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1. Einleitung

Das erste erfolgreiche Immunisierungsverfahren zum
Schutz gegen Infektionskrankheiten wird Edward Jenner für
die von ihm durchgeführte Kuhpocken-Impfung (1798) zuge-

schrieben (der auch verwendete Begriff ¹Vaccinationª leitet
sich vom Lateinischen ¹vaccaª (Kuh) ab). Es dauerte aller-
dings noch fast 80 Jahre, bis die Mechanismen, die beim
Phänomen der Immunität eine Rolle spielen, besser verstan-
den wurden. Dies ebnete dann den Weg für die Entwicklung
moderner Impfstoffe durch Eulrich, Koch, Metchnikoff, Pa-
steur und von Behring, um nur einige zu nennen.[1] Ein
Impfstoff zur Induktion einer Antitumor-Immunantwort ist
eine lang gehegte Vision in der Medizin.[2] Im Unterschied zu
klassischen Virus- oder Bakterien-Impfstoffen, die im All-
gemeinen zum Schutz gegen künftige Infektionen eingesetzt
werden, und konventionellen Tumortherapien, die auf das
(chirurgische) Entfernen oder Abtöten bösartiger Zellen
abzielen, werden Antitumor-Impfstoffe bislang als Behand-
lungsmethode gleich nach Entdeckung der Krankheit ange-
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sehen. Unser Schwerpunkt liegt auf der Entwicklung von
Impfstrategien, die besser gegen Rezidive und Metastasie-
rung schützen, wenn die Tumorbelastung durch Operation,
Bestrahlung oder Chemotherapie minimiert wurde.

Die Tumor-Immuntherapie gründet auf der Theorie, dass
Tumore spezifische Antigene aufweisen, die erkannt werden
können, wenn sie in geeigneter Weise durch ein intaktes
Immunsystem präsentiert oder prozessiert werden. In unse-
rem Labor entstand die Verbindung zu diesem Themenkom-
plex, weil sich bösartig entartete Zellen meist durch das
Auftreten groûer und ungewöhnlicher Oligosaccharidmotive
auf der Zelloberfläche von den entsprechenden normalen
Zellen unterscheiden.[3] Die entwicklungsbedingten Gründe
für die Bildung dieser Oligosaccharidmuster werden noch
nicht vollständig verstanden, das Endergebnis ist jedenfalls
die Expression diskreter, an die Zelloberfläche gebundener
Glycolipid- oder Glycoproteinkonjugate.[4] Methodische Fort-
schritte mit monoklonalen Antikörpern, in der Immunhisto-
logie sowie in Synthese- und Strukturchemie ermöglichten die
Charakterisierung von tumorassoziierten Antigenen auf Koh-
lenhydratbasis, woraus sich eine Reihe interessanter Struktu-
ren ableiten lieû.[5] Das Auslösen einer aktiven Immunant-
wort mit Hilfe tumorassoziierter Kohlenhydratkonjugate
gegen Tumorzellen, die komplementäre Strukturen auf ihrer
Oberfläche exprimieren, ist seitdem zentrales Anliegen vieler
Untersuchungen gewesen, unsere eigenen Arbeiten einge-
schlossen. Tatsächlich haben sich Kohlenhydratantigene,

wenn sie als kohärenter Impfstoff verabreicht wurden, als
herausragende Zielstrukturen für Immunerkennung und
Immunangriffe erwiesen.[6, 7]

2. Immunologische Aspekte

Tumorbelastete Wirtsorganismen sind nicht in der Lage,
bösartige Zellen abzustoûen, nicht einmal in experimentell
induzierten Tumormodellen im Tier, in denen die Tumorzel-
len ein nachweisbares Maû an Immunogenität aufweisen.[8]

Gegen die Versuche einer Immuntherapie beim Menschen
mit tumorassoziierten Antigenen kann ein grundsätzlicherer
Einwand erhoben werden: Wie können Antigene eine
effiziente Immunantwort induzieren, wenn die gleichen Anti-
gene, exprimiert von der Krebszelle, eine solche nicht
auslösten? Offensichtlich gibt es Strategien, durch die von
Tumorzellen präsentierte Antigene vom Immunsystem als
nicht fremd angesehen werden. Diese Mechanismen, die das
Tumorwachstum erleichtern, waren Gegenstand vieler Dis-
kussionen und Untersuchungen.[9] In zahlreichen Veröffentli-
chungen wurde über Suppressionsmechanismen beim Wachs-
tum immunogener Tumore berichtet, die zur Erklärung des
Paradoxons des Tumorwachstums in immunkompetenten
Wirtsorganismen dienen.[10] Auûerdem wurde beschrieben,
dass manche Tumore entscheidende Erkennungsmoleküle
entweder nicht aufweisen oder sie in löslicher Form frei-
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setzen, was in jedem Fall einen Selektionsvorteil für die
Tumorzellen bedeutet.[11] Ziel bei der Entwicklung von Anti-
tumor-Impfstoffen ist, die Toleranz des Immunsystems gegen-
über Antigenen, die hauptsächlich oder ausschlieûlich vom
Tumor exprimiert werden, zu brechen. Daher verdient der
Vorschlag, synthetisch hergestellte, zellfreie Glycokonjugate
als immunstimulierende Antigene bei der Entwicklung von
Antitumor-Impfstoffen zu verwenden, intensive Untersu-
chung.

Die Entwicklung immer wirksamerer Impfstoffe erfordert
anschlieûende Testmethoden zur Bestimmung der Immuno-
genität. Dies dient dazu, den Prozess der Impfstoffsynthese
und -prüfung zu steuern. Mit der Entwicklung serologischer
Typisierungssysteme zur Definition von Zelloberflächenanti-
genen verfügen die Immunologen nun über Tests mit der
erforderlichen Empfindlichkeit und Spezifität, ähnlich denen
zur Überprüfung von Impfstoffen gegen Infektionskrankhei-
ten.[12] Wenn effektive Testsysteme auf T-Lymphocyten-Re-
aktionen gegenwärtig auch noch einen Rückstand aufweisen,
kann durch sie doch vielleicht bald die Weiterentwicklung
T-Zell-responsiver Antigene bewertet werden. So kann mit
gut definierten Tumorantigenen, deren Struktur und deren
quantifizierbare Expressionshöhe auf Tumoren und auf
normalen Zellen in vivo bekannt ist, Immunogenität für
Antitumor-Impfstoffe erreicht werden.

Es gibt Gründe für Optimismus, aber auch für Vorsicht
beim Gebrauch von Antitumor-Impfstoffen, die Kohlenhy-
dratantigene als Hauptstimulantien enthalten. Mit Impfstof-
fen auf Kohlenhydratbasis konnte bislang keine nachweisbare
T-Zell-Immunität induziert werden. Will man sich in der
Immuntherapie von Krebs also ganz auf Kohlenhydratanti-
gene verlassen, kann sich dies als Hindernis erweisen.

Im Allgemeinen ist die Immunantwort gegen Kohlenhy-
dratantigene weitgehend auf die Induktion von Antikörpern
beschränkt. Diese können einen Weg zur Abtötung von
zirkulierenden Tumorzellen (im Blut) und von Mikrometa-
stasen eröffnen und so Schutz vor Rezidiven bieten. Der
Schutzmechanismus verläuft möglicherweise über komple-
mentvermittelten Angriff und Lyse der Zellen, wobei die
Kohlenhydratantigene an der Zelloberfläche als Zielstruktu-
ren dienen. Es sind aber auch andere Mechanismen denkbar.
Versuche mit monoklonalen Antikörpern gegen Kohlenhy-
dratantigene sprechen für diesen Mechanismus, und Behand-
lungen im Mausmodell sind bei dem Punkt angelangt, an dem
Mikrometastasen offensichtlich eliminiert werden können.[13]

Auch Tumorpatienten haben in klinischen Studien positiv auf
natürliche oder passiv verabreichte Antikörper reagiert, was
sich in einer verlängerten rezidivfreien Zeit und einer ver-
besserten Prognose niederschlug.[14] Wenn das wiederholte
Auftreten von Metastasen, bedingt durch einen hohen Titer
an zirkulierenden Antikörpern, in einem günstigen Umfeld
kontrollierbar minimiert wird, könnten aggressive lokale
Therapien und eine anschlieûende Impfung eine lang an-
haltende Kontrolle auch metastasierender Tumore ermögli-
chen. Es gibt ganz offensichtlich ein Anwendungspotential für
die Immuntherapie von Tumoren mit monoklonalen Anti-
körpern.[15]

Es gibt einen anderen Umstand beim Einsatz von Tumor-
antigenen auf Kohlenhydratbasis als Antitumor-Impfstoffe,

der potentiell Komplikationen auslösen kann. Tumor- und
normale Zellen exprimieren in Zellkulturen im Allgemeinen
nur minimale Mengen solcher Antigene. Die gewaltigen
Probleme, die bei ihrer Reinigung aus ganzen Zellen be-
stehen, machen sie als homogenes Ausgangsmaterial für eine
klinische Studie im Grunde unzugänglich. Folglich fällt den
organischen Chemikern eine Schlüsselrolle bei der Entwick-
lung solcher Antitumor-Impfstoffe zu. Zunächst muss der
Synthesechemiker Probleme bezüglich Reinheit und Verfüg-
barkeit einer Substanz lösen, damit die Untersuchung über-
haupt eine Chance hat, in klinische Phasen vorzudringen.
Auûerdem muss die Chemie die Hauptrolle bei der Konjuga-
tion übernehmen, die für die Weiterentwicklung eines Anti-
gens zum Impfstoff entscheidend ist. Obwohl die meisten
Tumorantigene, darunter auch die Kohlenhydratantigene,
eine minimale Aktivität zeigen, sind sie im Allgemeinen
schlechte Immunogene. Für die optimale Immunantwort
benötigen sie einen geeigneten immunogenen Träger.[16] Es
ist also eine zusätzliche Herausforderung an die Strategie,
synthetische Tumorantigene erfolgreich in einem günstigen
molekularen Umfeld zu verabreichen, um eine therapeutisch
nutzbare Immunantwort zu induzieren. Insgesamt schien es
eine breite Basis für die Untersuchung von Impfstoffen auf
Kohlenhydratantigenbasis zu geben, um die Produktion von
Antikörpern in einer klinischen Anwendung zu fördern.

Unsere Arbeitsgruppe befasst sich seit einiger Zeit mit der
Synthese komplexer Oligosaccharide und Glycokonjugate.
Neben der zuvor erwähnten Rolle als Tumorantigene können
Kohlenhydrate viele biologische Abläufe beeinflussen. Sie
vermitteln zahlreiche Funktionen, darunter Entzündungen,
die Kontrolle von Wachstum und Differenzierung sowie Zell-
Zell-Adhäsion,[17] und sind auûerdem Determinanten für die
Blutgruppentypisierung.[18] Aus diesen Gründen und mit
unseren Kenntnissen der Synthese komplexer Kohlenhydrate
war der nächste logische Schritt für uns, die Totalsynthese von
Antigenen auf Kohlenhydratbasis als Teil eines gröûeren
Impfstoff-Forschungsprojekts zu untersuchen. Dabei legten
wir den Schwerpunkt auf die Synthese solcher Impfstoffe, die
aus natürlichen Quellen oder mit anderen Methoden nicht
verfügbar waren.

Am Sloan-Kettering Institute arbeitet unsere Gruppe
intensiv mit dem Laboratory for Tumor Vaccinology und
dem Laboratory for Tumor Antigen Immunochemistry zu-
sammen und ist eng an verschiedene klinische Einrichtungen
im Hospital of the Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
(MSKCC) angeschlossen. In diesem Aufsatz berichten wir
über unsere laufenden chemischen Untersuchungen zur
Entwicklung allgemein einsetzbarer Synthesemethoden zur
Herstellung von Kohlenhydraten als Teil von Glycolipiden
und Glycopeptiden, die Bestandteile der Zelloberfläche von
Tumorzellen nachahmen. Bei diesen Arbeiten konnten wir
zahlreiche Impfstoffkonstrukte mit tumorassoziierten Anti-
genen herstellen, die klinisch validiert wurden und zurzeit am
Menschen getestet werden (Abbildung 1). Wir möchten
betonen, dass dieser Aufsatz nicht als vollständige Abhand-
lung über dieses groûe Gebiet gedacht ist. Er soll vielmehr als
Rückblick auf unsere eigenen Arbeiten verstanden werden,
wobei der Akzent nicht nur auf der Chemie liegt, die im
Zentrum unserer Arbeiten stand, sondern auch auf der Art,
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wie die Chemie mit Nachbardisziplinen verknüpft wurde, um
das ganze Projekt voranzutreiben. Auch andere Gruppen
arbeiten gegenwärtig in der gleichen Richtung mit syntheti-
schen Konjugaten, und wir verweisen den Leser auf Zusam-
menfassungen ihrer wichtigen Untersuchungen.[19, 96, 97]

Wir beschreiben hier die Synthese und immunologische
Evaluierung von Neoglycokonjugaten, die folgende Antigene
enthalten: das MBr1-Antigen Globo-H 1, das Adenocarci-
nom-KH-1-Antigen 2, die Blutgruppendeterminante Lewisy 3
(gleichzeitig Ovarialtumor-Antigen), die N3-Haupt- und
Nebenantigene 4a bzw. 4b, die mit Magen- und Darm-
tumoren assoziiert sind, und das Antigen Fucosyl-GM1 7 des
kleinzelligen Lungencarcinoms. Auûerdem haben wir in
Gruppen (¹Clusternª) auftretende, mit Mucin verwandte
Strukturen der O-glycosidisch gebundenen Antigene Lewisy,
Tn 5 und TF 6 untersucht. Alle Impfstoffkonstrukte, über die
wir hier berichten, wurden in geeigneter biokonjugierbarer
Form synthetisiert und in sorgfältigen Immunisierungsexperi-
menten an Mäusen getestet. Dies mündete in eine klinische
Bewertung von drei unserer vollsynthetischen Impfstoffe
(Globo-H in Prostata- und Brustkrebs-Studien, Ley-KLH-

Konjugate in Ovarialkrebs-Studien und clus-
terartige O-glycosidisch gebundene Tn/TF-
Mucinmodelle in Prostatakrebs-Studien).
Für das Globo-H-KLH-Konjugat steht die
Entscheidung für die klinischen Phasen II
und III (klinische Erprobung am Menschen)
an. Die Entwicklungsgeschichte dieser Kon-
strukte wird beschrieben beginnend mit dem
Entwurf am Reiûbrett über die Laborent-
wicklung, die Charakterisierung der immu-
nologischen Eigenschaften bis zur Impfung
von Mäusen; sie endet im günstigsten Fall bei
ersten klinischen Versuchen. Die Strukturen,
bei denen man dann angelangt ist, sind die
komplexesten vollsynthetischen Konstrukte,
die je klinisch erprobt worden sind.

