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MUC1-Glycopeptidkonjugate mit T-Zellepitopen von Tetanus-Toxoid
als vollsynthetische Antitumor-Vakzine mit Eigenverstirkungseffekt™*
Hui Cai, Mei-Sha Chen, Zhan-Yi Sun, Yu-Fen Zhao, Horst Kunz* und Yan-Mei Li*

Professor Gunter Fischer zum 70. Geburtstag gewidmet

Das tumorassoziierte Mucin MUCI ist ein vielversprechen-
des Zielmolekiil fiir die Entwicklung einer Immuntherapie.
Als endogenes, auf vielen Epitheltumoren exprimiertes Gly-
coprotein ist es jedoch nur schwach immunogen.!"! Fiir die
Induktion einer starken Immunreaktion miissen daher
MUCI-Glycopeptidantigene mit T-Zellepitop-Peptiden!
oder Toll-like-Rezeptor-2-Lipopeptid-Liganden® oder mit
beiden dieser Immunstimulantien verkniipft werden.! Mit
solchen synthetischen Vakzinen wurden groBe Fortschritte
bei der Induktion von selektiv gegen tumorassoziiertes
MUCI gerichteten Immunantworten erreicht,”*¢! auch von
solchen, die kultivierte Tumorzellen erkennen®* und Schutz
gegen Tumorwachstum in transgenen Miusen bewirken.[*! In
der Regel blieben die induzierten Immunreaktionen aber
moderat (Endpunkttiter <30000) und die Bindung an Tu-
morzellen unvollstindig. Da eine starke Immunantwort, die
die natiirliche Toleranz des Immunsystems durchbricht, un-
erldsslich fiir eine therapeutische Vakzine ist, haben wir
Glycopeptidvakzine entwickelt, die die MUCI-Tandem-
Repeat-Sequenz HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA kovalent
an Rinderserumalbumin (BSA) oder Tetanus-Toxoid (TTox)
gebunden enthalten.”! Diese Vakzine, mit Freunds Adjuvans
appliziert, 16sen in Balb/c-Méusen starke Immunantworten
gegen auf epithelialen Tumorzellen exprimiertes MUCI aus.
Uberwiegend IgG-Antikérper wurden gebildet, wobei TTox-
konjugierte Vakzine besonders hohe Titer an MUCI1 bin-
denden IgG-Antikérpern induzierten (Endpunkttiter
1000000).5¢! Die Antikorper zeigten nahezu vollstindige
Erkennung von Brusttumorzellen der Zelllinien MCF-7 und
T-47D und Bindung an Tumorzellen in Brusttumorgewebe."'!
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Wichtig ist auBerdem, dass auf Tetanus-Toxoid basierende
Vakzine sich als sicher bei der Impfung von Menschen er-
wiesen haben. Das Protein enthilt aber fiir die Immunakti-
vierung unnotige Peptidepitope, die bei der Impfung storend
wirken konnten.[! Zudem soll Freunds Adjuvans beim Men-
schen nicht angewendet werden. Deshalb sind wir an der
Vereinfachung der Vakzinstruktur interessiert, wobei aber die
stimulierenden Effekte des Tetanus-Toxoids und des Adju-
vans, die fiir starke Immunreaktionen notig sind, erhalten
bleiben sollen.

Entsprechend diesem Ziel wurden MUCI-Tandem-
Repeat-Glycopeptidsequenzen HGVTSAPDTRPAPGST-
APPA mit drei bekannten universellen T-Helferzellepitop-
Peptiden P4 (TT 575154 GOQIGNDPNRDIL), P2 (TTg3 g43:
QYIKANSKFIGITE) und P30 (TTo47-067
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE) aus Tetanus-Toxoid!”
verkniipft. Nach den grundlegenden Immunmechanismen
sollten diese T-Helferzellpeptide das Tetanus-Toxoid bei der
Stimulierung des murinen und humanen Immunsystems er-
setzen konnen. Im Zuge der Immunreaktion wird das MUCI-
Glycopeptid vom Rezeptor einer B-Zelle oder einer anderen
Antigen prisentierenden Zelle (APC) erkannt. Die gesamte
Vakzine wird daraufhin in die APC aufgenommen und pro-
teolytisch prozessiert. Die T-Helferzellpeptide werden dann
vom Haupthistokompatibilitdts-Komplex IT (MHC II) auf
diesen Zellen dem CD4"-Rezeptor der T-Zelle prisentiert.
Die so aktivierte CD4"-T-Zelle stimuliert, unterstiitzt durch
weitere Zell-Zell-Signale und freigesetzte Cytokine, die B-
Zelle, sich in eine Plasmazelle zu verwandeln, zu proliferieren
und Antikorper gegen das MUCI1-Glycopeptidantigen zu
bilden.®

