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Synthetische Antitumor-Vakzine aus MUC1-Glycopeptiden mit zwei
immundominanten Doméanen — Induktion einer starken Immunreak-

tion gegen Brusttumorgewebe**

Nikola Gaidzik, Anton Kaiser, Danuta Kowalczyk, Ulrika Westerlind, Bastian Gerlitzki,
Hans Peter Sinn, Edgar Schmitt* und Horst Kunz*

Professor Dieter Hoppe zum 70. Geburtstag gewidmet

Eine Aktivimmunisierung gegen menschliches Tumorgewebe
ist nur mit Vakzinen zu erreichen, die selektiv gegen Mem-
branstrukturen der Tumorzellen gerichtete Inmunreaktionen
auslosen. Als Zielstruktur fiir solche Antitumor-Vakzine hat
sich das tumorassoziierte Mucin MUC1 herauskristalli-
siert.'*I MUC1 kommt auf nahezu allen Epithelgeweben vor.
Es ist auf epithelialen Tumorzellen stark tiberexprimiert und
enthdlt im extrazelluldren Teil einen hoch glycosylierten
Abschnitt, der aus zahlreichen Wiederholungssequenzen
(tandem repeats) aufgebaut ist.“! ITm Glycosylierungsprofil
unterscheidet sich tumorassoziiertes MUCI stark vom MUC1
auf normalen Epithelzellen.'>* Als Folge verinderter Gly-
cosyltransferaseaktivititen sind die Glycane auf tumorasso-
ziiertem MUCI kurz und vorzeitig sialyliert, wie das Thom-
son-Friedenreich(T)-Antigen, das Ty-Antigen und deren si-
alylierte Formen 2,6-Sialyl-Ty-, 2,6-Sialyl-T und 2,3-Sialyl-T-
Antigen.[>® Wegen der kurzen Glycane sind im tumorasso-
ziierten MUCI Peptidepitope!”! fiir das Immunsystem zu-
géanglich, welche im MUC1 auf Normalzellen durch die
Kohlenhydrate abgedeckt sind. Vakzine, die aus nicht-gly-
cosylierten MUCI-Tandem-Repeat-Peptiden oder aus tu-
morassoziierten Saccharidantigenen und Trigerproteinen,
z.B. KLH (keyhole limpet hemocyanin), entwickelt wurden,
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bewirkten jedoch keine befriedigende Immunreaktion.'>”! Es
konnte aber gezeigt werden, dass mit synthetischen Vakzinen
aus MUCI1-Glycopeptiden und einem T-Zell-Epitop-Peptid
hochselektive Immunantworten induziert werden. Die indu-
zierten Antikorper erkennen selektiv das MUC1-Glycopep-
tid, aber weder das nichtglycolysierte MUC1-Peptid gleicher
Sequenz noch das an ein anderes Peptid gebundene Saccha-
rid-Antigen.®! Die bisher entwickelten MUCI-Antitumor-
Vakzine waren zu schwach, um die natiirliche Toleranz gegen
tumorassoziierte Glycoproteinstrukturen zu durchbrechen.
Dieses Problem konnten wir mit Vakzinen aus MUC1-Gly-
copeptidantigenen tiiberwinden, die an Tetanus-Toxoid
(TTox) gekuppelt sind.”! In Wildtyp-Mzusen wurden sehr
hohe Titer von 1/50000 bis 1/500000 an Antikérpern indu-
ziert, die an MCF-7-Brusttumorzellen binden und deren
Bindung mit synthetischen tumorassoziierten Glycopeptid-
antigenen aus MUCI neutralisiert werden kann.