3. Präparative Aspekte

Die chemische Synthese ist eine sehr
praxisnahe Disziplin, bei der es vor allem
auf Geradlinigkeit und Effizienz ankommt.
Die besten Synthesen sind daher diejenigen,
die diese Zielvorstellungen am erfolgreich-
sten umsetzen. Während wir an unserem
Projekt arbeiteten, suchten wir jedoch gleich-
zeitig nach einem einheitlichen Rahmen, in
dem wir unsere Vorstellungen organisieren
konnten. Wir wandten uns daher der Kon-
jugatbildung mit Glycalen zu, die wir über
viele Jahre in unserem Labor entwickelt
hatten. Details der Methode sind ausführlich
beschrieben worden,[20] daher werden wir den
Gegenstand in diesem Aufsatz auûer in den
Reaktionsschemata nicht weiter verfolgen.

Mehrere Aspekte bedürfen einer besonderen Erwähnung,
wenn man die Synthese komplexer Glycokonjugate mit
Substrukturen wie den in Abbildung 1 gezeigten betrachtet.
Im Hinblick auf eine ökonomische Synthese sollte man sich
um den sparsamen Einsatz von Schutzgruppen bemühen, die
die traditionellen Synthesen komplexer verzweigter Oligo-
saccharide dominieren. Dazu konnten wir die Glycalbau-
steine zu unserem groûen Vorteil einsetzen, um schnell die
Oligosaccharide der Tumorantigene auf Kohlenhydratbasis
aufzubauen.

Ein anderes wichtiges Element für das Impfstoff-Projekt
war, eine Linkerdomäne mit einem Spacer herzustellen, um
ein funktionelles Immunogen zu erhalten. Als Nächstes
müsste die Anbindung eines geeigneten Immunstimulans an
das Kohlenhydrat folgen. Es ist zwar bis heute keine optimale
Kombination zwischen Spacer und Verbindungsdomäne erar-
beitet worden; die Zielvorstellung ist jedoch, dass die
molekulare Erkennung des synthetischen Tumorantigens
durch das Immunsystem nicht durch die Konjugation der
Kohlenhydratdomäne mit einem effektiven biologischen
Trägermolekül verwässert wird.[21] Vor diesem Hintergrund

886 Angew. Chem. 2000, 112, 882 ± 911

Abbildung 1. Strukturen tumorassoziierter Antigene, die in diesem Aufsatz beschrieben
werden.
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begannen wir mit Untersuchungen, das Koh-
lenhydratantigen an ein geeignetes Träger-
protein, z. B. an das Hämocyanin der Schlüs-
selloch-Napfschnecke (keyhole limpet he-
mocyanin, KLH), zu binden. Bei unser Kon-
jugationsstrategie richteten wir uns nach der
Vorschrift von Bernstein und Hall;[22] diese
beruht auf der reduktiven Kupplung eines
Glycosids, das eine endständige Glycoalde-
hydeinheit enthält, mit dem gewünschten
Trägerprotein, bevorzugt über die e-Amino-
gruppen exponierter Lysinreste. Für einen
fortgeschrittenen Syntheseplan fassten wir
die Möglichkeit ins Auge, die Antigene über
entsprechende Peptidkupplungen zu ¹Clus-
ternª zusammenzufügen, um so mucinähn-
liche Strukturen zu erzeugen.[23] Eine all-
gemeine Methode zur Lösung der stereo-
chemischen Probleme, die beim Aufbau von
a-Serin/Threonin-O-glycosidisch gebunde-
nen Oligosacchariden entstehen, wurde pra-
xistauglich mit Hilfe eines ¹Kassetten-An-
satzesª entwickelt (siehe Abschnitt 9). Mit
den Glycopeptiden untersuchten wir auch
verschiedene immunstimulatorische Reste,
um die Konjugation des komplexen Kon-
strukts an ein Trägerprotein zu umgehen.

Die präklinischen Ziele zu Beginn des Impfstoffprojekts
bei den verschiedenen untersuchten Tumorantigenen waren
somit die folgenden:
a) Totalsynthese des gewünschten Tumorantigens, chemisch

strikter Nachweis von Struktur und Einheitlichkeit und,
wenn nötig, Synthese von relevanten verkürzten Varianten
als Sonden für die Epitop-Spezifität.

b) Einbau einer geeigneten Spacergruppe, sodass die immu-
nologische Integrität des Antigens erhalten bleibt.

c) Kovalente Bindung an ein Immunstimulans oder ein
Trägerprotein, um einen voll funktionsfähigen Impfstoff
zu erhalten.

d) Immunisierung von Mäusen und nachfolgende Bewertung
der Immunantwort.

Ein Antrag auf klinische Studien am Menschen ist erst nach
Erreichen dieser Ziele möglich. Wie die Synthesestrategie mit
Glycalbausteinen mit diesen Strategien und Zielen zusam-
mengeführt wurde, ist exemplarisch in Abbildung 2 darge-
stellt.

4. Das Lewisy-KLH-Glycokonjugat

4.1. Synthese des Lewisy-KLH-Glycokonjugats

1995 veröffentlichten wir unsere Synthese der Neoglyco-
konjugate der Lewisy- (Ley-) und Leb-Blutgruppendetermi-
nanten und der Oligosaccharide der H-Typen I und II.[24] Die
Ley-Determinante war für uns von besonderer Bedeutung,
weil sie bereits zuvor als wichtiges Epitop identifiziert worden
war, um die Antikörperbildung gegen Dickdarm- und Le-
bercarcinome zu verstärken.[25] Sie wurde auch kürzlich als

Marker für metastasierenden Prostatakrebs in die Diskussion
gebracht und wurde überexprimiert in Ovarialcarcinomen
gefunden.[26]

Nach dem oben beschriebenen Vorgehen war das erste
Ziel, eine biokonjugierbare Vorstufe des Ley-Epitops 3
(Abbildung 1) zum Einbau in einen einheitlichen Impfstoff
zu synthetisieren. Die erfolgreiche Ausarbeitung der Synthese
von Ley und ihre Vereinfachung, um sie praktikabel zu
machen, waren entscheidend auf dem Weg zu künftigen
Impfstoffkonstrukten. Auûerdem dient sie als Leitmotiv für
die Anwendung der Glycalmethode bei der Konjugation.

Das Pentasaccharid mit der Ley-Spezifität wurde gemäû
Schema 1 hergestellt. Bei der Synthese wurde das N-Acetyl-
lactosamin-Rückgrat der Zielstruktur genutzt. Das leicht
zugängliche Lactal[27] wurde an den beiden primären Hydro-
xygruppen silyliert. Nach diesem selektiven Schutz wurde an
den Positionen cis-C3',C4' ein cyclisches Carbonat gebildet
(!7). Dadurch wurden die Hydroxygruppen an C3 und C2'
exponiert, was für den Verlauf dieser Synthese von besonde-
rer Bedeutung war. So waren nun nämlich die Grundlagen für
die Bisfucosylierung von 7 geschaffen, wodurch der Zugang
zur Tetrasaccharid-Einheit von Ley eröffnet wurde. In diesem
Fall wurde der Acceptor 7 mit dem Fluordonor 9[28] bisfuco-
syliert,[29] wodurch das Ley-Tetrasaccharid als Glycal 10 anfiel.
Durch das Zusammenspiel der unbeteiligten Benzylether-
gruppe an C2 und eines potentiell beteiligten Benzoatrests an
C4 des Donors 9 kam die notwendige a-Selektivität zustande.
Als Nächstes wurde die Glycal-Funktionalität nach unserem
zuvor entwickelten Iodsulfonamidierungs-Verfahren (siehe
Verbindung 11) für eine Reaktion als Azaglycosylierungsdo-
nor[30] vorbereitet. Mit Iodsulfonamid und Silbertetrafluoro-
borat konnte das Galactal 12 an der Zinnethergruppe
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Abbildung 2. Allgemeines Verfahren zur Gewinnung synthetischer Kohlenhydratimpfstoffe.
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glycosyliert werden, wodurch das Pentasaccharid-Glycal 13
entstand; dadurch wurde gleichzeitig die gewünschte Amino-
gruppe und b-Selektivität durch die Reaktion mit dem
Galactalacceptor bereitgestellt. Durch Abspaltung aller
Schutzgruppen und anschlieûende Peracetylierung entstand
das Peracetylderivat 14. Diese Verbindung stellte sich als
äuûerst wertvolles Zwischenprodukt heraus, ganz abgesehen
von seiner Rolle als Vorstufe von 15.

Nachdem das Glycal 14 verfügbar war, wurden die not-
wendigen Reaktionen für die Konjugation an Trägerproteine
durchgeführt. Die Reaktion von 14 mit Dimethyldioxiran[31]

und anschlieûende Öffnung des entstandenen Epoxidrings
mit Allylalkohol lieferte selektiv das gewünschte Allylglyco-
sid. Nach Entfernung der Esterschutzgruppen mit katalyti-
schen Mengen an Natriummethoxid gelangte man zum voll-
ständig ungeschützten Ley-Pentasaccharid 15, das nunmehr
bereit für die Konjugationsphase war. Hierfür wurde 15 bei
ÿ78 8C in Methanol ozonolysiert und mit Dimethylsulfid zu
dem uncharakterisierten Aldehyd-Zwischenprodukt 16 um-
gesetzt (Schema 2).

Wie bereits zuvor erwähnt, wurde die Methode der
reduktiven Aminierung nach Bernstein und Hall[22] hier
zuerst auf die Kupplung mit Rinderserumalbumin (BSA) in
Phosphatpuffer (pH 8.0) angewandt. Dabei entstand das
Proteinkonjugat 17 a, das durch erschöpfende Dialyse gerei-
nigt wurde. Die auf eine Spaltung der Glycosidbindungen mit
TFA folgende Analyse[32] ergab die erwartete Zuckerzusam-
mensetzung: Zwei Anteile Galactose, zwei Anteile Fucose
und ein Anteil Glucosamin. Die Bestimmung des Kohlen-
hydrat:Protein-Verhältnisses ergab, dass auf ein Trägermole-
kül im Durchschnitt 15 Ley-Reste entfallen. Nachfolgende
Untersuchungen mit KLH als Trägerprotein (siehe 17 b) und
einer analogen reduktiven Aminierung führten zu Glycokon-
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jugaten mit durchschnittlich 287 Ley-Molekülen pro KLH-
Molekül.

Um die Totalsynthese des Glycolipids zu vervollständigen,
wurde auch das ceramidgebundene Glycokonjugat des Ley-
Epitops hergestellt. Dazu wurde das Iodsulfonamid 11 in zwei
Stufen in den Fluordonor 18 überführt (a :b� 15:1; Sche-
ma 3).[33] Dieser Donor wurde mit 19, der wohlbekannten
Azidosphingosin-Vorstufe,[34] unter Verwendung eines ge-
mischten Metallkatalysatorsystems aus Zirconocendichlorid
und Silbertriflat zum Ley-Sphingosin 20 gekuppelt. Anschlie-
ûend wurde die Azidogruppe reduziert und die Ceramid-
Einheit mit Palmitinsäureanhydrid eingeführt; es entstand,
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Schema 3. Synthese des Sphingoglycolipids Lewisy 3. a) THF/H2O, TEA,
Ag2CO3; b) DAST, THF; c) [Cp2ZrCl2], AgOTf, CH2Cl2, 57%; d) H2/
Lindlar-Katalysator, Palmitoylanhydrid, 22 %; e) 1. TBAF, THF; 2. Na/
NH3; MeOH; 3. Ac2O, Pyridin; 4. NaOMe, MeOH.

wenn auch in niedriger Ausbeute, das Amin 21. Andere
Bedingungen zur Reduktion der Azidogruppe dieser Verbin-
dung können noch getestet werden, doch wird man mit
ähnlichen Bedingungen bei anderen Oligosacchariden wahr-
scheinlich ebenfalls Erfolg haben. Die Abspaltung aller
Schutzgruppen aus 21 wie oben beschrieben führte zum
bekannten Ley-Glycolipid-Konjugat 3.

Nach der erfolgreichen Synthese der Ley-Konstrukte 17 a,
17 b und 3 begann unsere Zusammenarbeit mit den Immuno-
logen, und der Weg war frei für weitere Synthesen antigener
Glycokonjugate. Auûerdem wurde in Verbindung mit den
beschriebenen Untersuchungen die Synthese und Biokon-
jugation eines Lewisb-Hexasaccharids mit einer analogen
Methode vollendet.[24] Mit diesen Synthesen war nun gezeigt
worden, dass wir mit den Glycal-Kupplungsmethoden aus-
reichende Verfahren für die Konjugation von Proteinen mit
Kohlenhydraten zur Verfügung hatten (siehe Schema 2).

4.2. Immunisierung von Mäusen mit vollsynthetischem
Ley-KLH

Mit Blick auf die Entwicklung von Impfstoffen auf Ley-
Basis untersuchten wir die Immunogenität der Ley-Konjugate
in Mäusen. Damit wollten wir verschiedene Fragen angehen.
Von Interesse war zunächst die Produktion von Antikörpern

als direkte Folge der Immunisierung. Entscheidend war, ob
die so induzierten Antikörper auch an Tumorzelllinien binden
würden, die das Ley-Epitop exprimieren. Die Auslösung der
Lyse solcher Tumorzellen wäre ebenfalls von groûer Bedeu-
tung, denn sie würde einen wichtigen Ausgangpunkt für
Versuche am Menschen darstellen. Die entscheidende Kon-
trolle ist natürlich der Nachweis, dass die induzierten Anti-
körper nicht mit Ley-negativen Zelllinien und anderen Kon-
trollen reagieren. Die Ergebnisse der Immunisierung von
Mäusen sind weiter unten zusammengefasst.[35] Wie in all
unseren Untersuchungen wurden die Impfstoffe zusammen
mit dem immunologischen Adjuvans QS-21 verabreicht.[36]

Zusätzlich zu den synthetischen Konjugaten 17 a und 17 b
wurde in einer ähnlichen Synthese[37] das Maleinimidyl-
derivatisierte KLH-Konjugat 17 c hergestellt (siehe Sche-
ma 2). Die Immunisierung von Gruppen von Mäusen mit den
drei Konjugaten zusammen mit dem Adjuvans QS-21 ergab,
dass das direkt an KLH gebundende Ley-Oligosaccharid 17 b
am effizientesten IgG- und IgM-Antikörper-Reaktionen ge-
gen die natürlichen Formen der Ley-Epitope auf Mucinen und
Glycolipiden induzierte.[38] Mit einem Immunassay (ELISA)
wurde nachgewiesen, dass die IgM-Titer typischerweise viel
höher waren als die IgG-Titer. Die Antiseren, die nach der
Immunisierung mit 17 b gewonnen wurden, wurden auch mit
einem Immun-Adhärenztest auf ihre Reaktivität mit Ley-
exprimierenden Tumorzellen untersucht. Dabei ergab sich,
dass die Antiseren der mit Ley-KLH immunisierten Mäuse
stark an Ley-positive Zelllinien (MCF-7) binden, nicht aber an
Ley-negative Zellen (SK-MEL-28).

