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1. Einleitung 1

1 Einleitung

Eine der grofBten Errungenschaften der modernen Medizin ist die prophylaktische Impfung. Sie ist die
effektivste Methode, um vor vielen Infektionskrankheiten zu schiitzen, und fihrte neben einer
Eingrenzung auch zum vollstandigen Schutz vor verschiedenen Krankheiten, so zum Beispiel zur
weltweiten Ausrottung von Pocken im Jahr 1977.1) Wenn dieses Konzept der Vakzinierung auf die
Tumortherapie libertragen werden kdnnte, ware ein erheblicher Fortschritt bei der Bekampfung von

Krebs erreicht.

1.1 Krebsimmuntherapie

Jedes Jahr sterben in etwa eine Millionen Menschen in Deutschland. Krebs gehort nach den
Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems (39%) zur zweithaufigsten Todesursache (25%) in unserem
Land.”” Demnach ist jeder vierte Tod hierzulande auf ein Krebsleiden zuriickzufiihren. Weltweit steigt
die Zahl der diagnostizierten Krebserkrankungen an, in Deutschland sind das jahrlich fast 500 000 neue
Krebserkrankungsfille.®! Tumore entstehen durch unkontrollierte Wucherung entarteter Korper-
zellen, die durch eine Vielzahl von duReren Risikofaktoren, Erbgut verandernden Einfliissen und
aufgrund genetischer Disposition ausgelost werden koénnen. Die gemeinsame Ursache fir die
Entstehung eines Tumors liegt in Defekten des genetischen Codes einer Kérperzelle. Dabei sind solche
Gene betroffen, die Einfluss auf die Proliferation und das Uberleben der Zelle haben. Da folglich
hemmende Signale entweder nicht erkannt oder nicht ausgefiihrt werden, unterliegen diese Zellen
keinem Kontrollmechanismus mehr, sodass die Zellteilung auller Kontrolle gerdat. Wenn diese
tumordsen Zellen anfangen, sich unkontrolliert zu vermehren, invasiv in das umliegende Gewebe
einzudringen und es zerstéren, handelt es sich um einen malignen (bdsartigen) Tumor, Krebs entsteht.
Dabei sind maligne Tumorzellen auch in der Lage, sich vom urspriinglichen Tumor abzulésen und durch
Wanderung mit dem Blut oder mit der Lymphe in anderen Koérperteilen Tochtergeschwiilste
(Metastasen) zu bilden. Je nach Gewebe- bzw. Zellherkunft wird der Tumor in verschiedenen Arten
klassifiziert. Den groRten Anteil aller bdsartigen Tumoren mit etwa 80% machen Karzinome aus, also
Tumore, die sich aus Epithelzellen bilden. Daneben sind Leukdmien und Lymphome Krebsformen des

Blutes sowie des Knochenmarks, Sarkome entstehen aus Binde- oder Muskelgewebe.

Die Behandlungsmethoden von Krebs beschrdanken sich derzeit auf die chirurgische Entfernung des

Tumorgewebes, die Anwendung von ionisierender Strahlung und die medikamentdse Therapie
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(Chemotherapie). Durch Tumorresektion kdnnen bereits metastasierende Tumorzellen nicht entfernt
werden, und die Strahlen- sowie Chemotherapie verursachen cytotoxische Nebenwirkungen und
fihren durch ihre unselektiven Wirkmechanismen immer auch zur Schadigung von gesunden Zellen.
Dabei werden vor allem schnell proliferierende Zellen, wie die des Immunsystems, geschadigt.!*! Das
Immunsystem zu befdhigen, gezielt Tumorzellen zu beseitigen, ist hingegen eine interessante und
vielversprechende alternative Behandlungsmaéglichkeit. Dank der hohen Spezifitdt und Prazision der
koérpereigenen Immunabwehr wiirden nur maligne Zellen bekampft, wahrend gesunde intakt bleiben
und folglich Nebenwirkungen reduziert werden. Eine vielversprechende Heilungsmethode zur
selektiven Bekampfung von Krebs stellt demnach die Entwicklung der Krebsimmuntherapie auf Basis

von Antitumor-Impfstoffen dar.

Die Impfung als Behandlungsmethode gegen Infektionskrankheiten wurde bereits von chinesischen
Medizinern vor etwa 1000 Jahren verwendet.”! Der englische Arzt EDWARD JENNER prigte im 18.
Jahrhundert das Wort Vakzinierung (lat. vaccinus ,von Kiihen stammend®), als er zuerst beobachtete,
dass Milchmadchen fiir gewo6hnlich nicht an den eigentlichen Pocken erkrankten, wenn sie zuvor mit
Kuhpocken in Kontakt kamen. Spater infizierte er erfolgreich den 8-jahrigen Sohn seines Gartners mit
Kuhpocken, der sich folglich als immun gegen das Pockenvirus erwies.>® In der heutigen Zeit zéhlt die
Vakzinierung zu den erfolgreichsten medizinischen Behandlungen. Ziel der Schutzimpfung ist es, das
korpereigene Immunsystem auszunutzen, um gezielt gegen pathogene Erreger, wie Bakterien oder
Viren, rasch und wirksam zu reagieren und somit die Infektion abzuschwachen oder zu verhindern.
Durch die Gabe eines Impfstoffs wird eine Immunreaktion ausgeldst, die eine adaptive Immunitat
gegeniber dem entsprechenden Krankheitserreger erzeugt. Bisher stehen nur Impfstoffe gegen eine
Vielzahl von bakteriellen und einigen viralen Infektionskrankheiten zur Verfiigung. Die im Jahre 2006
zugelassene Impfung gegen Gebarmutterhalskrebs zdhlt nicht zur Krebsimmuntherapie im
eigentlichen Sinn, da es sich hierbei um einen Impfstoff gegen den Ausloser des Gebarmutter-
halskrebses, die humanen Papillomviren (HPV), handelt.”! Antivirale oder antibakterielle
Vakzinierungen werden zur Prophylaxe eingesetzt. Antitumor-Impfstoffe sollen in der akuten
Behandlung von Krebs eingesetzt werden, wobei eine prophylaktische Therapie ebenso denkbar ist.
Die aktive Antitumor-Vakzinierung gewahrleistet im Gegensatz zu den konventionellen Methoden,
dass sich ein immunologisches Gedachtnis des adaptiven Immunsystems ausbildet und dadurch ein
langlebiger Schutz {ber Jahrzehnte entsteht.’®! AuBerdem ist das Immunsystem als selektives
Werkzeug in der Lage, metastasierende Tumorzellen zu bekdmpfen, was die Gefahr eines Rezidivs

reduziert.
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Eine Schutzimpfung gegen Krebs zu entwickeln, ist jedoch eine schwierige Herausforderung. Bisherige
Vakzine gegen Infektionskrankheiten bestehen aus Bestandteilen der Erreger, die das Immunsystem
als koérperfremd erkennt. Krebs entsteht jedoch aus entarteten Korperzellen, die dementsprechend
Selbst-Antigene auf ihrer Zelloberflache tragen, die sie als ,zum Korper gehoérend’ ausweisen.
Gegenliber korpereigenen Strukturen zeigt das eigene Immunsystem eine natirliche Toleranz und
reagiert normalerweise nicht.”! Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Entwicklung eines Krebs-
Impfstoffes ware die Identifizierung von antigenen Zelloberflachenstrukturen, die sich bei Tumorzellen
deutlich von denen der gesunden Zellen unterscheiden. Dies wiirde es dem Immunsystem somit
erlauben, entartete Zellen als solche zu erkennen und zu bekdampfen. Tumorantigene oder
tumorassoziierte Strukturen entstehen als Folge des veranderten Genoms der Krebszelle oder durch
eine veranderte Genexpression. Eine mogliche Zielstruktur als ein solches tumorassoziiertes Antigen

stellt das Glycoprotein MUC1 aus der Familie der Mucine dar.

1.2 Das humane MUC1 als Leitstruktur fiir Antitumor-Vakzine

Bei Mucinen handelt es sich um eine Familie von hochmolekularen Glycoproteinen, die hauptsachlich
auf der Zelloberflache von Epithelzellen vorkommen. Die humanen MUC-Gene kodieren fiir bis zu 20
bekannte Mucin-Glycoproteine, die sich funktional in membrangebundene und sekretorische Mucine
unterteilen lassen, jedes mit einer typischen Protein-Doméan-Struktur.*® Ein hoher Glycosylierungs-
grad von mehr als 50 Massenprozent ist typisch fiir Mucine und verleiht ihnen eine hohe Wasser-
bindungskapazitit.''? Es resultiert eine gelartige Konsistenz, die dazu beitrégt, die Zelloberflichen
vor chemischer und mechanischer Einwirkung zu schiitzen (Mucin von lateinisch mucus = ,Schleim*).
Die langen Kohlenhydratseitenketten der Mucine, die selbst bis zu 500 nm (iber die Zelloberflache
hinausragen, schiitzen das zentrale Peptid-Rickgrat vor enzymatischem Abbau und verhindern
bedingt durch ihre GréRe und die negativen Ladungen die Adhdsion anderer Zellen und Mikro-
organismen an diesen Epithelzellen. Sie (iben somit eine schiitzende Funktion gegen Krankheitserreger
aus.*? Die Mucine zeichnen sich vor allem dadurch aus, dass sie Domanen aus sich wiederholenden
Aminosaure-Sequenzen besitzen, die Tandem-Repeats (VNTR, variable number of tandem repeats)
genannt werden.™3 Die unterschiedlichen Lingen, die Aminosiure-Abfolge und die Anzahl der
repetitiven Einheiten sind charakteristisch fiir die jeweiligen Mucine. Die Tandem-Repeat-Einheiten
sind reich an den Aminosduren Prolin, Serin und Threonin.' Prolin férdert als sogenannter
Helixbrecher die gestreckte Form der Mucine. Serin und Threonin sind potentielle O-Glycosylierungs-
stellen: Nach der Protein-Biosynthese werden die Polysaccharid-Seitenketten im Golgi-Apparat

enzymatisch an den Hydroxygruppen des Serins und Threonins aufgebaut.!* Sie beginnen stets mit
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N-Acetylgalactosamin, an das spezifische Glycosyltransferasen weitere Kohlenhydrat-Bausteine wie
Galactose, Fucose oder auch Sialinsdure (N-Acetylneuraminsaure) anbinden kénnen (Abbildung 1.1).
Dabei werden verschiedene typische Kohlenhydrat-Struktureinheiten unterschieden, die als Core 1

bis 8 beschrieben werden.

N HO OH Glycosyl- HO OH HO
N o Transferase
HO Core-1
[ AcHN ¢ AcH No
L Ser'T (
Transferase

Epithelzelle

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Mucins mit N-Acetylgalactosamin und die Core-Strukturen 1 und 2.[16]

Das in dieser Arbeit relevante Mucin ist das humane MUC]1, das in Uber der Halfte aller Krebsféalle durch
Tumorzellen tGberexprimiert und modifiziert wird. Deshalb findet es auch als etablierter Tumormarker
(CA 15-3) zur Verlaufskontrolle von Brustkrebs Verwendung.!*”*8! Das MUC1, das auch unter der
Bezeichnung Episialin bekannt ist, gehort zur Gruppe der membrangebundenen Mucine und weist in
seiner glycosylierten Form eine GroRe von 300 bis 400 kDa aus. Es wird in fast allen Epithelgewebe wie
Brust, Prostata, Dickdarm und Pankreas exprimiert.*28 Das MUC1 besteht aus zwei Protein-Stringen,
die Gber eine SEA-Domaéne nicht kovalent miteinander verbunden sind (Abbildung 1.2, SEA = sea urchin
sperm protein, enterokinase and agrin; Zelloberflachen-Proteine, in denen diese Domane erstmals

entdeckt wurde).

I H
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| 906 20-120 xI ?
| \ 5
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|
apikale Seite | .. . N-Acetylgalactosamin
. N-Acetylglucosamin
| tylg
| ' .. Galactose
| N-Acetylneuraminsaure
| 8006 L J
| SEA-Doméine
|
| Transmembran-
| Doméne
I cytoplasmatische
I ‘COOH Doméne
'
Epithelzellen normales MUC1

Abbildung 1.2: MUC1 auf gesunden Epithelzellen. Links: im Zellverband. Rechts: detaillierte Darstellung
eines einzelnen MUC1-Glycoproteins.

Ein Strang besteht aus einer kurzen cytoplasmatischen Domane und einem hydrophoben Trans-

membranbereich (MUC1-C), der andere aus einer ausgedehnten extrazelluliren Domane, die zur
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Glykokalyx beitragt (MUC1-N). Der extrazelluldre Bereich besteht aus einer langen Tandem-Repeat-
Domédne (VNTR-Domane) mit einer Wiederholungseinheit aus 20 Aminosauren mit der Sequenz
(HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA),, die sich 20 bis 120 Mal wiederholen kann (n = 20 — 120), abhangig vom
jeweiligen Allel in den entsprechenden Genabschnitten.[!#!819 Dje zahlreichen Aminosauren Prolin
sowie Serin und Threonin machen dabei die Halfte des MUC1-Peptid-Rlickgrats der VNTR-Domane aus.
Mit zwei Serin- und drei Threonin-Aminosauren besitzt eine Tandem-Repeat-Einheit finf potentielle
Glycosylierungsstellen. Die Glycosylierung erfolgt vorwiegend im Golgi-Apparat als posttranslationale
Modifikation und ist somit abhdngig von der Aktivitdit und Genexpression spezieller Glycosyl-
transferasen. Als Folge ist die Glycosylierung des MUC1 heterogen und variiert somit bei den jeweiligen

MUC1-Glycoproteinen.

1.3 Das tumorassoziierte MUC1 und seine Kohlenhydrat-Antigene

Das auf Krebszellen vorkommende MUC1 unterscheidet sich wesentlich von dem auf gesunden
Epithelzellen. In Tumorzellen ist MUC1 stark Uberexprimiert und Ubersteigt die Menge an MUC1-
Glycoproteinen in normalen Epithelzellen um das Zehnfache.?” Dies hat zur Folge, dass die Expression
nicht mehr nur auf der apikalen Seite der Zelle erfolgt, sondern dass das MUC1 die ganze Oberflache

der Tumorzelle dekoriert (Abbildung 1.3, links).

verkirzte 20-120 xl
Kohlenhydrat- .
Seitenketten (TACAs)

freiliegende

/ Peptid-Epitope

PTOEANOTEVIAOTBNA<OT

. N-Acetylgalactosamin
o N-Acetylglucosamin

. Galactose

N-Acetylneuraminsdure

COOH

epitheliale
Tumorzelle tumorassoziiertes MUC1

Abbildung 1.3: MUC1 auf Tumorzellen. Links: Darstellung der MUC1-Uberexpression auf einer Tumorzelle mit Verlust der
Polaritat der Zelle. Rechts: detailliertere Darstellung des tumorassoziierten MUC1.

Der resultierende Verlust der Polaritat der Zelle gilt als erster Schritt zur Ablésung und Bildung von
Metastasen, da sich so eine maligne Zelle leichter aus dem Zellverband I6sen und in andere Gewebe
eindringen kann.?Y  Zusatzlich verursacht die fehlende Polaritit eine Umverteilung von

Wachstumsfaktoren, die normalerweise auf der basolateralen Seite der Epithelzelle versammelt
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sind.?? Das mit Hinblick auf die Immuntherapie vielversprechendste Merkmal ist das verdnderte
Glycosylierungsmuster von MUC1 auf Tumorzellen, sodass sich die Form des normalen MUC1
wesentlich von der des auf Tumorzellen befindlichen MUC1 unterscheidet. Man bezeichnet es als
tumorassoziiertes MUCI. Ursache fiir die Strukturunterschiede ist unter anderem die fehlerhafte oder
verminderte Aktivitdit bestimmter Enzyme im Tumorgewebe, die zu verkirzten und weniger
verzweigten Polysaccharid-Seitenketten fiihren (Abbildung 1.3, rechts).?®! Diese verkiirzten
Kohlenhydrat-Seitenketten haben zur Folge, dass sich die Konformation des Peptidgerists andert, da
die Kohlenhydrate einen entscheidenden Einfluss auf die Form des (Glyco)peptids besitzen. So ragen
nun Partialsequenzen des Peptid-Riickgrats leicht aus dem sonst linearen Polypeptid heraus, indem sie
eine turn-Konformation annehmen.?*?! Als Konsequenz daraus werden immunologisch relevante
Stellen des Peptidgeriists (Epitope) leichter zuganglich, die dem Immunsystem vorher durch lange
Kohlenhydrat-Seitenketten verborgen blieben. Tatsachlich konnten im Blutserum von Krebspatienten
natirliche Antikdrper gegen tumorassoziierte MUC1-Antigene nachgewiesen werden.!?-281 So konnten
Peptid-Epitope innerhalb der VNTRs des MUC1 identifiziert werden, an die viele MUC1-induzierte
Antikorper binden. Das Epitop mit der starksten immunologischen Wirkung ist jenes, das die

Partialsequenz PDTRP aufweist. 26

| MUC1-Protein |

transferase OH
OH
HO OH ACHN /Q

0 HO  Ho?
HO «2,6-Sialyltransferase-| 0
AcHN & = HO
MUC1 AcHN g
MUCH1

Tn-Antigen
Sialyl-Tn-Antigen = STn

N-Acetylgalactosamin- HO
COOCH

‘m ,3-Galactosyltransferase

COOH
ACHNY HO on HO OH HQ  oH
a2,6-Sialyltransferase-1l (o) o o a2,3-Sialyltransferase-I _‘\OH COOgH OH OH_OH
HO AcHN 0 o o)
OH  AcHN & o o
HO
ACHN MUC1 OH AcHN 4

MUC1 T-Antigen = Core 1 MUC1

2,6-Sialyl-T-Antigen = 2,6-ST $ ‘ 2,3-Sialyl-T-Antigen = 2,3-ST
B-1,6-N-Acetylglucosamin-
transferase
OH
Hoﬁo
AcHN
HO OH HO
,,,,,,,, > weiterer Aufbau von langen
77777777 >> Kohlenhydrat-Seitenketten
”””” auf gesunden Epithelzellen
OH AcHN fo)
MUCA1
Core 2

Abbildung 1.4: Schema der Glycan-Biosynthese in Tumorzellen, die zu den tumorassoziierten
Kohlenhydrat-Antigenen (TACA) des MUCL1 fiihren.
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Die verkiirzten Glycane des MUC1 auf malignen Zellen werden als tumorassoziierte Kohlenhydrat-
Antigene (kurz TACA) bezeichnet. Ursache fir die tumorassoziierten Glycosylierungsmuster der MUC1-
Glycopeptide ist eine verringerte Aktivitat der B1,6-N-Acetylglucosamin-Transferase (Enzym fir die
Synthese der Core 2-Struktur) sowie eine gleichzeitige Uberexpression von Sialyl-Transferasen (siehe
Abbildung 1.4).3%3Y Dies fiihrt zu stark verkiirzten und vorzeitig sialylierten Glycanen. Ein haufig
resultierender Mangel an Core 2 fiihrt zur Akkumulierung des N-Acetylgalactosamin-Bausteins bzw.
des Core 1-Disaccharids, welche auch als Tn- (Thomson-nouveau-Antigen) bzw. T-Antigen (Thomson-
Friedenreich-Antigen) bezeichnet werden.?33! Werden diese Kohlenhydrate durch die erhdhte
Aktivitat der Sialyl-Transferasen sialyliert, entstehen das Sialyl-T-Antigen (ST-Antigen) sowie das Sialyl-

Tn-Antigen (STn-Antigen), die zu den wichtigsten tumorassoziierten Strukturen zihlen.

In einigen vorklinischen Studien wurde nachgewiesen, dass passiv verabreichte oder auch durch eine
Immunantwort induzierte Antikorper, die gegen tumorassoziierte Antigene gerichtet sind, in der Lage
sind, aus dem Tumorzellverband abgeléste und zirkulierende maligne Zellen zu eliminieren.?* Bei
Brustkrebs-Patienten in einem friihen Stadium ist die Uberlebensrate deutlich héher, wenn Antikdrper

gegen das MUC1 der Tumorzellen im Blutserum nachzuweisen sind.[?®

Die Grundlage fiir die Entwicklung von Antitumor-Impfstoffen sind die hier gezeigten
charakteristischen Merkmale des Mucins MUC1, die sowohl wegen des freiliegenden Peptidriickgrats
als auch wegen der tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigene dem korpereigenen Immunsystem eine
Unterscheidung zwischen Krebszellen und gesunden Zellen erméglichen. Da das auf der Zelloberflache
von Tumorzellen prasentierte MUC1 nicht einheitlich ist, sondern aufgrund der unterschiedlichen
verdnderten Glycosyltransferase-Expression und -Aktivitat verschiedene, unter anderem auch normale
Glycosylierungsgrade aufweist, kann es aus Tumorzell-Isolaten fiir eine erfolgreiche Vakzinierung nicht
gewonnen werden. Die Gefahr einer dadurch induzierten Autoimmunreaktion ware zu groB. Um das
Problem dieser Mikroheterogenitdt zu umgehen, miissen die Oberflachenglycoprotein-Strukturen in
reiner Form vollsynthetisch hergestellt werden. Dies fiihrt zu definierten, tumorspezifischen
glycosylierten MUC1-Strukturen. Das National Cancer Institute (NCI) zeichnete das MUC1 als
zweitbestes potentielles Ziel von insgesamt 75 tumorassoziierten Antigenen fiir die Entwicklung von
Krebs-Impfstoffen aus.>! Synthetisch definierte Glycopeptide, die mit tumorassoziierten Antigenen
auf Basis der MUC1-Glycoproteine die Zellstrukturen der Tumorzelle moglichst akkurat nachbilden
sollen, sind vielversprechende Immunogene, mit denen eine spezifische Immunantwort gegen Krebs

induziert werden soll.
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und die immunologische Evaluierung von Antitumor-Impfstoffen, die
auf antigenen Strukturen des tumorassoziierten Glycoproteins MUC1 basieren. Grundlage fiir ihre Ent-
wicklung ist, dass das Immunsystem die normale Form des Mucins MUC1 auf gesundem Gewebe von
dessen tumorassoziierter Form, wie sie auf Krebszellen vorkommt, unterscheidet. Als Basis fir den
Aufbau der Krebs-Vakzine gilt eine Partialsequenz des epithelialen MUC1-Glycoproteins. In vorange-
gangen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass Impfstoffe mit vollsynthetischen MUC1-Glyco-
peptid-Antigenen signifikante humorale Antitumor-Reaktionen bei Mausen auslésten, deren
induzierte Antikérper dariiber hinaus in der Lage waren, an humane Krebszellen zu binden.’® Die
zentrale Zielsetzung dieser Arbeit ist die Weiterentwicklung des bestehenden MUC1-Glycopeptid-
Vakzin-Konzepts zu Impfstoffen, die zu einer Verstarkung der Immunantwort fiihren sollen. Dies ist auf
verschiedenen Wegen moglich: Durch Veranderungen im Aufbau, etwa die multiple Prasentation von
Antigenen, oder durch eine veranderte MUC1-Sequenz, sowie auch durch Verwendung zusatzlicher
Adjuvantien oder durch gezielte Adressierung von bestimmten Immunzellen mittels geeigneter
Liganden. Versuche, eine Immunisierung mit aus malignen Zellen isoliertem MUC1 zu erzielen,
schlugen bislang fehl, weil auf Krebszellen neben tumorassoziiertem MUC1 auch normale MUC1-
Strukturen exprimiert werden, deren Verwendung als Impfstoff-Bestandteil zu Autoimmunerkrank-
ungen flihren konnte. Deshalb sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit Antitumor-Impfstoffe mit
strukturell definierten MUC1-Glycopeptid-Antigenen durch gezielte chemische Synthese hergestellt
werden, die moglichst genau den tumorassoziierten Strukturen der Tumorzelloberflache dhneln und
dadurch eine selektiv gegen das Krebsgewebe gerichtete Immunantwort ausldsen sollen. Die gemein-
same Zielstruktur aller in dieser Arbeit synthetisch hergestellten Antitumor-Vakzine ist eine 22 Amino-
saure lange Sequenz aus der Tandem-Repeat-Domane des MUCL. Hierzu werden zunachst tumorasso-
ziierte Kohlenhydrat-Antigene, d.h. Glycosylaminosauren, als Festphasenpeptidsynthese-Bausteine

synthetisiert und anschlieRend in die Sequenz von MUC1-Glycopeptiden eingebaut (Abbildung 2.1).

OAc

AcO. COO0Bn
OAc OAc
AcHN Q OAc COC/;SS AcO OAC
OA
AcO OAc AcO OC AcOAcO o AcHN
O AcO

Acogﬁ AcO AGHN AcHN/,

AcHNO o.

AcHNO
FmocHN COOH FmocHN™ ~COOH FmocHN™ “COOH FmocHN COOH
Tn-Antigen (Serin) * Tn-Antigen (Threonin) * Sialyl-Tn-Antigen 2,3-Sialyl-T-Antigen

wﬂaﬁwﬁﬁﬁwﬁdﬁggw%w%w&%%/m
A e A

Abbildung 2.1: Die MUC1-Peptidsequenz und die synthetisierten Kohlenhydrat-Antigene, die zum Aufbau
tumorassoziierter MUC1-Sequenzen an den markierten potentiellen O-Glycosylierungsstellen verwendet werden.
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Durch die Synthese unterschiedlicher tumorassoziierter Glycopeptid-Antigene, wie dem Tn, dem Sialyl-
Tn und dem als besonders tumorspezifisch geltenden 2,3-Sialyl-T-Antigen, soll das Glycosylierungs-
muster verschiedener MUC1-Glycopeptide variiert werden, um den Einfluss der Glycosylierung auf die
Selektivitdt der Immunantwort zu untersuchen. Die synthetisierten Antitumor-Impfstoffe bestehen
aus verschiedenen Komponenten, die durch flexible, immunologisch unbedenkliche Abstandshalter
getrennt werden, um eine gegenseitige Beeinflussung auf die Konformation der einzelnen
Komponenten zu verhindern. Das MUC1-Glycopeptid stellt dabei das sogenannte B-Zell-Epitop dar,
welches jene tumorassoziierte Struktur vorgibt, gegen die Antikorper induziert werden sollen.
Mechanismen der Immunsuppression sowie der Selbsttoleranz des Immunsystems unterdriicken
allerdings bei korpereigenen Strukturen und daher auch bei der Verwendung von tumorassoziiertem
MUC1 die Induktion einer starken Immunantwort. Um die geringe Immunogenitdt von solchen
endogenen MUC1-Glycopeptiden zu erhohen, werden sie an T-Helferzell-Epitope gebunden. Dabei
kann es sich um ein mit zahlreichen T-Zell-Epitopen enthaltendes, hoch immunogenes Tetanus-Toxoid-
Protein (TTox) oder um definierte synthetische T-Zell-Peptid-Epitope handeln. Letztere Konjugate sind
als totalsynthetische Antitumor-Vakzine im Vergleich zu den Protein-konjugierten Formen genauer
charakterisierbar. Es soll untersucht werden, ob vollsynthetische, auf Peptiden basierende MUC1-
Impfstoffe eine Alternative zu den bisher konkurrenzlosen TTox-konjugierten Vakzinen darstellen
kénnen. Hierzu soll das immunologische Potential von vollsynthetischen Antitumor-Impfstoffen durch
multiple Prasentation der MUC1-Glycopeptid-Antigene auf einem Polymer als Trager oder durch
Verwendung eines zusatzlichen pharmazeutischen Hilfsstoffs (Adjuvans) erhéht werden. Zusatzlich soll
die immunologische Wirkung einer TTox-Vakzine durch kovalente Bindung von Mannose-Liganden
erhoht werden, was durch gezielte Adressierung an bestimmte, Mannose-erkennende Immunzellen

zu erreichen waére.

Um das immunologische Potential dieser unterschiedlichen, synthetischen Antitumor-Impfstoffe zu
bewerten, sollen sie in interdisziplindrer Kooperation mit (us satenschutzrechtichen arinden entrerns dUS der Arbeitsgruppe
VON faus datenschutzrechtichen arinden entiers @N- der Universitdtsmedizin Mainz in praklinischen Studien an Mausen
immunologisch evaluiert werden. Der Fokus der immunologischen Untersuchungen liegt insbesondere
auf der Quantitdt der induzierten Antikorper sowie auf deren Bindungsfahigkeit an humane
Tumorzellen, um die Entwicklung potentieller Antitumor-Impfstoffe fiir eine zukiinftige, gezielte Krebs-
immuntherapie am Menschen voranzutreiben. Letztlich soll neben der chemischen Weiterentwicklung
der Antitumor-Impfstoffe durch neue Immunisierungsstudien an genetisch verdanderten Mausen, die
zur Expression von humanem MUC1 befdhigt sind, untersucht werden, ob solche Antitumor-Vakzine
beim Menschen wirken kénnen, d.h. in Systemen, in denen humanes MUC1 ein Selbst-Antigen

darstellt, das normalerweise durch Selbsttoleranz des Immunsystems geschiitzt wird.
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Natirliche tumorassoziierte Kohlenhydrat-Antigene

Krebszellen unterscheiden sich von gesunden Zellen u.a. durch veranderte Formen der Kohlenhydrat-
Strukturen ihrer Membran-Proteine, die ausschlieBlich auf tumordsen Zelloberflaichen exprimiert
werden. Diese veranderten Saccharid-Strukturen werden daher als tumorassoziierte Kohlenhydrat-
Antigene (tumor-associated carbohydrate antigens, kurz TACA) bezeichnet. Sie sind auf die veranderte
Enzymaktivitdt von Glycosyl-Transferasen und Glycosidasen in Tumorzellen zuriickzufiihren.l*? So
fihrt die stark herabgesetzte Aktivitat der B1,6-N-Acetylglucosamin-Transferase, die die Ubertragung
von N-Acetylglucosamin katalysiert, zu stark verkirzten Glycan-Seitenketten des tumorassoziierten
MUC1. Eine Uberexpression dieser Kohlenhydrat-Antigene ist ein Anzeichen fiir die Tumorprogression
und Metastasen-Bildung.®” Sie wird oft mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht.® Zur
Wirksamkeit von Antitumor-Impfstoffen kdnnen TACAs auch beitragen, weil sie maRRgeblich Einfluss
auf die Konformationen der synthetisierten MUC1-Glycopeptide haben.?! Diese sollten méglichst
exakt der tumorassoziierten Form von MUC1 entsprechen, um eine tumorspezifische Immunantwort
zu erreichen. Folgerichtig zeigen die induzierten Antikorper eines unglycosylierten MUC1-Peptids fast

keine Bindung an Tumorzellen "

Die 20 Aminosauren umfassende Tandem-Repeat-Sequenzeinheit des MUC1 beinhaltet insgesamt flinf
mogliche O-Glycosylierungsstellen fiir tumorassoziierte Kohlenhydrat-Antigene, die an die Hydroxy-
Gruppen der zwei Serin- und drei Threonin-Reste gebunden sein kénnen. Eine spezifische chemische
oder enzymatische Glycosylierung des MUC1-Peptids ist nach dessen Synthese an fester Phase
aufgrund der fehlenden Regioselektivitat durch mehrere potentielle Glycosylierungsstellen innerhalb
der Tandem-Repeat-Einheit nicht sinnvoll. Daher werden die antigenen Saccharide in Form von
geeigneten glycosylierten Aminosauren hergestellt, um sie als geschiitzte Bausteine in die Festphasen-
peptidsynthese nach dem Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc)-Protokoll einzufiihren. Daraus ergibt sich
der Aufbau dieser Glycosyl-Aminosduren mit freiem Carboxy-Terminus, mit Fmoc-geschiitztem Amino-
Terminus und mit geeigneten Schutzgruppen fir den Kohlenhydrat-Teil. Als relativ sdurestabile und
einfach einzufiihrende Schutzgruppe hat sich die O-Acetylgruppe fir Hydroxy-Funktionen in der
Kohlenhydratchemie bewahrt. Sie wird lGberwiegend bei der Synthese der Kohlenhydrat-Antigene
verwendet. Sie schiitzt zugleich die glycosylierte Aminosdure vor dem Angriff einer starken Saure,
indem sie durch die freien Elektronenpaare der elektronenreichen Carbonyl-Sauerstoffe den Zugang

der Protonen zur glycosidischen Bindung abschirmen. So wird beispielsweise die Gefahr der
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unerwiinschten Deglycosylierung des Glycopeptids oder des voll-geschiitzten TACAs bei Behandlung
mit Trifluoressigsaure gebannt (siehe Kapitel 3.3.3).1*4? Die tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigene
werden nach einem biomimetischen Syntheseplan hergestellt, der nach dem Baukastenprinzip
aufgebaut ist. Ausgangspunkt aller in dieser Arbeit hergestellten tumorassoziierten Kohlenhydrat-
Antigene stellt das Tn-Antigen dar, das sich analog zur Natur durch Ubertragung von
N-Acetylgalactosamin an einen fiir die Festphasenpeptidsynthese geeigneten Serin- oder Threonin-
Baustein herstellen ldsst. Der Aufbau weiterer Saccharid-Antigene wird durch Ubertragung von
entsprechenden Kohlenhydrat-Bausteinen auf den Galactosamin-Baustein des Tn-Antigens erreicht.
Schliusselschritte sind die Glycosylierungsreaktionen, die sowohl regio- als auch stereochemisch
gesteuert werden. In Abbildung 3.1 werden die in dieser Arbeit hergestellten tumorassoziierten

Kohlenhydrat-Antigene in Form ihrer Festphasenpeptidsynthese-Bausteine vorgestellt.

