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Vollsynthetische Vakzinen aus tumorassoziierten MUC1-Glycopepti-
den und einem Lipopeptid-Liganden des Toll-like Rezeptors 2**
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Die Strukturen der Mucinglycoproteine auf epithelialen Tu-
morzellen sind charakteristisch verschieden von denen der
Mucine auf gesunden Zellen,['! wirken aber zu schwach im-
munogen, um die korpereigene Toleranz des Immunsystems
zu durchbrechen und direkt als Antitumorvakzinen einge-
setzt werden zu konnen. Fiir Glycopeptide aus der Tandem-
Repeat-Region des tumorassoziierten Mucins MUC1 konnte
gezeigt werden, dass vollsynthetische Vakzinen aus ihnen und
T-Zellepitop-Peptiden aus dem Ovalbulmin in transgenen
Miusen eine starke, hochspezifische Immunantwort induzie-
ren.”) Noch stirker und hochselektiv fiel die Immunantwort
aus, wenn Wildtyp-balb/c-Méuse mit einer Vakzine behandelt
wurden, in der das tumorassoziierte MUCI1-Glycopeptid an
Tetanustoxoid gebunden ist.”! Diese Vakzineform hat den
Vorteil, dass sie beim Menschen anwendbar wire. Natiirlich
wird durch eine MUCI-Tetanustoxoid-Vakzine auch eine
starke Immunreaktion gegen das Tetanustoxoid induziert.
Will man bei Auffrischungsimpfungen die Reaktion gegen
Tetanustoxoid vermeiden, muss man eine alternative Vakzi-
neform entwickeln, in der das MUC1-Glycopeptid mit einem
kovalent gebundenen, generell wirkenden Immunstimulanz
kombiniert ist. Als immunstimulierende Struktur kommen
die von Bessler, Jung et al.’ als Toll-like-Rezeptor(TLR)-
Liganden beschriebenen Tripalmitoyl-S-glycerylcystein-Pep-
tide, z.B. Pam,CysSer(Lys),, in Betracht. Boons et al.’) be-
richteten kiirzlich iiber eine Vakzine, in der ein Gly-
coundecapeptid mit monosaccharidischer Ty-Antigen-Sei-
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tenkette aus dem Tandem-Repeat von MUCI direkt mit
einem T-Zellepitop aus Poliovirus!® und dem oben genannte
TLR2-Agonisten verkniipft ist und durch die in Méusen se-
lektive Antiseren induziert wurden. In der Synthese dieser
Vakzine wurde die selektive Entfernung der O-Acetylgrup-
pen aus dem N-Acetylgalactosaminteil durch Umesterung
mit Hydrazin in Methanol™ erreicht, ein Verfahren, das bei
Sialinséure enthaltenden Glycopeptiden nicht angewendet
werden konnte.

Zur Nutzung der Pam;Cys-TLR-Liganden als Immunsti-
mulanzien in synthetischen MUCI1-Glycopeptid-Vakzinen in
Ergianzung zu den Konjugaten mit Tetanustoxoid haben wir
das Pam;CSKKKK-Lipopeptid mit dem tumorassoziierten
MUCI1-Glycopeptid durch Fragmentkondensation zu einer
synthetischen Vakzine A verkniipft.

(MUC1-Glycopeptid-Antigen) A

(Pam;CSKKKK} (Spacer]

Um den Einfluss des an basischen Gruppen reichen Li-
popeptids auf die Konformation des MUC1-Glycopeptids'®
zu minimieren, wurde ein Oligoethylenglycol-Spacer zwi-
schen TLR2-Ligand und B-Zellepitop eingebaut. Tréagt die
aktivierte Carbonsdureeinheit des Lipopeptids nur sdurela-
bile Schutzgruppen und ist das Glycopeptid im Kohlenhydrat
bereits deblockiert, dann werden beim abschlieBenden De-
blockieren die Palmitoylester nicht angegriffen, sodass eine
reine, synthetische Vakzine erhalten wird.

Das N-terminal und in den Seitenketten geschiitzte Li-
popeptid wurde an einem Harz mit dem 2-Phenyl-2-tri-
methylsilylethylester(PMTSEL)-Anker!” synthetisiert, da
sich dieser Anker mit Tetrabutylammoniumfluorid-trihydrat
in Dichlormethan unter neutralen Bedingungen spalten ldsst.
Fmoc-Lys(Boc)-OH wurde nach Steglich und Neises!"”! mit
4-(2-Hydroxy-1-trimethylsilylethyl)phenoxyessigsaureallyl-
ester (1) zum Ankerester 2 umgesetzt (Schema 1). Dieser
wurde mit Tetrakis(triphenylphosphan)palladium(0) als Ka-
talysator und N-Methylanilin!'? als Allylfinger selektiv ge-
spalten, und die erhaltene Ankercarbonsdure 3 wurde mit
aminofunktionalisiertem Tentagel-Harz!"! durch TBTU/
HOBt zum mit Fmoc-Lys(Boc) beladenen Harz 4 kondensiert
(Schema 1). An dem mit Lysin beladenen Harz 4 wurde nach
Fmoc-Strategie das Lipopeptid aufgebaut. Nach Spaltung des
PMTSEL-Ankers mit Fluorid” lieB sich das geschiitzte
TLR2-Ligand-Hexapeptid 5 in 81 % Gesamtausbeute isolie-
ren (Schema 2).0'%
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Schema 2. Synthese des Pam;Cys-Lipopeptids 5: HBTU = O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N'-tetramethyluroniumhe-
xafluorophosphat, HATU = O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat,
HOAt = 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol,[' NMM = N-Methylmorpholin, NMP = N-Methylpyrrolidon.

