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Voraussetzung fiir einen selektiven immunologischen Angriff
auf Tumorgewebe ist die Identifizierung von Zelloberfld-
chenstrukturen, die auf Tumorzellen vorkommen, nicht aber
auf gesunden Zellen. Bereits vor 30 Jahren sind Membran-
glycoproteine mit Thomsen-Friedenreich-(T)-Antigen- und
monosaccharidischen Tn-Antigen-Saccharidseitenketten von
Springer und Mitarbeitern!! als tumorassoziierte Antigene
auf Epitheltumoren beschrieben worden, die strukturell dem
N-terminalen Bereich von Asialoglycophorin verwandt sein
sollten. Nach diesen Strukturinformationen hatten wir eine
Vakzine aus N-terminalen Glycopeptiden von Asialoglyco-
phorin der Blutgruppe M und Rinderserumalbumin (BSA)
als Triger synthetisiert™ und zur Immunisierung von Miusen
eingesetzt. Der erhaltene monoklonale Antikorper (82-A6)
zeigte Affinitdt zu epithelialen Tumorzellen, aber keine aus-
reichende Tumorselektivitidt.’! Der Antikorper 82-A6 ver-
mochte deutlich zwischen Asialoglycophorin der M- und N-
Blutgruppe zu differenzieren,”! was zeigte, dass nicht nur das
Saccharid, sondern auch die Peptidsequenz zum erkannten
Epitop beitrug. Daraus schlossen wir, dass fiir ein tumorse-
lektives Antigen nicht nur eine tumorassoziierte Saccharid-,
sondern auch eine tumorselektive Peptidstruktur notig ist.
Strukturvorgaben fiir tumorselektive Glycopeptid-Anti-
gene liefern die Analysen des tumorassoziierten epithelialen
Mucins MUCL1.®) MUCT1 ist auf Tumorzellen stark iiberex-
primiert. Im extrazelluldren Teil enthilt es eine Doméne aus
vielen Wiederholungseinheiten der Aminosduresequenz
HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA.Y! In diesen Tandem-Re-
peats befinden sich die meisten O-Glycosylierungsstellen,
wobei MUCI1 auf den Tumorzellen wegen der Herunterre-
gulierung einer Glucosaminyltransferase (C-2GnT-1) und der
Uberexprimierung von Sialyltransferasen’® kurze, vorzeitig
sialylierte Saccharidseitenketten tragt. Mit aus Tumorgewebe
isoliertem MUCI1 wurden Antikdrper induziert,*>! mit deren
Hilfe das Peptidmotiv. PDTRPAP als immundominantes
Epitop erkannt wurde.”’ Die Spezifitit dieser Anti-MUCI-
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Antikorper wurde mit synthetischen Tn- und T-Antigen-
Glycopeptiden  gepriift.®? Durch STD-NMR-Analyse
konnte die gebundene Konformation eines Tn-Antigen-Pen-
tapeptids aus MUCI an einen solchen monoklonalen Anti-
korper ermittelt werden.!"”!

Im Unterschied zu solchen, fiir analytische Zielsetzungen
wertvollen Studien sind Immunisierungen mit aus Tumorge-
webe isoliertem MUCT als Vakzine wenig aussichtsreich, weil
MUCT aus biologischen Isolaten stets mikroheterogen ist und
Strukturen enthélt, die auch auf gesunden Zellen vorkom-
men.

Wir haben uns deshalb fiir die Entwicklung von Antitu-
mor-Vakzinen von definierten, synthetischen Tn-, T- und
Sialyl-Tn-Glycopeptiden''? aus MUC1 zugewandt.™ Mit
einem Konstrukt, in dem eine Glycopeptidsequenz aus dem
MUCI1-Tandem-Repeat mit einer Sialyl-Tn-Seitenkette iiber
eine polare Spacer-Aminosdure mit einem Teil eines T-Zell-
Epitops aus dem Tetanustoxin verkniipft wurde, konnte in
Kulturen peripherer Blutlymphozyten (PBLs) die Prolifera-
tion cytotoxischer T-Zellen induziert werden."¥ Dieser Effekt
trat nur in Gegenwart Antigen-prasentierender Zellen ein.
Fiir die Entwicklung einer Antitumor-Vakzine ist aber neben
einer cytotoxischen T-Zell-Antwort eine selektive, von T-
Helferzellen vermittelte Antikorperbildung von entschei-
dender Bedeutung, wozu man Konjugate des Glycopeptid-
Antigens mit Trégerproteinen wie BSA oder KLH (keyhole
limpet hemocyanine) benotigt.

