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Ein modulares System zur Synthese der
hiaufigsten N-Glycane**

Carlo Unverzagt*

In Glycoproteinen variieren die an Asparagin gebundenen
Oligosaccharide (N-Glycane) im Verzweigungsgrad, in den ter-
minalen Zuckern und in der Art der Substitution am Core-
Pentasaccharid.!" Eine divergente Kombination der mdglichen
Verkniipfungen fithrt zu Tausenden von verwandten Oligo-
sacchariden. Dieses Phiinomen wird als Mikroheterogenitit !
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bezeichnet. Glycoproteine kénnen somit als natiirliche Verbin-
dungsbibliotheken angesehen werden, deren Elemente sehr dhn-
lich sind, aber in den Detailstrukturen grofe Diversitit aufwei-
sen. Komplexe N-Glycane werden nach der Zahl der ,,Anten-
nen‘ unterschieden, die zwei bis fiinf betragen kann, sowie
durch charakteristische Substitutionen an der Core-Struktur

(Schema 1). Im Falle des pharmazeutisch wichtigen Glycopro-

€ TG e
< € <€ 5.
€ TC < B
€ TC < %
e TE 6

GlcNAc GlcNAc GicNAcGIcNAcGIcNAc
B-1.4 p-1.2 g-1.2 p14 P16
| Gienac |
Man P14 Man
a-1,3 ~ 1 ‘lf'1.6
an

t

f-1,4
1
GlcNAc
B-1,4
1
B-GlcNAC == a-1,6 Fuc

Schema 1. Bei komplexen N-Glycanen fiihrt die Kombination von finf unter-
schiedlichen Verzweigungsgraden (erste Zeile) mit einer Core-Substitution durch
einen ,,bisecting* GlcNAc-Rest (zweite Zeile) oder mit einer Core-Fucosylierung
(dritte Zeile) sowie mit beiden Modifikationen (vierte Zeile) zu zwanzig unterschied-
lichen Grundgeriisten. Sieben Verbindungen dieser Stoffklasse (grau unterlegt) wur-
den durch ein flexibies System aus Oligosaccharidbausteinen bereits synthetisiert.

teinhormons Erythropoietin wurde festgestellt, da3 die biologi-
sche Wirksamkeit!® der Glycoform mit tetraantennédren N-Gly-
canen in vivo deutlich héher 1st als mit biantenniren.

Die Synthese!*! von biantenniren sialylierten N-Glycanen!™
gelang bisher nur in wenigen Fillen. Von komplexen tri- und
tetraantenndren N-Glycanen wurden Teilstrukturen syntheti-
siert.!®! Die vollstindigen, multiantennidren Verbindungen sind
nur durch eine aufwendige Isolierung!™ aus natiirlichem Mate-
rial oder durch Semisynthese!®!in geringen Mengen zuginglich.
Die biochemische Synthese von N-Glycanen verlduft schritt-
weise unter Beteiligung von Glycosyl-Transferasen, allerdings
sind nur wenige der fiir die Verzweigungen zustdndigen N-Ace-
tylglucosaminyl-Transferasen®® kloniert und exprimiert wor-
den. Mit einem modularen Synthesekonzept (Schema 2) ist es
uns nun gelungen, auch tri-und tetraantennire N-Glycane zu
erhalten.

Zum chemischen Aufbau biantennirer N-Glycan-Grundkor-
per wurde ein neues Konzept entwickelt.[”? Ausgehend von dem
Core-Trisaccharid A (Schema 2) konnten die Positionen 3 und 6
des zentralen f-Mannosylrests mit dem Donor B regio- und
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stereoselektiv glycosyliert werden.!*! Durch eine nachfolgende
enzymatische Synthese wurden sialylierte biantennire N-Glyca-
ne aufgebaut.’?! Nach diesem Konzept der doppelten regio-
selektiven Glycosylierung von A gelang nun auch die Synthese
der tri- und tetraantenndren N-Glycane 2, 5 und 6, die die am
haufigsten auftretenden Verzweigungsmuster komplexer N-
Glycane aufweisen (siche Schema 3,4). Dazu wurden die Trisac-
charidbausteine C und D synthetisiert (Schema 2), die mit A
und B ein modulares System bilden. So kénnen wertvolle Inter-
mediate vielseitig eingesetzt werden, um zu den verschiedenen
N-Glycan-Basisstrukturen zu gelangen. Entscheidend fiir den
Erfolg dieses Konzepts ist das optimierte Schutzgruppenmuster
der Bausteine und eine hohe Reaktivitdt an den Verkniipfungs-
stellen durch die 1,2-Diolstruktur der Acceptoren.

