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Eine Tumor-Immuntherapie wird als vielversprechend f�r die
Krebsbehandlung angesehen.[1] Viele epitheliale Tumorge-
webe unterscheiden sich vom gesunden Gewebe im ver�n-
derten Glycosylierungsmuster des Zellmembran-Mucins
MUC1.[2–4] Wegen ver�nderter Aktivit�t von Glycosyltrans-
ferasen im Tumor mangelt es dem tumorassoziierten MUC1
an langen verzweigten Glycanen. Stattdessen �berwiegen
verk�rzte tumorassoziierte Kohlenhydratantigene (TACAs)
auf dem Peptidr�ckgrat.[2,4, 5] Dadurch werden Peptidepitope
in der „Tandem-Repeat“-Region des MUC1 f�r das Im-
munsystem zug�nglich, welche auf normalen Zellen durch die
großen Kohlenhydratseitenketten abgeschirmt sind. Daher
sind „Tandem-Repeat“-Glycopeptide mit TACA-Seitenket-
ten vielversprechende Zielstrukturen f�r Antitumor-Vakzi-
ne.[6] Allerdings sind die endogenen Antigene wenig immu-
nogen. Deshalb wurden synthetische MUC1-Glycopeptide
mit immunstimulierenden T-Helferzell-Epitope enthaltenden
Komponenten verkn�pft, um eine humorale Immunantwort
in M�usen auszulçsen.[7] Beispielsweise riefen synthetische
Zwei- oder Dreikomponentenvakzine aus tumorassoziierten
MUC1-Sequenzen, T-Zell-Epitopen und Liganden
(Pam3CysSerK4) des „Toll-like“-Rezeptors 2 (TLR2) starke
Immunantworten hervor.[8] Besonders durch die Anbindung
an Tetanus-Toxoid als Tr�ger wurden außerordentlich hohe
Antikçrpertiter mit hoher Bindungsaffinit�t gegen�ber hu-
manen Krebszelllinien (z. B. MCF-7) erhalten.[9] Diese prot-
eingebundenen Vakzine �hneln in ihrer Grçße nanopartiku-
l�ren Fragmenten, die das Immunsystem im Zuge der nor-

malen Immunabwehr prozessiert (z.B. bakterielle Kompar-
timente). Vor diesem Hintergrund erscheint es interessant zu
untersuchen, ob eine Kombination dieser MUC1-Antigene
mit k�nstlichen Tr�gern im Nanometermaßstab ebenfalls
wirksame Vakzine ergibt.[10]

Nanopartikel haben interessante Eigenschaften f�r me-
dizinische Anwendung,[11, 12] so u.a. Poly(N-(2-hydroxypro-
pyl)methacrylamid P(HPMA) in den ersten Polymer-Wirk-
stoff-Konjugaten in klinischen Studien.[13] P(HPMA) ist nicht
immunogen[14] und kann als multivalenter Tr�ger f�r den
Transport von Antigenen und Adjuvantien dienen.[15] Im
Gegensatz zu Tr�gerproteinen lçst es keine stçrenden Im-
munreaktionen gegen Tr�gerepitope aus und bietet Vorteile
wegen seiner Polymerkettenstruktur: Nach dem Rings-
dorf�schen Konzept pharmakologisch aktiver Polymere
kçnnen �ber orthogonal reaktive Funktionen Wirkstoffe oder
Liganden an die Polymerkette gebunden werden.[16] Dar�ber
hinaus kçnnen zus�tzliche Komponenten an das P(HPMA)-
Polymer gekn�pft werden, die Selbstagglomeration zu nano-
dimensionalen Objekten und so die Wechselwirkung mit dem
Immunsystem fçrdern. Solche Polymere sind in definierter
Form unter kontrollierten Bedingungen zug�nglich.[17]

Unseres Wissens sind synthetische Polymer-Glycopeptid-
Konjugate bisher nicht beschrieben worden. Um wirksame
Vakzine zu erhalten, wurden ein tumorassoziiertes MUC1-
„Tandem-Repeat“-Glycopeptid (PAHGVTSAPDTRPAPG-
STAP) als B-Zell-Epitop und ein T-Helferzell-Epitop an ein
P(HPMA)-Polymer gebunden. Aktuelle Studien zeigen, dass
Anti-MUC1-Autoantikçrper aus Seren von Patienten[18] be-
vorzugt an zwei immundominante Motive (PDTRP[19] und
GSTAP)[19, 20] in der MUC1-„Tandem-Repeat“-Sequenz
binden. Außerdem wurde gefunden, dass Glycane innerhalb
der STAPPA-Sequenz (Ser17, Thr18) starken Einfluss auf die
Peptidkonformation haben.[21] Da die Konformation des
Glycopeptids entscheidend f�r die Tumorselektivit�t ist,[22] ist
die Untersuchung eines 22meren Peptids, das die intakte
STAPPA-Sequenz mit TN-Antigen an Thr18 und beide im-
mundominanten Motive enth�lt, besonders interessant.[9b] Als
zweite Komponente wurde das in Mensch und Maus wirksa-
me T-Zell-Epitop P2 (QYIKANSKFIGITEL) aus Tetanus-
Toxoid[23] gew�hlt, da dessen Konjugate mit MUC1-Glyco-
peptiden und dem Lipopeptid Pam3CysSK4 starke Immun-
antworten induziert hatten.[8e]

