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Glycoproteine der 
ußeren Zellmembranen sind als Kom-
ponenten der Glycocalix an fundamentalen Erkennungspro-
zessen beteiligt.[1] Unter ihnen tragen die Cadherine ent-
scheidend zur Zelladh
sion und Gewebebildung bei. Das
epitheliale E-Cadherin mit f&nf extrazellul
ren Wiederho-
lungsdom
nen[2] spielt zudem eine wichtige Rolle bei der
Zelldifferenzierung.[3] Es wirkt homophil und homotypisch.
Die Erkennungsregion wurde durch R+ntgenstrukturanalyse
und multidimensionale Kernresonanzspektroskopie in der N-
terminalen Dom
ne als Teilstruktur, bestehend aus den drei
antiparallelen Faltbl
ttern bC, bF und bG um das zentrale
Erkennungsmotiv His-Ala-Val, identifiziert (Abbil-
dung 1a).[4,5]

Glycopeptidsequenzen aus der homophilen Erkennungs-
region von E-Cadherin induzierten in transformierten, aber
E-Cadherin exprimierenden Keratinocyten Differenzie-
rung.[6] Der Effekt erwies sich als konformationsabh
ngig und
trat nur auf, wenn durch das Kohlenhydrat eine Turn-Kon-
formation im Peptid beg&nstigt wurde (Abbildung 1a). ;ber
die Struktur des in Leber und Darm der Ratte gefundenen LI-
Cadherins[7] ist außer der Aminos
uresequenz wenig be-
kannt. LI-Cadherin vermittelt die Ca2+-abh
ngige Zelladh
-
sion[8] und ist an Darmentwicklung und Differenzierungs-
vorg
ngen beteiligt.[9] In der N-terminalen Dom
ne wurde
das Erkennungsmotiv Ala-Ala-Leu gefunden.[7] Ein Se-
quenzvergleich legt nahe, dass im LI-Cadherin eine 
hnliche
Erkennungsregion vorliegt wie beim E-Cadherin, wobei sich
an das AAL-Motiv eine Turn-Sequenz (SQG) anschließt
(Abbildung 1b). Um diese Annahme zu pr&fen, wurden
Glycopeptidausschnitte aus dieser Erkennungsregion[7] I
(L95AALDSQGAIV105) synthetisiert und kernresonanz-
spektroskopisch einer Konformationsanalyse unterzogen.

Der Saccharidteil wurde in Form tumorassoziierter
Mucin-Antigene systematisch variiert, um die Wirkung von
Art und Gr+ße des Saccharids auf die Peptidkonformation zu
ermitteln. Dies schien attraktiv zu sein, da bisherige Kon-
formationsstudien an einzelnen Mucin-Glycopeptiden[10–15]

keine R&ckschl&sse auf einen vom Kohlenhydrat abh
ngigen
Effekt zulassen.

Die 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-gesch&tzten O-
Glycosyl-Serin-Bausteine wurden aus Fmoc-Serin-tert-butyl-
ester[16] &ber das TN-Antigen-Serin-Derivat 1[17] hergestellt
(Schemata 1 und 2). Dessen selektive Deblockierung f&hrt zu
3[18] und weiter zum Aufbau der Kohlenhydratketten. Alle
Schutzgruppenmanipulationen und Glycosylierungen m&ssen
so ablaufen, dass die basenlabile Fmoc-Gruppe und der s
u-
relabile tert-Butylester erhalten bleiben. Unter kontrollierter
S
urekatalyse wird das 4,6-Benzylidenacetal 4 gebildet.
Helferich-Glycosylierung mit den Galactosylbromiden 5 bzw.
6 liefert die T-Antigen-Serin-Konjugate 7 bzw. 8. Selektive
Hydrolyse des Benzylidenacetals 7 gelingt mit heißer, 80-
proz. Essigs
ure zu 7a. Anschließende Acetylierung und
Behandlung mit Trifluoressigs
ure ergibt den gesch&tzten T-
Antigen-Serin-Baustein 7b (Schema 1).