Die in der Synthese von CI*®1und DU3! benétigten Allyl- und
Benzylschutzgruppen wurden durch Acetatreste ersetzt, da Ben-
zylgruppen im Mannosylteil des Donors zu f-konfigurierten
Nebenprodukten bei der Glycosylierung fithren kénnen.!®?! Da-
mit haben die drei als a-Imidate!!* vorliegenden Donoren B—D
eine einheitliche Schutzgruppenbelegung, die eine leichte Ent-
schiitzung dieser Molekiilteile erwarten 1aft.

Bei der Synthese von biantenniren N-Glycanen aus dem
Core-Trisaccharid A und dem Donor B wurde das Pentasaccha-
rid 1 als Intermediat erhalten®®? (Schema 3). Dieses wurde mit
B zum Heptasaccharid in 73% Ausbeute verldngert. Fiir diese
selektive Reaktion an der primidren OH-Funktion wurden Ver-
diinnungsbedingungen verwendet, da ansonsten eine Uberreak-
tion stattfand. Zur Uberpriifung der Glycosylierungseigen-
schaften des verzweigten und damit sterisch anspruchsvolleren
Trisaccharidimidats D wurde zunéchst dessen Verkniipfung mit
dem Pentasaccharid 1 untersucht. Unter Verdiinnungsbedin-
gungen ergab die Aktivierung des Imidats D mit dem Bortrifluo-
rid-Diethylether-Komplex das triantennire Octasaccharid 2!!®

Angew. Chem. 1997, 109, Nr. 18

© WILEY-VCH Veriag GmbH, D-69451 Weinheim, 1997

B + A
AcO AcO—_.O l OH
ACO Q. A=RAR OBzl
heo NPhi <0 0‘3: e Q
t X
HO BzIO’ O
o e} g BzIO. Na
NPht
OBzI
AcO o 1
AcO
(l:\co 0.
NPht D BF4-OFEt,, CH,Clp -45°C (76 %)
AcO o
AcO Q AcQ=5 0
AcO AcO.
NPht
AcO Aco——\ %, o
AcO cO/' OBzl
AcO OAc NPht
NPht -O BzIO
BzIO

oBz|

Schema 3. Synthese von 1 und 2.

in 76 % Ausbeute (Tabelle 1). Dabei entstand selektiv das a-1,6-
verkniipfte Produkt, was aus der charakteristischen Tieffeldver-
schiebung des '*C-NMR-Signals von C-6* (60.4 — 66.3) und
der fiir a-Mannoside typischen C-1,H-1-Kopplungskonstan-
te"7 von 176.2 Hz fiir C-1* hervorgeht.

Eine mdgliche sterische Hinderung bei der regioselektiven
Glycosylierung von OH-3* des Core-Trisaccharids A durch den
verzweigten Donor C trat nicht auf. Statt dessen gelang die
Verkniipfung zum Hexasaccharid 3 in einer unerwartet hohen
Ausbeute von 93% (Schema 4). Die neu gebildete «-1,3-Bin-
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Schema 4. Synthese von 4-6.
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dung 1dBt sich anhand der NMR-Daten belegen: Das '3C-
NMR-Signal von C-3* wird von é = 69.9 (A) auf 78.0 (3) ver-
schoben, und fiir C-1* betrdgt J._, ;,_, =172.7 Hz. Nach der
Acetylierung der freien Hydroxygruppe in 3 und der Debenzyli-
denierung mit p-Toluolsulfonsdurehydrat in Acetonitrif wurde
das Hexasacchariddiol 4 erhalten. Unter diese Bedingungen ge-
lang die saure Acetalspaltung unter Erhaltung der zahlreichen
Acetylgruppen. Die anschlieBende Verldngerung des Acceptors
4 mit dem linearen Donor B lieferte das triantenndre Octasac-
charid § in 70 % Ausbeute (Tabelle 1). Die Gegenwart des ver-
zweigten Mannosids im 1,3-Arm von 4 beeintrdchtigte die Re-
aktion an der primiren OH-Funktion nicht.

