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Das epitheliale Zellmembran-Glycoprotein E-Cadherin
spielt eine entscheidende Rolle bei der Adhédsion von
Epithelzellen.'l Es ist auch an wichtigen Vorgingen der
zelluldren Entwicklung und Organisation beteiligt, so bei der
Zelldifferenzierung,? der Regulierung des Zellwachstums
und der Morphogenese.>¥ In Krebszellen ist die von E-
Cadherin vermittelte Zelladhision herunterreguliert, wih-
rend die iiber CD44 ablaufende erhoht ist.! Die geringere
Expression von E-Cadherin ist offenbar auf der molekularen
Ebene ein bedeutendes Anzeichen fiir eine Tumorigenese.>!
Uber die Catenine ist E-Cadherin mit dem Actinfilament
verkniipft und so in Schliisselvorginge der adhésionsabhin-
gigen morphogenetischen Prozesse eingebunden.”! Die
Wechselwirkung von E-Cadherin auf den Epithelzellen
erfolgt homotypisch (d.h. zwischen dem gleichen Zelltyp)
und homophil (d.h. zwischen den gleichen Molekiilen).1%
Die homophile Erkennung zwischen den E-Cadherin-Mole-
kiilen geschieht iiber Dimere. Sie wird iiber eine Erkennungs-
region in der duBeren (E-CAD1) von fiinf extrazelluldren
Domaénen (Abbildung 1) eingeleitet, wobei nach NOE-NMR-
Experimenten! eine aus den drei Faltblittern C, BF und fG
aufgebaute Flidche entscheidend ist. Sie schlieft ein Turn-
Motiv Ser83-Gly 85 ein und prisentiert das in F lokalisierte
Erkennungsmotiv His79-Ala80-Val81 in einer definierten
rdaumlichen Anordnung (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Homophile Erkennungsregion von E-Cadherin (schema-
tisch) nach Lit. [9].
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Wegen der Bedeutung von E-Cadherin fiir Zellmorpho-
genese und Tumorentwicklung und wegen seiner Selbster-
kennung®'?! schien es interessant zu untersuchen, wie diese
Selbsterkennung durch synthetische Teilstrukturen aus der
homophilen Erkennungsregion von E-Cadherin beeinflusst
werden kann.

Durch Festphasensynthese an Tentagel-Harz!!l unter Ver-
wendung des allylischen HY CRON-Ankers!*?l wurden Pep-
tid-, Glycopeptid- und Cycloglycopeptid-Teilstrukturen der
Sequenz 1 aus der homophilen Erkennungsregion von E-
Cadherin aufgebaut, die C-terminal mit Glu89 (Abbildung 1)
beginnen und einen Teil des Faltblatts G, die Turn-Triade
Ser83-Gly 85 (z.T. glycosyliert am Serin) und einen Teil des
Faltblatts BF einschlieBlich des Erkennungsmotivs His79-
Ala80-Val 8119 enthalten.

—Ser 78-His-Ala 80-Val-Ser-Ser-Asn-Gly 85-Glu-Ala-Val-Glu— 1
Bei einer ersten Synthese des Dodecapeptids Ser 78—-Glu 89

2 mit Tetramethyl-O-(1-benzotriazolyl)uroniumtetrafluoro-
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borat (TBTU)["¥] waren offenbar wegen Riickfaltungstenden-
zen der harzgebundenen Peptidkette die Kupplungsausbeu-
ten ab der Kupplung der achten Aminosiure (Val81) niedrig.
Daher wurde in den weiteren Festphasensynthesen N,N,N',N'-
Bis(tetramethylen)-O-pentafluorphenyluroniumhexafluoro-
phosphat (PfPyU)'4 als Kondensationsreagens eingesetzt.

Wihrend fiir die Synthesen des linearen Peptids 2 und des
an Ser83 glycosylierten Peptids 3 durchweg séurelabile
Seitenkettenschutzgruppen (tert-Butyl fiir Serin und Gluta-
minsdure sowie Trityl fiir Asparagin und Histidin) verwendet
werden konnen,¥! ist fiir die Synthese des cyclisierten
Glycopeptids eine differenzierte Blockierung der y-Carboxy-
funktion der Glutaminsdure erforderlich. Durch Bildung des
Cyclopeptids sollte eine Turn-artige, der Sekundarstruktur in
E-CAD1 entsprechende Konformation der Peptidsequenz
aus der homophilen Bindungsstelle begiinstigt werden.

