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Das tumorassoziierte Mucin MUC] ist wegen seiner Uber-
expression auf fast allen Arten von epithelialen Tumorzellen
ein attraktives Zielmolekiil fiir eine Krebsimmuntherapie.!!
Daher sind mehrere Arbeitsgruppen an der Entwicklung von
Antitumor-Vakzinen interessiert, die auf MUC1 basieren.?
Das Glycanprofil von tumorassoziiertem MUCI ist gegen-
tiber dem von MUCI auf normalen Zellen charakteristisch
verdndert. Das gilt besonders fiir die extrazelluldre Doméne,
die aus einer variablen Zahl von Wiederholungseinheiten der
Sequenz HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA besteht, die fiinf
potenzielle O-Glycosylierungsstellen (T4, S5, T9, S15 und
T16) enthilt.’! Wegen der Herunterregulierung einer Glu-
cosaminyltransferase und der gleichzeitigen Uberexpression
von Sialyltransferasen™ finden sich auf MUC1 von Tumor-
zellen oft kurze, vorzeitig sialylierte Saccharidseitenketten.”l
Solche tumorassoziierten Kohlenhydrate sind das Thomsen-
Friedenreich-Antigen (T-Antigen),””’ seine Vorstufe (Tn-An-
tigen) und deren sialylierte Derivate STn oder 2, 6-ST. Als
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Folge der verkiirzten Saccharidseitenketten werden Peptid-
epitope im Proteinriickgrat von tumorassoziiertem MUC1
frei zuginglich.”! Diese vom normalen Bau abweichenden
Glycopeptidabschnitte betrachten wir als vielversprechende
Zielstrukturen fiir Antitumor-Vakzine.

Von Tumorzellen isoliertes MUCT ist wegen der biologi-
schen Mikroheterogenitidt von Glycoproteinen nicht fiir eine
Impfung geeignet.">! Synthetische Glycopeptide mit struk-
turell definierten Saccharidseitenketten sollten aber die In-
duktion von gentigend tumorselektiven Immunantworten
ermdglichen. Wie bereits diskutiert,”® kann die Glycosylie-
rung von Serin und/oder Threonin in der MUCI1-Tandem-
Repeat-Sequenz die Konformation des Peptidriickgrats’” und
damit die Immunogenitét der tumorassoziierten Glycopepti-
de beeinflussen. Daher ist der Einfluss der unterschiedlichen
Anbindungsstellen der Saccharide in MUCI auf die ausge-
l6ste Immunreaktion von besonderem Interesse.

In einer fritheren Arbeit® wurden MUCI1-Glycopeptide
synthetisiert, die Tn- und/oder T-Antigene an Serin 15 (S15)
und Threonin 9 (T9) der Tandem-Repeat-Sequenz trugen,
und anschlieBend mit Rinderserumalbumin (BSA) als Tra-
gerprotein verkniipft (Schema 1). Die Immunisierung von
Balb/c-Mi4usen mit diesen Vakzinen ergab, dass die Anbin-
dung des Tn- oder des T-Antigens an die Position T9 im im-
mundominanten PDTRP-Epitop der Tandem-Repeat-Se-
quenz zu einer stirkeren Immunantwort fithrte. Diese Be-
funde veranlassten uns, MUCI1-Tandem-Repeat-Peptide zu
synthetisieren, welche die sialylierten tumorassoziierten
Saccharidantigene STn oder 2,6-ST an der Position S15
tragen, aber am Threoninrest T9 mit Tn- oder T-Antigenen
verbunden oder unglycosyliert sind. Da Sialyltransferasen in
epithelialen Tumorzellen stark iiberexprimiert sind,!'" ist die
Untersuchung von MUCI1-Vakzinen mit sialylierten Saccha-
ridantigenen von besonderem Interesse.

Die Glycopeptide wurden kovalent mit BSA zu Vakzinen
verkniipft, mit denen Balb/c-M4use immunisiert wurden. Die
Antikorpertiter der induzierten Antiseren wurden mithilfe
von ELISA-Tests (ELISA: enzyme-linked immunosorbent
assay) bestimmt. Zusitzlich wurden die Isotypen der indu-
zierten Antikorper ermittelt. Die Bindung der induzierten
Antiseren an MUCI, das auf humanen MCF-7-Brusttumor-
zellen exprimiert ist, wurde mithilfe der Durchflusszytome-
trie gepriift (FACS-Analyse).

