Zuschriften

7662

Synthetische Vakzine

DOI: 10.1002/ange.200802102

Synthetische Vakzine aus tumorassoziierten MUC1-Glycopeptidanti-
genen und einem T-Zellepitop fir die Induzierung einer
hochspezifischen humoralen Immunantwort**

Ulrika Westerlind, Alexandra Hobel, Nikola Gaidzik, Edgar Schmitt und Horst Kunz*

Professor Gunter Fischer zum 65. Geburtstag gewidmet

Das Mucin MUCT ist ein interessantes Zielmolekiil fiir die
Entwicklung einer Immuntherapie gegen Krebs."? Seine
extrazellulire Doméine enthélt zahlreiche Wiederholungs-
einheiten der Sequenz HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA, in
der fiinf potenzielle O-Glycosylierungspositionen liegen !
Auf epithelialen Tumorzellen ist MUCTI stark iiberexprimiert.
Wegen der Herunterregulierung bestimmter Glycosyltrans-
ferasen und der Uberexpression von Sialyltransferasen trigt
das tumorassoziierte MUCI kurze, sialylierte Saccharide.%
Die unvollstdndige Glycosylierung von MUCI, das auf Nor-
malzellen mit langen Sacchariden abgedeckt ist, hat zur Folge,
dass das Peptidriickgrat im tumorassoziierten MUC1 dem
Immunsystem zugénglich ist. Sowohl das Saccharid als auch
die Peptidstrukturen tragen so zu tumorassoziierten Epitopen
bei.>!"2I Mit synthetischen Glycopeptiden aus der Tandem-
Repeat-Region von MUCI sollten daher Antikorper zu in-
duzieren sein, die selektiv an die Oberfliche von Tumorzellen
binden. Allerdings sind MUCI1-Glycopeptide wenig immu-
nogen, und eine zusitzliche Stimulierung ist notig, um eine
humorale Immunantwort zu induzieren.'*"”) Diese sollte
iiber die Aktivierung von T-Helferzellen ausgelost werden,
die aus der Bindung ihrer T-Zellrezeptoren (TCR) an ein T-
Zell-Peptidantigen im Haupthistokompatibilitdtskomplex
MHCII auf der Oberfliche einer Antigen prédsentierenden
Zelle (APC) resultiert.!"®!

Kiirzlich haben wir gezeigt, dass spezifische Antikérper
gegen MUC1-Glycopeptide induziert werden, wenn man eine
synthetische Vakzine aus einem MUCI1-Glycododecapeptid,
das an ein Ty-Zell-Peptidepitop von Ovalbumin
(OVA 3 53)!" gebunden ist, einsetzt.'""] Hier beschreiben wir
die Vakzin-Konstrukte 1, 2 und 3 aus mono-, di- bzw. trigly-
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cosylierten vollstindigen Tandem-Repeat-Sequenzen, die
iiber eine nicht-immunogene Aminosédure als Abstandhalter
mit dem OVA-T-Zellepitop verkniipft sind (Abbildung 1).

tumorassoziiertes MUC1-Antigen T-Zellepitop OVAz53.330
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Abbildung 1. Strategie zur Synthese der MUC1-OVA;,;_335-Vakzin-Kon-
strukte aus tumorassoziiertem MUC1-Glycopeptidantigen, einem
nicht-immunogenen Abstandhalter und einem immunstimulierenden
OVA-T-Zellepitop. Fmoc: 9-Fluorenylmethoxycarbonyl.

Das tumorassoziierte Saccharid Sialyl-Ty, identifiziert in
Brust-, Magen- und Colonkarzinomen,®?? wurde iiber
Threonin-6 in drei Vakzine eingebaut. Die di- und trigly-
cosylierten Peptide enthalten weitere Ty-Antigen-Glycane an
den beiden anderen Threoninresten. Die triglycosylierte
MUCI1-Vakzine ist somit im immundominanten PDTRP-
Motiv glycosyliert.”>?* Diese Region ist in MUC1 auf nor-
malen Zellen durch langkettige Glycane maskiert, wird aber
auf Tumorzellen zuginglich. Es wird kontrovers diskutiert, ob
diese Region durch Glycosylierung dieses Threoninrestes mit
dem Ty-Antigen mehr oder weniger immunogen wird.>?
Die hier beschriebenen Befunde belegen, dass die Glycosy-
lierung in dieser Position die Immunogenitét reduziert.

Die mono-, di- und triglycosylierten MUCI1-Tandem-
Repeat-Peptide und OVA-T-Zellepitope wurden durch
Festphasensynthese (SPPS) an einem mit Fmoc-Arginin be-
ladenen Wang-Harz®! aufgebaut (Schema 1). Die glycosy-
lierten Threonin-Bausteine!"***! wurden in zwei Aquiva-
lenten eingesetzt und manuell mit HATU/HOAt?®! gekup-
pelt, wahrend die anderen Fmoc-Aminosiuren in 20 Aqui-
valenten automatisch mit HBTU/HOBt" gekuppelt wurden.
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Schema 1. Synthese der mono-, di- und triglycosylierten MUC1-OVA;;_335-Vakzin-Kontrukte; Bn: Benzyl; HBTU: O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat, HOBt: 1-Hydroxy-benzotriazol, DIPEA: Diisopropylethylamin, HATU: O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat, HOAt: 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol, PHB: para-Hydroxybenzyl, Pmc: Pentamethylchroman-sul-

fonyl, Trt: Trityl.