AcO OASAC COO0Bn
AcHN L7\
AcO OAc AcO OAc AcOACcO
(0}
AcO
AcHN AcHN AcHN
FmocHN COOH FmocHN COOH FmocHN™ "COOH
Tn-Antigen (15) Tn-Antigen (16) STn-Antigen (28)
OAc
COOBn
OA AcO AcO OAC
AcHN
AcHN
2,3-ST-Antigen (42) FmocHN COOH

Abbildung 3.1: Ubersicht der hergestellten tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigene als Bausteine fiir die
Festphasenpeptidsynthese.

Das Tn-Antigen (Thomsen-Nouvelle-Antigen) wird in tiber 70% aller Brust-, Lungen-, Darm- und Magen-
Karzinoma exprimiert.!*?! Die Darstellung des Serin- 15 und des Threonin-Analogon 16 des einfachsten
aller tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigene ermoglicht die Besetzung jeder moglichen
Glycosylierungsstelle innerhalb der MUC1-Tandem-Repeat-Sequenz. Das Tn-Antigen kann selektiv an
der C6-Position des N-Acetylgalactosamins sialyliert werden, was zu dem Dissacharid-Antigen Sialyl-Tn
28 (STn-Antigen) fihrt. Da die Sialylierung biochemisch weitere Glycosylierungen unterbindet, liegt
das entstandene Disaccharid auf fast allen epithelialen Tumorzellen gehduft vor. Es fehlt im
entsprechenden gesunden Gewebe fast vollstindig.** Deshalb z&hlt das STn hinsichtlich der
Tumorselektivitdit neben dem Tn-Antigen zu den bedeutendsten tumorassoziierten Antigen-
Strukturen. Sein Vorkommen wird mit einer schlechten Uberlebenschance des Patienten in
Verbindung gebracht.[**#°! Das gehiufte Vorkommen von sialylierten tumorassoziierten Kohlen-

hydraten ist auf die Uberexpression von Sialyl-Transferasen im Tumorgewebe zuriickzufiihren.B* Sie
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bewirkt auch die Bildung der sialylierten T-Antigene (Sialyl-T-Antigen, ST), die als tumorselektiver als
die nicht sialylierten Analoga gelten. Das regioisomere 2,3-Sialyl-T-Antigen 42 wurde als Gberwiegende
Kohlenhydrat-Komponente in der Brusttumor-Zelllinie T-47D“®! und in verschiedenen Dickdarm- sowie

Magen-Krebszellen nachgewiesen.!#748

3.1.1 Tn-Antigen

Das Tn-Antigen besteht aus einem N-acetylierten Galactosamin-Baustein, das a-O-glycosidisch an Serin
oder Threonin gebunden ist. Im Rahmen dieser Arbeit wird sowohl das Serin- als auch das Threonin-
Tn hergestellt, um moglichst jede der funf Glycosylierungsstellen einer Tandem-Repeat-Einheit mit
einem Kohlenhydrat-Antigen verkniipfen zu kdnnen. Somit ist die Moglichkeit gegeben, eine grole

Vielfalt an verschiedenen MUC1-Glycopeptiden zu synthetisieren.

Der Aufbau des Tn-Antigens erfolgt durch die parallele Synthese von zwei Bausteinen nach bekannter
Strategie,*”! die in dem Schliisselschritt, der Glycosylierung, miteinander verbunden werden. Die
Synthese des Glycosyldonors zum Tn-Antigen, der fir das Threonin- und fiir das Serin-Analogon
identisch ist, beginnt mit der Peracetylierung der b-Galactose 1 mit Acetanhydrid und katalytischen
Mengen an Perchlorsaure. Die erhaltene peracetylierte Galactose 2 wird direkt ohne weitere Reinigung
mit einer 33%iger Bromwasserstofflosung in Eisessig versetzt, wodurch das anomere a-Bromid 3

quantitativ erhalten werden kann (Abbildung 3.2).50

HO OH AcO OAc AcO OAc
Ac,0/HCIO o) HBIACOH (339 O
HOX 30240°c 1:1 AcO e A0
HO “OH - , AcO "OAc RT, 2 h, quant. (2 Stufen) ACOBr
1 2 3

Abbildung 3.2: Eintopfsynthese zum a-Galactosylbromid 3.

Die Selektivitat der Reaktion zum a-Anomer ist im anomeren Effekt begriindet, der 1955 von EDWARD
entdeckt und durch LEMIEUX ndher untersucht wurde.’**? Durch Zugabe der Siure wird die anomere
Acetylgruppe protoniert und abgespalten. Der nucleophile Angriff des Bromids an das mesomerie-
stabilisierte Oxocarbenium-lon erfolgt in axialer Position. Die Einflihrung eines Nucleophils in die axiale
a-Konfiguration erscheint zunéchst ungewdohnlich, weil die dquatoriale Position verglichen mit der
axialen in cyclischen Kohlenwasserstoffen in Sesselkonformation aus sterischen Griinden energetisch
bevorzugt ware. Allerdings ist bei Pyranosen mit elektronenziehenden Gruppen am anomeren
Zentrum die axiale Position stabiler. Eine Erklarung fir den anomeren Effekt liegt in der

elektrostatischen Wechselwirkung zweier Dipole in der Nahe des anomeren Zentrums. Einer dieser
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Dipole wird durch die zwei freien Elektronenpaare des Sauerstoffs bedingt, der andere zeigt in
Richtung der polarisierten Bindung zwischen dem anomeren Kohlenstoffatom und seinem
elektronegativen Substituenten. Dabei ist die a-Konfiguration stabiler, bei der die zwei Dipole sich
gegenseitig partiell neutralisieren (Abbildung 3.3a links), als jene, bei der die anomere Konfiguration
zur unglinstigen partiellen Addition und somit zur AbstoRung der Dipole fiihrt (B-Anomer, siehe
Abbildung 3.3a rechts). Der anomere Effekt kann auch durch Orbital-Wechselwirkungen erklart
werden. Unter den Molekiilorbitalen lberlappt das vollbesetzte n-Orbital des Ring-Sauerstoffs (no-
Orbital) mit dem leeren antibindenden o*-Orbital der C-Br-Bindung (o*c.s-Orbital) des a-Anomers
(Abbildung 3.3b). Diese Uberlappung und die daraus folgende no—>c*-Delokalisierung wird als negative
Hyperkonjugation bezeichnet und ist maximal méglich, wenn die wechselwirkenden Molekilorbitale
antiperiplanar zueinanderstehen, also wenn der Substituent in diesem Falle axial steht.® Aufgrund
der starkeren Elektronegativitat des Bromids im Vergleich zum Wasserstoffatom ist der Energiegewinn

beim a-Bromid grofer.

b) n,-Orbital
Ac o Q ’/ AcO Q ’/ 8\, o »
H
AcOL AcO -\l %r }" C5 B

O c*-MO
axiale/o-Position: aquatoriale/B-Position:

Wechselwirkung zwischen Wechselwirkung zwischen

Dipolen geringer Dipolen gréRer negative Hyperkonjugation

—» energetisch giinstiger — energetisch ungiinstiger

Abbildung 3.3: Der anomere Effekt und die Erklarung anhand der
a) Dipol-Dipol-Wechselwirkung und b) Molekiilorbital-Wechselwirkung.

Galactosylbromid 3 Idsst sich als nachstes in einer reduktiven Eliminierung durch Zugabe von durch
Kupfersulfat-Losung aktiviertem Zink und Essigsdure zum 3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 4 umsetzen.® Der
Reaktionsverlauf kann dabei leicht mit Hilfe von Diinnschicht-Chromatographie und anschliefendes
Anfarben mit Zuckerreagenz, eine saure ethanolische m-Methoxyphenol-Lésung, durch eine

charakteristische Violettfarbung des Galactals nachverfolgt werden.

AcO OAc AcO OAc
(e} Zn*, AcOH
AcO 18°C bis 5°C,2h AcO
AcO g, 65%
3 4

Abbildung 3.4: Reduktive Eliminierung zum Galactal 4.

Der fir die Glycosylierungsreaktion bendétigte Glycosyldonor 6 muss in einem spateren Schritt
a-glycosidisch mit Serin bzw. Threonin verknilipft werden. Um diese Reaktion stereoselektiv in
a-Position durchfiihren zu kénnen, ist an C-2 des Donors ein Substituent ohne Nachbargruppeneffekt

notig. Da sich der Substituent moglichst einfach in die N-Acetamid-Funktion iberfiihren lassen sollte,



3. Allgemeiner Teil 15

dient hierflir eine Azid-Gruppe, die beide Voraussetzungen erfillt. Zur Einfihrung einer Azid-Funktion
an das C-2-Atom des Kohlenhydrats wird das Galactal 4 in einer Azidonitratisierungsreaktion nach
LEMIEUX mit wasserfreiem Cer(IV)ammoniumnitrat und Natriumazid umgesetzt (Abbildung 3.5).5% Die
Reaktion gelingt unter Lichtausschluss und Argon-Atmosphare unter Kiihlung und starkem Rihren mit
schlecht reproduzierbaren Ausbeuten von bis zu 60 %. Dabei verfarbt sich nach langerer Reaktionszeit
die orangefarbene Reaktionslosung des Cer(lV)ammoniumnitrats (CAN) gelb. Die eingefiihrte Azid-
Funktionalitdt dient als maskierte Amino-Gruppe, da sie im spateren Syntheseverlauf leicht zur
Nachbargruppen-aktiven N-Acetylamino-Gruppe reduziert werden kann. Gleichzeitig erfolgt bei dieser
Reaktion die Einflihrung einer Nitratgruppe in 1-Position, wobei ein Diastereomerengemisch des
2-Azido-2-desoxygalactosylnitrats 5 entsteht. Dieses wird zligig chromatographisch liber eine kurze

Kieselgel-Saule gereinigt, da die Nitrat-Funktion sehr leicht zur Hydroxy-Gruppe hydrolysiert werden

kann.
AcO OAc CAN, NaNjg AcO  OAc
o MeCN, 19 h, -25 °C o
AcO _— 60% AcO
N3 ONO,
4 5

Abbildung 3.5: Azidonitratisierung nach LEMIEux.

Von LEmMIEUX wurde fiir die Azidonitratisierungsreaktion ein radikalischer Mechanismus postuliert:
Demnach wird das Azid-Anion durch Cer(IV)ammoniumnitrat als starkes Oxidationsmittel zum Azid-
Radikal oxidiert und gleichzeitig das Cer(IV) zum Cer(lll) reduziert. Das Azid-Radikal greift an die
Doppelbindung des Galactals 4 an, wobei es bevorzugt die dquatoriale Position einnimmt (siehe 4a,
Abbildung 3.6). Eine dquatoriale Stellung ist in der Regel aus sterischen Griinden bevorzugt, auBerdem
hatte die Azid-Gruppe in der axialen Orientierung eine ungiinstige Wechselwirkung mit der Acetyl-
Gruppe in 4-Position zur Folge. Ein weiteres Cer(IV)-lon oxidiert das Addukt zum Oxocarbenium-lon
4b. Durch anschliefende Addition des Nitrat-lons erhdlt man das Anomerengemisch von 3,4,6-Tri-O-

acetyl-2-azido-2-desoxy-0/B-D-galactopyranosylnitrat 5.15%%°

Ny~
+Ce**
,Ce3+
AcO OAc AcO OAc AcO OAc AcO  OAc
o N; 0 et o | +NoO; 0
AcON__\ —2 > |AcO *te _ |aco \ —3» AcO
i _Cadt
i Ce N, N; 'ONO,
4 4a 3 4b 5

Abbildung 3.6: Mechanismus der Azidonitratisierung nach LEmieux.

Um zum gewiinschten Donorbaustein 6 fiir die Glycosylierung zu gelangen, wird das anomere
Gemisch 5 mit wasserfreiem Lithiumbromid in absolutem Acetonitril umgesetzt (Abbildung 3.7). Die
Verwendung des Gemisches aus a- und B-Anomer ist hierbei nicht problematisch, da in der
nucleophilen Substitutionsreaktion wegen des anomeren Effektes stereoselektiv das a-Bromid 6

erhalten wird.
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AcO OAc LiBr, MeCN AcO OAc
(e} 17 h, RT 0
AcO 56% AcO
5 N3 ON02 6 N3Br

Abbildung 3.7: Darstellung des Tri-O-acetylazidogalactosylbromids 6 mit Lithiumbromid in Acetonitril.

Fir die nachfolgende Glycosylierungsreaktion wird zunachst ein geeigneter Glycosylakzeptor in Form
eines geschiitzten Threonins bzw. Serins bendtigt, wobei der vollgeschiitzte Threonin-Baustein 10
freundlicherweise vON qus stenschutzrechtiichen rinden entierns ZUT Verfligung gestellt wurde. Zur Darstellung des Serin-
Glycosylakzeptors 9 wird zunachst die Amino-Funktion von L-Serin 7 blockiert. Da der Tn-Aminosdure-
Baustein spater in der Festphasenpeptidsynthese nach dem Fmoc-Protokoll (Fluorenylmethoxy-
carbonyl) eingebaut werden soll, wird anschlieRend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe eingefihrt.
Dazu erfolgt die Blockierung des L-Serin mit N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)succinimidylcarbonat
(Fmoc-0Su) in einer Stunde bei Raumtemperatur in einer Aceton/Wasser-Mischung als Losungsmittel.
Als orthogonal stabile Gruppe zur basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe wird die Carboxy-Gruppe der
Aminosaure als saurelabiler tert-Butylester geschiitzt. Dazu wird Fmoc-Ser-OH 8 mit tert-Butanol und
N,N‘-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) als Kupplungsreagenz umgesetzt.*®! Dabei wird tert-Butylalkohol
mit DCC zunachst in einer Kupfer(l)-katalysierten Umsetzung mehrere Tage bei Raumtemperatur
geruhrt, bevor die Fmoc-geschiitzte Aminosdure in absolutem Dichlormethan hinzugetropft wurde.
Hierbei ist es sinnvoll, durch diinnschichtchromatographische Reaktionskontrollen den Reaktions-
fortschritt zu beobachten, da es bei langeren Reaktionszeiten aufgrund des hohen tert-Butanol-
Uberschusses (4.5 Aquivalente) zusitzlich zur Blockierung der B-Hydroxy-Funktion kommen kann.
Nach Abtrennen des entstandenen N,N“-Dicyclohexylharnstoffs und nachfolgender chromato-
graphischer Reinigung wurde der fir die Glycosylierungsreaktion vollgeschiitzte Aminosaure-

Baustein 9 in einer Ausbeute von 34% erhalten.

HO Fmoc-OSu, EtzN HO HO
j\ Aceton/H,0 l #+BuOH, DCC, CuCl
e —
H,N” SCOOH RT, 1h,88%  FmocHN” “cooH DCM,RT, 5d,34%  FmocHN” “COOtBu
7 8 9

Abbildung 3.8: Synthese des vollgeschiitzten Serin-Galactosylakzeptors 9.

DCC ermoglicht eine Veresterung unter milden Bedingungen, sodass die unter sauren Bedingungen
spaltbare tert-Butyl-Schutzgruppe erhalten bleibt. Der tert-Butylalkohol greift in einem vorgelagerten
Schritt zuerst die durch Kupfer-lonen polarisierte C=N-Doppelbindung des Carbodiimids unter Aus-
bildung eines reaktiven O-Alkylisoharnstoffs an. Durch nucleophilen Angriff der hinzugefligten
Aminosdure 8 und anschlieBender [1s,5s]-Verschiebung bildet sich die orthogonal geschiitzte

Aminosaure 9 aus.
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HO
Q —>A( H\N/O FmocHN]}( §/ O_» )
foe — 5 ) 8 JW <

Abbildung 3.9: Mechanismus zur Darstellung des orthogonal geschiitzten Serins 9 mit DCC.

Entsprechend der Biosynthese der O-Glycoproteine erfolgt hier die chemische Verknilpfung der voll-
geschitzten Aminosdure 9 (Serin) bzw. 10 (Threonin) mit dem modifizierten Glycosyldonor 6
biomimetisch an der freien Hydroxy-Funktion durch eine Glycosylierungsreaktion nach PAULSEN
(Abbildung 3.10),7°8 die eine Variante der KOENIGS-KNORR-Methode!® darstellt. Die Reaktion lduft in
Gegenwart von zwei reaktiven Silbersalzen als Katalysatoren ab. Silbercarbonat dient neben der
Verwendung des Molekularsiebs als Base, um die freiwerdende Bromwasserstoffsdure zu
neutralisieren. Silberperchlorat ist als effektives Reagenz geeignet, um Halogene durch Perchlorat als
schwaches bzw. nicht koordinierendes Anion auszutauschen. Bei der Reaktion wird aus dem
Glycosylbromid 6 unter Abspaltung von Silberbromid das Oxocarbenium-lon gebildet, welches
anschlieRend von der Hydroxygruppe des geschiitzten Serins bzw. Threonins nucleophil angegriffen

werden kann.

AcO OAc
0
AcQ A Ho_ R Ag,CO; AGCIO,  ACO
(0] . 3
3Br FmocHN COOtBu R
FmocHN COOtBu

6 9:R=H M:R=H, 36%
10: R = CHjs 12:R = CH3, 59%

Abbildung 3.10: Koenics-KNORR-Glycosylierung.

Aufgrund des nicht vorhandenen Nachbargruppeneffektes der Azid-Gruppe in 2-Position ist der
anomere Effekt auch hier entscheidend fiir die hohe a-Selektivitdt der Bildung der Kohlenhydrat-
Aminosaure-Konjugate. So entstehen vorwiegend die a-Galactoside 11 und 12. Es treten jedoch
Probleme in Bezug auf die Stereoselektivitat auf, wenn in der Glycosylierungsreaktion eine primare
Hydroxygruppe, wie im Falle des Serins, beteiligt ist.>” Durch die sterisch weniger gehemmte Hydroxy-
Gruppe greift die primare Hydroxy-Funktion des Serins kinetisch kontrolliert auch aus aquatorialer
Richtung an. Dies lasst sich anhand der Ausbeuten, bezogen auf die Isolierung des reinen a-Anomers,
bei der Synthese mit Serin (36%) im Vergleich zu Threonin (59%) beobachten. Neben dem reinen
a-Anomer wird aufgrund ungeniigender sdulenchromatographischer Auftrennung ebenfalls eine
Mischfraktion aus a- und B-Anomer isoliert, die als zusatzlicher Ansatz in die nachste Stufe eingesetzt
wird. Die Reaktion wird wegen der photosensiblen Silbersalze unter Lichtausschluss geriihrt, zuerst bei

0 °C bevor dann langsam auf Raumtemperatur erwarmt wird. Die nachfolgende Reduktion der Azid-
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Funktion von 11 und 12 und die gleichzeitige Acetylierung zum entsprechenden Acetamid 13 und 14
gelingt mit aktiviertem Zink in einem Gemisch aus Tetrahydrofuran, Essigsdureanhydrid und Essigsaure
(3:2:1) mit Ausbeuten von jeweils 76% (Abbildung 3.11).% Um die tumorassoziierten Tn-
Kohlenhydrat-Antigene in der Festphasenpeptidsynthese einbauen zu kénnen, muss der C-Terminus
deblockiert werden. Durch Acidolyse der saurelabilen tert-Butyl-Schutzgruppe mit Trifluoressigsdure

und Wasser in Dichlormethan werden die Tn-Bausteine 15 und 16 in hohen Ausbeuten erhalten.%

AcO _OAc AcO OAc AcO OAc

(0] o) o)
AcO Zn* AcO AcO
R THF/Ac,0O/AcOH AcHN R TFA, H,0, DCM AcHN R

(3:2:1), 3h, RT 5h, RT I
FmocHN COOtBu FmocHN COOtBu FmocHN COOH
M:R=H 13:R=H, 76% 15:R=H, 98%
12: R = CHs 14:R = CH3, 76% 16: R = CHj, 85%

Abbildung 3.11: Reduktive N-Acetylierung und anschieBender Deblockierung des C-Terminus.

3.1.2 Sialyl-Tn-Antigen

In Epitheltumorzellen ist eine verringerte Aktivitat der B1,6-N-Acetylglucosamin-Transferase sowie
eine gleichzeitige Heraufregulierung von Sialyl-Transferasen beobachtet worden, die zu verkiirzten
und vorzeitig sialylierten Kohlenhydrat-Seitenketten fiihren.* Daher gilt das Sialylierungsprodukt des
Tn-Antigens, das Sialyl-Tn-Antigen (STn), als besonders tumorspezifisch. Es ist daher vielversprechend
fiir die Verwendung in MUC1-Antitumor-Impfstoffen.® Im Rahmen dieser Arbeit wird das Serin-STn-

Antigen hergestellt.

Als Ausgangsverbindung fiir die Sialyl-Tn-Synthese dient das Tn-Antigen, auf dessen 6-Position ein
Sialyl-Donor Ubertragen wird. Dazu muss der Tn-Baustein zuerst in einen geeigneten Glycosylakzeptor
mit freien Hydroxygruppen tberfihrt werden. Dies gelingt durch kontrollierte Deacetylierung in 3-, 4-
und 6-Position vom vollgeschiitzten Tn 13 mit katalytischen Mengen an Natriummethanolat in
Methanol.%2%3 Dabei wird der pH-Wert von 8.5 stiindlich kontrolliert und gegebenenfalls mit weiterer
Natriummethanolat-Lésung nachreguliert, da bei der Reaktion in Gegenwart von Wasser Essigsdure
frei wird. Es ist dabei zu achten, dass bei einem zu hohen pH-Wert leicht eine B-Eliminierung des
Kohlenhydrats und die teilweise Abspaltung der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe eintreten kann.
Letzteres kann jedoch durch anschlielende Zugabe von Fmoc-OSu und Diisopropylethylamin wieder
eingefiihrt werden.® Das ist jedoch aufgrund der geringeren Loslichkeit des Rohprodukts in
Acetonitril schwierig, sodass der gewiinschte Akzeptor 17 nur in 46%iger Ausbeute erhalten werden

kann (Abbildung 3.12). Mechanistisch betrachtet greift Methanolat die Acetylschutzgruppen bei C-6
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an, die aufgrund des priméren Esters die hohere Reaktivitat besitzt. Ist diese Acetyl-Gruppe entfernt,

so beginnt eine Acetyl-Wanderung von C-4-Position zu C-6 und die Acetyl-Gruppe von C-3 riickt nach.

AcO OAc OH OH
AcO O 1. NaOMe, MeOH HO O
AcHN pH 8.5, RT, 7 h AcHN
O 2. Fmoc-OSu, MeCN o
64%
FmocHN COOtBu FmocHN COOtBu
13 17

Abbildung 3.12: Deacetylierung zum Galactosyl-Akzeptor 17.[62.63]

Zur Synthese des Sialyl-Tn-Serin-Antigens wird ein Sialinsdaure-Donor bendtigt, der anschlieBend an die
6-Position von 17 glycosyliert werden soll. Als ein besonders geeigneter Donor fiir die Sialylierung hat
sich der von MARRA und SINAY entwickelte Sialylethylxanthogenat-Baustein 22 erwiesen.!®® Die Natur
der Austrittsgruppe in 2-Position ist dabei ausschlaggebend, weil im Gegensatz zur Glycosylierung zum
Tn-Antigen (Kapitel 3.1.1) die Sialinsdure keinen nachbargruppenaktiven Substituenten an der C-3-
Position besitzt. Auf das Anomeren-Verhaltnis der Sialylierung hat die Wahl geeigneter Reaktions-
bedingungen, wie Reaktionszeit, besonders aber Temperatur und Losungsmittel (s.u.), einen starken

Einfluss.[6867]

Der erste Schritt zur Gewinnung des Sialinsdaure-Donors beinhaltet die Acetylierung der freien Hydroxy-
Gruppen der N-Acetylneuraminsaure 18 unter Standardbedingungen. AnschlieRend erfolgt der Schutz
der Carboxy-Funktion der peracetylierten Sialinsaure als Benzylester, der im Gegensatz zu den haufig
eingesetzten Methylestern unter milderen Bedingungen hydrogenolytisch spaltbar ist.** Dabei wird
die peracetylierte Sialinsaure als Anomerengemisch 19 in das entsprechende Caesiumsalz Gberfuhrt
und mit Benzylbromid in Dimethylformamid durch nucleophile Substitution zum Benzylester 20

umgesetzt (Abbildung 3.13).[6®!

OH OAc OAc
COOH cOooH 1.CsyCO3 EtOH/H,0 AcO. COOBnN
L oH Acz0, Pyridin_ AN OAe RT, 30 min \/%OA
_ Ac,0, Pyridin _
ACHN Q7 "OH  RT 5h, quant AcHN Q7 "OAc 5 BnBr, DMF AcHN ¢
HO AcO RT, 17 h AcO
18 19 78% 20

Abbildung 3.13: Volistindige Blockierung der N-Acetylneuraminsdure 18.

Durch Behandlung mit Chlorwasserstoff, der in situ aus Acetylchlorid und Wasser erzeugt wird, kann
die vollgeschitzte N-Acetylneuraminsdure 20 in das Glycosylchlorid 21 Gberfiihrt werden. Das
Rohprodukt 21 wird ohne weitere Reinigung mit Kaliumethylxanthogenat mit einer Gesamtausbeute

von 60% zum gewiinschten Sialinsduredonor 22 umgesetzt.[®!
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OAc OAc OAc
AcO COOBn Cl
DAc oA AcCl, H,0 AcO DAc KS(CS)OE, EtOH AcO DAc 08N
AcHN Q S °C, 3d, quant. AcHN Q COOBn RT, 22 h, 77% AcHN Q 8
AcO AcO AcO S)\OEt
20 21 22

Abbildung 3.14: Darstellung des Sialinsaure-Donors 22.

Die stereo- und regioselektive a-Sialylierung erfolgt an der primaren Hydroxyfunktion am C-6-Atom
des partiell geschiitzten Tn-Serin-Konjugat 17. Das aus Methylsulfenylbromid und Silbertriflat in situ
erzeugte Methylsulfenyltriflat aktiviert das Xanthogenat 22 (Abbildung 3.15). Dieser thiophile
Promotor reagiert mit der Xanthogenat-Gruppe unter Ausbildung einer Disulfid-Bindung (23). Nach
anschlieRender Abspaltung der Xanthogenat-Funktion entsteht die aktive Spezies des Sialinsdure-
Donors 24.% Dieser kann nun mit der freien Hydroxy-Funktion des Tn-Antigens 17 zum Sialyl-Tn 26
glycosyliert werden. Das intermedidre Oxocarbenium-lon 24 neigt allerdings zur unerwiinschten
Eliminierung aufgrund seiner elektronenziehenden Carboxybenzyl-Gruppe am anomeren Kohlenstoff-
atom. Als Nebenprodukt wird das unreaktive Glycal 25 erhalten. Um trotzdem eine effizientere

Sialylierung mit zufriedenstellender Ausbeute zu erzielen, wird der Donor in groRem Uberschuss

eingesetzt.
MeSBr + AgOTf
OAc in situ
AcO oAc  §OOBn AgBr  aco OA(C)AC COOBn
AcHN (0] S + MeS-OTf — » AcHN = 0 (,S TfO
.
AcO S)’\OEt AcO S)\OEt
22 23 \
SMe
-TO s
- MeS..
®S 57 OoEt
OAc
AcO OAc OAc
_pAcO COOBn .+ AcO OAc COO0Bn o (Tn) AcO OAc COOBn
Y/ - S + —_— >
AcHN ACHNSZQ 17 AcHNZR7 "OR
AcO AcO AcO
25 24 26

Abbildung 3.15: Aktivierung des Sialinsdure-Donors 22 mit Methylsulfenyltriflat und nachfolgender Glycosylierung
mit Tn 17 zum Sialyl-Tn 26 bzw. unerwiinschte Eliminierungsreaktion zum Glycal 25.

Eine stereoselektive und effiziente a-Sialylierung wird also durch eine Eliminierung des Sialinsaure-
Kations 24 zum Galactal 25 und durch den fehlenden nachbargruppenaktiven Substituenten am C-3-
Atom der Sialinsdure erschwert. Zuséatzlich hemmt die sterisch anspruchsvolle Carboxybenzyl-Gruppe
den Zugang zum anomeren Kohlenstoffatom. Eine stereoselektive Kontrolle ist dennoch bei
Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel und gleichzeitig niedriger Reaktionstemperatur
moglich.[%®¢771 Bej der Durchfiihrung in Acetonitril koordiniert die Nitril-Gruppe an das intermediar
gebildete Glycosyl-Kation 24. Es kann dabei die axiale oder dquatoriale Position einnehmen (Abbildung
3.16). Die Temperatur hat dabei Einfluss auf das Reaktionsgleichgewicht: Bei niedrigen Temperaturen

koordiniert Acetonitril unter kinetischer Reaktionskontrolle axial an C-2 und ermaoglicht somit den Sy2-
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dhnlichen Angriff des Nucleophils bzw. des Tn-Antigens in der dquatorialen Position, wodurch das
a-Sialosid gebildet wird. Bei hohen Temperaturen hingegen nimmt das Acetonitril-Molekil unter
thermodynamischer Kontrolle die energiedrmere dquatoriale Position ein und begilinstigt somit die
Bildung des unerwiinschten B-konfigurierten Produkts./’? Dieser sogenannte Nitrileffekt dirigiert also
bei niedrigen Temperaturen den Glycosyl-Akzeptor zum dquatorialen a-Glycosid und kann somit das

Fehlen eines nachbargruppenaktiven Substituten ausgleichen.

CHs
aco_ PR m Ao P1S,. COOBN
:OAC 1 pAC -tiefe Temperaturen
AcHN > O COOBn AcHN > O OR -kinetisches Produkt
AcO R-OH AcO
OAc . .
AcO, pAc +._C00Bn o—Sialosid
AcHN Q MeCN’ Temperatljlrzf:L
AcO
R-OH
24 OAc
AcO OAc [COOBN Ao PAC OR
N QAC -hohe Temperaturen
8 - —_— N
ACHNACO O y:\CHS ACHNA . O COOBn »glrzrdmuziynamisches
C
p—Sialosid

Abbildung 3.16: Stereochemische Kontrolle der Sialylierung iiber den Nitrileffekt.

Die Sialylierungsreaktion erfolgt bei niedrigen Temperaturen von -65 °C, da ausschlief3lich das in der
Natur vorkommende a-Sialyl-Tn gebildet werden soll. Als Losungsmittel wird ein Gemisch aus
Acetonitril/Dichlormethan (2:1) verwendet, weil Acetonitril aufgrund seines Gefrierpunkts von -45 °C
nicht allein infrage kommen kann. Hierzu werden die fiir die Sialylierung benétigten Edukte 17 und 22
zunachst unter wasserfreien Bedingungen geldst, bevor mit trockenem Silbertriflat unter Licht-
ausschluss versetzt wird. Im Anschluss wird eine vorgekiihlte, frisch hergestellte Methylensulfenyl-
bromid-Losung langsam hinzugetropft und die Reaktionslosung fiinf Stunden durch Kiihlung mit einem
Kryostaten bei -65 °C geriihrt.l”?! Die Reaktion erfolgt regioselektiv an der weniger sterisch gehinderten
primaren Hydroxygruppe in C-6-Position. Das a-Sialyl-Tn-Antigen 26 konnte nach flashchromato-

graphischer Reinigung an Kieselgel in einer Ausbeute von 44% gewonnen werden (Abbildung 3.17).