Die mikrowellenunterstiitzte Festphasensynthese!® der
MUCI1-Glycopeptide mit STn- oder 2,6-ST-Antigenen an der
Position S15 und Tn- oder T-Antigenen an T9 ging von 2-
Chlortrityl-Harz aus, das mit Fmoc-Alanin beladen war
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(Schema 2). Die Peptid-
OH HN kupplungen der Fmoc-
Aminosduren (6 Aquiv.)
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Schema 1. Struktur von Vakzinen, die aus BSA und MUC1-Glycopeptiden mit Tn- und T-Antigenen bestehen. gert.[zc’g]
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Schema 2. Festphasensynthese von MUCT-Glycopeptiden und deren Konjugation mit BSA. p vor einem Antigen-Kiirzel symbolisiert die vollstin-
dig O-acetylierte geschutzte Form des Antigens. SPPS = Festphasenpeptidsynthese, Fmoc = Fluorenyl-9-methoxycarbonyl, HBTU = O-Benzotriazol-
1-yl-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, DIPEA = Diisopropylethylamin, HATU = O-(7-Azabenzo-
triazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat, HOAt = N-Hydroxy-7-azabenzotriazol, NMM = N-Methylmorpholin, TFA=Trifluor-
essigsaure, TIS=Triisopropylsilan.
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Nach Abschluss der Synthese wurden die rohen Glyco-
peptide mit TFA/TIS/H,O vom Harz abgelost, wobei auch
alle sdurelabilen Schutzgruppen der Aminosédureseitenketten
abgespalten wurden. Nach Reinigung durch priparative
HPLC an einer C-18-Sdule wurden die noch im Glycan ge-
schiitzten Glycopeptide 5-10 in Ausbeuten von 55-65 % iso-
liert. Die Benzylester und -ethergruppen der Kohlenhydrat-
teile wurden hydrogenolytisch iiber Pd/C (5% ) entfernt. Die
O-Acetylgruppen wurden mit auf pH 11.0 eingestellter
NaOMe/MeOH-Losung abgespalten, die freien Glycopeptide
11-16 durch priaparative HPLC gereinigt und in 65-70%
Ausbeute erhalten. Die terminalen Spacer-Aminogruppen
dieser Glycopeptide wurden mit Diethylsquarat!'? in EtOH/
H,O bei pH8.0 zu den Quadratsduremonoamiden 17-22
umgesetzt. Letztere wurden zusammen mit BSA in Puffer-
losung bei pH 9.5 geriihrt und ergaben die Glycopeptid-
Vakzine 23-28.24 Deren Beladung (im Mittel neun Molekiile
Glycopeptid pro Molekiil BSA) wurde durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie ermittelt (siche die Hintergrundinfor-
mationen).

Zur immunologischen Auswertung der Glycopeptid-
BSA-Konjugate wurden nach einer bekannten Vorschrift!
10 ug jedes dieser synthetischen Vakzine zusammen mit
einem Adjuvans subkutan in Balb/c-Md4use injiziert. Kom-
plettes Freund-Adjuvans wurde in der ersten Immunisierung,
inkomplettes Freund-Adjuvans in jeder Auffrischungsimp-
fung verwendet. Eine Woche nach der dritten Impfung
wurden die Seren der Miuse durch ELISA hinsichtlich der
induzierten Antikorper untersucht. Dazu wurden die Mi-
krotiterplatten mit den in 0.1m NaHCO; bei pH 9.6 gelosten
nichtkonjugierten Glycopeptiden 11-16 belegt.*

Starke Immunantworten waren bei allen eingesetzten
Vakzinen zu verzeichnen. Die in ELISA-Tests gefundenen
Titer lagen bei 6000 bis 30000 (Abbildung 1), wobei die Titer
als die Verdiinnung definiert sind, bei der 50 % der maxima-
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Abbildung 1. ELISA der durch die Vakzine 23-25 (a) und 26-28 (b) in-
duzierten Antiseren nach der dritten Immunisierung, Belegung der Mi-
krotiterplatten mit 11-16. Zur Negativkontrolle dienten Seren nichtim-
munisierter Mause.
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len optischen Dichte (OD) gemessen werden (Wendepunkt
der Kurve). Die entsprechenden Endpunkt-Titer lagen zwi-
schen 51200 und 204 800. Diese Ergebnisse waren unerwartet
und iiberraschend, da wir in fritheren Studien an BSA-Vak-
zinen, die unvollstindige MUC1-Tandem-Repeat-Sequenzen
mit sialylierten Saccharid-Antigenen trugen, nur relativ
schwache Immunogenitit beobachtet hatten.”!l Dariiber
hinaus hatte eine vollsynthetische MUC1-Glycopeptid-OVA-
T-Zellepitop-Vakzine, die ein STn-Antigen an T4 und ein Tn-
Antigen an T9 der PDTRP-Domaine trug, keinerlei Immu-
nogenitit gezeigt.”®!