Mit Blick auf die Sequenz schien es vorteilhaft zu sein, die
Cyclisierung nicht iiber die C-terminale Carboxyfunktion in
Losung!'>' oder an fester Phase,'>'®! sondern iiber die y-
Carboxygruppe der C-terminalen Glutaminsidure vorzuneh-
men. Da kein Lysin am N-Terminus positioniert ist,l'’] wurde
die Cyclisierung tiber die terminale Aminogruppe von Ser78
vollzogen. Ausgehend von mit Fluorenylmethoxycarbonyl-
(Fmoc)-glutaminsiure-y-rert-butylester beladenem Harz 40141
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wurde das Glycopeptid 5 aufgebaut. Dessen
Cyclisierung an der festen Phase zu 6 und die
Ablosung und Deblockierung zum Cyclogly-
copeptid 7 sind in Schema 1 beschrieben.
Nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe von 4
wurde das Dipeptid Fmoc-Ala-Val-OH mit-
hilfe von PfPyUl in Gegenwart von 1-
Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAT)®! ge-
kuppelt. Die Verldngerung um ein Dipeptid
erfordert wegen der Epimerisierungsgefahr
eine milde, aber effiziente Carboxyaktivie-
rung, hat aber den Vorteil, dass bei der
nachfolgenden Fmoc-Abspaltung keine intra-
molekulare Aminolyse unter Spaltung des
Ankeresters erfolgt. Der zweite Glutaminséu-
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re-Baustein wurde als y-Benzylester (Fmoc-
Glu(OBzl)-OH und wie alle Carboxykompo-
nenten in fiinf- bis sechsfachem Uberschuss
eingesetzt. Eine Ausnahme bildet das o-O-
Galactosamin-Serin-Konjugat, von welchem
nur zwei Aquivalente verwendet wurden.

Zur Vorbereitung der Cyclisierung wurden
vom harzgebundenen Glycododecapeptid 5
mit TFA/Wasser/Triisopropylsilan (95:5:5) die
sdurelabilen Schutzgruppen und anschlieBend
mit Morpholin/DMF die Fmoc-Gruppe ent-
fernt. Unter beiden Bedingungen bleibt der
allylische Anker intakt. Durch Aktivierung
der y-Carboxygruppe von Glu89 mit PfPyU in
Gegenwart der Hiinig-Base und von sym-
Collidin wurde die cyclisierende Kondensati-
on zu 6 erreicht. Das Cycloglycopeptid wurde
vom Harz durch Palladium(o)-katalysierte
Allyltransferreaktion mit Morpholin als Ab-
fangnucleophil abgespalten.l'l Hydrogenoly-
se des verbliebenen Benzylesters und Entfer-
nung der O-Acetylgruppen aus dem Galactos-
aminrest durch Zemplén-Umesterung in Me-
thanol (bei pH9) ergaben nach Reinigung
durch priaparative HPLC in Wasser/Acetonitril (Zusatz von
0.1 % TFA) das reine Cycloglycopeptid 7! der Sequenz 1 aus
E-CADI. Die analytische HPLC offenbarte, dass 7 mehrere
Konformationen annehmen kann,!'! die durch Tempern bei
40°C ineinander tiberfiihrt werden konnen.

