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Ein synthetischer Impfstoff aus einem tumorassoziierten Sialyl-Ty-
MUCI1-Tandem-Repeat-Glycopeptid und Tetanustoxoid zur Induktion
einer starken, hochselektiven Immunantwort**

Anton Kaiser, Nikola Gaidzik, Ulrika Westerlind, Danuta Kowalczyk, Alexandra Hobel,

Edgar Schmitt und Horst Kunz*
Professor Herbert Meier zum 70. Geburtstag gewidmet

Ein Impfstoff gegen Krebs muss vorrangig drei Kriterien er-
fiillen: Die induzierte Immunantwort muss so stark sein, dass
die Toleranz gegen auf korpereigenen Zellen vorkommende
Strukturen, wie tumorassoziierte Glycolipide und Glycopro-
teine, durchbrochen wird;!l das prisentierte Antigen muss
typisch fiir die Tumorzelle, auf dieser stark exprimiert und
verschieden von verwandten Strukturen auf gesunden Zellen
sein; und die Immunantwort muss hochselektive Antiseren
ergeben,” sodass keine Autoimmunreaktion gegen gesundes
Gewebe ausgelost wird. Das membrangebundene tumoras-
soziierte Glycoprotein MUC1™ konnte die beiden letzteren
Kriterien erfiillen. Es wird auf nahezu allen Epithelgeweben
exprimiert, und auf Tumorgeweben ist es stark tiberexpri-
miert.”! Das Glycanmuster von MUCI auf Tumorzellen ist
charakteristisch verschieden von dem auf Normalzellen.*
Das ist auf verdanderte Glycosyltransferaseaktivitdten in den
Epitheltumorzellen bei der Mucinbiosynthese zuriickzufiih-
ren: Die Glucosamintransferase GnT2 ist stark herunter-,
Sialyltransferasen sind dagegen hochreguliert.>® Wegen
dieser verdnderten Enzymaktivitdten sind das Ty-Antigen
und das Sialyl-Ty-Antigen besonders typische Saccharid-
antigene fiir Epitheltumorzellen und bereits auf Epithel-
tumorgeweben nachgewiesen worden.*” Die verinderten
Enzymaktivitdten haben zur Folge, dass MUCI auf Epithel-
tumorzellen im Durchschnitt kiirzere Saccharide trigt als
MUCIT auf gesunden Epithelzellen. Daher sind nicht nur die
Saccharide,® sondern auch Peptidsequenzen aus der extra-
zelluldren Tandem-Repeat-Region an den tumortypischen
Glycopeptidepitopen beteiligt.”!

Mit vollsynthetischen Impfstoffen, die aus Glycopeptiden
von MUCI und einem iiber einen Oligoethylenglycol-Spacer
verkniipften T-Zellepitop aus dem Ovalbumin (OVA) beste-
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hen, konnten in transgenen Miausen hochselektive Antiseren
induziert werden."™"! Die Seren sind nahezu monoklonal.
Die Antikorper erkennen selektiv das tumorassoziierte
MUCI1-Glycopeptid, nicht aber die nichtglycosylierte identi-
sche Peptidsequenz oder das tumorassoziierte Saccharid-
antigen in Verbindung mit einer anderen Peptidsequenz, z. B.
aus MUC4.” Die Immunantwort ist nach der dritten Im-
munisierung spezifisch und vom IgG-Typ, fillt aber nur bei
jeder dritten Maus geniigend stark aus. Daher und um die
Barriere zur Anwendung beim Menschen zu iiberwinden,
haben wir das Sialyl-Ty-MUC1-Glycopeptidantigen an Teta-
nustoxoid als Tridgerprotein angebunden. Tetanustoxoid-
Konjugate mit natiirlichen viralen oder bakteriellen Struk-
turen wurden in mehreren Impfstoffen beim Menschen an-
gewendet.['?]

Das tumorassoziierte MUC1-Tandem-Repeat-Glycopep-
tidantigen wurde an 1, einem Tentagel-Harz!"¥, an das iiber
einen Tritylanker™ Fmoc-Prolin gebunden ist, aufgebaut
(Schema1). Die Kupplung der Fmoc-Aminosiuren
(10 Aquiv.) erfolgte mit HBTU/HOBt,' die des glycosy-
lierten Fmoc-Threonin-Bausteins 2 (2 Aquiv.) mit HATU/
HOAt"" in bereits beschriebener Weise.'""!!! Nach Aufbau
der vollen MUCI1-Tandem-Repeat-Sequenz 3 am Harz, in
Schema 1 gezeigt fiir das Glycopeptid 3 mit Sialyl-Ty-Anti-
gen-Seitenkette, wurde ein Teil nach Ersatz der Fmoc- durch
die N-Acetylgruppe mit Trifluoressigsdaure (TFA)/Tri-
isopropylsilan (TIS)/H,O vom Harz abgelost. Nach chroma-
tographischer Reinigung wurden durch Hydrogenolyse der
NeuNAc-Benzylester und durch Behandlung mit katalyti-
schen Mengen an NaOMe in Methanol bei pH 9.5 die O-
Acetylgruppen entfernt. Das Sialyl-Ty-MUCI1-Glycopeptid
4a fiel nach priparativer HPLC in 65 % Ausbeute an. Analog
wurden die MUC1-Glycopeptide mit einer Tyx-Antigen- (4b),
einer Sialyl-Ty- und einer Ty-Antigen- (4¢), einer Sialyl-Ty-
und zwei Ty-Antigen- (4d), einer 2,6-Sialyl-T-'*! (4e), einer
2,3-Sialyl-T-' (4f) und einer T-Antigen-Seitenkette (4g)
sowie das unglycosylierte MUC1-Eicosapeptid 4h hergestellt
(Schema 2).