Cytotoxizitätstests auf antikörperabhängige, komplement-
vermittelte Lyse wurden ebenfalls durchgeführt; die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Auch hier wurden
komplementbindende Antikörper (hauptsächlich IgM) mit
Immunadhärenztests nachgewiesen, die sich im Folgenden in
Gegenwart von humanem Komplement als cytotoxisch gegen
Ley-positive MCF-7-Zelllinien erwiesen. Demgegenüber wa-
ren sie nicht cytotoxisch gegen SK-MEL-28-Zelllinien.

Diese Untersuchungen lassen sich wie folgt zusammen-
fassen: Mäuse, die mit 17 b zusammen mit QS-21 immunisiert
wurden, produzierten hohe Titer an IgG- und IgM-Anti-
körpern, die mit Epitopen auf Ley-exprimierenden Tumor-
zellen reagieren können. Auf der Grundlage dieser Unter-
suchungen wurden Vorgehensweisen für klinische Phase-I-
Studien entworfen. Nach der Genehmigung durch verschie-
dene Aufsichtsbehörden musste der Impfstoff unter Bedin-
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Tabelle 1. Cytotoxizitätstest von Antiseren an Zellkulturen.

Antikörper oder MCF-7[a] SK-MEL-28[a]

Antiserum (Ley �) (Ley ÿ )

Maus 1 (Ley-KLH) 1:80 < 1:10
Maus 2 (Ley-KLH) 1:40 < 1:10
Maus 3 (Ley-M2C2H-KLH) 1:40 < 1:10
Maus 4 (Ley-M2C2H-KLH) 1:40 < 1:10
3S193 (anti-Ley) 0.5 mgmLÿ1 > 10 mgmLÿ1

R24 (anti-GD3) > 10 mg mLÿ1 0.62 mg mLÿ1

[a] Gröûte Verdünnung, bei der nachweisbare Lyse auftritt; mit Seren vor
der Immunisierung war keine Lyse (<1:10) zu beobachten.
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gungen und Spezifikationen resynthetisiert werden, die bei
Versuchen an Menschen eingehalten werden müssen. Wir
begannen dann mit Phase-I-Studien an Patientinnen mit
Ovarialcarcinomen. Ziel dieser Studien war, die Sicherheit
des Impfstoffes und aller Antikörper, die als mögliche
Antwort auf den Impfstoff gebildet werden könnten, zu
testen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind erst
kürzlich ausgewertet worden und zeigen positive serologische
Befunde. Diese klinischen Resultate werden an anderer Stelle
vorgestellt werden.

5. Das MBr1-Antigen Globo-H

5.1. Synthese von Glycokonjugaten mit dem MBr1-
Antigen Globo-H

Globo-H 1 (Abbildung 1) ist ein Hexasaccharid, das in
Submilligramm-Mengen als ceramidgebundenes Glycolipid
von Hakomori et al.[39] aus der menschlichen Brustkrebs-
Zelllinie MCF-7 isoliert wurde. Es wird auf der Tumorzell-
oberfläche als Glycolipid, möglicherweise auch als Glycopro-
tein, exprimiert. Eine weitere Entwicklung, die Interesse an
diesem Antigen weckte, war seine immunologische Charak-
terisierung mit dem monoklonalen Antikörper MBr1 durch
Colnaghi et al. ;[40] diese Autoren erhielten den Antikörper aus
Mäusen, die mit intakten Zellen der MCF-7-Linie immuni-
siert worden waren. Die Isolierung von 1 aus Zellen dieser
Linie und die Bindung an MBr1 wurden als Hinweise dafür
gewertet, dass dieses Glycolipid ein Brusttumorantigen ist.
Auûerdem wurde Globo-H wenig später durch Lloyd et al.[41]

immunologisch charakterisiert (mAb VK-9; mAb�mono-
klonaler Antikörper). Die anschlieûende immunhistologische
Analyse mit MBr1 ergab, dass das Antigen auch auf anderen
Carcinomtypen exprimiert wird, z.B. Dickdarm-, Lungen-,
Ovarial- und kleinzelligem Lungencarcinom.[42] Globo-H
wurde auch in der Mehrzahl der Tumore von Bauchspeichel-
drüse, Magen und Uterusschleimhaut entdeckt; insbesondere
ergab sich, dass das Antigen in primären und metastatischen
Prostatakrebs-Proben exprimiert wird.

Es gibt auch Hinweise auf Zelloberflächenkohlenhydrate,
die man für Globo-H hält, die mit dem MBr1-Antikörper auf
normalen Geweben wie Brust, Pankreas, Dünndarm und
Prostata reagieren. Das Antigen in diesen Geweben ist
allerdings vorwiegend dort lokalisiert, wo der Zugang zum
Immunsystem eingeschränkt ist.[43] Daher sollten immunhis-
tologische Ergebnisse, die auf der Bindung von MBr1 zum
Nachweis von Globo-H als vollständiger struktureller Einheit
in einem speziellen Gewebe beruhen, mit Vorsicht bewertet
werden.

Daraus ergibt sich, dass nur experimentell überprüft
werden kann, ob Globo-H 1 ein brauchbares Antigen bei
der Immunisierung von Mäusen ist und ob es für eine
Tumorbehandlung, gemeinsam mit einem Adjuvans appli-
ziert, tauglich ist. Gegenwärtig kann nur eine Synthese von
Globo-H 1 es als das aktuelle Antigen bestätigen, das von
MBr1 erkannt wird, und nur durch Synthese können ausrei-
chende Substanzmengen für die Immunisierungsuntersuchun-
gen zur Verfügung gestellt werden. Schon bevor wir gröûere

Fortschritte bei der Totalsynthese erzielt hatten, wurde klar,
dass auch Studien mit ¹verkürztenª Versionen von 1[44] zur
Untersuchung, welche Teilstrukturen von 1 für die Bindung
notwendig sind, von Interesse wären, um diese tiefgehenden
Fragen im Detail bearbeiten zu können.[45] Die genannten
Befunde waren der Anlass, Globo-H als mögliches Ziel-
antigen zu evaluieren und machten es zu einem wichtigen
Syntheseziel. Zu Beginn des Globo-H-Projekts gab es noch
keine Totalsynthesen des Antigens.[46]

Wir berichten nun über die Schlüsselschritte unserer
Totalsynthese von Konstrukten, die dem Kohlenhydratanteil
von 1 entsprechen. Danach werden wir die Synthese des
vorgeschlagenen Impfstoffs, der das MBr1-Antigen enthält,
beschreiben. Die serologischen Daten, beginnend mit der
Immunisierung von Mäusen und fortgesetzt mit einer voll-
ständigen Phase-I-Studie, werden ebenfalls beschrieben.

Als wir die Struktur von Globo-H 1 unter dem Aspekt von
Risiken bei der chemischen Synthese untersuchten, behielten
wir ein wichtiges Erfordernis im Auge. Unser erstes Teilziel
sollte wie gewöhnlich eine ¹akademischeª Lösung sein, mit
der ausreichende Mengen (5 ± 10 mg) für Strukturbeweis,
Immuncharakterisierung, Konjugation und Impfung von
Mäusen erhältlich sind. Die Methode müsste allerdings
gegebenenfalls auch zur Produktion viel gröûerer Mengen
tauglich sein, wenn die serologischen Befunde positiv sein
sollten und eine klinische Erprobung beabsichtigt wäre. Wir
entschieden uns für eine Aufteilung in zwei Trisaccharide
(siehe Retrosynthese in Schema 4).
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Schema 4. Retrosynthese des MBr1-Antigens Globo-H 1. E��Elektro-
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Bei der Vorbereitung einer [3�3]-Kupplung, um die beiden
Trisaccharide zusammenzubringen, wurde das Glycal 22 als
möglicher Donor erhalten. Das Glycal 23 mit dem geeigneten
C3-Sauerstoffatom des Galactalrests am nichtreduzierenden
Ende des anderen Trisaccharides sollte als Acceptor fung-
ieren. Wie bei der Synthese von Ley würde das System 22
durch Aktivierung der Glycalbindung in einen Azaglycosylie-
rungsdonor umgewandelt werden. Die gewünschte Amino-
gruppe würde bei der Glycosylierung mit 23 erhalten werden.
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In Vorwärtsrichtung wird durch die Bildung des Hexasaccha-
rids 24 nun die Einführung des Ceramids an diesen Rest über
die Glycalbindung möglich. Das Ergebnis ist eine Totalsyn-
these der nativen Form von Globo-H und die Bildung eines
brauchbaren Immunkonjugats durch einen Verbindungsab-
schnitt zur Erzeugung des Impfstoffkonstrukts. Die Planung,
die in Schema 4 skizziert ist, wurde so auch in die Praxis
umgesetzt,[47] und die erste Totalsynthese von 1 wurde 1996
veröffentlicht.[48] Wir beginnen mit der Synthese des 23
entsprechenden Acceptor-Trisaccharids (Schema 5).
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Der Fluordonor 27 und der Lactalacceptor 28 wurden mit
Bausteinen vom Typ des Galactals 25 und des Glucals 26
hergestellt ; 27 enthält eine PMB-Schutzgruppe an der C3-
Hydroxygruppe. In der anschlieûenden [2�1]-Kupplung wur-
de der Acceptor 27 mit dem Donor 28 unter einer modifi-
zierten Version der Bedingungen nach Mukaiyama[28] und
Nicolaou[49] zum Trisaccharid-Glycal 29 umgesetzt. Die oxi-
dative Abspaltung der PMB-Schutzgruppe führte zu 30, das
für die Kupplung mit einem geeigneten Trisacchariddonor
eingesetzt werden sollte.

Die Synthese des Donors begann, wie in Schema 6 gezeigt,
mit dem Disaccharid 31 (das wiederum aus zwei Galactal-
Bausteinen vom Typ 25 synthetisiert werden kann). Die
regioselektive Fucosylierung der äquatorialen Hydroxygrup-
pe an C2 mit dem Donor 32 lieferte das Trisaccharid-Glycal
33. Dieses wurde mit Standardmethoden ins Iodsulfonamid 34
überführt. Selbst nach sorgfältiger und wiederholter Unter-
suchung gelang es nicht, den Acceptor 30 mit Trisaccharid-
Substraten wie 34 in vernünftigen Ausbeuten durch direkte
Azaglycosylierung zu kuppeln. Obwohl eine derartige Ver-
knüpfung mit einfacheren Substraten einen sehr erfolgreichen
Zugang zu weniger komplizierten Konstrukten (etwa Ley)
eröffnet, erwies sich die Azaglycosylierung für sterisch stark
gehinderte Acceptoren als ungeeignet.

Zum Glück bot sich eine Lösung von selbst an. Wir hatten
bereits früher die Umwandlung von Iodsulfonamiden in
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breiter einsetzbare Donoren untersucht, die in ansonsten
schwierigen Fällen effiziente Umsätze ermöglichen sollten.[30]

Diese Ergebnisse wurden auf die aktuelle Situation über-
tragen, in der Hoffnung, dass eine erfolgreiche Kupplung zum
b-konfigurierten Produkt über die Beteiligung des Sulfon-
amids möglich wäre. Wir verfolgten diesen Gedanken und
behandelten das Iodsulfonamid 34 mit Lithiumethanthiolat,
um den notwendigen Thioethyldonor 35 herzustellen.

Die wesentlichen Punkte dieser Synthese sind in Schema 7
gezeigt. Die kritische Kupplung von 30 mit 35 wurde durch
stöchiometrische Mengen an MeOTf zur Aktivierung des
Thioethyldonors bewirkt, wodurch das Hexasaccharidglycal
36 erhalten wurde. Diese Synthese ist ein hervorragendes
Beispiel dafür, dass die Bildung von trans-2-Sulfonamido-b-
thioglycosiden aus Glycalen in zwei Stufen dann für die
Kupplung komplexer Fragmente sehr nützlich sein kann,
wenn die direkte Glycosylierung über die entsprechenden
Iodsulfonamide fehlschlägt.

Um das natürlich vorkommende Globosid zu erhalten,
wurde das korrekt konfigurierte Hexasaccharid epoxidiert.
Die Umsetzung des Produkts mit der Sphingosin-Vorstufe
19[34] (Schema 7) führte zu 37. 37 lieû sich ± in diesem Fall in
exzellenten Ausbeuten ± durch Reduktion der Azidogruppe
mit H2 am Lindlar-Katalysator in Gegenwart von Palmi-
tinsäureanhydrid ins Ceramid 38 umwandeln. Die Abspaltung
aller Schutzgruppen erfolgte nach Standardmethoden. An-
schlieûend wurde das Rohprodukt acetyliert und zum Glyco-
sphingolipid 1 verseift. Dessen spektroskopische Daten hin-
sichtlich der anomeren Zentren stimmten vollständig mit
denen überein, die für die native Verbindung publiziert
waren. Ein detailliertes 1H-NMR-Spektrum des gereinigten
MBr1-Antigens aus gesammelten Geweben konnte wegen zu
geringer Substanzmengen nicht aufgenommen werden. Un-
sere 1H- und 13C-NMR-Spektren sowie Massenspektren in
Verbindung mit den Spektren, mit denen der Fortschritt der
Synthese verfolgt wurde, lieferten allerdings überzeugende
Hinweise auf die Struktur des Endprodukts.

Bei der immunologischen Charakterisierung wurde nach-
gewiesen, dass die synthetische Verbindung 1 im ELISA und
in Immun-Dünnschichtchromatographie-Tests an den mono-
klonalen Antikörper MBr1 bindet. Inhibierungsversuche
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ergaben, dass eine Vorinkubation von MBr1 mit 1 die
Reaktivität von MBr1 gegenüber der humanen Brustkrebs-
Zelllinie MCF-7 vollständig blockiert. Das synthetische
Glycosphingolipid 1 enthält also das gleiche antigene Epitop,
mit dem MBr1 auch auf Brustkrebszellen reagiert.

Als Nächstes richteten wir unser Augenmerk darauf, einen
funktionellen Impfstoff herzustellen, der das synthetische
Antigen enthielt. Entsprechend unseren vorangegangenen
Untersuchungen stellten wir das entsprechende Allylglycosid
her, um die Konjugation mit dem Trägerprotein vorzube-
reiten (Schema 8). Dazu kehrten wir zum Hexasaccharid-
Glycal 36 zurück. Nach Abspaltung der Schutzgruppen und
erneuter Acetylierung von 36 fiel das Peracetat 39 an. Es
folgten die Epoxidierung von 39 mit Dimethyldioxiran,
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Schema 8. Synthese des Globo-H-KLH-Impfstoffkonstrukts.

Solvolyse mit Allylalkohol und erschöpfende Verseifung zum
Allylglycosid 40, das nun eine Zugangsmöglichkeit zum
vollständig funktionalisierten Impfstoff bietet. Wie zuvor
wurde durch die Ozonolyse der Allylgruppe (!41) die
Voraussetzung für die reduktive Kupplung an KLH geschaf-
fen,[22] wodurch das Oligosaccharid-Protein-Konjugat 42 mit
voller immunogener Funktion entstand. Die Bestimmung des
Kohlenhydrat:Protein-Verhältnisses[32] ergab stets etwa 350
Globo-H-Epitope pro Molekül KLH. Auf ähnliche Weise
untersuchten wir Konjugate mit BSA, die 17 Kohlenhydrat-
Einheiten pro Protein enthielten (43).

