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durch préparative HPLC gereinigt. Die Verbindungen wurden 'H-
NMR-spektroskopisch (250 MHz) sowie durch HPLC-MS-Messun-
gen charakterisiert, wobei die erwarteten NMR- und Massenspektren
erhalten wurden.

[22] Die Proliferation der Zellen wurde mit dem WST-1-Verfahren
nachgewiesen: J. A. Cook, J. B. Mitchell, J. Immunol. Methods 1983,
65, 55-63.
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lung einer Impfstrategie, die auf einen
verstarkten Schutz gegen Mikrometa-
stasierung abzielt, nachdem der Pri-
maéartumor chirurgisch oder durch Che-
mo- oder Strahlentherapie eliminiert
wurde. Unsere Zielstrukturen sind da-
bei hauptsédchlich Kohlenhydrat-halti-
ge Antigene, z.B. Glycolipide und
Glycoproteine (einschlieBlich der Mu-
cine), die auf der Oberfliche von

H
HaC H
o H >
Tumorzellen exprimiert werden.[* 3] H

In der vorliegenden Studie haben L-Fucose

wir uns auf das Globo-H-Antigen
konzentriert. Dieses Antigen wurde
zuerst von Hakomori etal. mit chemi-
schen Methoden in Brustkrebs-Ex-
trakten identifiziert.’! Danach wurde
es von Colnaghi etal. (mAbMBr1)["!
und in jiingerer Zeit von Lloyd etal. (mAb VK-9)® immuno-
logisch charakterisiert (mAb=monoklonaler Antikorper).
Globo H wurde mit immunhistologischen Methoden in einer
Reihe menschlicher Krebsarten (einschlieBlich Prostata- und
Brustkrebs) und in einer begrenzten Zahl von normalen
Epithelgeweben nachgewiesen.!

Globo H

3:R= (CHyz (Lys),- KLH
H\gj\wzmcm
+R= i . _ACHz)12CH3 4: Entfernen von Ring A aus 2

H 5: Entfernen von Ring A und Baus 2

Ceramid 6: 5 -glycosidische Verknlpfung an Ring C von 2
2R = /\/ 7: a-glycosidische Verknlipfung an Ring D von 2
Allylglycosid 8: ohne Fucosylrest 1

Fiir unsere Untersuchungen mufiten wir zundchst sowohl
das Globo-H-Antigen 1 als auch dessen entsprechend kon-
jugierte immunogene Varianten in den fiir priklinische
Studien benoétigten Mengen durch Totalsynthese herstellen.
Dieses Ziel wurde hauptséchlich durch den Einsatz unserer
Glycalmethode erreicht (Schema 1).1% "I Die Allylgruppe des
synthetischen Glycosids 2 diente dabei als Spacer und als
geeignete funktionelle Gruppe zur Verkniipfung des Hexa-
saccharid-Antigens von Globo H mit dem Carrier-Protein
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2@
H
H
D-Galactal H 15 S
H

D-Glucal

1,2 oder 3

Schema 1. Totalsynthese des Globo-H-Hexasaccharides nach der Glycalmethode. Bn=Benzyl,
TIPS = Triisopropylsilyl.

KLH (keyhole limpet hemocyanin; Himocyanin der Schliis-
selloch-Napfschnecke Megathura crenulata) (—3).

Nach vielversprechenden immunologischen Ergebnissen
bei der Impfung von Mausen mit 31l und nachdem es uns
gelungen war, die Totalsynthese mit groferen Ansidtzen
durchzufiihren, wurde ein klinisches Versuchsprogramm un-
ter Verwendung von synthetischen Globo-H-Impfstof-
fen bei Prostatakrebs-Patienten begonnen. Der Impf-
stoff 3 hatte sich im Tierversuch bei gleichzeitiger
Verabreichung des QS-21-Adjuvans als besonders im-
munogen beziiglich einer spezifischen Immunantwort
auf Globo H erwiesen.

Beim Ubergang von der Maus zum Menschen waren
zwei mogliche Komplikationen in Betracht zu ziehen:
Humane Sera und Zelloberflichen-Glycoproteine pri-
sentieren verwandte Struktureinheiten (z.B. Lewis-
Blutgruppen-Determinanten und sogar auch geringe
Mengen an Globosiden); daher muflte bei den klini-
schen Studien am Menschen der Frage der Immun-
toleranz und der Moglichkeit von Autoimmunreaktio-
nen nachgegangen werden, die bei den fritheren Versu-
chen mit Méusen keine Rolle spielten.