Die analoge Acidolyse (Stufe a in Schema 1) erbringt aus
1 den TN-Antigen-Serin-Baustein 2. An den im Kohlenhydrat
partiell deblockierten TN- (3) und T-Antigen-Serin-Derivaten
(7a) wird mit dem Xanthogenat 9 des Sialins
urebenzylesters
bei �65 8C selektiv der Sialylrest zu den Sialyl-TN- (10) bzw.

Abbildung 1. Homophile Erkennungsregionen von a) E-Cadherin (nach
R%ntgenkristallstruktur) und b) LI-Cadherin (postuliert basierend auf
Sequenzhomologien).
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2,6-Sialyl-T-Antigen-Struk-
turen (12) eingef&hrt. Nach
O-Acetylierung und Acido-
lyse der tert-Butylester
erh
lt man die Sialyl-TN-
(11) und 2,6-Sialyl-T-Anti-
gen-Serin-Bausteine (13 ;
Schema 1). Die Bildung der
2,6-Sialyl-T-Antigen-Ver-
bindung durch Helferich-
Glycosylierung von 10
(Stufe k in Schema 1) l
uft
mit niedrigerer Ausbeute ab
als die Sialylierung von 7a.
Die zum vollst
ndigen Satz
von Serin-Konjugaten mit
tumorassoziierten Mucin-
Antigenen fehlende 2,3-
Sialyl-T-Antigen-Verbin-
dung wird aus 8 synthetisiert
(Schema 2). Die O-Desace-
tylierung mit katalytischem
NaOMe in Methanol l
uft
bei pH 9.5 langsam ab,[19]

was anzeigt, dass die sonst
rasche Umesterung (z.B.
von 1) &ber O-Acetylver-
schiebungen auf die 6-Posi-
tion geschieht.

Anschließende regiose-
lektive Sialylierung mit
Xanthogenat 9 bei �50 8C
ergibt das 2,3-Sialyl-T-Anti-
gen-Serin-Konjugat 14 ste-

Schema 1. a) TFA/CH2Cl2 1:1, Anisol, 6 h, RT, 73% (HPLC); b) NaOCH3, CH3OH, pH 8.5, RT, 72%; c) Benz-
aldehyddimethylacetal, p-Toluolsulfons8ure, pH 4, CH3CN, RT, 63–77%; d) 5/6, Hg(CN)2, CH2Cl2/CH3NO2,
14 h, RT, 66% (7), 91% (8); e) AcOH/H2O 4:1, 85 8C, 1 h, 64–90%; f) 1. Ac2O/Pyridin, 4 h/08C!14 h/RT,
97%; 2. TFA, Anisol, 1.5 h, RT, 53% (HPLC); g) 9, AgOTf, CH3SBr, CH3CN/CH2Cl2, �65 8C, 38–44%; h) Ac2O/
Pyridin, 4 h/08C!14 h/RT, 99%; i) TFA/CH2Cl2 1:1, Anisol, 6 h, RT, 99%; j) 9, AgOTf, CH3SBr, CH3CN/
CH2Cl2, �65 8C, 20% (R=Ac), 71% (R=Bn); k) 5, Hg(CN)2, CH2Cl2/CH3NO2, 14 h, RT, 44%; l) R=Ac: 1.
Ac2O/Pyridin, 14 h, RT, 99%; 2. TFA, Anisol, 1.5 h, RT, 70% (HPLC); R=Bn: TFA, Anisol, 1.75 h, RT, 61%
(HPLC). TFA=Trifluoressigs8ure, OTf=Trifluormethansulfonat, Bn=Benzyl.