Die funktionellen P(HPMA)-Polymere werden durch
RAFT-Polymerisation von Pentafluorphenylmethacrylat und
nachfolgende Aminolyse mit 1-Amino-2-propanol erhal-
ten.[17] Verschiedene Homo-, statistische und Block-Copoly-
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mere mit Laurylmethacrylat waren bez�glich ihres Selbstag-
gregationsverhaltens[17a, 24] und ihrer biologischen Verteilung
im Kçrper bekannt.[17c,25] Zus�tzliche funktionelle Gruppen
kçnnen �ber prim�re Amine durch polymeranaloge Umset-
zung der Reaktivester an das Polymer gebunden werden.[26]

Innerhalb des hier vorgestellten Vakzin-Konzepts erf�llt das
tumorassoziierte MUC1-Glycopeptid diese Funktion. Es
tr�gt nur ein prim�res Amin am N-Terminus, welches zur
Aminolyse der polymeren Pentafluorphenylester f�hig ist.[8b,c]

Die P2-Sequenz enth�lt aber Lysine mit e-Aminogruppen.
Daher kam die Kupfer-katalysierte Klick-Cycloaddition[27] als
alternative Ligationsmethode zum Einsatz. Dazu wurde die
P2-Sequenz �ber einen Spacer mit einer Azidgruppe verse-
hen[28] und der polymere Reaktivester mit Propargylamin
umgesetzt, um Alkinfunktionen am P(HPMA) zu verankern
(Schema 1). Pentafluorphenylmethacrylat 2 wurde durch
RAFT-Polymerisation mit dem Kettentransferreagens 4-
Cyan-4-(phenylthiocarbonylthio)pentans�ure 1 polymerisiert
und ergab das Reaktivesterpolymer 3 in enger Dispersit�t.
Mit seiner Dithiobenzoat-Endgruppe kann es RAFT-Block-
copolymerisation mit Laurylmethacrylat 4 eingehen, wobei
ein Alkylblock an 5 f�r weitere Modifikationen angebracht
wird. Zur Vermeidung von Nebenreaktionen w�hrend der
polymeranalogen Umsetzung wurde die Dithiobenzoat-
Endgruppe mit �berschuss an AIBN entfernt. Die Reaktiv-

ester-Polymere 10 (MW 19.200 gmol�1, PDI 1,28) und 20
(MW 26.400 gmol�1, PDI 1,18) wurden durch NMR-Spek-
troskopie und Grçßenausschlusschromatographie (GPC) in
THF charakterisiert.

Das MUC1-Glycopeptid 6 und das T-Helferzell-Epitop
P2 9 wurden an fester Phase nach dem Fmoc-Protokoll syn-
thetisiert.[9a,29] Die Kupplung der Glycosylaminos�uren sowie
der zwei funktionellen Spacer geschah unter modifizierten
Bedingungen (siehe die Hintergrundinformationen). Die
Abspaltung von 6 vom Harz und der Aminos�ure-Schutz-
gruppen gelang mit Trifluoressigs�ure (TFA)/Triisopropyl-
silan (TIS) und Wasser. Nach Reinigung durch semipr�para-
tive HPLC wurden die Kohlenhydrat-Schutzgruppen bei
pH< 10 mit Natriummethanolat in Methanol entfernt. Peptid
9 wurde ohne Zusatz von TIS vom Harz und seinen Schutz-
gruppen befreit, um eine Reduktion des Azids zu vermeiden.
Vor Anbindung an das Polymer wurden die vollst�ndig de-
blockierten Peptide durch semipr�parative HPLC gereinigt,
was zu den Verbindungen 6 und 9 im Multimilligramm-
Maßstab f�hrte.