Wir berichten hier iiber die ermutigenden ersten
Ergebnisse unserer klinischen Untersuchungen mit dem
Konjugat 3 in Verbindung mit QS-21. Fiinf Patienten
mit progressivem und rezidivierendem Prostatakrebs
erhielten nach festgelegten klinischen Protokollen den
konjugierten Impfstoff, bestehend aus 30 pg Globo H
zusammen mit QS-21. Thre Sera wurden detailliert
untersucht und bewertet. Mit einem ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) waren keine IgM- oder
IgG-Antikorper gegen synthetisches Globo H vor der
Impfung nachweisbar (Abbildung 1). Die IgM- und IgG-Titer
aller fiinf Patienten gegen Globo-H-Ceramid vor und nach
der Impfung sind in Abbildung 1 gezeigt. Nach der Impfung
trat bei allen fiinf Patienten eine starke IgM-vermittelte
Immunantwort auf, wihrend nur zwei Patienten gleichzeitig
eine deutliche IgG-vermittelte Antwort aufwiesen. Die Spe-
zifitdt dieser Antikorper fiir synthetisches Globo H sowie fiir
Globo H aus Prostata- und Brustkrebszellextrakten, die aus
operativ entfernten Tumoren oder durch Biopsie gewonnen
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Abbildung 1. Zeitlicher Verlauf der Antikorperbildung in fiinf Patienten,
die mit dem Globo H/KLH-Konjugat und QS-21 geimpft wurden: a) IgM-
Titer, b) IgG-Titer. e: Patient 1; x: Patient 2; o: Patient 3; 0: Patient 4; m:
Patient 5. Auf der Ordinate ist der Kehrwert des Titers gegen Globo H
(durch ELISA bestimmt) aufgetragen. Auf der Abszisse ist die Zeit ¢ in
Monaten aufgetragen. Die senkrechten Pfeile deuten Impfungen mit
Globo H/KLH (30 pg) und QS-21 an.

wurden, wurde durch Immun-Diinnschichtchromatographie
(ITLC) nachgewiesen (Abbildung 2); die Ergebnisse fiir alle
fiinf Patienten sind in Tabelle 1 zusammengefaf3t. Obwohl die
Impfstoffe aus synthetischem Globo H/Protein-Konjugat be-
standen, reagierten die nach der Impfung gewonnenen Sera
sowohl mit synthetischem als auch mit aus Tumoren gewon-
nenem Globo-H-Ceramid. Ahnliches wurde auch bei VK-9-
Antikorpern festgestellt.® 191 Dagegen reagierten die Sera
nicht mit Biopsie-Proben von Melanomen, die zwar verschie-
dene Glycolipide enthalten, aber Globo-H-negativ sind.
Zum Nachweis der Spezifitdt der Anti-Globo-H-Antikor-
per in den immunisierten Patienten wurden zwei unterschied-
liche Inhibierungs-ELISAs durchgefiihrt: 1) Hemmung der
Reaktivitdt gegen Globo-H-Ceramid mit strukturverwandten

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Abbildung 2. Immun-Diinnschichtchromatographie (ITLC) mit syntheti-
schen und natiirlichen Antigenen und Sera von Patient 2, der mit Globo H/
KLH-Konjugat geimpft wurde. In den Bahnen 1,2 und 3 ist jeweils Antigen
aus Prostatakrebs-Extrakt, Antigen aus Brustkrebs-Extrakt bzw. synthe-
tisches Globo-H-Antigen aufgetragen. Die Detektion erfolgte a) mit einer
Losung des Antikorpers mAbMBrl, b) mit vor der Immunisierung
gewonnenem Patientenserum, c¢) mit nach der Immunisierung gewonne-
nem Patientenserum.

Antigenen, die zuvor in unserem Labor durch Totalsynthese
hergestellt wurden,'>'? wobei Kontrollexperimente mit
strukturverschiedenen Antigenen durchgefithrt wurden.
2) Hemmung (Absorption) durch Globo-H-positive sowie
negative Zellinien. Die Ergebnisse dieser Studien (Abbildun-
gen 3a, b) belegen, daB Globo-H-Ceramid die Anti-Globo-
H-Reaktion effizienter als alle anderen synthetisch herge-
stellten strukturverwandten Verbindungen hemmt. So wurde
die Reaktivitdt der Anti-Globo-H-Antikérper durch 500 um
Globo-H-Allylglycosid 2 zu 40 % blockiert, wihrend dieselbe
Konzentration von Globo-H-Ceramid 1 die Reaktivitdt zu
90 % hemmte. Dieses Ergebnis ist insofern besonders inter-
essant, als dem immunisierenden Antigen (Globo-H-KLH)
die Ceramideinheit fehlt. Alle totalsynthetisch hergestellten,
verkiirzten Oligosaccharid-Isomere von Globo H"* wurden
ebenfalls erkannt, wenn auch in geringerem Umfang als 1. So
blockierte auch SSEA-3 8 (SSEA =stage-specific embryonic
antigen), dem ein Fucoserest fehlt, 30% der Antikorper-
Reaktivitit (Abbildung 3a). Dagegen war beim nicht ver-
wandten Glycolipid GD3 9, das zwar eine Ceramidkette tragt,
aber ansonsten keinerlei Ahnlichkeiten mit dem Kohlen-
hydratteil von Globo H aufweist, sowie bei synthetischem
Lewis’-Allylglycosid 10 keine Inhibierung festzustellen.

