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Peptid-Varianten des Tumormarkers MUCl und ihre Verwendung
Beschreibung

Die Erfindung betrifft Peptid-Varianten des Tumormarkers MUCL
und ihre Verwendung in antigenen und immunogenen Mitteln. Sie
betrifft konkret ©Peptide der MUCl-Wiederholungseinheit
innerhalb der VNTR (variable number of tandem repeats)-

Doméne.

Epitheliale Mucine sind Glykoproteine mwit repetitiven
Aminosiuresequenzen und einem hohen Kohlenhydratanteil, die
teils membrangebunden sind, teils sezerniert werden und auf
vielen Drlsenepithelien vorkommen. Das am besten bekannte
epitheliale Mucin ist das membrangebundene MUC1l, auch als
PEM, PUM, EMA, MAM-6, PAS-O oder Episialin beschrieben (Finn,
0., et al., Immunol.Reviews 145:61, 1995).

Das MUC1 ist an sich kein tumorspezifisches Molekiil; seine
Eignung als Tumorantigen beruht darauf, daf3 sein

Kohlenhydratanteil bei Tumoren gqualitativ und quantitativ

verdndert ist (Burchell,J., und Taylor-Papadimitriou,dJ.,
Epith.Cell Biol. 2:155, 1993). Dabei treten neue Epitope auf,
die vom Immunsystem (humorale und zellulare Abwehr)

wahrgenommen werden.

Der extrazelluldre Teil von MUC1l besteht aus einer variablen
Anzahl sich wiederholender Einheiten aus 20 Aminosauren, den
sogenannten "Tandem-Repeats". Diese MUCl-Wiederholungseinheit
der VNRT (variable number of tandem repeats)-Domane wurde von
Gendler, S. et al., 1990, J. Bicl. Chem. 265, 15286-15293 auf
der DNA-Basis als Icosapeptid mit der Sequenz
PAPGSTAPPAHGVTSAPDTR (PAP20) beschrieben und unter den AC-

Nummern J03651, J05288 und J05581 bei der GenBank™/EMBL
registriert (siehe auch die unter den Genbank-Eintragungen
angegebenen Literaturstellen). Diese Sequenz wird beim
Menschen als streng konserviert angesehen, da bisher keine

Strukturvarianten gefunden wurden.
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Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, Peptid-Varianten zu
suchen, die zur Generierung spezifischer Immundiagnostika
geeighet sind.

Uberraschend ergaben sich neue Strukturerkenntnisse aus
Sequenzierungsanalysen auf Protein- und DNA-Ebene, die fur
sezerniertes MUCl normaler Brustdrisenzellen (Milch) und

verschiedener Karzinomzellen gewonnen wurden.

Die Erfindung beruht auf dem Befund, daRf das aus Milch
isolierte MUCl keine Varianten der bekannten PAP20-Sequenz
aufweigt, wahrend menschliche Karzinomzellen einen hohen

Anteil alternativer Sequenzen dexr VNTR-Peptide zeigen.

Erfindungsgemaf? wurden in den Sequenzen des PAP20-Peptids 3
Aminosaureaustausche festgestellt:

Pro9 — Ala, Aspl8 — Glu, Thrl9 — Ser,

die durch Massenspektrometrie und quantitativen Edman-Abbau
identifiziert wurden (siehe Ausfihrungsbeispiel).

Gegenstand der Erfindung sind somit Peptid-Varianten des MUC1
innerhalb der VNTR (variable number of tandem repeats)-
Domane umfassend 20 Aminosduren, die an der Position 9

und/oder 18 und/oder 19 von der bekannten VNTR-Peptidsequenz
abweichen.

Bevorzugt sind es die Peptide mit der SEQ ID No. 1:
PAPGSTAPAAHGVTSAPDTR (PAP20-A4),

mit der SEQ ID No. 2:

PAPGSTAPPAHGVTSAPESR (PAP20-ES),

und mit der SEQ ID No. 3:

PAPGSTAPAAHGVTSAPESR (PAP20-AES)

Die Pro — Ala Substitution hat starken Einflu auf die
Sekundarstruktur des Peptids, da Prolinreste wesentlich an
der Ausbildung einer 1linksgewundenen Poly-L-Prolin II-Helix

beteiligt sind. Durch die mit Pro — Ala Substitution in
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Position 9 gegebenen strukturellen Anderungen ergeben sich
Einfliisse auf die Antigenit&t des VNTR-Peptids. Dies gilt in
verstarktem Maffe flir das PDTR-Motiv  innerhalb der
Wiederholungseinheit, das als intern stabilisiertes
Strukturelement mit den Charakteristika einer ‘Ausstilpung’
den immundominanten Target des VNTR-Peptids darstellt. Der
(konservative) Austausch zweier Aminosduren des Motivs
(Aspl8-Thrl9 gegen Glul8-Serl9) DbeeinfluRt aufgrund der
verdnderten Kettenldngen der Aminosdurereste sowohl die
Antigenitat als auch die Immunogenetét'des Peptids. Da die
spezifischen Aminosdureaustausche innerhalb der VNTR-Domane
bislang nur auf Tumor-MUCl1 gefunden wurden, besitzen die
veranderten Peptidepitope ein hohes immundiagnostisches und

tumortherapeutisches Potential.

Die Peptide konnen nach bekannten Verfahren durch Festphasen-

Synthese oder gentechnisch hergestellt werden.

Eine Verwendung der erfindungsgemdfen Peptide besteht in
immunogenen Mitteln, im Sinne von spezifischen
Immundiagnostika oder in entsprechenden Tumorvakzinen. Diese

enthalten mindestens eines der erfindungsgemdfen Peptide.