Wir beschreiben hier die Synthese einer Serie von Gly-
copeptid-Antigenen, die Sialyl-Tn-, (2,6)-Sialyl-T-, (2,3)-
Sialyl-T- oder das Glycophorin-Antigen [(2,3-2,6-Bissialyl)-T]
tragen und Teile oder die gesamte Tandem-Repeat-Sequenz
von MUCI1 enthalten, sowie Verfahren, nach denen man diese
tumorselektiven Zelloberflichenstrukturen an Trigerprotei-
ne binden oder auf Mikrotiterplatten fixieren kann. Die
Synthese beginnt mit der Herstellung der O-Glycosylamino-
sduren. Es folgt die Festphasen-Glycopeptidsynthese und
schlieBlich die Verkniipfung mit dem Protein oder die Im-
mobilisierung.

Die Synthese der O-Glycosylaminosduren nach einer
einheitlichen biomimetischen Strategiel'” aus gemeinsamen
Zwischenstufen ist in Schema 1 fiir das komplexeste Beispiel
der tumorassoziierten MUCI1-Antigene, das [(2,3-2,6-Bis-
sialyl)-T]-Threonin-Konjugat, gezeigt. Gemeinsames Aus-
gangsprodukt bei der Synthese aller dieser tumorassoziierten
Mucin-Kohlenhydrat-Antigene ist der im Kohlenhydrat de-
blockierte, N-Fmoc-geschiitzte Tn-Antigen-Threonin-tert-
butylester 1.'"! Bei allen folgenden Schutzgruppenmanipula-
tionen und Glycosylierungsreaktionen muss die Basenlabili-
tat der Fmoc-Gruppe und die Sdureempfindlichkeit des tert-
Butylesters beriicksichtigt werden. Die Uberfithrung in das
4,6-Benzylidenacetal 2 gelang mit a,a-Dimethoxytoluol in
Acetonitril in Gegenwart katalytischer p-Toluolsulfonsiure
bei pH 4. In der nachfolgenden 3-B-Galactosylierung traten
bei der sonst effektiven Aktivierung des Trichloracetimi-
dats!"”! mit Trimethylsilyltriftuormethansulfonat entweder die
Spaltung des Benzylidenacetals und des fert-Butylesters oder,
bei Zugabe geniigender Mengen von Molekularsieb, vorwie-
gend die Bildung des Orthoesters ein.'®! Als am giinstigsten
erwies sich die Aktivierung des 6-O-Benzyl-geschiitzten Ga-
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Schema 1. a) a,a-Dimethoxytoluol, kat. p-TsOH, CH;CN, 3 h;

b) Hg(CN),, CH,Cl,/CH;NO, (2:3), Molekularsieb 4 A; c) 1. NaOMe,
MeOH, pH 8.5-9, 8 h; 2. Fmoc-OSu, Dioxan/H,0 (1:1), N-Methylmor-
pholin; d) MeSBr, AgOTf, CH,CN/CH,Cl, (2:1), —68°C, Molekularsieb
3 A; e) 80%, AcOH,,, 80°C; f) CF,COOH, Anisol (10:1), 2 h.

aqr

lactosylbromids 3M") mit Quecksilbercyanid nach Helferich™”
in Nitromethan/Dichlormethan, wobei das T-Antigen-
Threonin-Konjugat 4 stereoselektiv in hoher Ausbeute ent-
stand.