Auch die sterisch anspruchsvollste Glycosylierung des Hexa-
saccharidacceptors 4 gelang mit dem Trisaccharidbaustein D
regio- und stereoselektiv (Schema 4). Man erhielt das Nonasac-
charid 6, eine Teilstruktur von tetraantenndren N-Glycanen, in
78 % Ausbeute (Tabelle 1). Bei dhnlichen Reaktionen mit ver-
zweigten Donoren wurden von mehreren Autoren erhebliche
Schwierigkeiten!*® bei der Kniipfung der glycosidischen Bin-
dung beobachtet.

Uberraschenderweise zeigt ein Vergleich der Ausbeuten der
Glycosylierung mit dem linearen Disacchariddonor B einerseits
und den verzweigten Donoren C und D andererseits, dal3 die
beiden Trisaccharidimidate unter identischen Bedingungen so-
gar hohere Ausbeuten als das Disaccharid B liefern. Wahr-
scheinlich liegen die Reaktivitdten der Trisaccharide C und D
unter der von B, so dal wegen der verlangsamten Umlagerung
zum Trichloracetamid ™! hohere Ausbeuten resultieren. Dieser
Vorteil sollte sich allerdings nur dann in den Ausbeuten nieder-
schlagen, falls keine zusitzliche sterische Hinderung bei der
Glycosylierung auftritt. RiickschlieBend ist die Kombination
der Donoren C und D mit den komplexen Acceptoren, die zwei
benachbarte freie OH-Gruppen tragen, aus sterischer Sicht sehr
glinstig. Die geschiitzten Verbindungen 1-6 wurden durch Flash-
Chromatographie gereinigt und NMR-spektroskopisch durch
HMQC-, HMQC-COSY-, HMQC-DEPT-, HMQC-TOCSY-,
TOCSY- und NOESY-Experimente!2®! charakterisiert.

Die Spaltung der Phthalimidoreste in den synthetisierten N-
Glycane ist kritisch. Das Glycan 6 wurde durch eine dreistufige
Eintopfreaktion zum wasserloslichen Nonasaccharid 7 umge-
setzt (Schema 5), wobei die Verwendung von Ethylendiamin in

HO. 0.
NHAc 6

HO: \
HO' Q HO=—% vo,o 1. Ethylendiamin, n-BuOH (80°C, 16 h)
HO. to 2. AcyO/Pyridin
NHAc

3. Methyiamin/H,O

o © (96 %)
| OBzl
Ola NHAc °
HO" - BZIO O
o O o} BzIO. Na
NHAc
OBzl

7

Schema 5. Selektive Abspaltung der Schutzgruppen: Synthese von 7.

n-Butylalkohol!! und die folgende Acetylierungs-Desacetylie-
rungs-Sequenz sich bereits bei der Entschiitzung der biantenné-
ren Stammverbindung bewihrt haben.*® Durch Festphasenex-
traktion konnte das bis auf den Chitobiosylteil vollstindig
deblockierte Nonasaccharid 7 in hoher Ausbeute isoliert werden
(Tabelle 1). Die verbleibenden Schutzgruppen sind strategisch
wertvoll und ermdglichen den Aufbau von Glycokonjugaten
Uber einer N-glycosidische Bindung am anomeren Zentrum so-
wie eine Reinigung iiber Umkehrphasen-HPLC.[5¢]
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Tabelle 1. Physikalische und spektroskopische Daten von 2, 8, 6 und 7[16]. Fiir die
vollstindig charakterisierten Verbindungen 2 und 8 sind die NMR-Daten nur aus-
zugsweise aufgefithrt[a].

2:[a]3® = —13.3° (¢ = 0.5in Dichlormethan); C, 4sH,5¢NO4, (2976.81); FAB-MS
(NBA): M,,, =29749, M,, =2976 (M + H*); *C-NMR (125 MHz, [D]-
DMSO): § = 97.7 (C-1*a, J(C-1,H-1) =176.2 Hz im gekoppelten HMQC-Spek-
trum), 97.6 (C-17), 96.9 (C-13), 96.64 (C-1*«, J(C-1,H-1) =176.2 Hz), 96.62 (C-
12), 96.0 (C-1°), 95.9 (C-1%), 84.7 (C-1")

