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Abstract: In einem neuen Konzept fiir vollsynthetische Vak-
zine wird die Rolle von T-Helferzellen hervorgehoben. In einer
solchen synthetischen Antitumor-Vakzine wurde ein zweifach
glycosyliertes tumorassoziiertes MUCI-Glycopeptid als B-
Zellepitop mit drei verschiedenen T-Helferzell- Epitopen durch
Quadratsdurekonjugation zweier linearer (Glyco)Peptide ko-
valent verkniipft. In Mdiusen loste die Impfung mit dieser Vier-
Komponenten-Vakzine ohne zusitzliche Immunstimulantien
etwa achtmal hohere MUCI-spezifische Antikorpertiter aus als
eine Vakzine, die nur ein T-Helferzell-Epitop enthielt. Diese
ermutigenden Ergebnisse zeigen, dass die gleichzeitige Akti-
vierung von T-Helferzellen verschiedener Spezifitit niitzlich
fiir Anwendungen ist, die eine gesteigerte Immunogenitdit von
Epitopen erfordern. Besonders in der personalisierten Medizin
kann der flexible Aufbau der Vakzine als Vorbild dienen, wenn
z. B. T-Helferzell-Epitope benotigt werden, die zum humanen
Leukozytenantigen-Typ (HLA) verschiedener Patienten
passen.

Die Entdeckung im spéten 19. Jahrhundert, dass die Imp-
fung mit inaktivierten viralen oder bakteriellen Pathogenen
zum Schutz gegen Infektionen fiihrt, markiert einen der
wichtigsten Fortschritte in der modernen Medizin.?) Diese
wirksame Schutzimpfung ist auch heute noch auf die Be-
handlung von Infektionskrankheiten beschriankt, die durch
virale, bakterielle oder protozoische Krankheitserreger ver-
ursacht werden. Die Impfung gegen Krebserkrankungen, eine
der hiufigsten Todesursachen in der entwickelten Welt, ist
dagegen ein ungelostes Problem, da das Immunsystem darauf
ausgerichtet ist, pathogene korperfremde Strukturen von
korpereigenen Strukturen zu unterscheiden. Im Falle von
Krebserkrankungen miisste es aber zwischen korpereigenen
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und verdnderten korpereigenen Strukturen (auf neoplasti-
schen Krebszellen) differenzieren. Eine vielversprechende
Zielstruktur, die diese Differenzierung erméglicht, ist das
Mucin MUC1,P! ein hoch glycosyliertes Protein, das in vielen
Geweben (z.B. Brust, Pankreas, Ovar und Darm) auf den
Epithelzellen exprimiert wird. Den extrazelluldren Hauptteil
des MUCI bildet eine Doméne, die aus 20 bis 120 Wieder-
holungssequenzen (,,Tandem Repeats“) aufgebaut ist. Die
aus 20 Aminosiduren (PAHGVTSAPDTRPAPGSTAP) ge-
bildeten Tandem Repeats enthalten fiinf potentielle O-Gly-
cosylierungsstellen an Serin und Threonin. Wihrend das
MUCI1 auf normalen Zellen lange Glycane trigt, sind die
Kohlenhydratseitenketten des MUC1 auf Tumorzellen wegen
reduzierter Aktivitit von Glycosyltransferasen deutlich
kiirzer.”) Wegen dieser verkiirzten tumorassoziierten Koh-
lenhydratantigene (TACAs) ist nun das Peptidriickgrat des
MUCI fiir das Immunsystem zuginglich.®®! Da in jeder Tu-
morzelle normale MUCI- neben tumorassoziierten MUCI-
Strukturen vorkommen, ist die Isolierung von tumorassozi-
iertem MUCI nicht moglich. Durch Glycopeptidsynthese an
der Festphase gelingt es jedoch, solche Strukturen chemisch
rein und in ausreichenden Mengen herzustellen.

Wihrend bei klassischen Impfstoffen, z.B. gegen Toll-
wut,”! die Aktivitit des pathogenen Materials reduziert
werden muss, ist zur Aktivierung des korpereigenen Im-
munsystems gegen epitheliale Tumore durch Vakzine auf der
Basis des tumorassoziiertem MUCI1 das Gegenteil der Fall.
Das tumorassoziierte MUCI ist als endogene Struktur zu
wenig immunogen fiir die Induktion einer ausreichenden
Immunantwort. Um eine starke Immunantwort auszuldsen,
muss es als B-Zellepitop mit immunstimulierenden Kompo-
nenten verkniipft werden. Dabei werden besonders T-Zell-
epitope zur Aktivierung von T-Helferzellen benétigt, die
durch kostimulatorische Rezeptoren und Cytokine die ziel-
gerichtete Aktivierung von B-Zellen und deren Reifung zu
Antikorper produzierenden Plasmazellen garantieren.

