
Antitumor-Vakzine
DOI: 10.1002/ange.201300390

MUC1-Glycopeptidkonjugate mit T-Zellepitopen von Tetanus-Toxoid
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Das tumorassoziierte Mucin MUC1 ist ein vielversprechen-
des Zielmolek�l f�r die Entwicklung einer Immuntherapie.
Als endogenes, auf vielen Epitheltumoren exprimiertes Gly-
coprotein ist es jedoch nur schwach immunogen.[1] F�r die
Induktion einer starken Immunreaktion m�ssen daher
MUC1-Glycopeptidantigene mit T-Zellepitop-Peptiden[2]

oder Toll-like-Rezeptor-2-Lipopeptid-Liganden[3] oder mit
beiden dieser Immunstimulantien verkn�pft werden.[4] Mit
solchen synthetischen Vakzinen wurden große Fortschritte
bei der Induktion von selektiv gegen tumorassoziiertes
MUC1 gerichteten Immunantworten erreicht,[2c,e] auch von
solchen, die kultivierte Tumorzellen erkennen[2d, 4] und Schutz
gegen Tumorwachstum in transgenen M�usen bewirken.[4c] In
der Regel blieben die induzierten Immunreaktionen aber
moderat (Endpunkttiter < 30 000) und die Bindung an Tu-
morzellen unvollst�ndig. Da eine starke Immunantwort, die
die nat�rliche Toleranz des Immunsystems durchbricht, un-
erl�sslich f�r eine therapeutische Vakzine ist, haben wir
Glycopeptidvakzine entwickelt, die die MUC1-Tandem-
Repeat-Sequenz HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA kovalent
an Rinderserumalbumin (BSA) oder Tetanus-Toxoid (TTox)
gebunden enthalten.[5] Diese Vakzine, mit Freunds Adjuvans
appliziert, lçsen in Balb/c-M�usen starke Immunantworten
gegen auf epithelialen Tumorzellen exprimiertes MUC1 aus.
�berwiegend IgG-Antikçrper wurden gebildet, wobei TTox-
konjugierte Vakzine besonders hohe Titer an MUC1 bin-
denden IgG-Antikçrpern induzierten (Endpunkttiter
1000 000).[5e] Die Antikçrper zeigten nahezu vollst�ndige
Erkennung von Brusttumorzellen der Zelllinien MCF-7 und
T-47D und Bindung an Tumorzellen in Brusttumorgewebe.[5f]

Wichtig ist außerdem, dass auf Tetanus-Toxoid basierende
Vakzine sich als sicher bei der Impfung von Menschen er-
wiesen haben. Das Protein enth�lt aber f�r die Immunakti-
vierung unnçtige Peptidepitope, die bei der Impfung stçrend
wirken kçnnten.[6] 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 f�r starke Immunreaktionen nçtig sind, erhalten
bleiben sollen.

Entsprechend diesem Ziel wurden MUC1-Tandem-
Repeat-Glycopeptidsequenzen HGVTSAPDTRPAPGST-
APPA mit drei bekannten universellen T-Helferzellepitop-
Peptiden P4 (TT1273–1284: GQIGNDPNRDIL), P2 (TT830–843:
QYIKANSKFIGITE) und P30 (TT947–967:
FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE) aus Tetanus-Toxoid[7]

verkn�pft. Nach den grundlegenden Immunmechanismen
sollten diese T-Helferzellpeptide das Tetanus-Toxoid bei der
Stimulierung des murinen und humanen Immunsystems er-
setzen kçnnen. Im Zuge der Immunreaktion wird das MUC1-
Glycopeptid vom Rezeptor einer B-Zelle oder einer anderen
Antigen pr�sentierenden Zelle (APC) erkannt. Die gesamte
Vakzine wird daraufhin in die APC aufgenommen und pro-
teolytisch prozessiert. Die T-Helferzellpeptide werden dann
vom Haupthistokompatibilit�ts-Komplex II (MHC II) auf
diesen Zellen dem CD4+-Rezeptor der T-Zelle pr�sentiert.
Die so aktivierte CD4+-T-Zelle stimuliert, unterst�tzt durch
weitere Zell-Zell-Signale und freigesetzte Cytokine, die B-
Zelle, sich in eine Plasmazelle zu verwandeln, zu proliferieren
und Antikçrper gegen das MUC1-Glycopeptidantigen zu
bilden.[8]