Die effektivste adjuvante Immuntherapie ist die Vakzinierung.
Zwel Voraussetzungen sind hierflir erforderlich: erstens, daf3
ein geeignetes Zielantigen (Epitop) auf den Tumorzellen
vorhanden ist, und zweitens, daff es gelingt, eine mbéglichst
stark immunogene, vorzugsweise synthetische Form einer

Vakzine herzustellen.

Es werden erfindungsgemaf Tumorvakzine auf der Grundlage der
Molekllstruktur des menschlichen epithelialen Mucins MUCL
bereitgestellt, die vorzugsweise zur Bekampfung der nach
chirurgischer Behandlung oder nach einer anderen primaren
Therapie noch im Kd&rper verbliebenen Tumorzellen (‘minimal
residual disease’) dienen und die die vom MUCl1l abgeleiteten
Peptid-Varianten der MUCl-VNTR-Domdne, vorzugsweise Peptid
SEQ ID No. 1, 2 und/oder 3 enthalten.
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Eine solche Tumorvakzine kann zur Bekdmpfung von Tumorzellen
vorzugsweise aus  Mamma-, colorectalen oder Pankreas-
karzinomen im Sinne einer aktiven spezifischen Immunisierung

eingesetzt werden.

Weiterhin betrifft die Erfindung analytische Verfahren zur
Bestimmung der Identitat und Inzidenz von DNA-Mutationen, die

den oben spezifizierten Peptidvarianten zugrundeliegen.

Durch Entwicklung eines Testkits auf der Basis dieser DNA-
Mutationen lassen sich prognostische Parameter flir die
Tumordiagnostik erstellen. Das Testprinzip stellt ein PCR-
ELISA (= polymerase chain reaction - enzyme immunoassay) auf

der Grundlage amplifizierter VNTR-Domanen aus genomischer DNA
dar.

Dieser Nachweis dient erfindungsgemd® als Grundlage flr
Therapieverfahren.

Ausfihrungsbeispiel

Am Beispiel der menschlichen Brustkarzinomzellinie T47D soll
erlautert werden, welche Evidenz far das Vorliegen

alternativer Sequenzen des VNTR-Peptids erbracht werden
konnte.

Die sezernierte Glykoform des MUC1 wurde aus
Kulturiberstanden der Zellinie durch Affinitats-
Chromatographie auf immobilisiertem Anti-MUCl-Antikdrper (BC-
3) gereinigt. Nach partieller enzymatischer Deglykosylierung
(a-Sialidase, [-Galactosidase) wurde die VNTR-Dom&ne des
Mucins durch die Arg-C spezifische Endoproteinase Clostripain
in Icosapeptide (PAP20) fragmentiert. Die durch rpHPLC
gereinigten Glykopeptide wurden massenspektrometrisch (QTOF-
ESI-Massenspektrometrie) und durch quantitativen Edman-Abbau

sequenziert. Die kombinierten Mefsdaten lassen sich
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zweifelsfrei in der Weilse interpretieren, daf

(1) alle funf Positionen des VNTR-Peptids glykolysiert

vorliegen, und

(2) neben der Dbekannten PAP20-Sequenz drei alternative

Icosapeptide mit einer Gesamtinzidenz von >50% existieren.

Wahrend der mnicht-konservative Pro9 - Ala Austausch auch
unabhadngig auftritt und insgesamt in etwa 30% der VNTR-
Peptide vorliegt, erfolgen der Aspl8 — Glu und der Thrl9 —
Ser Austausch konzertiert in etwa 50% der VNTR-Peptide. Eine
vergleichbar hohe Inzidenz dieser Aminosaure-Austausche wurde
auf DNA-Ebene far eine Reihe anderer menschlicher
Karzinomzellen gefunden. Neben dem bekannten Polymorphismus
des MUC1 hinsichtlich der Zahl der Wiederholungseinheiten
deutet sich damit ein weiterer genetischer Polymorphismus auf

der Ebene der Peptidsequenzen an.
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Patentanspriiche

1. Peptid-Varianten des MUCl1l innerhalb der VNTR (variable
number of tandem repeats)-Domadne umfassend 20 Aminosauren,
die an der Position 9 und/oder 18 und/oder 19 der PAP20-
Sequenz von der bekannten VNTR (variable number of tandem

repeats) -Domédne abweichen.

2. Peptid-Varianten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dafd sie die SEQ ID Nr. 1 PAPGSTAPAAHGVTSAPDTR (PAP20-3A)
aufweist.

3. Peptid-Varianten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
da® sie die SEQ ID Nr. 2 PAPGSTAPPAHGVTSAPESR (PAP20-ES)
aufweist.

4. Peptid-Varianten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daf? sie die SEQ ID Nr. 3 PAPGSTAPAAHGVTSAPESR (PAP20-AES)
aufweist.

5. Immunogenes Mittel, dadurch gekennzeichnet, dafs es

mindestens ein Peptid gemdfR der Anspriche 1 bis 4 enthdlt.

6. Antigenes Mittel, dadurch gekennzeichnet, daf es

mindestens ein Peptid gemdfd der Anspriche 1 bis 4 enthalt.

7. Testkit 2zum Nachweis der Identité&t und Inzidenz von DNA-
Mutationen innerhalb der VNTR-Dom&ne des MUCl1l enthaltend
mindestens einen DNA-Primer, dessen Sequenz einem der

Peptide gem&fy Anspruch 1 bis 4 entspricht.

8. Verwendung der Peptide gemaR® Anspruch 1 bis 4 zur
Herstellung cancerostatischer Mittel, insbesondere zur
Generierung einer effektiven Vakzine im tumor-

therapeutischen Kontext.
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