Die 38 Aminosduren umfassenden Vakzin-Konstrukte
wurden von den Harzen 4-6 mit Trifluoressigsdure(TFA)/
Triisopropylsilan(TIPS)/H,O (15:0.9:0.9) abgespalten und si-
multan von allen siurelabilen Seitenschutzgruppen befreit.
Zur Isolierung wurde mit Diethylether gefillt und durch
praparative HPLC gereinigt. Nach Hydrogenolyse des
NeuNAc-Benzylesters wurden die O-Acetylgruppen durch
Umesterung mit katalytischen Mengen an NaOMe in Me-
thanol bei pH 9-9.5 entfernt. Reinigung durch préparative
HPLC ergab die Glycopeptid-OVA;y; 330-Vakzine in Ge-
samtausbeuten von 36 (1), 17 (2) und 32 % (3) fiir die Vak-
zinierung von Miusen, die transgen im CD,-Rezeptor fiir
OVA;,; 33 sind.
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Zum Nachweis der Antikérper wurden Rinderserumal-
bumin(BSA)-Konjugate der nicht-, mono-, di- und trigly-
cosylierten MUCI-Peptide synthetisiert. Die Antigene
wurden in analoger Weise wie die Vakzine in geschiitzter
Form (7-10) an einem Harz mit Tritylanker aufgebaut
(Schema 2). Spaltung vom Harz mit TFA/TIPS/H,O, Hydro-
genolyse, Desacetylierung durch Umesterung in MeOH und
Reinigung durch priaparative HPLC ergaben die (Glyco)-
Peptide in Gesamtausbeuten von 59 (11), 47 (12), 37 (13) und
26% (14). Zur Verknipfung der Glycopeptide mit BSA
wurden sie N-terminal mit Quadratsiurediethylester!'*3! in
EtOH/H,O (1:1) bei pH 8 in die Quadratsduremonoamide
iiberfiihrt, die nach priaparativer HPLC in Ausbeuten von 91
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Schema 2. MUC-Peptid-BSA-Konjugate (19-22) fiir den Nachweis der induzierten Anti-MUC1-Glycopeptid-Antikérper durch ELISA; BSA: Rinder-

serumalbumin.

(15), 84 (16), 98 (17) und 73 % (18) anfielen. Die Kupplung an
BSA erfolgte in wissrigem Na,HPO,-Puffer bei pH 9.5. Nach
Ultrafiltration zeigten die BSA-Konjugate eine mittlere Be-
ladung mit (Glyco-)Peptid von n=7 (19), n="7 (20), n=10
(21) und n=7 (22).

Zur Induktion einer humoralen Immunantwort gegen die
MUCI1-Glycopeptidantigene wurden transgene Maiuse
(DO11.10), deren T-Zellen einen fiir OVAs,; 339 spezifischen
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Rezeptor exprimieren, mit 10 ug der synthetischen Vakzine
1-3 und komplettem Freundschen Adjuvanz (CFA) immu-
nisiert. Die Méuse 4-6 wurden mit der monoglycosylierten
Vakzine 1, die Méuse 7-9 mit der diglycosylierten (2) und die
Miuse 10-12 mit der triglycosylierten Vakzine 3 behandelt.
Als Kontrolle wurde drei Mausen (Mause 1-3, PBS-Gruppe)
Phosphat-Pufferlgsung (PBS) statt der Vakzine appliziert.
Nach jeweils 21 Tagen wurde intraperitonial mit synthetischer
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Vakzine (10 pug) und inkomplettem Freunds Adjuvanz (IFA)
nachgeimpft. Fiinf Tage nach der dritten Immunisierung
wurde jeder Maus Blut entnommen und der Uberstand des
zentrifugierten Blutes auf Antikorper analysiert. Zum
Nachweis der Antikorper wurden ELISA-Tests auf Mikroti-
terplatten, die mit den MUC1-(Glyco-)Peptid-BSA-Konju-
gaten 19-22 belegt waren, durchgefiihrt. Die Seren wurden,
zunehmend verdiinnt, zutitriert und die Antikoérper photo-
metrisch iiber mit Biotin konjugierte Anti-Maus-Antikorper
nachgewiesen, die an mit Meerrettichperoxidase (HPO)P?
gekuppeltes Streptavidin binden. Maus 4, immunisiert mit der
monoglycosylierten MUC1-OVA-Vakzine 1, sowie die Mduse
7 und 9, immunisiert mit der diglycosylierten Vakzine 2,
zeigten hohe Titer an gegen die MUCI1-Glycopeptid-spezifi-
schen Antikorpern (Abbildung 2 a—c). Dagegen entwickelten
die Méuse 10-12, immunisiert mit dem triglycosylierten
Peptidkonstrukt 3, keine Immunantwort (Abbildung2d).
Weitere Immunisierungen wurden nur mit Miusen, die eine
Reaktion zeigten, und der Kontrollgruppe vorgenommen,
erbrachten aber keine Steigerung der Immunreaktion (Ab-
bildung 2 a—c).