Innerhalb des MUCI1-Tandem-Repeats bilden die
PDTRP- und GSTAP-Regionen immundominante
Motive.”!”! Sowohl MCF-7-Tumorzellen erkennende Anti-
korper als auch Autoantikorper aus Patientenseren binden an
diese Peptidsegmente."' Da die Konformation von Glyco-
peptiden offenbar durch die O-Glycosylierung beeinflusst
wird,"! war die Immunogenitit von MUC1-Glycopeptiden
mit Tn- und T-Antigen (Schema 1) an Aminosdure T9 der
PDTRP- und an Aminosdure S15 der GSTAP-Region von
besonderem Interesse. Diese Glycopeptide wurden an der
Festphase synthetisiert (SPPS)."”! Sie trugen Tn/Tn (Peptid-
1) oder T/Tn (Peptid-2) an den Positionen T9/S15. Nach der
Festphasensynthese der MUC1-Glycopeptide wurde N-ter-
minal eine Triethylenglycol-Spacer-Aminosédure angekniipft,
an der nachfolgend die P4-, P2- oder P30-T-Zellpeptid-Se-
quenzen schrittweise an der Festphase angefiigt wurden.*!
Die (Glyco)peptide wurden unter gleichzeitiger Entfernung
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Schema 1. Strukturen der Konjugate aus MUCT-Glycopeptiden (Peptid-1 und Peptid-2) und T-Helferzellepitopen (P4, P2 und P30) bzw. BSA.

aller sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen mit Trifluores-
sigsdure (TFA)/Triisopropylsilan(TIS)/H,0 vom Harz abge-
16st. Nach Reinigung durch HPLC wurden die O-Acetyl-
gruppen von den Kohlenhydraten mit MeONa/MeOH bei
pH 9 ohne Beeintriachtigung der Strukturen abgespalten. Die
Glycopeptid-Konjugate von Peptid-1 bzw. Peptid-2 gebunden
an P4, P2 oder P30 wurden durch Umkehrphasen-HPLC
isoliert (Schema 1). Zusitzlich wurden die BSA-Konjugate
Peptid-1-BSA und Peptid-2-BSA nach bereits beschriebenen
Verfahren hergestellt.*"]

Jede der vollsynthetischen Vakzine wurde vier Wildtyp-
Balb/c-Miusen in fiinf Impfungen im Abstand von 14 Tagen
intraperitoneal injiziert. Die erste Impfung wurde mit kom-
plettem (CFA), die weiteren mit inkomplettem Freunds Ad-
juvans (IFA) ausgefiihrt. Eine Woche nach der fiinften Imp-
fung wurden die Seren von jeder Gruppe von Miusen ge-
nommen, gemischt und die Antikorper durch ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) bestimmt. Fiir die
ELISA-Tests wurden die Mikrotiterplatten mit Antigen-
BSA-Konjugaten beschichtet.”! Die P4- und P2-Epitop-
MUCI1-Vakzine induzierten schwache, die Peptid-1- und
Peptid-2-P30-Vakzine viel stirkere Immunreaktionen (Ab-
bildung 1). Deshalb wurden die weiteren Studien mit P30-
Peptidepitop-Vakzinen durchgefiihrt.

