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Ein durch eine synthetische Glycopeptid-Vakzine induzierter mono-
klonaler Antikoper unterscheidet normale von malignen Brustzellen
und ermoglicht die Diagnose von humanen Pankreaskarzinomen

Bjorn Palitzsch, Nikola Gaidzik, Natascha Stergiou, Sonja Stahn, Sebastian Hartmann,
Bastian Gerlitzki, Nicole Teusch, Peer Flemming, Edgar Schmitt* und Horst Kunz*

Abstract: In Studien zur Entwicklung einer Tumorimmun-
therapie diente die chemische Synthese definierter tumorasso-
ziierter Glycopeptidantigene als Schliissel zur Gewinnung
eines hochselektiven biologischen Reagenzes, eines monoklo-
nalen Antikorpers, der vollstindig zwischen malignen und
normalen Epithelzellen unterscheidet und Tumorzellen in
Pankreastumoren spezifisch markiert. Das Mucin MUCI, das
in vielen hdiufigen Tumoren iiberexprimiert ist, bildet das Ziel
dieser Strategie. Tumorassoziiertes MUCI unterscheidet sich
signifikant von jenem, das auf Normalzellen exprimiert wird,
insbesondere durch verinderte Glycosylierung. Strukturell
definiertes tumorassoziiertes MUCI kann aus Tumorzellen
nicht isoliert werden. Durch Synthese von MUCI-Glycopep-
tid-Vakzinen und deren Struktur-Aktivitits-Analyse in Im-
munisierungen haben wir einen monoklonalen Antikorper
gewonnen, der spezifisch zwischen normalen und malignen
menschlichen Epithelzellen unterscheidet.

Die Einfithrung der Impfung gegen bakterielle Infektionen
war ein Durchbruch in der Humanmedizin."! Die Immuni-
sierung mit geschwichten Mikroben 16ste Immunreaktionen
in Form von selektiven Antikorpern aus, welche die einge-
drungene Mikrobe wirksam bekédmpfen. Uber den heilenden
Effekt hinaus wird ein immunologisches Gedéchtnis instal-
liert, das einen Langzeitschutz gegen das Pathogen bewirkt.
Die induzierten Antikorper sind auch wertvoll fiir die Dia-
gnose der betreffenden Infektion. In der Krebsbehandlung
haben sich therapeutische Antikorper, die sich gegen in Tu-
morzellen iiberexprimierte Faktoren richten!” oder mit cyto-
toxischen Wirkstoffen beladen sind,”! bewihrt, ebenso wie
Marker in Form von therapeutisch unwirksamen Antikorpern
fiir die Diagnose,™ obwohl sie bei manchen Tumorarten zu
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unsicheren Aussagen fiithren. Eine Aktivimmunisierung ist
bisher noch nicht gelungen. Im Unterschied zu Mikroben sind
Tumore korpereigenes Gewebe und deshalb durch die Selbst-
Toleranz des Immunsystems geschiitzt. Um dieses grund-
sédtzliche Problem einer Impfung gegen Krebs zu tiberwinden,
muss das Immunsystem aktiviert werden, damit es ,,Selbst*-
Strukturen von auf den malignen Zellen exponierten ,,Ver-
anderten-Selbst“-Strukturen differenziert.”! Fiir eine Aktiv-
immunisierung gegen Tumore muss zunichst eine fiir Tumore
typische ,,Veridnderte-Selbst“-Struktur identifiziert werden.
Das tumorassoziierte Mucin MUCI ist ein solches typisches
Tumorantigen.

