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Abstract: Multivalente synthetische Vakzine wurden durch
Festphasensynthese von tumorassoziierten MUC1-Glycopep-
tidantigenen und deren Kupplung an ein Pam3Cys-Lipopeptid
durch Klick-Reaktion gewonnen. Diese Vakzine lçsen in
M�usen Immunreaktionen aus, ohne dass externe Adjuvantien
angewendet werden. Die vier MUC1-Sialyl-TN-Antigene ent-
haltende Vakzine zeigte einen signifikanten Cluster-Effekt. Sie
induzierte in M�usen vorwiegend IgG2a-Antikçrper, die an
MCF-7-Brusttumorzellen binden und diese Tumorzellen
durch Aktivierung des Complement-abh�ngigen Cytotoxizi-
t�tskomplexes (CDC) abtçten.

Die Wahl gen�gend tumorselektiver Antigene ist eine
Voraussetzung f�r die Entwicklung wirksamer Antitumor-
vakzine.[1] Dabei gelten tumorassoziierte Membranglycopro-
teine als besonders wichtige Antigene f�r solche Vakzinent-
wicklungen.[2] Ein Hauptproblem, das diesen Entwicklungen
entgegensteht, liegt in der ungen�genden Immunogenit�t der
endogenen Antigene. Die chemische Synthese ist heute in der
Lage, komplexe Glycopeptidantigene mit spezifischen Gly-
cosylierungsmustern herzustellen,[3] und kann diese auch mit
Immunstimulanzien verkn�pfen, was f�r eine starke und
gegen die Antigene gerichtete Immunantwort nçtig ist.[4] In
der Regel werden Antigene wie Glycopeptide kovalent mit
Tr�gerproteinen verkn�pft, um die Immunreaktionen zu
verst�rken.[5] Alternativ kann das bakterielle Lipopeptid
Pam3-Cys-Ser-Lys4 (Pam3CSK4), ein Ligand des Toll-like-
Rezeptors 2 (TLR2),[6] mit den Glycopeptiden verkn�pft
werden, um die Immunreaktion zu erhçhen.[7] K�rzlich
wurden ein Glycopeptidantigen, ein T-Zellepitop und das
Lipopeptid Pam3CSK4 kovalent zu einer vollsynthetischen
Drei-Komponenten-Vakzine verbunden.[8] In fr�heren Stu-

dien haben wir wirksame Antitumorvakzine durch Konjuga-
tion von MUC1-Glycopeptiden mit den Tr�gerproteinen
Rinderserumalbumin (BSA)[9] und insbesondere mit Tetanus-
Toxoid gewonnen.[10] Um starke Immunreaktionen gegen
Antigene des Tr�gerproteins zu vermeiden, wurden die
MUC1-Glycopeptide auch mit T-Zellepitop-Peptiden[11]

sowie mit dem Lipopeptid Pam3CSK4 zu vollsynthetischen
Zwei- und Drei-Komponenten-Vakzinen kombiniert.[12] In-
zwischen wurden auch multivalente MUC1-Glycopeptid-
Vakzine durch selbstorganisierende Strukturen oder durch
Pr�sentation auf Polymeren hergestellt.[13]

Um Glycopeptidantigene und Immunadjuvantien in einer
unimolekularen Struktur zu kombinieren, haben wir nun
multivalente Antitumor-Glycopeptidvakzine synthetisiert, in
denen der TLR2-Lipopeptidligand Pam3CSK4 mit bis zu vier
MUC1-Tandem-Repeat-Glycopeptideantigenen kombiniert
ist, die Tn oder Sialyl-Tn (STn) als tumorassoziierte Koh-
lenhydrateantigene (TACAs) tragen. Nach der „Multiple
Antigen Peptide“(MAP)-Strategie[14] gelang deren Synthese
durch Kupplung der MUC1-Glycopeptide an ein verzweigtes
Oligolysin durch CuI-unterst�tzte Klick-Reaktionen.[15] Der
mehrfach verzweigte Lysinkern wurde seinerseits am intakten
TLR2-Ligand-Lipopeptid Pam3CSK4 verankert (Abbil-
dung 1).[16]

