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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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Unter anderem konnte der Grund hierfiir darin liegen, dal eine
Induktion von IgG-Antik&rpern gegen solche GM2-Epitope
stattfindet, die auf der Zelloberfliche verdeckt oder kryptisch
sind. Diese IgG-Antikoérper sind moglicherweise das Produkt
einer suboptimalen GM2-KLH/QS21-Formulierung.

Das in diesen Untersuchungen verwendete GM2 stammte
aus Geweben von Sdugetieren (z. B. aus Rinderhirn, Tay-
Sachs-Gehirn von Katzen, humanem Melanom). Allerdings
birgt die Extraktion und Reinigung von GM2 aus Geweben
die Gefahr biologischer Kontamination. AuBerdem besteht
GM2, das aus Gewebe von Sidugetieren gewonnen wurde,
aus einer Mischung von GM2-Verbindungen, die sich im Cera-
midteil unterscheiden. Fiir die systematische klinische Ent-
wicklung von Impfstoffen wire eine definierte Quelle fiir eine
einzele, genau charakterisierte GM2-Verbindung wiinschens-
wert, insbesondere fiir Impfstoffe, die fiir eine gréfBere Patien-
tengruppe verwendet werden sollen. Aus diesen Griinden ent-
wickelten wir eine Methode zur chemischen Synthese von
ausreichenden Mengen sowohl an GM2-Oligosaccharid-Syn-
thesebausteinen als auch an GM2-Gangliosid, die als Immuno-
gene in Impfstoffen gegen GM2* -Krebsarten eingesetzt werden
konnen.

Die Strategic von fritheren GM2-Synthesen'® ~*!} folgt dem
GA2- oder GM3-Weg,!'2) der auch hier angewendet wird (Sche-
ma 1). Die wichtigsten Syntheseprobleme auf diesem Weg sind
a) die einfache Herstellung eines geeigneten Lactosebausteins,
b) die a-selektive Ankniipfung eines Sialyldonors an die 3b-Hy-
droxygruppe der Lactose, c) die f-selektive Ankniipfung eines
N-geschiitzten Galactosamins in hoher Ausbeute an die wenig
reaktive 4b-Hydroxygruppe der GM3-Trisaccharid-Zwischen-
stufe und d) die Umwandlung der N-geschiitzten in die N-Ace-

HO EOH
HNAc

co2

GM2
AcO _OAc @CCI
3
Aco&/
Ac HINAC F’lvO
OAc COQMe
+
TeocNHo
5
CC|3
GaiNH» NeuSAc

Schema 1. Retrosynthese von GM2 1.
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tylgalactosamineinheit. Die Probleme a)-d) kénnen mit den
Bausteinen 213! und 3 sowie 5—7, aus denen die Tetrasaccharid-
Zwischenstufe 4 aufgebaut wird, geldst werden.

Nach Untersuchung mehrerer Galactosamindonoren wurde
das N-Trichlorethoxycarbonyl(Teoc)-geschiitzte Trichloracet-
imidat 5 gewdhlt,!* 3 welches aus Galactosamin in drei Schritten
tiber das 1-O-ungeschiitzte Zwischenprodukt 8 leicht und in
sehr guter Ausbeute erhalten wurde (Schema 2). Damit wurde

1. Teoc-Cl, NaHCOg, HO; AcO - OAc
GalNH AC,0, Pyr (91%) R o
2 2. N,H,-HOAc, DMF (93%)  AcO OH
TeocNH

CI4,CCN, DBU, CH,Cl,
(80%)

Schema 2. Synthese des Trichloracetimidats 5. Pyr = Pyridin.

die bei fritheren GM2-Synthesen!® %) notwendige langwierige
Azidogalactose-Herstellung!* ! 2! sowie die in Gegenwart von
N-Acetylneuraminsdure(NeuS5Ac)-Resten schwierige Abspal-
tung der N-Phthaloylschutzgruppe vermieden: Durch einfache
Behandlung von N-Teoc-enthaltenden Verbindungen mit Zn/
Ac,0 kann in einem Schritt die N-Teoc-Gruppe durch die Ace-
tylgruppe ersetzt werden. Als Neu5Ac-Donor wurde das be-
kannte Diethylphosphit 619 verwendet.