Sehr hohe Titer an MUCI-spezifischen Antikdrpern
konnen durch Vakzine induziert werden, bei denen die
MUCI1-B-Zellepitope an Tetanus-Toxoid (TTox) gebunden
sind, einem detoxifiziertem Protein aus Clostridium tetani,
das eine Vielzahl an potenten T-Helferzell-Epitopen ent-
halt.®* Ein Nachteil dieser Konjugate ist, dass sie nur unzu-
reichend charakterisiert werden konnen, nachdem die Gly-
copeptide an das Protein gebunden sind. Zudem wurden
diese Vakzine mit komplettem Freund’schen Adjuvans
(CFA) verabreicht, das stark immunstimulierende Kompo-
nenten beinhaltet, die mehrere Mechanismen des angebore-
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nen Immunsystems aktivieren. Wegen der Nebenwirkungen
ist die Verwendung von CFA in Menschen heute verboten.
Auch ist der kommerzielle Einsatz von TTox bzw. proteino-
genen Vakzinen kostspielig, wobei die Kosten fiir die Auf-
rechterhaltung der Kiihlkette bei der Lagerung der Vakzine
iiberwiegen.'”! Aus diesen Griinden wird in jiingster Zeit die
Entwicklung vollsynthetischer Mehrkomponenten-Vakzinen
intensiv verfolgt."'? So konnten durch Vakzine, in denen der
immunstimulierende Toll-like-Rezeptor-2-Agonist
Pam;CysSK, an B- und T-Zellepitope gebunden wurde, in
Mi:usen beachtliche Immunantworten induziert werden.!'**!
In anderen Studien wurden sowohl MUC1-B-Zell- als auch T-
Helferzell-Epitope an polymere Trdger konjugiert, um die
Immunogenitit der Vakzine durch multivalente Antigenpra-
sentation zu steigern.”!®!

Da die Qualitdt der humoralen
Immunantwort entscheidend von
der Effizienz der T-Helferzell-Ak- *)

tivierung abhéngt, wird hier erst- o

mals eine vollsynthetische Vier-
Komponenten-Vakzine vorgestellt,
die neben einem MUCI-B-Zell-
epitop drei T-Helferzell-Epitope
enthilt. Diese Vakzine verstérkt die

HBTU, HOB,

werden, dass Antikorper produzierende B-Zellen gebildet
werden. Am wirksamsten ist die Aktivierung iiber T-Helfer-
zellen, da nur so die Affinitdtsreifung der Antikorper und der
Wechsel der Immunglobulin-Klasse vollzogen wird. Beide
Prozesse sind ausschlaggebend fiir die Erzeugung von tu-
morspezifischen Antikorpern, die cytotoxische Mechanis-
men, z.B. Antikorper-abhingige zelluldre Cytotoxizitit
(ADCQC), einleiten konnen. Auch sind T-Helferzellen an der
Bildung von Gedéichtnis-B-Zellen beteiligt, die langandau-
ernde Immunitét gegen Antigene gewidhren. Zum Aufbau der
Vakzine wurden drei MHC-Klasse-II-T-Helferzell-Epitope
gewihlt, die sowohl im Menschen als auch in der Maus wirken
und ein Cytokinprofil induzieren, das vorwiegend aus Inter-
leukin 4 (IL-4), Interleukin 2 (IL-2) und Interferon-y (IFN-y)
besteht und eine T-Zell-vermittelte Immunantwort begiins-

O O\n/;\N.Fmoc Q = TentaGel R Harz, Beladung: 0.17 mmol/g
o H

e

Fmoc-Aminoséuren

B-Zellaktivierung durch drei T-
Helferzelllinien und fiihrt im Ver-
gleich zu einer Vakzine mit nur
einem  T-Helferzell-Epitop zu
deutlich erhohten Titern an tumor-
selektiven IgG-Antikorpern.