5.2. Die Synthese ¹verkürzterª von Globo-H abgeleiteter
Verbindungen

Nachdem wir eine brauchbare Synthese entwickelt hatten,
konnten wir die Methode auf ¹verkürzteª Varianten von 1
ausweiten. Vielleicht könnten solche Verbindungen einfacher
synthetisiert werden und würden dennoch von Antikörpern
gegen Globo-H erkannt werden.[45] Wir wurden bei den
Synthesestudien stark dadurch beeinflusst, dass SSEA-3 44
(Schema 9), dem der terminale Fucoserest fehlt, den MBr1-
Antikörper nicht mehr bindet.[50, 51] Obwohl der Fucoserest
für die Bindung wesentlich zu sein scheint, war es interessant
zu untersuchen, welche verkürzten oder isomeren Formen
von 1, die den Fucoserest enthalten, denen aber Reste vom
reduzierenden Ende der Kohlenhydratdomäne fehlen, vom
MBr1-Antikörper erkannt würden. Also stellten wir durch
chemische Totalsynthese die Allylglycoside 45 ± 48 nach der
Glycalmethode her (Schema 9).[44] Der Hexasaccharidkern,
der in 1 enthalten ist, blieb in den Verbindungen 47 und 48
erhalten, doch ist in beiden Fällen gegenüber dem nativen
Antigen eine glycosidische Bindung verändert. Dabei ist
anzumerken, dass die gezielte Untersuchung der molekularen
Erkennung des Globo-H-Antigens bis zu solchen Einzel-
heiten (d. h. a- oder b-glycosidische Bindungen) mit Hilfe
verkürzter Teststrukturen nur durch die Kraft der chemischen
Synthese und die Ausdauer hoch motivierter Kollegen
möglich war.
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Schema 9. ¹Verkürzteª Varianten von 40.

Mit den vier in ausreichenden Mengen verfügbaren und
strukturell einheitlichen Allylglycosiden führten wir Unter-
suchungen zur Bindung an das MBr1-Antigen durch, wofür
wir MCF-7-Zelllinien verwendeten. Wir setzten steigende
Mengen der Glycoside ein (0.05 ± 500 mg); die Ergebnisse
eines einzelnen Inhibierungsversuches sind in Tabelle 2
zusammengestellt. Die Verbindungen 45 ± 47 binden deutlich
an MBr1, was vermuten lässt, dass die Bindedomäne in dem
CDEF-Ringsystem lokalisiert ist, und in der Tat ist der
endständige Fucoserest entscheidend für diesen speziellen
Antikörper. Auûerdem scheint auch die Konfiguration der
glycosidischen Bindung zwischen den Ringen C und D
entscheidend für die Bindung an den MBr1-Antikörper zu
sein (keine Bindung an 48). Wenn die korrekt konfigurierte
CDEF-Domäne erst einmal präsentiert wurde, hat die Art der
Glycosidbindung zwischen den Ringen B und C anschlieûend
offenbar nur noch geringe Bedeutung (siehe Verbindung 47).
Es sieht also so aus, als ob Analoga von 2 durch den MBr1-
Antikörper erkannt werden können. Von gröûerer Bedeutung
wäre allerdings ein Immuntest mit polyklonalen Antikörpern.

5.3. Immunologische Untersuchungen mit Impfstoffen
auf Globo-H-Basis

Als Nächstes richteten wir unsere Aufmerksamkeit auf eine
detaillierte immunologische Charakterisierung des wichtigen
Globo-H-Antigens und der erforderlichen Analoga. Die

Verbindungen 42 und 43 waren die Ausgangspunkte für diese
Untersuchungen. Wie zuvor waren die einleitenden Schritte
zur Entwicklung eines Impfstoffes auf der Basis von Globo-H
Impfstudien an Mäusen,[52] um die Immunogenität des syn-
thetischen Glycokonjugats zu bestätigen. Ziel war der Nach-
weis, dass die synthetische Impfstoffkonjugatkombination das
Mäuseimmunsystem aktiviert, sodass dieses Antikörper bil-
det, die an humane Tumorzellen binden; diese exprimieren
dann das Epitop, um das die Kohlenhydratregion angeordnet
war.

Die serologischen Reaktionen wurden durch ELISA analy-
siert, um die Antikörpertiter zu bestimmen; die Zelloberflä-
chenreaktivität der entstandenen Antikörper wurde mit
Durchflusscytometrie und Immunadhärenztests gemessen.
Die Fähigkeit der Seren, Komplementlyse zu vermitteln,
wurde ebenfalls getestet. Zunächst wurden die KLH- und die
BSA-Konjugate untersucht. Wie im Falle des Impfstoffes auf
Ley-Basis und anderen war das KLH-Konjugat 42 das beste in
Bezug auf die Immunogenität, wenn es mit dem Adjuvans
QS-21 appliziert wurde.[53]

In den Tierversuchen mit dem Impfstoff 42 erreichten alle
Mäuseseren hohe IgM- und IgG-Titer gegen das Globo-H-
Antigen (Medianwerte 1:128 000 bzw. 1:2560; Abbildung 3).
Entscheidend war dabei der Befund, dass die Antiseren mit
Globo-H-positiven Tumorzellen (MCF-7) reagierten, im

Abbildung 3. Zeitlicher Verlauf des Antikörpertiters in 5 Mäusen (^, &, ~,
* und !). Auf der Ordinate ist der Kehrwert des Titers gegen Globo-H
(durch ELISA bestimmt) aufgetragen (y), auf der Abszisse die Zeit t in
Monaten. ÐÐ: IgM-Titer, ±± ±: IgG-Titer. Die Antikörperbildung wurde
mit dem Globo-H-KLH-Konjugat 42 plus QS-21 als Impfstoff induziert, die
Zeitpunkte der Impfungen sind durch die senkrechten Pfeile gekennzeich-
net.

Kontrollexperiment mit den Globo-H-negativen B78.2-Me-
lanomzellen jedoch nicht. Serologische Untersuchungen er-
gaben auch, dass die Antikörper hoch effizient eine komple-
mentvermittelte Cytotoxizität induzierten. Die prozentuale
Lyse, die durch Antikörper gegen das Globo-H-KLH-Kon-
jugat induziert wurde, betrug 48 %. In Vergleichsexperimen-
ten wurde mit dem monoklonalen Antikörper MBr1 72 %
komplement-induzierte Cytotoxizität erzielt. Aufgrund dieser
Immunogenität wurde das Impfstoffkonstrukt 42 in Kombina-
tion mit QS-21 weiter untersucht. Bis jetzt ist der Kohlen-
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Tabelle 2. Inhibierung der Bindung des monoklonalen Antikörpers MBr1
an die MCF-7-Zelllinie durch die synthetischen Antigene 45 ± 48 sowie 40
und 44.

40 44 45 46 47 48

IC50 [mm][a] 16 > 500[b] 10 26 27 200

[a] Konzentration für 50-proz. Inhibierung. [b] IC50 wurde nicht erreicht.
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hydratrest des betreffenden Impfstoffes das komplexeste
synthetische Antigen, das bis zum Stadium der klinischen
Prüfung entwickelt wurde.

Nachdem diese günstigen serologischen und Zelloberflä-
chenreaktivitäten bei der Impfung von Mäusen entdeckt
worden waren, wurden verschiedene Versuchsplanungen für
den Einsatz vollsynthetischer Globo-H-Impfstoffe in der
Klinik entworfen. Nach Resynthese und Rekonjugation unter
geeigneten Bedingungen wurde eine solche Untersuchung
begonnen, und zwar an Prostatakrebs-Patienten, die nach
Entfernung der Prostata oder Bestrahlungstherapie einen
Rückfall erlitten hatten.

Zwei potentielle Risiken müssen beachtet werden beim
Übergang von der Mäuseimpfung zur Impfung von Men-
schen: Menschliche Seren und Zelloberflächen-Glycoprotei-
ne präsentieren verwandte Strukturen (in Form von Lewis-
Blutgruppendeterminanten und ± allerdings in sehr niedrigen
Konzentrationen ± von Globosiden). Daher kann es unter
klinischen Bedingungen beim Menschen zu potentiellen
Erscheinungen von Immuntoleranz oder Autoimmunschädi-
gungen bei den Betroffenen kommen. Solchen Betrachtungen
brauchten bei der Immunisierung von Mäusen nicht angestellt
zu werden. Sicherlich wäre eine eng begrenzte humorale
Antitumorantwort auf den vollsynthetischen Kohlenhydrat-
impfstoff eine zufriedenstellende Bestätigung für das zu-
grundeliegende Prinzip.[54] Solche Phase-I-Studien wurden
durchgeführt, um die Sicherheit des Impfstoffes zu testen und
die angemessene Dosis des Impfstoffkonjugats zusammen mit
QS-21 zu bestimmen.

Im ersten Versuch erhielten fünf Patienten mit progressi-
vem und rezidivierendem Prostatakrebs den KLH-Konjugat-
impfstoff 42 mit 30 mg Globo-H plus 100 mg QS-21, entspre-
chend der vorher festgelegten klinischen Vorgehensweise.[55]

Ihre Seren wurden genau analysiert und bewertet. Die IgG-
und IgM-Titer gegen Globo-H-Ceramid, die nach der Imp-
fung mit ELISA bestimmt wurden, sind in Abbildung 4
gezeigt. Nach der Impfung entwickelten alle fünf Patienten
eine starke IgM-Antwort, und zwei Patienten zeigten zusätz-
lich eine hohe IgG-Antwort. Die Spezifität dieser Antikörper
für Globo-H in Extrakten oder Biopsieproben von Prostata-
tumorzellen ebenso wie in Brustkrebs-Biopsieproben wurde
durch Immun-Dünnschichtchromatographie analysiert; sie
ergab, dass nach der Impfung die Seren sowohl synthetisches
als auch aus Tumoren isoliertes Globo-H-Ceramid erkannten.
Andererseits reagierten die Seren nicht auf Melanom-Biop-
sieproben-Extrakte, die verschiedene Glycolipide enthalten,
aber Globo-H-negativ sind.

Als die Patientenseren nach der Impfung verfügbar waren,
wurden damit Inhibierungsversuche durchgeführt, um die
Spezifität der gegen Globo-H gerichteten Antikörper in den
immunisierten Patienten zu bestimmen. Das synthetische
Globo-H-Ceramid 1 und die strukturverwandten Antigene
45 ± 48 (Schema 9), die zuvor durch Totalsynthese hergestellt
worden waren, wurden im ELISA-Test untersucht; die
Ergebnisse sind in Abbildung 5 dargestellt. Auch wenn die
verkürzten Oligosaccharide in gewissem Ausmaû erkannt
wurden, hemmt Verbindung 1 die Anti-Globo-H-Reaktivität
am effizientesten. Als Kontrolle dienten nicht verwandte
Glycolipide und synthetisches Ley-Allylglycosid 15, die nicht

Abbildung 4. Zeitlicher Verlauf der Antikörperbildung bei fünf Patienten
(*, � , *, & und &), die mit dem Globo-H/KLH-Konjugat 42 (30 mg) und
QS-21 geimpft wurden. a) IgM-Titer; b) IgG-Titer. Auf der Ordinate ist der
Kehrwert des Titers gegen Globo-H (durch ELISA bestimmt) aufgetragen,
auf der Abszisse die Zeit t in Monaten. Die Zeitpunkte der Impfungen sind
durch die senkrechten Pfeile gekennzeichnet.

reagierten (Abbildung 5 a). Die beiden Antiseren mit IgG-
Aktivität im ELISA wiesen zusätzliche Reaktivität auf (Ab-
bildung 5 b). Die beiden synthetischen Hexasaccharide 1 und
40 und das Pentasaccharid 45 inhibierten in diesem Test
effektiv die Bindung. Offensichtlich erkennen die polyklona-
len IgG-Antikörper aus diesen beiden Seren hauptsächlich
ein Epitop einer Gröûe von etwa fünf terminalen Kohlen-
hydrat-Einheiten vom reduzierenden Ende her.

Die mangelnde Erkennung des Ley-Antigens 15 und
verschiedener Teststrukturen sogar unter polyklonalen Be-
dingungen spiegelt auch eine sehr kontrollierte Antwort
gegen Teile des Globo-H-Antigens wider. Die Spezifität für 1
rührt eindeutig von dem Unterschied in der strukturellen und
stereochemischen Beziehung der antigenen Substrukturen
her. Die Ergebnisse zeigen, dass eine fucosylierte Struktur für
eine optimale Anti-Globo-H-Reaktion notwendig ist (siehe
Verbindung 44).

Ermutigt durch diese Befunde verfolgten wir die entschei-
dende Frage, ob Antikörper, deren Bildung durch das KLH-
Impfstoffkonstrukt 42 verstärkt worden war, das Antigen vor
seinem natürlichen Hintergrund, also auf der Zelloberfläche,
erkennen können. Diese Art der Erkennung ist sicherlich ein
wesentlicher Meilenstein beim Fortschritt und der Entwick-
lung von Antitumor-Impfstoffen. Eine Vorinkubation der
Seren mit Globo-H-positiven (MCF-7) Zelllinien führte zu
einem mehr als 50-prozentigen Abfall der Bindung an Globo-
H-Ceramid, was bedeutet, dass ein groûer Teil der Antikörper
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Abbildung 5. Analyse der Spezifität des Anti-Globo-H-Antiserums durch
Inhibierungs-Assays. Aufgetragen ist die ELISA-Reaktivität des Serums
gegen Globo-H-Ceramid bei Zusatz der Verbindungen 1, 15, 40, 44 ± 49 und
GD3 (GD3�NeuAca2!8NeuAc2!3Galb1!4Glcb1 ± 1'-Cer). a) IgM-
Antikörper-Antwort; b) IgG-Antikörper-Antwort. (DIrec�% Hemmung;
c(Inhib.)�Konzentration des Inhibotors.)

erkannt und an die Tumorzelloberfläche gebunden wurde.
Keine Abnahme der Bindungsaktivität wurde nach Inkuba-
tion mit Globo-H-negativen (SK-MEL-28) Melanomzellen
beobachtet. Die Zelloberflächenreaktivität von Anti-Globo-
H-Antikörpern, mit Durchflusscytometrie bestimmt, nahm
bei IgM- und (in geringerem Umfang) bei IgG-Antikörpern
zu.

