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Abstract: In einem neuen Konzept f�r vollsynthetische Vak-
zine wird die Rolle von T-Helferzellen hervorgehoben. In einer
solchen synthetischen Antitumor-Vakzine wurde ein zweifach
glycosyliertes tumorassoziiertes MUC1-Glycopeptid als B-
Zellepitop mit drei verschiedenen T-Helferzell-Epitopen durch
Quadrats�urekonjugation zweier linearer (Glyco)Peptide ko-
valent verkn�pft. In M�usen lçste die Impfung mit dieser Vier-
Komponenten-Vakzine ohne zus�tzliche Immunstimulantien
etwa achtmal hçhere MUC1-spezifische Antikçrpertiter aus als
eine Vakzine, die nur ein T-Helferzell-Epitop enthielt. Diese
ermutigenden Ergebnisse zeigen, dass die gleichzeitige Akti-
vierung von T-Helferzellen verschiedener Spezifit�t n�tzlich
f�r Anwendungen ist, die eine gesteigerte Immunogenit�t von
Epitopen erfordern. Besonders in der personalisierten Medizin
kann der flexible Aufbau der Vakzine als Vorbild dienen, wenn
z. B. T-Helferzell-Epitope bençtigt werden, die zum humanen
Leukozytenantigen-Typ (HLA) verschiedener Patienten
passen.

Die Entdeckung im sp�ten 19. Jahrhundert, dass die Imp-
fung mit inaktivierten viralen oder bakteriellen Pathogenen
zum Schutz gegen Infektionen f�hrt, markiert einen der
wichtigsten Fortschritte in der modernen Medizin.[1, 2] Diese
wirksame Schutzimpfung ist auch heute noch auf die Be-
handlung von Infektionskrankheiten beschr�nkt, die durch
virale, bakterielle oder protozoische Krankheitserreger ver-
ursacht werden. Die Impfung gegen Krebserkrankungen, eine
der h�ufigsten Todesursachen in der entwickelten Welt, ist
dagegen ein ungelçstes Problem, da das Immunsystem darauf
ausgerichtet ist, pathogene kçrperfremde Strukturen von
kçrpereigenen Strukturen zu unterscheiden. Im Falle von
Krebserkrankungen m�sste es aber zwischen kçrpereigenen

und ver�nderten kçrpereigenen Strukturen (auf neoplasti-
schen Krebszellen) differenzieren. Eine vielversprechende
Zielstruktur, die diese Differenzierung ermçglicht, ist das
Mucin MUC1,[3] ein hoch glycosyliertes Protein, das in vielen
Geweben (z.B. Brust, Pankreas, Ovar und Darm) auf den
Epithelzellen exprimiert wird. Den extrazellul�ren Hauptteil
des MUC1 bildet eine Dom�ne, die aus 20 bis 120 Wieder-
holungssequenzen („Tandem Repeats“) aufgebaut ist. Die
aus 20 Aminos�uren (PAHGVTSAPDTRPAPGSTAP) ge-
bildeten Tandem Repeats enthalten f�nf potentielle O-Gly-
cosylierungsstellen an Serin und Threonin. W�hrend das
MUC1 auf normalen Zellen lange Glycane tr�gt, sind die
Kohlenhydratseitenketten des MUC1 auf Tumorzellen wegen
reduzierter Aktivit�t von Glycosyltransferasen deutlich
k�rzer.[5] Wegen dieser verk�rzten tumorassoziierten Koh-
lenhydratantigene (TACAs) ist nun das Peptidr�ckgrat des
MUC1 f�r das Immunsystem zug�nglich.[3, 6] Da in jeder Tu-
morzelle normale MUC1- neben tumorassoziierten MUC1-
Strukturen vorkommen, ist die Isolierung von tumorassozi-
iertem MUC1 nicht mçglich. Durch Glycopeptidsynthese an
der Festphase gelingt es jedoch, solche Strukturen chemisch
rein und in ausreichenden Mengen herzustellen.