Innerhalb des MUC1-Tandem-Repeats bilden die
PDTRP- und GSTAP-Regionen immundominante
Motive.[9, 10] Sowohl MCF-7-Tumorzellen erkennende Anti-
kçrper als auch Autoantikçrper aus Patientenseren binden an
diese Peptidsegmente.[1, 10] Da die Konformation von Glyco-
peptiden offenbar durch die O-Glycosylierung beeinflusst
wird,[11] war die Immunogenit�t von MUC1-Glycopeptiden
mit Tn- und T-Antigen (Schema 1) an Aminos�ure T9 der
PDTRP- und an Aminos�ure S15 der GSTAP-Region von
besonderem Interesse. Diese Glycopeptide wurden an der
Festphase synthetisiert (SPPS).[12] 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-Aminos�ure angekn�pft,
an der nachfolgend die P4-, P2- oder P30-T-Zellpeptid-Se-
quenzen schrittweise an der Festphase angef�gt wurden.[4e]

Die (Glyco)peptide wurden unter gleichzeitiger Entfernung
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aller s�urelabilen Seitenkettenschutzgruppen mit Trifluores-
sigs�ure (TFA)/Triisopropylsilan(TIS)/H2O vom Harz abge-
lçst. Nach Reinigung durch HPLC wurden die O-Acetyl-
gruppen von den Kohlenhydraten mit MeONa/MeOH bei
pH 9 ohne Beeintr�chtigung 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). Zus�tzlich wurden die BSA-Konjugate
Peptid-1-BSA und Peptid-2-BSA nach bereits beschriebenen
Verfahren hergestellt.[5b]

Jede der vollsynthetischen Vakzine wurde vier Wildtyp-
Balb/c-M�usen in f�nf Impfungen im Abstand von 14 Tagen
intraperitoneal injiziert. Die erste Impfung wurde mit kom-
plettem (CFA), die weiteren mit inkomplettem Freunds Ad-
juvans (IFA) ausgef�hrt. Eine Woche nach der f�nften Imp-
fung wurden die Seren von jeder Gruppe von M�usen ge-
nommen, gemischt und die Antikçrper durch ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) bestimmt. F�r die
ELISA-Tests wurden die Mikrotiterplatten mit Antigen-
BSA-Konjugaten beschichtet.[5c] Die P4- und P2-Epitop-
MUC1-Vakzine induzierten schwache, die Peptid-1- und
Peptid-2-P30-Vakzine viel st�rkere Immunreaktionen (Ab-
bildung 1). Deshalb wurden die weiteren Studien mit P30-
Peptidepitop-Vakzinen durchgef�hrt.

Um die Immunogenit�t 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 verl�ngert, vom Harz gelçst und nach pr�para-
tiver HPLC rein isoliert (Schema 2). Die Benzylester der Si-
alins�ure 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,

um die durch P30- und BSA-Konjugat-Vakzine induzierten
Immunreaktionen vergleichen zu kçnnen. 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 pr�fen, wurden
die Glycopeptid-P30-Vakzine auch ohne Adjuvans nur in
Phosphatpuffer-Lçsung (PBS) appliziert. Zur Auswertung
der Immunreaktionen dienten ELISA-Tests. �berraschen-
derweise induzierten alle P30-Epitop-Glycopeptid-Vakzine
viel st�rkere Immunantworten, wenn sie in w�ssrigem PBS
und nicht mit CFA injiziert wurden (Abbildung 2a–e). Die
Immunreaktionen fielen auch st�rker aus als jene, die �hnli-
che Drei-Komponenten-Vakzine, die Lipopeptid und P2-
oder P4-Peptid enthielten, ausgelçst hatten.[4e] Diese Ergeb-
nisse belegen zwei bedeutende Effekte: Freunds Adjuvans
kann die Immunogenit�t von Glycopeptid-Vakzinen unter-
dr�cken, 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

Schema 1. Strukturen der Konjugate aus MUC1-Glycopeptiden (Peptid-1 und Peptid-2) und T-Helferzellepitopen (P4, P2 und P30) bzw. BSA.