Die Isotypen der durch die nichtsialylierten Vakzine 1-4
und durch die sialylierten Vakzine 23-28 induzierten Anti-
korper wurden mithilfe von isotypselektiven Sekundéranti-
korpern bestimmt. Dazu wurden die induzierten und ver-
diinnten (1:1000) Seren ELISA-Tests unterzogen, die offen-
barten, dass in allen Féllen der IgG,-Isotyp vorherrschte, aber
auch IgM-Antikorper vorlagen (Abbildung2 und Hinter-
grundinformationen). Dieses Resultat belegt, dass ein im-
munologisches Gedichtnis etabliert wurde. Auler den IgG-
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Abbildung 2. Bestimmung der Isotypen der durch die Vakzine 1 (a), 3
(b), 24 (c) und 27 (d) nach der dritten Immunisierung induzierten
Antikorper.
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und IgM-Antikdrpern waren in geringerem Umfang IgG,, -,
IgG;- und IgA-Antikoérper nachzuweisen. Das vom Isoty-
penprofil der Antiseren, die durch MUCI1-Glycopeptid-Te-
tanus-Toxoid-Vakzine ausgelost worden waren, abweichende
Isotypenprofil®!! konnte auf BSA als Tragerprotein zuriick-
zufiihren sein. Das gilt besonders fiir den Anteil an IgM- und
IgA-Antikorpern.

Die Bindung der durch die synthetischen Vakzine 1-4 und
23-28 induzierten Antikorper an MUCI1-Molekiile auf hu-
manen MCF-7-Brusttumorzellen™ wurde im Durchflusszy-
tometer (FACS) bestimmt. Die Tumorzellen wurden zunéchst
mit den auf 1:50 verdiinnten induzierten Seren inkubiert.
Nach dem Waschen wurden mit Fluoresceinisothiocyanat
markierte sekundidre Anti-Maus-Antikorper aus Kaninchen
zu den Zellen gegeben. Die von den Maus-Antiseren er-
kannten Zellen zeigen Fluoreszenz und werden im Durch-
flusszytometer ausgezdhlt. Wie Abbildung 3 zu entnehmen

a)g b) g
il = Blindprobe & Blind
- e : — probe
& GEEB"""?”"‘:‘“E = = Negativkontrolle
— Vakz'me 3 8 . Vakzine 23
o s ne & = Vakzine 24
e g \ == Vakzine 25
o — ‘akzine 4 2 gy 1
D w
=]
8 8
- i
100 101 102 107 104 100 101 102 107 104
Ir I
cl=
) i == Blindprobe
=3 = Negativkontrolle
- Vakzine 26
8 v == \akzine 27
|2 - Vak. 28
n 8 ei aKkzine
y 3
e
<
™
o

10010t 12 100 10f
I

Abbildung 3. Bindung der Antiseren an MCF-7-Brusttumorzellen: Vak-
zine 1-4 (a), Vakzine 23-25 (b), Vakzine 26-28 (c). Blindprobe: Inku-
bation der Zellen mit PBS-Puffer; Negativkontrolle: Inkubation der
Zellen mit Seren nichtimmunisierter Miuse. Ir;: maximal erreichter
Fluoreszenzwert wahrend der Passage einer Zelle durch den Mess-
punkt; n: Zahl an Zellen.

ist, binden die mit Puffer (schwarz) oder mit Serum von
nichtimmunisierten Mausen behandelten Zellen (blau) keine
fluoreszenzmarkierten Anti-Maus-Antikorper. Das von der
nichtglycosylierten Vakzine 1 induzierte Serum hatte hohe
Titer und vorwiegend IgG-Antikorper gezeigt, aber seine
Bindung an die Tumorzellen erwies sich als sehr schwach
(Abbildung 3a, gelbe Linie). Das durch die Vakzine 23 mit
dem STn-Antigen an S15 ausgeloste Serum ergab auch nur
eine schwache Bindung an die Tumorzellen (Abbildung 3b,
gelbe Linie). Das ist insofern tiberraschend, als ein Tetanus-
Toxoid-Konjugat mit einem &hnlichen Glycopeptidantigen
Antikorper ausloste, die stark an MCF-7-Tumorzellen
banden. Die von allen anderen Vakzinen (24-28) induzierten
Seren wiesen eine starke Bindungsfdhigkeit an die Tumor-
zellen auf.
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Diese Ergebnisse belegen, dass MUCI1-Glycopeptid-
Vakzine, die auf BSA als Trégerprotein aufgebaut sind, in
Wildtyp-Médusen starke Immunantworten auslosen konnen.
Ahnlich wie friiher beschriebene Vakzinkonstrukte®*¢* in-
duzieren diese BSA-Konjugate hauptsdchlich Antikorper
vom IgG-Isotyp, die stark an auf MCF-7-Tumorzellen expri-
miertes tumorassoziiertes MUC1-Glycoprotein binden. Es ist
besonders bemerkenswert, das die Glycosylierung des im
immundominanten PDTRP-Peptidepitop gelegenen Threo-
ninrests T9 einen positiven Einfluss auf die Immunogenitét
der synthetischen Vakzine ausiibt. Nach diesen Ergebnissen
kann BSA das sehr teure Tetanus-Toxoid als immunstimu-
lierendes Tragerprotein in erkundenden Immunisierungsstu-
dien an synthetischen MUCI1-Antitumor-Vakzinen ersetzen.

Eingegangen am 9. September 2011,
verdnderte Fassung am 28. November 2011
Online veroffentlicht am 13. Januar 2012

Stichworter: Antitumor-Vakzine - Festphasenpeptidsynthesen -
Glycopeptide - Glycosylierungen - Mucine
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