Anschließend wurde Glycopeptid 6 in stufenweiser Syn-
these an Homopolymer 10 und Blockcopolymer 20 gebunden.
Zun�chst wurde selektive Aminolyse der Pentafluorphenyl-
ester mit 0.15 �quiv. Glycopeptid in absolutem Dioxan/Di-
methylsulfoxid und Triethylamin durchgef�hrt. Nach f�nf

Schema 1. Polymere Pentafluorphenylmethacrylat-Reaktivester Homo- 10 und Blockcopolymer 20 und deren sequenzielle Modifizierung mit dem
tumorassoziierten MUC1-Glycopeptid 6 und dem T-Helferzell-Epitop P2 9 zur Synthese der auf HPMA basierenden Polymer-Glycopeptid-Konjugat-
Vakzine P(HPMA-MUC1-P2) 12 und P(HPMA-MUC1-P2)-b-P(LMA) 22.
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Tagen R�hren bei 40 8C wurden 0.1 �quiv. Propargylamin 7
zugef�gt und 24 h sp�ter die restlichen Estergruppen mit 1-
Amino-2-propanol umgesetzt. Die stufenweise Umsetzung
wurde dabei durch 19F-NMR-Messung verfolgt, die die se-
quenzielle Anbindung aller Komponenten an die Polymer-
kette anzeigte (siehe die Hintergrundinformationen). Nach
semipr�parativer GPC wurden die Glycopeptid-Polymer-
Konjugate 11 und 21 durch NMR und GPC in Hexafluor-2-
propanol (HFIP) charakterisiert. Die Alkinreste des Poly-
mers wurden mit dem Azidgruppen enthaltenden P2-Peptid 9
durch Einwirkung von Kupferacetat und Ascorbins�ure ver-
bunden. Die Reaktion lief in entgastem Wasser/DMSO
binnen vier Tagen bei 40 8C ab. Nach semipr�parativer GPC
wurden die difunktionellen Polymerkonjugate 12 und 22
isoliert und durch NMR-Spektroskopie und GPC in HFIP
charakterisiert. So zeigt das 1H-NMR-Spektrum von 11 Si-
gnale f�r die aromatischen Histidin-Protonen von Peptid 6
(Abbildung 1).

Das Spektrum von 12 weist zus�tzlich aromatische Phe-
nylalanin- und Tyrosin-Signale von 9 auf. Außerdem ver-
schiebt sich im GPC-Elugramm das Elutionsvolumen von 12
verglichen mit 11 zu hçheren Molekulargewichten. Dar�ber
hinaus belegen alle HSQC-Spektren, dass die a-glycosidische
Bindung (1H: d = 4.89 ppm JH1-H2 = 3.9 Hz; 13C: d = 98.6 ppm)
�ber alle Kupplungsschritte hinweg stabil bleibt (siehe die
Hintergrundinformationen).

Dynamische Lichtstreuung (DLS) an den Polymervakzi-
nen in PBS-Pufferlçsung ergab f�r Homopolymer 11 einen z-
gemittelten hydrodynamischen Radius von 5.5 nm und eine
enge Verteilung (m2 = 0.04), was einer molekular gelçsten
Polymerstruktur entspricht (Tabelle 1). Sein Blockcopoly-
mer-Derivat 21 mit dem hydrophoben Laurylmethacrylat-
Block hingegen assoziiert zu eng verteilten �berstrukturen
mit Grçßen von 64.5 nm (m2 = 0.06). �hnliche Ergebnisse
wurden bereits f�r P(HPMA)-b-P(LMA)-Copolymere be-
richtet, bei denen die hydrophoben Blçcke zu definierten
nanometergroßen Aggregaten f�hrten.[17a, 24]

�berraschenderweise induzierte auch die Konjugation
des T-Helferzell-Epitops P2 9 an Homopolymer 11 eine
Selbstaggregation. Die DLS-Daten des difunktionellen Ho-
mopolymers 12 zeigten einen z-gemittelten hydrodynami-
schen Radius von rund 52.1 nm (m2 = 0.08), welcher sich in
einem �hnlichen Bereich befindet wie der des monofunktio-
nalisierten Blockcopolymers 21. Die Kombination aus P2-
Sequenz und P(LMA)-Block in dem difunktionellen Block-
copolymer 22 erhçht die Aggregation auf ca. 86.2 nm (mit
breiteren Verteilungen von m2 = 0.11).

Zur immunologischen Evaluierung wurden die nanoska-
ligen Polymervakzine 12 und 22 jeweils drei Wildtyp-(Balb/
c)-M�use mit komplettem Freund�schen Adjuvans (CFA)
appliziert. In Intervallen von 21 Tagen wurden zwei Auffri-
schungsimpfungen mit inkomplettem Freund�schen Adjuvans
durchgef�hrt. F�nf Tage nach der zweiten Auffrischung
wurde Blut aus der Schwanzvene entnommen. Jedes der
Seren wurde ELISA-Bindungstests unterzogen, um die in-

duzierten Antikçrper gegen die tu-
morassoziierten MUC1-Epitope zu
quantifizieren. Die Mikrotiterplat-
ten wurden daf�r mit Glycopeptid 6-
BSA beschichtet (siehe die Hinter-
grundinformationen). Die Seren
aller M�use zeigten Immunantwor-
ten mit signifikanten Antikçrperti-
tern an. Wegen der strukturellen
�hnlichkeit von Homo- 12 und
Blockcopolymer-Vakzine 22 war
kein Unterschied in der Hçhe der
Titer zu beobachten (nur Maus 3,

mit 12 immunisiert, zeigte hçhere Titer; Abbildung 2). Die
Bestimmung der Subtypen der induzierten Antikçrper ergab
�berwiegend IgG, was f�r MHC-II-vermittelte Immunant-
worten spricht. Die mit 12 vakzinierte Maus 3 wies hçhere
Titer und �berwiegend IgG2a-Antikçrper als Subtypen auf.