Das Lipopeptid Pam3CysSer-(Lys)4-OH wurde wie be-
schrieben synthetisiert.[7c,16] Um die Pam3CSK4-Struktur[17]

w�hrend der Konjugation mit den Glycopeptiden intakt zu
erhalten, wurde ein zus�tzliches Lysin am C-Terminus des
Lipopeptids eingef�hrt, das �ber die e-Aminogruppe mit dem
verzweigten Oligolysin gekuppelt wurde. An die terminalen
Aminogruppen des Lysinkerns wurden alkinterminierte Oli-
goethylenglycol-Spacer gebunden. Parallel dazu wurden die
Glycopeptidantigene 1, mit zwei Tn-Antigenen an T9 und
S15, und 2, mit STn an S15 der MUC1-Tandem-Repeat-Se-
quenz HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA, an der Festphase wie
beschrieben synthetisiert[7c,9a, 10a] und mit azidofunktionali-
sierter Spacer-Carbons�ure[16, 18] acyliert. Die Glycopeptide
wurden mit Trifluoressigs�ure/Triisopropylsilan/Wasser vom

Abbildung 1. Struktur einer Vakzine, in der das TLR2-Ligand-Lipopeptid
mit tetravalenten MUC1-Glycopeptiden konjugiert ist.
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Harz abgelçst. Schließlich wurden die Kohlenhydrat-Schutz-
gruppen entfernt (Schema 1). Es ist nçtig, den Sialins�ure-
benzylester vom Glycopeptid 2 im Zuge der O-Desacetylie-
rung mit w�ssrigem NaOH bei pH 11.4 zu hydrolysieren.[10a]

Nach Reinigung durch HPLC wurden diese Glycopeptide mit
den mono-, di- und tetraalkinfunktionalisierten Lipopeptiden
(3, 4 bzw. 5) durch Klick-Chemie[15] zu den mono-, di- und
tetravalenten Glycopeptid-Lipopeptid-Vakzinen Mono-1,
Mono-2, Di-1, Di-2, Tetra-1[16] und Tetra-2 konjugiert. Die
immunologische Untersuchung der das Glycopeptid 2 ent-
haltenden Vakzine (Mono-2, Di-2 und Tetra-2) schien uns
besonders interessant, weil das entsprechende BSA-Konjugat
BSA-2 in fr�heren Studien[9a] Antikçrper mit nur geringer
Affinit�t zu Tumorzellen induziert hatte. Zus�tzlich wurde
die Drei-Komponenten-Vakzine 6, die Pam3CSK4, das T-
Zellepitop-Peptid P2 QYKANSKFIGITE aus Tetanus-
Toxoid und das MUC1-STn-Glycopeptid 2 enth�lt, durch
Thioetherligation[12b] hergestellt, um deren immunologische
Effekte mit denen der Vakzine Mono-2, Di-2 und Tetra-2
vergleichen zu kçnnen.

Zur Auswertung der von den synthetischen Vakzinen in-
duzierten Immunantworten wurden je vier Balb/c-M�use mit
jeweils 10 mg der Vakzine Mono-2, Di-2, Tetra-2 und 6 in
Phosphatpufferlçsung (PBS) durch intraperitoneale Injektion
ohne Einsatz eines externen Adjuvans immunisiert. Nach-
impfungen erfolgten nach 2, 4, 6 und 8 Wochen. Eine Woche
nach der f�nften Impfung wurde Blut aus der Schwanzvene
der M�use entnommen. Die Seren jeder Gruppe von M�usen
wurden gemischt und durch Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) auf die induzierten Antikçrper hin analysiert.