Um die Immunogenitit der verschiedenen Glycoformen
der MUC1-Glycopeptide zu untersuchen, wurden an den drei
Glycosylierungspositionen (T9, S15 und T16) innerhalb der
immundominanten Motive Tn-, T- oder STn-Antigene ange-
bunden. Die Glycopeptide Peptid-3, -4, -5, -6 und -7 wurden
an der Festphase synthetisiert (SPPS), mit dem Spacer und
der P30-Epitopsequenz zu den Glycopeptid-P30-Konjugaten
Peptid-3-P30, Peptid-4-P30, Peptid-5-P30, Peptid-6-P30 und
Peptid-7-P30 verldngert, vom Harz gelost und nach prépara-
tiver HPLC rein isoliert (Schema 2). Die Benzylester der Si-
alinsdure in Peptid-6-P30 und Peptid-7-P30 wurden vor der
Entfernung der O-Acetylgruppen mit MeONa/MeOH hy-
driert. Peptid-3, -4, -5, -6, -7 wurden auch an BSA gekuppelt,
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Abbildung 1. ELISA der durch an P4-, P2- und P30-T-Helferzellepitop-

Peptide gebundene MUC1-Glycopeptide induzierten gemischten Anti-
seren. Ein Kaninchen-anti-Maus-Antikorper, verkniipft mit Meerrettich-
Peroxidase, diente als Sekundirantikérper. Die optische Dichte wurde
bei A =450 nm gemessen, wobei O-Phenylendiamin (OPD) und H,O,
als Substrate eingesetzt wurden.

um die durch P30- und BSA-Konjugat-Vakzine induzierten
Immunreaktionen vergleichen zu konnen. Peptid-3-, -4-, -5-,
-6-, und -7-P30 und Peptid-3-, -4-, -5-, -6-, und -7-BSA-Vak-
zine wurden mit CFA oder IFA appliziert, wie oben be-
schrieben. Mit BSA-Konjugaten wurde nur dreimal geimpft.
Um den Einfluss von Freunds Adjuvans zu priifen, wurden
die Glycopeptid-P30-Vakzine auch ohne Adjuvans nur in
Phosphatpuffer-Losung (PBS) appliziert. Zur Auswertung
der Immunreaktionen dienten ELISA-Tests. Uberraschen-
derweise induzierten alle P30-Epitop-Glycopeptid-Vakzine
viel stirkere Immunantworten, wenn sie in wassrigem PBS
und nicht mit CFA injiziert wurden (Abbildung 2a-¢). Die
Immunreaktionen fielen auch stéarker aus als jene, die dhnli-
che Drei-Komponenten-Vakzine, die Lipopeptid und P2-
oder P4-Peptid enthielten, ausgelost hatten.[* Diese Ergeb-
nisse belegen zwei bedeutende Effekte: Freunds Adjuvans
kann die Immunogenitdt von Glycopeptid-Vakzinen unter-
driicken, und das Tetanus Toxoid-P30-Peptid wirkt sowohl als
T-Helferzellepitop als auch als Adjuvans, offenbar wegen
seiner amphiphilen Natur. Die Titer der durch Peptid-4-P30
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R pti : , )
N~HGVTS APD_Im 'i' APPA Peptid-4-P30: R'=Tn, R?>=Tn, R*<Tn
H FOTRF, GSTAP Peptid-5-P30: R'=Tn, R?=T, R®=Tn
R2 R Peptid-6-P30: R'=STn, R%=Tn, R®=Tn
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Peptid-4-BSA: R'=Tn, R?=Tn, R3=Tn
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Schema 2. Vakzine aus MUC1-Glycopeptiden (Peptid-3, -4, -5, -6, -7), die an P30-T-Helferzellepitop-Peptide bzw. an BSA gebunden sind.
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Abbildung 2. a—e) ELISA der durch an P30-T-Zellepitop oder BSA gebundene Peptid-3-, -4-, -5-, -6-, -7-Vakzine induzierten Antiseren. Die Mikroti-
terplatten fiir die Analyse der durch BSA-gebundene Vakzine induzierten Seren wurden mit dem entsprechenden nichtkonjugierten Glycopeptid
beschichtet, wihrend fiir die ELISA-Tests der anderen Seren BSA-konjugierte Glycopeptide als Beschichtung dienten. f) Bindung von durch Vakzi-
ne Peptid-4-P30 induzierten Antikérpern an verschiedene, auf Mikrotiterplatten immobilisierte Antigene. BSA-Tn ist das Konjugat von Tn-Thr mit
BSA; BSA-MUCT ist das Konjugat des unglycosylierten MUC1-Tandem-Repeat-Peptids mit BSA. g—i) Antikérperisotyp-Analyse von Antiseren, die
durch Peptid-4-P30 (g und h) und Peptid-4-BSA (i) induziert wurden, g: appliziert in PBS, h: appliziert mit CFA.