GD3 =NeuAc-a(2 —8)-NeuAc-(2 —3)-Gal-f(1 —4)Glc-f(1-1')-Cer 9

Le¥ =Fuc-a(1 —2)-Gal-f(1 —4)-(Fuc-a(1 —3))-
GIcNAc-A(1 —3)-Gal--O-Allyl 10

Tabelle 1. Zusammenfassung der ITLC-Ergebnisse mit synthetischen und natiirlichen Antigenen und Sera von fiinf Patienten, die mit dem Globo H/KLH-

Konjugat geimpft wurden.[?

Patient Globo-H-Extrakt Prostatakrebs-Extrakt Brustkrebs-Extrakt Melanom-Extrakt
vorher nachher vorher nachher vorher nachher vorher nachher

1 - +++ - + - + - -

2 — +++ - ++ - ++ - -

3 - ++ - ++ - ++ - -

4 - ++ - ++ - ++ - -

5 - +++ - ++ - ++ - -
mAbMbr1ll +4+4++ +++ +++ -

[a] Vorher, nachher = vor bzw. nach der Impfung gewonnenes Serum. [b] Referenz-Antikorper (positive Kontrolle).
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Abbildung 3. Analyse der Spezifitit des Anti-Globo-H-Antiserums durch

Inhibierungs-Assays. Aufgetragen ist die ELISA-Reaktivitit von Serum

gegen Globo-H-Ceramid bei Zusatz der Inhibitoren 1, 2 und 4-10.

a) IgM-Antikorper-Reaktion, b) IgG-Antikorper-Reaktion. Al = Inhi-
bierung [%], c¢(Inhib.) = Konzentration des Inhibitors.

100 500

Die IgG-vermittelte Immunantwort war allerdings deutlich
verschieden. In den beiden Antisera, die im ELISA IgG-
Reaktivitdt aufwiesen, inhibierten die synthetischen Hexa-
saccharide 1 und 2 sowie das Pentasaccharid 4 effektiv die
Bindung bei diesem Assay (Abbildung 3b). Mit SSEA-3 8,
dem der Fucoserest fehlt, und mit dem Tetrasaccharid 5, das
keine Lactoseeinheit hat, wurde keine Inhibierung festge-
stellt. Somit scheinen die IgG-Antikorper aus beiden Antisera
hauptsichlich ein Epitop zu erkennen, das aus fiinf nicht-
reduzierenden terminalen Kohlenhydrateinheiten besteht
(Segmente B-F).

Die Tatsache, da3 das Lewis’-Antigen 10 nicht erkannt
wird, ist besonders bemerkenswert, da viele der Unterein-
heiten, aus denen sich 1 zusammensetzt, auch in in 10
vorhanden sind. Offenbar beruht die Spezifitit fiir 1 auf der
unterschiedlichen strukturellen und stereochemischen Kon-
nektivitdt der Antigen-Untereinheiten. Ganz allgemein zei-
gen unsere Untersuchungen mit totalsynthetischen Teilstruk-
turen von Globo H, daf} damit eine polyklonale, aber gezielte
Immunantwort gegen verschiedene Bereiche von Globo H
ausgelost werden kann und daf3 ein fucosyliertes Tetra- oder
Pentasacharid fiir eine optimale Immunantwort notig ist.

