktionen von Aziden
kombiniert mit Esteraminolyse,"” die 1,3-dipolare Cycload-
dition von Aziden"® an Alkine!"”! oder die Aminolyse von
Quadratsiureestern'¥ angewendet.

Die Konjugation von Glycopeptidantigenen an Proteine
kann sich schwieriger als die von Sacchariden gestalten, weil
Glycopeptide zusitzliche funktionelle Gruppen aufweisen.
Enthilt das Glycopeptid auler der C-terminalen keine wei-
tere Carboxygruppe, gelingt die Konjugation z.B. mit Rin-
derserumalbumin  (BSA) iiber Aktivesterbildung in
Wasser.”! Sind im Glycopeptidantigen Sialinsiure und wei-
tere Carboxygruppen vorhanden, diirfen sie keine Schutz-
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gruppen tragen, da diese nach der Bindung an das Protein
nicht mehr zu entfernen wiren. Uber aminofunktionalisierte
Spacer und unter Nutzung der abgestuften Reaktivitdt der
Quadratsiureester!™ lieBen sich Glycopeptide mit BSA zu
synthetischen Vakzinen verkniipfen.””! Auch heterodifunk-
tionelle Linker, z.B. N-Succinimidyl-4-(maleinimidomethyl)-
cyclohexancarboxylat (SMCC),”!! wurden — iiber Michael-
Additionen von SH-Gruppen — zur Konjugation eingesetzt.

Die von solchen Vakzinen induzierte Immunantwort ist
von Wert fiir diagnostische Zwecke, wenn durch Auslese und
Klonierung monoklonale Antikérper gewonnen werden, die
selektiv an Tumorzellen binden. Will man aber eine selektive
Immunantwort gegen tumorassoziierte Glycopeptidantige-
ne® zur Immuntherapie fortentwickeln, dann ist die Tatsa-
che hinderlich, dass z.B. die aus Maleinimido- gebildeten
Thiosuccinimido-, aber auch Quadratsdure- und (hetero)-
aromatische Linker-Strukturen selbst hoch immunogen sind,
sodass die Immunantwort gegen das eigentliche Glycopeptid-
Hapten unterdriickt sein kann.” Die Entwicklung von An-
titumorvakzinen erfordert daher nichtimmunogene Linker.
Da fiir die Selektivitdt der Glycopeptidantigene deren Kon-
formation® bedeutsam ist, sollte ein solcher Linker mog-
lichst wenige Wasserstoffbriicken-Donor/Akzeptor-Struktu-
ren enthalten, aber Wasserloslichkeit vermitteln. Alkyl-
thioether wiirden diese Anforderungen erfiillen.

Die Bildung von Thioethern durch photochemische, d.h.
radikalisch induzierte Addition von Thiolen an Alkene™ ist
schon fiir die Anbindung von Kohlenhydraten an Alkene
eingesetzt worden.”™ Um zu priifen, ob sich diese Reaktion
auch fiir die Ankniipfung von Aminosiuren und Peptiden
eignet, wurden Umsetzungen an Modellverbindungen
durchgefiihrt.

Wie die Beispiele in Schema 1 zeigen, verlduft die pho-
tochemisch induzierte Thioetherbildung mit #dquimolaren
Mengen der Reaktionspartner in Wasser (3a), Wasser/Me-
thanol- (3¢,d,f,g) und Wasser/Ethanol-Gemischen (3 e) sowie
in Methanol (3b) bei Raumtemperatur. Mit dem Radikal-
starter VA-044 wurde die Reaktion thermisch ausgelost
(3¢.d.f). Nicht umgesetzte Alkenkomponenten wurden wie-
dergewonnen. Setzt man das Thiol im Uberschuss ein, kann
die Allylkomponente vollstindig umgesetzt werden. Das
einzige Nebenprodukt ist in der Regel das Disulfid des Cy-
steinderivats (ca. 10%). Die a-Position der Aminosiduren
wird anders als bei Literaturbeispielen® nicht angegriffen.
Auch oxidationsempfindliche Tyrosin- (3b) und Trypto-
phanderivate (3¢) sowie polare Aminoséurereste (3a,d), wie
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Schema 1. Boc = tert-Butoxycarbonyl, Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbo-
nyl. Die Ausbeuten beziehen sich auf gereinigte Verbindungen.

sie in den Wiederholungseinheiten von MUC1 vorkommen,
werden nicht angegriffen. Die Kupplung eignet sich dariiber
hinaus fiir die Anbindung von Spacer-Molekiilen (3e) sowie
Fluoreszenz- (3f) und Biotinmarkern (3g). Die Thioether-
verkniipfung kann unter Bestrahlung (3b,e) allein oder un-
terstiitzt durch einen wasserloslichen Radikalstarter - ACVA
oder VA-044 (sieche Schema 1) —in Gang gesetzt werden. Mit
Radikalstarter (5-25 Mol-%) liegt die Ausbeute bei gleicher
Reaktionszeit um ca. 10 % hoher.