i o

Ci7H35COH 3

OH
ORO OPiv
b a
HO > o) d
R
R
7 © (R = Bn)
Lactose
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Die 3b,4b-O-ungeschiitzte 2a-O-Pivaloyllactose 7' ermog-
licht wegen der sehr unterschiedlichen Reaktivitdten nacheinan-
der regioselektiv an der 3b- und anschlieBend an der 4b-Hydro-
xygruppe umgesetzt werden. Die Zahl der bei der bekannten
Synthese von 7! notwendigen Schritte konnte durch 1a,2a-0-
Silylwanderung!' ®! zur regioselektiven Einfiihrung der 2a-0-Pi-
valoylgruppe wesentlich verringert werden. Isopropylidenie-
rung von Lactose"® und Silylierung mit Thexyldimethyl-
silylchlorid (TDS-CI) in Gegenwart von Base fiihrte zur 1-O-si-
lylierten 3b,4b-O-Isopropylidenlactose 9 (Scheme 3), welche
auch bequem iiber die per-O-acetylierte 3b,4b-O-Isopropyliden-
lactose!2%! erhalten werden kann. Benzylierung von 9 mit Ben-
zylbromid und NaH als Base in DMF fiihrte zu einer reversiblen
Silylwanderung zwischen den 1a- und 2a-Sauerstoffatomen; aus
diesen Intermediaten wurde durch irreversible anomere O-Alky-
lierung!!® 21} wegen der hdheren Nucleophilie des Oxidsauer-
stoffatoms des f-Anomers in hoher Ausbeute direkt 10 gebildet.
Durch Abspaltung der 2a-O-Silylgruppe mit n-Tetrabutylam-
moniumfluorid (TBAF) in THF, Pivaloylierung und sdureka-
talsierte Abspaltung der Isopropylidengruppe wurde 7 in hoher
Ausbeute erhalten.

Die Reaktion von Sialyldonoren liefert im allgemeinen mit
2,3,4-0O-ungeschiitzten, nicht aber mit 3,4-O-ungeschiitzten Ga-
lactosederivaten!®- 22! gute a-Glycosylierungsergebnisse. Un-
tersuchungen mit dem Donor 6, dem Acceptor 7 und mehreren
Katalysatoren ergaben, dall Zinn(n)-triflat in Acetonitril bei
—40°C mit hoher «-Selektivitdt (a:f = 9:1) die GM3-Zwi-
schenstufe 11 in guter Ausbeute gibt (Schema 4); bei Raumtem-
peratur wurden bis zu 80 % Ausbeute bei nur geringfiigig hohe-
rem Gehalt an f-Anomer (a:ff = 4:1) erhalten; das a-Anomer
11 kann Flash-chromatographisch in hoher Reinheit erhalten
werden. Die nachfolgende Glycosylierung mit dem Donor §
lieferte das gewiinschte Tetrasaccharid in nahezu quantitativer
Ausbeute. Der Ersatz der Teoc-Gruppe durch die Acetylgruppe
gelang unter milden Bedingungen mit Zn/Ac,O. Durch Hydrie-
rung mit Pd/C in MeOH/AcOH und anschlieBende Umsetzung
mit Ac,O in Pyridin wurden alle Benzylgruppen durch Acetyl-
gruppen ersetzt. Alle folgenden Umsetzungen entsprechen unse-
rem bereits eingefithrten Verfahren:!*2! Regioselektive Abspal-
tung der anomeren O-Acetylgruppe mit N,H,-HOAc und an-
schlieBende Umsetzung mit CI;CCN und 1,8-Diazabicy-
clo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) als Base lieferten den Tetrasaccha-
riddonor 4. Durch Anwendung des ,,Azidosphingosin-Glycosy-
lierungsverfahrens**™*3 auf das Azidosphingosin 2,13} Um-
wandlung der Azido- in die Aminogruppe, Ankniipfung der
Stearinsdure (oder einer anderen Fettsdure, sieche oben), und
schlieBlich Abspaltung aller Schutzgruppen unter basischen Be-