Die Spezifitdt der Antikorper,
die durch diese Vakzine induziert
werden, hingt ausschlieBlich von
der Struktur des B-Zellepitops ab.
Es soll die tumorassoziierte Struk-
tur des MUC1 akkurat nachahmen
und keine Antikorper induzieren,
die an normales MUCI1 binden, da
sonst Autoimmunreaktionen aus-
gelost wiirden. Als B-Zellepitop
wurde die um zwei Aminosduren
verldngerte =~ Tandem-Repeat-Se-
quenz gewdhlt (PA-
HGVTSAPDTRPAPGSTAP-PA).
Sie enthilt die immundominanten
Domiénen PDTRP und GSTA, die
bevorzugte Epitope fiir Anti-
MUCI1-Antikérper  sind.!'”)  Die
Konformation solcher MUCI-
Tandem-Repeat-Peptide wird ent-
scheidend durch die O-Glycosylie-
rungen  beeinflusst.’”  Daher
wurden Ty-Antigene an Threonin
in Position 11 und an Serin in Po-
sition 17 eingefiihrt, womit beide
immundominanten Doménen gly-
cosyliert sind (Schema 1 A).

Das Immunsystem kann auf
verschiedene Arten so aktiviert
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Schema 1. Festphasensynthese und nachfolgende Entfernung der O-Acetyl-Schutzgruppen von Glyco-
peptid 4 (A). Festphasensynthese von Peptid 5 und anschlieflende Reaktion mit Quadratsiurediethyl-
ester 6 zum Quadratsduremonoamidethylsiureester 7 (B).
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tigt. Zwei dieser Epitope stammen aus Yersinia pestis (Epi-
tope 1: 14-meres Peptid (VNGENLVGDDVVLAT, Cyto-
kinprofil: IFN-y > IL-2 > Il-4, T-Zellproliferation: +++);?!
Epitope 2: 15-meres Peptid (ESSPN-TQWELRAFMA, Cy-
tokinprofil: IFN-y > IL-2 > IL-10 > IL-4, T-Zellproliferation:
++).22 Das dritte Epitop ist ein 20-meres Peptid (SEF-
AYGSFVRTVSLPVGADE, Cytokinprofil: IL-4 > IFN-y, T-
Zellproliferation: 4)®! aus Mycobacterium tuberculosis.

Um optimale Wirkung zu gewéhrleisten, sind die Kom-
ponenten kovalent verkniipft. Dennoch muss sichergestellt
sein, dass die Epitope in moglichst natiirlicher Konformation
vorliegen. Daher wurden die Komponenten durch flexible,
wasserlosliche und nichtimmunogene Triethylenglycolspacer
3 getrennt.”” Diese stellen sicher, dass sich die einzelnen
Komponenten nicht gegenseitig konformativ beeinflussen.
Die Festphasensynthese der linearen (Glyco)Peptidkonjuga-
te 4 und 5 wurde nach der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-
(Fmoc)-Strategie vorgenommen. Dabei wurde mit Fmoc-
Alanin vorbeladenes TentaGel-Tritylharz 1 verwendet
(Schema 1)) Die Fmoc-Aminosiuren wurden mit HBTU/
HOBt gekuppelt, wihrend die O-glycosylierten Fmoc-Ami-
nosduren 2 und die Spaceraminosédure 3 mit dem reaktiveren
Kupplungsreagentien HATU/HOAt angebunden wurden.
Zwischen beide Spa-
ceraminosiuren
wurde ein zentrales
Lysin eingefiigt, das
als Anker fir die
nachfolgende Konju-
gation der beiden
Peptidkonjugate
dient. Um
wiinschte Reaktionen
am N-Terminus zu
verhindern, wurden
die  (Glyco)Peptid-
konjugate mit Acet-
anhydrid acetyliert.
Nach beendeter Syn-
these wurden die
(Glyco)Peptidkonju-
gate mit Trifluoressig-
sdure/Triisopropylsi-
lan/Wasser  (10:1:1)
vom Harz gelost,
wobei alle sdurelabi-
len  Schutzgruppen
der Aminosdurensei-
tenketten entfernt
wurden. Nach Reini-
gung durch préparati-
ve HPLC wurde das
Peptidkonjugat 5 in
34% Ausbeute erhal-
ten. Das Glycopep-
tidkonjugat ~ wurde
ebenso durch prépa-

uner-

T-Zellepitop 3

T-Zellepitop 2 [

HOOC-AMFARLEWQTNPSSE\NJK)

H 0] H 0]
_ESSPNTQWELRAFMA-COOH
AcNH-SEFAYGSFVRTVSLPVGADE/NV\OMH NWOMH Q
0
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zZ
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@]
2—«0
=z =z
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der O-Acetylgruppen der Glycane mit methanolischer Na-
triummethanolatlésung (pH 10.5) und Reinigung durch pra-
parative HPLC wurde das Glycopeptidkonjugat 4 in 45%
Gesamtausbeute erhalten (Schema 1A, sieche die Hinter-
grundinformationen). Zur Kupplung der beiden Konjugate
wurde die e-Aminogruppe des Lysins von Konjugat 5 mit
Quadratsdurediethylester (6) in Natriumcarbonatlésung
(pH 8)! in Wasser/Ethanol zum Quadratsiuremonoamid-
ester 7 umgesetzt und anschlieend durch préparative HPLC
gereinigt (Schema 1B, siehe die Hintergrundinformationen).
Das lineare Glycopeptid 4 wurde mit 7 in wissriger Dinat-
riumhydrogenphosphatlosung (pH 9.5)% zur Vakzine 8 um-
gesetzt, die nach Reinigung durch Ultrafiltration in 96 %
Ausbeute anfiel (Schema 2).