In Bindungstests an auf Mikrochips gebundenen MUCI-
Glycopeptiden!'”! zeigte sich, dass das Erkennungsprofil der
mit den vorgenannten Vakzinen induzierten Antikorper ver-
schieden ist von jenem, welches mit dem biologisch opti-
mierten tumorselektiven Antikorper SM3"! gefunden wurde.
Es unterscheidet sich auch von dem von Autoantikdrpern, die
aus Seren von Tumorpatienten isoliert worden waren.['?!
Diese abweichenden Erkennungsselektivitdten konnten auf
unterschiedliche Glycosylierungspositionen in der MUCI-
Tandem-Repeat-Sequenz 1 zuriickzufiihren sein:

Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr’-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-
Gly-Ser"-Thr'®-Ala-Pro-Pro-Ala 1

Die oben genannten MUC1-TTox-Vakzine!® trugen die T-
Antigen- bzw. Sialyl-Tyx-Antigen-Seitenketten am Threonin-6
von 1, wihrend sowohl der SM3-Antikrper'®'" als auch die
Autoantikérper aus Patientenseren™ mit in der GSTA-
Region (Ser'’, Thr'®) glycosylierten MUC1-Glycopeptiden
eine intensive Bindung eingingen. Da NMR-spektroskopi-
sche Analysen zeigten, dass Glycanseitenketten an STAPPA-
Peptidsequenzen von MUCI1 die Konformation dieses Pep-
tidabschnitts beeinflussen!"® und die Konformation entschei-
dend fiir die Tumorselektivitit der MUCI1-Glycopeptide zu
sein scheint," bestand Interesse daran, die MUCI-TTox-
Vakzine in an Serin-17 bzw. Threonin-18 glycosylierten
Formen zu untersuchen. Um den Einfluss auf die Konfor-
mation der STAPPA-Sequenz einzuschlieBen, wurde die
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Peptidsequenz auf die in 1 angefiihrten 22meren Glycopep-
tide ausgedehnt, wodurch sie neben dem APDTRP-Motiv!'!l
das zweite Bindungsepitop!'™!'!l des tumorselektiven Anti-
MUCI-Antikorpers umfasst.

Die Festphasensynthese der MUCI1-Glycopeptide er-
folgte an mit Fmoc-Alanin iiber den Tritylanker beladenem
Tentagel R-Harz 2! im Synthesizer nach dem bereits be-
schriebenen Verfahren” (Schema 1). Die Kupplungen der
Fmoc-Aminosiuren (10 Aquiv.) wurden mit HBTU/HOBt!!”
vorgenommen. Die aufeinander folgenden Proline im C-
Terminus und der frithe Einbau der O-Glycosyl-Aminosduren
stellen besondere Anforderungen an die Kupplungsreaktio-
nen. Sowohl der Fmoc-geschiitzte Sialyl-Ty-Threonin- (3)!'®!
als auch der Fmoc-Sialyl-Ty-Serin-Baustein” (4) wurden mit
HATU/HOAt? aktiviert und 5h unter starkem Vortex-
Schiitteln gekuppelt. Die Kupplungen der beiden nachfol-
genden Fmoc-Aminosduren erfolgten nach dem Standard-
protokoll, mussten aber wiederholt werden, um geniigend
Umsatz zu erreichen. Die restlichen Fmoc-Aminosduren und
die Fmoc-Spacer-Aminosdure wurden nach dem Standard-
verfahren™'® gekuppelt, wobei bei der Anbindung von Fmoc-
Alanin-8 an Prolin-9 nochmals ein Einbruch in der Ausbeute

Fmoc ] O
\NJ\(

Glycopeptid-Festphasensynthesel®]
Kupplung der Fmoc-Aminoséuren mit HBTU, HOBt, DIPEA in DMF,
der Fmoc-Glycosyl-Aminosauren 3 und 4 mit HATU, HOAt, NMM in NMP 5 h

auftrat. Nach Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Gruppe
wurde nicht acetyliert, sondern das MUC1(22)-Glycopeptid 5
bzw. 6 mit Trifluoressigsidure (TFA)/Triisopropylsilan (TIS)
und Wasser unter gleichzeitiger Entfernung der séurelabilen
Schutzgruppen vom Harz abgelost. Nach Reinigung durch
semipriparative HPLC wurde 5 in 30% bzw. 6 in 29% Ge-
samtausbeute isoliert. Die vergleichsweise!”’ miBigen Aus-
beuten spiegeln die vorgenannten Schwierigkeiten in diesen
Synthesen wider. Sie sind vermutlich auf den Einfluss des
Saccharids auf die Konformation[™*!*?! des harzgebundenen
Peptids im Sinne einer Riickfaltung zuriickzufiihren.
SchlieBlich wurden die Kohlenhydrat-Schutzgruppen aus §
und 6 mit wassriger NaOH-Losung bei pH 11 entfernt und die
Sialyl-T\-MUC1(22)-Peptide 7 und 8 durch semipréiparative
HPLC rein gewonnen.