Das von 7in D,0 aufgenommene ROESY-NMR-Spektrum
belegt die Struktur sowie Kontakte (in Schema 1 gestrichelt
angedeutet) zwischen den Protonen H6 des N-Acetylgalacto-
saminrests und der Methylgruppe eines Alaninrests (vermut-
lich in Position 3, d.h. Ala87) sowie der f-Methylengruppe
eines Glutaminsdurerests (vermutlich des zum Ringschluss
verwendeten in Position 1). Diese Orientierung war zunéchst
iiberraschend, denn das nichtglycosylierte Peptid 2 scheint in
D,0 keine Vorzugskonformation einzunehmen und das
Glycododecapeptid 3 liegt in Wasser offenbar in einer an-
deren Vorzugskonformation vor. In dessen ROESY-NMR-
Spektrum treten Kreuzpeaks durch dipolare Kopplung zwi-
schen den y-Methylprotonen von Valin und H2 des Histidin-
Imidazolrings einerseits sowie den H6-Protonen von GalNAc
andererseits auf. AuBBerdem ist ein Kreuzpeak zwischen Val-
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Schema 1. Festphasensynthese des Cycloglyocododecapeptids 7 am allylischen HYCRON-
Harz (experimentelle Beschreibung in Lit. [11]). Zyklus 1: 1) Morpholin/DMF; 2) Fmoc-Ala-
Val-OH, PfPyU, HOAT, s-Collidin, N-Methylpyrrolidon (NMP); 3) Ac,O, Pyridin; Zyklen 2—
10: 1) Morpholin/DMF; 2) Fmoc-Xaa-OH, PfPyU, HOAT, s-Collidin, NMP; a) Trifluoressig-
sdure (TFA), Triisopropylsilan, H,O; b) Morpholin/DMF; c¢) PfPyU, EtiPr,N, s-Collidin, NMP;
d) [Pd(PPh;),], Morpholin, DMF, DMSO; e¢) H,/Pd in MeOH; f) NaOMe in MeOH, pH 9. Im
Schema sind die Aminosduren mit ihren Einbuchstabenkiirzeln beschrieben.

Ho und His-Im-H2 und ein schwécherer zwischen Val-Hy und
His-Im-H4 zu beobachten (Abbildung 2).

Diese dipolaren Kopplungen zwischen den Seitenketten
der Komponenten des His-Ala-Val-Motivs sowie von diesen
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Abbildung 2. NOE-Effekte (Pfeile) aus dem ROESY—'H-NMR-Spektrum
des E-CAD-Glycododecapeptids 3 in D,O und daraus abgeleitete Kon-
formation A.
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zu GalNAc deuten auf eine Turn-Konformation A von 3 hin,
die verschieden von der des Cycloglycopeptids 7 ist. Mit einer
Turn-Konformation A in Einklang ist auch die Tieffeldver-
schiebung der Signale von GalNAc-H6, vermutlich verursacht
durch die Ndhe des aromatischen Imidazolrings.

Es ist nun bemerkenswert, dass das unterschiedliche kon-
formative Verhalten der (Glyco)peptide 2, 3 und 7 aus der
homophilen Erkennungsoberfliche von E-Cadherin sich in
ihren deutlich verschiedenen Wirkungen auf transformierte
Hautzellen der HaCat-Zellinie widerspiegelt.

HaCat-Zellen® sind transformierte, immortalisierte Ba-
salkeratinocyten, die E-Cadherin zwar exprimieren, aber
binnen einer Woche keine Differenzierung zu normalen
Keratinocyten eingehen. Zu diesen HaCat-Zellen, konfluent
ausgesit in einem Zellkulturmedium (CG-Medium, Vitro-
mex), das 0.5% fotales Kilberserum (FCS) enthielt, wurden
unter 10% CO, in der Atmosphire bei einer relativen
Feuchtigkeit von 85% und 37°C 25 pygmL~! (18-20 um) der
E-CAD-(Glyco)peptide 2, 3 oder 7 gegeben. Die Inkuba-
tionszeit betrug 24 h. Zur Untersuchung des Zellstatus
wurden die Zellen dreimal mit Pufferlosung (PBS, pH 7.4,
37°C) gewaschen, fixiert, mit Aceton (5 min) permeabilisiert
und schlieflich mit folgenden Antikérperlosungen in PBS-
Puffer, die 5% Rinderserumalbumin (BSA) enthielten,
behandelt: Maus-Anti-Involucrin (1:50), Maus-Anti-CD44
(1:220) und Kaninchen-Anti-Contactinhibin-Rezeptor?’!
(1:20). Zum Nachweis der Antikorperbindung wurden mit
dem Indocarbocyaninfarbstoff CY3 markierte, gegen die
ersten Antikorper gerichtete zweite AntikOrper eingesetzt:
Anti-Maus-CY3 (1:300) und Anti-Kaninchen-CY3 (1:300) in
PBS-Puffer. Abbildung 3 zeigt typische Ergebnisse der im-
munfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung an den fixier-
ten und permeabilisierten HaCat-Zellen.