MUCT ist ein stark glycosyliertes Protein, das auf vielen
Epithelgeweben exprimiert wird, z.B. in Brust-, Dickdarm-
Prostata-, Pankreasgewebe und in den Ovarien.”! Sein ex-
trazelluldrer Teil enthilt eine Doméne, die aus 20 bis 100
repetitiven Sequenzen PAHGVTSAPDTRPAPGSTAP besteht,
welche fiinf O-Glycosylierungsstellen an Serin oder Threonin
einschlieBen. Normalerweise tragt MUCI lange Glycane,
welche das Protein in eine gestreckte Konformation zwingen.
Wegen der dichten Glycosylierung ist das Peptidriickgrat fiir
das Immunsystem unzugénglich. Die Glycane von tumoras-
soziiertem MUCI sind wegen einer herunterregulierten (3-1,6-
N-Acetylglucosamin-Transferase und héufig hochregulierter
Sialyltransferasen wesentlich kiirzer und oft vorzeitig sialy-
liert."" Als Konsequenz ist nun das Peptidriickgrat von MUC1
auf Tumorzellen dem Immunsystem zuginglich.">® Um diese
strukturelle Differenz fiir eine Immuntherapie zu nutzen,
muss das Immunsystem spezifisch gegen diese tumorassozi-
ierten MUC1-Strukturen aktiviert werden, was nur mit exakt
synthetisierten tumorassoziierten MUC1-Antigenen gelingt.
Da die Transferaseaktivitdten in Tumorzellen nie vollig her-
unter- oder hochreguliert sind, erscheinen normale und tu-
morassoziierte Glycane sogar auf einem einzelnen MUCI1-
Molekiil. Der Einsatz solcher Glycoproteine in der Immun-
therapie konnte ernste Autoimmunreaktionen gegen norma-
les MUCI1 auslosen. Weil sich reine tumorassoziierte MUCI-
Antigene nicht von Tumorzellen isolieren lassen, miissen sie
durch chemische Totalsynthese gewonnen werden. Sie liefert
reine tumorassoziierte MUC1-Glycopeptidantigene.”) Zumal
durch Peptid-Festphasensynthese (SPPS) kann man fiir Stu-
dien von Struktur-Aktivitdts-Beziehungen Glycopeptidepi-
tope mit variierten Glycosylierungsmustern aufbauen. Diese
synthetischen Glycopeptide sind jedoch endogene und daher
nicht ausreichend immunogene Strukturen. Deshalb miissen
sie in einer Antitumor-Vakzine mit immunstimulierenden
Komponenten kombiniert werden, um die Selbst-Toleranz
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des Immunsystems zu brechen. Speziell MHC-Klasse II-T-
Helferzell-Epitope sind in einer adaptiven Immunantwort fiir
die Induktion von IgG-produzierenden B-Zellen und fiir die
Bildung eines immunologischen Langzeitgeddchtnisses notig.

Wir zeigen hier, dass Vakzine aus synthetischen MUCI1-
Glycopeptiden als B-Zell-Epitopen und Tetanus-Toxoid
(TTox) als immunstimulierendem Tréger diese Anforderun-
gen erfiillen. Bei Immunisierungen von BALB/c-Miusen
16sen sie ungewohnlich hohe Titer an IgG-Antikorpern aus,
die mit hoher Selektivitdt an verschiedene humane Tumor-
zellen binden. Um die Eigenschaften dieser Antikorper in
Zell-Assays und ihr diagnostisches Potenzial in der klinischen
Praxis zu priifen, wurde ein monoklonaler tumorassoziierter
MUCI-Antikorper GGSK-1/30 durch Hybridom-Technik
erzeugt.

Vergleichende Studien mit MUCI1-exprimierenden nor-
malen Epithelzellen ergaben, dass der monoklonale Anti-
korper mit hoher Spezifitit an tumorassoziiertes MUCI,
nicht aber an MUCI1 auf normalen Zellen bindet, was von
groflem diagnostischem Wert ist.

Die Selektivitdt der durch die Antitumor-Vakzine indu-
zierten Immunantwort wird vom MUCI1-B-Zell-Epitop be-
stimmt. Um hohe Tumorselektivitidt zu erreichen, muss das
synthetische Glycopeptid das tumorassoziierte MUC1 akku-
rat imitieren und darf nicht auf Normalzellen exponierte
Strukturen abbilden. Das gemeinsame Element der in dieser
Studie untersuchten MUCI1-B-Zell-Epitope ist die Tandem-
Repeat-Sequenz von MUCI.