Die selektive O-Desacetylierung von 4 bildete ein be-
sonderes Problem. Mit katalytischem NaOMe in Methanol
und strenger Kontrolle bei pH 8.5 ergab sie in kleinen An-
sitzen (1 g) binnen 12 h 62% Ausbeute. Bei groBeren An-
sitzen (5 g) und pH 8.6-9 wurde neben 5 (39 %) auch das N-
deblockierte Konjugat (46 %) gebildet, dessen nachtrégliche
N-Acylierung mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-N-hydroxy-
succinimid weitere 36 % Produkt ergab, sodass die Gesamt-
ausbeute an 5 bei 75% lag. Die Sialylierung von 5 mit dem
Xanthogenat 6 des peracetylierten Sialinsiurebenzylesters!'*!
zu 7 verlief unter Aktivierung mit Methylsulfenyltriflat®!! mit
nahezu vollstdndiger Regio- und Stereoselektivitédt. Nach se-
lektiver Spaltung des Benzylidenacetals mit wissriger Essig-
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siure (80%) bei 80°C zu 8 ergab eine weitere Sialylierung
unter gleichen Bedingungen das Bissialyl-T-Antigen-Threo-
nin-Konjugat 9, wobei der Umsatz nach 3.5 h unvollstindig
blieb und neben 9 (33 %) durch priaparative HPLC auch das
entsprechende B-Anomere (3%) isoliert werden konnte.
Acidolyse des tert-Butylesters mit Trifluoressigsdure/Anisol
(10:1) lieferte den Fmoc-geschiitzten Bissialyl-T-Threonin-
Baustein 10,?Y der ohne weitere O-Acetylierung™! in die
Festphasensynthese eingefiihrt wurde. Von den anderen tu-
morassoziierten Saccharid-Aminosdure-Antigenen liegen
Tn-Antigen 1, T-Antigen 4 und 2,3-Sialyl-T-Antigen 7 direkt
auf dem in Schema 1 ausgefiihrten Syntheseweg. Zu Sialyl-
Tn-Antigen kommt man durch regioselektive Sialylierung
von 1011 und zu 2,6-Sialyl-T nach Abspaltung des Benzyli-
denacetals aus 4 ebenfalls durch regioselektive Sialylie-
rung.[15:29

Alle diese Bausteine wurden nun in die Fest-
phasenglycopeptidsynthesen von MUCI1-Tandem-Repeat-
Glycopeptiden eingesetzt, was in Schema 2 wiederum am
Beispiel des Bissialyl-T-Antigen-MUC1-Glycopeptids illus-
triert ist. Am iiber einen Trityl-Anker?””! mit Fmoc-Prolin
funktionalisierten Rapp-Tentagel-Polymer®! wurde das ge-
schiitzte Nonapeptid 11 aus MUC1 nach Fmoc-Strategie!*!
aufgebaut. Nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe mit Piperidin/
N-Methylpyrrolidon (NMP) (1:4) wurde die O-Glycosylami-
nosiure 10 (1.05 Aquiv.) unter Aktivierung mit O-(7-Aza-
benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluoro-
phosphat (HATU), 1-Hydroxy-7-aza-benzotriazol (HOAt)™"
und N-Methylmorpholin (NMM) in NMP gekuppelt. Alle
nicht-glycosylierten Fmoc-Aminosduren wurden mit O-(1H-
Benzotriazol-N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorophos-
phat(HBTU)/1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)*!! und Hiinigs
Base (iPr,NEt) in DMF verkniipft. Zum Capping nichtum-
gesetzter Aminokomponenten diente Acetanhydrid/HOBt/
iPr,NEt B!

Die simultane Spaltung des Trityl-Ankers und der sdure-
labilen Seitenketten-Schutzgruppen gelang mit Trifluoressig-
siure (TFA), Triisopropylsilan (TIS) und wenig Wasser.*! Sie
ergab allerdings weder das erwartete Glycoicosapeptid 12 mit
unverdnderter Kohlenhydratseitenkette noch das durch die
Capping-Reaktionen durchweg O-acetylierte Analogon 13,
sondern das Glycopeptid 14 mit Lactonstruktur der 2,3-
verkniipften Sialinsdure zur 2-OH-Gruppe des Galactose-
restes in einer Gesamtausbeute nach ca. 40 Schritten von
38%. Nachfolgende Hydrogenolyse von Benzylester und
-ether, Umesterung mit NaOMe/Methanol (pH 9.5), Lac-
ton6ffnung mit NaOH in Wasser (pH 11.5), Neutralisieren
mit Essigsdure, Lyophisieren und Reinigung durch semipré-
parative HPLC ergaben das MUCI1-Tandem-Repeat-Glyco-
peptid 1554 in 75% Ausbeute bezogen auf 14.

In gleicher Weise wurden mit zum Teil erheblich hoheren
Gesamtausbeuten das MUC1-Eicosapeptid 16 und die vollen
Tandem-Repeat-Glycopeptide aus MUC1 mit den anderen
wichtigen  tumorassoziierten  Sialylsaccharid-Antigenen
Sialyl-Tn (17), 2,6-Sialyl-T- (18) und 2,3-Sialyl-T (19) aufge-
baut (Schema 3), wobei keine Lactonbildung bei der Acido-
lyse des Trityl-Linkers beobachtet wurde.