OAc

AcO pAc COOBn
=70
AcHN
HO OH OAc Aco HO
0 AcO oac  GOOBM  AgOTf, MeSBr o
HO . AHN S r~0-7~s MeCN/DCM (2:1) HO
AcHN c -65 °C, 5 h, 44%
o AcO S)\OEt ° AcHN o
FmocHN COOtBu FmocHN COO1Bu
17 22 26

Abbildung 3.17: Sialylierung zum STn-Serin-Antigen 26.

Die freien Alkoholgruppen in 3- und 4-Position werden in einer STEGLICH-Veresterung mit Essigsdure-

anhydrid in Pyridin und katalytischen Mengen an 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) acetyliert
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(Abbildung 3.18),7* um eine erhéhte Siurestabilitat des Fmoc-Sialyl-Tn-Bausteins zu erreichen. DMAP
dient als Katalysator, der fiir die Acetylierung von sterisch anspruchsvollen sekundaren oder tertidren

Alkoholen mit Carbonsaureanhydriden haufig eingesetzt wird.

OAc OAc OAc

AcO OAc  §0OBn AcO OAc  §OOBn AcO Spe COOBN
AcHN—Z52 o AcHN L7 AGHNZ2 o
AcO HO o Ac,0, Pyridin, DMAP AcOAcO o TFA, DCM/H,0 AcOAcO o
Hogﬁ 0°C-RT, 16 h, 89% Acogﬂ 25°C, 2h, 98% Acogﬁ
AcHN () AcHN AcHN
FmocHN COOtBu FmocHN COOtBu FmocHN COOH
26 27 28

Abbildung 3.18: Schutzgruppen-Manipulation zur Darstellung des Sialyl-Tn-Festphasenbausteins 28.

Die Acidolyse des tert-Butylesters 27 mit Trifluoressigsadure in Dichlormethan/Wasser fiihrt schlieRlich
zum Fmoc-geschitzten Sialyl-Serin-Tn 28, das als solches direkt in der Festphasenpeptidsynthese zum

Einbau in die MUC1-Sequenz verwendet werden kann.

3.1.3 2,3-Sialyl-T-Antigen

Entsprechend der biomimetischen Strategie wird die Synthese des 2,3-ST-Antigens mit dem
N-Acetylgalactosamin (Tn-Antigen) begonnen, das hierflr zunachst deacetyliert werden muss. Die
Deacetylierung geschieht bei einem pH-Wert von 8.5 — 9.0, unter der Verwendung frisch hergestellter
1%-iger methanolischer Natriummethanolat-Lésung.!®*®% Unter diesen basischen Bedingungen kann
die basenlabile Fmoc-Schutzgruppe ebenfalls gespalten und das freie Amin als Nebenprodukt erhalten
werden. Das freie Amin ldsst sich durch Umsetzen mit N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimid
(Fmoc-0OSu) wieder blockieren, wodurch die Ausbeute erhéht werden kann (Abbildung 3.19). Die
reaktivste 6-Hydroxygruppe wird zuerst deacetyliert, wahrend anschlieBend Wanderungen der Acetyl-

Schutzgruppen von den Positionen 4 und 3 auf Position 6 stattfinden (vergleiche STn-Synthese,

Kapitel 3.1.2).

AcO OAc HO OH

AcO 2 1. NaOMe, MeOH HO o

AcHN pH 8.5, RT, 6 h AcHN

o 2. Fmoc-OSu, MeCN 0
40%
FmocHN COOtBu FmocHN COOtBu
14 29

Abbildung 3.19: Deacetylierung unter ZempLEN-Bedingungen.[62,63]
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Da der nachste Kohlenhydrat-Baustein in 3-Position von 17 bzw. 29 eingefiihrt werden soll, missen
zunachst die Hydroxy-Funktionen in 4- und 6-Position blockiert werden. Dies gelingt durch Einflihrung
der Benzylidenacetal-Schutzgruppe mit Benzaldehyddimethylacetal bei Raumtemperatur in Acetonitril
unter Zugabe katalytischer Mengen an p-Toluolsulfonsiure bei pH = 4.! Die Blockierung der 3- und
4-Position hatte die Bildung eines 5-Rings mit groRerer Ringspannung als der hier entstehende 6-Ring
zur Folge und wird daher nicht beobachtet, sodass nur der in 3-Position unmaskierte Glycosyl-Akzeptor

30 bzw. 31 entsteht (Abbildung 3.20).

X
HO OH oo
- Q
HO HO
AcHN G5 g . kat. p-TsOH, MeCN AcHN G g
pH 4,16 h, RT

FmocHN”™ "COOfBu MeO”~ "OMe FmocHN™ "COOtBu
17: R =H 3:R=H 92%
29:R=CHs, 31:R = CH, 82%

Abbildung 3.20 Synthese des als Benzylidenacetal-geschiitzten Galactosyl-Akzeptors 30/31.

Die B-O-glycosidische Verkniipfung des Tn-Konjugats 30/31 mit einer geschiitzten Galactose-Einheit
lasst sich unter der Verwendung des entsprechenden a-Galactosylbromids 36 durchfiihren, das zuvor
in finf Stufen synthetisiert wird. Wie sich durch Vorversuche herausgestellt hat,! ist eine Benzyl-
Schutzgruppe in 6-Position des Galactose-Bausteins geeignet hinsichtlich der Ausbeuten der
Glycosylierung. Ausgehend von D-Galactose 1 wird deshalb sdurekatalysiert mit Aceton quantitativ
1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose 32 gebildet. Dabei eignet sich wasserfreies Kupfer-
sulfat, um das bei der Acetal-Bildung freiwerdende Wasser der Reaktionslosung zu entziehen. Das
Rohprodukt 32 mit der freien Hydroxy-Gruppe in 6-Position wird nun mit Natriumhydrid und

Benzylbromid zum entsprechenden Benzylether 33 nach WILLIAMSON umgesetzt (Abbildung 3.21).17¢!

HOS:O Aceton, H,S0, CuSO, o§°: NaH, BnBr, DMF 5 0
RT, 24 h RT, 24 h, 63% (2 Stufen i |
HO "OH 95 o ( ) o)
) 32 /< 33 /<

Abbildung 3.21: Saurekatalysierte Blockierung der 1,2- und 3,4-Position von Galactose 1 zum Diacetonid 32 und
anschlieBender Schutz der 6-Position mit Benzylbromid zu 33.

Die saurelabilen Isopropyliden-Schutzgruppen waren fiir die spatere HELFERICH-Glycosylierung
ungeeignet und werden deshalb mit wassriger Essigsdure durch Erhitzen entfernt. Die freien Hydroxy-
Gruppen von 34 werden nun durch Essigsaureanhydrid in Pyridin mit katalytischen Mengen an

4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) in hoher Ausbeute acetyliert.” Der vollstindig geschiitzte
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Galactose-Baustein 35 wird vorsichtig mit 33%-iger Bromwasserstoffsaure in absolutem Dichlor-
methan bei einer Temperatur von 0 °C versetzt.””! Hierbei wird aufgrund des anomeren Effektes

bevorzugt das a-Galactosylbromid 36 erhalten (Abbildung 3.22).

O OBn HO OBn AcO OBn AcO OBn
>( O  AcOH (80%) gé o Ac,0, Pyridin, DMAP O  HBHACOH (33%), DCM
o 85°C, 6 h, quant. HO 0°C,19h,92%  AcO 0°C, 30 min,55%  AcO
o) HO OH AcO OAc ACOB

33/<0 34 35 36

Abbildung 3.22: Schutzgruppen-Manipulation und Bromierung zum Galactose-Donor 36

Als Nachstes wird die B-Glycosylierung von 30/31 mit dem a-Galactosylbromid-Donor 36 durchgefiihrt.
Hohere Ausbeuten kdnnen erzielt werden, wenn die Aktivierung des Donors nach HELFERICH erfolgt.[”®!
Bei dieser Methode handelt es sich um eine KOENIGS-KNORR-Glycosylierung, bei der Quecksilber- anstatt
der Silbersalze verwendet werden, um das Galactosylbromid 36 unter milden Bedingungen zu
aktivieren. Die Galactosylierung an der 3-Hydroxy-Funktion des Akzeptors 30/31 mit dem Donor 36
erfolgt unter Aktivierung von Quecksilber(ll)-cyanid bei Raumtemperatur in einem Nitromethan/
Dichlormethan-Gemisch (Abbildung 3.23). Da die Acetyl-Schutzgruppe des Galactosylbromids 36 in
2-Position nachbargruppenaktiv ist, wird ausschlieRlich das B-Glycosid erhalten. An dieser Stelle wurde
die Synthese des Serin-Analogons des 2,3-ST-Antigens aufgrund nicht zufriedenstellender
immunologischer Ergebnisse mit einer analogen Vakzine mit Threonin-2,3-ST (siehe Kapitel 3.7.1) nicht

zum 2,3-ST-Antigen weitergefiihrt, sondern auf der Stufe des vollgeschiitzten T-Antigens 37 belassen.

Ph

Ph
o

“o
AcO OBn AcO ,OBn o]
o o Hg(CN),, MS 4 A, o o
HO + AcO CH3NO,/DCM AcO o
AcHN AcO AcO AcHN

/o) R Br 0°C-RT, 16 h /o)
FmocHN COOtBu FmocHN COOtBu
30:R=H 36 37:.R=H 63%
31: R=CH; 38: R=CHj3; 65%

Abbildung 3.23: Synthese des geschiitzten T-Antigens nach HeLFerICH-Bedingungen.[78]

Die Aktivierung des Galactosyl-Donors gelingt hier mit Hilfe der Quecksilber-lonen. Nach dem
Promoter-vermittelten Austritt des anomeren Nucleofugs entsteht ein Oxocarbenium-lon 36a, das sich
durch Beteiligung der Acetyl-Schutzgruppe in der 2-Position in die reaktive Spezies des Donors 36b
umwandelt. Aufgrund dieses Nachbargruppeneffektes kann der nucleophile Angriff des Tn-Antigens
30/31 am anomeren Kohlenstoff-Atom des Galactosyl-Donors nur von oben (re-Seite) erfolgen, das
B-Glycosid wird erhalten. Erfolgt der Angriff allerdings kinetisch kontrolliert am elektrophilen Acetal-

Kohlenstoff, entsteht als Nebenprodukt der unerwiinschte Orthoester 36¢, der nach Aufarbeitung zum
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zurlick gewinnbaren Edukt 30/31 und dem hydrolysierten Galactose-Baustein zerfillt. Somit fihrt die
Bildung des Orthoesters zu Ausbeute-Verlusten. Der Erfolg der HELFERICH-Glycosylierung mag an der
Verwendung des Quecksilbercyanid-Salzes liegen, dessen Cyanid-lonen durch einen konkurrierenden
Angriff am positiven Acetal-Kohlenstoff von 36b der Bildung des Orthoesters entgegenwirkt
(Abbildung 3.24).

AcO OBn

0
AcO OR

AcO
37/38

thermodyn
kontrolliert | RoH 30/31

(Iangsam)
AcO OBn AcO OBn AcO OB AcO OBn
gCN
-HgBrCN ACO&S
AcOL

36a _<o) 36b

‘3 . CN
kinetisch l HgCN

AcO

kontrolliert | ROH 30/31
(schnell)

AcO OBn
AcO OBn o

O + ROH M AcO

AcO 30731 (Aufarbeitung) ol
OH

36d s6

AcO

OR

Abbildung 3.24: Mechanismus der HeLrericH-Glycosylierung und der als Nebenreaktion auftretenden
Orthoester-Bildung 36¢c.

Der vollstandig blockierte T-Antigen-Baustein 37 dient sowohl als Vorstufe fiir das 2,6- als auch fiir das
in dieser Arbeit hergestellte lineare 2,3-Sialyl-T-Threonin-Antigen. Er muss fiir die Sialylierungsreaktion
unter basischen Bedingungen zunachst deacetyliert werden (Abbildung 3.25). Die teilweise Entfernung
der Fmoc-Schutzgruppe lasst sich trotz des vorsichtigen Zutropfens der Base unter sorgfiltiger
Beachtung des pH-Werts nicht vermeiden. Durch diinnschichtchromatographischer Kontrolle ldsst sich
beobachten, dass die Entfernung der Fmoc-Gruppe bereits vor der vollstdndigen Deacetylierung
erfolgt. Die Fmoc-Gruppe lasst sich aber nachfolgend wieder mit Hilfe von N-(9-Fluorenylmethoxy-
carbonyloxy)succinimid (Fmoc-OSu) in Dioxan/Wasser einfiihren, so dass das partiell geschitzte

Disaccharid 39 in 82%iger Ausbeute erhalten wird.

Ph Ph
Co G

AcO OBn O 1) NaOMe/MeOH, pH 8.5-90 HO OBn O

g:o o) y i g :o 0
ACO o 2) Fmoc-OSu, Dioxan/H,0 HO o
AcO AcHNJ RT, 8 h, 82% HO AcHN/
FmocHN COOtBu FmocHN COOtBu
38 39

Abbildung 3.25: Deacetylierung unter ZempLEN-Bedingungen.
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Die Sialylierung erfolgt in Analogie zur Synthese des Sialyl-Tn-Antigens mit dem Sialinsadure-
Xanthogenat 22 als Donor und unter den gleichen Reaktionsbedingungen (siehe Kapitel 3.1.2). Die
Besonderheit in diesem Fall liegt in der regioselektiven Sialylierung der sekundaren 3‘-Hydroxy-
Funktion, trotz der freien OH-Gruppen in 2‘- und 4‘-Position. Dies liegt an der erhohten Reaktivitat der
dquatorialen Position der 3-OH-Gruppe im Vergleich zur axialen 4-OH-Gruppe und an der besseren
Zuganglichkeit verglichen mit der dquatorialen 2‘-Hydroxy-Funktion. Die Sialylierung durch Aktivierung
mit Methylensulfenylbromid und Silbertriflat ergibt in Acetonitril/Dichlormethan bei -65 °C das 2,3-
Sialyl-T-Antigen-Derivat 40 in 77%iger Ausbeute (Abbildung 3.26).

Ph
OAc
HO oBn OAc cooB AcO OAc COO0Bn g, QO
onc N AgOTf, MeSBr o HO o
07~s MeCN/DCM (2:1)  AcHN o 0 0
AcHN AcHN- )\ -65°C,5h, 77% AcO 0
AcO OEt OH  AcHN)

FmocHN COOtBu F HN COOtB
s 2 40 MOoCi u

Abbildung 3.26: Regio- und stereoselektive Sialylierung von 39 mit dem Xanthogenat 22.

Mit Hilfe von kernspinresonanzspektroskopischen Aufnahmen ldsst sich das Vorliegen des
a-Sialosids 40 beweisen. Die in der Regel hierfiir zu betrachtende “Jcini- und 3Ju1n2-Kopplung kann
allerdings auf die Neuraminsaure nicht angewendet werden, da das anomere Zentrum ein quartares
Kohlenstoff-Atom ist. Hierflir wurden basierend auf verschiedenen chemischen Verschiebungen und
Kopplungskonstanten des a- und des B-Sialosids empirische Regeln aufgestellt (Abbildung 3.27), um

die stereoselektive Verkniipfung zu beurteilen.”

a<pB 8 [(H-94")-(H-9x")]

a<B  &(H4")

a>p 8 (H-344")

a>p 3wz g AcO

Abbildung 3.27: Betrachtung der chemischen Verschiebung 6 und Kopplungskontante J zur Beurteilung der
stereoselektiven Verkniipfung der Neuraminsaure.

Um durch die Festphasenpeptidsynthese (SPPS) ein Glycopeptid mit dem 2,3-ST-Antigen 40 aufbauen
zu kdnnen, sind noch weitere Schutzgruppen-Manipulationen notwendig. Die saurelabile Benzyliden-
acetal-Schutzgruppe wird durch einstiindige Behandlung mit heiRBer Essigsdure entfernt® und
nachfolgend ohne weitere Reinigung durch basenlabile Acetyl-Schutzgruppen nach STEGLICH# ersetzt.
Das vollgeschiitzte 2,3-ST-Antigen 41 kann nach flashchromatographischer Reinigung an Kieselgel mit

einer Ausbeute von 57% Uber zwei Stufen isoliert werden (Abbildung 3.28).
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Ph
1) ACOH (80 %),
AcO OAgAC COOBn o 75°C.1h CcoOBn oA
% HO o 2) kat. DMAP, A020 AcO AcO
AcHN o 0 O _ Pyridin, RT, 6h ACHN
AcO O 57%
OH ACHNo c ACHN
40 FmocHN™ “COOtBu a1 FmocHN™ "COOtBu

Abbildung 3.28: Saurekatalysierte Entfernung des Benzylidenacetals und nachfolgende Acetylierung zu 41.

Zum Schluss wird der C-Terminus durch Acidolyse mit Trifluoressigsdure (TFA) in Dichlormethan
befreit. Anisol dient hierbei als Kationenfanger fiir das bei der Reaktion freiwerdende tert-Butyl-lon.

Der Festphasenpeptidsynthese-Baustein des 2,3-Sialyl-T-Antigens 42 wird in quantitativer Menge

erhalten.
OAc OAc
AcO. COOBn COOBnNn
\/%ACO OBn ,.o OAc \/%ACO Aco OAC
ACHNACO 0 0 o%o TFA, Anisol, DCM _ AcHN
OAc  AcHN) R 2 h, quant. c AcHN)
41 FmocHN COOtBu 42 FmocHN COOH

Abbildung 3.29: Deblockierung des C-Terminus zum fertigen SPPS-Baustein des 2,3-ST-Antigens 42.

3.2 Spacer-Molekiile als nicht immunogene Abstandshalter

Die immunologische Wirkung einer Antitumor-Vakzine hangt stark von einer moglichst naturgetreuen
Konformation ab, die durch ihre Flexibilitdt bedingt sein kann. Da die tumorassoziierten MUC1-
Glycopeptide selbst nicht besonders immunogen sind, miissen sie an immunologische Komponenten
wie Proteine, Peptide oder Kohlenhydrate geknilipft werden. Eine direkte Konjugation wirde
gegebenenfalls zur Beeinflussung der Peptid-Konformationen fiihren, die fiir die immunologische
Erkennung wichtig sein kdnnen. Um gegenseitige intermolekulare Wechselwirkungen der (Glyco)-
Peptide zu reduzieren, sodass deren einzelnen Komponenten eine ausreichende Bewegungsfreiheit
haben und weitgehend ihre natiirliche Konformation einnehmen kénnen, werden drei verschiedene
Abstandshalter synthetisiert und spater in die Zielmolekiile eingebaut (Abbildung 3.30). Bei
Anwendung in biologischen Systemen haben sich Oligoethylenglycol-Einheiten als immunologisch
unbedenkliche Abstandshalter etabliert. Jedes der drei Spacer-Molekiile tragt fiir seinen jeweiligen
Einsatz in Konjugationsreaktionen entsprechende Funktionalititen, wobei immer eine terminale
Amino- oder Carboxy-Funktion vorliegt. Somit wird gewahrleistet, dass eine mdglichst natdrliche,
amidartige Peptid-Bindung gekniipft werden kann und die Spacer-Bausteine gleichzeitig in der

Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden kdnnen. Dabei wird der Azid-Spacer 50 fiir eine Azid-
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Alkin-Cycloadditionsreaktion nach HUISGEN (siehe Kapitel 5.5.4) verwendet und der Diethylenglycol-
Spacer 54 gewahrleistet eine bivalente Amino-Funktionalitat fir eine Amid-Bildung an beiden Enden
(siehe Kapitel 5.5.2). In allen weiteren Standard-Glycopeptid-Synthesen findet die Fmoc-Spacer-

Aminosaure 49 Verwendung.

H H
FmocHN’<\/o>“/\ﬂ/o N3/<\/O>~/\”/O FmocHNf\/o}/\NHz
3 o) 3 0 2
49 50

54

Abbildung 3.30: Uberblick der synthetisierten Spacer-Molekiile.

Als Ausgangspunkt fiir die Synthese bei den Triethylenglycol-Spacern 49 und 50 dient das namens-
gebende Molekiil. Uber eine HETERO-MICHAEL-Addition wird Triethylenglycol 43 an Acrylsiure-tert-
butylester 44 addiert (Abbildung 3.31). Uber die Carboxy-Funktion kdnnen im spateren Verlauf die
Spacer-Molekiile in der Festphasenpeptidsynthese mit dem Glycopeptid verkniipft werden. Im
nachsten Schritt erfolgt die Einfihrung des N-Terminus (iber eine Azid-Gruppe. Um die nucleophile
Substitution des Azid-lons mit der Hydroxy-Funktion von 45 zu erreichen, wird der Alkohol zunachst in
das Mesylat Uberfiihrt. Nach der Sy2-Reaktion wird die Azid-Gruppe von 46 mit Raney-Nickel unter
Wasserstoffatmosphare zum entsprechenden Amin 47 reduziert, bevor mit N-(9-Fluorenylmethoxy-
carbonyloxy)-succinimid (Fmoc-OSu) die orthogonal stabile geschitzte Spacer-Einheit 48 vervoll-
standigt wird. Das Entfernen der tert-Butyl-Schutzgruppe zum Festphasenpeptidsynthese-Baustein 49
gelingt mit Trifluoressigsdure und Wasser mit 75%iger Ausbeute.’® Der Azid-Spacer 50 wird in einer
einstufigen Reaktion durch Entfernung der tert-Butyl-Schutzgruppe aus Ns-TriEG-OtBu 46 in einer

abgeidnderten Versuchsvorschrift mit Salzsdure in 1,4-Dioxan erhalten.®?

OtBu
Hofvo%_l . OB _NaTHE HO/<\/ WOtBu
3

le} RT 20 h, 80%
43 44
1) MsCl, Et3N,
77% DCM, 4 h,0°C
2) NaN3, DMF,
16 h, 60 °C
o OtBu Raney-Ni, Hy iPrOH e} OtBu HCI, Dioxan /6\/0}/\"/0H
Hszv W 15 h, RT, 79% N3fv W 14 h, RT, 69% N
50 T 3 0 3 0
a7 46 50

Aceton/Wasser (1:1)

Fmoc-OSu, NaHCO3;
20 h, RT, 50%

OtBu TFA Wasser f\/O}/\"/OH
FmocHN
FmOCHNf\/ W “3h RT, 75% | To° |
49

Abbildung 3.31: Synthese des Azid-Spacers 50 und des Fmoc-geschiitzten Amin-Spacers 49.
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Zur Verwendung des mono-Fmoc-geschiitzten Diamin-Spacers 54 wird im entsprechenden Abschnitt
(siehe Kapitel 3.7.2) naher eingegangen. Die Synthese beginnt mit 1,8-Diamin-3,6-dioxaoctan 51. Sie
erwies sich anfanglich als schwierig, da eine direkte mono-Fmoc-Schiitzung des Diamins fehlschlug und
jeder Versuch zum bis-Fmoc-Produkt flihrte. Dabei wurde die Reduktion der Reaktionsgeschwindigkeit
durch Kahlung der Reaktionslosung, die Verwendung eines Zwei-Phasen-Gemisches und die
Einstellung der Aquivalente bei der Umsetzung mit N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid
(Fmoc-0OSu) sowie mit Fmoc-Cl versucht. Als erfolgreiche alternative Syntheseroute hat sich der
Umweg Uber den tert-Butyloxycarbonyl-Schutz (Boc-Schutzgruppe) bewahrt (Abbildung 3.32). Im
Gegensatz zur Blockierung mit Fmoc lasst sich das Diamin 51 mit Hilfe von Di-tert-butyldicarbonat
(Boc,0) unter Kiihlung in Dichlormethan einseitig schiitzen.!®3! Als Folge ist nur noch eine freie Amino-
Funktion gegeben (52), die sich anschlieRend mit Fmoc-OSu in Wasser/Dioxan in fast quantitativer
Ausbeute zum vollgeschiitzten Diamin 53 blockieren |4sst.®¥ Die siurelabile Boc-Blockierung wird
durch Zugabe von Trifluoressigsdaure (TFA) in Dichlormethan entfernt, um so den mono-Fmoc-
geschiitzten Spacer 54 trotz des umstdndlichen Synthesewegs mit einer Gesamtausbeute von 81% zu

erhalten.

o
Hsz\/ 9\/\NH2 Boc,0, DCM Hsz\/oé\/\NHBOC
A 0°C-RT, 19 h, 84% 2
51 52

Fmoc-Osu, Wasser/Dioxan
RT, 2d,97%

¢ TFA, DCM f\/o%/\

F HN%\/ 9‘/\NH e BV FmocHN NHB

moc 2 2 RT, 16 h, quant. moc 2 ¢
54 53

Abbildung 3.32: Synthese des mono-Fmoc-geschiitzten Diamin-Spacers 54.

3.3 Aufbau der Glycopeptide

Die in dieser Arbeit synthetisierten Antitumor-Impfstoffe sind aus verschiedenen Komponenten
aufgebaut, die Aminosaureabfolge basiert jedoch ausschlielRlich auf Partialsequenzen des Mucins
MUC1. Aufgrund der bei Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen veranderten Glycosyl-
transferase-Expressionen und -Aktivitditen kommen verschiedene, unter anderem auch normale
Glycosylierungsgrade der MUC1-Glycopeptide auf tumordsen Zelloberflachen vor. Zur erfolgreichen
Vakzinierung gegen Krebs kénnen daher MUC1-Glycopeptide, die durch Isolierung aus tumorésem
Gewebe gewonnen wurden, nicht verwendet werden, da das auf der Tumorzelloberflache prasentierte
MUC1 auch normale Strukturen enthalt. Vakzine mit MUC1-Glycopeptid-Antigenen aus Tumorgewebe
wiirden nicht nur reine tumorassoziierte MUC1-Antigene vorweisen, sondern auch Strukturen

gesunder Korperzellen enthalten. Die Gabe dieser heterogenen MUC1-Impfstoffen kdnnte deshalb zu
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autoimmunen Reaktionen fiihren. Um das Problem dieser Mikroheterogenitdt zu umgehen, missen
tumortypische Teile der Oberflachenglycoprotein-Strukturen vollsynthetisch hergestellt werden. So
enthdlt man definierte, tumorspezifische MUC1-Glycopeptid-Strukturen mit der erforderlichen
Reinheit und in den fir immunologische Versuche noétigen Mengen. Nur so lassen sich Struktur-
Wirkungsbeziehungen herleiten, welche fiir die Entwicklung von potentiellen Antitumor-Vakzinen
notwendig sind. Zusétzlich konnen die herzustellenden Glycopeptide durch chemische Synthese derart
modifiziert werden, dass beispielsweise verfremdete, nicht natlirliche Aminosdauren oder weitere
artifizielle Bausteine in Peptidsequenzen eingebaut werden, um die metabolische Stabilitdt oder die
Starke der Immunantwort zu erhéhen. Die chemische Totalsynthese einheitlicher Strukturen fir die
Verwendung in Impfstoffen ist unter diesen Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Vakzinierung
unabdingbar. Dieser Strategie folgend wurden in der Vergangenheit bereits zahlreiche Antitumor-
Vakzine entwickelt, die aus chemisch hergestellten MUC1-Glycopeptiden mit definierten Peptid-

Sequenzen bestehen.®!

3.3.1 Allgemeines Konzept der Festphasenpeptidsynthese

Zur Darstellung der Peptide und Glycopeptide wird das von MERRIFIELD 1963 entwickelte Verfahren
verwendet,®® das den Aufbau von langeren und komplexeren Peptiden an fester Phase ermdglicht.
Fir die Entwicklung dieser Festphasenpeptidsynthese (engl. solid-phase peptide synthesis, SPPS)
erhielt MEeRRIFIELD aufgrund ,,seiner einfachen und genialen Methode zur Herstellung von Peptiden und
Proteinen” im Jahre 1984 den Nobelpreis fiir Chemie.’®”) Dabei dienen kleine, porése Harz-Kiigelchen
aus Polystyrol (verzweigt mit 1% Divinylbenzol) als Tragermaterialien (,solid phase”) fiir den Aufbau
von Peptiden. Durch stetige kovalente Bindung des Peptids an den unl&slichen Polymer-Kiigelchen
erfolgt die Synthese direkt an der festen Phase, bis das Peptid vom Harz gespalten wird. Durch die
Immobilitdt der gebundenen Peptide kdnnen an ihnen Reaktionen durchgefiihrt werden, wie
beispielsweise das Abspalten von Schutzgruppen oder Kupplungen weiterer Aminosauren. Die Peptide
bleiben auch nach Wasch- und Filtrationsschritten erhalten, wahrend Reagenzien und Nebenprodukte
leicht entfernt werden kdnnen. Die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Harze sind die
sogenannte TentaGel®-Harze, ein Propfcopolymer aus einer verzweigten Polystyrol-Matrix mit
Seitenketten aus Polyethylenglycol (PEG), das 50—70 Gewichtsprozent des Harzes ausmacht
(Abbildung 3.33).18 Durch die von den PEG-Seitenketten bedingte Quellbarkeit und Flexibilitdt eignet
sich das TentaGel® besonders zu Synthesen von langeren Peptiden, da sich so die hindernden
sterischen Wechselwirklungen der am Harz wachsenden Peptidstrange reduzieren lassen. Aus diesem

Grunde werden zum Aufbau von langeren Peptid-Sequenzen grundsatzlich eher niedrig beladene
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Harze (0.15 — 0.60 mmol/g) eingesetzt. Da PEG ein hygroskopisches Polymer ist und selbst entlang der
Polyether-Kette zu Peroxiden oder Estern oxidiert werden kann, sollte auf eine geeignete Lagerung im

Kihlschrank mit nicht zu langen Lagerungszeiten geachtet werden.

Abbildung 3.33: TentaGel®-Harz.

Die kleinen Polymer-Kiigelchen aus den oben genannten Materialien gewahrleisten eine hohe
mechanische und chemische Stabilitdt sowie ein gutes Quellvermdgen, das zudem eine schnelle
Filtration der Flissigkeiten erlaubt. Die VolumenvergroBerung des Harzes in organischen Losungs-
mitteln, wie N,N-Dimethylformamid (DMF), N-Methyl-2-pyrrolidin (NMP) oder Dichlormethan (DCM),
betragt in etwa das Flnf- bis Sechsfache des urspriinglichen AusmaRes und erlaubt dadurch eine
bessere Zuginglichkeit fiir diffundierende Reagenzien.’®® Deshalb wird beim Start jeder Peptid-
synthese ein 20-minltiger Quellvorgang in N-Methyl-2-pyrrolidin und Dichlormethan vorangestellt.
Die Startaminosaure ist bereits tiber die C-terminale Carboxyl-Funktion an eine saurelabile funktionale
Anker-Einheit (,Linker”) kovalent an die Polymermatrix gebunden. Diese Linker miissen ausreichend
stabil sein, damit das Peptid wahrend der Peptidsynthese und den Filtrationsschritten am Harz fixiert
bleibt und zugleich labil genug, damit sich das Peptid nach beendeter Synthese durch Abspalt-
reagenzien vom Tragermaterial |6sen lasst. Abbildung 3.34a zeigt die Struktur einer geschiitzten
Startaminosiure, die (iber einen in dieser Arbeit hauptsichlich verwendeten Trityl-Linker® am Harz
gebunden ist. Die Verwendung des saurelabileren 2-Chlor-substituierten Trityl-Linkers (2‘-Chlortrityl-
Harz, Abbildung 3.34b) erlaubt die Spaltung des Peptids bei Beibehaltung aller Schutzgruppen in den
Seitenketten. Trotz des elektronenziehenden Halogens lasst sich die Estergruppe leichter spalten,
sodass die Freisetzung des Peptids vom Harz bereits bei milden sauren Bedingungen, wie in Hexafluor-
isopropanol in Dichlormethan (1:4) oder Essigsdaure sowie Trifluorethanol in Dichlormethan, erfolgen
kann. Der nicht chlorierte Trityl-Linker ist weniger stabil. Er wird mit einer sauren Abspaltldsung (95%
Trifluoressigsdure) behandelt, wobei der gleichzeitige Verlust aller Seitenschutzgruppen eintritt.® Der
Vorteil der Trityl-gebundenen Harze gegeniiber anderen Linkern liegt in der vergleichsweise niedrigen
Diketopiperazin-Bildung als Nebenreaktion aufgrund der raumeinnehmenden Triphenylmethyl-
Gruppe (siehe hierzu die beschriebenen Nebenreaktionen in Kapitel 3.3.3). AuBerdem lassen sich bei

Trityl-Harzen nicht nur Aminosauren Uber ihre Carboxygruppe immobilisieren, sondern z.B. auch
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Alkohole®, Thiole®® oder Amine®*®*!, Die Beladung eines 2-Chlorotrityl-Harzes mit einem Amin wird

in Kapitel 3.7.2 beschrieben.

a) Aminosaure b)

— C
O O-@ oO-@
O
SIS 9
%(_/ —

Fmoc-Schutzgruppe Trityl-Linker

Abbildung 3.34: a) Fmoc-geschiitzte Start-Aminosaure mit Trityl- und b) mit 2‘-Chlortrityl-Ankergruppierung am Harz.