Zur Gewinnung des Impfstoffs, der das tumorassoziierte
Sialyl-Ty-MUCI1-Glycopeptid 4a als pragendes Antigen ent-
hilt, wurde die harzgebundene Form 3 mit der Fmoc-ge-
schiitzten Triethylenglycol-Spaceraminosiure 52" zu 6 ver-
langert (Schema 3). Entfernung der Fmoc-Gruppe, acidoly-
tische Abspaltung vom Harz und Spaltung aller sdurelabilen
Gruppen ergaben nach priparativer HPLC das Spacer-Gly-
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Schema 1. Festphasensynthese der tumorassoziierten MUCT-Tandem-Repeat-Glycopeptide: NMP: N-Methyl-
pyrrolidon; 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.

Angewandte

copeptidantigen in 61%
Gesamtausbeute bezogen
auf 1. Hydrogenolyse des
Benzylesters und basenka-
talysierte Umesterung lie-
ferten das deblockierte
Glycopeptid, das in Etha-
nol/H,O mit Quadratsiure-
diethylester® zum Mo-
noamidester 7?4 umgesetzt
wurde. Dieser wurde in
wissrigem  Natriumphos-
phatpuffer mit dem Teta-
nustoxoid als Tragerprotein
zum synthetischen Sialyl-
Tx-MUCT-TTox-Impfstoff
8 verkniipft. Durch Ultra-
filtration (Membran
30 kDa) wurden niedermo-
lekulare Verbindungen und
nicht umgesetztes Glyco-
peptid 7 abgetrennt. Nach
Waschen mit entionisier-
tem Wasser wurde der
Impfstoff 8 durch Lyophili-
sierung gewonnen (7.5 mg).
Die Massenzunahme
spricht fiir die Anbindung
von ca. 40 Molekiilen Gly-
copeptidantigen 7 (Mole-
kulargewicht ca. 2700) pro
Molekiil Tetanustoxoid
(Molekulargewicht ca.
150000). Anders als bei den
MUCI1-Glycopeptid-BSA-
(Rinderserumalbumin)-

Konjugaten!'!! war die Be-
ladung von 8 durch Maldi-

TOF-Massenspektrometrie wegen des hohen

HO Molekulargewichts nicht zu bestimmen.
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o ot o o den Glycopeptid-BSA-Konjugat 91! (siche Ab-
o LO(\K%Z\ o bildung 2a) mit dem Serum einer Maus, die mit
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Impfstoff aus Sialyl-Ty-MUC1-Glycopeptid und

Ovalbumin immunisiert

worden war, zeigten die Bindung nahezu gleicher
Antikorpermengen an (Abbildung 1). Die Anti-
korperbindung wurde photometrisch mithilfe
eines biotinylierten Anti-Maus-Antikorpers und
durch anschlieende Behandlung mit Streptavi-
din-Meerrettichperoxidase (HPO)®! ermittelt.
Da das Konjugat 9 im Mittel 7 Molekiile MUCI1-
Glycopeptid trigt,'!l aber nur etwa ein Drittel

des Molekulargewichts von 8 hat, miissen min-

4h:R'=R*=R’=H

Schema 2. Analog Schema 1 synthetisierte MUC1-Glycopeptidantigene.
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destens 20 Molekiile synthetisches Glycopeptid
pro Molekiil 8 gebunden sein. Dies ist nur eine
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Schema 3. Synthese des Sialyl-Ty-MUCT-Tetanustoxoid-Impfstoffs 8.
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Abbildung 1. Ermittlung der Beladung von 8 durch vergleichende
ELISA-Tests.