Da Antigenitit und Spezifitidt von Glycopeptiden offen-
bar von deren Konformation abhingen,”**! ist es fiir die
Konjugation solcher Haptene mit Proteinen ratsam, hydro-
phile Spacer zwischenzuschalten. Daher wurden in Anleh-
nung an bekannte Verfahren® aus Di- und Triethylenglycol
die heterodifunktionellen Spacer 4 (Schema 2) hergestellt.
Sie werden nach zwei Strategien zur immunkompatiblen
Verankerung der Glycopeptidantigene eingesetzt, indem man
entweder die Thiol- oder die Alkenkomponente mit dem
Tragerprotein BSA verkniipft.

Die Kupplung des S-geschiitzten Thiol-Spacers 4a
(200 Aquiv.) an BSA erfolgte in Wasser bei Raumtemperatur
und schwach saurem pH-Wert unter Aktivierung mit EDC
und HOBt oder HOSu.'"! Das so erhaltene Konjugat 5a
wurde durch Dialyse gegen Wasser gereinigt. BSA enthélt
aufler der N-terminalen noch 59 weitere Lysin-Aminogrup-
pen, von denen nur ca. 30 leicht zugénglich sind. Dem
MALDI-TOF-Massenspektrum zufolge trégt Sa im Mittel 24
Ankermolekiile pro Molekiil BSA. Bei der analogen Anbin-
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Schema 2. EDC= N-(Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid-Hy-

drochlorid, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, HOSu = N-Hydroxysuccin-
imid.

dung des Olefinankers 4c¢ an BSA (Schema?2) ergab die
MALDI-TOF-Massenspektrometrie fiir das entstehende
Konjugat 5b eine mittlere Beladung von 25 Ankermolekiilen
pro Molekiil BSA.

Die mit den Ankermolekiilen dekorierten BSA-Formen 5
konnten nun zur Gewinnung der iiber Thioetherbriicken
verkniipften BSA-Glycopeptid-Immunogene nach beiden
Vorgehensweisen (Verkniipfung der Thiol- oder der Alken-
komponente mit BSA) genutzt werden. Glycopeptidantigene
aus MUCI1 wurden zur Kupplung an das den Olefinanker
enthaltende Sb, wie fiir das Ty-Antigen-Glycopeptid in
Schema 3 gezeigt, an mit dem Tritylanker®™ ausgestattetem
Tentagel-HarzP! nach bekannten Verfahren®” aufgebaut.
Zum Schluss wurden sie am N-terminalen Glycin mit dem
heterodifunktionellen Linker 4b acyliert und unter simulta-
ner Spaltung von Tritylanker und sidurelabilen Schutzgruppen
vom Harz abgelost.

Vom Produkt 6a"! (Gesamtausbeute bezogen auf bela-
denes Harz 40 % ) wurden mit kat. NaOMe/MeOH die S- und
O-Acetylgruppen abgelost. Das thiolterminierte Glycopep-
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Schema 3. TFA=Trifluoressigsiure, TIS=Triisopropylsilan.
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tidantigen 7a wurde durch semipréparative HPLC gereinigt
und mit olefinmodifiziertem 5b in Wasser unter Bestrahlung
verkniipft.®*! Nach Dialyse und Lyophilisierung zeigte die
MALDI-TOF-Analyse, dass das gebildete Antigen-BSA-
Konjugat 8a im Mittel acht Glycopeptidmolekiile pro Mole-
kil BSA trédgt (Schema 3).

Die analoge Herstellung des mit dem 2,3-Sialyl-T-Antigen
und dem geschiitzten Thiolterminus ausgestatteten MUCI-
Glycopeptids 6bP! gelang unter Einsatz des Fmoc-2,3-Sialyl-
T-Threonin-Bausteins.’®! Bemerkenswert ist, dass nach Ab-
spaltung vom Tritylharz an 6b die Hydrogenolyse von Ben-
zylester und -ether im Kohlenhydratteil ohne Stérung durch
den Thioester ablief. Nach Umesterung in Methanol wurde
das mit dem Thiol-Spacer ausgestattete Glycopeptidantigen
7b der photochemisch induzierten Thioetherverkniipfung mit
5b zur synthetischen Vakzine 8b unterzogen (Schema 4).
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Zur Synthese der Glycopeptidantigene fiir die umge-
kehrte Thioetherverkniipfung wurde Polystyrolharz verwen-
det, das tiber Benzhydrylamid (BHA) und den supersidure-
labilen®!  4-Hydroxymethyl-3-methoxyphenoxybuttersiure-
(HMPB)-Anker mit der C-terminalen Aminosidure beladen
ist. Das Glycohexadecapeptid aus der MUC1-Tandem-Wie-
derholungseinheit mit T-Antigen-Seitenkette wurde unter
Einsatz des T-Antigen-Threonin-Bausteins?®*! synthetisiert.
Nach Abschluss der Synthese wurde N-terminal mit Bern-
steinsduremono-N-allylamid acyliert. Nach acidolytischer
Ablosung vom Harz und Zemplén-Umesterung (pH =9) fiel
das mit der Olefingruppe ausgestattete MUCI1-Glycopeptid
9a an (Schema 5).