W�hrend bei klassischen Impfstoffen, z.B. gegen Toll-
wut,[7] die Aktivit�t des pathogenen Materials reduziert
werden muss, ist zur Aktivierung des kçrpereigenen Im-
munsystems gegen epitheliale Tumore durch Vakzine auf der
Basis des tumorassoziiertem MUC1 das Gegenteil der Fall.
Das tumorassoziierte MUC1 ist als endogene Struktur zu
wenig immunogen f�r die Induktion einer ausreichenden
Immunantwort. Um eine starke Immunantwort auszulçsen,
muss es als B-Zellepitop mit immunstimulierenden Kompo-
nenten verkn�pft werden. Dabei werden besonders T-Zell-
epitope zur Aktivierung von T-Helferzellen bençtigt, die
durch kostimulatorische Rezeptoren und Cytokine die ziel-
gerichtete Aktivierung von B-Zellen und deren Reifung zu
Antikçrper produzierenden Plasmazellen garantieren.

Sehr hohe Titer an MUC1-spezifischen Antikçrpern
kçnnen durch Vakzine induziert werden, bei denen die
MUC1-B-Zellepitope an Tetanus-Toxoid (TTox) gebunden
sind, einem detoxifiziertem Protein aus Clostridium tetani,
das eine Vielzahl an potenten T-Helferzell-Epitopen ent-
h�lt.[8,9] Ein Nachteil dieser Konjugate ist, dass sie nur unzu-
reichend charakterisiert werden kçnnen, 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 f�r die Auf-
rechterhaltung der K�hlkette bei der Lagerung der Vakzine
�berwiegen.[10] Aus diesen Gr�nden wird in j�ngster Zeit die
Entwicklung vollsynthetischer Mehrkomponenten-Vakzinen
intensiv verfolgt.[11,12] So konnten durch Vakzine, in denen der
immunstimulierende Toll-like-Rezeptor-2-Agonist
Pam3CysSK4 an B- und T-Zellepitope gebunden wurde, in
M�usen beachtliche Immunantworten induziert werden.[13–16]

In anderen Studien wurden sowohl MUC1-B-Zell- als auch T-
Helferzell-Epitope an polymere Tr�ger konjugiert, um die
Immunogenit�t der Vakzine durch multivalente Antigenpr�-
sentation zu steigern.[17, 18]

Da die Qualit�t der humoralen
Immunantwort entscheidend von
der Effizienz der T-Helferzell-Ak-
tivierung abh�ngt, wird hier erst-
mals eine vollsynthetische Vier-
Komponenten-Vakzine vorgestellt,
die neben einem MUC1-B-Zell-
epitop drei T-Helferzell-Epitope
enth�lt. Diese Vakzine verst�rkt die
B-Zellaktivierung durch drei T-
Helferzelllinien und f�hrt im Ver-
gleich zu einer Vakzine mit nur
einem T-Helferzell-Epitop zu
deutlich erhçhten Titern an tumor-
selektiven IgG-Antikçrpern.

Die Spezifit�t der Antikçrper,
die durch diese Vakzine induziert
werden, h�ngt ausschließlich von
der Struktur des B-Zellepitops ab.
Es soll die tumorassoziierte Struk-
tur des MUC1 akkurat nachahmen
und keine Antikçrper induzieren,
die an normales MUC1 binden, da
sonst Autoimmunreaktionen aus-
gelçst w�rden. Als B-Zellepitop
wurde die um zwei Aminos�uren
verl�ngerte Tandem-Repeat-Se-
quenz gew�hlt (PA-
HGVTSAPDTRPAPGSTAP-PA).
Sie enth�lt die immundominanten
Dom�nen PDTRP und GSTA, die
bevorzugte Epitope f�r Anti-
MUC1-Antikçrper sind.[19] Die
Konformation solcher MUC1-
Tandem-Repeat-Peptide wird ent-
scheidend durch die O-Glycosylie-
rungen beeinflusst.[20] Daher
wurden TN-Antigene an Threonin
in Position 11 und an Serin in Po-
sition 17 eingef�hrt, womit beide
immundominanten Dom�nen gly-
cosyliert sind (Schema 1 A).