und Peptid-5-P30 induzierten Antiseren waren viel hoher als
die von Peptid-3-P30 ausgelosten (Abbildung2a—c), was
darauf hinweist, dass die zweite Glycosylierung innerhalb der
GSTAP-Region die Immunogenitidt erhohen kann. Im Ver-
gleich zu den durch BSA-gekuppelte Vakzine erhaltenen
Antiseren waren die Titer der durch P30-T-Zellepitop-Kon-
jugate induzierten niedriger, allerdings mit Ausnahme der
durch Peptid-4-P30 induzierten Seren (Abbildung 2b). Es ist
bemerkenswert, dass die Immunisierung mit der vollsynthe-
tischen Vakzine Peptid-4-P30 ohne Unterstiitzung durch ein
kovalent gebundenes immunstimulierendes Lipopeptid oder
ein externes Adjuvans eine fast genauso starke Immunreak-
tion ausloste wie das analoge Glycopeptidkonjugat mit einem
immunogenen Protein. Die Affinitédt der durch Peptid-4-P30
induzierten Antikorper zu weiteren Antigenen wurde eben-
falls durch ELISA ermittelt (Abbildung 2 f). Im Vergleich zur
Bindung an Peptid-4-BSA (Abbildung 2 f, rot) war die an das
nicht glycosylierte BSA-MUCI (blau) deutlich geringer. Die
Antikorper binden auch nur schwach an ein Tn-Thr-BSA-
Konjugat (gelb), obwohl in der Peptid-4-P30-Vakzine drei
Kopien vom Tn-Antigen enthalten sind. Diese Ergebnisse
unterstreichen, dass beide, der Peptid- und der Kohlenhy-
dratteil, zum wirksamen Epitop von MUCI beitragen.

Die Isotypen der durch die Vakzine Peptid-4-P30 indu-
zierten Antikorper wurden ebenfalls durch ELISA mit Ziege-
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anti-Maus-Sekundéirantikorpern gegen IgG1, IgG2a, IgG2b,
IgG3, IgM und IgA bestimmt, die mit an Meerrettich-Per-
oxidase gebundenem Kaninchen-anti-Ziege-IgG als drittem
Antikorper nachgewiesen wurden. Abbildung 2g zeigt, dass
die Vakzine Peptid-4-P30, in PBS-Losung appliziert, iiber-
wiegend IgG; und IgM induziert, aber auch erhebliche An-
teile an IgGs, typisch fiir eine Anti-Kohlenhydrat-Reaktion,
und IgG,,,-Antikorper, die eine zellulire (MHC1) Immun-
antwort anzeigen.

Die Impfung mit Peptid-4-P30 zusammen mit CFA 16st
eine viel schwidchere Immunreaktion aus und induziert
iiberwiegend weniger spezifische IgM-Antikorper (Abbil-
dung 2h). Impfung mit der Vakzine Peptid-4-BSA (Abbil-
dung 2i) ergab ein dhnliches Antikorperisotyp-Spektrum wie
das durch Peptid-4-P30 hervorgerufene. Die durch die Vak-
zine Peptid-3-, -5-, -6-, und -7-P30, appliziert in PBS, indu-
zierten Antiseren zeigten &dhnliche Isotypmuster mit vor-
herrschenden IgG,/IgG;-Subtypen, die eine vorwiegende
Th2-Immunreaktion anzeigen.!'’)

Ahnlich der Immunogenitit und Subtypzusammenset-
zung war die Bindung der induzierten Antikdrper an MCF-7-
Brusttumorzellen abhéngig von der Art der Applikation der
MUCI1-Glycopeptid-P30-Vakzine. Die Durchflusszytometrie
(FACS) mit durch Fluoresceinisothiocyanat(FITC)-markier-
tem Kaninchen-anti-Maus-IgG offenbarte, dass durch Peptid-
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3-, -4-, -5-, -6-, und -7-P30 ohne CFA induzierte Antiseren
stirker an MCF-7-Zellen banden als jene, die durch die
gleichen Vakzine zusammen mit CFA als Adjuvans ausgelost
wurden (Hintergrundinformationen). Dieser Unterschied ist
fiir Peptid-6-P30 besonders auffillig.

