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Synthetische Antitumorvakzine aus Tetanus-Toxoid-Konjugaten von
MUC1-Glycopeptiden mit Thomsen-Friedenreich-Antigen und dessen

fluorsubstituiertem Analogon**

Anja Hoffmann-Roder,* Anton Kaiser, Sarah Wagner, Nikola Gaidzik, Danuta Kowalczyk,
Ulrika Westerlind, Bastian Gerlitzki, Edgar Schmitt und Horst Kunz*

Professor Albert Eschenmoser zum 85. Geburtstag gewidmet

Eine Aktivimmunisierung gegen menschliche Tumorzellen
wiirde vollig neue Moglichkeiten der Tumortherapie eroff-
nen. Fiir sie wiren Vakzine erforderlich, durch die eine starke,
gegen die Tumorzellen gerichtete Immunantwort induziert
wird. Das auf epithelialen Tumorzellen stark tiberexprimierte
tumorassoziierte Mucin MUC1!! ist ein Kandidat fiir die
Entwicklung einer solchen Vakzine. Es trdgt im Vergleich zu
MUCI auf normalen Epithelzellen in der extrazelluldren
Tandem-Repeat-Region verkiirzte, vorzeitig sialylierte Sac-
charidantigene, wie das Ty-, das Thomsen-Friedenreich-(T-)
und das Sialyl-Ty-Antigen.!' Isoliert aus biologischem Ma-
terial, d.h. aus Tumorzellmembranen, ist es wegen der bio-
logischen Mikroheterogenitét seiner Glycane, in denen An-
tigene aus sowohl gesunden als auch malignen Zellen vor-
liegen, fiir Vakzinierungen nicht geeignet. Mit synthetischen
Glycopeptiden, die definierte tumorassoziierte Saccharide
gebunden an Tandem-Repeat-Peptidsequenzen aus dem
MUCI enthalten, sollte dagegen eine gezielte Immunreakti-
on gegen epitheliale Tumorzellen ausgelost werden konnen.

Die naturidentischen Glycopeptide und Peptide sind
jedoch zu schwach immunogen, um eine starke Immunant-
wort hervorzurufen. Selbst ihre Konjugate mit Rinderse-
rumalbumin®®” induzieren nur m#Bige Immunreaktionen und
Antikorper vom IgM-Typ. Dagegen wurden in transgenen
Miusen mit vollsynthetischen Konjugaten aus tumorassozi-
ierten MUCI1-Glycopeptiden und T-Zellepitop-Peptiden aus
Ovalbumin starke, selektive Immunantworten vom IgG-Typ
beobachtet,®”! bisher allerdings nur bei einem Drittel der
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behandelten Méiuse. Besonders starke Immunreaktionen
wurden jedoch mit einer synthetischen Vakzine erreicht, in
der das MUCI1-Glycopeptid mit einer Sialyl-Ty-Saccharid-
Seitenkette an Tetanus-Toxoid als Trdgerprotein gebunden
ist."”! Tetanus-Toxoid enthilt offenbar auch bei der Immuni-
sierung von Méusen wirksame T-Zellepitope. Auf Tetanus-
Toxoid beruhende MUC1-Glycopeptid-Vakzine!'” haben den
grofen Vorteil, dass sie fiir Anwendungen beim Menschen!!!
geeignet sind. Eine selektive Immunantwort bei allen be-
handelten Miusen konnte ebenfalls mit einer vollsyntheti-
schen Vakzine ausgelost werden,'” die aus MUCI1-Glyco-
peptid mit T-Antigen-Saccharid und einem Toll-like-Rezep-
tor-2-Ligand-Lipopeptid™® besteht.