Das nur an der terminalen Carbonsdureeinheit deblo-
ckierte Lipopeptid 5§ kann nun in Fragmentkondensationen
eingesetzt werden. Als Kupplungspartner wurden nach be-
schriebenem Verfahren!'”! an einem Harz mit Tritylanker die
um die Spacer-Aminosdure verldngerten MUC1-Glycopep-
tide mit Ty- (6), T- (7) und 2,6-Sialyl-T-Antigen-Seitenkette
(8) synthetisiert und vollstindig deblockiert (Schema 3).
Dazu wurde 5 mit HATU/HOAt!" zum Aktivester aktiviert,
zu dem eine Losung des MUCI-Glycopeptids 6, 7 oder 8
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Schema 1. Synthese des beladenen PMTSEL-Harzes: Fmoc= Fluorenyl-9-methoxycarbonyl, DIC = Diisopropyl-
carbodiimid, DMAP =4-Dimethylaminopyridin, NMA = N-Methylanilin, TBTU = O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N’-
tetramethyluroniumtetrafluoroborat," HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, DEPEA = Diisopropylethylamin (Hiinig-

Piperidin (20 %) in NMP
Gx B: Aminosaurekupplung:
Fmoc-AA-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF
C: Capping: kat. HOBt, Ac,O, DIPEA in NMP
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(0.5 Aquiv.) zugetropft
wurde (siehe die Hinter-
grundinformationen). Nach
der Reaktion, der acidoly-
o] tischen Schutzgruppenab-
spaltung und der Aufarbei-
tung wurden die Lipo-
glycopeptidvakzinen 9, 10
bzw. 11 in Ausbeuten von
20-25 % isoliert. Ihre Cha-
rakterisierung gelang durch
MALDI-TOF- oder hoch-
auflosende  ESI-Massen-
spektrometrie und durch
zweidimensionale 'H-
NMR-Spektroskopie.['*]
Die Synthese der Pam;Cys-
MUCI1-Glycopeptid-Vakzi-
ne 11 zeigt, dass durch die
beschriebene  Fragment-
kondensation zwischen ak-
tiviertem geschiitztem Li-
popeptid und deblockier-
tem  Glycopeptidantigen
auch die als tumorassozi-
ierte Antigene bedeutsa-
men Sialinsdure enthalten-
den Glycopeptide in Vak-
zinen mit TLR2-Liganden
iiberfithrt werden koénnen.
Um die Immunogenitét
TLR2-Ligand-Glyco-
peptid-Vakzinen zu priifen,
wurden balb/c-J-Méuse mit
dem Pam;Cys-Icosaglyco-
peptid-Konjugat 10 und
komplettem Freund-Adju-
vans (CFA) immunisiert.
Nach jeweils 20 Tagen
wurde mit 10 und inkom-
plettem Freund-Adjuvans
(IFA) nachgeimpft. Nach
der zweiten Auffrischung
wurden die Antiseren ge-
priift, indem die Bindung
der induzierten Maus-An-
tikorper an das auf Mikro-
titerplatten fixierte Konju-
gat 12 aus dem MUCI-
Antigen-Glycopeptid und
Rinderserumalbumin®3 (Schema4) durch ELISA nach
Doppelantikorpertechnik ermittelt wurde (Abbildung 1).
Die ELISA-Tests belegen, dass in allen drei Médusen eine
spezifische Immunantwort induziert wurde. Die Titer fielen
nicht so hoch aus, wie es fiir die MUC1-Tetanustoxoid-Vak-
zine®! gefunden wurde. Aber der Effekt ist reproduzierbar
und zeigt, dass der allgemeine Mechanismus der immunolo-
gischen Aktivierung durch TLR2-Agonisten fiir Antitumor-
vakzinen aus MUCI1-Glycopeptiden genutzt werden kann.