Ein letzter Punkt der einleitenden präklinischen serologi-
schen Evaluierung, die nach der Impfung mit 42 vorgenom-
men wurde, war, die erhaltenen Seren auf Anti-Globo-H-
Antikörper zu testen, die komplementabhängige Cytotoxizi-
tät (CDC - complement-dependent cytotoxicity) vermitteln.
Nach entsprechenden Kontrollexperimenten ergab sich, dass
drei der fünf Seren nach der Impfung eine starke komple-
mentabhängige Cytotoxizität gegen MCF-7-Zellen vermittel-
ten. Diese Ergebnisse sind auch deshalb ermutigend, weil die
komplementinduzierte Lyse von Tumorzellen eine verringer-
te Ausbreitung des Tumors bedeuten sollte und damit eine
längere Überlebenszeit begünstigt würde.[7a]

Nach dem erfolgreichen Nachweis, dass das Impfstoffkon-
strukt 42 zusammen mit dem Adjuvans QS-21 im Menschen
sicher ist und spezifische Antikörper gegen Tumorzellen
induziert, die die gleiche antigene Struktur auf der Zellober-

fläche tragen, die auch in dem Impfstoff enthalten ist, führten
wir eine gröûere Untersuchung an Patienten durch. Die
vollständige Phase-I-Studie wurde mit 18 Patienten mit fort-
geschrittenem und rezidivierendem Prostatacarcinom abge-
schlossen. Für klinische Details der Studie wird auf Lit. [56]
verwiesen. Alle immunisierten Patienten entwickelten gute
IgM-Antworten gegen Globo-H, wodurch die Immunogenität
bei Prostatacarcinom-Patienten mit einem weiten Spektrum
von Krankheitsstadien und Tumorlasten bestätigt wurde.
Seren vor und nach der Immunisierung von 18 Patienten
wurden auf die Fähigkeit zur Vermittlung von Komplement-
lyse untersucht. Die IgM-Antikörper, die in dieser Studie
induziert worden waren, reagierten mit Tumorzellen, was sich
mit Durchflusscytometrie nachweisen lieû, und induzierten in
neun Fällen komplementvermittelte Lyse von Globo-H-
exprimierenden Zelllinien (Abbildung 6).

Abbildung 6. Komplementlyse von MCF-7-Tumorzellen durch Seren, die
vor und nach der Immunisierung von 18 Patienten im Rahmen einer Studie
gewonnen wurden. Die positiven Kontrollen wurden mit MCF-7-Zellen
und den monoklonalen Antikörpern VK9 (IgG) oder MBr1 (IgM) und
Komplement durchgeführt. Weiû: vor der Immunisierung, schwarz: nach
der Immunisierung, grau: Kontrolle. n�Nummer der Patienten.

Neben der Induktion einer echten Immunogenität wurde
ein weiterer wichtiger Befund weiter verfolgt und bei allen
beteiligten Patienten erhoben: Prostatakrebs ist im Prinzip
für die Untersuchung eine einzigartige Erkrankung, da es
anhand des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) als hoch
spezifischem Biomarker möglich ist, die Krankheit bei
niedrigen Tumorlasten zu verfolgen, bei denen die Impfthe-
rapie, die uns interessiert, mit höherer Wahrscheinlichkeit
wirksam ist. Die Messung des PSA-Titers in verschiedenen
Patienten in unserer Studie könnte anzeigen, ob ein Behand-
lungseffekt nach Vollendung der Impftherapie eintritt. Ge-
genwärtig scheint mit der Impfung eine Abnahme des An-
stiegs der Kurve des Logarithmus der PSA-Konzentration in
Abhängigkeit von der Zeit nach der Behandlung im Vergleich
mit den Werten vor der Behandlung erreicht zu werden.

Bei allen Patienten nahm die PSA-Konzentration während
der ersten 26 Behandlungswochen zu, wenngleich sich in
einigen Fällen die Geschwindigkeit des Anstiegs im Verlauf
der Immunisierung zu verlangsamen schien. Der möglicher-
weise wichtige, wenn auch als vorläufig zu bezeichnende
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Befund allerdings war, dass sich während der nächsten sechs
bis neun Monate nach der Behandlung, während der die
Patienten weiter beobachtet wurden, günstige Veränderungen
im Anstieg der PSA-Konzentration bei den meisten Patienten
eingestellt hatten, die sich in einem frühen nicht metastasie-
renden Stadium befanden. Nimmt man die Verlangsamung
dieses Anstiegs als Kriterium, kann man behaupten, dass ein
gewisser aktueller Behandlungseffekt bereits nach drei Mo-
naten sichtbar wird. Berücksichtigt man allerdings die vor-
liegende kleine Stichprobe, ist dieser Befund sicherlich noch
nicht als endgültig anzusehen. Ein Beispiel zum PSA-Krite-
rium ist in Abbildung 7 gezeigt.

Abbildung 7. Rückgang der Kurvensteigung des Logarithmus der PSA-
Konzentration in Abhängigkeit von der Zeit t (in Wochen) nach Be-
handlung der Patienten im Vergleich zu den Werten vor der Behandlung.
Nach radiologischem Befund sind die Patienten auch mehr als 80 Wochen
nach der Behandlung krankheitsfrei und zeigen stabile PSA-Steigungen.
a) Steigung vorher� 0.034, nachher� 0.009; b) vorher� 0.075, nachher�
0.016.

Fünf Patienten aus dieser Studie, die weiterhin Auffri-
schungsimpfungen erhalten, haben stabile PSA-Profile, und
es gibt nach zwei Jahren keine radiologischen Hinweise auf
eine Erkrankung. Bei zwei der fünf Patienten geht der PSA-
Anstieg zurück. Wir möchten betonen, dass das Konzept, die
PSA-Profile für den Nachweis früher Behandlungseffekte
biologischer Therapien wie der Impfung zu nutzen, noch
weiter in Phase-II- und Phase-III-Studien überprüft werden
muss und gegenwärtig noch kein verlässlicher diagnostischer
Parameter ist.

Wie eingangs erwähnt, wurde die Globo-H-Expression auf
verschiedenen Tumoren nachgewiesen. Daher hoffen wir,
einen Impfstoff auf Globo-H-Basis auch gegen andere Krebs-
arten einsetzen zu können. Ein Impfstoff, der das Globo-H-
Antigen 42 enthält, ist auch schon in einer klinischen Phase-I-
Studie bei Brustkrebs-Patientinnen nach den vordefinierten
klinischen Anleitungen erprobt worden. Inzwischen wurde
mit der Auswertung der Daten begonnen. Zunächst scheinen
die serologischen Ergebnisse ermutigend zu sein. Eine voll-
ständige Darstellung wird zu gegebener Zeit veröffentlicht
werden.

Zum Zweck der Weiterentwicklung der Impfstoffe auf
Globo-H-Basis haben wir klinische Daten gesammelt und

ihre Erhebung bis zu dem Punkt organisiert, an dem wir eine
Studie mit 200 Prostatacarcinom-Patienten planen. In einer
solchen Studie würde das vollsynthetische Konstrukt 42 mit
dem Globo-H-Antigen eingesetzt werden, möglicherweise in
einer polyvalenten Applikationsform, die eine ganze Palette
von Tumorantigenen enthalten würde. Wenn die Synthese-
versuche erfolgreich sind,[57] werden auch die Vorbereitungen
für eine groûe Studie mit 1000 Patienten mit Globo-H noch in
diesem Jahr beginnen.

6. Synthese des KH-1-Antigens

Das Glycolipid KH-1 2 (Abbildung 1) ist vielleicht das
gröûte bislang charakterisierte Antigen auf Kohlenhydratba-
sis.[58] Es wurde aus menschlichen Dickdarm-Adenocarcinom-
zellen mit Antikörpern gegen die klassische Ley-Determinan-
te (3 in Abbildung 1) isoliert. 2 wurde auf der Zelloberfläche
aller bisher untersuchten Adenocarcinomzellen gefunden.
Auûerdem wurde es nie in Extrakten normaler Dickdarm-
zellen nachgewiesen. Die Erfolgschancen einer Impftherapie
werden offensichtlich besser sein, weil man die gröûere
Spezifität der Kohlenhydratdomäne des Antigens nutzen
kann.

Monoklonale Antikörper wurden gegen dieses Antigen
erzeugt und ihre spezifische Bindung an 2 gezeigt. Aufgrund
dieser Untersuchungen postulierten Hakomori et al., dass das
KH-1-Antigen ein hoch spezifischer Marker für Malignität
und Prämalignität speziell bei Dickdarm-Adenocarcinom
sei.[59] Vor kurzem wurde die röntgenkristallographisch be-
stimmte Struktur des Antitumor-Antikörpers BR96 im Kom-
plex mit dem Nonansäureesterderivat des Ley-Tetrasaccharids
von Jeffrey et al.[60] veröffentlicht. Die in dieser Untersuchung
ermittelte Gestalt des Antikörper-Ley-Komplexes lässt ver-
muten, dass BR96 ungenutzte Bindungsbereiche aufweist, die
auch Verbindungen erkennen könnten, die gröûer sind als das
Ley-Tetrasaccharid (z.B. das KH-1-Antigen).

Vom Standpunkt der chemischen Synthese aus war das KH-
1-Antigen für uns aus verschiedenen Gründen attraktiv.
Zunächst würde die Totalsynthese von 2 und von biokon-
jugierbaren Vorstufen die Konstruktion eines weiteren ex-
trem komplexen Tumorantigens bedeuten.[61] Wenn wir uns
dieser Aufgabe widmeten, hätten wir auch die Möglichkeit
und die Rahmenbedingungen, um wichtige strategische Vor-
teile der Syntheseökonomie bei der Oligosaccharidsynthese
zu nutzen. Auûerdem war unser Interesse nicht auf 2
beschränkt, sondern schloss auch verwandte Verbindungen
ein, die ebenfalls mit dem geeigneten Trägersystem konjugiert
werden könnten.[62]

Die Schwierigkeiten bei der Isolierung und Reinigung
komplexer Kohlenhydrate aus menschlichem Dickdarmtu-
morgewebe waren so groû, dass 2 nicht in ausreichender
Menge für eine Evaluierung zur Verfügung stand. Nur durch
Totalsynthese könnten handhabbare Mengen solcher che-
misch komplexer Systeme erhalten werden, die für weiter
gehende Beurteilungen ausreichen.

Unsere Synthese des KH-1-Antigens 2 wurde zu Beginn des
Jahres 1998 veröffentlicht.[63] Dabei gelang uns nicht nur die
Totalsynthese, sondern wir konnten auch die stets wichtige
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Frage der Synthesestrategie bei der Oligosaccharidsynthese in
befriedigender Weise angehen. Der Syntheseplan, den wir
verfolgten, wird im Folgenden erläutert.

Reifliche Überlegung galt dem Ziel, Schutzgruppen so weit
wie möglich zu vermeiden und eine optimale, geradlinige
Synthese zu finden, eine Forderung, die zunehmend schwie-
riger zu erfüllen ist, wenn Verzweigungen und Komplexität
der Oligosaccharid-Zielstruktur zunehmen. Unter diesem
Aspekt planten wir, ein Hexasaccharid (49, Schema 10) zu
synthetisieren, dessen differenziertes Schutzgruppenmuster
die gleichzeitige Freisetzung der drei Hydroxygruppen er-
möglichte, die an einem strategischen Punkt unserer Wahl
fucosyliert werden sollten. Als beabsichtigter Vorteil unserer
Synthese sollten die drei Fucosylierungen dann gleichzeitig
durchgeführt werden (50!51). Daher waren für 49 drei
Arten von Schutzgruppen nötig: eine für die Stickstoffzen-
tren, eine andere für die drei vorgeschlagenen Fucosylie-
rungsstellen (R*) und eine für die verbleibenden Hydroxy-
gruppen. Wir hatten uns darauf verlassen (und dies bereits
zuvor erfolgreich demonstriert), dass uns auf unserem Weg zu
evaluierbaren Antiadenocarcinom-Impfstoffen die endstän-
dige Glycal-Funktionalität in 51 einen Zugang zu dem nativen
KH-1-Antigen 2 oder zu Biokonjugaten verschaffen würde.
Die Retrosynthese, die auf einem solchen Plan beruht, ist in
Schema 10 gezeigt.

Es ist leicht einzusehen, dass die Synthese eines Hexasac-
charid-Glycals des Typs 49 selbst ein aufwendiges Unter-
fangen war. Die Synthese des unterschiedlich geschützten
Glycals 61 ist in Schema 11 ohne detaillierte Diskussion
dargestellt. Man kann für die Kürze des Syntheseweges
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Nutzen daraus ziehen, dass man auf die Glycal-Bausteine 52 ±
54 für den schnellen Aufbau von groûen Oligosacchariden
wie den in Schema 11 gezeigten zurückgreift. Durch Ab-
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spaltung der Schutzgruppen von 61 entstand
62, woraufhin der krönende Abschluss des
Syntheseplans umgesetzt werden konnte.

Wie erhofft gelang es, die drei a-l-Fucose-
reste in einem einzigen Syntheseschritt über
den Fluordonor 9 einzuführen und so das
Nonasaccharid-Glycal 63 in ausgezeichneter
Ausbeute zu erhalten (Schema 12). Von hier
aus sind die Synthesewege, die wir zum
Erreichen von 2 und verwandten Verbindun-
gen beschritten, stark von unseren früheren
Arbeiten über Globo-H und Ley beeinflusst.
Der erste Schritt auf dem Weg zum nativen
KH-1-Antigen 2, die Einführung der Cera-
mid-Seitenkette, war die Epoxidierung des
Glycals 63. Während diese Reaktion anschei-
nend glatt verlief, ergaben Versuche, das
Epoxid direkt als Glycosyldonor mit dem
Acceptor 19 umzusetzen, nur niedrige Aus-
beuten des Kupplungsprodukts. Daher wand-
ten wir eine neu entwickelte Variante der
Glycalepoxydonormethode an.[64] Diese wur-
de durch die Epoxidierung von 63 mit Dime-
thyldioxiran eingeleitet; der Epoxidring wur-
de mit Ethanthiol geöffnet. Anschlieûend
wurde acetyliert, wobei das Acetat 64 ent-
stand. In der Erwartung einer effektiven
Beteiligung der benachbarten C2-Acetoxy-
gruppe an der Lenkung einer b-Glycosylie-
rung wurde 64 in Gegenwart von Methyltriflat
mit 19 umgesetzt. Dies führte tatsächlich zur
Bildung des Glycosids 65 unter deutlicher
Verbesserung der Ausbeute. Von dieser Stufe
ab war uns die notwendige Methodik weitge-
hend vertraut, und die Totalsynthese des KH-
1-Antigens 2 wurde wie in Schema 12 gezeigt
vollendet.

Für die immunologischen Untersuchungen war das Allyl-
glycosid wieder das Ziel. Zu diesem Zweck gingen wir wieder
vom Glycal 63 aus (Schema 13). Durch Entfernung der
Schutzgruppen und anschlieûende Veresterung gelangten
wir zum peracetylierten Glycal, und durch Epoxidierung
unter Standardbedingungen und Solvolyse mit Allylalkohol
entstand der benötigte Spacerbereich. Nach erschöpfender
Desacetylierung fiel das vollständig ungeschützte Nonasac-
charid 67 an (Schema 13), das wiederum wie in den vorange-
gangenen Impfstoffpräparationen mit KLH konjugiert wurde.