Diese Erfahrungen haben uns nun zur Synthese einer
Vakzine aus dem Tetanus-Toxoid und MUC1-Glycopeptiden
mit T-Antigen-Seitenkette gefiihrt, da inzwischen auch ein
dem T-Antigen analoger Glycosylaminosiure-Baustein zur
Verfiigung steht, der in den 6- und 6'-Positionen des Saccha-
rids Fluorsubstituenten trigt.'¥ Der Vergleich der Eigen-
schaften der Vakzine mit der natiirlichen und der mimeti-
schen T-Antigen-Struktur soll kldren, ob man die gegen en-
zymatischen Abbau empfindlichen Saccharidstrukturen ohne
Verlust der immunologischen Wirkung durch verwandte
Analoga ersetzen kann, die moglicherweise stabiler gegen
enzymatischen Abbau und damit vorteilhaft bei Langzeitbe-
handlungen sein konnten.

Die Festphasensynthesen der N-terminal um einen Tri-
ethylenglycol-Spacer verldngerten MUCI1-Tandem-Repeat-
Glycopeptide mit T-Antigen- oder Difluor-T-Antigen-Sac-
charid-Seitenkette wurden an einem iiber einen Trityl-
Anker™ mit Fmoc-Prolin beladenen Tentagel-Harz!"* nach
einem beschriebenen Verfahren"”! durchgefiihrt (Schema 1).
Die Fmoc-Aminosiuren wurden in 10 Aquivalenten einge-
setzt und mit HBTU/HOBt"® in N-Methylpyrrolidon (NMP)
gekuppelt. Zur Kupplung des Fmoc-geschiitzten T-Antigen-
Threonin-Bausteins!'”! 1 oder des Fmoc-geschiitzten difluo-
rierten T-Antigen-Bausteins"! 2 (2.5 Aquiv.) wurde das re-
aktivere HATU/HOAt-Reagens!"! ebenfalls in NMP ver-
wendet.

Nach Abschluss der Synthesen wurden die im Kohlenhy-
drat noch geschiitzten Glycopeptid-Antigene 3 (23 %) und 4
(29%) mit  Trifluoressigsdure/Triisopropylsilan/Wasser
(10:1:1) bei gleichzeitiger Abspaltung der sdurelabilen
Schutzgruppen an den Aminosédureseitenketten vom Harz
abgelost und zur Entfernung der O-Acetyl-Gruppen mit
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Schema 1. Festphasensynthese der T-Antigen-MUC1-Glycopeptide 3 und 4 und ihre Kupplung an Proteine unter Bildung der Vakzinen 9-12:
Fmoc = Fluorenyl-9-methoxycarbonyl; HBTU = O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat; HOBt = 1-Hydroxybenzo-
triazol; DIPEA = Diisopropylethylamin (Hiinig-Base); NMM = N-Methylmorpholin; NMP = N-Methylpyrrolidon; TFA=Trifluoressigsaure; TIS =Tri-

isopropylsilan; BSA=Rinderserumalbumin.

wissriger NaOH bei pH < 11.4 behandelt. Die so gewonne-
nen freien Glycopeptide 5§ und 6 wurden nach priparativer
HPLC in 67 % bzw. 55% Ausbeute isoliert. Durch Reaktion
der terminalen Aminogruppen am Triethylenglycol-Spacer
mit Quadratsiurediethylester®! in wissriger Losung bei pH 8
wurden daraus die Quadratsduremonoamide der Glycopep-
tid-Antigene 7 (75%) bzw. 8 (73%) gebildet,*!! die beim
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Riihren mit Rinderserumalbumin (BSA) in wissrigem Phos-
phatpuffer bei pH 9.5 die BSA-Konjugate des T-Antigen-
MUCI1-Glycopeptids (9) bzw. des difluorierten T-Antigen-
MUCI1-Glycopeptids (10) ergaben. In gleicher Weise wurden
die Quadratsduremonoamide der Glycopeptide 7 und 8 mit
Tetanus-Toxoid in wissriger Losung verkniipft. Durch Ul-
trafiltration (30-kDa-Membran) wurden die T-Antigen-
8677
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MUCI1-TTox-Vakzine 11 bzw. die F,T-Antigen-MUC1-TTox-
Vakzine 12 gewonnen.