3R=H 97 % —

NHBoc NHBoc

I

NHBoc NHBoc

www.angewandte.de

Chemie

3773


http://www.angewandte.de

Zuschriften

3774

R
é
o (0] H O H O H O
HaNe~ g Omg Ky {LNJWN\E)LNAWN\.AN R A
\/HO"HO/'\H'O_'/ H O
= (0]
HNUN
HoOH
R= HO&%
AcHN
6

1. 5, HOAt, HATU, NMM in DMF, 15 min
2. 6,7 oder 8in DMF, 20 h
3. TFA/TIS/H,0 (10:1:1), 1.5 h

R
|

0.
o o} H O H O
[‘LN —\)J\NJ\(N\;)LN/\[(N\;)LN];(
o H O \H Oo.~H Qg

H

R HO P
= 0
Hogﬁ
AcHN

9; 25%

0 v uo o
HEANJ\(@WH%NK(H%N B
, HO O\ H !

0
HO  HN

H
H 8% Ho o HSY w9
NNy N\AN{&NJ\KN N Ay N\ANJ\WN OH
LoH H H I H
o] >: Of & o O O o © 0
HO HN
H,N" "NH HO  OH
COOH
HO-
H oH AcﬁN
HOO"  HO Ho O, Hof
Q o B Qg
HO O HO O
HO  AcHN HO  AcHN
7 8

N Y
> H _H
OJ/ % o) o

HO, OH
COOH
AN

OH OH

oL, M Ho MO ol

HO o2 HO &03 o=
HO  AcHN HO  AcHN

10; 21% 11; 20%

Schema 3. Synthese der MUC1-TLR2-Agonist-Vakzinen 9-11 durch Fragmentkondensation. TIS =Triisopropylsilan.
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Abbildung 1. Durch 10 induzierte Immunantwort in balb/c-)-Mausen.

Um die Spezifitit der Immunantwort zu ermitteln,
wurden die Antikorper mit nach beschriebenem Verfahren
synthetisierten MUCI1-Glycopeptiden 13-15% und einem
MUC4-Peptid™” 16 (Schema 4) inkubiert. Diese Neutralisa-
tion der durch die Vakzine 10 induzierten Antiseren ergab,
dass neben dem T-Antigen-MUC1-Glycopeptid 13a auch das
nichtglycosylierte MUC1-Peptid 13b und MUC1-Glycopep-
tide, die in gleicher Position andere tumorassoziierte Sac-
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charidantigene wie das Ty-Antigen (13¢) oder das Sialyl-Ty-
Antigen (13d) tragen, ebenfalls an den induzierten Antikor-
per binden. Dagegen erkennt der Antikérper MUC1-Glyco-
peptide der gleichen Sequenz mit Glycanen an anderen Po-

1.2+
1.0 -
\¥
k. —~13b
o 081 \, - 13c
= R\ - 13a
S ‘
2 N\ -=13d
2 06 \ —~ 14
a \ s
g g4l N « Maus 5
' —— Negativkontrolle
0.24
0.0
1/100 1/300 1/900 1/2700
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Abbildung 2. Neutralisation der durch 10 induzierten Antikérper durch
die MUC1- und MUC4-Peptide und -Glycopeptide 13-16 (Schema 4).
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Schema 4. Das MUC1-BSA-Konjugat 12 und die zur Neutralisation der durch die Vakzine 10 induzierten Antikérper verwendeten MUCT- und
MUC4-Peptide und -Glycopeptide 13-16 (Abbildung 2). BSA=Rinderserumalbumin.

sitionen, wie 14 und 15,* nicht und ebensowenig eine Pep-  densation mit den ungeschiitzten Glycopeptiden allgemein
tidsequenz 16 aus dem Mucin MUC4™! (Abbildung 2). hergestellt werden konnen. Diese Vakzinen konnen vorteil-
Dieses Verhalten der durch die MUC1-TLR2-Agonist-  haft mit Vakzinen auf Tetanustoxoid-Basis®! kombiniert
Vakzine 10 induzierten Antikorper deutet darauf hin, dass fiir =~ werden und kommen fiir die Anwendung beim Menschen in
deren Erkennung die Peptidkette und deren Konformation  Frage. Sie sollten auch die Mdoglichkeit erdffnen, dass auf den
eine dominantere Rolle spielen, als dies bei den Sialinsdure  Einsatz des kompletten Freund-Adjuvans verzichtet werden
und T-Zellepitop? oder Tetanustoxoid® enthaltenden Vak-  kann.
zinen der Fall ist. Die unvollstdndige Neutralisation des An-
tikorpers durch die in der Vakzine 10 selbst enthaltene T-  Eingegangen am 26. Januar 2010
Antigen-MUCI-Struktur 13a konnte anzeigen, dass das  Online verdffentlicht am 1. April 2010
Pam;Cys-Lipopeptid in 10 einen Einfluss auf das B-Zellepi-
top ausiibt.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die
Kombination von tumorassoziierten Mucinglycopeptid-An- | Stichwérter: Glycopeptide - Lipopeptide -
tigenen mit Liganden fiir den Toll-like Rezeptor 2 wirksame  Synthetische Vakzinen - Toll-like Rezeptor 2 -
vollsynthetische Vakzinen ergibt, die durch Fragmentkon- Tumorassoziierte Antigene
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