Die durch Vakzine Di-2 induzierten Antiseren zeigten die
hçchsten Titer gegen das BSA-Konjugat von Glycopeptid 2
(Schema 1), w�hrend niedrigere Titer f�r die Antiseren gegen
Tetra-2 und die Drei-Komponenten-Vakzine 6 (siehe Hin-
tergrundinformationen) gemessen wurden. Allerdings waren
alle Titer niedriger als jene, die durch die entsprechende
BSA-konjugierte Vakzine ausgelçst worden waren.[9a] Um
auszuschließen, dass die gegen die tumorassoziierten Anti-
gene gerichtete Immunantwort durch eine gegen die Triazol-
Linkerstrukturen gerichtete �berschrieben wird,[19] wurde die
Immunreaktion gegen die Linker durch ELISA auf Platten
ermittelt, die mit Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)me-
thyl]amin (TBTA; Schema 1) beschichtet waren, das drei
Triazolreste enth�lt und gen�gend unlçslich in Wasser ist.[20]

Es konnte keinerlei Bindung der Antiseren an die Triazol-
reste beobachtet werden (siehe Hintergrundinformationen).

Die Bindung der Antiseren an Antigene auf Zellen der
menschlichen Brusttumorzell-Linie MCF-7 wurde durch
Durchflusscytometrie ermittelt. Die MCF-7-Zellen wurden
mit den verd�nnten Antiseren (1:50) inkubiert. Die an die
Zellen gebundenen Maus-Antikçrper wurden mit einem mit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugierten Kaninchen-
anti-Maus-IgG-Antikçrper nachgewiesen. Das Experiment
erbrachte �berraschend, dass die durch die Vakzine Tetra-2
induzierten Antiseren die st�rkste Bindung an die MCF-7-
Zellen eingingen (Abbildung 2), w�hrend die Antiseren, die
durch Mono-2 ebenso wie durch die Drei-Komponenten-
Vakzine 6 (siehe Hintergrundinformationen) und durch die
BSA-konjugierte Vakzine[9a] induziert wurden, nur schwach
an diese Zellen banden.

Schema 1. Struktur der vollsynthetischen mono-, di-und tetravalenten Glycopeptid-Lipopeptid-Vakzine. BSA = Rinderserumalbumin, Fmoc= Fluore-
nylmethoxycarbonyl, SPPS= Festphasen-Peptidsynthese.
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Die Antikçrper, die an die MCF-7-Tumorzellen gebunden
sind, sollten das Abtçten der markierten Tumorzellen durch
Aktivierung des „Complement Dependent Cytotoxicity“-
(CDC)-Komplexes einleiten. Es gibt drei Wege der CDC-
Aktivierung: den klassischen, den Lectin-artigen und den
alternativen Weg.[21] Da der Lectin-artige Mechanismus
Kohlenhydrat erkennende Rezeptoren (Mannose-bindendes
Lectin oder Ficoline[22]) erfordert, d�rfte die Initiierung im
Falle der durch MUC1-Glycopeptidvakzine induzierten An-
tiseren �ber den klassischen oder den alternativen Mecha-
nismus ablaufen. Auf beiden Wegen wird schließlich der
Membrane Attacking Complex (MAC) gebildet, der Poren in
die Membran schl�gt, was zur Lyse der Zellen f�hrt.[23] Zur
Kl�rung des Mechanismus wurden MCF-7-Tumorzellen mit
den Antiseren inkubiert und auf die Titerplatten gebracht.
Nach Waschen mit PBS-Lçsung wird Kaninchenserum als
Complement-Quelle zugegeben. Die �berlebensrate der
Zellen wird durch den 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyltetrazoliumbromid(MTT)-Assay ermittelt. Parallel
dazu wird die Mortalit�tsrate durch den Lactatdehydroge-
nase(LDH)-Test gemessen. Wie in Abbildung 3 gezeigt, be-
wirken die durch Tetra-2 ausgelçsten Antiseren zu mehr als
90% Abtçtung der Zellen; sie initiieren eine viel st�rkere
Aktivierung des CDC als die durch die Drei-Komponenten-
Vakzine 6 induzierten Antiseren. Auch im Vergleich zu den
analogen Vakzinen Mono-2 und Di-2 induzierte Tetra-2 An-
tiseren, die st�rkere Cytotoxizit�t gegen MCF-7-Tumorzellen
auslçsen, was zudem durch die Resultate des LDH-Assays
(Abbildung 3b) best�tigt wird.