Ebenfalls nach dem in Schema 2 illustrierten Verfahren
wurden das mit der Triethylenglycol-Spacer-Amino-
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Schema 2. a) TFA, TIS, H,O (15:0.9:0.9); b)
DIPEA = Diisopropylethylamin.

Gruppe!" ausgestattete Dodecapeptid 20 und das analoge
Sialyl-Tn-Dodecapeptid 21 aus MUC1 als Modellverbindun-
gen fiir die Konjugierung mit Rinderserumalbumin bzw. fiir
die Immobilisierung hergestellt (Schema 4).%! Dabei wurden
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H,/Pd-C (10%), MeOH; c) NaOMe/MeOH, pH 9.5; d) NaOH,,,
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OH
NH

15 75% (20 mg) HN;\NHZ

pH 11.5, 1 h, dann AcOH.

noch auf dem Harz die N-terminale Fmoc-Gruppe und wih-
rend der Acidolyse des Trityl-Ankers alle sdurelabilen Sei-
tenketten-Schutzgruppen abgespalten. Bei der Synthese des
Sialyl-Tn-Glycopeptids 21 mussten nach der Abspaltung vom
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Schema 4. a) Ethanol/Wasser (1:1), Na,COs, pH 8.0, 2 h, priparative HPLC; b) 0.07 m Natriumborat, 0.035m Natriumhydrogencarbonat, pH 9,
24 h, Gelfiltrationschromatographie an Sephadex-G25-PD10-Siule, Dialyse gegen H,O.

Harz zusétzlich durch Hydrogenolyse und NaOMe-kataly- Zur Verkniipfung der synthetischen MUC1-Peptide oder
sierte Umesterung die Kohlenhydrat-Schutzgruppen entfernt  -Glycopeptide mit Proteinen wurden nach einem von Tietze
werden. et al.’ zur Konjugation von Lactosaminphenylglycosid be-
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Schema 5. a) 0.07m Natriumborat, 0.035m Natriumhydrogencarbonat, pH 9.

schriebenen Verfahren die Spaceraminogruppen von 20 bzw.
21 mit Quadratsdurediethylester (3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-
1,2-dion) in Ethanol/Wasser bei pH 8 zu den Monoamiden 22
und 2377 umgesetzt, welche nach Reinigung durch pripara-
tive HPLC bei pH 9 in einem Natriumborat-Puffer zur Bin-
dung an Rinderserumalbumin eingesetzt wurden.

Die Ankniipfung des Peptids 22 erbrachte binnen 24 h
eine Kupplungsausbeute von ca. 60% und, laut MALDI-
TOF-MS, eine Vakzine 24 mit durchschnittlich zwolf Mole-
kiilen Peptid pro Proteinmolekiil. Beim Glycopeptid 23 ver-
lief die Kupplung langsamer, sodass in 25 nur etwa halb so
viele Antigenmolekiile an das Protein gebunden waren. Das
mit dem Spacer ausgestattete Glycopeptid-Antigen wurde
zusdtzlich kovalent auf mit sekundidren Aminogruppen
funktionalisierten Mikrotiterplatten der Struktur 268 im-
mobilisiert (Schema 5). Von diesen so tiberzogenen Mikroti-
terplatten 277° kann das MUC1-Antigen in den ELISA-Tests
mit Wasser nicht ausgewaschen werden, was bisher beim
Arbeiten mit Glycopeptidantigenen stets zu Problemen ge-
fiihrt hatte.

Mit den immobilisierten und konjugierten MUCI1-Gly-
copeptid-Antigenen stehen nicht nur Vakzine mit definierter
Struktur tumorselektiver Oberfldchenantigene von epithe-
lialen Tumorzellen zur Verfiigung, sondern auch Mittel, die es
erlauben, die Strukturselektivitit der Immunantwort zu
iiberpriifen. Erste vielversprechende Resultate®” ermutigen
dazu, das gesamte Spektrum der durch die synthetischen
Glycopeptid-Antigene wie 17, 18, 19, 21, 23 und 25 gekenn-
zeichneten Strukturen zur Entwicklung von synthetischen
Antitumorvakzinen auszuloten.
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