Wihrend die Beladung der BSA-Konjugate sich durch
MALDI-TOF-Massenspektrometrie zu im Durchschnitt 7
Molekiilen Glycopeptid-Antigen pro Molekiil Protein er-
mitteln lieB (Abbildung 1), mussten die Beladungen der
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Abbildung 1. MALDI-TOF-Spektren des T-Antigen-MUCT-BSA-Konju-
gats 9 (a) und des Difluor-T-Antigen-MUC1-BSA-Konjugats 10 (b).
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MUCI-TTOX-Vakzine 11 und 12 aus ELISA-Bindungsda-
ten'” abgeschitzt werden. Es ergaben sich Werte von > 20
Molekiile Glycopeptid-Antigen 7 bzw. 8 pro Molekiil Protein.

Zur Ermittlung der immunologischen FEigenschaften
wurden je drei Balb/c-Miause mit der T-Antigen-MUCI1-Te-
tanus-Toxoid-Vakzine 11 (Maus 1-3) und der difluorierten T-
Antigen-MUCI1-Tetanus-Toxoid-Vakzine 12 (Maus 4-6)
unter Zusatz von komplettem Freund-Adjuvans (CFA) im-
munisiert.

Nach je 21 Tagen wurden Auffrischungsimpfungen mit
den Vakzinen 11 bzw. 12 und inkomplettem Freund-Adjuvans
(IFA) durchgefiihrt. Am fiinften Tag nach der dritten Im-
munisierung wurde Blut aus der Schwanzvene der Maéuse
entnommen und das Serum auf die induzierten Antikorper
gepriift. Bei allen sechs behandelten Mdusen war eine sehr
starke Immunantwort festzustellen, die fiir das Durchbrechen
der natiirlichen Toleranz mehr als ausreichend war. Die Titer
lagen im ELISA-Test bei den mit der natiirlichen T-Antigen-
MUCI-TTox-Vakzine 11 geimpften Miusen 1-3 bei etwa
80000, wobei zur Beschichtung der Mikrotiterplatten das T-
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Antigen-MUC1-BSA-Konjugat 9 verwendet wurde (Abbil-
dung 2a). Die Immunantworten fallen also mehr als 25mal
starker aus, als dies in den besten Fillen der mit den syn-
thetischen MUC1-OVA-T-Zellepitop-Vakzinen immunisier-
ten Miuse!®” der Fall war, und gar 100mal stirker als gegen
die Pam;Cys-Lipopeptid-MUC1-Vakzine."” Bei den mit dem
Difluor-Analogon 12 immunisierten Médusen 4-6 lagen die
Titer bei etwa 40000 (Abbildung 2b). Hierzu wurden die
Mikrotiterplatten mit den F,T-Antigen-MUC1-BSA-Konju-
gat 10 beschichtet. Die durch die Vakzine 11 induzierten
Antikorper erkennen das Glycopeptidantigen besonders
stark im BSA-Konjugat 9, das die gleiche Glycopeptidstruk-
tur wie die Vakzine 11 aufweist (Abbildung 2a und Linie 1 in
Abbildung 2¢). Das Glycopeptid-BSA-Konjugat, das bei
gleicher MUC1-Sequenz die T-Antigen-Stuktur innerhalb des
2,6-Sialyl-T-Antigens enthilt,”? wird dhnlich stark gebunden
(Linie 5, Abbildung 2c). Etwas schwicher fillt die Erken-
nung bei den ebenfalls tumorassoziierte Antigene repriasen-
tierenden BSA-Konjugaten mit Sialyl-Ty-! (Linie 2), mit
einem Sialyl-Ty- und einem Ty-Antigen” (letzteres gebunden
an Threonin18, Linie 3) und an das Konjugat mit dem
nichtglycosylierten MUC1-Peptid aus (Linie 4). Die auf 12
Aminosiuren verkiirzte Glycopeptidsequenz aus MUC1™!
wird nur schwach erkannt (Linie 6). Ganz dhnlich verhalten
sich die durch die Vakzine 12 induzierten Antikorper (Ab-
bildung 2d), wobei hervorzuheben ist, dass deren Bindung an
das natiirliche T-Antigen-MUC1-BSA-Konjugat 9 (Linie 1,
Abbildung 2d) gleich stark ausfillt wie die an das fluorsub-
stituierte Konjugat 10 (Abbildung 2b).