Abbildung 1. ELISA der durch an P4-, P2- und P30-T-Helferzellepitop-
Peptide gebundene MUC1-Glycopeptide induzierten gemischten Anti-
seren. Ein Kaninchen-anti-Maus-Antikçrper, verkn�pft mit Meerrettich-
Peroxidase, diente als Sekund�rantikçrper. Die optische Dichte wurde
bei l = 450 nm gemessen, wobei O-Phenylendiamin (OPD) und H2O2

als Substrate eingesetzt wurden.

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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und Peptid-5-P30 induzierten Antiseren waren viel hçher als
die von Peptid-3-P30 ausgelçsten (Abbildung 2a–c), was
darauf hinweist, dass die zweite Glycosylierung innerhalb der
GSTAP-Region die Immunogenit�t erhçhen 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 Unterst�tzung durch ein
kovalent gebundenes immunstimulierendes Lipopeptid oder
ein externes Adjuvans eine fast genauso starke Immunreak-
tion auslçste wie das analoge Glycopeptidkonjugat mit einem
immunogenen Protein. Die Affinit�t der durch Peptid-4-P30
induzierten Antikçrper 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-MUC1 (blau) deutlich geringer. Die
Antikçrper 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 MUC1 beitragen.

Die Isotypen der durch die Vakzine Peptid-4-P30 indu-
zierten Antikçrper wurden ebenfalls durch ELISA mit Ziege-

anti-Maus-Sekund�rantikçrpern gegen IgG1, IgG2a, IgG2b,
IgG3, IgM und IgA bestimmt, die mit an Meerrettich-Per-
oxidase gebundenem Kaninchen-anti-Ziege-IgG als drittem
Antikçrper nachgewiesen wurden. Abbildung 2g zeigt, dass
die Vakzine Peptid-4-P30, in PBS-Lçsung appliziert, �ber-
wiegend IgG1 und IgM induziert, aber auch erhebliche An-
teile an IgG3, typisch f�r eine Anti-Kohlenhydrat-Reaktion,
und IgG2a/b-Antikçrper, die eine zellul�re (MHC1) Immun-
antwort anzeigen.

Die Impfung mit Peptid-4-P30 zusammen mit CFA lçst
eine viel schw�chere Immunreaktion aus und induziert
�berwiegend weniger spezifische IgM-Antikçrper (Abbil-
dung 2h). Impfung mit der Vakzine Peptid-4-BSA (Abbil-
dung 2 i) ergab ein �hnliches Antikçrperisotyp-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 �hnliche Isotypmuster mit vor-
herrschenden IgG1/IgG3-Subtypen, die eine vorwiegende
Th2-Immunreaktion anzeigen.[13]

�hnlich der Immunogenit�t und Subtypzusammenset-
zung war die Bindung der induzierten Antikçrper an MCF-7-
Brusttumorzellen abh�ngig von der Art der Applikation der
MUC1-Glycopeptid-P30-Vakzine. Die Durchflusszytometrie
(FACS) mit durch Fluoresceinisothiocyanat(FITC)-markier-
tem Kaninchen-anti-Maus-IgG offenbarte, dass durch Peptid-

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 f�r die Analyse der durch BSA-gebundene Vakzine induzierten Seren wurden mit dem entsprechenden nichtkonjugierten Glycopeptid
beschichtet, w�hrend f�r die ELISA-Tests der anderen Seren BSA-konjugierte Glycopeptide als Beschichtung dienten. f) Bindung von durch Vakzi-
ne Peptid-4-P30 induzierten Antikçrpern an verschiedene, auf Mikrotiterplatten immobilisierte Antigene. BSA-Tn ist das Konjugat von Tn-Thr mit
BSA; BSA-MUC1 ist das Konjugat des unglycosylierten MUC1-Tandem-Repeat-Peptids mit BSA. g–i) Antikçrperisotyp-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.
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3-, -4-, -5-, -6-, und -7-P30 ohne CFA induzierte Antiseren
st�rker an MCF-7-Zellen banden als jene, die durch die
gleichen Vakzine zusammen mit CFA als Adjuvans ausgelçst
wurden (Hintergrundinformationen). Dieser Unterschied ist
f�r Peptid-6-P30 besonders auff�llig.