Involucrin (hINV)P4 ist ein bedeutendes Marker-Glyco-
protein in der Differenzierung von Keratinocyten. Im Ver-
gleich zur Kontrolle (Abbildung 3a) ist es nach Behandlung
der HaCat-Zellen mit dem Glycododecapeptid 3 deutlich
hochreguliert (Abbildung 3b), nicht aber nach Behandlung
mit dem Peptid 2 (Abbildung 3c) oder mit den Cycloglyco-
peptid 7. Die Expression des Contactinhibin-Rezeptors,?
dessen Wechselwirkung mit dem Zelloberfldchenglycoprotein
Contactinhibin entscheidend in die kontaktabhingige Regu-
lierung und Inhibierung des Zellwachstums involviert ist, wird
durch das E-CADI1-Glycopeptid 3 (Abbildung3e) stark
induziert, nicht dagegen durch das Peptid 2 (Abbildung 3d,
Kontrolle ist ganz &hnlich) oder das Cycloglycopeptid 7
(Abbildung 3 f). Die Expression von CD44,[>] das als Rezep-
tor in der Adhésion und Metastasierung von Tumorzellen eine
Rolle spielt, ist im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 3 g)
nach Behandlung der HaCat-Zellen mit dem synthetischen E-
CAD1-Glycopeptid 3 stark herunterreguliert (Abbil-
dung 3h). Diese immunhistochemischen Ergebnisse gehen
einher mit einer eindrucksvollen Anderung der Zellmorpho-
logie und der dreidimensionalen Architektur der HaCat-
Zellkultur nach Zugabe des biologisch aktiven Glycopeptids
3: Die Keratinocyten wachsen in die suprabasale Schicht,
bilden suprazelluldre Strukturen und ein differenziertes
Cytoskelett aus und regulieren Differenzierungsmarker wie
Involucrin und den Contactinhibin-Rezeptor hoch (Abbil-
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Abbildung 3. Biologische Wirkung der synthetischen (Glyco)peptide 2, 3
und 7 auf transformierte Basalkeratinocyten der HaCat-Zelllinie;?
Immunfluoreszenzmikroskopie-Assays. a) Kontrolle, 1. Maus-Anti-Invo-
lucrin (Sigma, 1:50 in der Blockierungslosung), 2. Anti-Maus-CY3 (Jack-
son, 1:1 in Glycerin, 1:300 in PBS; b) E-CAD-Glycododecapeptid 3, 24 h,
danach Immunmarkierung identisch zu (a); c¢) E-CAD-Dodecapeptid 2,
24 h, danach Immunoassay, fiir Involucrin wie in (a); d) E-CAD-Dodeca-
peptid 2, 24 h, Kaninchen-Anti-Contactinhibin-Rezeptor (Lit. [15], 1:2 der
Blockierungslosung), 2. Anti-Kaninchen-CY3 (Jackson, 1:1 mit Glycerin,
1:300 in PBS); e¢) E-CAD-Glycododecapeptid 3, 24 h, danach Immunoas-
say fiir Contactinhibin-Rezeptor wie in (d); f) E-CAD-Cycloglycododeca-
peptid 7, 24 h, danach Immunoassay fiir Contactinhibin-Rezeptor wie in
(d); g) Kontrolle, 1. Maus-Anti-CD44, PE-konjugiert (NatuTec, 1:20 in der
Blockierungslosung), 2. Anti-Maus-CY3 (Jackson, 1:1 mit Glycerin, 1:300
in PBS); h) E-CAD-Glycododecapeptid 3, danach Immunoassay identisch
wie in (g).

dung 3b und e). Der Contactinhibin-Rezeptor wird aulerdem
aus dem Cytosol in die Zellmembran translokalisiert. Zellen,
die mit dem Peptid 2 oder dem Cyclopeptid 7 behandelt
wurden, zeigen keinen Unterschied zur Kontrolle und gehen
in Kultur binnen zehn Tagen keine erkennbare Differenzie-
rung ein, obwohl sowohl das Peptid als auch das Cycloglyco-
peptid die gleiche Aminosiduresequenz wie 3 haben.