Im Allgemeinen binden durch mit BSA konjugierte
Vakzine gewonnene Antiseren stirker an MCF-7-Zellen. Der
Unterschied in diesen Bindungen scheint umso grofer zu
sein, je hydrophiler das MUCI1-Glycopeptidantigen ist.
Obwohl diese Effekte noch nicht zu erklidren sind, konnten
sie auf unterschiedliche Aggregation und Konformation der
Glycopeptidantigene in den verschiedenen Priparationen
zuriickzufithren sein. Die induzierten Antikérper binden
nicht nur an Tumorzellen, sie leiten auch das Abtoten der
erkannten MCF-7-Tumorzellen durch Aktivierung der
»complement dependent cytotoxicity* (CDC) ein. In den
Tetrazoliumbromid-(MTT)-Assays zur Bestimmung der
Uberlebensraten der Zellen zeigt sich (Abbildung 3), dass die
durch Aktivierung von Kaninchen-Komplement (RC) be-
wirkte Cytotoxizitdt der Antiseren hoher ist, wenn die P-30-
konjugierten Vakzine in PBS-Losung ohne CFA injiziert
werden.

<1007 [ Appliziert in PBS
8 904 [ Appliziert mit CFA
= 801 [ BSA-Konjugat mit CFA
5 gg: [Jinaktiviertes RC
< 503 g7z RC
§ 404 Il Serum vor Immunisierung
@ 304
i all
il
35 0
wonte ole P e‘){\d’?’ P ep{\d'A e ep{\d’B P ep{\d'e P ep\'\d:{

Abbildung 3. Von CDC (complement dependent cytotoxicity) bewirkte
Abtétung von MCF-7-Tumorzellen. Peptid-3—7 steht fiir die entspre-
chenden Vakzine mit konjugiertem P30 (rote und griine Balken) oder
mit BSA (blaue Balken). RC-inaktiv: Die Zelliiberlebensrate nach Ein-
wirkung von inaktiviertem Kaninchen-Komplement (RC) wurde als
100% gesetzt; die Uberlebensrate wurde nach 2 h Inkubation gemes-
sen. Die Daten sind Mittelwerte aus 5 Experimenten.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass neue, wirksame
Zweikomponenten-Antitumor-Vakzine durch Kupplung von
MUCI-Tandem-Repeat-Glycopeptiden mit dem P30-T-Hel-
ferzellepitop aus Tetanus-Toxoid gewonnen wurden. Diese
Vakzine induzieren erstaunlicherweise deutlich stirkere Im-
munreaktionen, wenn sie nicht mit Freunds Adjuvans, son-
dern einfach in wissriger Pufferlosung angewendet wurden.
Verglichen mit den P2- und P4-Epitopen, entfaltet das P30-T-
Zellepitop offenbar eine tiberlegene Wirkung. Es enthalt drei
potentielle Epitope, von denen jedes mit einem MHC II-
Molekiil prisentiert werden kann."! Zustzlich wirkt dieses
P30-T-Zellpeptid gleichzeitig als eingebautes Adjuvans und
macht die Anwendung eines externen Adjuvans oder eines
kovalent angebundenen Lipopeptid-Immunstimulans iiber-
fliissig. Das ist giinstig, weil Lipopeptid-Konjugate schwer zu
synthetisieren und zu reinigen sind, und Freunds Adjuvans fiir
die Anwendung beim Menschen obsolet ist. Dariiber hinaus
zeigen die Ergebnisse zum ersten Mal, dass Freunds Adjuvans
die Immunogenitit synthetischer Glycopeptid-Vakzine und

Angew. Chem. 2013, 125, 6222 -6226

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

gngewandte
Ch

die Erkennung von Tumorzellen durch die induzierten Anti-
seren unterdriicken kann. Die Resultate belegen auch, dass
die Wirksamkeit der synthetischen Vakzine vom Glycosylie-
rungsmuster abhdngt. Drei Glycan-Seitenketten in den
PDTRP- und GSTAP-Regionen erhohten die Immunogenitét
der Vakzine. Drei Tn-Saccharidantigene an den Glycosylie-
rungspositionen ergaben eine Vakzine, die ohne Unterstiit-
zung durch ein Adjuvans die stirkste Immunantwort mit an
Tumorzellen bindenden Antikorpern hervorrief (Endpunkt-
titer 100000). Sie ist daher eine vielversprechende Leit-
struktur fiir die Entwicklung einer vollsynthetischen Antitu-
mor-Vakzine.
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