Das Immunsystem kann auf
verschiedene Arten so aktiviert

werden, dass Antikçrper produzierende B-Zellen gebildet
werden. Am wirksamsten ist die Aktivierung �ber T-Helfer-
zellen, da nur so die Affinit�tsreifung der Antikçrper und der
Wechsel der Immunglobulin-Klasse vollzogen wird. Beide
Prozesse sind ausschlaggebend f�r die Erzeugung von tu-
morspezifischen Antikçrpern, die cytotoxische Mechanis-
men, z.B. Antikçrper-abh�ngige zellul�re Cytotoxizit�t
(ADCC), einleiten kçnnen. Auch sind T-Helferzellen an der
Bildung von Ged�chtnis-B-Zellen beteiligt, die langandau-
ernde Immunit�t gegen Antigene gew�hren. Zum Aufbau der
Vakzine wurden drei MHC-Klasse-II-T-Helferzell-Epitope
gew�hlt, 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-g (IFN-g)
besteht und eine T-Zell-vermittelte Immunantwort beg�ns-

Schema 1. Festphasensynthese und nachfolgende Entfernung der O-Acetyl-Schutzgruppen von Glyco-
peptid 4 (A). Festphasensynthese von Peptid 5 und anschließende Reaktion mit Quadrats�urediethyl-
ester 6 zum Quadrats�uremonoamidethyls�ureester 7 (B).

.Angewandte
Zuschriften

14470 www.angewandte.de � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 14469 –14473

http://www.angewandte.de


tigt. Zwei dieser Epitope stammen aus Yersinia pestis (Epi-
tope 1: 14-meres Peptid (VNGENLVGDDVVLAT, Cyto-
kinprofil: IFN-g> IL-2> Il-4, T-Zellproliferation: +++);[21]

Epitope 2: 15-meres Peptid (ESSPN-TQWELRAFMA, Cy-
tokinprofil: IFN-g @ IL-2> IL-10> IL-4, T-Zellproliferation:
++).[22] Das dritte Epitop ist ein 20-meres Peptid (SEF-
AYGSFVRTVSLPVGADE, Cytokinprofil: IL-4 @ IFN-g, T-
Zellproliferation: +)[23] aus Mycobacterium tuberculosis.

Um optimale Wirkung zu gew�hrleisten, sind die Kom-
ponenten kovalent verkn�pft. Dennoch muss sichergestellt
sein, dass die Epitope in mçglichst nat�rlicher Konformation
vorliegen. Daher wurden die Komponenten durch flexible,
wasserlçsliche und nichtimmunogene Triethylenglycolspacer
3 getrennt.[24] 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).[8] Die Fmoc-Aminos�uren wurden mit HBTU/
HOBt gekuppelt, w�hrend die O-glycosylierten Fmoc-Ami-
nos�uren 2 und die Spaceraminos�ure 3 mit dem reaktiveren
Kupplungsreagentien HATU/HOAt angebunden wurden.
Zwischen beide Spa-
ceraminos�uren
wurde ein zentrales
Lysin eingef�gt, das
als Anker f�r die
nachfolgende Konju-
gation der beiden
Peptidkonjugate
dient. Um uner-
w�nschte 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-
s�ure/Triisopropylsi-
lan/Wasser (10:1:1)
vom Harz gelçst,
wobei alle s�urelabi-
len Schutzgruppen
der Aminos�urensei-
tenketten entfernt
wurden. Nach Reini-
gung durch pr�parati-
ve HPLC wurde das
Peptidkonjugat 5 in
34% Ausbeute erhal-
ten. Das Glycopep-
tidkonjugat wurde
ebenso durch pr�pa-
rative HPLC gerei-
nigt. Nach Entfernung