Es sei angemerkt, dass die Peptidepitope der Vakzine 8 in
einem bestimmten Muster angeordnet sind: Wihrend T-
Zellepitop 1 (Y. pestis) und T-Zellepitop 3 (M. tuberculosis)
mit dem MUCI-Glycopeptid in linearer C—N-Terminus-
Richtung verbunden sind, ist das MUC1-Glycopeptid mit T-
Zellepitop 2 verzweigt in N—N-Terminus-Richtung ver-
kniipft. Die Anordnung gilt als stabiler, da sie langsamer
metabolisiert wird.”"! Sie kann zur Optimierung nach Belie-
ben variiert werden. Zudem ermoglicht der beschriebene

O

O
S NH

/0 7

N TN

NH, N
4
N i i 2 PAHGVTSAPDlI'RPAPG|STAPPA COOH
AcNH-VNGENLVGDDWLAT/NV\O%\)LH NV\O%\)L”/ i
0

HO OH

HO O HO 2
HO O AcHN

AcHN

N/PAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPA-COOI—
H

NaH,;PO,4 pH 9.5, H,0, 5d,
96% (Nach Ultrafiltration)

MUC1 B-Zellepitop

O\—/O_\—O/_\=O

e

T-Zellepitop 1

Q O
/
(Z_I

rative HPLC gerei-
nigt. Nach Entfernung
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Schema 2. Konjugation des Glycopeptids 4 und des Peptids 7 zu Vakzine 8.
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Aufbau der Vakzine die multiple Présentation eines der
Epitope.

Um das Potenzial der Vakzine 8 mit drei T-Helferzell-
Epitopen zu evaluieren, wurde sie mit Vakzine 4 verglichen,
die lediglich das Epitop aus M. tuberculosis enthilt. Dazu
wurden je drei weibliche Balb/c-Méuse im Alter von
12 Wochen viermal in Intervallen von 21 Tagen mit einer der
Vakzine geimpft.’” Zur Impfung wurden jeweils 50 ug Vak-
zine in 40 pL einer Wasser-in-Ol-Emulsion ohne weitere im-
munstimulierende Adjuvantien intraperitoneal appliziert.
Fiinf Tage nach jeder Auffrischungsimpfung wurde Blut aus
der Schwanzvene der Mduse entnommen. Die Seren wurden
durch Enzym-gebundene Immunadsorbent-Untersuchungen
(ELISA) auf Vakzin-induzierte Serumantikorper des IgG-
Typs gepriift. Dazu wurde die Mikrotiterplatte mit dem
Konjugat aus MUC1-B-Zellepitop und Rinderserumalbumin
(BSA) beschichtet (sieche die Hintergrundinformatio-
nen).®! Schon nach der ersten Auffrischungsimpfung
konnten in allen Seren antigenspezifische IgG-Antikorper
nachgewiesen werden. Dabei waren die Titer in den Méausen
signifikant hoher, die mit der Vier-Komponenten-Vakzine 8
immunisiert wurden (Abbildung 1 A). Die erhéhte Immuno-
genitit von Vakzine 8 war nach der dritten Auffrischungs-
impfung noch ausgeprigter. Die Endpunkttiter, die durch
Vakzine 8 (Maus 2 und 3) induziert wurden, lagen bei etwa
30000 und damit etwa achtmal hoher, als die Endpunkttiter,
welche Vakzine 4 ausloste (Abbildung 1B). Im Vergleich zu
MUCI1-TTox-Vakzinen sind die induzierten Titer zwar um
eine GroBenordnung niedriger,®” aber im Vergleich zu an-
deren vollsynthetischen Vakzinen, die mit vergleichbarer
ELISA-Technik evaluiert wurden, sind die durch Vakzine
8 induzierten Titer
héher."*"* Durch ELISA-

>
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Abbildung 1. Durch Vakzine 4 und 8 induzierte 1gG-Antikérpertiter
nach der zweiten Impfung (A) und nach der vierten Impfung (B).