Die Strukturen der Endprodukte 2 und 67 wurden voll-
ständig durch Massenspektrometrie, durch NMR-Analyse
sowie im Falle von 2 durch Vergleich mit den wenigen
verfügbaren Daten erhärtet. Ein direkter Substanzvergleich
war nicht möglich, weil die Gewinnung des KH-1-Antigens
aus natürlichen Quellen nicht praktikabel ist. Dank dieser
Synthese ist der Zugang zum KH-1-System kein unüber-
windliches Hindernis mehr.

Bei der Vorbereitung der immunologischen Untersuchun-
gen wäre es hilfreich, die Spezifitäten der verschiedenen
Antikörper für die Strukturelemente des KH-1-Antigens zu
bestimmen. Zu diesem Zweck wollten wir verkürzte Struktu-
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Schema 13. Synthese des Allylglycosids 67. a) 1. Na/NH3, dann MeOH;
2. Ac2O, Pyridin, DMAP; b) 1. DMDO, CH2Cl2; 2. Allylalkohol; c)
NaOMe, MeOH, 60% über 3 Stufen.

ren erzeugen, in denen Abschnitte des Moleküls entfernt
werden sollten. Im ersten Anlauf richteten wir unsere Auf-
merksamkeit auf ein Konstrukt, in dem die drei Fucosereste
und eine N-Acetylfunktion erhalten bleiben sollten (Verbin-
dung 69 in Schema 14). Die N-Acetyllactosamin-Substruktur
am reduzierenden Ende dagegen sollte entfernt werden. Wir
griffen wiederum auf eine dreifache Fucosylierungsprozedur
zurück, um die gewünschten Bindungen zu knüpfen; die
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übrigen Schritte bei der Umwandlung des fucosylierten 68 zu
69 verliefen parallel zur Synthese von 67 ± und tatsächlich war
die Strategie der dreifachen Fucosylierung zur Erreichung
einer möglichst kurzen Synthesesequenz erfolgreich.

Nachdem alle chemischen Ziele erreicht waren, verlagerte
sich unser Arbeitsschwerpunkt beim KH-1-Antigen auf die
Aspekte Immunologie und Impfung. Mäuse, die mit dem
vollsynthetischen KH-1-Impfstoff, der 67 zusammen mit QS-
21 als Immunadjuvans enthielt, immunisiert wurden, entwi-
ckelten einen hohen Antikörpertiter gegen den Impfstoff.
Untersuchungen der immunologischen Eigenschaften der
Mäuseantikörper, die so induziert wurden, sind im Hinblick
auf mögliche klinische Studien im Gange; die Ergebnisse
werden in Kürze veröffentlicht werden.[65]

7. Zukünftige Impfprojekte

7.1. Synthese des Antigens Fucosyl-GM1 des kleinzelligen
Lungencarcinoms

An dieser Stelle möchten wir den Leser auch über unsere
erst vor kurzem vollendeten, aber noch unveröffentlichten
Totalsynthesen der Fucosyl-GM1- und N3-Antigene informie-
ren. Natürlich wurden wir bei der Lösung der hiermit
verbundenen Probleme von unseren vorangegangenen Erfol-
gen stark beeinflusst. Die biologische und die chemische Basis
für die Bearbeitung dieses Ziels werden nur kurz beschrieben;
sie integrieren die Synthesen in unser laufendes Impfstoff-
Projekt.

Das Glycolipid Fucosyl-GM1 7 (Abbildung 1) ist als hoch
spezifischer Marker mit Zellen des kleinzelligen Lungen-
carcinoms (SCLC - small cell lung cancer) assoziiert.[66, 67] Zu
Beginn unserer Untersuchungen war noch keine Totalsynthe-
se von 7 erarbeitet worden. Durch die Tumorspezifität des
Antigens 7[68] sahen wir uns ermutigt, nicht nur eine Total-
synthese des enthaltenen Hexasaccharidkerns zu entwickeln,
sondern auch eine Synthese, durch die genügend Material für
eine klinische Prüfung hergestellt werden kann. Unsere
derzeitigen Bemühungen zur Synthese des Pentenylglycosids
von 7 werden in diesem Abschnitt beschrieben.[69]

Die Erkenntnis, dass die drei Zuckerreste am nichtredu-
zierenden Ende von 7 identisch mit dem DEF-Teil in Globo-
H (22 in Schema 4) sind, lieû uns an eine weitere [3�3]-
Kupplung denken. Diese Aufteilung würde allerdings eine
möglicherweise schwierige Reaktion mit einem Trisaccharid
bedeuten, das einen geschützten Sialinsäurerest als Acceptor
trägt. Wir hielten dieses Risiko nach unseren vorangegange-
nen Erfahrungen mit den Globo-H-Derivaten für ernst zu
nehmend, aber tragbar. Auch lieûen wir uns durch andere
Vorkenntnisse aus unserem Labor und durch die Erfahrun-
gen, die wir beim Aufbau von GM1 mit einer verwandten
Sulfonamidoglycosylierung gesammelt hatten, inspirieren.[70]

Für eine Impfstoffentwicklung mit GM1 fassten wir ein
funktionalisiertes Glucopyranosid ins Auge, das zu einem
frühen Stadium der Synthese eingeführt werden sollte, anstatt
uns auf Manipulationen am vollständig aufgebauten Oligo-
saccharid einzulassen.

Die Synthese des erforderlichen Trisaccharid-Rezeptors ist
in Schema 15 gezeigt. Pentenyllactosid[71] wurde in das
thermodynamisch stabilere C3', C4'-Acetonid 70 umgewan-
delt und anschlieûend zur unterschiedlich geschützten Ver-
bindung 71 perbenzyliert. Durch Entfernen der Acetonid-
schutzgruppe wurden zwei Hydroxygruppen freigesetzt. Das
entstandene Diol 72 sollte nacheinander als Acceptor einer
Sialylierung mit 74 und dann der geplanten [3�3]-Kupplung
fungieren. Die Reaktion des Phosphitdonors 74[72] mit
TMSOTf in Gegenwart von 72 führte zum Trisaccharid 73
als einzigem nachweisbaren Trisaccharid-Produkt.
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Der Trisacchariddonor 35 war bereits aus der Synthese von
Globo-H zugänglich (Schema 6); seine Verknüpfung mit 73 in
Gegenwart von MeOTf zum Hexasaccharid 75 verlief mit
guter Ausbeute, was die Leistungsfähigkeit der Azaglycosy-
lierungssequenz bestätigte (Schema 16). Die Schutzgruppen
wurden vom Hexasaccharid 75 wie bei den vorherigen
Synthesen nach Standardmethoden abgespalten, wodurch
das Pentenylglycosid von Fucosyl-GM1, 76, entstand. Unsere
Zuordnung der Struktur von 76 beruhte auf der NMR-
Analyse von Zwischenprodukten auf dem Weg zur end-
gültigen Struktur und wurde durch hochauflösende Massen-

Angew. Chem. 2000, 112, 882 ± 911 899



AUFS¾TZE S. J. Danishefsky und J. R. Allen

O
O OTIPS

O
O

O
O

OH OTIPS

PhSO2HN O
O OBn

O
OBn

O O
OBn

OOCH3

BnO
OBn

OBn
O

MeO2C

OAc

AcO

AcO
AcO

NHAc

O

OBn
OPn

O
OH OH

HO
O

O
O

OH OH

AcNH O
O OH

O
OH

O O
OH

HOOCH3

HO
OH

OH
O

HO2C

OH

HO

HO
HO

NHAc

OH
O

O O
OH

HO
OH

O
N
H

KLH

75

a70%

b–g

+35 73

3

76

h

3

n
77

Bn

Schema 16. Synthese von 77. a) MeOTf, CH2Cl2/Et2O, 0 8C, 70%;
b) TBAF, AcOH, THF; c) NaOMe, MeOH; d) NaOH, THF; e) Na/NH3,
THF, ÿ78 8C, dann MeOH; f) Ac2O, Pyridin, DMAP, CH2Cl2, 46 % über
5 Stufen; g) Stufen (c) und (d), 96 %; h) 1. O3, MeOH; Me2S; 2. KLH,
NaCNBH3, Phosphatpuffer.

spektrometrie untermauert. Damit war die erste Totalsynthe-
se des Fucosyl-GM1-Hexasaccharidkerns erarbeitet.

Bemerkenswert an dieser Synthese ist, dass die Pentenyl-
glycosid-Modifikation eine viel effektivere Synthese poten-
tieller Vorstufenmoleküle für eine Konjugation ermöglicht,
weil (in manchen Fällen ziemlich teure) Anpassungen im
letzten Stadium nachhaltig vermieden werden. Wir verfolgen
diese Strategie auch für die Immunkonjugation in anderen
Fällen.[73]

Das Fucosyl-GM1-pentenylglycosid 76 wurde mit dem
Trägerprotein KLH zum Glycokonjugat 77 konjugiert. Wich-
tig ist ± wie mit diesem Ergebnis nachgewiesen wurde ±, dass
der verbindende Pentenylrest ebenso wie der Allyllinker für
Konjugationszwecke geeignet ist. Erste Kontrolluntersuchun-
gen mit 76 und Impfuntersuchungen an Mäusen mit dem
KLH-Konjugat 77 werden gegenwärtig durchgeführt.

7.2. Synthese des N3-Antigens

Das Vorkommen von Anti-N3-Antikörpern im Serum von
Patienten, die an Magen- oder Darmkrebs in einem frühen
Stadium leiden, korreliert mit der Entwicklung des Tumors.
Wir hoffen ebenso wie andere,[74] dass eine passend kon-
jugierte Version dieses Antigens dazu dienen könnte, bereits
die ersten winzigen Mengen des N3-Antikörpers zu entde-
cken. Ein Team in unserem Labor hat kürzlich eine Total-

synthese des Haupt- und des Neben-Antigens von N3 (4a und
4b in Abbildung 1) und von biomedizinisch vielseitig ver-
wendbaren Allylglycosiden vervollständigt.[75]

Wie bereits anhand von Schema 12 beschrieben, war der
zentrale Punkt in unserer KH-1-Synthese die Polyfucosylie-
rung eines geeignet geschützten Acceptors. Die strukturellen
Eigenschaften von N3 (insbesondere ein hohes Ausmaû
verzweigter Fucosereste) lieûen erwarten, dass ein ähnlicher
Ansatz hier auf einen Hexasaccharidkern angewendet werden
könnte. Auûerdem erkannten wir bald, dass der benötigte
Hexasaccharidkern aus drei Disaccharid-Bausteinen nach der
Glycal-Kupplungsmethode aufgebaut werden konnte.

Die Herausforderung, eine geeignete Reaktionssequenz
zum Anbringen und Entfernen der Schutzgruppen zu finden,
spielte die entscheidende Rolle beim Erreichen dieses Ziels.
Die Disaccharid-Bausteine für das Haupt- und das Neben-
antigen von N3 sind in Schema 17 gezeigt. Das Disaccharid 78
enthält eine differenzierende Lävulinoylschutzgruppe an C6',
die durch selektive Acylierung angebracht wurde. Die Syn-
these des Iodsulfonamids 79 gelang aus dem entsprechenden
Glycal, das selbst aus Glycalbausteinen hergestellt wurde. Die
erforderliche differenzierende Schutzgruppe in 79 ist die
Silylgruppe an C4. Der Donor 80 schlieûlich leitet sich von
dem entsprechenden Lactalderivat ab und enthält eine
Silylgruppe an C3 zur selektiven Abspaltung.
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CMPI, Et3N, Dioxan, 91 %; b) I(coll)2ClO4, PhSO2NH2, CH2Cl2, 90%;
c) 1. Stufe (b), 94%; 2. LHMDS, EtSH, DMF, 85%.

Kommen wir nun zur Synthese des N3-Hauptantigens
(Schema 18): Der Iodsulfonamiddonor 79 wurde direkt mit
dem aus 78 erhaltenen Stannan zum Tetrasaccharid 81
gekuppelt. Zum Einbau der zweiten Disaccharid-Einheit
wurde die resultierende freie Hydroxygruppe acetyliert und
die Lävulinoylschutzgruppe an C6' selektiv entfernt. Die so
erhaltene Verbindung 82 wurde mit dem Donor 80 zum
Hexasaccharidkern 83 in Form des Glycals umgesetzt.

Natürlich war viel Planungsarbeit zum Erreichen dieses
Syntheseziels nötig. Beispielhaft für das Konzept ist die
nachfolgende Entfernung der beiden Silylschutzgruppen aus
83, um die beiden neuen Acceptorpositionen für die nach-
folgende bevorstehende Fucosylierung freizulegen (!84).
Daher waren wir sehr erfreut, dass die zweifache Fucosylie-
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rung des Diols 84 mit dem Fluordonor 9 zum vollständig
geschützten Octasaccharid, das dem im N3-Hauptantigen 85
entspricht, führte. Nach der Reaktionssequenz Schutzgrup-
penabspaltung, Epoxidation, Solvolyse mit Allylalkohol und
Desacetylierung lag das biokonjugierbare Allylglycosid 86
des N3-Hauptantigens vor. Die Synthese von 4a wurde durch
die Entfernung der Allylgruppe abgeschlossen und führte zu
einer Mischung des a- und b-Isomers. Nach einer ähnlichen
Strategie wurde auch die Synthese des N3-Nebenantigens 4b
und seines Allylglycosids mit den Disaccharid-Bausteinen 78
und 80 begonnen. Die weiteren Tests mit den vollsyntheti-
schen N3-Antigenen sind im Gange, und die Untersuchungs-
ergebnisse dazu werden zu gegebener Zeit veröffentlicht
werden.

8. Antigen-Cluster als Impfstoffe auf
Kohlenhydratbasis

Die Syntheseforschungen der nächsten Stufe in unserem
Projekt bestanden in der Entwicklung einer allgemein ein-
setzbaren Synthesemethode zur Herstellung von Impfstoff-

konstrukten auf Glycopeptidbasis, die die Zelloberfläche von
Tumorzellen nachahmen. Zuerst konzentrierten wir uns auf
mucinähnliche, Sauerstoff-verknüpfte Glycopeptide. Im ver-
bleibenden Teil dieses Aufsatzes werden folgende Themen
behandelt: unsere Bemühungen, trimere Cluster von passend
biokonjugierten Glycoepitopen herzustellen, anhand der
Antikörperproduktion nachzuweisen, dass sie immunogen
sind und dass sich weitere Untersuchungen an diesen Clustern
als Antitumor-Impfstoffe lohnen. Mit einem Konstrukt be-
ginnen gerade klinische Phase-II-Studien am Menschen.