Die CDC-Aktivierungswege wurden durch Hemmtests
mit Ethylendiamintetraessigs�ure (EDTA) und Ethylengly-
colbis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigs�ure (EGTA)
differenziert. EDTA komplexiert Mg2+- und Ca2+-Kationen
und inhibiert folglich sowohl den klassischen als auch alter-
nativen Weg,[24] w�hrend EGTA selektiv Ca2+ komplexiert
und nur den klassischen Pfad blockiert. Wie Abbildung 3b
zeigt, verursacht das Versetzen des Kulturmediums mit 10 mm

EDTA eine fast vçllige Inhibierung der CDC. Dagegen
hemmen 10 mm EGTA die CDC nicht. Dies l�sst darauf
schließen, dass der alternative Weg der CDC-Aktivierung
dominiert.

Die durch Tetra-2 induzierten Antiseren erkennen die
Tumorzellen am besten (Abbildung 2) und initiierten das
st�rkste Abtçten dieser Zellen durch CDC (Abbildung 3).
Dies war �berraschend, weil die Titer der durch Tetra-2 in-
duzierten Antiseren relativ moderat waren. Um diesen un-
erwarteten Befund zu verstehen, wurden die durch die Vak-
zine induzierten Isotypen der Antikçrper durch ELISA-Tests
analysiert. Wie Abbildung 4 zeigt, �berwogen in den durch
Tetra-2 induzierten Antiseren die IgG2a-Antikçrper. Das
Verh�ltnis IgG2a/IgG1 lag �ber 2.0 (Verd�nnung 1:800). In
den von Mono-2 und Di-2 induzierten Antiseren waren die
Anteile von IgG1 und IgG2a fast gleich. Die tetravalente
Glycopeptid-Lipopeptid-Vakzine induziert also �berwiegend
IgG2a-Antikçrper, die offenbar die ausgepr�gte zellabtçten-
de Wirkung verursachen. Dies kann auf den verst�rkten
Cluster-Effekt zur�ckzuf�hren sein. Zur �berpr�fung dieser
Annahme wurden auch die Antikçrperisotypen der durch
Mono-/Di-/Tetra-1 induzierten Antigene ermittelt. Wiederum
zeigte sich, dass IgG2a-Antikçrper in jenen Antiseren �ber-
wogen, die durch die Cluster-artigen Vakzine Di-1 und Tetra-
1 induziert wurden (Hintergrundinformationen und Abbil-
dung 4e).

Der Wechsel des Antikçrperisotypspektrums und sein
Einfluss auf die Cytotoxizit�t gegen�ber Tumorzellen ist hier

Abbildung 2. FACS-Analyse der Bindung von Antiseren, die durch die
Vakzine Mono-/Di-/Tetra-2 induziert wurden, an MCF-7-Tumorzellen.

Abbildung 3. Zell�berlebensraten- und Cytotoxizit�tsassays. a) MTT-
Assay der Zell�berlebensrate nach Complement-Einwirkung. b) LDH-
Assay der von Complement bewirkten Cytotoxizit�t. RC: Rabbit-Com-
plement. RC-inaktiv: Rabbit-Complement, inaktiviert durch 30 min Be-
handlung bei 65 8C. EDTA und EGTA fungierten als Inhibitoren der
Complement-abh�ngigen Cytotoxizit�t. Die Daten sind der Mittelwert
von f�nf Experimenten. Students t-Test, P<0.01.
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zum ersten Mal f�r synthetische Vakzine gefunden worden,
die unterschiedliche Zahlen von identischen STn-Glycopep-
tid-Antigenen, gebunden an ein TLR2-Ligand-Lipopeptid
Pam3CSK4, tragen. Mit einer Ausnahme[25] sind dies �brigens
die ersten multivalenten MUC1-Glycopeptide mit dem STn-
Antigen. Ihre immunologische Auswertung gelang ohne An-
wendung externer Adjuvantien w�hrend der Impfungen.