Um die Bindung der induzierten Antikçrper an Tumor-
zellen zu pr�fen, wurden Zellen der humanen Brustkrebs-
zelllinie MCF-7[30] mit den induzierten Antiseren inkubiert
und die Erkennung der Tumorzellen durch Durchflusszyto-
metrie (FACS) ermittelt.[9] Alle Antiseren zeigten deutliche
Bindung an Tumorzellen (siehe Abbildung 2 C und die Hin-
tergrundinformationen). Das FACS zeigte auch, dass das
durch Blockcopolymer-Konjugat 22 induzierte Serum die
st�rkste Affinit�t zu Tumorzellen innerhalb dieses Konzepts
der polymeren Vakzine aufwies. W�hrend die P2-Epitope im
Homopolymer 12 die nanopartikul�re Aggregation verursa-
chen (Tabelle 1) und daher im Inneren fixiert sind, stabili-
sieren im Blockcopolymer 22 haupts�chlich die Lau-
rylmethacrylat-Dom�nen diese micell�re Aggregation. Folg-
lich sind die MUC1- und P2-Epitope besser zug�nglich und
flexibler. Dies hat auch Einfluss auf die bevorzugte Konfor-
mation der MUC1-Epitope, welche in 22 leichter Strukturen
annehmen, die denen auf Tumorzelloberfl�chen entsprechen.

Hier werden erste Beispiele nanodimensionaler poly-
mergebundener Vakzine beschrieben, die durch Kupplung
von tumorassoziierten MUC1-Glycopeptiden und T-Zell-
Epitopen an wasserlçsliche Methacrylamid-Polymere durch
Aktivesteraminolyse und Huisgen-Cycloaddition als ortho-

Abbildung 1. A) 1H-NMR-Spektren von 6, 9, 11 und 12. B) GPC-Elugramme der Homopolymere 11
und 12 (Laufmittel : HFIP).

Tabelle 1: Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung f�r die HPMA-
basierten Homopolymer- und Blockcopolymer-Glycopeptidkonjugate.

Zusammensetzung Rh =<1/Rh> z
�1 [nm] m2

11 P(HPMA-MUC1) 5.5[a] 0.04[a]

12 P(HPMA-MUC1-P2) 52.1[b] 0.08[b]

21 P(HPMA-MUC1)-b-P(LMA) 64.5[b] 0.06[b]

22 P(HPMA-MUC1-P2)-b-P(LMA) 86.2[b] 0.11[b]

[a] Ermittelt bei 1.0 gL�1 in PBS. [b] Ermittelt bei 0.1 gL�1 in PBS.
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gonale Konjugationsmethoden synthetisiert wurden. Die
Anbindung des Tetanus-Toxoid-T-Zell-Epitops P2 an die
hydrophilen Polymervakzine verursacht Selbstaggregation zu
Objekten im Nanometerbereich. Das neue Vakzinkonzept
wurde um Blockcopolymere aus hydrophilen und hydropho-
ben Abschnitten erweitert, bei denen letztere ebenfalls die
Bildung von micellaren Nanopartikeln fçrdern. Die neuen
polymergebundenen Glycopeptid-Vakzine induzieren signi-
fikante MHC-II-vermittelte Immunreaktionen in M�usen
und induzieren IgG-Antikçrper, die MCF-7-Tumorzellen er-
kennen. Vor allem das Blockcopolymer 22 mit der Nano-
struktur fçrdernden Dom�ne induzierte Antikçrper, die hohe
Affinit�t zu Tumorzellen zeigen. Bedenkt man die vielen
Mçglichkeiten zur Strukturmodifikation, kçnnte dieses neu-
artige Vakzinkonzept neue Wege f�r die Entwicklung effizi-
enter Immuntherapeutika erçffnen, wie eben von Antitumor-
Vakzinen.

Eingegangen am 16. Mai 2013
Online verçffentlicht am 26. August 2013

.Stichwçrter: Antitumor-Vakzine · HPMA · MUC1-Glycopeptide ·
Polymer-Glycopeptid-Konjugate · T-Helferzell-Epitop-Peptide
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