der O-Acetylgruppen der Glycane mit methanolischer Na-
triummethanolatlçsung (pH 10.5) und Reinigung durch pr�-
parative HPLC wurde das Glycopeptidkonjugat 4 in 45%
Gesamtausbeute erhalten (Schema 1A, siehe die Hinter-
grundinformationen). Zur Kupplung der beiden Konjugate
wurde die e-Aminogruppe des Lysins von Konjugat 5 mit
Quadrats�urediethylester (6) in Natriumcarbonatlçsung
(pH 8)[25] in Wasser/Ethanol zum Quadrats�uremonoamid-
ester 7 umgesetzt und anschließend durch pr�parative HPLC
gereinigt (Schema 1B, siehe die Hintergrundinformationen).
Das lineare Glycopeptid 4 wurde mit 7 in w�ssriger Dinat-
riumhydrogenphosphatlçsung (pH 9.5)[26] 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: W�hrend T-
Zellepitop 1 (Y. pestis) und T-Zellepitop 3 (M. tuberculosis)
mit dem MUC1-Glycopeptid in linearer C!N-Terminus-
Richtung verbunden sind, ist das MUC1-Glycopeptid mit T-
Zellepitop 2 verzweigt in N!N-Terminus-Richtung ver-
kn�pft. Die Anordnung gilt als stabiler, da sie langsamer
metabolisiert wird.[27] Sie kann zur Optimierung nach Belie-
ben variiert werden. Zudem ermçglicht der beschriebene

Schema 2. Konjugation des Glycopeptids 4 und des Peptids 7 zu Vakzine 8.
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Aufbau der Vakzine die multiple Pr�sentation 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 enth�lt. Dazu
wurden je drei weibliche Balb/c-M�use im Alter von
12 Wochen viermal in Intervallen von 21 Tagen mit einer der
Vakzine geimpft.[32] Zur Impfung wurden jeweils 50 mg Vak-
zine in 40 mL einer Wasser-in-�l-Emulsion ohne weitere im-
munstimulierende Adjuvantien intraperitoneal appliziert.
F�nf Tage nach jeder Auffrischungsimpfung wurde Blut aus
der Schwanzvene der M�use entnommen. Die Seren wurden
durch Enzym-gebundene Immunadsorbent-Untersuchungen
(ELISA) auf Vakzin-induzierte Serumantikçrper des IgG-
Typs gepr�ft. Dazu wurde die Mikrotiterplatte mit dem
Konjugat aus MUC1-B-Zellepitop und Rinderserumalbumin
(BSA) beschichtet (siehe die Hintergrundinformatio-
nen).[28, 29] Schon nach der ersten Auffrischungsimpfung
konnten in allen Seren antigenspezifische IgG-Antikçrper
nachgewiesen werden. Dabei waren die Titer in den M�usen
signifikant hçher, die mit der Vier-Komponenten-Vakzine 8
immunisiert wurden (Abbildung 1A). Die erhçhte Immuno-
genit�t von Vakzine 8 war nach der dritten Auffrischungs-
impfung noch ausgepr�gter. Die Endpunkttiter, die durch
Vakzine 8 (Maus 2 und 3) induziert wurden, lagen bei etwa
30000 und damit etwa achtmal hçher, als die Endpunkttiter,
welche Vakzine 4 auslçste (Abbildung 1B). Im Vergleich zu
MUC1-TTox-Vakzinen sind die induzierten Titer zwar um
eine Grçßenordnung niedriger,[8,9] aber im Vergleich zu an-
deren vollsynthetischen Vakzinen, die mit vergleichbarer
ELISA-Technik evaluiert wurden, sind die durch Vakzine
8 induzierten Titer
hçher.[16–18] Durch ELISA-
Experimente wurden die
Isotypen der induzierten
Antikçrper bestimmt. Sie
zeigten, dass in zwei von
drei M�usen �berwiegend
Antikçrper des Isotyps
IgG1 induziert wurden und
in deutlich geringerem
Ausmaß IgM-Antikçrper
(Abbildung 2A). Das
�berwiegen der IgG1-An-
tikçrper belegt, dass Vak-
zine 8 eine adaptive T-
Zell-vermittelte Immun-
antwort ausgelçst hat, bei
der vorwiegend IL-4 indu-
ziert wurde.[30, 31] Dies be-
weist zudem, dass ein im-
munologisches Ged�chtnis
ausgebildet wurde, das
Langzeitschutz gegen das
Antigen bietet. Um zu
�berpr�fen, ob die indu-
zierten Antikçrper tumor-
assoziiertes MUC1 auf der
Oberfl�che von Tumorzel-