Die mit Isotyp-selektiven Antikdrpern vorgenommene
Ermittlung der Isotypen der entwickelten Antikorper ergab,
dass durch beide Vakzine 11 und 12 iiberwiegend IgG,-An-
tikorper, praktisch aber keine IgM-Antikorper induziert
wurden. Die Immunantworten sind also selektiv und zeigen
die Ausbildung eines immunologischen Gedichtnisses an
(Abbildung 3a,b). Sie sind MHCII-restringiert. Im Fall der
natiirlichen T-Antigen-MUC1-Vakzine 11 wurden neben
IgG, auch Anteile von IgG,,,-Antikorpern induziert, die in
den durch die F,T-Antigen-MUCI1-Vakzine 12 induzierten
Seren ein merkliches Ausmal3 annahmen.

Fiir die Zielstellung des gesamten Vorhabens ist beson-
ders wichtig, dass die durch die synthetischen Vakzine 11 und
12 induzierten Antikorper stark an Zellen der epithelialen
Tumorzellinie MCF-71 binden. Um diese Bindung darzu-
stellen, wurden die Tumorzellen mit den induzierten Antise-
ren inkubiert. Nach Waschen wurden als Sekundérantikorper
Anti-Maus-IgG aus der Ziege, die einen Fluoreszenzmarker
(AlexaFluor 488) tragen, zu den Zellen zugegeben. Die so
praparierten Zellen wurden im FACS-Analysegerit (fluo-
rescent-activated cell sorter) durch Lichtstreuung gezdhlt
(linkes Feld), wobei die Zellen, die durch die Antikorper aus
den Maus-Antiseren erkannt wurden und deshalb fluores-
zieren, gesondert ausgezihlt werden (rechtes Feld). Man er-
kennt nun in Abbildung 4a, dass in der Kontrolle die mit
Puffer-Losung behandelten Zellen keine fluoreszenzmar-
kierten Anti-Maus-Antikorper binden, daher nicht fluores-
zieren und im linken Feld erscheinen. Die mit tausendfach
verdiinntem Serum der mit Vakzine 11 immunisierten Maus 2
inkubierten MCF-7-Zellen wurden alle markiert und finden
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Abbildung 2. ELISA der durch die T-Antigen-MUC1-Vakzine induzierten
Antiseren: a) Antiserum aus mit Vakzine 11 immunisierten Mausen,
Bindung an das BSA-Konjugat 9; b) Antiserum aus mit Vakzine 12 im-
munisierten Miusen, Bindung an das BSA-Konjugat 10; c) Bindung
der durch 11 induzierten Antikérper (Serum Maus 2) an verwandte tu-
morassoziierte Saccharidantigen-BSA-Konjugate; d) Bindung der durch
12 induzierten Antikérper (Serum Maus 6) an verwandte tumorassozi-
ierte Saccharidantigen-BSA-Konjugate.
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Abbildung 3. Bestimmung der Isotypen der durch die Vakzine 11 und
12 induzierten Antikérper: a) Antiserum von Maus 1, behandelt mit
11; b) Antiserum von Maus 5, behandelt mit 12.