Abschitzung, denn die relative Zahl der fiir Antikorper zu-
géinglichen Glycopeptidantigene ist beim volumindsen TTox-
Impfstoff geringer als beim BSA-Konjugat. Der ELISA-Test
(Abbildung 1) zeigt zudem, dass die mit 8 induzierten Anti-
korper weder an BSA noch an Tetanustoxoid selbst binden.
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NazCOj, pH 8, EtOH/H,0 (1:1), 1.5 h
95 % (nach HPLC)
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Zehn acht Wochen alte Balb/c-Mause wurden mit 20 pg 8
(in 40 uL. PBS-Puffer) und komplettem Freund-Adjuvans
(CFA) immunisiert. Nach 21 Tagen wurde mit 20 ug 8 und
inkomplettem Freund-Adjuvans eine Auffrischungsimpfung
vorgenommen. Fiinf Tage nach der zweiten Immunisierung
wurde Blut von den Mdusen genommen und zentrifugiert. In
Verdiinnungsreihen wurde das Serum hinsichtlich seiner
Bindung an das Konjugat 9" ausgemessen (Abbildung 2b).

Die Ergebnisse zeigen, dass durch den Sialyl-Ty-Teta-
nustoxoid-Impfstoff 8 in allen behandelten Méusen eine
starke Immunantwort ausgelost wird. In den Mausen 8 und 6
werden Antikorpertiter von 1/100000-1/200000 gefunden.
Damit ist die eingangs geschilderte Anforderung erfiillt, dass
ein Krebsimpfstoff eine starke, toleranzdurchbrechende Im-
munreaktion auslosen muss. Auch ist mit der Bindung an das
Tetanustoxoid erstmals ein Weg eroffnet, diese Immunisie-
rung von der Maus in den Menschen zu iibertragen.

Die Selektivitdt der Immunantwort wurde durch Neu-
tralisierungsexperimente mit dem Serum von Maus 8 ermit-
telt. Dazu wurde das Konjugat 9 in einer 96er-Platte aufge-
bracht und mit PBS-Puffer, der 1 % BSA enthielt, gewaschen
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Abbildung 2. a) Chemische Formeln der Verbindungen 9 und 10. b) ELISA der Seren der mit dem Impfstoff 8 immu- der dur(.:h..S induzier-
nisierten Mause, Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem Konjugat 9. c) Neutralisierung des von Maus 8 durch ten Antllforpe.r durch
Impfung mit 8 erhaltenen Serums durch die (Glyco)peptidantigene 4 und 10. 4a, so wird die hohe
Selektivitdt der durch
8 ausgelosten Im-
munantwort deutlich.
und geblockt. Das Serum wurde in drei Verdiinnungen mit ~ Weder das Saccharid noch das Peptid allein werden von den
jeweils 100 ug der Glycopeptidantigene 4a—4h bei 37°C 1h  Antikoérpern erkannt. Allerdings werden die 4a nahe ver-
inkubiert und danach auf die ELISA-Platte tibertragen. Nach ~ wandten Glycopeptidstrukturen 4b—e, die ebenfalls tumor-
Waschen mit Puffer wurde mit biotinyliertem Anti-Maus-  assoziierte MUCI1-Glycopeptidstrukturen sind, durch die in-
Antikorper und durch Ausmessen von dessen Bindung des  duzierten AntikOrper in abgeschwichtem, aber deutlichen
Streptavidin-HPO-Konjugats!'! die verbleibende Affinitit Ausmaf gebunden. Fiir eine praktische Anwendung in einem
des Serums fiir 9 durch die farbstoffbildende Peroxidase-  Krebsimpfstoff ist diese Erkennungsbreite bei der gegebenen
reaktion™! bei 4 =410 nm bestimmt (Abbildung 2c). hohen Strukturselektivitit von Vorteil. Von besonderem
Die Werte zeigen, dass die Bindung des unbehandelten =~ Wert ist jedoch, dass mit dem synthetischen Impfstoff 8 aus
Serums von Maus 8 (Linie 1) nach Inkubation mit dem Sialyl-  Sialyl-Ty-MUC1-Glycopeptidantigen (4a) und Tetanustoxoid
Ty-MUCI1-Antigen 4a, das ist das im Impfstoff 8 enthaltene  eine sehr starke und hochselektive Immunreaktion induziert
Antigen, vollig unterbunden ist (Linie 5). Die MUCI1-Gly-  wird und dass auf der Basis von Tetanustoxoid als Tréiger-
copeptidantigene 4b (Linie 3), 4¢ (Linie 6), 4d (Linie 7) und  protein eine Anwendung dieser Immunisierung beim Men-
4e (Linie 8) blockieren die durch 8 induzierten Antikdrper  schen moglich wird.
noch in erheblichem Maf3e. Sie enthalten die gleiche Peptid-
sequenz und wesentliche Teile des Sialyl-Ty-Disaccharids und
verkorpern allesamt tumorassoziierte MUCI-Strukturen.
Dagegen binden das unglycosylierte MUC1-Peptid gleicher
Sequenz (4h, Linie 2), das MUC1-Glyopeptid mit T-Antigen  Eingegangen am 14. Mai 2009
(4g, Linie 4) sowie das mit 2,3-Sialyl-T-Seitenkette (4f,  Online verdffentlicht am 15. August 2009
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