Y

Lactose

o P(OE),

CO,Me +

Sn(OTf),, MeCN,

-40°C (61%, o: § = 9:1)

OPiv

11 (R =Bn)

. 5, TMSOTY, CH,Cl, (89%)

. Zn, Ac,0 (86%)

. PdiC, H,, MeOH/HOAC; Ac,0, Pyr (94%)
. NyH, < HOAc, DMF (91%)

. CI3CCN, DBU, CH,Cl, (35%)

L N

(_)Bz
1. HO/W\/\/\/W\/\ , BF3+ OFty,
NCI
2. H,S, Pyr/H,0 (4/1); C47H35C0O,H 3, WSC,
CH,Cl, (71%)
3. NaOMe, MeOH; KOH (quant.)

\/
1

Schema 4. Synthese von GM2 I aus den Bausteinen 6, 7. 5 und 2. Tf = F,CSO,,

TMS = Trimethylsilyl, WSC = *“‘water soluble carbodiimide” (N-3-Dimethyl-

aminopropyl-N'-ethylcarbodiimid-hydrochlorid).

dingungen wurde 1 erhalten, welches identisch mit frither syn-
thetisiertem Material war.[8-9!

Die Zugénglichkeit eines GM2-Synthesebausteins in groBer
Menge durch chemische Synthese ermdglicht die Herstellung
von GM2-Gangliosiden mit unterschiedlichen, genau definier-

ten Ceramid-Bestandteilen so-

wie von neuartigen GM2-Neo-

7 glycokonjugaten zur Verwen-

dung als Immunogene in GM2-
Impfstoffen. Beispielsweise
wurde nach dieser ,,Methode*

2 CH,Cl, (89%)

1. MeoCO, H®
2. TDS-CI, Im

|

O ~OH

OH OH
(e}
Me o S
>< 9 0 oTDS
Me H OH
/

9

3. TFAMH,0, CH,Cl, (85%)
2. PivCl, Pyr (90%)
1. TBAF, THF (90%)

‘ OR OR
NaH, BnBr, Me 0 0 o]
OMF >< 0 0 OR
(65%) Me o “~OR R oTDS

10 (R =Bn)

Schema 3. Synthese der Pivaloyllactose 7. Im = Imidazol, Piv = Pivaloyl, TFA = Trifluoressigsdure. Zur Synthese von 7

aus Lactose siche auch Lit.[17].
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GM2 mit Fettsiuren unter-
schiedlicher Linge (Caprinsdu-
re, Stearinsdure und Lignocer-
insdure) im Ceramidteil sowie
ein an einen kurzen lipophilen
Spacer (Azidohexanol) ange-
kniipftes GM2-Oligosaccharid
synthetisiert, um eine direkte
Konjugation an Trégerverbin-
dungen zu ermdglichen. Um
potentielle serologische Unter-
schiede in Abhédngigkeit von der
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Zusammensetzung des Lipidteils festzustellen, wurden diese
Substanzen sowie GM2 aus Rinderhirn auf ihre Reaktivitdt mit
zahlreichen serologischen Reagentien (beispielswetse murine
und humane monoklonale GM2-Antikdrper, Immunserum mit
GM2-Reaktivitdt von Kaninchen sowie Serum von Melanom-
patienten, welche mit Rinderhirn-GM2-haltigen Impfstoffen
immunisiert wurden) durch ELISA, ELISA-Spot-Immunanfér-
bung und Immun-Diinnschichtchromatographie untersucht.
Wir stellten fest, daBl synthetisches GM2 mit Stearinsdure oder
Lignocerinsdure im Ceramidteil von GM2 aus Rinderhirn sero-
logisch nicht zu unterscheiden ist (Abb. 1, 2). Allerdings sind

a)  HPTLC b)  ITLC
(mAb 45.66)