In dieser Arbeit wird die Peptidsynthese nach dem von CARPINO®® begriindeten Fluorenylmethoxy-
carbonyl(Fmoc)-Protokoll verwendet, bei dem die N-Termini (Amino-Gruppen) der verwendeten
Aminosauren tempordr durch eine basenlabile Fmoc-Schutzgruppe blockiert werden. Die
funktionellen Gruppen in den Seitenketten der Aminosauren sind dahingegen mit orthogonal stabilen
Schutzgruppen®” versehen, die durch Einwirkung von Siure spaltbar, aber wihrend der Peptid-
synthese stabil sind. In dieser Arbeit werden kommerziell erhaltliche Fmoc-Aminosduren mit folgenden
Schutzgruppen in der Seitenkette verwendet: tert-Butyl (tBu) fiir Hydroxy- bzw. Carbonsdure-
Funktionen von Serin, Threonin, Tyrosin, Aspartat und Glutamat, tert-Butyloxycarbonyl (Boc) fur
Amino-Gruppen von Lysin und Tryptophan, Triphenylmethyl (Trt) fur Histidin und 2,2,4,6,7-Penta-
methyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Pbf) fir Arginin, Asparagin und Glutamin. Damit werden
Reaktionen an den Seitenketten-Funktionalitaiten wahrend der Peptidsynthese unterbunden. Die

Saurefunktion (C-Terminus) der zu kuppelnden Fmoc-Aminosaure liegt frei vor.

) 1k 1 :
R-S o
0”0 Ph"T~Ph I
A 1 i
tert-Butyl  tert-Butoxycarbonyl  Triphenylmethyl ~Pentamethyldihydro-
(tBu) (Boc) (Trt) benzofuransulfonyl
(Pbf)

Abbildung 3.35: Struktur der jeweiligen saurelabilen Seitenschutzgruppen der Aminosauren.

3.3.2 Ablauf der Festphasenpeptidsynthese nach der Fmoc-Strategie

Mit Hilfe eines Peptidsynthesizers kénnen Peptide Schritt fir Schritt schnell und effizient aufgebaut
werden, sofern die entsprechenden Fmoc-Bausteine bereitstehen. Die einfache Reaktionsfiihrung aus
Kupplungs- und Waschschritten im Wechsel erlaubt eine Automatisierung der Festphasenpeptid-
synthese. Dabei lauft die Synthese lber repetitive Kupplungszyklen ab. Ein Synthesezyklus besteht aus

drei Teilschritten: 1) das Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe, 2) die Kupplungsreaktion mit der nachsten
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Fmoc-Aminosaure und 3) die Acetylierung von nicht umgesetzten N-Termini (das sogenannte Capping).
Dieser dreiteilige Zyklus wird so oft wiederholt, bis die gewiinschte Lange des Peptids erreicht ist
(Abbildung 3.36). Anders als bei der ribosomalen Proteinbiosynthese werden bei der Peptidsynthese
auf fester Phase die Peptide vom C- zum N-Terminus aufgebaut. Wahrend und nach den jeweiligen
Schritten werden durch Wasch- und Filtrationsschritte Uberschiissige Reagenzien entfernt, wohin-
gegen durch die Unl6slichkeit des Harzes die wachsende Peptidkette erhalten bleibt. Zuletzt wird nach
Entfernen der terminalen Fmoc-Schutzgruppe das Peptid durch Einwirken von Sdaure vom Harz gel6st
sowie gleichzeitig von allen sdurelabilen Seitenschutzgruppen befreit. Im Folgenden werden die

einzelnen Schritte detaillierter beschrieben und ihre Mechanismen gezeigt.
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Abbildung 3.36: Allgemeines, vereinfachtes Prinzip der Fmoc-Festphasenpeptidsynthese.

1) Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe

Die Deblockierung des N-Terminus ist erforderlich, da an der freien Amino-Gruppe des Peptidstrangs
im nachfolgenden Schritt die Kupplung der ndchsten Aminosaure stattfindet. Die Spaltung der basen-
labilen Fmoc-Schutzgruppe erfolgt durch Behandlung mit einer 20%igen Lésung von Piperidin in
N-Methyl-2-pyrrolidon oder N,N‘-Dimethylformamid. Der Mechanismus hierzu ist in Abbildung 3.37

dargestellt. Der Schliisselschritt ist die Deprotonierung des C-H-aciden Protons (pKs-Wert ca. 25) in der
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9-Position des Fluorenylmethoxycarbonyl-Rests, wobei die resultierende negative Ladung wegen des
entstandenen aromatischen Fluorenyliden-Rings stabilisiert wird.®® Es kommt durch einen E1cB-
Mechanismus zur Freisetzung von Kohlenstoffdioxid und des N-terminal deblockierten Peptids 55. Das
entstehende Dibenzofulven 56 reagiert nachfolgend mit Piperidin zum Dibenzofulven-Piperidin-

Addukt 57.

H o 2 o)
O 55 56 57

Abbildung 3.37: Mechanismus der Fmoc-Spaltung.

Peptidsynthesizer mit angeschlossenem UV-Detektor messen die Absorption des UV-aktiven Dibenzo-
fulven-Piperidin-Addukts 57, die Rickschlisse auf die Quantitdat der vorangegangenen Kupplung
zuldsst: Je hoher der spektrometrisch bestimmte Wert, desto mehr Addukt 57 ist entstanden und
folglich desto erfolgreicher die Kupplung der vorangegangenen Aminosadure. Somit sind im Nachhinein
problematische Peptidkupplungen erkennbar, die die Uberlegung zum sinnvollen Fortsetzen des
Peptidaufbaus ermdoglichen. Nach langerer Lagerung oder nach manueller Beladung mit einer
Aminosaure kann die Beladung des Harzes ebenfalls durch Messung des UV-aktiven Addukts bei einer

Wellenldange von 301 nm spektrometrisch bestimmt werden.

2) Kupplung einer Fmoc-geschiitzten Aminosdure

Nachdem der N-Terminus frei vorliegt, kann die Kupplung der nachsten Aminosdure beginnen. Dazu
wird die in der Peptidsequenz nachfolgende Aminosaure als Fmoc-blockierter Baustein im Uberschuss
eingesetzt und ihre Sdurefunktion in situ aktiviert. Die Aktivierung ist notig, um die reaktionstrage
Carboxy-Gruppe zur Ausbildung einer Amid-Bindung zu bringen und so eine Reaktion mit der am Harz
befindlichen Peptidkette einzugehen. Die Aktivierung wird durch Einfiihrung einer stark elektronen-
ziehenden Gruppe erreicht, die die Carbonyl-Aktivitdt erhoht und sich gleichzeitig als Nucleofug wieder
leicht entfernen lasst. Als hervorragende Kupplungsreagenzien haben sich Triazol-Uroniumsalze
etabliert, die den Carbodiimiden!®®, wie bspw. Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), in Reaktivitit und
Handhabung Uberlegen sind. In dieser Arbeit werden fiir die Kupplung der einfachen Aminosauren
das Kupplungsreagenz  O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N‘,N*tetramethyluronium-hexafluorophosphat
(HBTU)®® und das Additiv 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)! verwendet (Abbildung 3.38). Die Base
N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) katalysiert die Reaktion zum Aktivester. Fiir die aufwendig zu
synthetisierenden Fmoc-Glycosylaminosaure-Bausteine sowie fiir die Spacer hat sich als Kupplungs-
reagenz das reaktivere O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N‘,N‘-tetramethyluronium-hexafluorophosphat

(HATU)2%U mit 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt)!% und der Base N-Methylmorpholin (NMM)
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bewahrt. Durch Zugabe der Additive HOBt bzw. HOAt wird die Aktivierung der Aminosaure-Bausteinen
weiter beschleunigt und gleichzeitig die Racemisierungsgefahr der zu aktivierenden Aminosaure

minimiert (siehe Kapitel 3.3.3).[103!
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Abbildung 3.38: Verwendete Kupplungsreagenzien und ihre entsprechenden Additive.

Der Mechanismus der Kupplungsreaktion mit HBTU ist in Abbildung 3.39 dargestellt. Durch
Deprotonierung der eingesetzten Aminosdaure 58 mit der sterisch anspruchsvollen Base
N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA, Hiinig-Base) wird der Angriff des entstandenen Carboxylats 59 auf
HBTU ermoglicht. Die gebildete O-Acyl-Verbindung 60 reagiert nun mit der deprotonierten Form des
Additivs HOBt zum aktivierten Ester 61. Dieser sogenannte Aktivester 61 kann anschlieend durch
Aminolyse leicht zur Ausbildung einer neuen Amid-Bindung in 62 fiihren, was in einer Verlangerung
der Peptidkette um eine weitere Aminosaure resultiert.
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Abbildung 3.39: Mechanismus der Bildung des Aktivesters und der Kupplungsreaktion mit HBTU/HOBt.

NM92

3) Capping

Im letzten Schritt der repetitiven Synthesezyklen werden nicht umgesetzte Amino-Funktionen
acetyliert, also jene Peptidstrange, die nicht mit der zuletzt eingesetzten Fmoc-Aminosaure reagiert
haben. Damit verhindert dieses sogenannte Capping, die Bildung von Peptid-Strangen mit falscher
Aminosaure-Sequenz, da die N-acetylierten Peptid-Ketten in den folgenden Synthesezyklen nicht mehr
in der Lage sind, weitere Peptid-Bindungen einzugehen. Peptide mit Fehlsequenzen werden somit
verhindert. AuRerdem lassen sich beim Reinigen des Rohprodukts die entstehenden N-acetylierten
Abbruchsequenzen besser vom nicht acetylierten Zielpeptid abtrennen. Die Acetylierung erfolgt durch

Zugabe des Capping-Reagenzes Essigsdureanhydrid, DIPEA und HOB.
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Spaltung vom Harz

Nach beendeter Peptidsynthese wird das Peptid vom Harz abgespalten und gleichzeitig werden alle
saurelabilen Schutzgruppen der Aminosauren-Seitenketten entfernt. Dies gelingt durch Behandlung
des Peptid-Harz-Komplexes mit einer Mischung aus Trifluoressigsdure in Wasser und dem Kationen-
fanger Triisopropylsilan (TIPS). Dieses verhindert die Reaktion der freiwerdenden tert-Butyl-Kationen
der tert-Butyl-Schutzgruppen mit den nun frei vorliegenden funktionellen Gruppen der Seitenketten.
AnschlieBend kann das Zielpeptid von Abbruchsequenzen und diversen Resten abgespalteter

Schutzgruppen durch RP-HPLC getrennt werden.

3.3.3 Nebenreaktionen bei der Festphasenpeptidsynthese

Bei der Peptidsynthese ist es ausgesprochen wichtig, in jedem Schritt eine moglichst hohe Ausbeute
zu erzielen. Bei einer Ausbeute von beispielsweise 95% in jedem Kupplungsschritt, erhielte man bei
einem 22 Aminosaure umfassenden Peptid eine Gesamtausbeute von nur 34% (bei Annahme einer
100%igen Fmoc-Abspaltung). Trotz der seit langem verwendeten und etablierten Festphasenpeptid-
synthese nach dem Fmoc-Protokoll sind zahlreiche Nebenreaktionen bekannt, kdnnen aber zum Teil
durch sorgfiltiges Planen der Synthese und durch Verwendung von geeigneten Reagenzien und
Bausteinen, wie beispielsweise des Harz-Linkers (siehe unten), vermieden werden. Im Folgenden sollen

die wichtigsten Nebenreaktionen gezeigt werden.

Zu den zu nennenden Nebenreaktionen zahlt die Aspartimid-Bildung, die wahrend des Abspaltens der
Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin auftreten kann. Dabei greift der deprotonierte, nucleophile Amid-
Stickstoff der C-terminal-benachbarten Aminosdure die Ester- bzw. Amid-Funktion der Seitenkette
einer Aspartat- oder Asparagin-Aminosdure 58 an (Abbildung 3.40). Nach der Bildung des fiinf-
gliedrigen Imids 59 kann es durch weitere Piperidin-Behandlung wahrend der Fmoc-Entfernung zur
Ringoffnung mit Bildung des Piperdids des a- 60 bzw. des B-Peptids 61 kommen, oder das Imid wird
nach Spaltung des Peptids vom Harz zum entsprechenden a- 62 und B-Peptid 63 hydrolysiert. Die
Bildung des zyklischen Aspartimids ist sequenzabhangig (Asp(OtBu-X-Motiv, X = Gly, Ser, Thr, Asn(Trt))

und geht mit Epimerisierung einher.[104105]
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Abbildung 3.40: Mechanismus der Aspartimid-Bildung.

Ein weiteres Problem betrifft die bereits genannte Diketopiperazin-Bildung. Sie tritt bei Behandlung
mit Piperidin zur Fmoc-Spaltung auf, bei der es zu einer basenkatalysierten intramolekularen
Aminolyse der Ester-Bindung kommt (Abbildung 3.41). Die Bildung von Diketopiperazin 64 tritt
besonders bei Peptiden auf, die Prolin, Glycin oder N-alkylierte Aminosauren in der C-terminalen
Dipeptid-Sequenz enthalten. Der Verlust an Ausbeute kann auch auf die Bildung von verkiirzten
Peptidfragmenten durch nachfolgende Acylierung des regenerierten Harzes 65 durch folgende
Aminosaure-Kupplungen zuriickgefihrt werden. Die Verwendung von Trityl-Harzen senkt das Risiko
der Bildung des Diketopiperazins aufgrund der erschwerten Zuganglichkeit der Ester-Bindung durch
die raumfillende Triphenylmethyl-Gruppe. Bei der Verwendung von anderen Harzen sollte die Zeit der

Deblockierung auf ein Minimum gehalten werden.[1%¢!
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Abbildung 3.41: Mechanismus der Diketopiperazin-Bildung.

Wiederholte unvollstandige Deblockierung der a-Amino-Funktionen oder niedrige Kupplungs-
ausbeuten kdénnen in der Aggregation der Peptid-Ketten begriindet sein, die durch die Bildung von
sekundaren Strukturen bedingt ist. Die Assemblierung der sich bildenden Peptid-Ketten flhrt zur
unvollstandiger Solvatisierung des Peptid-Harz-Komplexes, also zum Schrumpfen des Harzes, was
wiederum eine geringere Durchldssigkeit flir Reagenzien zur Folge hat. Das Unvermdgen des Harzes
bei der Peptidsynthese zu quellen, ist daher mit dem Auftreten von Aggregationen verbunden.[**¥
Peptid-Aggregationen treten vor allem bei der Festphasenpeptidsynthese nach dem Fmoc-Protokoll
auf, da bei der Spaltung der Fmoc-Gruppe neutrale Aminogruppen entstehen, wohingegen die
Entfernung von tert-Butyloxycarbonyl-(Boc)-Schutzgruppen mit Trifluoressigsdure zu positiv-
geladenen a-Ammoniumgruppen fiihren wiirden, was durch elektrostatische AbstoRung die Bildung
von sekundéren Strukturen verhindert. Die Selbst-Assemblierung der Peptid-Strange auf dem Harz ist
sequenzabhangig und tendenziell bei ldngeren Sequenzen (ca. 5 — 20 Aminosduren) mit eher

hydrophoben Charakter (Alanin, Valin, Isoleucin, aber auch Asparagin, Glutamin) zu beobachten, da
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Bildungen von B-Faltbldttern oder anderen Sekundarstrukturen dafiir verantwortlich sind.**”! Proline
oder andere N-Alkyl-Aminosauren hingegen unterbinden diese Sekundarstrukturen, da sie aufgrund
ihres fehlenden Amid-Protons in der Peptidkette keine Wasserstoff-Briicken ausbilden kénnen.[%!
Zugabe von Dimethylsulfoxid®®, geringere Harz-Beladung'®, Erhéhung der Temperatur?,
Ultraschall-Bestrahlung!**Y! oder Mikrowellen-unterstiitzte Peptidsynthese!**?! minimieren ebenfalls
die Aggregation. Eine alternative Herangehensweise ist die von SHEPPARD und Mitarbeitern entwickelte
Methode des tempordren N-2-Hydroxy-4-methoxybenzyl(Hmb)-Schutzes des Peptid-Riickgrats, der
die Bildung von Wasserstoff-Briicken unterbindet. Dabei wird die sdaurelabile Hmb-Schutzgruppe in der

a-Stickstoff-Position als Fmoc-geschiitzte Aminosaure 66 in jedem sechsten bis siebten Rest des

Peptids eingeflihrt. Sie ldsst sich nach beendeter Synthese mit Trifluoressigsaure spalten (Abbildung

3.42).113
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Abbildung 3.42: Einbau der Hmb-Schutzgruppe in eine Peptidkette und Kupplung der
nachfolgenden Aminosiure mit O = N-Acyl-Transfer.

Bei der Aktivierung der geschiitzten Aminosaure in der Kupplungsreaktion ist gelegentlich ein gewisser
Grad an Racemisierung zu beobachten (Abbildung 3.43). Dieser besonders unerwiinschte Prozess
flhrt im schlimmsten Fall zum volligen Ausbleiben der gewilinschten physiologischen Wirkung des
Peptids. AuRerdem lassen sich die diastereomeren Peptide aufgrund ihrer groRen chemischen
Ahnlichkeit nur schwer trennen. Die beiden Aminoséduren Cystein und Histidin neigen besonders zur

Epimerisierung. Additive wie HOBt oder HOAt unterdriicken die Racemisierung.[*00114!
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Abbildung 3.43: Mechanismus der Racemisierung der aktivierten Aminosaure und der Einbau in das Peptid.[115]
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Die Deacetylierung des Kohlenhydrat-Teils der Glycopeptide, die Acetyl-Schutzgruppen tragen,
geschieht in der Regel durch eine frisch hergestellte Natriummethanolat-Losung in Methanol, die
tropfenweise zu dem in Wasser geldsten Glycopeptid vorsichtig hinzugefligt wird, bis ein pH-
Maximalwert von 11.5 erreicht wird. Beim Entfernen dieser Schutzgruppen mit zu stark basischer
Loésung kann durch B-Eliminierung eine Deglycosylierung eintreten (Abbildung 3.44a).%®! Um diese
Gefahr zu umgehen, kann die Deacetylierung auch durch Zugabe einer pH-voreingestellten
Natriumhydroxid-Losung erfolgen, wobei teils hohe Losungsmittelmengen hierbei nétig sind. Die
unerwiinschte Deglycosylierung kann ebenso sauer-katalysiert ablaufen, z.B. bei Behandlung mit
Trifluoressigsaure zur Abspaltung des Peptids von der festen Phase. Die Verwendung von Acetyl-
Schutzgruppen fir Hydroxy-Funktionen des Kohlenhydrat-Antigens hat sich bewahrt, da sie durch
Abschirmung der glycosidischen Bindung durch die freien Sauerstoff-Elektronenpaare der
elektronenziehenden Acetyl-Gruppen vor dem Protonen-Angriff schiitzt und somit die Spaltung des

Kohlenhydrats erschwert (Abbildung 3.44b).1#?
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Abbildung 3.44: a) Gefahr der B-Eliminierung bei zu stark basischem pH-Wert wihrend der Deacetylierung,
b) Schutz vor Deglycosylierung durch die O-Acetyl-Schutzgruppen.

Das Freisetzen der Peptide vom Harz wird mit Trifluoressigsdure (TFA) erreicht. Unter diesen sauren
Bedingungen werden auch die sdurelabilen Seitenschutzgruppen der Aminosduren gespalten, also
tert-Butyl, Pbf von Arginin, Trityl-Gruppen von Asparagin, Glutamin und Histidin, was zum vollstandig
deblockierten Peptid flihrt. Dabei werden reaktive Kationen-Spezies gebildet, die zu unerwiinschten
Nebenreaktionen mit dem ungeschiitzten Peptid fihren konnen, indem elektronenreiche funktionelle
Gruppen von bspw. Tyrosin oder Tryptophan mit den Kationen reagieren. Aus diesem Grunde werden
nucleophile Verbindungen, sogenannte Kationen-Finger bzw. Scavengers, zur Trifluoressigsaure
beigemischt, um die freiwerdenden Kationen ,, abzufangen”, bevor sie mit den funktionellen Gruppen
des Peptids reagieren kdnnen. In dieser Arbeit wird ein Gemisch aus TFA/Wasser/Triisopropylsilan im
Verhaltnis 10:1:1 verwendet. Hierbei dient Wasser vor allem zum Abfangen von tert-Butyl-Kationen
und Triisopropylsilan (TIPS) fangt sehr effektiv stabilisierte Kationen ab, die durch die Spaltung von

Trityl-Gruppen freigesetzt werden.[104117]
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3.3.4 Aufbau funktionalisierter MUC1-(Glyco)Peptide

Die Grundlage aller auf MUC1 basierenden Vakzine ist eine Partialsequenz aus der Tandem-Repeat-
Domadne des extrazellularen Bereichs des Glycoproteins MUC1. Um moglichst alle Vakzin-
Konstruktionen vergleichen zu kénnen, dient eine um zwei Aminosauren verlangerte Tandem-Repeat-
Einheit als Basis fiir alle im Rahmen dieser Arbeit (mit Ausnahme von einer) hergestellten Antitumor-
Vakzine mit der Peptidsequenz PAHGVTSAPDTRPAPGSTAP-PA. So wird gewahrleistet, dass sich die
nach immunologischer Evaluierung erhaltenen Ergebnisse unabhangig von der Aminosaure-Abfolge
bewerten lassen. In diesem Kapitel wird detailliert die Herstellung von MUC1-Peptiden an fester Phase
beschrieben. Da sich die Synthese in einigen Punkten von Peptid zu Peptid unterscheidet, wird in
diesem Kapitel beispielhaft die Synthese des unglycosylierten Peptids 68 dargestellt. Fiir die Synthese
aller anderen Glycopeptide wird auf dieses Kapitel verwiesen, jedoch die Unterschiede in den

entsprechenden Kapiteln der jeweiligen Antitumor-Vakzine hervorgehoben.

Alle in dieser Arbeit beschriebenen (Glyco)Peptide wurden automatisiert an fester Phase mittels der
Festphasen-Peptidsynthesizer Perkin ElImer ABI 433A (Applied Biosystems) oder CS136XT (CS Bio Co.)
aufgebaut. Die Synthese des unglycosylierten Peptids 68 beginnt mit der Startaminosdaure Fmoc-

Alanin, die bereits auf dem vorbeladenen TentaGel®-Trityl-Harz an fester Phase verankert ist.
o
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A. Fmoc-Abspaltung: 20% Piperidin in NMP
21 x AS B. Aminoséaure-Kupplung: Fmoc-AS-OH, HBTU, HOBt, DIPEA in DMF, 30 min
C: Capping: kat. HOBt, Ac,0, DIPEA in NMP

FmOCHNf\/OWOH A. Fmoc-Abspaltung: 20% Piperidin in NMP
/3 o B. Spacer-Kupplung: 49, 2 Aq., HATU, HOAt, NMM in NMP, 4 h
49

C: Capping: kat. HOB, Ac,0, DIPEA in NMP

Ablésen vom Harz und der saurelabilen
Schutzgruppen: TFA, TIPS, H,0 (10:1:1), 25 h
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Abbildung 3.45: Festphasenpeptidsynthese des unglycosylierten MUC1-Peptids 68 mit den markierten potentiellen
O-Glycosylierungsstellen an den Aminosduren Serin und Threonin.

Nach beendeter Synthese wird das Harz im Peptidsynthesizer noch mehrmals abwechselnd mit NMP
und Dichlormethan gewaschen, bevor es mit Spatel und Methanol zum Spiilen in einen MERRIFIELD-
Glasreaktor mit Glasfritte Gberfihrt wird. Das Harz wird bis zur Trockene filtriert und anschliefend mit

einer vorgemischten Losung aus 10 ml Trifluoressigsdure (TFA), 1 ml entionisiertem Wasser und 1 ml
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Triisopropylamin (TIPS) behandelt, um das Peptid vom Harz und seinen saurelabilen Seitenschutz-
gruppen zu trennen. Nach 2.5 Stunden Schwenken auf einer Schiittelplatte in der Abspaltlésung wird
die zweiphasige Losung mit abgespaltenem Peptid (iber die Glasfritte entfernt und das Harz zweimal
je 30 Minuten mit purer Trifluoressigsdure behandelt. Durch Kodestillation mit Toluol wird die
Trifluoressigsaure am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Reinigung des Rohprodukts durch RP-HPLC
wird das unglycosylierte MUC1-Peptid 68 in einer Ausbeute von 66% im Milligramm-MaRstab erhalten.
In Abbildung 3.46 ist das HPLC-Elugramm des Peptids gezeigt.
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Abbildung 3.46: Chromatogramm der semipraparativen RP-HPLC des unglycosylierten MUC1-Peptids 68.

Die hohe Reinheit und die Analytik des Ziel-Peptids und jedes weiteren synthetisierten Glycopeptids
wurden durch analytische HPLC, durch MALDI-TOF, durch hochauflésende Massenspektrometrie (HR-
ESI-MS) sowie durch zweidimensionale NMR-Spektroskopie belegt. Exemplarisch fiir alle weiteren
(Glyco)Peptide werden hier die analytischen Auswertungen dargestellt. Abbildung 3.47 zeigt eine
Ubersicht der chemischen Verschiebungen der *H- und *3C-Signale des Peptids 68, wobei bei mehreren

gleichen Aminosduren die entsprechenden Signale nur bei einer Aminosaure angegeben werden.
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Abbildung 3.47: NMR-Auswertung am Beispiel des unglycosylierten MUC1-Peptids 68;
Werte (*H/13C) in chemischen Verschiebungen & (ppm) angegeben.
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Abbildung 3.48: Links: MALDI-TOF-Analyse von 68; rechts: analytisches HPLC-Chromatogramm von 68.

3.4 Das Immunsystem: Aktivierungs- und Effektor-Mechanismen

Menschen und Wirbeltiere sind einer aus verschiedenen Mikroorganismen bestehenden Umgebung
ausgesetzt, von denen viele eine schwerwiegende Infektion verursachen kénnen. Als einen sehr
effizienten Mechanismus zur Verteidigung gegen diese mikrobiellen Angriffe haben Wirbeltiere ein
ausgereiftes Immunsystem entwickelt. Es kann gezielt pathogene Erreger angreifen, wahrend
korpereigene Strukturen durch Mechanismen der Selbsttoleranz und Immunsuppression intakt
bleiben.*® Die Einfiihrung von Immunisierungen gegen bakterielle Infektionen, Diphterie und Tetanus
durch EMIL VON BEHRING 1890 markierte einen bedeutenden Fortschritt in der menschlichen

Gesundheitsversorgung.[***!

Fir das allgemeine Verstdndnis der spater im Detail diskutierten Vakzin-Typen und fiir die Diskussion
der Ergebnisse der immunologischen Auswertung soll zunachst das Prinzip verdeutlich werden, nach
welchen Mechanismen das Immunsystem auf einen pathogenen Erreger bzw. auf ein Antigen reagiert.
Die genauen Kenntnisse der Effektor-Mechanismen sind unverzichtbar fiir die Entwicklung einer
Antitumor-Vakzine, die das korpereigene Immunsystem ausnutzen soll, um eine Immunreaktion
selektiv gegen korpereigene Tumorzellen einzuleiten. Prinzipiell lasst sich das Immunsystem in zwei
grundlegend verschiedene Mechanismen der Imnmunabwehr einteilen, die sich in ihrer Wirkungsweise
ideal ergdnzen: das angeborene (unspezifische) und das adaptive (spezifische) Immunsystem. Die
angeborene Immunabwehr bietet eine schnelle und effiziente Immunreaktion binnen Minuten gegen
eine Vielzahl von charakteristischen Merkmalen, die auf der Oberfliche von Mikroorganismen
exponiert sind und daher als fremde Pathogene erkannt werden. Die komplexere, anpassungsfahigere
Immunabwehr ist dahingegen das adaptive Immunsystem, das durch bestimmte pathogene Peptid-
strukturen, die Antigene, erst initiiert werden muss. Dessen Aktivierung nimmt mehrere Tage in
Anspruch. Es beinhaltet Immunreaktionen, die spezifisch gegen das Antigen gerichtet sind, wie die

Produktion von Antikérpern oder die Differenzierung von Lymphozyten. Das adaptive Immunsystem
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entwickelt sich im Laufe des Lebens durch Anpassungen an Infektionen mit Erregern stetig weiter,
wodurch ein langanhaltender Schutz durch die Bildung eines immunologischen Gedachtnisses auch
gegen eine erneute Infektion durch den gleichen Erreger gewahrleistet werden kann. In der Regel geht

die angeborene Immunabwehr der adaptiven voraus und setzt anschlieRend diese in Gang.*2%"

3.4.1 Das angeborene Immunsystem

Eine der ersten Schutzmechanismen des angeborenen Immunsystems, die ein Pathogen beim
Eindringen Uberwinden muss, stellt der Zellverbund aus Epithelzellen und die mit Enzymen
enthaltenen Korperfllssigkeiten (Trédnen, Mucus, Speichel) dar. Wenn der Erreger diese physikalische
und chemische Barriere durchbrochen hat, wird er im Kérperinneren mit einer Vielzahl von Zellen des
Immunsystems konfrontiert. Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehoren Zellen, die
inflammatorische Mediatoren ausschitten (basophile und eosinophile Granulozyten sowie
Mastzellen), natirliche Killerzellen, und Zellen, die vor allem zur Phagozytose befdhigt sind
(insbesondere Makrophagen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten). Letztere Gruppe ist
in der Lage, durch verschiedene membrangebundene Rezeptoren (,Pattern-Recognition Receptors”,
kurz PRR) pathogene Erreger durch Bindung von Strukturmotiven, die fiir ein breites Spektrum an
Mikroorganismen charakteristisch sind, als kérperfremd zu identifizieren. Sie besitzen vor allem
spezielle Kohlenhydrat- oder Nukleinsdure-erkennende Rezeptoren, die Liganden erkennen, die
normalerweise nicht auf Zellen von Wirbeltieren zu finden oder nur unterreprasentiert vorhanden
sind. Nach Erkennung dieser hochkonservierten Pathogen-assoziierten molekularen Muster (engl.
pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) resultiert eine sofort beginnende Immunreaktion,
die unter anderem die Internalisierung und anschliefende Verdauung des Erregers bzw. des Antigens
einschlief8t. Eine weit verbreite und wichtige Untergruppe der PRRs bilden die Toll-like-Rezeptoren
(TLR), die eine besondere Rolle bei der Auslésung von Entziindungsreaktionen einnehmen.[*22123 vijele
dieser Rezeptoren sind in der Lage, Strukturen von fast allen Erregertypen zu erkennen und bilden eine
Verbindung zwischen dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem.™?* In Abbildung 3.49 sind
die wichtigsten Rezeptoren und ihre dazugehdorigen Liganden (PAMPs) aufgelistet. Im Hinblick auf die
Entwicklung von Antitumor-Vakzinen kénnen vor allem TLR-Liganden von Vorteil sein, da sie durch die
Induktion proinflammatorischer Cytokine die Immunantwort verstarken und das Einleiten der

adaptiven Immunantwort beschleunigen kénnen (siehe dazu Kapitel 3.8.2).12%

" Die hier beschriebenen Grundlagen der Immunologie basieren in erster Linie auf den Inhalt des Lehrbuchs
Janeway’s Immunobiology von K. Murphy, P. Travers, M. Walport und C. Janeway.?!! Weiterfiihrendes Wissen
wird an entsprechender Stelle mit weiterer Literatur belegt.
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Rezeptor Ligand/Antigen (Auswahl)

Mannose-Rezeptor Mannose, Fucose, N-Acetylglucosamin
(bakterielle Zellwandbestandteile)

DC-SIGN Mannose-enthaltene Glycoproteine

CcD14 Lipopolysaccharid (LPS)

NOD1/NOD2 Peptidoglycane mit N-Acetylglucosamin/

N-Acetylmuraminsaure (bakterielle
Zellwandbestandteile)

RIG-I-like-Rezeptoren doppelstréngige RNA (Viren)
(RIG-1, MDAS5, LGP2)

TLR2 Pam;Cys, MALP-2 und -4

TLR3 doppelstrangige RNA, z.B. Poly(l:C)
TLR4 Lipopolysaccharid (LPS)

TLR9 unmethylierte CpG-DNA

Abbildung 3.49: Eine Auswahl wichtiger Pattern-Recognition-Rezeptoren und eine Auswahl der
dazugehérigen Liganden (PAMPs). [122.126]

Zu den effizientesten Phagozyten gehoren u.a. die Makrophagen, die aus Monozyten heranreifen und
den Blutkreislauf verlassen um sich im Wesentlichen im Gewebe zu verteilen.*?”! Dort patrouillieren
sie durch amoboide Bewegungen, erkennen, phagozytieren und vernichten eingedrungene
Pathogene, fremde Substanzen sowie unter Umstanden Krebszellen. Aktivierte Makrophagen kénnen
durch Freisetzung von chemischen Lockstoffen, den Chemokinen, weitere Immunzellen rekrutieren
und induzieren durch die Produktion von Immunmodulatoren und Cytokinen zugleich eine lokale
Entziindungsreaktion. Die Zellen des angeborenen Immunsystem sind meistens in der Lage, korper-
eigene Zellen von fremdartigen Strukturen zu unterscheiden. Die Unterscheidung gelingt durch
Wechselwirkung spezieller Rezeptoren mit dem sogenannten Haupthistokompatibilitdtskomplex
Klasse-1 (MHC-I) auf der Oberflache der Zielzelle. Dies sind Proteine, die nahezu jede Korperzelle auf
ihrer Zelloberflache tragt und die mit fremden oder kérpereigenen kurzen Peptid-Strukturen (8 — 12
Aminosauren) beladen werden, die somit dem Immunsystem zur Identifikation kdrpereigener und
gesunder Zellen prasentiert werden (,,Missing-self-Hypothese*).[*?8! Einige Viren sind jedoch in der
Lage, die Prasentation der Virus-Bestandteile auf MHC-Molekilen ihrer Wirtszelle zu unterdriicken.
Auch Krebszellen besitzen Mechanismen, die eine verminderte Expression der MHC-Molekile zur
Folge haben. Sie kénnen somit einer Zerstérung durch cytotoxische T-Zellen entgehen.*?>13% Bej einem
Fehlen von entsprechenden MHC-Molekilen auf der Oberflache kdrpereigener Zellen, wie es bei Krebs
oder von Viren befallenen Zellen der Fall sein kann, kbnnen sie von sogenannten natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) im Normalfall erkannt werden. Sie werden dann das Ziel einer Abwehrreaktion

in Form von durch NK-Zellen eingeleiteter Apoptose.*3!