Den ELISA-Tests zufolge erkennen die induzierten An-
tikçrper nicht die in den synthetischen Vakzinen vorhande-
nen Triazolstrukturen, denn sie binden nicht an TBTA, das
drei Triazole enth�lt, d.h., die Immunogenit�t der Glyco-
peptide wurde nicht von jener der Linker-Strukturen �ber-
schrieben. Die Vakzine Mono-2, Di-2 und Tetra-2 offenbarten
nach der ELISA-Analyse allerdings keinen klaren Cluster-
Effekt. Die divalente Vakzine Di-2 lçste die st�rkste Im-
munantwort aus, w�hrend die tetravalente Vakzine Tetra-2
den niedrigsten Titer gegen das Antigen bewirkte, der sogar
niedriger war, als der von der Drei-Komponenten-Vakzine 6
ausgelçste. Allerdings induzierte Tetra-2 das Antiserum, das
am st�rksten an die MCF-7-Tumorzellen band (Abbildung 2).
Die Affinit�t zu den MCF-7-Tumorzellen nimmt mit stei-
gender Valenz der Glycopeptidvakzine zu. Dieses Resultat
steht im Gegensatz zu fr�heren Beobachtungen bei durch
BSA-Konjugat-Vakzine induzierten Antikçrpern,[9a] die das
gleiche MUC1-Glycopeptidantigen trugen. Dar�ber hinaus
verursachten die an die Tumorzellen gebundenen Antikçrper
sehr starke Zellcytotoxizit�t, indem sie das Abtçten der er-
kannten Tumorzellen durch Aktivierung der CDC, haupt-
s�chlich �ber den alternativen Mechanismus, initiierten
(Abbildung 3). Die Analyse der Antikçrperisotypen ergab,
dass von Mono-2 �ber Di-2 zu Tetra-2 der vorherrschende
Antikçrperisotyp von IgG1 zu IgG2a wechselte, gezeigt im
IgG2a/IgG1-Verh�ltnis (Abbildung 4). Obwohl die tetrava-

lente Vakzine Tetra-2 Immunantworten mit rela-
tiv niedrigen Titern hervorrief, bewirkte ihr
Cluster-Effekt einen deutlichen Anstieg des Iso-
typverh�ltnisses IgG2a/IgG1. Ein �hnlicher Trend
wurde f�r Mono-1, Di-1 und Tetra-1 gefunden.
Die Bildung von IgG1-Antikçrpern ist normaler-
wiese verbunden mit einer Th2-Antwort, w�hrend
hohe IgG2a-Titer vermutlich eine Th1-Antwort
widerspiegeln,[26] weshalb das IgG2a/IgG1-Ver-
h�ltnis die relativen Beitr�ge der Th1/Th2-Zweige
der Immunantwort reflektieren d�rfte.[27] Der
Cluster-Effekt dieser Glycopeptidvakzine wirkt
sich demnach in einem erhçhten Beitrag der �ber
den Th1-Weg gesteuerten Immunreaktion und so
durch einen hohen Spiegel an IgG2a-Antikçrpern
aus, die die Bindung an die Tumorzellen und den
erhçhten cytotoxischen Effekt bewirken.

Insgesamt induziert die tetravalente MUC1-
Glycopeptid-Lipopeptid-Vakzine Tetra-2 gen�-
gend hohe Immunreaktionen und Antiseren, die
an die Tumorzellen binden und dar�ber hinaus
eine effiziente, von CDC bewirkte Abtçtung der
Tumorzellen initiieren. Die Bindung ebenso wie
die Cytotoxizit�t wurden durch die zunehmende
Zahl an STn tragendem Glycopeptid erhçht. Die
durch Tetra-2 induzierten Antiseren zeigten st�r-

kere Bindung und Cytotoxizit�t als die durch die entspre-
chenden BSA-Konjugate oder die Drei-Komponenten-Vak-
zine induzierten. Außerdem wurde gekl�rt, dass die CDC
�ber den alternativen Mechanismus aktiviert wurde. Diese
Befunde sollten besonders wichtig f�r therapeutische Ziel-
setzungen sein.
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