Schema 2. a) NaOCH3, CH3OH, pH 9.5, 24 h, RT, 39%; b) 9, AgOTf, CH3SBr, CH3CN/CH2Cl2, 3 h/�50 8C!14 h/�30 8C, 49%; c) 1. Ac2O/Pyridin,
14 h/RT, 95%; 2. AcOH/H2O 4:1, 85 8C, 1 h, 76%; d) Ac2O/Pyridin, 14 h/RT, 99%; e) TFA, Anisol, 1 h, RT, 85% (HPLC); f) 9, AgOTf, CH3SBr,
CH3CN/CH2Cl2, 3 h/�50 8C!14 h/�30 8C, 36%; g) TFA, Anisol, 1.5 h, RT, 93%.
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reoselektiv. Nach Acetylierung der OH-Gruppen im Gala-
ctosylteil und Solvolyse des Benzylidenacetals fiel das im
Galactosaminteil ungesch&tzte Konjugat 15 an. Dessen O-
Acetylierung und Acidolyse lieferte den 2,3-Sialyl-T-Anti-
gen-Serin-Baustein 16. Durch selektive Sialylierung von 15
mit Xanthogenat 9 bei �50 8C wurde das komplexe (2–3,2-6)-
Bis(sialyl)-T-Antigen-Serin-Konjugat 17 erhalten und durch
Acidolyse des tert-Butylesters in den Baustein 18 &berf&hrt.
Die Festphasensynthesen der LI-Cadherin-Glycopeptide (I)
wurden an mit Fmoc-Valin &ber den Wang-Anker[20] belade-
nem Tentagel-Harz[21] in beschriebener Weise durchgef&hrt
(Schema 3).[22]

Zu Vergleichszwecken wurde nicht glycosyliertes LI-
Cadherin-Peptid 19 auf gleichem Weg hergestellt. In Tabel-
le 1 sind die Ausbeuten an Peptid 19 und an den Glycopep-
tiden 20–25[23] nach der Abspaltung vom Harz und nach Hy-
drogenolyse der Benzyl- sowie Umesterung der O-Acetyl-
gruppen (f&r die Glycopeptide) angegeben.

Zur Konformationsanalyse wurden das Peptid 19 und die
Glycopeptide 20–25 in [D6]DMSO kernresonanzspektrosko-
pisch in NOESY- und ROESY-Experimenten untersucht. Die
wichtigsten NOE-Kontakte f&r die LI-Cadherin-Sequenz I
wurden vom N-Terminus L1 zum C-Terminus V11 benannt.
;ber die NOE-Kontakte[24] wurden durch molekulardyna-
mische Energieminimierung und MM2-Kraftfeld-Rechnun-
gen[25] dreidimensionale Strukturen ermittelt (Abbil-
dung 2).[26] Nach bekannten Verfahren wurden die erhaltenen
Diederwinkel f&r die Turn-Sequenzen (Tabelle 2) mit den f&r
ideale Turn-Typen bekannten Diederwinkeln[27] verglichen.
Die Abweichungen von diesen Typen sind in Tabelle 2 als

Summen der Winkeldifferenzen
angegeben.

Aus den Werten ergibt sich
folgendes Bild (Abbildung 2):
Das Peptid 19 nimmt in der Se-
quenz DSQG eine schleifenarti-
ge Konformation an (NH-Kon-
takte in der Sequenz DSQ), die
keiner der bekannten Turn-
Konformationen 
hnelt (Kon-
takte von NH-A9 zu a- und g-
CH-L4). Die Struktur erinnert an
eine beginnende Helix, die zum
C-Terminus hin nicht fortgesetzt
wird. Der C-Terminus faltet zur
Turn-Sequenz zur&ck (a-CH-Q7

zu a-CH-V11), wodurch sich eine
Doppelschleife ergibt. Mhnliches
gilt f&r das TN-Antigen-Glyco-
peptid 20. Die Diederwinkelver-
gleiche (Tabelle 2) deuten aller-
dings auf einen b-III’-Turn in der
Sequenz LDSQ hin, der jedoch
kein stabiles Faltblatt aufbauen
kann (a-CH-L4 zu a-CH-V11;g-
CH-L4 zu a-CH-I10).

Die Konformation der Se-
quenz DSQG im T-Antigen-
Glycopeptid 21 
hnelt am ehes-
ten einem b-II-Turn (Tabelle 2,

Abbildung 2), wobei das Kohlenhydrat offenbar stabilisie-
rend wirkt (Kontakte von CH-NAc zu a-CH-D5 und a-CH-S6

sowie zu NH-D5). Die N-terminale und die C-terminale Se-
quenz 
hneln einem b-Faltblatt (g-CH-L4 zu g-CH-I10, b-CH-
L4 zu NH-V11und NH-D5 zu b-CH-I10).