Daraus ist zu schlieBen, dass die markante Induktion von
Zelldifferenzierung durch das E-CAD-Glycopeptid 3 an
dessen in Wasser vorliegende Vorzugskonformation gekniipft
ist, in der das Erkennungsmotiv His-Ala-Val in einer raumlich
definierten Form prisentiert wird. Der Mechanismus dieser
Induktion von Differenzierung in den HaCat-Zellen?? muss
in weiteren Untersuchungen gekliart werden, insbesondere die
Frage, ob das E-CAD-Glycopeptid 3 an E-Cadherin selbst
bindet, wie nach dessen homophilen Erkennungsmechanis-
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mus®!% angenommen werden konnte. Die Expression und
Aktivierung von E-Cadherin wird als entscheidend fiir eine
Unterdriickung der Tumorprogression angesehen.[®>2] Daher
ist die konformationsabhéngige Wirkung des synthetischen E-
CAD-Glycododecapeptids 3, das in den transformierten
HaCat-Keratinocyten binnen 24 h Differenzierung und Ad-
hisions- und Integrationsfahigkeit in ein Gewebe induziert,
fiir die Entwicklung von Tumorsuppressoren von Interesse.
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Physikalische Aggregate von amphiphilen Molekiilen, z. B.
micellare Strukturen, werden hiufig fiir den Wirkstofftrans-
port vorgeschlagen.ll Diese Aggregate kénnen jedoch auf-
grund ihrer schwachen Wechselwirkungskrifte bei Scherkréf-
ten oder anderen duBleren Einfliissen zerfallen. Auch sind sie
weniger fiir die aktive Freisetzung verkapselter Molekiile
geeignet, die durch externe Signale wie pH-Anderungen
ausgelost wird. Besonders fiir den Wirkstofftransport in
biologischen Systemen muss sich die Freisetzung von ver-
kapselten Molekiilen auf der Basis schwacher externer
Signale ereignen, z.B. einer pH-Erniedrigung in Tumor- oder
infiziertem Gewebe bei pH 5-6.3 Ferner wurde gezeigt, dass
Nanopartikel groB3er als 5 nm, z. B. Liposomen und polymere
Tréager, biologische Membranen im Vergleich zu kleinen
Molekiilen iiber andere Mechanismen passieren und damit
die Spezifitdt von Wirkstoffen fiir bestimmtes Gewebel**]
(z.B. Tumor) verbessern konnen.

Im Unterschied zu physikalischen Aggregaten amphiphiler
Molekiile konnen durch die kovalente Modifizierung dendri-
tischer Makromolekiile”! mit entsprechender Schale stabile
micellartige Strukturen erhalten werden, welche fiir die
nichtkovalente Verkapselung von Gastmolekiilen geeignet
sind.® Wihrend die Verkapselung und der Transport der
Gastmolekiile in solchen dendritischen Architekturen von
mehreren Arbeitsgruppen untersucht wird,?'9 ist relativ
wenig iiber die aktive Freisetzung der verkapselten Gast-
molekiile — ausgelost durch pH-abhingige Spaltung der
Schale — unter physiologischen Bedingungen bekannt. Bisher
wurde von einer pH-abhidngigen Freisetzung aus dendriti-
schen Architekturen nur unter relativ drastischen Bedingun-
genl'” oder durch Protonierung von Polypropylenimin-Dend-
rimeren!™ und deren Derivaten berichtet.!*2]

[*] Dr. R. Haag, Dipl.-Chem. M. Kridmer, Dr. J.-F. Stumbé,

Dipl.-Chem. H. Tiirk, S. Krause, A. Komp, Dr. L. Delineau,
Dr. S. Prokhorova, Dipl.-Chem. H. Kautz
Freiburger Materialforschungszentrum und
Institut fiir Makromolekulare Chemie
Universitét Freiburg
Stefan-Meier-Straf3e 21, 79104 Freiburg (Deutschland)
Fax: (+49)761-203-4709
E-mail: rainer.haag@fmf.uni-freiburg.de

[**] Die Autoren danken Prof. Dr. Rolf Miilhaupt fiir seine Unterstiitzung
sowie Katrin Armbruster und Bernhard Siegel fiir die Herstellung
einiger Intermediate. Der BASF AG sei fiir die Bereitstellung von
Chemikalien gedankt. R.H. ist der Deutschen Forschungsgemein-
schaft, dem Fonds der chemischen Industrie und der Dr.-Otto-Rohm-
Gedaichtnisstiftung fiir finanzielle Unterstiitzung zu grofem Dank
verpflichtet.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor ange-
fordert werden.
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