Durch Umsetzung der Glycopeptidantigene 7 und 8 mit
Quadratsiurediethylester™ bei pH 8 wurden nach Reinigung
durch semipréparative HPLC die entsprechenden Quadrat-
sauremonoamide 9 und 10 erhalten (Schema 2), die in
Phosphatpuffer bei pH 9.5 mit Rinderserumalbumin (BSA)
zu den Neoglycoproteinen 10 und 11 zum Belegen der Ti-
terplatten (ELISA) oder mit TTox zur Gewinnung der Vak-
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Schema 1. Festphasensynthese der Sialyl-Ty-MUC1-Glycopeptide 7 und 8:

Fmoc = Fluorenyl-9-methoxycarbonyl; HBTU = O-Benzotriazol-1-yl-

N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat; HOBt = 1-Hydroxy-benzotriazol; DIPEA = Diisopropylethylamin (Hiinig-Base); NMM =

N-Methylmorpholin; NMP = N-Methylpyrrolidon; TFA=Trifluoressigsiure;

10154 www.angewandte.de

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

TIS =Triisopropylsilan.
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Schema 2. Verkniipfung der synthetischen Sialyl-Ty-MUC1-Glycopeptidantigene mit den Tragerproteinen BSA und TTox zu Vakzinen; BSA=Rinder-

serumalbumin.

zine 13 und 14 verkniipft wurden. Alle Proteinkonjugate 11—
14 wurden nach Ultrafiltration (30-kDa-Membran) als farb-
lose Lyophilisate isoliert.

MALDI-TOF-Massenspektrometrie zeigt, dass im BSA-
Konjugat 11 im Mittel mindestens vier, in 12 mindestens drei
Molekiile Glycopeptid an ein Molekiil Protein gebunden
sind. Zu beachten ist, dass bei Sialinsdure enthaltenden Gly-
coproteinkonjugaten wie 11 und 12 nur die leichteren nach-
zuweisen sind, die hoheren sich aber der Messung entziehen.
Die Beladung der TTox-Vakzine 13 und 14 kann, wie schon
gezeigt,” nur durch Vergleich von ELISA-Bindungstests zu
etwa 20 Molekiilen Glycopeptid pro Molekiil Protein abge-
schiétzt werden.

Zur biologischen Auswertung wurden je drei Wildtyp-
(BALB/cJ)-Miuse mit den Vakzinen 13 (Maus 1-3) bzw. 14
(Maus 4-6) unter Zusatz von komplettem Freunds Adjuvans
immunisiert. Zwei Auffrischungsimpfungen wurden nach je
21 Tagen mit den gleichen Vakzinen vorgenommen. Fiinf
Tage nach der dritten Impfung wurde Blut entnommen und
die Seren in ELISA-Bindungstests (Abbildung 1) auf Bin-
dung der induzierten Antikorper an die BSA-Konjugate 11
bzw. 12 gepriift. Bei allen sechs Médusen waren sehr starke, die
natiirliche Toleranz durchbrechende Immunreaktionen (Titer
etwa 1/30000) festzustellen.