Drei MUCI1-(Glyco)Peptidantigene wurden an der Fest-
phase nach einem Fmoc-Protokoll synthetisiert® !
(Schema 1; siehe auch die Hintergrundinformationen) und an
Tetanus-Toxoid oder Rinderserumalbumin (BSA) gekuppelt.
In einem in Vergleich zu unseren frither beschriebenen
MUCI-TTox-Vakzinen'! neuen Design wurde die Wieder-
holungssequenz am C-Terminus zur Komplettierung des
STAPPA-Motivs mit Pro und Ala ergidnzt (PAHGVTSAPDTR-
PAPGSTAP-PA) und durch weitere N-terminale Verlangerung
variiert, da aus NMR-Studien bekannt ist, dass das glycosy-
lierte STAPPA-Motiv helikale Konformation annehmen und
eine Schleife in der bevorzugte Bindungsregion von tumor-
induzierten Anti-MUCI1-Antikorpern PDTRP induzieren
kann.'"” Zusitzlich wurde die Glycosylierungsposition von
Thr6 zu Ser17 verschoben. Die verschiedenen MUCI1-B-Zell-
Epitope wurden in Impfungen von Méusen verglichen, um die
Effekte von Glycosylierung und Peptidsequenz auf die Tu-
morselektivitidt der induzierten Anti-MUCI1-Antikorper zu
ermitteln. Vakzine V1 wurde durch N-terminale Verldnge-
rung als 27-mer-Peptid ausgebildet. Dadurch ist die PDTRP-
Doméne von zwei STAPPA-Motiven umgeben. Zum Ver-
gleich mit einer verwandten 22-mer-Glycopeptidvakzine!'’!
wurde an Ser22 (entspricht Ser17 in V2) ein Ty-Antigen-Serin
eingefithrt. Das B-Zell-Epitop von Vakzine V2 ist die bereits
beschriebene 22 mer-Sequenz mit Sialyl-Ty-Antigen an
Ser17.'" Um die Rolle des Kohlenhydrats als antigene
Komponente und die Konformation des Peptids beeinflus-
sender Faktor zu kldren,'®'®! wurde erstmals eine TTox-
Vakzine V3 als nichtglycosyliertes 22-mer-Peptid hergestellt.
Nach Abschluss der Festphasensynthese wurden die Pro-
dukte mit Trifluoressigsdure/Triisopropylsilan/Wasser
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(10:1:1) vom Harz abgelost, was zugleich alle sdurelabilen
Schutzgruppen vom Glycopeptid entfernte. Nach priaparati-
ver HPLC wurden die (Glyco)Peptide in Ausbeuten von 88 %
bzw 36 % isoliert. Die Abspaltung der Kohlenhydratschutz-
gruppen gelang in wissriger NaOH-Losung bei pH 11.5.011
Reinigung durch priaparative HPLC ergaben das Glycopeptid
von V1 in 89 % und das Glycopeptid von V2 in 53% Aus-
beute.

Zur Konstruktion der Glycopeptidvakzine wurde Teta-
nus-Toxoid (TTox) als stark immunogener Triger eingesetzt.
Es enthilt potente T-Zell-Epitope, die T-Helferzell-Stimula-
tion bewirken. Auch wird TTox héufig in der Humanmedizin
verwendet. Es ist in Maus und Mensch wirksam. Zur Kupp-
lung an TTox!"'* wurde die N-terminale Spacer-Aminogruppe
mit Quadratsdurediethylester (siche die Hintergrundinfor-
mationen) in Wasser bei pH 8.0 umgesetzt.'"¥ Das Quadrat-
sdauremonoamid reagierte dann mit dem Protein bei pH 9.5.
Wie fiir analoge MUC1-TTox Vakzine gezeigt,""* fiihrt die
Kupplung sowohl an TTox als auch an BSA zu multivalenter
Présentation der MUCI1-Epitope.