Unterstlitzung bei der Erkennung von Krankheitserregern erhalten Immunzellen durch das

Komplementsystem.3? Dabei handelt es sich um ein System aus iiber 30 Plasmaproteinen, die
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entweder selbst stark zellzerstérende Eigenschaften besitzen, Entziindungsreaktionen auslésen
kénnen oder die Oberflache von befallenen sowie pathogenen Zellen fiir eine erleichterte Erkennung
durch Phagozyten markieren (,Opsonierung”) und so zur frihzeitigen Pathogen-Eliminierung
beitragen. Aktiviert wird das Komplementsystem unter anderem durch Antikérper des IgM-Isotyps.
Dieses Immunglobulin M gehort zur primaren Immunreaktion des Korpers, das nach dem Erstkontakt
mit einem neuen Antigen durch B-Lymphozyten gebildet wird. Es ist der friiheste im Verlauf einer
Immunantwort sezernierte Antikdrper-Subtyp. IgM liegt als Pentamer vor und bindet deshalb mit
hoher Aviditat, jedoch generell schwach affin und weniger spezifisch an sein Antigen. Neben der
Aktivierung des Komplementsystems tragen IgM-Antikorper zur Agglutination und Neutralisation von
Antigenen bei, kdnnen jedoch Antigene im Gegensatz zu IgG-Antikdrpern nicht direkt opsonisieren

(siehe Kapitel 3.4.2).1133

Die angeborene Immunabwehr reagiert zwar dullerst schnell auf eine Infektion, ihre vererbten
Mechanismen verandern sich im Laufe des Erregerbefalls dabei aber nicht, da die Struktur der
beteiligten Proteine im Genom festgelegt ist. Bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen
Krankheitserreger wird die Immunantwort gleich wirksam beziehungsweise gleich unwirksam ablaufen
wie bei der Erstinfektion. Die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses, das eine gezielte,
effiziente Bekdampfung gegen einen bestimmten Erreger gewahrleistet, bleibt ein exklusives Merkmal

der adaptiven Immunabwehr.

3.4.2 Das adaptive Immunsystem

Die adaptive Immunabwehr generiert eine spezifische Immunantwort, die gezielt gegen ein
bestimmtes Antigen gerichtet ist und sich durch ihre Anpassungsfahigkeit gegenliber neuen oder
verdanderten Pathogenen sowie gegeniiber einer erneuten Infektion des gleichen Erregers auszeichnet.
Durch gezielte Beseitigung von Krankheitserregern durch angepasste Abwehrmechanismen
(Antikorper-Produktion, cytotoxische T-Zellen) und durch die Ausbildung eines immunologischen
Langzeitgedachtnisses stellt die adaptive Immunantwort die grundlegende Wirkung von Impfungen
dar. Zu den wichtigsten zellularen Bestandteilen gehoren insbesondere B- und T-Lymphozyten, die sich
fast ausschlielRlich im Gewebe und im lymphatischen System aufhalten. Wie auch das angeborene
Immunsystem lasst sich die adaptive Immunabwehr in die zelluldare und die humorale Immunantwort
(lat. [hjumor = Flissigkeit) unterteilen. In einigen Fallen ist das adaptive Immunsystem nicht in der

Lage, zwischen schadlichen bzw. fremden oder unbedenklichen bzw. kérpereigenen Substanzen zu
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unterscheiden. Ein Fehler, der schwerwiegende Folgen nach sich zieht und Autoimmunerkrankungen

sowie Allergien verursachen kann.

Flr die Immunzellen des adaptiven Immunsystems ist es essentiell, zwischen korpereigenen Zellen und
schadlichen Pathogenen unterscheiden zu kénnen. Auch hier gelingt dies durch Haupthisto-
kompatibilitdtskomplex-Molekilen (MHC, engl. major histocompatibility complex), die nahezu alle
Korperzellen tragen und die in der Lage sind, dem Immunsystem Antigene zur Identifikation zwischen
Selbst und Nicht-Selbst zu prasentieren.['3**3° Dijese auf der Zelloberfliche befindlichen Protein-
Komplexe werden dazu mit kurzen Peptiden beladen, die beim proteasomalen Abbau von Proteinen
im Inneren der Zelle entstehen. Gesunde Korperzellen prasentieren dabei verschiedene, zellspezifische
Peptide (,Selbst-Antigene”) und weisen sich somit den Immunzellen als ,,gesund” aus. Virus-infizierte
Zellen signalisieren den Zellen des Immunsystems durch Prdsentation viraler Peptide (,Fremd-
Antigene”) ihren Erregerbefall und auch Tumorzellen weisen aufgrund von Mutationen und
Expressionsverdanderungen oftmals ein anderes Antigen-Spektrum auf. Durch den fortwahrenden
Wechsel zwischen Antigen-Prdsentation, Internalisierung und erneutes Beladen der MHC-Proteine
geben diese MHC-Komplexe den momentanen Zustand der Zelle wider.!*3® T-Zellen sind mit ihren
Rezeptoren (T-Zell-Rezeptor) in der Lage, diese Peptid-beladenen MHC-Komplexe zu erkennen (,, MHC-
Restriktion”). Die beladenen Peptid-Fragmente werden daher auch als T-Zell-Epitope bezeichnet.
Werden korperfremde oder entartete Peptide erkannt, so leitet die aktivierte T-Zelle eine
Immunreaktion ein. Die Art der induzierten Immunantwort ist abhangig von der Klasse der MHC-
Proteine, die auf der Zelloberflache das korperfremde Peptid prasentiert. Bei den MHC-Komplexen

wird zwischen zwei wichtigen Klassen unterschieden: MHC-Klasse | und MHC-Klasse .

MHC-I-Komplexe kommen mit Ausnahme von nicht kernhaltigen Zellen (z.B. Erythrozyten) auf allen
Korperzellen vor und werden mit Peptid-Fragmenten einer Lange von 8 — 11 Aminosaduren beladen,
die durch den Verdau von cytosolischen Proteinen im Proteasom entstehen (endogene Antigene).
Erkannt werden die Peptid-beladenen MHC-I-Proteine durch cytotoxische T-Zellen, die auch
CD8*-Zellen genannt werden, wobei CD8 ein Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors ist. Cytotoxische
T-Zellen werden im Thymus so selektioniert, dass sie mit ihrem T-Zell-Rezeptor nicht an MHC-I binden,
die ein korpereigenes Peptid prasentieren (,Selbsttoleranz”). Alle T-Zell-Rezeptoren einer cyto-
toxischen T-Zelle sind dadurch gekennzeichnet, dass sie spezifisch gegen ein einziges, bestimmtes
Antigen gerichtet sind. Handelt es sich bei den beladenen Peptiden um virale Peptide oder Peptide von
mutierten Proteinen aus Krebszellen, werden cytotoxische T-Lymphozyten durch Bindung an ihren
spezifischen MHC-I-Peptid-Komplex aktiviert und I6sen durch Produktion von Perforinen und

Granzymen die Apoptose der gebundenen Zielzelle aus (Abbildung 3.50). Zusatzlich werden Cytokine
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wie das Interferon-y sezerniert, das in benachbarten Zellen die Expression von MHC-I-Komplexen
steigert, was insbesondere im infizierten Bereich des Korpers zu einer verstarkten Antigen-

Prasentation fiihrt, die wiederum von spezifisch gepragten CD8*-Zellen erkannt werden.3”!

Perforine +

perforierte
. . Granzyme
Antigen Peptid-Fragment Membran
(T-Zell-Epitop)
2 (\/@Ow/\
‘} CD8 cD8 o
Q MHC-I TCR ﬁ MHC-I TCR
@ Q

Virus-infizierte Zelle/ cytotoxische T-Zelle aktivierte
Tumorzelle cytotoxische T-Zelle

Abbildung 3.50: Aktivierung einer cytotoxischen T-Zelle (= CD8*-Zelle). Die zusatzliche Aktivierung und Proliferation liber
Interleukin-2 (= starker T-Zell-Wachstumsfaktor) durch T-Helferzellen ist hier nicht dargestellt, TCR: T-Zell-Rezeptor.

MHC-Il wird insbesondere von B-Lymphozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiert, die
als professionelle Antigen-prasentierende Zellen (engl. antigen presenting cells, APC) bezeichnet
werden, wobei dendritische Zellen die einzige Zell-Art sind, die MHC-II konstitutiv exprimiert. Da die
meisten dieser Zellen zur Aufnahme von extrazellular befindlichen Antigenen befahigt sind, stammen
die etwa 14 — 20 Aminosauren langen Peptide (T-Zell-Epitope), die auf MHC-II prasentiert werden, vor
allem von extrazelluldren Proteinen ab (exogene Antigene), die zuvor durch Rezeptor-vermittelte
Endozytose oder Phagozytose aufgenommen wurden.*3#138 Dije beladenen MHC-II-Protein-Komplexe
werden von CD4*-T-Zellen erkannt, die sich anhand der von ihnen sezernierten Cytokine in zwei
wichtige Subpopulationen einteilen lassen, die ihrerseits verschiedene Funktionen haben: Typl-
T-Helferzellen (Tyl) und Typ2-T-Helferzellen (Tu2).3*) Tyl-Lymphozyten vermitteln eine zellulire
Immunreaktion mit der Aktivierung und Differenzierung von Makrophagen und der Proliferation
cytotoxischer T-Zellen durch die Ausschiittung von Tyl-charakteristischen Cytokinen wie Interferon-y
(INF-y), Interleukin-2 (IL-2) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a).% T,,2-Zellen vermitteln hingegen die
humorale Immunantwort, die den wichtigen Prozess der Antikérper-Produktion und die Ausbildung
von B-Gedachtniszellen beinhaltet. Tu2-Helferzellen produzieren das Cytokin-Muster IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 und IL-13. Sie selbst werden durch das Cytokin IL-4 aktiviert. Die von T42 produzierten
Leitcytokine, insbesondere das IL-4, hemmen die Mechanismen, die zu einer Aktivierung von Ty1-
Zellen fiihren. Diese wiederum konnen durch die Produktion von IFN-y die Ty2-Aktivierung hemmen.
Durch das gegenseitige negative Feedback wird gewahrleistet, dass eine erstmal eingeschlagene
Richtung der Immunantwort (Tu1 vs. Tu2 bzw. zellulare vs. humorale Immunantwort) beibehalten wird.
So hemmt beispielsweise auch das von Ty2 produzierte IL-10 die Makrophagen- bzw. Monozyten-

Aktivierung und lenkt die T-Zell-lImmunantwort mehr von der Tyl zu Ty2 hin.**% Abbildung 3.51 zeigt
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die Aktivierung und Differenzierung der T-Helferzellen vom Typ 1 und Typ 2 aus naiven CD4*-

T-Lymphozyten.

% APC

0e°

1I- DHV\I

O/Cytokine
e Zelluldre Immunantwort

T-Zell-Epitop
‘/ -Aktivierung von Makrophagen,
MHC-II -Proliferation von
M@ ) :o: ] [E IFN-y, IL-2, 9 ;

; totoxischen T-Zellen
@ Der MHC-II-Antigen- y N4
Komplex von APCs aktiviert ° ::;le TNF-a (durch INF-y + IL-2)
nach Bindung des T-Zell- p
Cfg + Rezeptors die CD4*-T-Zelle 0 9 O IL-4
= N 00
\\ & naive CD4% IFN-y
T-Zelle © Humorale Immunantwort
-Aktivierung von B-Zellen
B-Zelle ”'“_413' fL |1L36 (Antikorper-Klassen-
QCytoklne (von APC und ﬁ wechsel +-Produktion)
der T-Zelle selbst) steuern -Stimulation von Mastzellen,

oL

%/—/ die Differenzierung und basophile + eosinophile

Antigen-prasentierende Zellen (APC) Proliferation der T-Zelle Granulozyten

Abbildung 3.51: Model der Ty1/Tu2-Lymphozyten-Differenzierung aus naiven CD4+*-T-Zellen. M@: Makrophage,
DC: dendritische Zelle, TCR: T-Zell-Rezeptor.

Die Differenzierung der T-Helferzelle zum Ty1- oder Tu2-Lymphozyten ist abhdngig vom Cytokin-Milieu.
Bilden sich Ty2-Lymphozyten, so aktivieren sie vor allem B-Zellen, die sich zu B-Gedachtniszellen oder
Plasmazellen differenzieren.[**? Plasmazellen beginnen mit der Produktion von spezifischen Anti-
korpern, die ins lymphatische Gewebe und in den Blutkreislauf sezerniert werden und dort an ihr
Antigen binden. So neutralisieren oder opsonisieren sie das entsprechende Antigen und kénnen
dadurch weitere Mechanismen der Immunantwort auslésen, die das Antigen unschadlich machen.
B-Gedachtniszellen sind langlebig und sorgen bei einem erneuten Kontakt mit dem Antigen auch nach
Jahren fur eine rasche und wirksame Immunabwehr. Zum Einleiten einer T-Zell-vermittelten
humoralen Immunantwort werden mehrere verschiedene Signale benétigt (Abbildung 3.52).[143
Zunachst muss ein B-Lymphozyt mit seinem B-Zell-Rezeptor (BCR), der einen Membran-gebundenen
Antikorper darstellt, ein passendes Antigen anhand seines B-Zell-Epitops erkennen. Nach Bindung wird
das Antigen wie bei allen Antigen-prasentierenden Zellen internalisiert und im Zellinneren der B-Zelle
zu Peptid-Fragmenten prozessiert, welche in Form von T-Zell-Epitopen anschlieRend auf MHC-II
prasentiert werden (wie oben beschrieben). Wird nun diese Kombination aus prasentiertem T-Zell-
Epitop und MHC-II-Komplex von einem T-Zell-Rezeptor einer passenden CD4*-T-Zelle erkannt, so wird
diese T-Zelle spezifisch aktiviert. Zur Erkennung des Peptid-MHC-II-Komplexes und Aktivierung der
T-Zelle sind zusatzlich der Co-Rezeptor CD4 und weitere costimulatorischen Signale (CD40/CD40L,
CD80/CD28) notig. Hierbei ist anzumerken, dass die T-Zelle und die B-Zelle zwar das gleiche Antigen
erkennen, sich allerdings die spezifische Bindungsstelle am Antigen, das Epitop, selbst unterscheiden
kann: So bindet der B-Zell-Rezeptor das B-Zell-Epitop des Antigens in seiner nativen, freien Protein-

Form und der T-Zell-Rezeptor nur das T-Zell-Epitop in Form des bereits prozessierten Antigens, das als
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Peptid im Komplex mit MHC-Molekiilen auf der Zelloberflache prasentiert wird. Die Aktivierung des
bindenden B-Lymphozyten ist mit costimulatorischen Signalen (Cytokine, vor allem IL-4 und IL-5 sowie
CD40/CDA40-Ligand) verbunden, die fiir die Differenzierung dieser B-Zelle zur Plasma- oder
B-Gedachtniszellen sowie der anschlieBenden Proliferation verantwortlich sind. Im Falle der
Differenzierung zur Plasmazelle sorgt die Aktivierung auch fiir den Klassenwechsel der Immunglobuline
hin zu Antikorpern des IgA, IgE oder IgG-Typen (engl. immunoglobulin class switching). Dabei werden
Millionen von Kopien des Antikérpers sezerniert, der mit Ausnahme eines kleinen Teils am C-Terminus

der schweren Kette mit dem B-Zell-Rezeptor der jeweiligen B-Zelle identisch ist.

Differenzierung zur
Antikorper-produzierenden
Plasmazelle, Immunglobulin-
Klassenwechsel zum 1gG-Isotyp

Antigen

g\gk §~¢"’§g/ W T-Zell-Epitop
@
« ~

TCR
CD4

A o °o

edichtni Interleukin- ° 0® ©°
Zelle Rezeptor IL-4, IL5, IL6, ...

Abbildung 3.52: Model zur T-Zell-vermittelten Antikorper-Produktion oder zur Differenzierung zur B-Gedachtniszelle.

Es existieren finf Immunglobulin-Klassen (IgA, 1gD, IgE, 1gG, 1gM) mit zum Teil mehreren Subtypen.
Eine naive B-Zelle ist vor der Differenzierung zur Plasmazelle nur in der Lage, IgM und IgD zu
exprimieren. Der Antikorper-Klassenwechsel ermoglicht nun verschiedenen Tochterzellen, die aus
einer einzigen aktivierten B-Zelle stammen, Antikorper verschiedener Isotypen herzustellen, die
jedoch alle die gleiche Antigen-Spezifitdt besitzen. Jeder einzelnen Plasmazelle ist es jedoch nur
moglich, eine einzige Immunglobulin-Klasse zu produzieren. Welche dieser Klassen (IgA, IgE oder IgG)
oder deren Subtypen entstehen, hangt unter anderem vom Cytokin-Milieu ab, das die aktivierte Ty2-
Zelle bereitstellt.™¥ Fiir eine aktive Immuntherapie sind die Antikérper des IgM- und insbesondere
des 1gG-Typs relevant, so dass im Nachfolgenden nur auf diese beiden Klassen eingegangen wird. Der
jeweilige Antikorper-Subtyp hat einen entscheidenden Einfluss auf die Effektor-Mechanismen der
resultierenden Immunantwort. Im Gegensatz zum pentameren IgM-Antikorper, der der Primdrantwort
zugeordnet wird, vergehen vom primaren Kontakt mit einem Antigen bis zur IgG-Produktion
typischerweise zwei bis drei Wochen, da anders als die IgM-Klasse die Produktion der IgG-Antikdrper
eine T-Zell-vermittelte Hilfe voraussetzt. IgG-Antikorper, die etwa 80% der gesamten Immunglobuline
ausmachen, liegen als Monomere in freier Form vor. Ihre Halbwertszeit von etwa 21 Tagen gehort zur
langsten aller Antikorper-Klassen, sie werden jedoch spater als IgM-Antikérper gebildet und werden

daher der Sekundirantwort zugeordnet.!*> Bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Antigen
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werden sie allerdings aufgrund von B-Gedachtniszellen bereits nach 1—2 Tagen gebildet. Mit der
Fahigkeit zur Neutralisation,* Opsonisierung,**® Komplementaktivierung**”’ und Antikdrper-
abhingigen Zell-vermittelten Cytotoxizitit!**®! (siehe unten) besitzen IgG-Antikdrper groRes Potential
zur Induktion einer starken Immunantwort und gehéren daher zur attraktivsten Antikérper-Klasse fir
den Einsatz als Immuntherapeutikum. 1gG-Antikérper werden in vier Subtypen unterteilt, mit 1gG1,
IgG2, IgG3 und IgG4 beim Menschen sowie I1gG1, IgG2a bzw. 1gG2c, IgG2b und 1gG3 bei der Maus, die
durch unterschiedliche Effektor-Funktionen bestimmt sind.'*! Der Nachweis der induzierten
Antikorper-lsotypen bei der immunologischen Auswertung gibt somit einen entscheidenden Hinweis
auf die Wirksamkeit des Impfstoffes. Die wichtigsten Mechanismen, vor allem in Bezug zur
Krebsimmuntherapie, stellen die Komplement-abhangige Cytotoxizitat (engl. complement-dependend
cytotoxicity, CDC) und die Antikérper-abhédngige zelluldre Cytotoxizitat (engl. antibody-dependend
cellular cytotoxicity, ADCC) dar, die letztendlich zur Zerstérung der Zielzelle fithren.™>% Der wesentliche
Unterschied zwischen ADCC von CDC besteht darin, dass bei ADCC die Zerstorung der Zielzelle mit Hilfe
einer Effektorzelle wie NK-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen oder neutrophilen oder
eosinophilen Granulozyten eintritt, bei CDC stattdessen das Komplementsystem hierfir aktiviert wird.
Die Aktivierung der NK-Zelle zur Zerstérung der Zielzelle sowie zur Aktivierung vieler anderer
Mechanismen verlaufen Uber die Bindung des sogenannten Fcy-Rezeptors der NK-Zelle mit der Fc-
Domaine der Antikérper, welche an der Zielzelle gebunden sind.[*>" Vor allem die murinen Subtypen

lgG2a/1gG2c und IgG2b sind starke Induktoren von ADCC und CDC.[*5%153]
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Abbildung 3.53: Aufbau eines IgG-Antikérpers, blau: schwere Kette, gelb: leichte Kette. Die leichte Kette besteht aus
jeweils einer variablen (V,) und einer konstanten (C.) Domane. Erstere bildet zusammen mit der variablen Doméane der
schweren Kette (Vu) die Antigen-Bindungsstelle (hypervariable Region). Cy bildet die Bindungsstelle fiir das
Komplementsystem und Cys3 die Bindungsstelle fiir den Fc-Rezeptor zur Opsonisierung.

3.4.3 Schlussfolgerung zur Entwicklung einer Antitumor-Vakzine

Das adaptive Immunsystem stellt mit seiner Funktionsweise die Grundlage von Impfungen dar. Das
Verstandnis dariber, wie T-Zellen auf immunologische Herausforderungen reagieren, hilft bei der

Entwicklung von effizienten Vakzinen. Erstrebenswert fiir eine aktive Immuntherapie gegen Krebs
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durch Applikation einer Antitumor-Vakzine ist die Induktion von hochspezifischen Antikdrpern sowie
die Bildung von MUC1-spezifischen cytotoxischen T-Zellen. Daher sind zur adaptiven Immunreaktion
ein B-Zell-Epitop, gegen welches sich die zu induzierenden Antikérper richten sollen, und ein T-Zell-
Epitop zentrale Bestandteile einer Antitumor-Vakzine. Letzteres fihrt zur Stimulierung von T-Zellen,
die wiederum Antikorper-produzierende Zellen aktivieren. Abgesehen von der T-Zell-vermittelten
Antikorper-Produktion spielen T-Helferzellen auch bei der Entstehung von B-Gedachtniszellen eine
wichtige Rolle, die weiterhin im Blut und in der Lymphe zirkulieren, wodurch ein langanhaltender
Schutz gegen Krebs erreicht werden soll. Es dienen Strukturen der tumorassoziierten Form des MUC1-
Glycoproteins als B-Zell-Epitop, deren kovalent gebundene Kohlenhydrate bei der Prozessierung durch
Antigen-prasentierende Zellen erhalten bleiben und deshalb als Glycopeptid auch liber den MHC-II-
Komplex den T-Zellen prasentiert werden.™* Obwohl Schutzimpfungen auf die Aktivierung der
adaptiven Immunabwehr zielen, ist hierflir die Aktivierung des angeborenen Immunsystems
notwendig. Die Stimulierung der angeborenen Immunantwort kann durch die Gabe von Adjuvantien
erreicht werden.*> Diese immunologischen Hilfsstoffe sind als Bestandteil von Impfstoffen
bedeutsam und steigern dabei die Effektivitat der Vakzine durch zweierlei Effekte. Eine starke,
unspezifische Inflammation durch Induktion des angeborenen Immunsystems kann durch die
Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren erreicht werden, wenn es sich bei den immunogenen Adjuvantien
um die entsprechenden Liganden handelt, wie bspw. CpG-Oligonucleotide (TLR9-Ligand) oder Poly(l:C)
(TLR3-Ligand, siehe Kapitel 3.8.2).'%°! Zum anderen kann die positive Wirkung eines Adjuvans auf den
Depoteffekt zurickgefiihrt werden, der eine langsame Freisetzung des Impfstoffs und somit einen
langfristigen immunologischen Reiz ermdglicht. Hierzu kann das inkomplette Freunds Adjuvans (IFA)
gezidhlt werden, das eine schlichte Wasser-in-Ol-Emulsion ist. Komplettes Freunds Adjuvans (CFA)
beinhaltet zusatzlich hitzeinaktivierte Mykobakterien, die es zu einem der wirkungsvollsten
Adjuvantien macht, das jedoch fiir Anwendungen im Menschen nicht mehr zuldssig ist und auch im

Tierversuch nur beschriankt angewendet werden darf (siehe Kapitel 3.7.1).1*°¢]

3.5 Immunologische Untersuchungen der MUC1-Antitumor-Vakzine am Mausmodell

3.5.1 Ablauf der Immunsierungen im Tierversuch

Die Applikation der zu prifenden Antitumor-Impfstoffe in den Versuchsmausen erfolgt nicht in einer
einfachen wassrigen Pufferlésung von physiologischem pH-Wert, da dies den raschen Abbau der
Vakzine zur Folge hatte. Ein Depot-Effekt, der eine langsame Abgabe des Impfstoffes gewdhrleistet,

erlaubt einen langanhaltenden Stimulus des Immunsystems und damit eine effektive Immunantwort.
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Dieser Effekt kann durch eine einfache Wasser-in-Ol-Emulsion erméglicht werden. In dieser Arbeit wird
das sogenannte Freunds-Adjuvans verwendet, dass sich als pharmazeutischer Hilfsstoff als duBerst
effizient erwiesen hat.*>® Zur Erstvakzinierung wird zum Teil das komplette Freunds-Adjuvans (CFA)
verwendet, das aus inaktivierten Mykobakterien in einer Wasser-in-Ol-Emulsion besteht, die durch
Aktivierung des angeborenen Immunsystems fiir eine allgemeine Entziindungsreaktion sorgen. Mause,
die CFA erhalten, werden vorher betdubt und erhalten die Vakzin-CFA-Formulierung subkutan. Fir alle
weiteren Immunisierungen wird nur das Mineraldl ohne Mykobakterien verwendet (inkomplettes
Freunds-Adjuvans, IFA), das intraperitoneal appliziert wird. Zur Herstellung der Formulierungen
werden unter sterilen Bedingungen Freunds-Adjuvans (CFA oder IFA, 250 pl) und Phosphat-gepufferte
Salzlosung (PBS, 187.5 ul) mit einer Vakzin-Stammlosung (2 mg/ml, 62.5 ul) versetzt und unter
Eiskiihlung 60 Sekunden mit Ultraschall behandelt. Die entstandene Emulsion wird anschlieend in
eine sterile Spritze als injektionsbereite Darreichungsform tberfiihrt. Zur Immunisierung werden 40 pl
der Vakzin-Formulierung pro Maus appliziert. Dies entspricht einer Dosis von ca. 10 pug TTox-Konjugat

pro Maus.

Die Immunisierungen erfolgen Gberwiegend an genetisch nicht verdanderten Laborméausen des Wild-
Typ-Stamms BALB/c, der zu den am haufigsten verwendeten Tierstdmmen in praklinischen Studien
gehort. Es werden nur weibliche M&use im Alter von 8 — 12 Wochen geimpft. In der immunologischen
Forschung haben sich BALB/c-Mé&use bewihrt, da sie bei Kontakt mit einem Antigen die Immunabwehr
in Richtung einer IL4-gesteuerten humoralen Immunantwort lenken!*>”! und somit in der Lage sind,
hohe Antikorper-Titer zu entwickeln. Der allgemeine Immunisierungsplan sieht wie folgt aus: Nach
einer Erstimmunisierung (Grundimmunisierung) erfolgen in der Regel zwei bis drei weitere Auffrisch-
Impfungen (Boost-Impfungen) im Abstand von zwei oder drei Wochen. Die Applikation erfolgt
intraperitoneal, um eine langsamere Metabolisierung zu ermdglichen. Eine intravendse Anwendung
hatte eine schnelle Metabolisierung und somit eine schlechte Pharmakokinetik des Impfstoffes zur
Folge. Finf Tage nach jeder dieser Auffrisch-Impfungen wird Blut aus den Schwanzvenen der
immunisierten Mause entnommen und analysiert.
erste Immunisierung zweite Immunisierung dritte Immunisierung vierte Immunisierung

mit CFA (subkutan) oder mit IFA (intraperitoneal) mit IFA (intraperitoneal) mit IFA (intraperitoneal)
IFA (intraperitoneal)

K 2-3 Wochen I%\ 2-3 Wochen %\ 2-3 Wochen (%\
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Abbildung 3.54: Der allgemeine Immunisierungsplan.
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Die Immunisierungen sowie die immunologische Auswertung der Antitumor-Vakzine wurden in
Zusammena rbeit m|t {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} dUS der Arbeitsgruppe VON {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt}
aus dem Institut fiir Immunologie der Universitdtsmedizin Mainz durchgefiihrt. Abweichungen des hier

beschriebenen allgemeinen Immunisierungsplans werden an entsprechender Stelle beschrieben.

3.5.2 Prinzip der Untersuchung der Vakzin-induzierten Antikérper durch ELISA und die
Synthese der BSA-Konjugate

Der quantitative Nachweis der durch die Antitumor-Impfstoffe induzierten anti-MUC1-Antikorper aus
dem Blutserum gelingt mittels ELISA-Technik (enzyme-linked immunosorbent assay), die eine
zuverladssige und empfindliche Nachweis-Methode ist. Dabei handelt es sich um ein auf Antikorpern
basierendes immunologisches Verfahren zum Nachweis bestimmter Proteine, beispielsweise durch die
Glycopeptid-Antigene induzierten Antikorper, das durch Farbverdnderungen oder Fluoreszenslicht-
Entwicklung quantitative Aussagen zur Menge des gesuchten Proteins bzw. Antikdrpers zuldsst.[*>® Fiir
den Nachweis werden die Antigene zundchst auf Mikrotitertestplatten immobilisiert. Die MUC1-
Glycopeptide, gegen die die gebildeten Antikorper gerichtet sind, haften nicht genligend auf den ELISA-
Platten. Sie wiirden durch Waschschritte weggespult werden. Die zur Vakzinierung verwendeten TTox-
Konjugate wiirden als Beschichtungsmaterial auch Antikorper binden, die gegen das TTox-Protein
selbst gerichtet sind und folglich falsche Antikdrpertiter-Bestimmungen verursachen. Als geeignetes
Beschichtungsmaterial der MUC1-Glycopeptid-Antigene hat sich funktionsweise das Rinderserum-
albumin (engl. bovine serum albumin, BSA) bewéhrt. Dieses Protein besitzt ein Molekulargewicht von
ca. 66 kDa und ist verglichen mit TTox (150 kDa) nicht nur wesentlich kleiner, sondern auch weniger

immunogen. BSA selbst wird daher nicht als Tragerprotein flir Antitumor-Impfstoffe verwendet.