Laut Isotyp-Analyse wurden sowohl mit 13 als auch mit 14
iberwiegend IgG;-Antikorper gebildet. Die Bindung der
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durch 13 und 14 induzierten Antikorper an Brusttumorzellen
der Linie MCF-7! wurde durch FACS-(fluorescent-activated
cell sorter)-Analyse ermittelt (Abbildung2).”® Die mit
Pufferlosung behandelten Tumorzellen (Abbildung2a)
werden durch Laserlichtstreuung gezihlt, zeigen aber keine
Bindung des fluoreszenzmarkierten (Alexafluor 488) Ziege-
Antimaus-Antikorpers an und erscheinen im linken Feld. Die
mit Serum der mit 13 geimpften Maus 2 inkubierten MCF-7-
Zellen (Abbildung 2b) zeigen dagegen alle Fluoreszenz
(rechtes Feld) und damit, dass sie von den induzierten Anti-
korpern erkannt wurden. Das Serum der Maus, die nur mit
TTox geimpft wurde (Abbildung 2c¢), enthilt kaum Antikor-
per, die an MCF-7-Zellen binden. Im Gegensatz dazu er-
kannten die durch die MUC1-TTox-Vakzine 14 induzierten
Antikorper im Serum von Maus5 (Abbildung2d) die
Membranglycoproteine auf den MCF-7-Zellen. Diese Bin-
dung der Antikorper ist selektiv, denn sie kann durch Inku-
bation der Antikorper mit Sialyl-Ty-MUC1-Glycopeptid 8
(25 ugmL™") aufgehoben werden (Abbildung2e). Abbil-
dung 2 f zeigt, dass der durch Klonierung optimierte Anti-
korper SM3!!! deutlich weniger selektiv an MCF-7-Tumor-
zellen bindet als die durch 13 (Abbildung 2b) und 14 (Ab-
bildung 2d) induzierten Antikorper.

Zusitzlich wurde die Bindung der durch Vakzine 14 in
Maus 5 ausgelosten Antikorper an humane Brusttumorzellen
der Linie T-47DP untersucht. Wihrend in der FACS-Ana-

www.angewandte.de

Chemie

10155


http://www.angewandte.de

Zuschriften

lyse der mit Puffer behandelten T-47D-Zellen nach Zugabe
von Alexafluor-488-Ziege- Antimaus-Antikorper keine Fluo-
reszenzmarkierung auftrat (Abbildung 2g), waren alle der
mit Serum von Maus 5 behandelten Zellen in der FACS-
Analyse fluoreszenzmarkiert (Abbildung 2h). Diese Bindung
wurde durch Inkubation der Antikdrper mit dem Glycopep-
tid 8 (6 ugmL™") vollstindig aufgehoben (Abbildung 2i), was
die Strukturselektivitdt der durch 14 ausgelosten Immunre-
aktion belegt.

a) 20
184 .
16 -
14 -
12
1.0

~+Maus 1

Optische Dichte

g

Optische Dichte

0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

.
o

O O O O A a a4 oa
N DO NP O
L 1 L L 1 L L 1 |

=Maus 2
Maus 3

1/400

\é\‘_\‘

1/1600  1/6400 1/25600 1/102400 1/409600
Verdiinnung

- Maus 4
-= Maus 5
Maus 6

1/400

1/1600  1/6400 1/25600 1/102400 1/409600
Verdiinnung

Abbildung 1. ELISA der durch die Vakzine 13 (a) und 14 (b) induzier-
ten Antiseren; Bindung an die BSA-Konjugate 11 (a) bzw. 12 (b).

Diese Bindung ist nicht nur an langzeitkultivierte Tu-
morzellen, sondern auch in Gewebeschnitten von nativem
Tumormaterial zu beobachten. Abbildung 3 zeigt drei Mam-
makarzinom-Gewebeschnitte, die mit Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet wurden, in lichtmikroskopischer Auf-
nahme (Vergr6Berung 1/100). Zur Negativkontrolle (3a-c)
wurde ein Isotyp-Kontrollantikorper (IgG,) eingesetzt. Die
Gewebeschnitte Abbildung 3d-f wurden dagegen mit dem
Serum der mit Vakzine 14 immunisierten Maus 5 inkubiert.
Gebundene tumorselektive Antikorper wurden mit einem
biotinylierten = Ziege-Antimaus/Antikaninchen-Antikorper
detektiert, dessen Bindung mit Streptavidin-Meerrettich-
Peroxidase nachgewiesen wurde, das die Oxidation von 3-
Amino-9-ethylcarbazol zu einem rosaroten Farbstoff kataly-
siert.

