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Nach zellbiologischen und biochemischen Untersuchun-
gen iiben Glycoproteine bei der Zelldifferenzierung und
bei der Regulierung des Zellwachstums wichtige Funktio-
nen aus!l. Normale Zellen und unreguliert wachsende Tu-
morzellen unterscheiden sich stark im Glycolipid- und
Glycoproteinprofil ihrer Zellmembranen'?. Die Glycopro-
teine der Tumorzellmembranen werden als tumorassozi-
ierte Antigene angesehen. Nachgewiesen wurde diese Ei-
genschaft besonders fiir das T-Antigen, ein O-Glycopro-
tein, das in enger Beziehung zu Glycophorin A steht und
als typisches Strukturelement 2 die a-glycosidisch an Serin
oder Threonin gebundene Disaccharideinheit BGal(1-
3)GalNAc enthilt™. Dabei sind hdufig mehrere solcher-
maBen glycosylierte Aminos#duren unmittelbar miteinander
verkniipft. Auch das monosaccharidische Strukturelement
1, das Tn-Antigen, findet sich in den Membranen mensch-
licher Epitheltumorzellen™ und in den Erythrocyten-
Membranen von Leukopenie- und Thrombopenie-Patien-
ten',
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Entsprechend der immunologischen Bedeutung der
Strukturen 1 und 2 sind Glycopeptide vom Ty-*) und T-
Antigen-Typ!®” schon mehrfach hergestellt worden. Fiir
die immunologische Anwendung synthetischer Antigene
ist jedoch deren Fixierung auf einem biologisch sinnvollen
Triager notig. Wihrend das Disaccharid f-Gal(1-3)Gal-
NAc des T-Antigens iiber kiinstliche Ankergruppen (Spa-
cer) an Rinderserumalbumin gebunden werden konnte®,
war die Verkniipfung von Glycopeptiden vom Typ 1 und 2
mit biologischem Material bisher noch nicht gelungen.

Wir beschreiben die Synthese von Glycotripeptiden des
tumorassoziierten Tn- und T-Antigen-Typs, die dem N-
Terminus von Glycophorin A mit M-Blutgruppenaktivi-
tat”” entsprechen, und erstmals deren Aufpfropfung auf
Rinderserumalbumin. Dabei kommen wir ohne Spacer
aus, das heifit wir erreichen eine ,natiirliche* Verkniip-
fung der Antigenstrukturen mit dem biologischen Trager-
molekiil.

Als Schutzgruppen verwenden wir im Glycosylierungs-
schritt die erprobte Kombination!'™ aus N-terminaler 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe!'"! und C-ter-
minalem Benzylester und bei den Kettenverlingerun-
gen die léslichkeitsfordernde 2-(4-Pyridyl)ethoxycarbo-
nyl(Pyoc)-Gruppe!'Z.

[*] Prof. Dr. H. Kunz, Dipl.-Chem. S. Birnbach
Institot fiir Organische Chemie der Universitat
Johann-Joachim-Becher-Weg 18-20, D-6500 Mainz
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Schema 1. AA=Ser oder Thr. Bzi=Benzyl, Bz=Benzoyl. A: 1) NaBH,/
NiCl, 2) Ac,0/Pyridin; B: Morpholin.

Tabelle 1. Ausbeuten der Verbindungen 5 und 6.

Verb. AA Ausb. [%] Verb. AA Ausb. [%]
Sa Ser 65+ 9%p 6a Ser 86
Sa Thr 60+ 4%p 6a Thr 85
5b Ser 51+ 20%B 6b Ser 70
5b Thr 30+21%p 6b Thr 60

Schema 1 zeigt die Synthese der partiell geschiitzten Se-
rin- und Threonin-Derivate mit Tn- 7a oder T-Antigen-
struktur 7b (siehe auch Tabelle 1). Fmoc-Serin-benzylester
3, AA=Ser", und Fmoc-Threonin-benzylester 3,
AA=Thr, werden mit den Glycosyldonoren 4a'* und
4b™ iiberwiegend zu den a-Glycosiden § umgesetzt. Die
insbesondere bei den Disaccharid-Derivaten 5b auftreten-
den B-Glycoside werden chromatographisch abgetrennt.
Nach Reduktion der Azidofunktion!'! und sofortiger
Acetylierung werden die vollgeschiitzten O-Glycosylami-
nosiure-Derivate 6 erhalten. Von diesen empfindlichen
Verbindungen kann die Fmoc-Gruppe in Morpholin!'® se-
lektiv abgelost werden. Fiir den Erfolg der weiteren Syn-
these ist entscheidend, daB die so erhaltenen N-unge-
schiitzten Verbindungen 7 mit ausreichender Geschwin-
digkeit weiter umgesetzt werden kdnnen, da sie sich sonst
durch intramolekulare B-Eliminierung des Glycanteils zer-
setzen. Fmoc-geschiitzte Carboxykomponenten reagieren
zu trdge.