Zur Herstellung der Beschichtungsmaterialien, der sogenannten BSA-Coats, werden die MUC1-
Glycopeptide (B-Zell-Epitope) Uber ihren N-terminalen Amino-Spacer an die zahlreichen Lysin-Reste
des BSA verbunden. Die Verkniipfung gelingt liber eine von TIETZE entwickelte Konjugationsstrategie
mit Hilfe von Quadratsiurediethylester unter milden, wissrigen Reaktionsbedingungen.*>* Quadrat-
saure ist nicht immunogen und kann an beiden Estergruppen selektiv funktionalisiert werden.
Abbildung 3.55 zeigt die Synthese des BSA-Konjugats mit dem Glycopeptid 70, dessen Synthese in
Kapitel 3.7.1 gezeigt wird. Sie steht stellvertretend fir die Synthesen aller weiteren BSA-Konjugate. Da
die MUC1-Sequenz kein Lysin enthalt, ist die regioselektive Reaktion mit der N-terminalen Amino-
Gruppe gezielt umsetzbar. Die steuerbare Selektivitdat des nucleophilen Angriffs an nur ein Ende des

Quadratsaurediesters ist Gber den pH-Wert in einer Mischung aus Ethanol und Wasser moglich. Das
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vollstandig deblockierte Glycopeptid 70 reagiert mit der Spacer-Aminogruppe zum Quadratsaure-
monoamid 71 in schwach basischem Milieu, das durch vorsichtige Zugabe von waéssriger Natrium-
carbonat-Lésung erhalten wird. Ein pH-Wert von 8.0 — 8.5 und ein minimaler Uberschuss
(1.1 Aquivalente) an Quadratsiureester gewahrleistet, dass sich nur das Monoamid ausbildet. Ein
hoherer pH-Wert hatte die Bildung des symmetrischen Diamids zur Folge. Die Bildung des
Quadratsduremonamids kann durch die Anderung des Absorptionsmaximums durch analytische HPLC
verfolgt werden. So entsteht im Laufe der Reaktion neben der UV-Absorptionsbande des Glycopeptids

bei der Wellenlange von 214 nm eine weitere Bande bei 270 nm fiir das Quadratsauremonoamid.

Zur Anbindung an BSA, das insgesamt 59 Lysin-Reste trigt, wird ein ca. 35-facher Uberschuss des durch
HPLC gereinigten Glycopeptid-Monosquarats 71 eingesetzt. Die Kupplungsreaktion gelingt durch
Anheben des pH-Werts chemoselektiv an den freien Aminogruppen der Lysin-Seitenketten des
Rinderserumalbumins in wassriger Natriumhydrogenphosphat-Losung bei pH 9.5 liber mehrere Tage.
Die nicht gebundenen Glycopeptide sowie Salze, die kleiner sind als 30 kDa, kénnen anschlieRend
durch Ultrafiltration aus der Losung entfernt werden (AusschlussgrofRe der Membran: 30 kDa). Dabei
wird unter Uberdruck mit Stickstoff (ca. 2.0 bar) mit entionisiertem Wasser nachgewaschen, bis der
pH-Wert der Waschlésung neutral ist. Nach Gefriertrocknung des Uberstandes wird das gewiinschte
BSA-Konjugat im Milligramm-Malstab erhalten. Die Anzahl der gebundenen Glycopeptide kann durch
MALDI-TOF-Messungen abgeschéatzt werden. Abbildung 3.55 zeigt die Herstellung eines BSA-Konjugats
73 am Beispiel des MUC1-Glycopeptids 70 fiir Kapitel 3.7.1.
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Abbildung 3.55: Herstellung eines BSA-Konjugats 73 iiber Quadratsdurediethylester. Die Synthese des verwendeten
Glycopeptids 70 ist in Kapitel 3.7.1 beschrieben.
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Zum Beschichten der Mikrotiterplatten wird nun das entsprechende MUC1-Glycopeptid-BSA-Konjugat
in die Wells der Mikrotiterplatten in einer wassrigen Pufferlosung bei pH 9.3 mit einer Konzentration
von 20 pg/ml eingetragen und mindestens eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Durch hydrophobe
Wechselwirkungen des BSA-Proteins wird das ans BSA-konjugierte MUC1-Glycopeptid an der 96-Well-
Mikrotiterplatte aus Polystyrol gebunden. Es bleibt auch nach zahlreichen Waschschritten an der
Oberflache haften, die nun der einer Tumorzelle dhnelt. Zum quantitativen Nachweis der induzierten
Antikorper vom IgG-Typ werden die mit dem BSA-Konjugat beschichteten Mikrotiterplatten
nachfolgend mit den Antiseren der immunisierten Mause inkubiert. Die Antiseren werden in einer
seriellen Verdlinnungsreihe in zwolf Schritten 1:1 mit PBS titriert, also so dass in jedem nachsten Well
die Konzentration des Antiserums halbiert wird, wobei die Anfangskonzentration im Bereich von 1:50
bis 1:400 liegt. Die in den Blutseren der immunisierten Mause befindlichen anti-MUC1-gerichteten
spezifischen Antikorper binden an das immobilisierte MUC1-Glycopeptid. Nach Waschschritten zur
Entfernung von ungebundenen Bestandteilen, z.B. nicht spezifischer Antikorper, verbleiben die anti-
MUC1-Antikorper weiterhin am Antigen gebunden. AnschlieRend erfolgt die Zugabe und Inkubation
von einem mit Biotin verknipften Sekundarantikorper (biotinylierter Schaf-Antimaus-lgG-Antikorper),
der spezifisch den Fc-Teil des Primédrantikérpers erkennen kann. Nach einem weiteren Waschschritt
kann die Bindung des Sekundarantikorpers wiederum mit einem Konjugat aus Streptavidin und
Meerrettich-Peroxidase (HPO) und der oxidativen Erzeugung eines Farbstoffs sichtbar gemacht
werden, da Streptavidin durch starke nicht kovalente Wechselwirkungen hochspezifisch Biotin binden

kann.

Durch die ELISA-Technik kann nicht nur die Menge der induzierten Antikérper gemessen werden,
sondern auch welche Antikorper-Subtypen entstanden sind (siehe dazu Kapitel 3.4.2). Trotz der
strukturellen Ahnlichkeit aller Antikdrper I6sen verschiedene Immunglobulin-Subtypen aufgrund ihrer
Unterschiede im Fc-Teil verschiedene Effektor-Mechanismen aus.[**” Die Bestimmung der Antikdrper-
klasse ist daher fiir die Beurteilung der Immunantwort von besonderem Interesse. Dazu werden
biotinylierte Sekundarantikorper verwendet, die gegen den Fc-Teil der jeweiligen Isotypen (IgM, IgG1,
IgG2a bei BALB/c bzw. IgG2c bei C57BL/6, IgG2b und IgG3) gerichtet sind. Der weitere Ablauf des ELISA-
Experiments ist identisch. In Abbildung 3.56 ist die Funktionsweise des Immunoassays schematisch

dargestellt.
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Abbildung 3.56: Schematische Darstellung des ELISA-Tests zur quantitativen Analyse von anti-MUC1-spezifischen
Antikérpern, die durch die entsprechende MUC1-Glycopeptid-Vakzine induziert wurden. Eine Bestimmung der jeweiligen
Antikorper-Subtypen ist durch die Verwendung von spezifischen Sekundarantikorpern ebenso moglich.

Die Farbreaktion entsteht nach anschlielender Zugabe von Wasserstoffperoxid zur farblosen
Verbindung ABTS (2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure)), die durch die von der
Peroxidase katalysierten Reaktion oxidiert wird (Abbildung 3.57). Das entstandene griine, stabile
Radikal-Kation wird bei einer Wellenldange von A =410 nm photometrisch bestimmt, wobei die
gemessene Extinktion direkt proportional der Menge der induzierten anti-MUC1-Antikorper der

Serumproben ist.
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Abbildung 3.57: Durch die Meerrettich-Peroxidase katalysierte Farbreaktion von ABTS.

In Abbildung 3.58 ist das Ergebnis der Farbreaktionen einer entwickelten ELISA-Platte dargestellt,
deren Absorption mittels Photometer bei 410 nm bestimmt wurde. Eine intensive Farbung bedeutet
eine hohe Anzahl an induzierten Antikorpern (Antikorper-Titer). Um die Bindung von unspezifischen
Antikorpern auszuschliefen, wird als Negativkontrolle fiir den ELISA-Test das Blutserum einer nicht

immunisierten Maus verwendet.
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Abbildung 3.58: Beispiel einer Mikrotiterplatte nach entwickelter Farbreaktion.

3.5.3 Prinzip der Untersuchung zur Bindungsspezifitdt der induzierten Antikérper

Durch ELISA-Experimente kann gezeigt werden, dass die induzierten Antikdrper aus dem Blutserum
der immunisierten Mduse mit hoher Selektivitdt an MUC1-Glycopeptide binden. In friiheren Arbeiten
konnte die Bindungsselektivitat durch Neutralisations-ELISA-Tests bestimmt werden, sodass nur das
passende synthetische MUC1-Glycopeptid-Antigen, welches auch im Antitumor-Impfstoff verwendet
wurde, zur vollstindigen Neutralisation der Antikdrper-Anbindung fiihrte.[*6%162 Dje Erkennung des
synthetischen tumorassoziierten MUC1-Epitops durch die induzierten Antikorper ist eine notwendige
Bedingung flr eine Vakzinierung gegen Krebs. Wichtig ist jedoch, dass die induzierten Antikérper auch
in der Lage sind, mit hoher Affinitat an tumorassoziierte MUC1-Strukturen auf humanen Tumorzellen
zu binden und dadurch gezielte Effektor-Mechanismen ausschlielRlich gegen Krebszellen ausldsen. Fir
die Evaluierung der Bindungsfihigkeit der Antikorper an humane Tumorzellen werden epitheliale
Brustkrebszellen der Zelllinie MCF-711%! oder T-47D®! mit verdiinnten Antiseren der immunisierten
Mause (ca. 1:200) inkubiert. Nach Waschschritten werden alle unspezifischen Serum-Antikérper
entfernt. Zur Detektion der an den Tumorzellen gebundenen Antikdrpern wird mit einem mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten Sekundarantikorper (AlexaFluor® 488-markierter Antimaus-IgG-
Antikorper aus der Ziege) inkubiert (Abbildung 3.59). Die gefarbten Zellen werden anschlieRend mittels
Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Dabei passieren einzelne Zellen einen Lichtstrahl des
Durchflusszytometers. Sind an den Zellen Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sekundarantikérper und
somit anti-MUC1-Primarantikdrper gebunden, wird der Farbstoff zur Fluoreszenz angeregt und das
entstehende Fluoreszenzsignal detektiert, sodass die Zellen analysiert und ausgezahlt werden kénnen.
Das Ergebnis der Analyse wird in einem Histogramm dargestellt, dessen y-Achse die Anzahl der
gezdhlten Zellen darstellt und dessen x-Achse die Fluoreszenz-Intensitdit als MalR fiir die
Bindungsaffinitat der Serum-Antikorper an Tumorzellen abbildet. Durch eine Negativkontrolle mit dem
Serum einer nicht immunisierten Maus wird die unspezifische Bindung des Sekundarantikorpers an

Tumorzellen ausgeschlossen. Hierdurch wird gleichzeitig die Intensitat der Fluoreszenz definiert, bei
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der keine Bindung der Antikorper stattfindet. Alle Zellen, die sich im Bereich rechts von der
Negativkontrolle befinden, werden als positiv betrachtet (siehe Abbildung 3.59 rechts). Das Ergebnis
der durchflusszytometrischen Analysen liefert den Prozentsatz der Zellen, die spezifisch von den
Serum-Antikérpern markiert werden konnten. Fiir die Antikorper-Bindung an tumorassoziiertes MUC1
auf Krebszellen ist zur Induktion von Antikdrpern mit relevanter anti-MUC1-Spezifitdit die
Konformation des MUC1-Glycopeptid-Antigens von entscheidender Bedeutung. Um Antikorper zu
induzieren, die in der Lage sind, neben ihrem MUC1-Antigen auch Tumorzellen zu erkennen, sollte das
Epitop eine Konformation besitzen, die der nativer MUC1-Glycoproteine auf der Oberflache von

Tumorzellen entspricht.
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2
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Abbildung 3.59: Links: Schematische Darstellung zur Bestimmung der Bindungsaffinitat der induzierten Antiseren mittels
Durchflusszytometrie. Rechts: Histogramm der durchflusszytometrische Analysen des Serums einer nicht immunisierten
Maus (Negativkontrolle) sowie die des monoklonalen Antikérpers (mAK) GGSK-1/30[40] (Positivkontrolle).

In Abbildung 3.59 rechts ist beispielhaft das Ergebnis der Bindungsaffinitat des Blutserums einer nicht
immunisierten Maus (Negativkontrolle) sowie die des monoklonalen Antikérpers GGSK-1/301
gezeigt, der im Rahmen der Dissertation von DR. NIKOLA GAIDzIK hergestellt wurde und bei den
durchflusszytometrischen Analysen (FACS) der induzierten Antikorper gleichzeitig als Positivkontrolle
dient. Hier ist zu erkennen, dass 97% aller Zellen vom monoklonalen Antikérper markiert werden.
Anzumerken ist, dass bei allen durchflusszytometrischen Analysen in dieser Doktorarbeit der Bereich
der analysierten Zellen nach einer neuen optimierten Gating-Strategie gewahlt wurde. Zellaggregate
oder bereits abgestorbene Zellen, die aufgrund von unselektiven Bindungen der Antikorper in den
Antiseren zu falsch positiven Ergebnissen fiihren, sind von den Messungen ausgeschlossen. Dies fiihrt

grundsatzlich zu weniger stark positiven Ergebnissen.

3.6 Konzept einer wirksamen Antitumor-Vakzine auf Basis des MUC1

In den vergangenen Jahren gab es zahlreiche Bemiihungen, therapeutisch wirksame Antitumor-

Impfstoffe zu entwickeln, die auf die aktive Immunisierung des Krebspatienten gegen eigenes



3. Allgemeiner Teil 59

Tumorgewebe abzielen. Essentielle Voraussetzung fiir die Aktivierung des Immunsystems ist die
Identifizierung einer geeigneten Zielstruktur, eines Antigens, das es dem Immunsystem erlaubt,
zwischen einer gesunden Zelle und einer Tumorzelle zu unterscheiden. Als vielversprechende
Leitstruktur hierfir hat sich das Glycoprotein Mucin MUC1 erwiesen, da es auf Tumorzellen ein
verandertes Glycosylierungsmuster aufweist und tiberexprimiert vorliegt (siehe Einleitung 1.2).*% In
der Arbeitsgruppe KuNz wurde als Basis flir die Antitumor-Vakzine eine um zwei Aminosauren
verlangerte Variante der Tandem-Repeat-Sequenz des MUC1 als Standard etabliert. Dieser 22
Aminosauren umfassende Sequenzabschnitt mit der Aminosaurenabfolge PAHGVTSAPDTRPAPGSTAP-
PA, wobei Prolin (P) und Alanin (A) die beiden erweiterten Aminosauren darstellen, bildet das B-Zell-
Epitop der jeweiligen Antitumor-Impfstoffe. Diese Sequenz wird von B-Lymphozyten durch Bindung
ihrer B-Zell-Rezeptoren (BCR) erkannt. Der B-Zell-Rezeptor stellt eine Membran-gebundene Form von
Antikorpern dar, die nach Aktivierung der Immunzelle produziert und freigesetzt werden (siehe
Kapitel 3.4). In ihrer 16slichen Form binden die in Blutseren von Krebspatienten gefundenen anti-
MUC1-Antikérper bevorzugt an die Partialsequenzen PDTRP und GSTAP, weshalb sie auch als
immundominante Domanen gelten.[?%1641%5] Gegen MUC1-gerichtete Antikorper, wie der monoklonale
Antikérper AR20.5*%°!, binden an glycosylierte MUC1-Peptide mit wesentlich héherer Affinitit als an
unglycosyliertes MUC1. Dies lasst die Vermutung zu, dass die Antikérper spezifisch sowohl an das
Kohlenhydrat als auch an das Peptid binden. Jedoch wird vielmehr die Konformation des Peptid-
rlickgrats durch die Kohlenhydrate in der Art und Weise beeinflusst, dass Glycosylierungen von MUC1
eine bioaktive Konformation des vom Antikérper erkennenden Epitops stabilisiert; eine Theorie, die
durch Réntgenstrahlen-Kristallographie- und NMR-Experimente unterstiitzt wird.[**”) Somit ist die
Synthese und der anschlieBende Einbau von geeigneten Saccharid-Antigenen, die moglichst Tumor-

spezifisch sind, unabdingbar fir die Wirksamkeit der MUC1-Antitumor-Impfstoffe.

Aus weiteren NMR-Experimenten ist bekannt, dass Glycosylierungen im STAPPA-Motiv Einfluss auf die
Konformationen der N-terminal gelegenen immundominanten Doménen haben.>% Aus diesem
Grunde liegtim STAPPA-Motiv, das deshalb durch die zwei Aminosauren Prolin und Alanin komplettiert
wird, bei allen in dieser Arbeit synthetisierten Glycopeptiden entweder an Serin-17 oder Threonin-18
eine Glycosylierung vor. Die Konformation des B-Zell-Epitops spielt eine entscheidende Rolle fiir die
Tumorselektivitat der induzierten Antikorper. Sie sollte moglichst den MUC1-Strukturen auf
Tumorzellen nahekommen.'®*1711  Dje Glycopeptide werden deshalb mit verschiedenen
Glycosylierungsmustern aufgebaut, so tragen auch weitere Serin- oder Threonin-Reste unter-
schiedliche tumorassoziierte Kohlenhydrat-Antigene. Durch immunologische Studien der Vakzine
kénnen somit Rickschlisse auf den Einfluss der unterschiedlichen Glycosylierungen der MUC1-

Glycopeptide auf die Immunantwort gewonnen werden.
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Das tumorassoziierte MUC1 ist ein endogenes Molekil, ein sogenanntes Selbst-Antigen bei
Krebspatienten, das aufgrund von Immunsuppressions- und Selbsttoleranz-Mechanismen des
Immunsystems nur eine geringe Immunogenitit aufweist.’*’? Die synthetisierten MUC1-
Glycopeptide stellen B-Zell-Epitope dar und definieren dadurch diejenige Struktur, gegen welche die
induzierten Antikdrper gerichtet sind. Fir eine Verwendung als Krebs-Impfstoff wiirde jedoch ein
synthetisch hergestelltes MUC1-Glycopeptid als B-Zell-Epitop allein nicht ausreichen, um eine
toleranzbrechende Immunantwort auszuldsen, die zur Produktion von wirksamen Antikorpern fihrt.
Hierzu miissen sie zunachst an potente T-Helferzell-Epitope gekoppelt werden, die zur Aktivierung von
T-Lymphozyten fiihren. Dies ist fiir die Induktion einer adaptiven Immunantwort notwendig, die zur
Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses sowie zur Antikdrper-Produktion mit Affinitats-
reifung fiihrt.'73! T-Helferzell-Epitope gehéren daher zum zweiten wichtigen Bestandteil von
Antitumor-Impfstoffen. Immunogene Proteine stellen eine geeignete Quelle zahlreicher T-Zell-Epitope
dar. Konjugationen der B-Zell-Epitope in Form ihrer MUC1-Glycopeptide mit geeigneten Protein-
Tragern, wie mit dem hoch immunogenen Tetanus-Toxoid*’¥, ist ein vielversprechendes Modell zur
Entwicklung einer wirksamen Antitumor-Vakzine. Protein-konjugierte Vakzine werden im Kapitel 3.7
behandelt. Alternativ lassen sich auch definierte T-Helferzell-Epitope!*’”! aus immunogenen Proteinen
verwenden. Auf Peptiden basierende Antitumor-Impfstoffe, die durch kovalente Konjugation der
MUC1-Glycopeptide mit einzelnen T-Zell-Peptid-Epitopen hergestellt werden, werden in Kapitel 3.8

beschrieben.

Neben B-Zell- und T-Zell-Epitopen kdnnen weitere Komponenten herangezogen werden, die zu einer
Verstarkung der induzierten Immunantwort durch Antitumor-Vakzine fiihren. Bei Adjuvantien handelt
es sich um pharmazeutische Hilfsstoffe, die sowohl kovalent angebunden als auch extern mit dem
Impfstoff zusammen appliziert werden kénnen.[767178 Als weitere Hilfsmittel haben sich immunogene
Substanzen, wie z.B. Toll-like-Rezeptor-Liganden bewiesen, die durch Bindung an Toll-like-Rezeptoren
fir eine allgemeine und unspezifische Entziindungsreaktion durch Mechanismen des angeborenen
Immunsystems sorgen.!*’>8) Dje multiple Prasentation von Antigenen hat sich ebenso zur Steigerung
der Immunantwort bewahrt. Dazu werden MUC1-B-Zell-Epitope und definierte T-Helferzell-Epitope
auf ein geeignetes Tragersystem, z.B. ein polymeres Dendrimer-Geriist, gebunden. 81182

Fir eine effektive Wirkung der einzelnen Bestandteile ist es wichtig, dass moglichst naturgetreue
Konformationen eingehalten werden. Immunologisch unbedenkliche und flexible Abstandshalter,

sogenannte Spacer, dienen zur raumlichen Trennung der einzelnen Bestandteile, um die gegenseitige

Beeinflussung auf ihre Konformation auszuschlieRen (siehe Kapitel 3.2).
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3.7 Protein-konjugierte Antitumor-Vakzine

Im Gegensatz zu Impfstoffen gegen Infektionskrankheiten, die Bestandteile der Erreger enthalten,
welche das Immunsystem als kérperfremd erkennt, bestehen die in dieser Arbeit synthetisierten
Antitumor-Vakzine aus einer Partialsequenz des tumorassoziierten MUC1. Sie stellen somit
korpereigene Strukturen bzw. Selbst-Antigene dar, die einer gewissen Immuntoleranz unterliegen. Fir
die Entwicklung von effizienten Antitumor-Impfstoffen ist daher die Aktivierung des Immunsystems
notig, sodass die Toleranz gegen die endogenen MUC1-Strukturen der Antitumor-Vakzine gebrochen
wird. Eine bewahrte Methode zur Verstarkung der Immunantwort ist die Konjugation der MUC1-B-
Zell-Epitope an Proteine wie Rinderserumalbumin (BSA), Schlitzschnecken-Hamocyanin (KLH) oder
Tetanus-Toxoid (TTox), die zahlreiche T-Zell-Epitope beinhalten.[!74183184] T_7e||-Epitope erméglichen
Uber eine T-Zell-vermittelte Hilfe die Produktion von effektiven Antikérpern des IgG-Typs, die gegen
das MUC1-B-Zell-Epitop und somit gegen Tumorzellen gerichtet sind. In bisherigen Immunisierungs-
studien am Mausmodell hat sich das hoch immunogene Tetanus-Toxoid als effektivstes aller
immunogenen Proteine erwiesen. Tetanustoxin (oder Tetanospasmin) ist ein Nervengift aus
Clostridium tetani, dem bakteriellen Erreger des Wundstarrkrampfes (Tetanus). Das 150 kDa schwere,
hoch immunogene Protein lasst sich durch Formaldehyd-Losung inaktivieren, wodurch es keine
pathogene Wirkung mehr besitzt. Der so erhaltene Toxoid-Impfstoff (Tetanus-Toxoid) behalt jedoch
seine Immunogenitdt bei und wird erfolgreich fir die aktive Tetanus-Impfung am Menschen
eingesetzt.!*® Tetanus-Toxoid wurde bereits als Bestandteil in weiteren Impfstoffen fiir klinische
Anwendungen im Menschen eingesetzt, wo es durch seine zahlreichen T-Zell-Epitope die Wirksamkeit
der Vakzine erhoht.['®8l Ebenso wurden bereits wirksame, auf Tetanus-Toxoid basierende MUC1-
Antitumor-Impfstoffe hergestellt, die hohe Antikérper-Titer in Blutseren hervorbrachten. Die
induzierten Antikdrper konnten nicht nur spezifisch das zur Vakzinierung eingesetzte MUC1-
Glycopeptid-Antigen binden, sondern waren zusatzlich in der Lage, humane Krebszellen zu erkennen,

die das tumorassoziierte MUC1 auf ihrer Oberfliche tragen 401741871

Das immunogene Tetanus-Toxoid der Protein-konjugierten Antitumor-Impfstoffe fungiert als Trager
fir die tumorassoziierten MUC1-B-Zell-Epitope. Dadurch kénnen mehrere identische Antigene dem
Immunsystem in einer multiplen Art und Weise prasentiert werden (,, multiple Antigen-Prasentation®).
Hierbei gelingt die Konjugation der Glycopeptide analog zur Synthese der BSA-Konjugate (BSA-Coats,
siehe Kapitel 3.5.2) liber das allgemeine Protokoll der Quadratsdure-Methode an den Lysin-Amino-
Gruppen des TTox-Proteins. Aufgrund der zahlreichen Lysin-Reste, von denen mit 107 Resten
wesentlich mehr in der Primdrsequenz enthalten sind als im BSA, werden 80 — 100 Aquivalente der

MUC1-Glycopeptide fiir die Kupplung eingesetzt. Die Reinigung erfolgt in einer Ultrafiltrationszelle mit
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einer 30 kDa-Membran. Nach Gefriertrocknung werden die TTox-MUC1-Konjugate als farblose
Lyophilisate erhalten. Aufgrund des hohen Molekulargewichts von Tetanus-Toxoid konnten keine
massenspektrometrischen Analysen durch MALDI-TOF-Messungen bestimmt werden. Die Herstellung
sowie die immunologische Evaluierung im Mausmodell der jeweiligen TTox-Konjugate werden in den

entsprechenden Kapiteln gezeigt.

3.7.1 Antitumor-Vakzine mit dem tumorassoziierten 2,3-Sialyl-T-Kohlenhydrat-Antigen*

Wenn eine Krebszelle entsteht, durchlauft sie epigenetische Veranderungen, die zur metabolischen
Neuprogrammierung fihrt. Hierzu geh6ren veranderte Enzym-Aktivitaten, die beispielsweise in einer
Herunterregulierung der B-1,6-N-Acetylglucosamin-Transferase oder zu einer erhéhten Aktivitdt von
Sialyl-Transferasen (a-2,3- und a-2,6-Sialyl-Transferase) resultiert, die letztendlich das Glycosylierungs-
muster des MUC1 betreffen.%3218! Dje Ubertragung von Sialinsdure terminiert aufgrund fehlender
Glycosylierungs-Moglichkeiten fir Glycosyl-Transferasen den weiteren Aufbau der Glycane. Es kommt
zu stark verkiirzten und vorzeitig sialylierten MUC1-Strukturen im Tumorgewebe. Daher gehort das
2,3-Sialyl-T-Antigen (2,3-ST) zu den hé&ufigsten Antigenen in verschiedenen Tumorzelllinien, wie
T-47D1®! und HAT-29"8!, unter den vorkommenden tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigenen. Es gilt
zusammen mit dem Sialyl-Tn als besonders tumorspezifisch. Eine Verwendung des 2,3-Sialyl-T-
Antigens innerhalb eines Antitumor-Impfstoffes konnte daher hohes therapeutisches Potential fir die
selektive Bekdampfung von neoplastischem Gewebe aufweisen. Das macht eine Synthese und
anschlieRende immunologische Auswertung eines MUC1-Glycopeptids mit eingebauten 2,3-ST als
TTox-konjugierte Vakzine besonders interessant, insbesondere mit Blick auf die Tumorspezifitat der
induzierten Antikorper. Gleichzeitig kann das immunologische Potential von komplettem Freunds-
Adjuvans (CFA), das starke Nebenwirkungen mit sich bringt und als Anwendung im Menschen verboten
ist, durch den direkten Vergleich einer parallelen Immunisierungsstudie mit inkomplettem Freunds-
Adjuvans (IFA) neu bewertet werden. Zusatzlich |asst sich der Einfluss des verwendeten Tiermodels auf

die Immunantwort durch Immunisierungen zweier verschiedener Maus-Stamme analysieren.

Die Glycosylierungsstelle innerhalb der MUC1-Tandem-Repeat-Domadne mit dem Einbau eines
tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigens bestimmt die Spezifitdt und Selektivitdt der induzierten
Immunantwort,“>741%01 da Saccharide Konformationsverinderungen im Peptid bewirken.[*®! Eine

moglichst naturgetreue Konformation des MUC1, so wie sie auf Tumorzellen vorkommt, ist fir eine

* Ein Manuskript mit Ergebnissen dieses Kapitels ist bereits in Vorbereitung. 188!
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selektive Immunantwort wichtig. Um die erforderliche Selektivitdit zu erhoéhen, wird das als
tumorselektiv bekannte 2,3-Sialyl-T-Antigen in das B-Zell-Epitop des MUC1-Impfstoffs in Threonin-18
eingebaut. Hierfiir und fiir alle weiteren MUC1-Glycopeptide wird eine um zwei Aminosduren (Pro +
Ala) erweiterte MUC1-Tandem-Repeat-Einheit verwendet, um das so komplettierte STAPPA-Motiv
auszunutzen, das als CD8"-T-Zell-Epitop bekannt ist.[**?l Ausgehend von einem mit Fmoc-Alanin
vorbeladenem TentaGel®-Harz wird das MUC1-Glycopeptid 69 Uber Festphasenpeptidsynthese
aufgebaut (siehe Kapitel 3.3). Der Einbau des 2,3-Sialyl-T-Antigens 42 erfolgt aufgrund der
vorhandenen geringen Mengen lediglich in einem 1.5-fachen Uberschuss mit den effizienten
Kupplungsreagenzien HATU und HOAt in einer Reaktionszeit von acht Stunden. Nach erfolgtem Peptid-
Aufbau mit allen Aminosauren an fester Phase und nachfolgender Entfernung der N-terminalen Fmoc-
Schutzgruppe wird das Glycopeptid mit der Abspaltlésung aus Trifluoressigsaure (TFA)/Triisopropyl-
silan(TIPS)/Wasser (10:1:1) vom Harz geldst. Dadurch werden gleichzeitig alle TFA-labilen Seiten-
schutzgruppen entfernt. Das 2,3-ST-MUC1-Glycopeptid 69 wird nach anschlieBender Reinigung tber
HPLC in einer Ausbeute von 61% enthalten (Abbildung 3.60).
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Abbildung 3.60: Aufbau des MUC1-Glycopeptids 69 mit eingebautem 2,3-ST-Antigen 42 an fester Phase.
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Abbildung 3.61: Synthese zur TTox-Vakzine 72. In analoger Reaktion wird das BSA-Konjugat 73 aufgebaut.

Die Entfernung der Benzyl-Schutzgruppe gelingt durch Hydrierung mit Palladium(ll)acetat in Methanol
(Abbildung 3.61). Die Reaktionskontrolle kann gut durch analytische HPLC mit der Entstehung von
Toluol und deutlicher Verschiebung der Retentionszeit des Glycopeptids beobachtet werden. Ohne
Reinigung gelingt anschlieBend die Spaltung der O-Acetyl-Schutzgruppen mit wassriger Natronlauge,
da durch Zugabe von methanolischer Natriummethanolat-Lésung eine Umesterung die Folge ware. Im
Gegensatz zur Hydrierung erwies sich die Deacetylierung als schwierig, da laut massenspektro-
skopischer Analysen (ESI) bzw. MS-HPLC der Reaktionsldsung eine der neun O-Acetyl-Schutzgruppen
sich nicht entfernen liel8. Erst durch weitere Erhohung des pH-Werts auf 11.5 (vorher pH 11.0) gelang
die Abspaltung der letzten Schutzgruppe zum vollkommen deblockierten Glycopeptid 70. Nach der in
Kapitel 3.5.2 beschriebenen Methode wird mittels Quadratsduredieethylester der entstandene 2,3-ST-
Glycopeptid-Monoamidester 71 an die Lysin-Reste des TTox gekuppelt und der fiir Immunisierungs-

studien anwendbare TTox-konjugierte Impfstoff 72 erhalten.