Zur immunologischen Priifung wurden je drei Mause™
dreimal mit den Vakzinen V in Abstinden von 3 Wochen
geimpft. Die erste Impfung erfolgte mit komplettem Freund-
Adjuvans (CFA). Die beiden Auffrischungsimpfungen
wurden mit inkomplettem Freund-Adjuvans (IFA), einer
simplen Wasser-in-Ol-Emulsion, verabreicht. Fiinf Tage nach
jeder Auffrischungsimpfung wurde Blut von jeder Maus ent-
nommen und im ELISA-Analysen auf mit den jeweiligen
BSA-Konjugaten B belegten Mikrotiterplatten auf Glyco-
peptid-spezifische Antikérper gepriift.>! Alle Vakzine hatten
nach der dritten Impfung hohe Titer an IgG-AntikOrpern
induziert. Die Titer bei halbmaximaler Absorption (sieche die
Hintergrundinformationen) lagen zwischen 10000 und
200000. Isotypspezifische ELISA-Analysen zeigten, dass
tiberwiegend IgG1- neben wenig IgM-Antikorpern induziert
wurden (siehe die Hintergrundinformationen), was belegt,
dass alle Vakzine eine adaptive, T-Zell-vermittelte, gegen die
Glycopeptide gerichtete Immunantwort iiber Affinititsrei-
fung der Antikorper ausgelost und ein immunologisches
Gedichtnis etabliert haben."! An tumorassoziiertes MUC1
exprimierenden humanen Brustkrebszellen T47D!"" wurde
durch Durchflusszytometrie die Bindung der Antiseren an
epitheliale Tumorzellen ermittelt. Die von der nicht glycosy-
lierten Vakzine V3 induzierten Antikorper zeigten nahezu
keine Bindung an die Tumorzellen (Abbildung 1). Dagegen
ibten die von der Vakzine V2, die identische Peptidsequenz
hat, aber ein Sialyl-Tx-Antigen an Serl7 trégt, induzierten
Antikorper in hohem MaBe Bindung an die T47D-Tumor-
zellen aus. Diese Ergebnisse belegen, dass ein tumorassozi-
iertes Glycan im B-Zell-Epitop nétig ist, damit ein grofler
Anteil des B-Zell-Repertoires, der aberrant exprimiertes
MUCI auf humanen Tumorzellen erkennt, induziert wird. In
dieses Bild fiigt sich, das die von der Vakzine V1 mit N-ter-
minal verldngerter Peptidsequenz und dem kleinen Ty-Anti-
gen an Ser22 ausgeldsten Antikorper nur méBige Bindung an
T47D-Ttumorzellen eingehen (Abbildung 1), was an die ge-
ringe Binding der von einer MUCI1-22-mer-Glycopeptid-
Vakzine mit zwei Ty-Antigenen in den VISA- und GSTA-
Regionen induzierten Antikorper erinnert."” Diese Befunde
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Beladung des Harzes:
0.17 mmol/g

1.: Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe: 20% Piperidin in NMP
2.: Kupplung der Fmoc-Aminosauren:
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF, 20 min
3.: Acetylierung: kat. HOBt, Ac,O, DIPEA in NMP
1.: Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe: 20% Piperidin in NMP
2.: Kupplung der Fmoc-Glycosylaminoséuren:
2 Aquiv. Fmoc-Glycosyl-AS-OH, HATU, HOAt, NMM in NMP, 8 h
3.: Acetylierung: kat. HOBt, Ac,O, DIPEA in NMP
1.: Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe: 20% Piperidin in NMP
2.: Kupplung der Fmoc-Aminoséuren:
10 Aquiv. Fmoc-AS-OH, HBTU, HOB, DIPEA in DMF, 20 min
3.: Acetylierung: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP
1. Abspaltung vom Harz und Entfernung der saurelabilen Schutzgruppen:
TFA, TIS, H,O (10:1:1), 2 h
2.NaOH, H,0,pH=11.0-11.5,1d
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Schema 1. Festphasen-Synthese und Entfernung der O-Acetylgruppen von Glycopeptidantigenen und nachfolgende Kupplung an Trigerproteine

durch Reaktion mit Quadratsaurediethylester.