Die kettenverlingernden Schritte (Schema 2) unter Bil-
dung von 8 und 10 gelingen dagegen effektiv mit Pyoc-
Serin!'*! bzw. mit den Pyoc-geschiitzten Glycodipeptiden 9
in Gegenwart von Ethyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin-1-
carboxylat (EEDQ)", Bei der selektiven Deblockierung
der Carboxyfunktion an den vollgeschiitzten Glycodipepti-
den 8 zeigt sich ein weiterer Vorteil der Pyoc-Gruppe: Sie
ist im Gegensatz zur Fmoc-Gruppe!'” stabil gegen Hydro-
genolyse. Zur Vorbereitung der Verkniipfung mit dem Al-
bumin wird aus den vollgeschiitzten Glycopeptiden 10 se-
lektiv der Pyoc-Rest entfernt, indem er zur Pyridiniumform
methyliert und mit Morpholin in Dichlormethan!? ohne
Beeintrichtigung der baseempfindlichen O-glycosidischen
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Schema 2. C: 1) CH.1/CH,Cl,, 2) Morpholin/CH,Cl,, 3) Ac,0/Pyridin D:
1) H,/Pd, 2) Hydrazinhydrat/Methanol. Die Ausbeute an 12 bezieht sich auf
10.

Bindungen von Serin und Threonin zerlegt wird. Der freie
terminale Serinrest wird zu 11 acetyliert, damit die freien
Aminofunktionen keine basekatalysierte Zerstorung der O-
glycosidischen Bindungen bewirken und spéter auch nicht
die immunologische Erkennung der Kohlenhydrat-Peptid-
Verkniipfungsregion beeintrichtigen kdnnen!'®. Nach Hy-
drogenolyse der C-terminalen Benzylester und schonender
Spaltung aller Ester'” werden die im Kohlenhydratteil
deblockierten Glycopeptide mit Ty- 12a und T-Antigen-
struktur 12b in hoher Ausbeute erhalten. Thre Struktur und
Reinheit wird durch *C-NMR-Spektren®” eindeutig be-
legt.

Die Verkniipfung der synthetischen Antigen-Glycopep-
tide 12 mit Rinderserumalbumin (BSA) - vermutlich an
den g-Aminofunktionen der Lysinbausteine -, kann nur in
wiBriger Losung durchgefiihrt werden (Schema 3). Die
Konjugate 13a und 13b werden durch Dialyse gegen Was-
ser von niedermolekularen Verunreinigungen befreit. Sie
enthalten nach photometrischer Kohlenhydratbestim-
mung!'® (N-Acetylgalactosamin/Galactose als Standurd)
ca. 130 pg Kohlenhydrat/1 mg Konjugat (13a) bzw. 280 ug
Kohlenhydrat/1 mg Konjugat (13b). Das bedeutet, dal
von den etwa 60 Lysinresten von BSA 25 bzw. 38 mit den
synthetischen tumorassoziierten Ty- bzw. T-Antigenstruk-
turen belegt sind. Die Konjugate 13 sind somit die ersten
immunologisch relevant gebundenen synthetischen Glyco-
peptide mit den tumorspezifischen Kennstrukturen 1 und
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Schema 3. E: Rinderserumalbumin (BSA),
EtN=C=N(CH;);NMe,, 1-Hydroxybenzotriazol, 4°C [21].

(wasserlosliches)

2, die dariiber hinaus nur iiber natiirliche Peptid- und
Amidbindungen an das biologische Trigermolekiil gebun-
den sind. Mit 13a und 13b sollte sich die Bildung von An-
tikdrpern gegen die fiir Tumorzellmembranen typischen
Strukturen induzieren lassen.

Eingegangen am 19. November 1985 [Z 1541]
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