len erkennen, wurden Zellen der humanen MUC1-expri-
mierenden Brustkrebszelllinie T47D mit den durch Vakzine 4
bzw. 8 induzierten Antiseren inkubiert. Nach Waschen
wurden die an die T47D-Zellen gebundenen Serumantikçr-
per mit Fluoreszenz-markiertem Ziege-anti-Maus-IgG-Se-
kund�rantikçrper angef�rbt. Die Fluoreszenzintensit�t der
Zellen wurde durch Durchflusszytometrie bestimmt. Die

Abbildung 1. Durch Vakzine 4 und 8 induzierte IgG-Antikçrpertiter
nach der zweiten Impfung (A) und nach der vierten Impfung (B).

Abbildung 2. Durch Vakzine 8 induzierte Antikçrperisotypen (A) und Durchflusszytometrie-Analyse der Bin-
dungsaffinit�t der Antikçrper an humane T47D-Brustkrebszellen (B, Negativkontrolle: Serum einer nichtimmu-
nisierten Maus).
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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 Bindungsaffinit�t zu den T47D-Tumorzellen und mar-
kierten 71% aller T47D-Zellen (Abbildung 2B).

Die Ergebnisse zeigen, dass die vollsynthetische Vier-
Komponenten-Antitumor-Vakzine aus einem MUC1-B-
Zellepitop und drei bakteriellen T-Helferzell-Epitopen ad-
aptive T-Zell-vermittelte Immunreaktionen auslçst. Es
werden �berwiegend protektive IgG-Antikçrper induziert,
die tumorassoziiertes MUC1 auf humanen Brustkrebszellen
mit hoher Affinit�t binden. Durch verlangsamten Abbau der
verzweigten Struktur sollte eine l�ngere Bioverf�gbarkeit der
Vakzine gew�hrleistet sein. Die Synthese dieser neuen Vak-
zine gelang durch Kreuzvernetzung zweier zentraler e-Lysine
in den beiden Peptidkonjugaten �ber die Bildung eines
Quadrats�urediamids. 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 wasserlçsliche Triethylen-
glycolspacer getrennt. Die durch die Vier-Komponenten-
Vakzine induzierten Antikçrpertiter waren um eine Grç-
ßenordnung hçher als jene, die durch eine Vakzine mit nur
einem T-Zellepitop ausgelçst wurden. Die Resultate zeigen,
dass die multiple Aktivierung von T-Helferzellen vielver-
sprechend und auch f�r andere Anwendungen attraktiv ist,
bei denen eine erhçhte Immunantwort den therapeutischen
Effekt steigert. Die gezielte Wahl der T-Zellepitope ermçg-
licht die Modulierung des Cytokinmilieus und kann so zur
Steuerung der Immunreaktion beitragen. Zudem ermçglicht
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
Pam3Cys kombiniert werden, das als internes Adjuvans wirkt.
Außerdem kann der flexible Aufbau der Vakzine als Modell
f�r die personalisierte Medizin dienen, wenn etwa T-Helfer-
zell-Epitope bençtigt werden, die zum HLA-Typ von ver-
schiedenen Patienten passen.
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