R

Abbildung 3. Brusttumor-Gewebeschnitte von drei Patientinnen: a—
c) mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet in lichtmikroskopi-
scher Aufnahme (1:100); d—f) inkubiert mit dem Serum von Maus 5,
die mit der synthetischen Vakzine 14 immunisiert worden war. Der
Nachweis erfolgte mit biotinyliertem Ziege-Antimaus/Antikaninchen-
Antikérper (ChemMate Detection Kit, Dakocytomation, Glostrup, Dé-
nemark) an Avidin gebundener Meerrettich-Peroxidase durch kataly-
sierte Oxidation von 3-Amino-9-ethylcarbazol.
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Abbildung 2. FACS-Analyse der Bindung der durch Vakzine 13 bzw. 14 induzierten Antiseren: a) Mit PBS-Puffer behandelte MCF-7-Tumorzellen;
b) mit Antiserum (1:1000) von Maus 2, immunisiert mit 13, behandelte MCF-7-Zellen; c) mit Serum von einer Kontroll-Maus, die nur mit TTox
geimpft worden war, behandelte MCF-7-Zellen; d) mit Antiserum (1:1000) von Maus 5, immunisiert mit 14, behandelte MCF-7-Zellen; €) die in (d)
gezeigte Bindung wird durch Zugabe von MUCT1-Glycopeptid 8 (25 pgmL™") aufgehoben; f) Bindung von SM3-Antikérper an MCF-7-Tumorzellen;
g) mit PBS-Puffer behandelte T-47D-Brusttumorzellen; h) mit Antiserum (1:1000) von Maus 5, immunisiert mit 14, behandelte T-47D-Zellen; i) die
in (h) gezeigte Bindung wird durch Zugabe von MUC1-Glycopeptid 8 (6 pgmL™") aufgehoben.
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Abbildung 3a zeigt ein kaum entdifferenziertes Tumor-
gewebe (Frithphase, Grad G1, weniger als 1% reagierende
Tumorzellen), Abbildung 3b ein Gewebe, bei dem 1-9% der
Zellen reagieren (Grad G2), und Abbildung 3¢ ein fortge-
schrittenes Tumorgewebe mit 10-50% reagierenden Zellen
(G3). Nach Inkubation mit Serum von Maus 5, die mit der
synthetischen Vakzine 14 immunisiert worden war, erkennt
man an der Rosarotfirbung, dass die durch 14 induzierten
IgG,-Antikorper wenig an das Tumorgewebe in der Friih-
phase (Abbildung 3d, G1), aber deutlich an den Tumor in der
G2-Phase (Abbildung 3e) binden. Das im Bild zu sehende
Bindegewebe wird nicht markiert. Das Tumorgewebe in der
fortgeschrittenen G3-Phase (Abbildung 3 f) wird sehr stark
von den Antikdrpern markiert, die durch die synthetische
Vakzine 14 induziert worden waren.

Diese Ergebnisse unterstreichen erstmals den diagnosti-
schen Wert der durch die synthetischen MUC1-Glycopeptid-
TTox-Vakzine induzierten Antikorper. Bedenkt man zudem,
dass nach den immunologischen Mechanismen die von den
IgG-Antikorpern erkannten Tumorzellen durch das Immun-
system zerstort werden sollten, dann belegen die in Abbil-
dung 2 und 3 gezeigten Ergebnisse, dass mit synthetischen
MUCI1-Glycopeptid-Vakzinen, wie 13 und 14, eine Aktivim-
munisierung von Patienten gegen ihr eigenes Tumorgewebe
moglich werden sollte.

Eingegangen am 30. Juni 2011
Online verdffentlicht am 9. September 2011

Stichworter: Antitumor-Vakzine - Gewebeschnittmarkierung -
Glycopeptidantigene - Sialyl-Ty-Antigen - Tetanus-Toxoid
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