5: [o]2 = + 4.0° (¢ = 0.5 in Dichlormethan); C, ;o H, 5,NgOs0 (2976.81); FAB-MS
(NBA): M, =29749, M, =209.1 (M+Na'); '*C-NMR (125MHg,
[D,]DMSO): & =97.7 (C-1*x, J(C-1,H-1) =177.6 Hz), 97.1 (C-1*a, JC-1,H-
1) =177.6 Hz), 96.8 (C-12), 96.7 (C-1%), 96.4 (C-1%), 96.2 (C-15), 95.3 (C-17), 84.8
(c-1h

6: [«]33 = ~ 2.1° (¢ = 0.5 in Dichlormethan); C, ¢,H,,,NyOsy (3352.14); FAB-MS
(NBA): M, =3350.0, M, =33775 (M + Na*); ‘H-NMR (500 MHz,
[DIDMSO): § = 8.04—7.60 (m, 24H, Pht), 7.30-6.70 (m, 20H, Ar), 5.64(m, 1 H,
H-3%), 5.62(m. 1H, H-3"), 548-539 (m, 3H. H-17, H-3%, H-3"), 531 (d,
J(1,2) = 8.5 Hz, 1 H, H-1°), 5.29 (d, JJOH-4,4) = 52 Hz, 1 H, OH-4%), 5.25 (d,
J(1,2) = 9.5 Hz, 1H, H-1'), 5.18-5.12 (m, 2H, H-1%, H-1%), 5.04-4.97 (m, 3H,
H-23, H-4°, H-4"), 494 (d, J(1,2)=82Hz, 1H, H-1"), 4.8% (dd,
J(3.4) = J(4,5) = 9.5Hz, 1H, H-4%), 4.85-4.80 (m, 3H, H-47, H-3*, CH,0),
4.76-4.70 (m, 3H, H-1%, H-3%, H-4*), 4.50-4.42 (m, 3H, H-13, CH,0), 4.39 (d,
Juem =12.2 Hz, 1H, CH,0), 4.37-3.82 (m, 25H), 3.80~3.62 (m, 6H, H-2', H-27,
H-4%, H-5% H-5%, H-6b%"), 3.59 (m, 1 H, H-6a%), 3.57-3.50 (m, 2H, H-5!, H-57),
3.48-3.36 (m, 4H, H-6a!, H-6b2, H-6b*, H-6a*), 3.30-3.17 (m, 6H, H-33, H-43,
H-52, H-5%, H-6b', H-62%), 3.04—2.94 (m, 2 H, H-6b%, H-6b%),2.90 (m, 1 H, H-5%),
2.02, 2.015, 2.01, 2.0, 1.98, 1.96, 1.92, 1.78, 1.77, 1.76, 1.75, 1.74, 1.73, 1.68, 1.63
(15s, 51H, OAc); ‘*C-NMR (125 MHz, [D,]DMSO): & =170.1-167.2 (C=0),
138.3,138.1,138.0 (C-ipso, Ar), 135.1, 134.9, 134.6 (C-4/S, Pht), 130.9, 130.7, 130.6,
130.5 (C-1/2, Pht), 128.2-127.0 (C-Ar), 123.8, 123.7, 123.4 (C-3/6, Pht), 97.9 (C-
1%, J(C-1H-1)=180.0Hz), 97.7 (C-17), 96.70 (C-12, C-13f, JC-1,H-
1) =162.7 Hz), 96.65 (C-1¥a, J(C-1,H-1) =172.6 Hz), 96.2 (C-1%), 96.0 (C-1%),
95.3 (C-17), 84.7 (C-11), 77.0 (C-4%), 76.8 (C-31), 76.6 (C-3%). 75.7 (C-51), 75.5
(C-32),75.3 (C-4), 74.3 (C-5%), 74.2 (C-5%), 73.9 (CH,0), 73.4 (C-2%), 73.3 (C-2%),
73.2,72.3 (CH,0), 71.6 (CH,0, C-4%), 71.0 (C-5%), 70.8 (C-57), 70.7 (C-5%). 70.5
(C-57), 70.3 (C-2%), 70.1 (C-37), 69.9 (C-3%, C-37), 69.8 (C-3°), 69.6 (C-3*), 68.8
(C-3%), 68.6 (C-4%), 68.5 (C-5*), 68.4 (C-47"), 68.3 (C-4%), 68.2 (C-47), 67.9 (C-5*,
C-6%), 67.4 (C-61, C-62), 66.5 (C-6%), 66.2 (C-43), 64.8 (C-4*), 61.9 (C-6*, C-6%),
61.5 (C-67), 61.4 (C-6%, C-67), 55.8 (C-22), 54.6 (C-2'), 54.5 (C-27), 53.9 (C-27),
53.8 (C-25, C-2%), 20.4, 20.2, 20.1, 20.0, 19.8 (OAc)