Im Allgemeinen binden durch mit BSA konjugierte
Vakzine gewonnene Antiseren st�rker an MCF-7-Zellen. Der
Unterschied in diesen Bindungen scheint umso grçßer zu
sein, je hydrophiler das MUC1-Glycopeptidantigen ist.
Obwohl diese Effekte noch nicht zu erkl�ren sind, kçnnten
sie auf unterschiedliche Aggregation und Konformation der
Glycopeptidantigene in den verschiedenen Pr�parationen
zur�ckzuf�hren sein. Die induzierten Antikçrper binden
nicht nur an Tumorzellen, sie leiten auch das Abtçten der
erkannten MCF-7-Tumorzellen durch Aktivierung der
„complement dependent cytotoxicity“ (CDC) ein. In den
Tetrazoliumbromid-(MTT)-Assays zur Bestimmung der
�berlebensraten der Zellen zeigt sich (Abbildung 3), dass die
durch Aktivierung von Kaninchen-Komplement (RC) be-
wirkte Cytotoxizit�t der Antiseren hçher ist, wenn die P-30-
konjugierten Vakzine in PBS-Lçsung ohne CFA injiziert
werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass neue, wirksame
Zweikomponenten-Antitumor-Vakzine durch Kupplung von
MUC1-Tandem-Repeat-Glycopeptiden mit dem P30-T-Hel-
ferzellepitop aus Tetanus-Toxoid gewonnen wurden. Diese
Vakzine induzieren erstaunlicherweise deutlich st�rkere Im-
munreaktionen, wenn sie nicht mit Freunds Adjuvans, son-
dern einfach in w�ssriger Pufferlçsung angewendet wurden.
Verglichen mit den P2- und P4-Epitopen, entfaltet das P30-T-
Zellepitop offenbar eine �berlegene Wirkung. Es enth�lt drei
potentielle Epitope, von denen jedes mit einem MHC II-
Molek�l pr�sentiert werden kann.[11] Zus�tzlich wirkt dieses
P30-T-Zellpeptid gleichzeitig als eingebautes Adjuvans und
macht die Anwendung eines externen Adjuvans oder eines
kovalent angebundenen Lipopeptid-Immunstimulans �ber-
fl�ssig. Das ist g�nstig, weil Lipopeptid-Konjugate schwer zu
synthetisieren und zu reinigen sind, und Freunds Adjuvans f�r
die Anwendung beim Menschen obsolet ist. Dar�ber hinaus
zeigen die Ergebnisse zum ersten Mal, dass Freunds Adjuvans
die Immunogenit�t synthetischer Glycopeptid-Vakzine und

die Erkennung von Tumorzellen durch die induzierten Anti-
seren unterdr�cken kann. Die Resultate belegen auch, dass
die Wirksamkeit der synthetischen Vakzine vom Glycosylie-
rungsmuster abh�ngt. Drei Glycan-Seitenketten in den
PDTRP- und GSTAP-Regionen erhçhten die Immunogenit�t
der Vakzine. Drei Tn-Saccharidantigene an den Glycosylie-
rungspositionen ergaben eine Vakzine, die ohne Unterst�t-
zung durch ein Adjuvans die st�rkste Immunantwort mit an
Tumorzellen bindenden Antikçrpern hervorrief (Endpunkt-
titer 100 000). Sie ist daher eine vielversprechende Leit-
struktur f�r die Entwicklung einer vollsynthetischen Antitu-
mor-Vakzine.

Eingegangen am 16. Januar 2013,
ver�nderte Fassung am 15. Februar 2013
Online verçffentlicht am 25. April 2013
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