Vakzine 1 Vakzine 2 Vakzine 3

/\2&0% 94.6% 1.46%
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Abbildung 1. Bindung der induzierten Antiseren an humane T47D-
Brustkrebszellen. Fiir jede Vakzine ist eine repréisentative Durchfluss-
zytometrie-Analyse fiir eine immunisierte Maus gezeigt. Die Graphen
in Griin zeigen die Bindung der von der Vakzine induzierten Antiseren
(Verdiinnung der Antiseren 1:500), wihrend die schwarzen Linien die
Negativkontrollen angeben (Serum einer nichtimmunisierten Maus,
Verdiinnung 1:500).
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zeigen, dass sowohl die Peptidsequenz als auch die tumoras-
soziierte Glycosylierung entscheidend fiir die Induktion tu-
morbindender Antikorper sind.

Um die Bindung der von Vakzine V2 induzierten Anti-
korper im Detail studieren zu konnen und um Zugang zu
groBeren Mengen an solchen zu haben, wurden durch Fusion
von Milzzellen einer mit V2 immunisierten Maus mit murinen
Myelomzellen in Polyethylenglycol Hybridomzellen erzeugt
(siehe die Hintergrundinformationen). Klonieren und Scree-
ning dieser Hybridoms fithrten zu einem monoklonalen An-
tikorper GGSK-1/30, der mit hoher Rate an das synthetische
MUCI1-B-Zell-Epitop bindet, das in der TTox-Vakzine
vorlag. Die ICs, lag bei 0.06 ngmL ™" (siche die Hintergrund-
informationen). Isotyp-ELISA ergab, dass mAb GGSK-1/30
vom IgGl-Isotyp ist. Durchflusszytometrie mit humanen
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Brustkrebszellen T47D und MCF-7,1'"¥! die tumorassoziiertes
MUCIT exprimieren, zeigte, dass mAb GGSK-1/30 mit hohen
Raten an diese Tumorzellen bindet (Abbildung 2 A). Ziege-
anti-Maus-IgG1, dotiert mit Alexa Fluor 488, markierten
99% der MCF-7- und 94 % der T47D-Tumorzellen. Ebenso
wurde die Bindung von mAb GGSK-1/30 an humane Pan-
kreastumorzellen PANC1™! ermittelt. Obwohl diese deutlich
weniger tumorassoziiertes-MUCI1 exprimieren als MCF-7-
und T47D-Zellen,™ bindet der Antikorper an 74 % der
PANCI1-Zellen. Da Pankreaskarzinome bosartige Erkran-
kungen sind und deren spezifische Diagnose in klinischer
Routine noch ungelost ist, sind diese Eigenschaften besonders
interessant.

T47D MCF-7 PANC-1 HMEC

A e S 73.7% L18%,
g P
N J
1 \
N

\ S

Cd
Fluoreszenzintensitat

B T47D MCF-7 HMEC

Abbildung 2. A) Bindung des monoklonalen Antikérpers GGSK-1/30 an
humane Tumorzellen, nachgewiesen durch Anfirbung mit einem mit
Alexa Fluor 488 markierten sekundiren Ziege-anti-Maus-1gG1-Antikér-
per. Konzentration des monoklonalen Antiksrpers: 1 uygmL™". Die far-
bigen Graphen zeigen seine Bindung an die Zell-Linien, von links nach
rechts: T47D, MCF-7 und PANCT und an normale humane Epithelzel-
len (ganz rechts). Negativkontrollen (Inkubation nur mit Sekundaranti-
kérper) als schwarze Linien. B) Fluoreszenzmikroskopie des Markie-
rung der Brusttumorzellen (links: T47D (Vergroflerung: 20x), Mitte:
MCF-7 (VergréRerung: 100x)) und normale Epithelzellen (rechts:
HMEC, visualisiert mit DAPI, Vergréflerung: 100x)).