Die immunologische Evaluierung gelang in Kollaboration mit (aus datenschutzrechtiichen riinden entferntt Unter Anleitung
voN Herrn (aus datenschutzrechtiichen Griinden entfernty aUS dem Institut fir Immunologie der Universitatsmedizin Mainz.
Mit Vakzine 72 wurden drei Gruppen von jeweils drei Mdusen immunisiert (Abbildung 3.62). Die Mause
der Gruppe A sind Tiere des BALB/c-Stammes, die den Antitumor-Impfstoff in der Erstimmunisierung
zusammen mit komplettem Freunds-Adjuvans (CFA) subkutan appliziert bekamen. BALB/c-Wildtyp-

Mause neigen dazu, eine IL4-gerichtete Immunantwort (ber eine MHC-Il-vermittelte Tn2-Hilfe
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einzuleiten und demzufolge insbesondere zur Aktivierung der humoralen Immunantwort
tendieren.*>”) BALB/c-Mause fiihren somit allgemein zu hohen Antikdrper-Titern des IgG-Subtyps und
stellen daher ein geeignetes Model fir die immunologische Forschung dar. Um die Unterschiede in
den Immunantworten zu untersuchen, wurde Vakzine 72 zusatzlich drei Mausen des C57BL/6-
Stammes mit CFA bei der Erstimmunisierung appliziert (Gruppe B). Aufgrund der enormen
Immunogenitdt von CFA, die von starken Nebenwirkung begleitet wird, ist die Anwendung im
Menschen jedoch nicht zuléssig und darf im Tierversuch nur subkutan verabreicht werden.[*>® Deshalb
erhalten zusatzlich drei weitere M&use des C57BL/6-Stammes (Gruppe C) Vakzine 72 mit IFA anstatt
CFA, um durch den Vergleich mit Gruppe B das immunogene Potential von CFA neu zu bewerten. Alle
Mause erhalten drei Auffrisch-Impfungen, die im Abstand von jeweils drei Wochen mit IFA
durchgefiihrt werden. Finf Tage nach jeder dieser Auffrisch-Immunisierungen wird Blut aus den
Schwanzvenen der neun Mause entnommen. Nach Zentrifugierung werden die Antiseren erhalten und
auf die Menge der induzierten Antikdrper mittels ELISA-Technik analysiert, wobei die verwendeten

Mikrotiterplatten vorher mit dem entsprechenden BSA-Coat 73 beschichtet wurden.

Gruppe  Applikation der Erstimmunisierung Mausstamm

A Vakzine 72 in CFA/subkutan BALB/c (3 Mé&use)
B Vakzine 72 in CFA/subkutan C57BL/6 (3 M&use)
C Vakzine 72 in IFA/intraperitoneal C57BL/6 (3 M&use)

Abbildung 3.62: Uberblick der Immunisierungsstudie mit Vakzine 72.

Die Antiseren aller Mause enthielten hohe Antikorper-Mengen, sodass grundsatzlich stets eine
Immunreaktion gegen die Vakzine 72 eingeleitet wurde. Anhand des Vergleichs der Durchschnitts-
werte von den jeweiligen Immunisierungsgruppen lasst sich erkennen (Abbildung 3.63 unten rechts),
dass die Antiseren der BALB/c-Md&use (Gruppe A) tatsichlich hohere Titer als die Mause der
Vergleichsgruppe vom C57BL/6-Stamm (Gruppe B) aufzuweisen haben. Zusatzlich konnte durch die
Applikation des Impfstoffs mit und ohne CFA (Gruppe B vs. Gruppe C) entgegen den Erwartungen
festgestellt werden, dass nur unwesentliche Unterschiede bei der HOohe der Antikorper-Titer
resultierten. Deshalb ist auch ohne die in CFA enthaltenen Mykobakterien eine Immuntolleranz-
brechende Immunantwort eingetroffen. Fiir die Verstarkung einer Immunreaktion ist daher bei TTox-

konjugierten Antitumor-Vakzinen die Anwendung von CFA nicht erforderlich.
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Abbildung 3.63: Vergleich der ELISA-Analysen von den Antiseren nach der vierten Immunisierung (drittes Bluten), die
durch Vakzine 72 induziert wurden. Unten rechts ist der Vergleich der jeweiligen Gruppen gezeigt.

Die Untersuchung zur Induktion der Antikdrper-Isotypen gelingt durch ELISA mit speziellen Sekundar-

antikérpern (siehe Kapitel 3.5.2). Die ELISA-Analysen aller Antiseren in Abbildung 3.64 zeigen, dass

Uberwiegend Antikorper des IgG1-Typs induziert wurden, deren Vorhandensein auf die Spezifitat der

induzierten Immunantwort hinweist (Tu2-vermittelte Antikorper-Produktion). Die Antiseren der

BALB/c-Mause 1 und 2 (Gruppe A) enthalten zusatzlich nennenswerte 1gG2a- und IgG2b-Titer, die in

Mausen eine Antikérper-abhangige zellvermittelte (ADCC) und komplementabhangige Cytotoxizitat

(CDC) induzieren kdnnen.[*>>153] Eine Produktion des gegen Kohlenhydrate gerichteten 1gG3-Subtyps

konnte offensichtlich nicht durch das Trisaccharid 2,3-ST-Antigen eingeleitet werden.[**3! Ein

wesentlicher Unterschied im Antikorper-Subtyp-Spektrum zwischen der mit CFA-immunisierten

Gruppe B und der mit IFA-immunisierten Gruppe C ist nicht festzustellen.
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Abbildung 3.64: Antikorper-Subtyp-Analyse der durch Vakzine 72 induzierten Antiseren.
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Die Bindungsaffinititen der induzierten Antikérper an MUC1-Glycoproteine wurden mittels
Durchflusszytometrie bestimmt, wobei hier die Tumorzelllinie T-47D"® als in-vitro-Korrelat fiir
humanes Mammakarzinom dient. Die durchflusszytometrischen Analysen in Abbildung 3.65 zeigen,
dass alle Antiseren eine moderate Bindungsfahigkeit aufweisen. Offensichtlich spiegelt das
verwendete MUC1-Glycopeptid mit eingebautem 2,3-Sialyl-T-Kohlenhydrat-Antigen nicht das humane
MUC1 auf Tumorzellen optimal wider. Zusatzlich ist festzustellen, dass die Antiseren der BALB/c-
Mause nur geringfigig héhere Antikorper-Affinititen als die Mause des C57BL/5-Stammes aufzeigen.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den Antikorper-Bindungsfahigkeiten der Gruppe B (19%, 9%,
7%, CFA) und Gruppe C (20%, 5%, 19%, IFA) ist nicht zu erkennen.

Gruppe A (BALB/c, CFA) ' Gruppe A (BALB/c, CFA) Gruppe A (BALB/c, CFA) *
Maus 1 (25%) Maus 2 (34%) Maus 3 (13%)
c Gruppe B (BL/6, CFA)| = Gruppe B (BL/6, CFA)| = || ~ Gruppe B (BL/6, CFA)| *
E Maus 1 (19%) Maus 2 (9%) Maus 3 (7%)
3
©
=
©
N
Z
Gruppe C (BL/6, IFA)| = [ Gruppe C (BL/6, IFA)| = Gruppe C (BL/6, IFA)| =
Maus 1 (20%) Maus 2 (5%) | Maus 3 (19%)

Fluoreszenz-Intensitat

Abbildung 3.65: Durchflusszytometrische Untersuchung der Bindungsfihigkeit der durch Vakzine 72 induzierten
Antiseren an T-47D-Brusttumorzellen.

Die Immunisierung mit Vakzine 72 in den zuvor beschriebenen Gruppen deckte interessante Resultate
auf. Durch Analysen der induzierten Antiseren konnten bei allen neun Mausen generell eine deutliche
Immunantwort gegen das synthetisierte MUC1-Glycopeptid mit eingebautem 2,3-Sialyl-T-Antigen
eingeleitet werden, wobei die erhoffte, besonders starke Bindungsaffinitat der induzierten Antikorper
an Tumorzellen ausblieb. Die Mause des BALB/c-Stammes bildeten héhere Antikérper-Titer mit
geringflgig besseren Bindungsaffinititen an humane Brusttumorzellen als diejenigen des C57BL/6-
Stammes. Die literaturbekannte Tendenz der BALB/c-Mause in Richtung einer Tu2-vermittelten
Immunantwort lieR sich bestdtigen. Anhand des direkten Vergleichs der Antiseren, die durch
Applikation mit und ohne CFA bei der Erstimmunisierung induziert wurden, konnte gezeigt werden,
dass CFA nur eine minimale Verstarkung der Immunantwort bewirkte und daher IFA eine schonendere
und ebenso geeignete Alternative zu CFA darstellt. Somit kann in zukiinftigen in-vitro-Vakzinierungs-
studien mit TTox-konjugierten Antitumor-Impfstoffen komplettes Freunds-Adjuvans durch
inkomplettes Freunds-Adjuvans ersetzt werden, was die Ubertragung dieser Krebsimmuntherapie auf

den Menschen erleichtert.
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3.7.2 Antitumor-Vakzine mit kovalent gebundenem Mannose-Liganden zur Adressierung von

Immunzellen$

Fir die Auslésung einer Immunantwort in einem Krebspatienten gegen sein eigenes Tumorgewebe
muss das Immunsystem zwischen gesunden und Krebszellen differenzieren. Eine aus einer aberranten
somatischen Zelle stammende Tumorzelle weist mutierte oder (iberexprimierte Selbst-Antigene auf.
Selbsttoleranz-Mechanismen verhindern, dass das Immunsystem durch sie in Alarmbereitschaft
versetzt wird. Selbst-Antigene wie tumorassoziierte MUC1 weisen daher nur eine geringe
Immunogenitat auf. Darlber hinaus kénnen Krebszellen eine Immunantwort aktiv unterdriicken,
beispielsweise durch eine Herunterregulierung der Prasentation von Antigenen, indem sie weniger
MHC-Komplexe auf ihrer Zelloberflache exprimieren oder die Anzahl von Antigen-prdsentierenden
Zellen (APC) im Tumorgewebe reduzieren.[*?>13% Jeder Versuch, das Immunsystem durch Gabe eines
MUC1-Impfstoffs gegen korpereigene Tumorzellen zu richten, scheiterte aufgrund der geringen
Immunogenitdt. Daher missen die Selbst-Antigene modifiziert werden, um die Immunantwort und

damit die Wirksamkeit des Antitumor-Impfstoffs zu erhéhen.

Es wurden verschiedene Strategien verfolgt, um die Hirde der immunologischen Selbst-Toleranz zu
Uberwinden, beispielsweise durch die Verwendung von kovalent gebundenen oder externen
Adjuvantien,t76-1781%51 durch multiple Antigen-Prasentation!*74#1811%.1971 gder durch Zell-Targeting!*®®.
Letzteres gilt es als eine vielversprechende Strategie, um Antigen-prasentierende Zellen wie
Makrophagen oder dendritische Zellen (DC) gezielt zu adressieren, da der Erfolg eines Impfstoffs stark
von der Aufnahme des Antigens durch Zellen des Immunsystems abhangt. APCs phagozytieren
zellulare Komponenten, Mikroben, Krebszellen und Fremdstoffe, wie Vakzine, durch Endozytose und
prasentieren anschlieRend die verdauten Fragmente Gber MHC-Proteine auf ihrer Oberflache den
Zellen des Immunsystems (siehe Kapitel 3.4.2). Makrophagen und DCs exprimieren einen Mannose-
erkennenden Rezeptor (Mannose-Rezeptor, kurz MR) auf ihrer Zelloberflache, der eine Schlisselrolle
bei der Immunabwehr gegen Krankheitserreger spielt und eine Verbindung zwischen angeborener und
adaptiver Immunitat darstellt. Bei der Erkennung einer mannosylierten Verbindung bewirkt der
Mannose-Rezeptor eine Rezeptor-vermittelte Endozytose derselben.® So werden mannosylierte
Antigene besser und schneller internalisiert, wodurch die prozessierten T-Zell-Epitope den T-Zellen
wegen der MR-vermittelten Endozytose um 2 - 4 GroRenordnungen starker prasentiert werden
kénnen als nicht mannosylierte Antigene. Im Vergleich zur Internalisierung von Antigenen Uber

Pinozytose wurde durch Rezeptor-vermittelte Endozytose eine etwa 100 — 1000-fach effizientere

$ Ergebnisse dieses Kapitels wurden bereits eingereicht.***



3. Allgemeiner Teil 69

Antigen-Préasentation zu T-Zellen beobachtet.?® Durch die Kombination eines Antitumor-Impfstoffs
mit einem Mannose-Liganden wird eine verstarkte Aufnahme der Vakzine und damit eine erhdhte
Prasentation seiner T-Zell-Epitope eingeleitet, was auf die erhohte Endozytose nach Bindung an den
Mannose-Rezeptor zuriickzufiihren ist. Als Folge resultiert eine erhéhte Immunantwort gegeniber
Tumorzellen (siehe Abbildung 3.66).°Y! Daher wurde eine Antitumor-Vakzine synthetisiert und
anschlieRend immunologisch evaluiert, die mit einem Mannose-Liganden verknlpft ist, um
Makrophagen und dendritischen Zellen zu adressieren, die zu den starksten professionellen Antigen-
prasentierenden Zellen des Immunsystems gehoren.
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Abbildung 3.66: Vereinfachtes Modell zur B-Zell/T-Zell-Interaktion bzw. Makrophagen- und DC-Targeting durch
mannosylierte Antigene. (1) Die Mannosylierung von Antigenen erh6ht im Vergleich zu nicht mannosylierten Antigenen
ihre Endozytose nach Erkennung durch den Mannose-Rezeptor. (2) Nach der Prozessierung der mannosylierten Vakzine im
Zellinneren werden MHC-II-Komplexe mit den entstandenen T-Zell-Epitopen beladen und auf der Zelloberflache an
T-Zellen prasentiert. (3) Die verstdrkte Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen in Antikérper-produzierende Plasma-
zellen durch die ihrerseits verstarkte T-Zell-Aktivierung fiihrt letztendlich zu einer erh6hten Antikérper-Produktion (4).
M@: Makrophagen, MR: Mannose-Rezeptor, Man: Mannose, MHC-II: Haupthistokompatibilitdts-Komplex 1l, TCR: T-Zell-
Rezeptor.

Der Mannose-Rezeptor, der auch als CD206 bezeichnet wird, ist ein C-Typ-Lektin. Er erkennt
endstandige Mannose-, Fucose- und N-Acetylglucosamin-Reste auf Glycoproteinen, die haufig die
Zelloberflichen von Mikroorganismen verzieren.*®? Der Mannose-Rezeptor wird primar durch
Makrophagen und dendritische Zellen exprimiert. Obwohl anfanglich angenommen wurde, dass
mannosylierte Verbindungen nur die Mannose-Rezeptoren auf Makrophagen ansprechen, wurden der
MR und andere Mannose-erkennende Rezeptoren auch auf anderen Zellen, wie z.B. DCs und
Endothelzellen, identifiziert.’°®! Mannosylierte Konstrukte kénnen auch aufgrund von Uberlappungen
in der Liganden-Bindung (Mannose und Fucose) das C-Typ-Lektin DC-SIGN (CD209) binden, das
ebenfalls auf der Oberfliche von Makrophagen und DCs exprimiert wird.l?’ DC-SIGN stellt daher
ebenso ein potentielles Ziel fir Antitumor-Impfstoffe dar, wenn dendritische Zellen adressiert werden
sollen.!?%! Nach der Bindung des Mannose-Liganden wird der Mannose-Rezeptor zusammen mit dem

gebundenen mannosylierten Antigen liber Rezeptor-vermittelte Endozytose internalisiert. Das Antigen
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wird in intrazellulare Kompartimente transportiert, wahrend der Mannose-Rezeptor an die Oberflache
recycelt wird. AnschlieBend wird das Antigen im Inneren der Zelle weiterverarbeitet, was zur
Prasentation von Antigen-Fragmenten in Form von T-Zell-Epitopen auf MHC-lI-Komplexen auf der
Zelloberflache der APCs fuhrt, die von T-Zellen erkennt werden kénnen. Unter bestimmten
Bedingungen fiihrt die Adressierung des Mannose-Rezeptors und DC-SIGN auch zur Prasentation der
Antigene auf MHC-I-Komplexen.!?°! Somit fungiert der Mannose-Rezeptor als Pattern-Recognition-
Rezeptor und spielt eine Rolle bei der Aufnahme und Prasentation von Antigenen. Daher ist die
Adressierung des Mannose-Rezeptors auf DCs und Makrophagen durch Mannosylierung von
Antigenen eine vielversprechende Strategie fiir verbesserte Impfstoff-Aufnahme, die zu einer

Verstirkung der Immunantwort fiihrt.[204

Vor der Synthese und der anschlieBenden immunologischen Auswertung eines mannosylierten
Antitumor-Impfstoffes wird zunachst die Erkennung von Mannose-Konstrukten durch den Mannose-
Rezeptor mit Hilfe von in vitro-Studien nachgewiesen. Zu diesem Zweck wird ein Konjugat aus einem
Mannose-Liganden, einem Spacer und einem Farbstoff auf fester Phase synthetisiert. Hierzu wird
zunachst ein 2‘-Chlortrityl-Chlorid-Harz 74 mit einem Diamin-Spacer 54 (aus Kapitel 3.2) beladen. In
einer Festphasen-Synthese wird daran die Mannose-Verbindung 82 aufgebaut und schlieRlich mit dem
verwendeten Farbstoff (als N-Hydroxysuccinimid(NHS)-Ester) (iber eine Amid-Bindung verknipft. Die
Beladung des 2‘-Chlortrityl-Chlorid-Harzes 74 gelingt durch eine Losung des mono-Fmoc-geschiitzen
Diamins 54 und dquivalenter Mengen an Diisopropylethylamin (DIPEA) in Dichlormethan.®>'% Nach
zwei Stunden Rihren wird mit Dimethylformamid gewaschen und die nicht umgesetzten 2-Chlortrityl-
chlorid-Gruppen des Harzes mit Methanol unschadlich gemacht (Abbildung 3.67). Die anschliefende
photometrische Bestimmung!?”! der Harz-Beladung ergibt moderate 0.41 mmol/g (siehe
Experimentalteil), obwohl ein leichter Uberschuss des Diamin-Spacers (1.25 Aquivalente) in Bezug zur

Trityl-Beladung (1.60 mmol/g) verwendet wurde.

1) DIPEA, DCM, 2 h
FmocHN\/\o/\/O\/\NH2 . o Q @ 2) DIPEA, MeOH, 10 min FmocHN\/\o/\/o\/\N Q @
74

cl cl
54 O 75 O

Abbildung 3.67: Beladung des 2‘-Chlortrityl-Chlorid-Harzes 74 mit dem mono-Fmoc-geschiitzen Diamin-Spacer 54.

Der Mannose-Ligand 79 wird aus D-Mannose 76 hergestellt, dessen Hydroxygruppen quantitativ
acetyliert werden. Die einfachste aller Hydroxysauren, die Glycolsaure 78, wird anschlieBend mit der
peracetylierten Mannose 77 unter der Einwirkung von Bortrifluorid-Diethyletherat glycosyliert. Nach
saurer Extraktion wird die peracetylierte O-Mannosylglycolsdaure 79 als Festphasenpeptidsynthese-

Baustein in 54%iger Ausbeute erhalten (Abbildung 3.68).
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Abbildung 3.68: Herstellung des Mannose-Liganden 79 fiir den Aufbau des Farbstoff-Mannose-Konjugats bzw. der
mannosylierten Vakzine.

Das mit dem Diamin-Spacer beladene Harz 75 wird mit einem bis-Fmoc-geschitzten Lysin 80 unter den
Standardbedingungen der Festphasenpeptidsynthese gekuppelt. Nach der Fmoc-Entfernung wird die
peracetylierte O-Mannosylglycolsdure 79 an beide freien Amino-Gruppen des deblockierten Lysins mit
HOAt/HATU als Kupplungsreagenz gebunden. Nach Abtrennung des peracetylierten Mannosyl-Spacers
81 vom Harz unter Verwendung von Trifluoressigsaure (TFA), Wasser und Triisopropylsilan (TIPS) und
anschlieRender Entfernung der O-Acetylgruppen (Natriummethanolat in Methanol bei pH 11.0) wird

der ungeschitzte Mannosyl-Spacer 82 erhalten (Abbildung 3.69).
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Abbildung 3.69: Aufbau der Mannose-Verbindung 81 an fester Phase mit anschlieBender Deacetylierung zu 82.

Zur Kupplung der Mannose-Verbindung 82 an den Farbstoff-NHS-Ester Cy3 (,Sulfo-Cyanin 3 NHS
Ester”) wird 82 in einer wassrigen Phosphatpuffer-Losung von pH 8.3 geldst. Zu dieser Losung wird der
Farbstoff in Dimethylsulfoxid hinzugefiigt und die Reaktionslésung 45 Minuten bei Raumtemperatur
und unter Lichtausschluss geschiittelt. Die Reinigung des mannosylierten Farbstoffs 83 (Abbildung

3.70) erfolgt durch GroRRenausschluss-Chromatographie.
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Abbildung 3.70: Struktur des Mannose-Farbstoff-Konjugats 83 fiir in vitro-Studien.

Zur Bestimmung der Erkennung von mannosylierten Verbindungen durch den Mannose-Rezeptor
werden aus dem Knochenmark stammende murine Makrophagen, die unter spezifischen Bedingungen
kultiviert wurden, mit verschiedenen Konzentrationen des Cy3-markierten Di-Mannose-Konjugats 83
bei 4° C eine Stunde inkubiert. Zusatzlich werden diese Zellen mit einem Fluorophor-markierten
Antikorper gefarbt, der gegen den Mannose-Rezeptor (CD206) gerichtet ist. Die Bindung des di-
mannosylierten Konjugats 83 an den Mannose-Rezeptor der Makrophagen (Cy3 und CD206 auf
Makrophagen) wird anschlieBend mittels FACS-Analyse bestimmt. Das Ergebnis zeigt eine deutliche
Bindung an den Mannose-Rezeptor (Abbildung 3.71), sogar in sehr geringen Konzentrationen, und
ermutigt zur Synthese und anschlieBenden immunologischen Evaluation eines mannosylierten MUC1-

Krebsimpfstoffs in vivo.
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Cy3*+CD206*-Makrophagen
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Abbildung 3.71: Konzentrations-abhdngige Bindung der Cy3-markierten Mannose-Verbindung 83 an den Mannose-
Rezeptor (CD206) von Makrophagen in vitro. F4/80 und CD11b: Marker fiir Makrophagen, Cy3: Farbstoff, CD206:
Mannose-Rezeptor.

Als B-Zell-Epitop der Antitumor-Vakzine dient die etablierte 22 Aminosaure umfassende Sequenz der
MUC1-Tandem-Repeat-Domane mit einem Tn-Antigen in Position Serin-17. Da der Mannose-Rezeptor
acht Kohlenhydrat-Erkennungsdomanen (CRDs) hat, die jeweils nur ein Monosaccharid mit geringer
Affinitdt binden,'?® sollte eine Clusterbildung von Mannose-Monosacchariden im Impfstoff die
Affinitdt zum Mannose-Rezeptor verstarken. Es konnte gezeigt werden, dass verzweigte Mannose-
Oligosaccharide den Rezeptor stirker binden als lineare Oligo- oder Monosaccharide.?* Deshalb
werden fir die Konstruktion des mannosylierten Impfstoffs zwei Mannose-Bausteine, jeweils
bestehend aus einer Mannosylglycolsaure 79 (siehe Abbildung 3.68), an beide Aminogruppen eines di-

Fmoc-geschiitzten Lysins 80 auf fester Phase gekuppelt, so dass ein N-terminal verzweigtes
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mannosyliertes MUC1-Glycopeptid 84 erhalten wird (Abbildung 3.72). Nach Reinigung durch HPLC
werden die O-Acetylgruppen der Kohlenhydrate mit voreingestellter Natronlauge bei pH 10.5 entfernt,
wie es Ublicherweise nur bei der Deacetylierung von STn-Glycopeptiden der Fall ist. Hierbei wird die
Gefahr einer B-Eliminierung der Kohlenhydrate minimiert, da zu keiner Zeit der pH-Wert zu hoch wird,
wie es beispielsweise bei Zugabe von methanolischer Natriummethanolat-Losung der Fall sein kann.
Die O-Acetyl-Abspaltung durch eine auf einen bestimmten pH-Wert eingestellte Natronlauge ist eine
praktische und leichte Alternative zur miihseligen pH-Einstellung (iber die tropfenweise Zugabe einer
methanolischen Natriummethanolat-Losung, wobei allerdings ein groRBes Volumen an Natronlauge

vonnoten ist.
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Abbildung 3.72: Aufbau des mannosylierten MUC1-Glycopeptids 84 mittels Festphasenpeptidsynthese und
anschlieBender Deacetylierung mit Natronlauge bei pH 10.5 zum komplett deblockierten Glycopeptid 85.

T

Die Reinigung des vollgeschiitzten mannosylierten Glycopeptids 84 erwies sich als schwierig, da
entweder wahrend der Proben-Vorbereitung fiir die semipraparative HPLC oder auf der (vermutlich
zurzeit verunreinigten) HPLC-Saule selbst bereits zahlreiche O-Acetyl-Schutzgruppen der Kohlen-
hydrate abgespalten wurden (siehe Chromatogramm in Abbildung 3.73). Alle Fraktionen, die das
Glycopeptid mit unterschiedlicher Anzahl an Acetyl-Schutzgruppen enthielten, wurden vereinigt und

zusammen deacetyliert.
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Abbildung 3.73: Semiprap. HPLC-Chromatogramm des mannosylierten Glycopeptids 84.
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Flir optimale Immunisierungsergebnisse wird das deblockierte mannosylierte Glycopeptid 85 mit
Tetanus-Toxoid verknlpft, das sehr effiziente T-Helferzell-Epitope enthalt (Abbildung 3.74). Mit Hilfe
von co-stimulatorischen Signalen und der Produktion von Cytokinen sowie durch ihre Co-Rezeptoren
induzieren aktivierte T-Helferzellen die Differenzierung von B-Zellen in Antikdrper-produzierende
Plasmazellen. Als weiterer Vorteil sorgt die Kupplung der Glycopeptide an TTox fir die Prasentation
mehrerer mannosylierter Antigene. Diese Multivalenz der Mannose-Liganden bewirkt eine noch
starkere Aviditdt der Rezeptorbindung des mannosylierten Impfstoffs und damit eine verstarkte
Internalisierung in Antigen-prasentierende Zellen. Es ist anzumerken, dass in dieser Konstruktion das
MUC1-Glycopeptid 85 im Gegensatz zu anderen bisher beschriebenen TTox-Impfstoffen®® iiber den
C-Terminus an das Protein angebunden wird, da der N-terminale Mannose-Baustein die sonst
verwendete Amino-Funktion zur Kupplung an TTox blockiert. Dies ist auch der Grund, weshalb die
Synthese des mannosylierten MUC1-Glycopeptids mit einem Diamin-Harz begonnen wurde. Die
Kupplung an die Lysin-Reste des TTox-Proteins gelingt wieder lber das entsprechende Quadratsaure-
monoamid 86, wie es bereits in Kapitel 3.5.2 beschrieben wurde. Zum Vergleich und um den Nutzen
der Mannosylierung immunologisch zu bewerten, wird ein zu 85 entsprechendes MUC1-Glycopeptid
ohne den Mannose-Baustein synthetisiert und in analoger Weise an TTox gekuppelt (siehe 90,

Abbildung 3.74 unten).
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Abbildung 3.74: Mannosylierte MUC1-Antitumor-Vakzine 87 und die entsprechende Referenz-Vakzine 90.

Zwei Gruppen von je drei Mausen (weibliche BALB/c-Mause, acht Wochen alt) wurden mit jedem
Impfstoff (87 und 90) viermal intraperitoneal in einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) und mit
inkomplettem Freund-Adjuvans (IFA) immunisiert. Die erste Auffrisch-Immunisierung wurde nach vier
Wochen durchgefiihrt, die anderen zwei Boost-Immunisierung in Intervallen von zwei Wochen. Fiinf
Tage nach jeder der drei Auffrischimpfungen wurde Blut aus den Schwanzvenen der Mause
entnommen. Die erhaltenen Antiseren wurden mittels ELISA auf die Impfstoff-induzierten Antikorper
des IgG-Isotyps analysiert. Daher wurden die Mikrotiterplatten mit dem entsprechenden Rinderserum-
albumin(BSA)-Konjugat 91 des Referenz-Glycopeptid-Antigens (ohne den Mannose-Baustein)
beschichtet, sodass nur die MUC1-bindenden Antikérper quantifiziert wurden. Wie in Abbildung 3.75
deutlich zu sehen ist, erbrachte der mannosylierte Impfstoff 87 signifikant hohere Antikorper-Titer (ca.

das 7.5-fache des Halbmaximal-Titers) als der Referenz-Impfstoff 90, der keine Mannose tragt. Dies
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bestatigt den Nutzen der Mannosylierung von Impfstoffen flir eine erhdhte Immunantwort.
Interessanterweise induzierte der Mannose-Impfstoff 87 zu Beginn der Immunisierungsstudie (d.h.
nach der ersten Auffrischimpfung) niedrigere Antikérper-Titer als der Referenzimpfstoff 90, wahrend
am Ende der Vakzinierungsrunde (dritte und letzte Auffrischimpfung) der Referenzimpfstoff 90 mehr
oder weniger die gleiche Menge an Antikérpern wie nach der ersten Immunisierung hervorbrachte

(Abbildung 3.75).
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Abbildung 3.75: ELISA-Analysen der Antiseren, die durch die Mannose-Vakzine 87 und die Vergleichsvakzine 90 induziert
wurden, nach dem ersten (links) und nach dem dritten und letzten Bluten (rechts).

Antikorper-Subtyp-Analysen unter Verwendung verschiedener Sekundarantikdrper zeigten, dass
hauptsachlich 1IgG1-Antikorper und teilweise auch IgG2a und IgG2b induziert wurden (Abbildung 3.76).
Letztere sind starke Induktoren der Antikdrper-abhangigen zellvermittelten (ADCC) und komplement-
abhingigen Cytotoxizitit (CDC) bei Mausen.[*>>153] Das vorherrschende Auftreten von Antikérpern des

IgG1-Isotyps beweist eine T-Helferzellen-vermittelte Immunantwort.
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Abbildung 3.76: Isotyp-Analyse der induzierten Antikérper durch Vakzine 87 (oben) und 90 (unten).

Um zu Uberprifen, ob die induzierten Antikérper nicht nur an das tumorassoziierte synthetische
MUC1-Glycopeptid des Impfstoffs binden kdnnen, sondern auch an MUC1 auf Tumorzellen, wurden

menschliche Brustkrebszellen (Zelllinie MCF-7) mit den Antiseren inkubiert. Nach Waschschritten und
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Anfarben mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper wurden die Fluoreszenzintensitdten
der Tumorzellen als Mal8 fir die Bindungskapazitaten der induzierten Antikorper durch Durchfluss-
zytometrie (FACS) ermittelt. Die Analysen zeigen, dass die von beiden Impfstoffen induzierten
Antikorper an Tumorzellen binden. Zwischen der mannosylierten 87 und der Referenzvakzine 90 kann
kein groRer Unterschied in der Bindung an Tumorzellen festgestellt werden. Eine erhohte Selektivitat
der induzierten Antikdrper aufgrund der Mannosylierung war allerdings auch nicht zu erwarten

(Abbildung 3.77).
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Abbildung 3.77: Durchflusszytometrische Analysen der Bindungsaffinitaten der Antiseren an MCF-7-Brusttumorzellen,
die nach der vierten Immunisierung (drittes Bluten) der Impfstoffe 87 und 90 erhalten wurden. Negativkontrolle: Serum
einer mit reinem PBS behandelten Maus.