Mucine, eine Familie groûer, auf der Oberfläche von
Epithelzellen exprimierter Glycoproteine, tragen groûe clus-
terartige Glycodomänen.[76] Ihre Aminosäuresequenzen ent-
halten einen sehr hohen Anteil an Serin- und Threoninresten,
oftmals zwei bis fünf aneinander grenzende. Wie die Beset-
zung dieser Blöcke von Serin- und Threonin-Untereinheiten
im Detail aussieht, ist in den meisten Fällen nicht bekannt.[77]

Trotz der groûen Variabilität der Mucin-Glycostrukturen
scheint die Art, wie der erste Rest, ein N-Acetylgalactos-
aminrest, mit einem Serin- oder Threoninrest über eine a-
glycosidische Bindung verknüpft ist, weithin konserviert zu
sein (Abbildung 8). Die Glycophorin-Familie a-O-glycosi-
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disch verknüpfter Kohlenhydrate ist eine gut bekannte und
untersuchte Klasse von Tumorantigenen.

Das Tn-Antigen (siehe auch 5, Abbildung 1) ist das ein-
fachste Mitglied der Glycophorin-Familie (Abbildung 8).
Dieses Antigen, ebenso wie das verwandte Thomsen-Frieden-
reich-Disaccharid-(TF)-Antigen (siehe auch 6, Abbildung 1)
kommt gewöhnlich in bösartigen Tumoren besonders des
Dickdarms und der Prostata vor.[78] Diese einfachen Kohlen-
hydratantigene wurden synthetisiert und ihre Immunogenität
in Konjugat-Impfstoffen bestätigt.[79] Beispielsweise wurde
berichtet, dass Antikörpertiter gegen STn mit einer ver-
besserten Prognose bei Brustkrebs-Patientinnen korrelie-
ren.[80] Vergleichbare Untersuchungen mit komplexeren Koh-
lenhydraten wurden kaum beschrieben; dadurch wurde bei
uns groûes Interesse an der Synthese groûer clusterartiger
Formen dieser Antigene geweckt.

9. Das Kassetten-Konzept

Die Antigene Tn und TF sind bereits früher durch
verschiedene Methoden hergestellt worden,[81] zum Zeitpunkt
unserer Untersuchungen bestand jedoch noch ein altbekann-
tes Problem in der Glycopeptidsynthese.[82] Der Kern des
Problems war die Synthese von Kohlenhydratdomänen, die
über Sauerstoffatome an die entscheidenden Aminosäuren
Serin und Threonin gebunden sind, wobei eine starke
stereochemische Kontrolle bei der Bildung der a-glycosidi-
schen Bindung gewährleistet sein muss. Nach vielen Unter-
suchungen mit komplexeren Molekülen konnten wir keine
allgemein anwendbare Synthesemethode entwickeln, durch
die die gewünschte Aminosäure auf ein vollständig syntheti-
siertes Substrat unserer Wahl mit hoher a-Selektivität über-
tragen wird.

Die Methode zum Aufbau von Glycopeptiden, die wir
konsequenterweise entwickelt haben und auf die wir uns
stützen, verfolgt einen ¹Kassetten-Ansatzª anstelle einer
maximal konvergenten Synthese.[83] Gemäû dieser Strategie
synthetisieren wir ein N-Acetylgalactosamin-Synthon, das
stereospezifisch O-glycosidisch an eine Serin- (oder
Threonin-)Seitenkette gebunden ist und eine differenzierbare
Acceptorposition am GalNAc-Rest aufweist. Dieses Kon-
strukt dient als allgemein brauchbarer Einschub (¹Kassetteª),

der mit einem Zielsaccharid verknüpft werden
kann, das wiederum eine Glycosyldonorfunk-
tion am reduzierenden Ende trägt. So vermei-
den wir die direkte Kupplung einer Serin-
Seitenketten-Hydroxygruppe an einen voll ent-
wickelten, bereits recht komplexen Saccharid-
donor. Der eindeutige Vorteil dieser Methode
besteht darin, dass das sehr schwierige Problem
der Verknüpfung über Sauerstoff nur einmal
für alle reduzierenden Enden gelöst werden
muss und die eingesparte Arbeitskapazität für
den Aufbau des gewünschten Clustersystems
genutzt werden kann.

In Abbildung 9 ist das Prinzip der Kassetten-
strategie gezeigt. Mit dieser Strategie machten

wir uns daran, gehäuft (als Cluster) auftretende immunogene
Tn-Antigenstrukturen zu synthetisieren und daneben das
Kassetten-Modell am einfachsten Fall clusterartiger TF-Anti-
genstrukturen zu testen. Wenn wir dieses Risiko meistern
würden, wären Cluster mit anderen Mitgliedern der Glyco-
phorin-Antigenfamilie letztlich in Reichweite.
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Abbildung 9. Kassettenmethode für die Glycopeptid-Synthese.

Der attraktivste Ansatz, den wir für die gewünschten a-O-
glycosidisch verknüpften Kassetten gefunden haben, ist in
Schema 19 gezeigt.[84] Die Donoren 87 c und 87 d wurden aus
dem anomeren Alkohol 87 b hergestellt, der seinerseits aus
dem entsprechenden Glycal über eine Azidonitrierung[85] zu
87 a erhalten wurde. Im Falle des von Serin abgeleiteten
Acceptors entstand bei der Glycosylierung fast ausschlieûlich
das a-glycosidische Produkt 89 ; bei der Synthese des Threo-
nin-Produkts 90 wurde nur wenig b-Glycosid gefunden. Beide
Synthesen verliefen mit ausgezeichneter Ausbeute. So kamen
wir darauf, 89 und 90 allgemein als Kassetten zu verwenden,
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Schema 19. Synthese der Kassetten 91 ± 94. a) R�H: 87 c, TMSOTf, THF,
ÿ78 8C; b) R�Me: 87 d, [Cp2ZrCl2], AgOTf, CH2Cl2; c) TBAF, AcOH,
THF, 94 ± 100 %; d) I2/MeOH, 63 ± 81 %; e) TBSCl, Imidazol, DMF, 64 ±
85%.

die am Ende einer komplexen
Synthese eingeführt werden
können. Um diese Strategie al-
lerdings umsetzen zu können,
sind eine Reihe orthogonal ge-
schützter Module zur weiteren
Verwendung als Glycosylaccep-
toren vonnöten. Entsprechend
wurde mit den in Schema 19
gezeigten Reaktionen ein ein-
facher Zugang zur Position 6
der Acceptoren 91 und 92 er-
reicht und zur Position 3 der
Acceptoren 93 und 94.

10. Clusterartige Tn-
Immunkonjugate

10.1. Die Synthese cluster-
artiger Tn-Immunkonjugate

Mit der Absicht, einen Tn-
Cluster zu synthetisieren,
wandten wir uns den Verbin-
dungen 95 und 96 zu.[86] Aus
Mangel an verlässlichen Infor-
mationen darüber, welche Se-
rin- oder Threoninreste inner-
halb eines zusammenhängen-
den Bereichs ein optimales
Epitop darstellen, wurde eine
Sequenz von drei aufeinander
folgenden Ser/Thr-Einheiten
für eine erste Evaluierung aus-
gewählt.[87] Mit Standardverfah-
ren zur Verknüpfung von Pep-
tiden wurde die Synthese der
trimeren Cluster 97 und 98

vollendet (Schema 20). Abgeschlossen wurde die Synthese
mit dem Schützen des Aminoterminus und der Freisetzung
des verbleibenden Carboxyterminus für weitere Modifizie-
rungen. Um einen brauchbaren Impfstoff zu erzeugen,
gehören zu diesen Modifizierungen die Konjugation an ein
synthetisches Lipopeptid als immunologischer Aktivator oder
an ein immunogenes Trägerprotein wie in früheren Unter-
suchungen.

Zwei Reaktionswege, die für eine mögliche Konjugation
verfolgt wurden, sind in Schema 21 aufgeführt. Der erste Weg
verlief über die Anknüpfung eines geeigneten Linkers für die
Konjugation mit einem Trägerprotein. Mit einer gegenüber
unseren früheren Plänen leicht veränderten Strategie unter-
suchten wir die Sulfanylacetamid-Einheit für diesen Zweck.[88]

Die Säure 97 wurde mit tert-Butyl-N-(3-aminopropyl-)carb-
amat in Gegenwart von IIDQ umgesetzt. Anschlieûend
wurde die hierbei eingebaute Boc-Schutzgruppe abgespalten
und dann die Kupplung mit S-Acetylthioglycolsäurepenta-
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fluorphenylester durchgeführt. Das so erhaltene vollständig
geschützte Glycopeptid 99 wurde dann einer unter sorgfältig
kontrollierten Bedingungen (pH� 9, entgastes MeOH) me-
thanolysiert, wobei die clusterartig auftretende Verbindung
100 entstand, die nun mit dem ausgewählten Träger (KLH
oder BSA) konjugiert werden kann.

Bei der Synthese eines vollsynthetischen Lipopeptids
führten wir Tripalmitoyl-S-glycerylcysteinylserin (Pam3Cys
101) nach der Methode von Tokoyuni et al. ein.[89] Pam3Cys
hat sich als potenter Aktivator von Makrophagen und
B-Lymphocyten herausgestellt und wurde erstmals von
Tokoyuni et al. in ähnlicher Absicht mit ein bis drei
Epitopen Serin-Tn eingeführt.[90] Zunächst wurden 97 und
98 durch vorsichtige Verseifung mit NaOMe/MeOH in die
ungeschützten Glycopeptide 102 bzw. 103 überführt. Die
Kupplung mit dem Amin 101 nach der NHS- oder der HOAt/
HATU-Methode[91] lieferte dann die Glycolipide 104 bzw.
105.

10.2. Diskussion der ersten immunologischen Ergebnisse

Die ersten Experimente dienten dazu, die Antikörper-
Antwort auf die Impfung von Mäusen mit dem Tn(-cluster)-
Lipopeptid 104 oder konventionellen Tn(c)-KLH oder -BSA-
Konjugaten zu bewerten. Die Herstellung dieser Konjugate
ging von der vorher beschriebenen Verbindung 100 aus, die
kovalent an das Trägerprotein gebunden wurde.[92] An ein
Molekül KLH wurden etwa 317 Cluster gebunden, an ein
Molekül BSA dagegen nur etwa 7.

Diese Konjugate wurden zusammen mit dem Adjuvans QS-
21 oder Tn(c)-pam 104 in Emulsion sowie 104 in Emulsion mit
QS-21 zur Impfung von Gruppen von je fünf Mäusen
verwendet. Alle Konstrukte erwiesen sich als immunogen.
Die Mediane der IgM- und IgG-Titer (bestimmt mit ELISA)
gegen Tn(c)-pam in den Seren sind in Tabelle 3 zusammen-
gestellt. Obwohl Seren von Mäusen, die mit 104/QS-21
immunisiert worden waren, keine starke Reaktion zeigten,
induzierte das Konstrukt 100 konjugiert mit KLH hohe IgM-
und mäûige IgG-Titer.

Auch die Zelloberflächenreaktivität der Anti-Tn(c)-Anti-
körper wurde mit Tn(c)-positiven LS-C-Dickdarmkrebszellen
und Tn(c)-negativen LB-B-Dickdarmzellen bestimmt. Wie-
der wurden die Messungen mit Durchflusscytometrie und
CDC-Assays durchgeführt. Seren von Mäusen, die mit 100-
KLH oder 100-BSA in Kombination mit QS-21 geimpft
wurden, zeigten deutliche IgM-Reaktivität mit LS-C-Dick-
darm-Tumorzellen (durchflusscytometrisch bestimmt). Mit

dem gleichen Verfahren lieû sich auch eine signifikante IgG-
Reaktivität nachweisen.

Auch hier wurden für einen Fortschritt in Richtung
klinischer Versuche am Menschen durch diese Untersuchun-
gen weitere Argumente geliefert. Eine Phase-I-Studie mit
100-KLH bei Prostatakrebs-Patienten ist gerade abgeschlos-
sen worden und führte zu extrem positiven serologischen
Befunden. Daher planen wir nun, mit dem synthetischen
Konstrukt 100-KLH eine klinische Phase-II-Studie mit der
Substanz selbst und mit einem multivalenten Cluster durch-
führen zu lassen.

11. Synthese des clusterartigen TF-Antigens

Nachdem eine erfolgreiche Immunisierung mit clusterarti-
gen Antigenen so eindrucksvoll demonstriert worden war,
begannen wir als Nächstes mit der Synthese des clusterartigen
TF-Disaccharids. Dabei stellt sich zunächst heraus, dass die
Knüpfung der a-O-glycosidischen Bindung am fertig syn-
thetisierten Disaccharid durch die schlechte Selektivität sehr
beeinträchtigt wurde. So ergab sich wie von selbst eine ideale
Situation für die Anwendung der Kassettenmethode. Dafür
wandten wir uns unserer Glycal-Kupplungsstrategie zu, um
die Konstruktion zu erleichtern. Der Hintergedanke war
dabei, die glycosylierte Aminosäure mit der notwendigen a-
O-glycosidischen Bindung an der richtigen Stelle als Glyco-
sylacceptor einzusetzen. Wie in Schema 22 gezeigt, war das
vom Glycal 106 abgeleitete Epoxid ein effizienter Donor, der
bei der Reaktion mit der Kassette 107 zum b-glycosidisch
gebundenen Disaccharid 108 führte.

Schema 22. Kassetten-Kupplung zur Synthese des TF-Disaccharids 108.
a) DMDO, CH2Cl2, 0 8C; b) 107, ZnCl2, THF, ÿ78 8C!RT, 97%;
c) 1. 80 % AcOH, 70 8C, 3 h; 2. Ac2O, DMAP, TEA, CH2Cl2, 93%;
d) CH3C(O)SH, 19 h, 87 %; e) H2, Pd/C, 2 h, quantitativ; f) HOAt, HATU,
DMF, Collidin, 84%.
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Tabelle 3. Antikörper-Titer gegen Tn(c), mit ELISA bestimmt.[a]

Impfung
Mäuse vorher nach 3. Immunisierung
Impfstoff IgM IgG IgM IgG

104 0 0 1350 150
104�QS-21 0 0 1350 50
100-KLH 0 0 12150 450
100-BSA 0 0 1350 150

[a] Alle Titer sind als Medianwerte für Gruppen von fünf Mäusen
angegeben.
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An dieser Stelle entschieden wir uns, zunächst den ge-
schützten Diamin-Linker einzuführen (siehe 111) und dann
die Reaktion zur Clusterbildung weiterzuführen.[93] Eine
ähnliche Weiterbearbeitung der Zwischenprodukte wie bei
der Synthese der Tn-Cluster lieferte trimere TF-Cluster des
Typs 112 (Schema 23).

AcHN

H
N

O

O

O

O

O
O

OHHO

HO
OH

O

OHHO

AcHN

O
O

OHHO

HO
OH

O

OHHO

AcHN

H
N

O

O

O
O

OHHO

HO
OH

O

OHHO

AcNH

N
H

H
N

O
SH

112

111

Schema 23. Synthese trimerer TF-Cluster.

Indem wir den Weg verfolgten, der in den hier beschrie-
benen Synthesen erarbeitet wurde, gipfelte unsere Kassetten-
strategie in der Kombination mit den Methoden der Glycal-
Kupplung auch in der Synthese zweier anderer clusterartiger
Motive aus Proteinen der Glycophorin-Familie. Die Verbin-
dungen 113[94] und 114[95] , die das 2,6-STF-[96] bzw. das STn-
Motiv[97] enthalten, wurden gemäû Schema 24 hergestellt.
Konjugation und immunologische Evaluierung dieser Kon-
strukte werden gegenwärtig durchgeführt.