len erkennen, wurden Zellen der humanen MUCI1-expri-
mierenden Brustkrebszelllinie T47D mit den durch Vakzine 4
bzw. 8 induzierten Antiseren inkubiert. Nach Waschen
wurden die an die T47D-Zellen gebundenen Serumantikor-
per mit Fluoreszenz-markiertem Ziege-anti-Maus-IgG-Se-
kundarantikorper angefarbt. Die Fluoreszenzintensitdt der
Zellen wurde durch Durchflusszytometrie bestimmt. Die

Maus 2, immunisiert mit 8 Maus 1, immunisiert mit 8

Experimente wurden die
Isotypen der induzierten
Antikorper bestimmt. Sie
zeigten, dass in zwei von
drei Méusen iiberwiegend
Antikorper des Isotyps
IgG, induziert wurden und
in deutlich geringerem
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(Abbildung 2 A). Das
Uberwiegen der IgG;-An-
tikorper belegt, dass Vak-
zine 8 eine adaptive T-
Zell-vermittelte Immun-
antwort ausgelost hat, bei
der vorwiegend IL-4 indu-
ziert wurde.P**"! Dies be-
weist zudem, dass ein im-
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Durchflusszytometrische Analyse der Bindungsaffinitdt von Serumantikérpern
zu humanen T47D-Tumorzellen
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munologisches Gedichtnis
ausgebildet wurde, das
Langzeitschutz gegen das
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Antigen bietet. Um zu
tiberpriifen, ob die indu-
zierten Antikorper tumor-
assoziiertes MUC1 auf der

Oberflache von Tumorzel- nisierten Maus).
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Fluoreszenzintensitat

Abbildung 2. Durch Vakzine 8 induzierte Antikérperisotypen (A) und Durchflusszytometrie-Analyse der Bin-
dungsaffinitit der Antikérper an humane T47D-Brustkrebszellen (B, Negativkontrolle: Serum einer nichtimmu-
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durch Vakzine 4 (Maus 3) induzierten Antiseren zeigten nur
moderate Bindung an die T47D-Zellen. Dagegen offenbarten
die durch Vakzine 8 (Maus 2) induzierten Antiseren eine
hohe Bindungsaffinitit zu den T47D-Tumorzellen und mar-
kierten 71 % aller T47D-Zellen (Abbildung 2 B).

Die Ergebnisse zeigen, dass die vollsynthetische Vier-
Komponenten-Antitumor-Vakzine aus einem MUCI-B-
Zellepitop und drei bakteriellen T-Helferzell-Epitopen ad-
aptive T-Zell-vermittelte Immunreaktionen auslost. Es
werden iiberwiegend protektive IgG-Antikorper induziert,
die tumorassoziiertes MUCI1 auf humanen Brustkrebszellen
mit hoher Affinitidt binden. Durch verlangsamten Abbau der
verzweigten Struktur sollte eine langere Bioverfiigbarkeit der
Vakzine gewihrleistet sein. Die Synthese dieser neuen Vak-
zine gelang durch Kreuzvernetzung zweier zentraler e-Lysine
in den beiden Peptidkonjugaten iiber die Bildung eines
Quadratsidurediamids. Die beiden Peptidkonjugate enthielten
ein B-Zell- und ein T-Zellepitop bzw. zwei T-Zellepitope.
Damit sich die Epitope in ihrer Konformation nicht beein-
flussen, wurden sie durch flexible wasserlosliche Triethylen-
glycolspacer getrennt. Die durch die Vier-Komponenten-
Vakzine induzierten Antikorpertiter waren um eine Gro-
Benordnung hoher als jene, die durch eine Vakzine mit nur
einem T-Zellepitop ausgelost wurden. Die Resultate zeigen,
dass die multiple Aktivierung von T-Helferzellen vielver-
sprechend und auch fiir andere Anwendungen attraktiv ist,
bei denen eine erhohte Immunantwort den therapeutischen
Effekt steigert. Die gezielte Wahl der T-Zellepitope ermog-
licht die Modulierung des Cytokinmilieus und kann so zur
Steuerung der Immunreaktion beitragen. Zudem ermoglicht
das Konzept der Vier-Komponenten-Vakzine zahlreiche Va-
riationen. Das B-Zellepitop kann z.B. mit zwei T-Zellepito-
pen und einem immunstimmulierendem Lipopetid wie
Pam;Cys kombiniert werden, das als internes Adjuvans wirkt.
Auflerdem kann der flexible Aufbau der Vakzine als Modell
fiir die personalisierte Medizin dienen, wenn etwa T-Helfer-
zell-Epitope benoétigt werden, die zum HLA-Typ von ver-
schiedenen Patienten passen.
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