In den Glycopeptiden 22, 24 und 25 haben die großen
Kohlenhydrate einen markanten Einfluss auf das Peptid, das
den NOE-Kontakten zufolge eine zunehmend engere
Schleife mit antiparalleler Ausrichtung von N- und C-termi-
naler Sequenz bildet. Kontakte von NHAc zu A9 (in 22 und
24) und von H-2 (GalNAc) zu NH-G8 (in 25) legen nahe, dass
das Kohlenhydrat parallel zu dieser Schleife (in Abbildung 2,
rechts) liegt. Nach den Diederwinkeldifferenzen w
re auf
Konformationen 
hnlich dem g-Turn zu schließen, die aller-
dings in aufgeweiteter und verdrillter Form vorliegen, was
besonders f&r das 2,6-Sialyl-Antigen-Glycopeptid 24 gilt.
Eine g-Turn-Konformation ist auch f&r die Sequenz DSQ

Schema 3. Festphasensynthese der Glycopeptide 20–25 der Sequenz LAALDS(CHO)QGAIV.

Tabelle 1: Ausbeuten an Peptid 19 und an den Glycopeptiden 20–25.[a]

Antigen-Baustein – 2 7b 11 13 16 18

(Glyco-)Peptid 19 20 21 23 24 22 25
Ausb. [%][b] 99 78 46 61 84 23 22
Gesamtausb. [%] 99 57 23 24 57 17 21

[a] Die Glycopeptide wurden unter Verwendung der Glycosyl-Serin-Bau-
steine 2, 7b, 11, 13, 16 und 18 durch Festphasensynthese hergestellt.
[b] Nach Abspaltung vom Harz.
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beim Sialyl-TN-Antigen-Derivat 23 anzunehmen, wobei aber
wie bei 20 eine R&ckfaltung des C-Terminus eintritt (NOE-
Kontakte: a-CH-Q7 zu g-CH-I10 und NH-G8 zu b-A9). Typisch
f&r die Sialyl-T-Antigen-Glycopeptide sind die Wechselwir-
kungen zwischen den Peptidketten im N- und C-terminalen
Bereich (22 : a-CH-A3 zu NH-I10 und NH-V11; 24 : NH-L4 zu
a-CH-V11, b-CH-L4 zu g-CH-I10; 25 : b-CH-L4 zu g- und d-CH-
I10). F&r die Konformationen dieser Verbindungen sind die
wenigen direkten Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydrat-
und Peptidteil bezeichnend, die sich meistens auf die
GalNAc-Gruppe beschr
nken (22 : AcNH-GalNac zu a-CH-
A9, H-2-GalNAc zu b-CH-S6; 24 : CHAc-GalNAc zu a-CH-
D5 und a-CH-A9; 25 : H-2-GalNAc zu NH-G8).

Die geschilderten Analysen belegen, dass in Glycopepti-
den die Kohlenhydratseitenketten deutlichen Einfluss auf die

Konformation der Peptidketten aus&ben k+nnen (Abbil-
dung 2), der zudem von Art und Gr+ße des Saccharids ab-
h
ngt. ;ber diesen Fall[7] hinaus ist bedeutsam, dass dieser
Einfluss f&r die tumorassoziierten Mucin-Antigene ermittelt
wurde. Mit einer Glycopeptid-Vakzine aus dem tumorasso-
ziierten Mucin MUC1 konnte eine spezifische Immunantwort
in der Maus induziert werden. Der induzierte Antik+rper
reagierte weder mit dem unglycosylierten Peptid identischer
Sequenz noch mit dem tumorassoziierten Kohlenhydrat-An-
tigen (Sialyl-TN-Antigen), sondern ausschließlich mit dem
Glycopeptid,[28] was anzeigen k+nnte, dass nur in diesem der
Peptidteil in der erkannten Konformation vorliegt.

Eingegangen am 21. Juni 2006,
ver
nderte Fassung am 20. September 2006
Online ver+ffentlicht am 8. Dezember 2006
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Abbildung 2. Ermittelte Konformationen des Peptids 19 und der Glyco-
peptide 20–25 aus LI-Cadherin in DMSO, das Kohlenhydrat (dunkler
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