Y

- B
IC'ID cis C?4I bb lC'ID Ci18 C24 bb
]
sGM2 GM2 sGM2 GM2

Abb. 1. Reaktion eines humanen monoklonalen GM2-Antikdrpers (mAb 45.66)
von einem Patienten mit malignem Melanom mit synthetischem GM2, welches
Caprinsdure (C10-sGM2}, Stearinsidure (C18-sGM2) oder Lignocerinsgure (C24-
sGM2) im Ceramidteil enthilt, sowie mit Rinderhirn-GM2 (bbGM2). 1 mg Gang-
liosid wurde jeweils aufgetragen. Das Diinnschichtchromatogramm wurde mit
Chloroform/Methanol/0.2proz. CaCl, in H,0 (55/45/10, v/v/v) entwickelt und mit
auf das Zehnfache verdiinntem Uberstand der Hybridomkultur 45.66 iiberschich-
tet. Die spezifische Reaktivitit wurde sichtbar gemacht mit einem Konjugat von
Peroxidase- Anti-Human-IgM-AntikSrper und Diaminobenzidin (b). Die Ganglio-
side wurden gegengefirbt mit Orcin/H,SO, nach vorheriger Immunanfirbung (a).

GM2 mit kiirzeren Fettsduren, z. B. Caprinsdure, im Ceramid-
teil sowie an Azidohexanol angekniipftes GM2-Oligosaccharid
wesentlich weniger reaktiv gegeniiber GM2-reaktiven Antikor-
pern, woraus folgt, daB das Ceramid eine Fettsdure mit einer
Lédnge von mehr als zehn Kohlenstoffatomen zur vollstindigen
und spezifischen Immunerkennung von GM2 erfordert. Nach
diesem Befund wurden jetzt Impfstoffe mit GM2-KLH-Konju-
gaten unter Verwendung von synthetischem GM?2 mit Stearin-
sdure im Ceramidteil hergestellt. Klinische Studien mit diesen
Impfstoffen werden bei Patienten mit fortgeschrittenem mali-
gnem Melanom in naher Zukunft beginnen. Durch Verwendung
von totalsynthetischem GM2, dessen Struktur genau definiert
und das frei von biologischen Verunreinigungen ist, sollten wir
dem Ziel, einen sicheren und effizienten Impfstoff zu entwik-
keln, der im Krebspatienten eine hochtitrige und langlebige cy-
totoxische Antikérperantwort induziert, einen Schritt ndher
kommen.

Eingegangen am 16. Dezember 1996,
verdnderte Fassung am 15. Mai 1997 [Z9886]
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Phosphor(v)-nitridimid HP,N,:

Synthese aus einem molekularen Precursor
und Pulver-Rontgenstrukturanalyse mit
Synchrotronstrahlung **

Stefan Horstmann, Elisabeth Irran und
Wolfgang Schnick *

Die Ammonolyse von Phosphor(v)-chlorid PCI; fiihrt je nach
der Temperatur und dem Konzentrationsverhéiltnis NH;/PCl;
zu chlorreicheren Verbindungen wie [NPCINH,], oder solchen
mit vollstindiger Substitution wie [NP(NH,),],.'! Als ein End-
produkt von Substitution und Kondensation wurde bereits im
letzten Jahrhundert eine polymere Verbindung HPN, postu-
liert.!*~* Die Ammonolyse von PCl; fiihrt jedoch zu einer un-
tberschaubaren Anzahl oligomerer und polymerer Phospha-
zene; ein einphasiges und definiertes Produkt HPN, wird nicht
erhalten. Reines und kristallines HPN, wurde erst kiirzlich
durch heterogene Druckammonolyse [Gl. (a)] von Phosphor-

P,N, + NH, S 31PN, (a)
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(v)-nitrid P,N, synthetisiert.”®) Phosphor(v)-nitridimid HPN,
hat ebenso wie LiPN,!®! eine Geriiststruktur 2[(PN,,)"] aus
allseitig eckenverkniipften PN,-Tetraedern, die sich vom isoste-
ren f-Cristobalit-Typ ableitet.!> Die H-Atome sind geordnet an
die Hilfte der N-Atome gebunden.!”