Die Grundbedingung fiir den erfolgreichen diagnosti-
schen FEinsatz des monoklonalen Antikoérpers und fiir die
therapeutische Applikation einer Antitumor-Vakzine ist, dass
die induzierten Antikorper ausschlielich an tumorassoziier-
tes MUC1 auf Tumorzellen und nicht an MUCT auf benignen
Epithelzellen binden. Bindung an gesundes Gewebe verur-
sacht Fehldiagnosen und kann ernste Autoimmunreaktionen
auslosen. Um die Bindungsspezifitdt von mAb GGSK-1/30 zu
priifen, wurden humane Brustepithelzellen (HMEC) einge-
setzt. Diese Zellen exprimieren glycosyliertes MUCI1 auf
ihrer Oberfliche®" und dienen daher als Modell fiir normales
Gewebe. Zunichst wurde die MUC1-(CD227)-Expression
der HMEC-Zellen durch Polymerase-Kettenreaktion und
Gelelektrophorese gepriift (siche die Hintergrundinforma-
tionen). Die Durchflusszytometrie zeigte, dass mAb GGSK-
1/30 nicht an normales MUC1 auf HMEC-Zellen bindet
(Abbildung 2 A). Dieses Bindungsverhalten von GGSK-1/30
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wurde durch fluoreszenzmikroskopische Messungen an
MCF-7- und T47D-Tumorzellen einerseits sowie an HMEC-
Zellen andererseits nach Anfarbung mit einem Ziege-anti-
Maus-IgG1, der mit Alexa Fluor 488 markiert war, bestatigt
(Abbildung 2B). Um die HMEC-Zellen iiberhaupt sichtbar
zu machen, mussten deren Kerne mit dem blauen Fluores-
zenzfarbstoff 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) ange-
farbt werden. In einem Kreuzexperiment wurden T47D-Tu-
morzellen und mit einem Proliferationsfarbstoff markierte
normale Epithelzellen (HMEC) zusammengefiihrt und mit
GGSK-1/30 versetzt. Mit hoher Intensitidt wurden wieder nur
die Tumorzellen angefirbt, wihrend die Normalzellen prak-
tisch keine Bindung zeigten. Diese Ergebnisse belegen, dass
die Bindung von mAb GGSK-1/30 hoch spezifisch ist:
Humane Tumorzellen werden eindeutig erkannt, wihrend
normale humane Epithelzellen nicht angegriffen werden.

Es erschien nun besonders interessant zu priifen, ob der
Antikorper auch in der Lage ist, epitheliales Tumorgewebe
von Patienten spezifisch zu erkennen. Pankreaskrebs ist ein
ernstes Problem. Fiinf Jahre nach der Erstdiagnose {iberleben
weniger als 10% der Patienten.’ Griinde fiir die schlechte
Prognose sind, dass oft keine Symptome das Einsetzen der
Krankheit anzeigen und dass keine geeigneten Routinetests
fir die spezifische Diagnose verfiigbar sind. Vor diesem
Hintergrund wurde mAb GGSK-1/30 als diagnostisches
Werkzeug zur Anfarbung verschiedener Pankreastumor-
schnitte von Patienten eingesetzt.

Abbildung 3 Aa zeigt die Markierung eines ductalen
Pankreas-Adenokarzinoms.”” Charakteristisch fiir diesen