7:[2]33 = — 27.9° (¢ = 0.5 in Wasser); Cy,H,;3N,0,4 (2109.12); ESI-MS (Wasser/
Methanol, 1/1): M,,, = 2107.8, M,,, =1055.4 (M + 2H"); "H-NMR (500 MHg,
D,0, [D¢]Aceton als interner Standard): § =7.36-7.12 (m, 20 H, Ar), 498 (d, 1 H,
J(1.2)<1.0 Hz, H-1%), 4.78 (d, Jyom =12.2 Hz, 1H, CH,0), 4.68 (d, J,on = 12.0 Hz,
1H, CH,0). 4.61(d, 1 H, J(1,2) <1.0 Hz, H-1%), 4.53-4.50 (m, 2 H), 4.47-4.31 (m,
6H, H-12, H-1°, H-17, H-17', CH,0), 4.25 (m, 3H, H-1%, CH,0), 4.10 (m, 2H,
H-1%, H-24), 3.97-3.92 (m, 3H, H-23, H-3*, H-6a%), 3.22-3.18 (m, 2H, H-5?,
H-5%), 2.86 (m, 1H, H-5%), 1.91, 1.90, 1.89, 1.88, 1.66, 1.62 (6s, 18H, NAc):
13C-NMR (125 MHz, D,0, [D¢]Aceton als interner Standard): § =174.9-174.0
(C=0), 138.6, 138.4, 137.7, 137.6 (C-ipso, Ar), 129.1-128.2 (C-Ar, C-17), 101.8
(C-17, 100.7 (C-12), 100.5 (C-13), 100.2 (C-1%), 99.8 (C-1%), 99.5 (C-1%), 96.9
(C-1%), 88.8 (C-11), 81.0 (C-3%), 80.4 (C-31), 80.3 (C-32), 78.4 (C-4%), 77.6 (C-4?),
76.9 (C-2%), 76.5 (C-2%), 76.3 (C-51), 76.24 (C-57), 76.16 (C-5°), 76.14 (C-5"), 758
(C-5%), 75.4 (C-41), 74.6 (C-5%), 74.2, 74.10 (CH ,0), 74.07 (C-52, C-37). 73.9, 73.6
(C-3%, C-37), 73.3 (C-3%, CH,0), 72.1 (C-5%), 71.8 (C-5%), 70.7 (C-23), 70.3, 70.1
(C-4%,C-47,C-47, C-6*), 69.9 (C-3*, C-4°), 68.4 (C-3*), 68.3 (C-6%), 68.0 (C-6"),
67.8 (C-4%), 65.8 (C-4%), 65.6 (C-6%), 61.4 (C-6%), 61.1,61.0 (C-6%, C-67, C-6"), 60.5
(C-6%7), 55.9 (C-2%, C-27, C-27"), 55.7 (C-2%), 55.3 (C-2%), 54.0 (C-2"), 22.8, 22.7,
22.5, 22.3 (NAC)

[a] NBA = m-Nitrobenzylalkohol, Pht = Phthaloyl.

Eine zusdtzliche Erweiterung des flexiblen Synthesekonzepts
gelang bereits mit einem modifizierten A-Baustein, mit dem
Core-fucosylierte N-Glycane zuginglich wurden,??! sowie
durch die Glycosylierung der freien OH-43-Funktion eines aus
A und B aufgebauten Heptasaccharids!>! unter Bildung eines
,.bisected** Octasaccharids.[?3!