sich im rechten Feld (Abbildung 4b). Nahezu gleich stark
wurden die MCF-7-Zellen durch das ebenfalls tausendfach
verdiinnte Serum von Maus 5 erkannt, die mit Vakzine 12 mit
dem fluorierten T-Antigen-MUCI geimpft worden war (Ab-
bildung 4¢). Die Bindung der durch die synthetischen Vak-
zine induzierten Antikérper an die MCF-7-Tumorzellen lief3
sich durch die MUCI1-Glycopeptide wieder autheben. Fiigt
man zu den mit dem Antiserum von Maus 2 (vakziniert mit
11) inkubierten MCF-7-Zellen 3 ugmL™' des T-Antigen-
MUCI1-Glycopeptids § hinzu, so wird die Affinitdt der Anti-
korper weitgehend neutralisiert (Abbildung 4¢). In gleicher
Weise neutralisiert das Glycopeptid 6 mit dem Difluor-T-
Antigen (3 pgmL™") die Bindung von Antiserum aus Maus 5
an die Tumorzellen (Abbildung 4 f).

Das Serum von Maus 5 wird auch durch das natiirliche
Glycopeptid-Antigen 5 neutralisiert, ebenso wie das Serum
von Maus2 durch das fluorierte Glycopeptid-Antigen 6
neutralisiert wird. Dagegen kann durch ein Glycopeptid aus
einem anderen Mucin (MUC4),"” das eine andere Peptidse-
quenz hat, diese Erkennung der Tumorzellen nicht aufgeho-
ben werden (Abbildung 4d). Die Erkennung der Tumorzel-
len durch die mit den T-Antigen-MUCI1-TTox-Vakzinen in-
duzierten Antiseren ist also selektiv gegen tumorassoziierte
Glycopeptidantigene wie 5 und 6 gerichtet.

Mit diesen Ergebnissen sind wir einer synthetischen An-
titumorvakzine, die zur gezielten Aktivimmunisierung prak-
tisch eingesetzt werden konnte, entscheidend niher gekom-
men. Durch die T-Antigen-MUCI-Tetanus-Toxoid-Vakzine
11 und 12 werden auBlerordentlich starke Immunreaktionen
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Abbildung 4. FACS-Analyse der Bindung der Antiseren an MCF-7-Zellen: a) Mit Pufferldsung behandelte Tumorzellen der Linie MCF-7; b) MCF-7-
Zellen, die mit Serum der mit 11 geimpften Maus 2 behandelt wurden; c) MCF-7-Zellen, die mit Serum der mit 12 geimpften Maus 5 behandelt
wurden; d) die in (c) dargestellte Bindung wird durch Zugabe eines Glycopeptids aus einem anderen Mucin (MUC4)!"") nicht neutralisiert. e) Neu-
tralisierung der Bindung der Antikérper aus Maus 2 durch das T-Antigen-MUC1-Glycopeptid 5. f) Neutralisierung der Bindung der Antikérper aus
Maus 5 durch das F,T-Antigen-MUC1-Glycopeptid 6. Waagrechte Achsen: Fluoreszenzintensitat (logarithmischer Maf3stab); senkrechte Achsen:

Zellzahlen.

ausgelost, die die natiirliche Toleranz gegen auf korpereige-
nen Zellen vorkommende Strukturen durchbrechen. Im Un-
terschied zu den mit MUCI1-T-Zellepitoppeptid-Vakzinen
erreichten Immunreaktionen in transgenen Mausen™” rea-
giert nicht nur ein Drittel, sondern es reagieren alle mit 11
und 12 geimpften Wildtyp-Méuse sehr stark. Die Immun-
antworten sind selektiv und bringen Antikorper vom IgG-Typ
hervor. Die induzierten Antikorper binden sehr stark an
epitheliale Tumorzellen der Zellinie MCF-7. Im T-Antigen-
Kohlenhydrat des Glycopeptidantigens konnen die priméren
OH-Gruppen durch Fluor substituiert werden, ohne dass die
Immunogenitit und Strukturselektivitidt der Vakzine gemin-
dert wird. Von besonderem Wert ist, dass die Vakzine aus
synthetischem MUCI1-Glycopeptid und Tetanus-Toxoid auch
beim Menschen eingesetzt werden konnen, was schon in einer
Reihe von praktisch eingesetzten Impfstoffen'!l gezeigt
wurde.
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