Alle in den Miusen 4, 7 und 9 induzierten Antikorper
banden spezifisch an die mono- (20), di- (21) und triglycosy-
lierten (22) MUC1-BSA-Konjugate (Abbildung 3b-d), aber
kaum an das nicht glycosylierte MUC1-BSA-Konjugat 19
(Abbildung 3a). Man muss daraus schlieBen, dass die durch
die mono- (1) und diglycosylierten MUC1-Tandem-Repeat-
OVA-Vakzine (2) induzierten Antikorper sehr spezifisch
sind. Nicht nur das Kohlenhydrat, sondern auch das Peptid-
riickgrat ist fiir die Epitoperkennung wichtig. Letztere ist
offenbar so bedeutend, dass selbst das triglycosylierte MUC1-
BSA-Konjugat (Abbildung 3d) durch die von 1 und 2 indu-
zierten Antikorper erkannt wird, obwohl es in der immun-
dominanten Doméne PDTRP die Ty-Saccharid-Seitenkette
trdgt und in Form des OVA-Konstrukts 3 nicht immunogen
ist.

In Miusen konnte eine hochspezifische humorale Im-
munantwort induziert werden, indem sie mit den vollsynthe-
tischen Glycopeptid-Vakzinen 1 und 2 behandelt wurden, die
die komplette Tandem-Repeat-Doméne des tumorassoziier-
ten Mucins MUCI und eine einzelne Sialyl-Ty- (1) bzw. eine
solche zusammen mit einer Ty-Antigen-Saccharidseitenkette
(2) enthalten und tiber einen nicht-immunogenen Abstand-
halter mit dem T-Zellepitop aus Ovalbumin kombiniert sind.
Beide gegen 1 und 2 induzierten Antikoérper erkennen se-
lektiv die fiir Epitheltumorzellen typischen Glycopeptid-
Strukturen (12, 13) in deren BSA-Konjugaten 20-21 (Abbil-
dung 3b,c) und dariiber hinaus auch das triglycosylierte
MUCI1-Glycopeptidantigen 14 im BSA-Konjugat 22, nicht
aber das BSA-Konjugat 19 des unglycosylierten MUCI-
Tandem-Repeat-Peptids. Diese Selektivitidt wird durch Neu-
tralisation des durch 1 induzierten Antikorpers mit den Gly-
copeptidantigenen 12-14 bestétigt. Der Befund, dass die im
PDTRP-Peptidepitop glycosylierte, selbst nicht immunogene
MUCI-Struktur durch die induzierten Antikorper erkannt
wird, lasst verstindlich werden, warum mit biologischem
Material induzierte tumorselektive Antikorper auch an diese
Struktur binden.[**!
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Abbildung 2. Nachweis der MUCT1-spezifischen Antikérper durch HPO-
katalysierte Oxidation des Farbstoffs ABTSP? (optische Dichte (OD)
bei A=410 nm); & 3. Immunisierung, 0 4. Immunisierung, A 5. Im-
munisierung. a) Maus 4, immunisiert mit monoglyco-MUC1-OVA-Vak-
zine (1), Bindung an 20; b) Maus 7 und c) Maus 9, beide immunisiert
mit diglyco-MUC1-OVA-Vakzine (2), Bindung jeweils an 21. d) MUCT-
Antikérper-Titer (1=410 nm) nach der 3. Immunisierung mit triglyco-
MUCT-OVA-Vakzine (3) in « Maus 10, o Maus 11, A Maus 12 (hier
Beschichtung der Platten mit 22).
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Abbildung 3. Spezifische Bindung der induzierten MUC1-Glycopeptidantikérper nach der 5. Immunisierung (OD bei A =410 nm; ELISA-Bindungs-
test an mit den Glycopeptid-Antigen-BSA-Konjugaten beschichteten Platten); ¢ Maus 4, 0 Maus 7, A Maus 9. a) non-glycoMUCT-BSA (19);
b) monoglyco-MUCT-BSA (20); c) diglyco-MUC1-BSA (21); d) triglyco-MUC1-BSA (22).

Der mit der monoglycosylierten Sialyl-Ty-MUCI1-Anti-
gen-Vakzine 1 induzierte Antikorper (Abbildung 3, Maus 4)
zeigt die hochste Bindungsaffinitdt an alle drei tumorassozi-
ierten MUCI-Glycopeptidantigen-BSA-Konjugate (Abbil-
dung 3b-d). Dies belegt, dass mit einer chemisch reinen
synthetischen Glycopeptid-Vakzine (hier 1) mehrere auf der
Tumorzelle vorliegende aberrante Glycopeptidstrukturen
immunologisch angegriffen werden konnen. Auf dieser Basis
sollten sich Antitumor-Vakzine entwickeln lassen, die zu-
gleich spezifisch und von niitzlicher Erkennungsbreite sind.
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