Als neuartiges Phosphor(v)-nitridimid erhielten wir kiirzlich
HP,N.® durch Umsetzung von P,N mit Ammoniumchlorid in
geschlossenen, dickwandigen Quarzampullen [Gl. (b)]. Pulver-

4PN, + NH,Cl 22°S 3pp,N, + HCI ()

Réntgenbeugungsuntersuchungen zeigten jedoch, dal HP,N,
bei dieser Reaktion nicht einphasig entsteht. Da es auflerdem
nicht gelang, HP,N, in Form von Einkristallen zu erhalten,
konnte dessen Kristallstruktur bislang nicht aufgekldrt werden.
Diese ist jedoch von besonderem Interesse, da HP,N, neben
P;N, eines der wenigen hochkondensierten Phosphor(v)-nitride
(molares Verhiltns P:N >1:2) ist und somit keine silicatanalo-
ge Struktur zu erwarten ist.

Im Rahmen systematischer Untersuchungen zur Entwicklung
molekularer Precursor, deren Pyrolyse zu definierten, kristalli-
nen Nichtmetallnitriden fithrt (molekulare Pridorganisa-
tion)!- 1% stieBen wir auf (NH,),P(S)NP(NH,), 1.['") Nach
thermoanalytischen Untersuchungen spaltet das Diphosphazen
1 bereits ab 145°C H,S ab, wobei sich rontgenamorphe Poly-
aminoiminophosphazene bilden. Die in geschlossenen Druck-
ampullen bei 750 °C durchgefiihrte Pyrolyse von 1 (siehe Experi-
mentelles) fithrt dagegen zu kristallinem und phasenreinem
HP,N, 2 [Gl. (c)]. Phosphor(v)-nitridimid 2 fallt bei diesem
2(NH,),P(S)NP(NH,), %S HP,N, + 2H,S + 5NH, ©

1 2

Verfahren als mikrokristallines, farbloses Pulver an. Die Verbin-
dung ist in nichtoxidierender Atmosphére bis etwa 800 °C sta-
bil; bei weiterer Temperaturerhéhung spaltet sich NH; ab, und
es entsteht P,N,. HP,N; ist unldslich in allen Losungsmitteln
sowie in heiflen Sduren und Basen.

Die Aufklidrung und Verfeinerung der Kristallstruktur von
HP,N, wurde auf der Basis von Pulver-Réntgenbeugungsdaten
vorgenommen. Die Messungen wurden an der National Syn-
chrotron Light Source in Brookhaven/USA (Beamline X7A)
durchgefithrt. Das erhaltene Pulverdiffraktogramm (Abb. 1)
lief} sich eindeutig indizieren, und es gelang die Strukturaufkli-
rung mit Direkten Methoden sowie eine anschlieBende Verfeine-
rung mit dem Rietveld-Verfahren (sieche Experimentelles).
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Abb. 1. Beobachtetes (Kreuze) und berechnetes Réntgen-Pulverdiffraktogramm
(Linie) sowie Differenz-Profil der Rietveld-Verfeinerung von HP,N, (nur Aus-
schnitt abgebildet bis 20 = 30°). Erlaubte Positionen der Reflexe sind durch senk-
rechte Striche gekennzeichnet. Das Diffraktogramm wurde an der National Syn-
chrotron Light Source (NSLS) in Brookhaven/USA an der Beamline X7A erhalten
(4 = 69.906 pm). I = Intensitit (in counts).
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