Vor der Anbindung von 9a an das Protein wurde das mit
dem S-Acetylthio-Spacer modifizierte BSA Sa zuerst mit
0.075m wissrigem Hydroxylamin unter Argon desacetyliert.
Nach Dialyse wurden unter Argon die Thiolgruppen des do-
tierten BSA unter Bestrahlung und in Gegenwart des Radi-
kalstarters ACVA mit den Allylamid-Enden des Glycopep-
tids 9a umgesetzt. Die so erhaltene, iiber Thioether ver-
kniipfte Vakzine 10a zeigte im MALDI-TOF-Massenspek-
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trum nur schwache Signale, weswegen ihre Beladung photo-
metrisch mit Phenol/Schwefelsdure!'” ermittelt wurde; im
Mittel wurden neun Molekiile tumorassoziiertes MUCI-
Glycopeptid pro Molekiil Protein gefunden.

Die Herstellung einer Sialinsdure enthaltenden Glyco-
peptidvakzine erforderte ein modifiziertes Vorgehen, da das
Allylamid bei der Hydrogenolyse des Sialinsédurebenzylesters
hydriert werden wiirde. Daher wurde durch Festphasensyn-
these und nach selektiver Abspaltung vom Sasrin-Harz (1 %
TFA in CH,Cl,) zunichst Benzyloxycarbonyl(Z)-geschiitztes
Sialyl-Ty-Glycopeptid 11 hergestellt (Schema 6). Nach Hy-
drogenolyse von Benzylester und Z-Gruppe wurde mit
Bernsteinsduremonoallylamid in Losung gekuppelt. Nun erst
wurden durch Acidolyse und anschliefende Umesterung die
verbliebenen Schutzgruppen abgelost, was zum Sialyl-Ty-
MUCI1-Glycohexadecapeptid 12°7 fiihrte. 5a wurde mit ver-
diinntem wissrigem Hydroxylamin desacetyliert und photo-
chemisch mit dem Glycopeptid zur synthetischen Vakzine
10b verkniipft.

Die Ergebnisse zeigen, dass synthetische Glycopeptidan-
tigene, die tumortypische Strukturelemente sowohl im Sac-
charid- als auch im Peptidteil tragen, strukturell definiert
iiber photochemisch initiierte Thioladdition an Alkene mit
Tragerproteinen gekniipft werden konnen. Dabei werden
keine Nebenreaktionen an den a-CH-Gruppen von Amino-
sdureresten beobachtet. Die immunkompatible Thioether-
verkniipfung wird gebildet, indem man das Protein zunéchst
mit in Allylgruppen endenden Spacer/Anker-Molekiilen und
das synthetische Glycopeptid mit Thiolgruppen exponieren-
den Strukturteilen versieht und beide in Wasser der photo-
chemisch angeregten Thioetherbildung unterwirft
(Schema 4). Alternativ wird das Protein mit Thiolseitenket-
ten dekoriert und photochemisch mit dem synthetischen
Glycopeptid-Antigen, das olefinische Endgruppen trégt, in
Wasser zum Thioether verkniipft.

Die zweite Vorgehensweise erfordert einen vollstidndigen
Ausschluss von Sauerstoff. Die Sialinsdure enthaltenden
Glycopeptid-Antigen-Konjugate bereiten bei der MALDI-
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Schema 6. TES =Triethylsilyl, TBTU = Benzotriazolyltetramethyluroni-
umtetrafluoroborat.

TOF-Massenspektrometrie Schwierigkeiten. Die hier be-
schriebenen Konjugate aus synthetischen Glycopeptidanti-
genen und Triagerproteinen verkorpern die vielseitigste Vak-
zinform. Sie liefern bei der Prozessierung des Proteins die fiir
die T-Zellaktivierung notigen T-Zellepitope,” und sie
konnen wegen ihrer Haftung an Mikrotiterplatten direkt zur
Priifung der induzierten Seren eingesetzt werden.?*? Die
kaum immunogenen, iiber Oligoethylenglycol-Spacer gebil-
deten Thioether-Linker sollten es ermoglichen, diese Vorteile
fir die Entwicklung von Vakzinen zur Aktivimmunisierung
gegen Tumorzellen zu nutzen.
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