Durch diese Ergebnisse ermutigt iiberpriiften wir weiter-
hin, ob die Antikorper gegen den synthetischen Impfstoff 3
Globo H auch in seiner natiirlichen Umgebung, d.h. an der
Zelloberfldache, erkennen wiirden. Dies ist fiir Entwicklung
von Antitumor-Impfstoffen von entscheidender Bedeutung.
Um das AusmalBl der Bindung an die Zelloberfliche zu
bestimmen, wurden zwei Testsysteme entwickelt. Im ersten
Assay wurden die Sera mit Globo-H-positiven (MCF-7) oder
Globo-H-negativen Zellinien (SK-MEL-28) gemischt. Mehr
als 50 % der im ELISA gemessenen Reaktivitét gegen Globo-
H-Ceramid ging bei allen Patienten nach der Inkubation mit
MCEF-7-Zellen verloren. Dagegen wurde keinerlei Abnahme
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der Bindungsaktivitdt nach der Inkubation mit Globo-H-
negativen SK-MEL-28-Melanomzellen festgestellt. Ahnliche
Resultate wurden bei Kontrollexperimenten mit mAb VK-9
erhalten.

Ferner wurde die Zelloberflichenreaktivitit von Anti-
Globo-H-Antikorpern mit DurchfluBzytometrie (FACS, fluo-
rescence-activated cell sorting) iiberpriift (Abbildung 4). Wie

109 10" 102 10% 10*

Abbildung 4. Reaktivitdt typischer Sera gegen MCF-7-Zellen vor und
nach der Impfung, bestimmt mit DurchfluBzytometrie. n =relative Zahl
der MCF-7-Zellen (counts). / =Fluoreszenzintensitit.

die Messungen ergaben, wiesen die Sera vor der Impfung nur
eine sehr geringe Reaktivitit mit Zelloberflichen auf. Dage-
gen zeigten Sera, die nach der vierten Impfung gewonnen
wurden, einen Anstieg der IgM-Reaktivitit gegen MCF-7-
Brustkrebszellen zwischen 11 und 97 % . Genauso stiegen die
IgG-Reaktivitdten zwischen 15 und 35 %.

Als letzten Teil der serologischen Untersuchungen nach der
Impfung testeten wir die Anti-Globo-H-Sera auf ihre Fahig-
keit, eine Komplement-abhingige Cytotoxizitit (CDC) aus-
zulosen. Drei der fiinf nach der Impfung gewonnenen Sera
wiesen eine starke CDC gegen MCF-7-Zellen auf. In Kon-
trollexperimenten fanden wir, daf3 dieselben Sera ohne
Komplement, Komplement ohne Sera sowie vor der Impfung
gewonnene Sera mit Komplement unter denselben Bedin-
gungen keinerlei CDC aufwiesen.

Zusammenfassend 148t sich sagen, da unser auf dem
Globo-H-Glycokonjugat basierender Impfstoff 3 eine starke
und gezielte humorale Immunantwort in Patienten auslost.
Die resultierenden Antikorper erkennen nicht nur syntheti-
sche Antigene (1 und 2), sondern auch Globo-H-positive
Tumor-Biopsieproben. Die nach der Impfung gewonnenen
Antisera vermitteln die Komplement-induzierte Lyse der
entsprechenden Krebszellen.

In einer Studie zu Melanomen wurde gezeigt, da3 Anti-
korper gegen die mikroskopische Tumoraussaat das weitere
Wachstum des Tumors zu verhindern schienen und zu
lingeren Uberlebenszeiten fithrten.'¥] In diesem Zusammen-
hang stellen die hier beschriebenen serologischen Befunde
nach der Impfung von Prostatakrebs-Patienten mit dem
Globo-H-Impfstoff einen echten klinischen Fortschritt dar.

Ein vollstdndiger Bericht iiber diese klinischen Untersu-
chungen sowie iiber analoge Studien zum Einsatz von
Globo H bei Brustkrebs, die mit einer grofleren Zahl von
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Patienten durchgefiihrt wurden, werden wir gesondert ver-
offentlichen. Nachdem hier nachgewiesen worden ist, daf} das
Konzept im Prinzip funktioniert, werden wir bald liber andere
klinische Indikationen im Zusammenhang mit tumorasso-
ziierten komplexen Kohlenhydratantigenen berichten. Wei-
tere Untersuchungen zur Behandlung von Prostatakrebs- und
Brustkrebs-Patienten mit synthetischen Kohlenhydrat-Impf-
stoffen befinden sich in verschiedenen Entwicklungsstadien.