| Aa |

B mAb

A GGSK-1/30 SM3 HMFG1

94.4%
40.3% 16.0%

Zellzahl

>
Fluoreszenzintensitat
Abbildung 3. A) Anfirbung von Pankreastumorschnitten mit monoklo-
nalen Antikérper GGSK-1/30 und Ziege-anti-Maus_IgG-Antikérper, ge-
bunden an Meerrettich-Peroxidase zur Oxidation von 3,3’-Diamino-
benzidin zu einem rot-braunen Polymer. Konzentration des mAb:
2 pgmL . Aa) Firbung eines Pankreas-Adenokarzinoms (VergroRe-
rung: 100x). Ab) Farbung eines mucinésen Cystadenokarzinoms von
Pankreas (Vergréflerung: 100x). B) Bindung von gegen tumorassozi-
iertes-MUCT gerichteten Antikérpern an T47D-Tumorzellen. Graphen
in Griin zeigen die Bindung der Antikérper an T47D-Tumorzellen:
links: mAb GGSK-1/30 induziert durch V2, Konz. 1 uygmL™"; Mitte:
Antikérper SM3, Konz. 1 ugmL™"; rechts: Antikérper HMFG1, Konz.
1 pgmL~". Negativkontrollen in schwarzen Linien.
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Tumor ist, dass die Tumorzellen um die sekretorischen
Driisen herum in mehreren Schichten wachsen. Dies sind
exakt die Bereiche, die durch den mAb GGSK-1/30 intensiv
erkannt werden. Die Anfarbung eines mucindsen Cystadeno-
Karzinoms in Abbildung 3Ab verdeutlicht ebenfalls die
Spezifitit von mAb GGSK-1/30: Wihrend die Tumorzellen
um die sekretorischen Driisen hochspezifisch erkannt
werden, wird das normale Gewebe nicht angetastet. Es sollte
unterstrichen werden, dass diese Gewebeproben durch Fein-
Nadel-Biopsie, d.h. mit minimaler invasiver Wirkung ge-
wonnen wurden.

Zusammengefasst sind synthetische MUC1-Glycopeptid-
Antitumor-Vakzine mit TTox als immun-stimulierendem
Trager zurzeit die potentesten MUCI1-Vakzinkandidaten. Sie
induzieren im Vergleich zu anderen MUC]1-Vakzinen™! au-
Berordentlich hohe Titer an gegen tumorassoziiertes MUC1
spezifischen IgG-Antikorpern. Die multiple Prasentation der
MUCI1-Glycopeptide auf TTox erhoht die Immunogenitit der
Vakzine. Der Grund fiir die hohe Prézision der Immunant-
wort, insbesondere der von Vakzine V2 induzierten, ist der
Struktur des MUC1-Glycopeptidepitops zuzuschreiben. Viele
Faktoren, so die Lidnge und das Segment der Peptidsequenz,
das tumorassoziierte Kohlenhydratantigen und dessen Posi-
tion innerhalb des Peptids, der zum Trennen der Epitope vom
Trager eingesetzte Spacer und die Zahl der Antigene pro
Trager sind entscheidend fiir die Leistungsfihigkeit der
Vakzine. Es ist vorteilhaft, die MUCI1-Glycopeptide an der
Festphase zu synthetisieren, weil so MUCI1-Epitope mit ver-
schiedenen, aber genau festgelegten Glycanmustern herge-
stellt werden konnen, was Struktur-Affinitdts-Studien er-
leichtert. Die hohere Sperzifitit einer Immunantwort, die
gegen definierte, reine Epitope induziert wird, offenbart sich
im Vergleich der Bindungsraten des hier beschriebenen mo-
noklonalen Antikorpers mit jenen kommerziell erhéltlicher,
gegen tumorassoziiertes MUCI gerichteter Antikorper (Ab-
bildung 3B). Die Antikoper SM3?! und HMFG1™ wurden
gegen partiell glycosyliertes bzw. delipidiertes MUCI1 aus
humaner Milch ausgelost. Wegen der Mikroheterogenitit
dieser Antigene differenzieren die von ihnen induzierten
Antikorper nicht geniigend genau zwischen normalem und
tumorassoziiertem MUCI1. Dagegen bildet das synthetische
MUCI1-B-Zell-Epitop von Vakzine V2, gegen das der Anti-
korper GGSK-1/30 induziert wurde, offenbar zutreffend die
Struktur des auf den Epitheltumorzellen exponierten, aber-
rant glycosylierten MUC1 ab. Daher bindet der induzierte
Antikorper nur an tumorassoziiertes MUCI auf Tumorzellen
und nicht an normale Epithelzellen.
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