12. Der Lewisy-Glycopeptidcluster

12.1. Synthese des Lewisy-Glycopeptidclusters

Die Komplexität vieler Anforderungen, die bei der Syn-
these einer vollsynthetischen homogenen Blutgruppendeter-
minante in Clusterform überwunden werden musste, stellte
eine klare Herausforderung an die Kunst der chemischen
Synthese dar. Wir nahmen diese Herausforderung mit der
Synthese von Lewisy in Clusterform an.[98] Wie stets bei
Glycopeptid-Clustern waren wir auch hier daran interessiert,

Möglichkeiten für die Einführung einer flankierenden Se-
quenz am Carboxyterminus zu schaffen, wobei wir zum
immunstimulierenden Pam3Cys-Rest gelangten. Betrachtet
man das weite Spektrum an Schutzgruppen, die zur Durch-
führung einer solchen Synthese notwendig sind, erweist sich
deren Auswahl als ein Hauptelement des ganzen Unterfan-
gens.

Nachdem wir uns für die Kassettenstrategie entschieden
hatten, wandten wir uns dem Glycal 14 zu, das bereits Ley-
Spezifität zeigt (Schema 1). Nach Aktivierung des Glycals für
die Glycosylierung konnte die Serin-Kassette 93 (Schema 19)
als Acceptor eingesetzt werden. Das Glycal 14 wurde auf die
übliche Art epoxidiert und in den Thioethyldonor 115 über-
führt (Schema 25).
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Schema 25. Kassetten-Kupplung zur Synthese des Ley-Pentasaccharids.
a) 1. DMDO, CH2Cl2, 0 8C; 2. EtSH, TFFA, 40 ± 50 %, oder PnOH, ZnCl2,
THF, ÿ78 8C, 83%; b) BzCl, Pyridin, CH2Cl2, DMAP, 40 ± 50% für R�
SEt, 97% für R�OPn; c) 93, NIS, TfOH, 4-�-Molekularsieb, CH2Cl2,
79% für R� SEt, 83% für R�OPn.

Der Pentenylglycosiddonor[99] 116 wurde durch die Reak-
tion des Epoxids von 14 mit Pentenylalkohol hergestellt.[100]

Die Benzoatschutzgruppe an C2 wurde eingeführt, um die
Orthoesterbildung zu minimie-
ren und um die gewünschte b-
Selektivität bei der Glycosylie-
rung zu ermöglichen. Bei der
[5�1]-Kassetten-Kupplung in
Gegenwart katalytischer Men-
gen an NIS/TfOH[101] entstand
in ausgezeichneter Ausbeute
das Hexasaccharid 117, das
den notwendigen Serinrest a-
O-glycosidisch gebunden an
die komplexe Kohlenhydratdo-
mäne enthält.

Das kassettengebundene
Konstrukt 117 wurde anschlie-
ûend in den Aufbau des Peptids
eingebracht. Durch iterative
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Peptidkupplungen, deren Ablauf durch unsere vorangegange-
nen Clustersynthesen vorgezeichnet war, gelangten wir zum
trimeren Cluster 118 (Schema 26). Um 118 in ein funk-
tionelles Immunkonjugat zu überführen, wurde die Fmoc-
Schutzgruppe entfernt und die freie Aminogruppe durch
Acetylierung geschützt. Durch hydrogenolytische Entfernung
der Benzylgruppe wurde anschlieûend die C-terminale Car-
boxygruppe freigesetzt. Mit Hydrazinhydrat in Methanol
wurden die Acetat- und Benzoatschutzgruppen in einem
Schritt schonend entfernt und so das vollständig ungeschützte
Glycopeptid hergestellt. Der Erfolg der Hydrazinolyse war
von entscheidender Bedeutung, weil die Benzoatschutzgrup-
pen an den drei Galactose-Spacern (durch Sternchen mar-
kiert), die die Determinanten von den Serinresten isolieren,
unter den typischen Abspaltungsbedingungen stabil wa-
ren.[102] Schlieûlich wurde noch das Lipidamin Pam3Cys 101

unter den gezeigten Bedingungen an den C-Terminus des
Heptapeptids gekuppelt, womit diese Totalsynthese eines
mucinähnlichen Clusters von totalsynthetischen Ley-Epito-
pen (119) abgeschlossen war.

12.2. Immunreaktionen auf Ley-Cluster

Während der Entwicklung der Totalsynthesen wurden drei
zusätzliche Pentasaccharidkonstrukte, die keinen internen
Galactoserest aufwiesen, nach einem ähnlichen Konzept
hergestellt (Schema 27): ein trisubstituiertes Lipopeptid
(120), in dem die a-glycosidische GalNAc-Bindung von 119
erhalten ist, ein ähnliches Konstrukt mit einer b-glycosidisch
gebundenen GalNAc-Einheit (121) und ein mit einem einzel-
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Schema 27. Synthetische clusterartige Sondenstrukturen.

nen Ley-Epitop substituiertes Lipopeptid (122). Bei diesem
Reaktionsweg, bei dem wir nicht die Kassettenstrategie
verfolgten, war die Glycopeptidsynthese nicht stereospezi-
fisch, sodass sowohl das a- als auch das b-Glycosyl-Serin-
Stereoisomer isoliert werden konnte. So erhielten wir durch
die Totalsynthese einschlieûlich der nicht stereospezifischen
Variante die Möglichkeit, die Architektur der Zelloberfläche
von Tumorzellen zu sondieren. Im Anschluss wurden immu-
nologische Studien mit dem Hexasaccharidkonstrukt 119 und
den Pentasaccharidkonstrukten 120 ± 122 geplant, um die
isomeren Strukturen zu vergleichen.

Die immunologischen Reaktivitäten der Ley enthaltenden
Lipoglycopeptidkonstrukte 120 ± 122 und des Ley-Ceramids 3
(als Kontrollprobe) gegenüber dem Anti-Ley-Antikörper
3S193[103] wurden mit ELISA bestimmt (Abbildung 10).
Dieser Antikörper war mit Hilfe von Tumorzellen induziert
worden, die wahrscheinlich das Mucinmotiv auf der Zell-
oberfläche exprimieren. Von den synthetisierten Konstrukten
waren das a-O-glycosidisch gebundene Hexasaccharid 120
und das b-O-glycosidisch gebundene Ley enthaltende Glyco-
peptid 122 die reaktivsten; sie waren mit der Ley-Ceramid-
Kontrollverbindung 3 vergleichbar. Die a-O-glycosidisch ge-
bundenen Monomer- und Trimerkonstrukte (122 bzw. 120)
waren etwa gleich reaktiv, wurden aber signifikant weniger
stark gebunden als die Kontrollverbindung. Dies lässt vermu-
ten, dass die Konstrukte mit einer b-glycosidischen Bindung
zwischen dem terminalen Pentasaccharid und dem Peptid des
tumorexprimierten Zelloberflächen-Ley, gegen das der Anti-
körper 3S193 induziert worden war, am ähnlichsten sind.

In der nächsten Phase wurden Mäuse mit den Ley-
Pentasaccharidkonstrukten ohne Adjuvans immunisiert, und
die Antiseren wurden gegen Ley-Ceramid, Ley-Mucin und Ley

exprimierende Tumorzellen getestet, um die Auswirkung der

Abbildung 10. Reaktivität synthetischer Ley-Hexa- und Pentasaccharid-
Lipoglycopeptide mit dem monoklonalen Maus-Anti-Ley-Antikörper
3S193, bestimmt mit ELISA. ^ : 119, &: 120, ~: 121, !: 122, *: Ley-Ceramid
3. Aufgetragen ist die optische Dichte OD gegen den Antigentiter in ng pro
Probenvertiefung.

Antigenstruktur auf die Immunogenität und die Tumorzell-
reaktivität auf die Antikörperantwort zu untersuchen. Ein
clusterartiges Auftreten der Glycodomäne wurde als ent-
scheidende Eigenschaft für die Antikörperproduktion gegen
natürliche Substrate erkannt. Die a- und b-O-glycosidisch
gebundenen trimeren Verbindungen (120 und 121) sind hoch
immunogen mit einer Stärke der Antikörperantwort auf Ley-
Ceramid und Ley-Mucin, die der von Ley-KLH ähnelt,
während die Antwort des monomeren Konstrukts 122 auf
das gleiche Target schwach war. Der gleiche Trend wurde bei
der FACS-Analyse der Zelloberflächenreaktivität beobach-
tet. Antikörper gegen die clusterartigen Motive banden
effizienter an die Ley-positiven Tumorzellen als an die
monomeren Strukturen (74 gegenüber 54 %).

Interessanterweise ist die natürliche glycosidische Bindung
an die Aminosäure, die in Mucin-Glycoproteinen vorkommt,
nicht entscheidend für die Antikörper-Produktion gegen Ley

tragende Glycolipide und Mucin, denn 120 ist ebenso
immunogen wie 121. Es fällt auûerdem auf, dass gegen die
Lipopeptidkonstrukte hauptsächlich IgM gebildet wird, wäh-
rend Ley-KLH IgG- und IgM-Antikörper induziert. Es
scheint, dass die Pam3Cys-immunmodulierende Einheit in
dieser Untersuchung nur B-Zellen stimulierte. Dennoch wird
in dieser Untersuchung erstmals gezeigt, dass die Immunisie-
rung mit synthetischen Antigenen, die eine clusterartige
Struktur, aber kein Trägerprotein haben, die Immunisierung
mit Zellen oder natürlichen Antigenen nachahmt. Weitere
Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in Kürze erschei-
nen.

13. Ausblick

Es ist seit geraumer Zeit bekannt, dass spezifische Typen
von Glycolipiden oder Glycoproteinen, die in normalen

Angew. Chem. 2000, 112, 882 ± 911 907
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Zellen immunhistologisch nachgewiesen werden können, in
Tumoren höher exprimiert werden. Die stärkere Expression
auf Tumorzellen verursacht eine Antikörperreaktion, die das
Zelloberflächen-Glycokonjugat als tumorassoziiertes Anti-
gen erkennbar macht. Solche Glycokonjugate als tumorasso-
ziierte Antigene zu verwenden ist die Grundlage für die
Entwicklung von Antitumor-Impfstoffen auf Kohlenhydrat-
basis.

Tumorantigene auf Kohlenhydratbasis wie TF, TN, KH-1,
Ley und Globo-H sind geeignete Zielstrukturen für aktive und
passive Immuntherapien, weil sie an der Oberfläche von
malignen Zellen in verschiedenen Tumoren überexprimiert
vorliegen. Auûerdem sind sie mit geeigneten monoklonalen
Antikörpern immunologisch charakterisiert worden, sodass
es für immunologische Studien relevante serologische Marker
gibt. Wir haben solche Studien in der Hoffnung durchgeführt,
dass Patienten, die mit synthetischen Kohlenhydrat-Impfstof-
fen zusammen mit einem Adjuvans immunisiert wurden,
Antikörper gegen die Tumorzellen bilden würden und dass
die Bildung solcher Antikörper gegen die Ausbreitung der
Tumoren wirken würden, sodass die Krankheitsprognose
besser werden sollte.

Mit Blick auf die mucinähnlichen Konstrukte und die
Kassettenstrategie glauben wir, dass zwar komplexe Anfor-
derungen von Fall zu Fall bearbeitet werden müssen, die hier
präsentierten Ergebnisse aber deutlich zeigen, dass für die
notwendigen chemischen Umsetzungen allgemeine Metho-
den entwickelt werden können. Die Synthese von 119 ist ein
besonders gutes Beispiel für unseren Erfolg. Wir wenden
derzeit die Kassettenstrategie auf die Synthese antigener
Strukturen an, die das Globo-H-Epitop enthalten. Immer
ausgefeiltere und hoffentlich immer realistischere molekulare
Modelle der Zelloberfläche können nun zusammengefügt und
spektroskopisch[104] sowie bezüglich der Immunerkennung
überprüft werden.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die chemische
Synthese erfolgreich der Herausforderung der komplexen
Kohlenhydratsynthese gestellt hat und dies auch weiterhin
tun wird. Die Möglichkeiten, komplizierte strukturelle und im
weiteren Verlauf auch mechanistische Fragen im Hinblick auf
die Entwicklung von Antitumor-Impfstoffen zu bearbeiten,
werden dementsprechend zunehmen. Obwohl die Untersu-
chungen, die möglicherweise für Antitumor-Impfstoffe be-
sonders wichtig sind, noch in den Kinderschuhen stecken,
werden die notwendigen komplexen Substanzen für weitere
präklinische und klinische Studien zunehmend verfügbar. Es
ist zu hoffen, dass die kreative Konfrontation zwischen
komplexer targetorientierter Synthese und Immunologie
klinische Früchte tragen wird.

Abkürzungen

Ac Acetyl
Bn Benzyl
Boc tert-Butoxycarbonyl
BSA Rinderserumalbumin
Bz Benzoyl
CDC complement-dependent cytotoxicity
CMPI 2-Chlor-1-methylpyridiniumiodid

coll Collidin (2,4,6-Trimethylpyridin)
Cp Cyclopentadienyl
DAST Diethylaminoschwefeltrifluorid
DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon
DIEA Diisopropylethylamin
DMAP 4-Dimethylaminopyridin
DMDO 3,3-Dimethyldioxiran
DTBP Di-tert-butylpyridin
EDC N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbo-

diimid
ELISA enzyme-linked immunosorbant assay
Fmoc Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl
HATU N-[(Dimethylamino)-1H-1,2,3-triazol[4,5-b]-

pyridin-1-ylmethylen]-N-methylmethanami-
niumhexafluorophosphat

HOAt 7-Aza-1-hydroxy-1H-benzotriazol
IIDQ 2-(2-Methylpropoxy)-1(2H)-chinolincarbon-

säure-(2-methylpropyl)ester
KLH keyhole limpet hemocyanin
Lev Lävulinoyl
LHMDS Lithium-bis(trimethylsilyl)amid
NHS N-Hydroxysuccinimid
NIS N-Iodsuccinimid
OTf Trifluormethansulfonat
Pam3Cys Tripalmitoyl-S-glycerylcysteinylserin
PMB para-Methoxybenzyl
Pn Pentenyl
PPTS Pyridinium-p-toluolsulfonat
PSA Prostata-spezifisches Antigen
SAMA-(OPfp) S-Acetylmercaptoessigsäurepentafluor-

phenylester
SCLC Small cell lung cancer
TBAF Tetrabutylammoniumfluorid
TBDPS tert-Butyldiphenylsilyl
TBS tert-Butyldimethylsilyl
TEA Triethylamin
TES Triethylsilyl
Tf Trifluormethansulfonyl
TFA Trifluoressigsäure
TFAA Trifluoressigsäureanhydrid
TIPS Triisopropyl
TMS Trimethylsilyl
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