Experimentelles

Herstellung des Impfstoffs und klinische Protokolle:

Das Globo H/KLH-Konjugat wurde analog zum Sialyl-Tn-Cluster/KLH-
Konjugat hergestellt wie bereits beschrieben.['”! Patienten mit progressi-
vem Prostatakrebs, die mindestens drei oder mehr ansteigende Werte der
Konzentration des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) aufwiesen, wur-
den mit dem Globo-H-KLH-Impfstoff geimpft, der 30 ug Globo H und
100 pg QS-21 enthilt. Drei Injektionen wurden subkutan in einwdchigem
Abstand verabreicht. Zwei zusétzliche Injektionen wurden in der 7. und 19.
Woche gegeben. Peripheres Blut (20-30 mL) wurde unmittelbar vor jeder
Impfung und zwei Wochen nach der vierten und fiinften Impfung
entnommen. Die vor der Impfung sowie jeweils zwei Wochen nach der
dritten, vierten und fiinften Impfung gewonnenen Sera aller Patienten
wurden auf Antikorper gegen Globo-H-Ceramid, verkiirzte Globo-H-
Analoga, Tumorextrakte und die Globo-H-positive Zellinie MCF-7
getestet.

Serologische Analyse:

ELISA: ELISAs wurden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt.[® ' ELISA-
Platten wurden mit 0.1 ug Globo H pro Vertiefung beschichtet. Seriell
verdiinntes Patientenserum wurde in die beschichteten Vertiefungen
pipettiert, und der Antikorpertiter wurde als diejenige Konzentration
definiert, bei der die Absorption in der groften Verdiinnung um 0.1 oder
mehr Einheiten iiber der von normalem Patientenserum lag.

Immun-Diinnschichtchromatographie(ITLC): Synthetische Globo-H-Cer-
amide und neutrale Glycolipidextrakte aus Brust- und Prostatatumoren
wurden auf Kieselgel-beschichteten Glasplatten mit HPTLC aufgetrennt
und wie bereits beschrieben mit Patientensera oder mAB MBr1 detek-
tiert.> ) Die Patientensera wurden seriell mit PBS-Losung verdiinnt
(PBS = phosphate-buffered saline). Mit Meerrettich-Peroxidase konjugier-
te Antikorper gegen humanes IgG oder IgM (Biosource International,
Camarillo, CA) wurden in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt.

Inhibierungs-Assay: Entsprechend verdiinnte Antisera und mAbVK-9
(0.1 ygmL~!) wurden mit strukturverwandten oder unterschiedlichen
Kohlenhydrat-Antigenen in verschiedenen Konzentrationen gemischt.
Die Reaktionen wuden bei 4°C 15 h inkubiert und wie oben beschrieben
in ELISAs verwendet. Die relative Hemmung wurde als Absorptions-
differenz beim Vergleich zwischen Sera ohne und mit Inhibitorzusatz
angegeben.

ELISAs wurden auch mit Sera durchgefiihrt, die durch Vorinkubation mit
MCF-7- oder SK-MEL-28-Zellen blockiert wurden. 17 x 10° Zellen
wurden 1h mit Serum inkubiert und die Zellen durch Zentrifugieren
entfernt. Die ELISAs wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Durchfluzytometrie-Assay (FACS): FACS-Analysen der Globo-H-posi-

tiven Brustkrebs-Zellinie MCF-7 und der Globo-H-negativen Melanom-
Zellinie SK-Mel-28 wurden mit einem Becton-Dickinson FACS-Scan-

Gerit wie zuvor beschrieben durchgefiihrt.l® %1 Pro 2 x 10° Zellen wurden
20 pL der 1:20 verdiinnten Antisera oder einer mAb-MBrl-Lésung und
20 pL einer 1:30 verdiinnten Lsung von Fluorescein-Isothiocyanat(FITC)-
markierten Ziegen-Antikorpern gegen humanes IgM or IgG (Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, AL) verwendet.

Komplement-abhingige Cytotoxizitit (CDC): CDC wurde mit dem
Chrom-Freisetzungs-Assay bei einer Serumverdiinnung von 1:10 an
MCF-7-Zellen und humanem Komplement gemessen wie zuvor beschrie-
ben.l'") Alle Experimente wurden in drei Ansdtzen durchgefiihrt. Zur
Kontrolle wurden die Zellen nur mit Kulturmedium, Komplement, Anti-
serum oder mAbMBr1 inkubiert. Die spontane Freisetzung entsprach der
Menge an Chrom, die von Zellen freigesetzt wurde, die nur mit Komple-
ment inkubiert wurden. Die maximale Freisetzung entsprach der Menge an
ICr, die von Zellen freigesetzt wurde, die mit 1proz. Triton-100 lysiert
wurden. Das Ausmaf der Zell-Lyse wurden wie folgt berechnet: spezifi-
sche Freisetzung [% ] = (experimentelle Freisetzung — spontane Freiset-
zung)/(maximale Freisetzung — spontane Freisetzung) x 100.
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