Erstmals konnten mit den vielseitig einsetzbaren Bausteinen
A-D nach einem einzigen Syntheseplan die hiufigsten Grund-
korper komplexer N-Glycane aufgebaut werden. Die modulare
Struktur dieser natiirlichen Oligosaccharide wurde somit in eine
effiziente chemische Synthese {ibersetzt. Dadurch lassen sich in
Zukunft diese sonst sehr schwer isolierbaren und mit vielfdltigen
biologischen Funktionen versehenen N-Glycane nach Bedarf
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herstellen. Die durchweg in hohen Ausbeuten erhaltenen Ver-
bindungen wurden von einem GroBteil der Schutzgruppen be-
freit und sind somit fiir eine Funktionalisierung des anomeren
Zentrums sowie einer enzymatischen Verldngerung des Oligo-
saccharidteils zugénglich.
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Eine effiziente Synthese von Gangliosid GM2
fiir die Verwendung in Tumorimpfstoffen**

Julio C. Castro-Palomino, Gerd Ritter,*
Sheila R. Fortunato, Stefan Reinhardt,
Lloyd J. Old und Richard R. Schmidt*

Menschliche Krebszellen exprimieren Kohlenhydratantigene
an ihrer Zelloberfliche, die als Zielmolekiile fiir eine spezifische
Immuntherapie mit monoklonalen Antikérpern oder Impfstof-
fen dienen kénnen.!!! Beispiele fiir diese Antigene sind die Gan-
glioside GM2, GD2, GD3, O-Acetyl-GD3 und Fucosyl-GM1,
das neutrale Glycosphingolipid globo-H, die T-, Tn- und sTn-
Epitope auf Glycoproteinen sowie das Le¥-Epitop, das in Gly-
colipiden und Glycoproteinen vorkommt. Von diesen ist das
Gangliosid GM2 von besonderem Interesse: a) GM2 kommt
auf der Zelloberfldche von zahlreichen Krebsarten beim Men-
schen vor, z. B. Melanom, Sarkom und Nierenkrebs.!2! b) GM2-
reaktive Antikorper (poly- und monoklonale Antikdrper von
Maiusen und Menschen) sind ,,in vitro* cytotoxisch fiir humane
GM2*-Krebszellen.[*** ¢) GM2 ist im Menschen wegen der
gelegentlich natiirlich vorkommenden niedrigtitrigen IgM-An-
tikdrper gegen GM2,™ wegen der beim Menschen relativ leicht
isolierbaren monoklonalen Antikérpern gegen GM2!% und we-
gen der Bildung von Antikorpern gegen GM2 nach Immunisie-
rung mit GM2 enthaltenden Impfstoffen!®-4 ¢~8 immunogen.
d) Das Vorkommen von GM2-Antikorpern scheint bei Mela-
nompatienten mit hdheren Uberlebenschancen und lingeren
krankheitsfreien Intervallen in Zusammenhang zu stehen.*]
e) Keine toxischen Nebenwirkungen werden bei einer Immun-
reaktion auf GM2 beobachtet.[!

Es wurden bisher mehrere Ansdtze untersucht, eine Immun-
antwort gegen GM2*-Krebszellen in Melanompatienten her-
vorzurufen, beispielsweise durch Immunisierung mit GM27-
Tumorzellen!” oder mit GM2, das aus Geweben aufgereinigt
und mit immunologischen Adjuvantien gemischt verabreicht
wurde.'* 4! Neuere Impfstoffe in der klinischen Priifung beste-
hen aus aufgereinigtem GM2, das chemisch an ein immunoge-
nes Tragermolekiil gekoppelt ist, und einem Adjuvans.'®! Mit
Impfstoffen, bestehend aus GM2*-Krebszellen oder an Bacillus
Calmette Guerin (BCG) adsobiertem GM2, wurden im allge-
meinen Antikorper des [gM-Isotyps mit nur relativ niedrigen
Serumtitern induziert. Diese Antikorper waren meist nur kurze
Zeit im Serum nachweisbar, und eine sekundire Immunantwort
konnte nicht hervorgerufen werden. Die Eigenschaften der
durch GM2 hervorgerufenen Immunantwort sind typisch fiir
eine T-Zell-unabhingige Immunantwort.®® * Es wurde gezeigt,
daB nach Verabreichung eines Impfstoffes, der aus chemisch an
das Triagermolekiil KLH (keyhole hemocyanin) gekoppeltem
und mit dem zu den Saponinen gehorenden Adjuvans QS21
besteht, die IgM-Antikérperantwort verstdrkt und IgG-Anti-
korper gebildet werden.®! Die IgG-Antikorper waren im
ELISA (enzym-linked immuno sorbent assay) nachweisbar, in
dem als Antigen aufgereinigtes GM2 verwendet wurde. Aller-
dings reagierten diese IgG-Antikdrper nicht mit humanen
Krebszellen, die GM2 auf ihrer Zelloberfliche exprimieren.!®’
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