In einem weiteren immunologischen Experiment wurde der Einfluss des Mannose-Impfstoffs auf die
Proliferation und Aktivierung von Makrophagen in vivo getestet. Da die dendritischen Zellen (DC)
ebenso den Mannose-Rezeptor besitzen, wurde die Anzahl der DCs in den Organen (Abdomen, Milz
und Leisten-Lymphknoten) nachgewiesen, die in erster Linie durch intraperitoneale Impfungen
adressiert werden. Die Proliferation von Makrophagen und DCs (Anzahl in Prozent angegeben) und
deren Aktivierung (mittlere Fluoreszenzintensitat) wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt (fir
detailliertes experimentelles Verfahren siehe Supporting Information in der entsprechenden
Literatur!®¥). In Abbildung 3.78 ist die Anzahl der jeweiligen typischen Zellen fiir die durch den
Mannose-Impfstoff induzierte Proliferation gezeigt. Es ist zu erkennen, dass die Behandlung mit dem
Mannose-Impfstoff 87 zu einer erhohten Anzahl von Makrophagen und DCs in jedem der untersuchten
Organe flihrte. Weiterhin ist anzumerken, dass diese Immunzellen durch die Gabe des mannosylierten
Impfstoffs nicht nur starker proliferierten, sondern auch vermehrt aktiviert wurden (die Aktivierung ist
aufgrund der Ubersichtlichkeit hier nicht dargestellt, siehe Supporting Information in der
entsprechenden Literatur*®¥). Diese aktivierten Antigen-prisentierenden Zellen sind nun in der Lage,
T-Helferzellen zu aktivieren (siehe CD4*-Zellen in Abbildung 3.78). Diese wiederum aktivieren
letztendlich vermehrt B-Zellen, die die zuvor analysierten anti-MUC1-spezifischen Antikorper

produzieren (siehe Abbildung 3.75).
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Abbildung 3.78: Durchflusszytometrische Analysen zur Proliferation der infiltrierten Makrophagen, dendritischen Zellen
und CD4*-T-Helferzellen im Abdomen, Milz und in den inguinalen Lymphknoten fiinf Tage nach der letzten
Immunisierung (drittes Bluten). M@: Makrophagen, DCs: dendritische Zellen, CD4*: Marker fiir T-Helferzellen,
CD11: Marker fiir DCs, F4/80 und CD11b: Oberflichenmarker fiir Makrophagen.

Diese erhohte spezifische Immunantwort gegen das tumorassoziierte MUC1-Glycopeptid-B-Zell-Epitop
kénnte weiter ausgenutzt werden, wenn hoher multivalente Mannose-Liganden an den Impfstoff
gebunden werden. Hierdurch wird das angeborene Immunsystem noch effizienter adressiert, was
somit zur weiteren Erhohung der B-Zell-Aktivierung durch vermehrt aktivierte und proliferierende
T-Helferzellen fiihren sollte. Um diese erwartete Wirkung der Mannose-Multivalenz auszuloten, wurde
flr ein weiteres in-vitro-Experiment zur Bindungsfahigkeit an den Mannose-Rezeptor ein weiteres
Mannose-Farbstoff-Konjugat 93 auf fester Phase synthetisiert, das vier statt zwei Mannose-Bausteine

tragt (Abbildung 3.79).
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Abbildung 3.79: Struktur des tetra-mannosylierten Farbstoff-Konjugats 93, welches in analoger Weise zum di-valenten
Mannose-Farbstoff 83 an fester Phase hergestellt wurde.

Die Ergebnisse dieses in vitro-Rezeptorbindungs-Experiments zeigen, dass der tetra-valente Mannose-
Farbstoff 93 noch starker an den Mannose-Rezeptor bindet als die entsprechende di-valente Mannose-
Verbindung 83 (Abbildung 3.80). Folglich erscheint die Synthese und immunologische Evaluierung

eines tetra-mannosylierten Impfstoffs fir zukiinftige Untersuchungen besonders vielversprechend.
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Abbildung 3.80: Konzentrations-abhingige Bindung der Farbstoff-markierten tetra-Mannose-Verbindung 93 (grau
unterlegt) an den Mannose-Rezeptor (CD206) an Makrophagen in vitro. F4/80 und CD11b = Marker fiir Makrophagen,
Cy3: Farbstoff.

Die spezifische IgG-Immunantwort gegen das tumorassoziierte MUC1-Glycopeptid-Antigen konnte
durch den Impfstoff 87 wesentlich verstarkt werden, da er dendritische Zellen und Makrophagen liber
ihre Mannose-Rezeptoren adressiert. Die Effizienz dieser Adressierung wurde zunachst durch die
erhohte Bindung eines Cy3-Farbstoff-Konjugats 83 an Makrophagen nachgewiesen, das zwei
Mannose-Liganden enthalt. Die resultierende verstdrkte Aufnahme in die Antigen-prasentierenden
Zellen des angeborenen Immunsystems fiihrte zu einer deutlich stirkeren Immunantwort nach
Immunisierung von Wildtyp-Mausen mit dem MUC1-Glycopeptid-TTox-Impfstoff 87, der mit dem
N-terminal erweiterten Mannose-Baustein versehen wurde. Der Vorteil der Mannosylierung konnte
durch Vergleich mit der Immunreaktion durch den entsprechenden Glycopeptid-TTox-Impfstoff 90
ohne Mannose-Liganden gezeigt werden. Die beobachtete Verstarkung betrifft nicht nur die friihe

Immunantwort (IgM), sondern insbesondere die spezifischere adaptive Immunreaktion (I1gG) nach der
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T-Zell-Reifung aufgrund der T-Zell/B-Zell-Interaktion und der resultierenden Aktivierung der B-Zellen.
Die induzierten Antikérper binden an humane MCF-7-Brusttumorzellen in einem dhnlichen Ausmal}
wie die Antikorper, die durch den nicht mannosylierten MUC1-TTox-Impfstoff 90 induziert wurden.
Neben der erhéhten spezifischen Immunantwort bewirkte der mannosylierte Impfstoff 87 auch die
Proliferation und Aktivierung von dendritischen Zellen und Makrophagen in Organen des Immun-
systems, z.B. in der Milz. Die Erh6hung der Immunreaktion kann durch die Konjugation des Impfstoffs
mit multivalenteren Mannose-Liganden noch weiter verstarkt werden, wie die verbesserte
Adressierung von Makrophagen durch ein tetra-valentes Mannose-Farbstoff-Konjugat im obigen

Versuch zeigte.

3.7.3 Antitumor-Vakzine mit N-methyliertem Tn-Antigen™

Peptide und Proteine unterliegen stiandiger enzymatischer Hydrolyse durch Peptidasen. Diese
Proteolyse bestimmt maligeblich die biologische Halbwertszeit von Peptiden und Proteinen, sodass
bei oraler Verabreichung typischerweise weniger als 1 — 2% an Bioverfiigbarkeit erreicht werden.[?*!
Allerdings kann diese Bioverfligbarkeit durch Reduktion der molekularen Flexibilitdt, durch Reduktion
der Polaritdt der Oberflache oder durch Reduzierung der Anzahl an Wasserstoffbrickenbindungen im
Wirkstoff deutlich erhéht werden.?*? Viele Peptid-Antibiotika wie Vancomycin!?**! oder Cyclosporin!?'4
beinhalten N-methylierte Aminosauren, durch die die metabolische Stabilitdat erhoht und zugleich die
Konformation des peptidischen Wirkstoffs beeinflusst wird. N-Methylierungen erhéhen die
proteolytische Stabilitit und Membran-Permeabilitit der Peptide.'®® Zusitzlich werden intra-
molekulare Wasserstoffbriickenbindungen verhindert.!?*>! N-Methylierung hat einen entscheidenden
Einfluss auf die Konformation und Flexibilitdt des Peptids, insbesondere kénnen hierdurch Turn-
Strukturen induziert werden.?*®! Gerade fiir die Tumorselektivitit der induzierten Immunantwort ist
die Konformation des MUC1-Glycopeptids wichtig, die moglichst der tumorassoziierten Struktur auf
Krebszellen dhneln sollte.*5*1711 NMR-Experimente an tumorassoziierten MUC1-Glycopeptiden mit
zwei oder mehr Tandem-Repeat-Einheiten haben ergeben, dass die immundominante Doméane mit der
Partialsequenz PDTRP[*®®! des MUC1 eine Turn-ahnliche Konformation ausbildet (,,Polyprolin-B-turn-
Helix“), die aus dem gestreckten MUC1-Polypeptid-Riickgrat herausragt.?>'%*! Daher wire die
Konstruktion und die immunologische Auswertung eines MUC1-Antitumor-Impfstoffes von

besonderem Interesse, der durch einen N-Methyl-Tn-Antigen-Baustein die Turn-Konformation

** Das Glycopeptid mit N-methyliertem Tn-Antigen wurde in Zusammenarbeit mit {aus datenschutzrechtlichen Griinden
entfernt} aus dem Arbeitskreis KUNz hergestellt, dessen Synthese, nicht aber die immunologische Auswertung,
bereits publiziert ist.2"!
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induziert und dadurch die Form der immundominanten Domane von tumorassoziiertem MUC1 auf der
Oberflache von Tumorzellen annimmt. Dieser N-methylierte MUC1-Antitumor-Impfstoff soll Hinweise
auf den Einfluss der zusatzlichen Methylgruppe im Glycopeptid auf die Tumorselektivitat geben.
N-Methylierungen férdern die Bildung von cis-Peptid-Bindungen und damit auch die Bildung von Turn-

Konformationen des tumorassoziierten MUC1-Glycopeptid-Antigens.

Die Herstellung des methylierten Tn-Kohlenhydrat-Antigens wurde von f{aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt}
im Rahmen ihrer Dissertation durchgefiihrt, der Aufbau des MUC1-Glycopeptids am Peptidsynthesizer
mit Einbau des N-Methyl-Tn-Antigens in Zusammenarbeit mit ihr.?Y”! Im Folgenden wird deshalb der
Fokus vor allem auf die immunologische Auswertung gelegt. MalRgebend fiir die Konformation des
Peptids ist seine Aminosaduresequenz und das Glycosylierungsmuster, bei dem nicht nur die Art,
sondern auch die Position der Glycosylierung im MUC1 entscheidend ist. Insbesondere eine
Glycosylierung in der STAPPA-Sequenz hat groRen Einfluss auf die Konformation des Peptids.[165190218
2201 Deswegen wurden sowohl die STAPPA- als auch die immundominante PDTRP-Doméne in Vakzine
94 glycosyliert. Flr das B-Zell-Epitop wurde der Ausschnitt aus der Tandem-Repeat-Doméane des MUC1
so verschoben, dass das N-methylierte Tn-Antigen, das in der STAPPA-Region eingebaut wird,
moglichst kurz den Reaktionsbedingungen der Peptidsynthese ausgesetzt ist, also im N-terminalen
Teil. AuBerdem soll das N-Methyl-Tn moglichst spat gekuppelt werden, um bei seiner unvollstandig
ablaufenden Kupplung den aufwendig zu synthetisierenden Baustein, von dem nur geringe Mengen
zur Verfligung standen, optimal einzusetzen. Der gewahlte MUC1-Ausschnitt besitzt mit insgesamt 22
Aminosauren somit die Aminosdure-Abfolge GSTAPPAPAHGVTSAPDTRPAPGS. Zusatzlich wurde durch
{aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} eine Referenz-Vakzine 95 zur N-methylierten TTox-Vakzine 94

synthetisiert, um den Effekt der Methylgruppe besser beurteilen zu kénnen (Abbildung 3.81).12*"!
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Abbildung 3.81: Struktur der von {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} hergestellten N-methylierten MUC1-Antitumor-Vakzine
94 und der entsprechenden Vergleichsvakzine 95.1217] Die Synthese der MUC1-Glycopeptide am Peptidsynthesizer gelang
in Zusammenarbeit mit ihr. Die zuséatzliche Methyl-Gruppe ist an entsprechender Stelle mit einem Pfeil markiert.

Die anschliefRende immunologische Evaluierung geschah in Kooperation mit Diplom-Chemikerin aus
datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} dUS dem |n5titut fur |mmun0|0gie (Arbeitsgruppe {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt},

Universitatsmedizin Mainz). Hierzu wurden zwei Gruppen & drei BALB/c-Mause im Alter von 8 — 12
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Wochen mit einer Vakzin-94- bzw. 95-Formulierung immunisiert. Die Erstimmunsierung erfolgte
subkutan in CFA, da die Daten aus Kapitel 3.7.1 zu diesem Zeitpunkt noch nicht vorlagen. Jeweils im
Abstand von drei Wochen erfolgten die zweite, dritte und vierte Immunisierung intraperitoneal in IFA.
Flinf Tage nach jeder der drei Auffrischimpfungen wurde Blut durch Punktierung der Schwanzvenen
entnommen. Die Ergebnisse der ELISA-Untersuchung zur quantitativen Bestimmung der Vakzin-
induzierten lgG-Serumantikérper zeigen, dass bei beiden Impfstoffen signifikante IgG-Titer mit
Endpunkt-Titern von bis zu ca. 100 000 induziert wurden, wobei zwischen den Antiseren beider
Impfstoffe kein deutlicher Unterschied in der Hohe der Titer zu beobachten ist (Abbildung 3.82).
Lediglich Maus 3, die mit der N-methylierten Vakzine 94 geimpft wurde, zeigt im Vergleich zu den

anderen Mausen eine schwachere Immunantwort.
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Abbildung 3.82: IgG-Titer der Vergleichsvakzine 95 (links) und der Vakzine 94 mit eingebautem N-Methyl-Tn-Antigen
(rechts) nach der letzten Immunisierung (drittes Bluten). Negativkontrolle: Serum einer nicht immunisierten Maus. Die
ELISA-Mikrotiterplatten wurden mit BSA-Konjugaten mit den entsprechenden MUC1-Glycopeptiden beschichten, die
ebenfalls von {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} hergestellt wurden.[217]

Die Bestimmung der induzierten Antikdrper-lsotypen mittels ELISA ergab, dass fast ausschlieflich IgG1-
Antikorper gebildet wurden, lediglich bei Maus 3 der Vergleichsvakzine 95 wurden nennenswerte

Mengen des Immunglobulins vom 1gG2a-Typs induziert (Abbildung 3.83).
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Abbildung 3.83: Bestimmung der durch Vakzine 94 und 95 induzierten Antikérper-Isotypen fiinf Tage nach der letzten
Immunisierung mittels ELISA-Analysen.
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Auf die Quantitat der induzierten anti-MUC1-Antikérper sowie deren Isotypen hat die zusatzliche
Methyl-Gruppe offensichtlich keinen groReren Einfluss. Viel interessanter ist allerdings die Fahigkeit
der durch die N-methylierten Vakzine 94 induzierten Antikorper zur Bindung an Tumorzellen im
Vergleich zu denjenigen, die durch die Vergleichsvakzine 95 induziert wurden. Zur Messung wurden
Tumorzellen mit den Antiseren und danach mit einem Fluoreszenz-markierten Sekundarantikérper
inkubiert und die Bindungsaffinititen der induzierten Antikérper in durchflusszytometrischen
Analysen bestimmt. Um den Vergleich der Bindungsaffinitdat an verschiedenen Zelllinien zu
untersuchen, werden bei dieser Immunisierungsrunde humane Brusttumorzellen der Zelllinie T-47D!¢!

und MCF-71%1 verwendet (Abbildung 3.84).

Aus den durchflusszytometrischen Ergebnissen in Abbildung 3.84 lassen sich zwei Erkenntnisse
gewinnen. Erstens: Die Bindungsintensitdten an T-47D-Zellen sind deutlich starker ausgepragt als die
an MCF-7-Zellen, da sie zwischen 28 — 66 Prozentpunkten hdher liegen. Interessanterweise zeigt die
Positivkontrolle, bei der die entsprechenden Zellen mit dem monoklonalen Antikérper GGSK-1/3014"!
inkubiert wurden, eine gleich starke Bindungsaffinitdt an beiden Zelltypen (97% vs. 98%). So liegt die

allgemein geringe Bindung an MCF-7 nicht an der Gegenwart von defekten Zellen.
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Abbildung 3.84: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse zur Bestimmung der Bindungsaffinitdt der durch die
Vakzine 94 und 95 induzierten Serum-Immunglobuline an Brusttumorzellen der Zelllinie T-47DI4¢! (links) und MCF-7
(rechts) im Vergleich.

Zweitens: Die zusatzliche Methyl-Gruppe hat keinerlei positiven Effekt auf die Bindungsaffinitat der
induzierten Antikérper an humane Tumorzellen. Im Vergleich zu den induzierten Immunglobulinen der
Referenzvakzine zeigen sie sowohl bei T-47D- als auch bei MCF-7-Zellen sogar geringere Bindungs-

affinitaten. Bei MCF-7-Zellen ist der Unterschied bei allen drei M&dusen im Durchschnitt (Vakzine 95 vs.
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94: 60% vs. 16%) deutlich ausgepragter als bei T-47D-Zellen (97% vs. 76%). Offensichtlich verursacht
die zusatzliche Methylgruppe des Tn-Antigens nicht, dass die Turn-Struktur der immundominanten
Domaéne ausgebildet wird und eine moglichst naturgetreue tumorassoziierte MUC1-Struktur vorliegt.
Schon im Rahmen der Doktorarbeit von faus datenschutzrechtiichen Grinden entfern @aUs dem Arbeitskreis KUNz hatte sich
gezeigt, dass ein eingebautes, starker verfremdetes C-Glycosid (B-C-Glycosyl-Milchzucker-Tyrosin-
Baustein) zwar hohe Antikorper-Titer auslosen konnte, aber die induzierten Antikorper aufgrund der
zu hohen Verfremdung des MUC1-Glycopeptids durch den artifiziellen Baustein nicht oder kaum in der
Lage waren, die auf humanen Tumorzellen vorliegenden MUC1-Epitope zu erkennen.!??! So ist auch
das hier verwendete N-methylierte Tn-Antigen offensichtlich zu artifiziell. Nichtsdestotrotz gehoren
die Bindungsaffinitdten der durch Vergleichsvakzine 95 induzierten IgG-Antikdrper mit zu den
hochsten je gemessenen Werten. Daher stellt diese neu gewahlte Aminosdureabfolge GSTAPPAPA-
HGVTSAPDTRPAPGS eine geeignete Sequenz dar, deren Konformation derjenigen der tumor-

assoziierten MUC1-Strukturen auf Tumorzellen dhnlich zu sein scheint.

3.7.4 Antitumor-Vakzine mit veranderter Sequenz im MUC1-B-Zell-Epitop™

Fir eine effektive Tumortherapie mit endogenen Strukturen ist das Durchbrechen der Immuntoleranz
gegenilber diesen korpereigenen Antigenen unabdingbar. Die Immunisierung mit Antitumor-
Impfstoffen mit humanen MUC1-Glycopeptid-Antigenen (huMUC1) erfolgte bislang in Wildtyp-
Mausen, die murines MUC1 (muMUC1) exprimieren. Diese huMUC1-Antigene konnten durch das
Immunsystem der Mause als fremd erkannt werden, da es signifikante, strukturelle Unterschiede der
jeweiligen MUC1-Molekiile gibt. In einer Krebsimmuntherapie sollten Krebspatienten aber mit
huMUC1-Antitumor-Impfstoffen immunisiert werden. Das menschliche Immunsystem erkennt jedoch
humanes MUC1 als Selbst-Antigen, gegen das es aufgrund von Mechanismen der Immuntoleranz unter
Umstanden nicht oder nur kaum reagieren kdnnte. Transgene Mduse mit der Fahigkeit zur Expression
von humanem MUCI1 besitzen auch ein Immunsystem, das humane MUC1-Strukturen toleriert und
diese als Selbst-Antigene erkennt. Diese genetisch verdnderten Tiere ahmen die selbsttolerante
Umgebung des Menschen nach. Mit ihnen kénnte man kldren, ob ein huMUC1-tolerierendes
Immunsystem eine Immunantwort gegen synthetisierte huMUC1-Antitumor-Impfstoffe auslosen

kann.

™ Ergebnisse dieses Kapitels wurden bereits veréffentlicht.?2?l Die Zucht der transgenen Miuse sowie deren
Immunisierung erfolgte durch {aus datenschutzrechtiichen Griinden entfernt}.
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Wegen der gemessenen starken Bindungsaffinititen der Antikérper, die durch Vakzine 95
(vorangegangenes Kapitels 3.7.2) mit verschobener MUC1-Sequenz induziert wurden, sollte die
immunologische Auswertung in genetisch veranderten Mausen mit einem MUC1-Antitumor-Impfstoff
von gleicher Aminosdureabfolge wie Vakzine 95 erfolgen. Hierbei liegt die STAPPA-Sequenz im
Gegensatz zu bisherigen MUC1-Impfstoffen (in dieser und in vorangegangenen Arbeiten*’8221 mit
etablierter MUC1-Sequenz) N-terminal verschoben vor, so dass die Primdrsequenz des Peptids
GSTAPPAHGVTSAPDTRPAPGS lautet (vgl. Kapitel 3.7.2). Aus NMR-Studien und Computersimulationen
war bekannt, dass Glycosylierung im STAPPA-Motivs eine helikale Konformation induziert.[2>3%170:223]
Aufgrund dessen wurde Threonin-3 als sialyliertes Kohlenhydrat-Antigen STn eingebaut, das von Dr.
ANTON KAISER zur Verfligung gestellt wurde. Zusatzlich wurde ein Tn-Antigen 16 als Threonin-16 der
immundominanten PDTRP-Domaéne eingefiigt (Abbildung 3.85). Das tumorassoziierte huMUC1-B-Zell-
Glycopeptid-Epitop wurde an fester Phase nach dem Fmoc-Protokoll ausgehend von einem mit Fmoc-
Serin vorbeladenem TentaGel®-Trityl-Harz aufgebaut (siehe Kapitel 3.3.2). Nach beendetem Aufbau
wird das Glycopeptid 96 vom Harz unter gleichzeitiger Entfernung aller sdurelabilen Seitenschutz-
gruppen durch Trifluoressigsdure (TFA), Triisopropylsilan (TIPS) und Wasser gel6st (TFA/TIPS/Wasser,
10:1:1). Zur Entfernung der O-Acetylgruppen wurde das Glycopeptid 96 mit einer auf pH 11.0 — 11.5
eingestellten wassrigen NaOH-Lésung geriihrt.'”4! Das reine, komplett deblockierte Glycopeptid 97
(Abbildung 3.85) wurde durch semipraparative HPLC isoliert und durch *H,*H-COSY- und *H,*C-HSQC-
NMR-Spektroskopie sowie Massenspektrometrie charakterisiert. Fiir eine erfolgreiche Immuntherapie
im Hinblick auf die Mechanismen der Selbsttoleranz ist es notig, die synthetisierten MUC1-Glyco-
peptide mit stark immunstimulierenden Komponenten wie Tetanus-Toxoid (TTox) zu kombinieren.
Daher wurde nach der selektiven Aminolyse von Diethylsquarat durch die terminale Amino-Gruppe
des N-terminalen Triethylenglycol-Spacers bei pH 8.0 der enthaltene Quadratsauremonoamidester 98
des Glycopeptid-Antigens in wassriger Phosphat-Pufferldsung bei pH 9.6 mit TTox gekuppelt. In einer
analogen Reaktion wurde der Quadratsduremonoamidester 98 an Rinderserumalbumin (BSA)
gebunden. Die TTox-Vakzine 99 wie auch das BSA-Konjugat 100, das als Beschichtung fiir die ELISA-
Mikrotiterplatten dient, wurden nach Ultrafiltration (iber eine 30 kDa-Membran und anschlieRende

Gefriertrocknung als farbloses Lyophilisat im Milligramm-Mafstab erhalten.
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Abbildung 3.85: Struktur des Antitumor-Impfstoffs 99, der eine verlangerte MUC1-Tandem-Repeat-Einheit als B-Zell-
Epitop mit Tn- und Sialyl-Tn-Antigen sowie Tetanus-Toxoid (TTox) als potenter T-Zell-Aktivator enthélt. Darunter ist das
entsprechende BSA-Konjugat 100 zur Beschichtung der ELISA-Platten gezeigt. Das entsprechende Glycopeptid 96 wurde

durch Festphasenpeptidsynthese, analog wie in Kapitel 3.3 beschrieben, aufgebaut.

Die Tandem-Repeat-Domdne des murinen MUC1 weist eine nur 34%ige Homologie zu der des
humanen MUC1 auf. AuRerdem ist die Anzahl der Tandem-Repeat-Einheiten im menschlichen MUC1
wesentlich héher.!??" Diese signifikanten Unterschiede zwischen den Strukturen von murinem und
humanem MUC1 wirft die Frage auf, ob ein Antitumor-Impfstoff mit humanem MUC1-Glycopeptid
eine effektive Immunantwort bei zukiinftigen Krebsimmuntherapien im Menschen auslésen kann. Zur
Beantwortung wurde die huMUC1-Antitumor-Vakzine 99 in huMUC1 exprimierende, transgene
Mause, deren Zucht der Kooperationspartnerin (aus datenschutzrechtichen Grinden entfernty g€lang, injiziert und
immunologisch evaluiert. Die genetisch verdanderten Tiere exprimieren das normal glycosylierte
huMUC1 in der Art und Weise, wie es beim Menschen der Fall ist.??”! Die erhaltenen Ergebnisse
werden mit denjenigen der Immunisierung von weiblichen Wildtyp-Ma3usen des C57BL/6-Stammes,

die murines MUC1 exprimieren, verglichen.
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SO wurden Von {aus datenschutzrechtiichen Griinden entfernt) (U Niversitatsmedizin Mainz) drei huMUC1-transgene Mdause
und drei Wildtyp-Mause (huMUC1-negative C57BL/6-Mause) jeweils im Alter von acht Wochen
dreimal intraperitoneal mit Vakzine 99 in IFA und PBS im 14-tagigen Intervall immunisiert. Fiinf Tage
nach jeder Auffrisch-Immunisierung wird Blut aus den Schwanzvenen der Maduse entnommen, und die
induzierten anti-huMUC1-IgG-Antikérper wurden mittels ELISA-Technik (Kapitel 3.5.2) quantifiziert.
Die Mikrotiterplatten wurden zuvor mit dem entsprechenden BSA-huMUC1-Konjugat 100 (Abbildung
3.85) beschichtet. An der ELISA-Analyse nach der letzten Immunisierung (Abbildung 3.86) ist zu
erkennen, dass die Vakzine 99 im Vergleich zu anderen TTox-Impfstoffen nur moderate Antikdrper-
Titer induzierte. Allerdings ist kein signifikanter Unterschied zwischen den Antiseren der transgenen
sowie Wildtyp-Mause zu erkennen, die dhnlich hohe Antikorper-Titer hervorbrachten. Dies steht im
Widerspruch zu bisherigen Beobachtungen von Immunisierungsstudien anderer Gruppen, die in
transgenen Mausen nur geringe anti-MUC1-IgG-Antikorper induzieren konnten und zum Schluss

kamen, dass huMUC1-transgene Miuse teilweise humanes tumorassoziiertes MUC1 tolerieren.[225:226]
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Abbildung 3.86:Vergleich der ELISA-Analysen von den Antiseren nach der dritten Immunisierung (zweites Bluten), die
durch Vakzine 99 induziert wurden. Rechts: halb-maximale Antikorper-Titer, ns = nicht signifikant. Die Mikrotiterplatten
wurden mit dem BSA-Coat 100 beschichten, sodass nur anti-MUC1-Glycopeptid 98-Antik6rper quantifiziert
werden konnen.

Weiterhin wurden die Antikérper-lsotypen durch ELISA-Experimente unter Verwendung von Isotyp-
spezifischen Sekundarantikorpern analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die Vakzine 99 in allen drei
Wildtyp- und transgenen Mausen unterschiedliche, jedoch dhnliche hohe Mengen an IgG1- und IgG2b-
Subtyp-Antikérpern induzierte (Abbildung 3.87). IgG2c und 1gG3 sind kaum nachweisbar. Im
Unterschied zu den Wildtyp-Mausen produzierten die transgenen Tiere jedoch wesentlich hohere
Mengen an IgM-Antikorper. Der geringere Antikorper-Klassenwechsel kann auf eine reduzierte
T-Helferzell-vermittelte Antikorper-Produktion in den transgenen Mausen aufgrund einer moglicher-
weise leichten huMUC1-Toleranz hindeuten, wobei zu betonen ist, dass insgesamt gleich hohe,

absolute IgG-Antikorpertiter induziert wurden.
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Abbildung 3.87: Bestimmung der durch Vakzine 99 induzierten Antikdrper-Subtypen in Wildtyp-Mé&usen (oben) und
huMUC1-transgenen Mause (unten) fiinf Tage nach der dritten Immunisierung (zweites Bluten) durch ELISA-
Experimente.

Um zu Uberprifen, ob die induzierten IgG-Antikérper nicht nur an synthetisches tumorassoziiertes
MUC1-Glycopeptid 98 des Impfstoffes sondern auch an MUC1 auf Tumorzellen binden kénnen,
wurden humane Brusttumorzellen der Zelllinie MCF-71*%3] mit den jeweiligen Antiseren der sechs
Mause inkubiert (siehe Kapitel 3.5.3). Die Bindungsaffinitat der induzierten Antikérper an Tumorzellen
fiel gering aus, wobei durch alle sechs Antiseren Bindungen durch teilweise positiv-gefarbte MCF-7-
Zellen nachzuweisen ist, die in beiden Mause-Gruppen dhnlich hoch ausfallt (Wildtyp: 10%, 10%, 28%;
huMUC1-transgene Mause: 5%, 13%, 18%).
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Abbildung 3.88: Durchflusszytometrische Untersuchungen der Bindungsfihigkeit der durch Vakzine 99 induzierten
Antiseren an MCF-7-Tumorzellen nach der letzten Immunisierung (zweites Bluten). Negativkontrolle: Serum einer nicht
immunisierten Maus.

Neben der Induktion von Antikérpern des IgG-Typs, die an Tumorzellen binden, konnte durch die
intraperitoneale Immunisierung mit Vakzine 99 eine deutliche Zunahme aktivierter B-Zellen, CD4"-
T-Helferzellen und dendritischer Zellen in den inguinalen Lymphknoten der Wildtyp- und der

transgenen Méiuse festgestellt werden (fiir die Durchflusszytometrie-Analysen siehe Literatur???),
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Weiterhin ist anzumerken, dass wahrend der Immunisierungsstudie die Mause fiir Anzeichen von
Autoimmunreaktionen, wie Gewichtsverlust, ungewdhnliches Verhalten sowie der Bildung eines
gekrimmten Rickens, kontrolliert wurden. Keine dieser Symptome und somit keine autoimmun-
reaktiven Angriffe wurden beobachtet, was sich mit den Ergebnissen anderer Gruppen deckt, die
ebenso keine histologischen Hinweise flir Autoimmunreaktionen gegen huMUC1-exprimierende

Epithelzellen fanden.!??¢!

Die Immunisierung der in Wildtyp-Mause des haufig verwendeten BALB/c-Stammes mit Vakzine 99
ermoglicht einen interessanten Vergleich mit den bereits diskutierten Ergebnissen der
Immunisierungsstudien an MUC1-transgenen Mausen und Wildtyp-Ma&usen, die beide dem C57BL/6-
Stamm angehoren. Aus diesem Grund wurden zusatzlich vier BALB/c-Wildtyp-Mé&use mit Vakzine 99
immunisiert. Die Immunisierung erfolgte analog der oben beschriebenen Vakzinierungsstudie (drei
Impfungen nach 14 Tagen). Eine der vier BALB/c-Méuse erhielt eine Vakzin-Formulierung ohne IFA,
also eine schlichte Vakzin 99-Losung ausschlieBlich im wassrigen Phosphatpuffer (PBS), da in einer
vorausgegangenen Arbeit bei einer Immunisierung mit einer vollsynthetischen MUC1-Vakzine,
bestehend aus dem T-Helferzell-Epitop P30 und einer dreifach glycosylierten MUC1-Sequenz, eine
starkere immunogene Wirkung dieser Vakzine in reiner PBS-Lsung gefunden wurde.!*”! Die mit 99 in
PBS immunisierte Maus (Maus 4) zeigte nach der dritten Immunisierung jedoch deutlich niedrigere
Antikorper-Titer im Vergleich zu den in IFA geimpften Mausen (Abbildung 3.89a). Die Ergebnisse aus
der Literatur*”> lassen sich fiir TTox-konjugierte Vakzine somit nicht bestatigen, womit sich die positive
Wirkung des Depot-Effekts der Wasser-in-Ol-Emulsion (IFA) auf das immunogene Potential des
Impfstoffs belegen lasst. Im Vergleich zu den C57BL/6-Wildtyp- und den MUC1-transgenen Mausen
sind die Antikorper-Titer der BALB/c-Wildtyp-Mause dhnlich hoch. Die Induktion von geringen Mengen
an IgG2a- (entspricht 1gG2c bei C57BL/6), 1gG2b- sowie IgG3-Antikdrper gelang nur in Maus 1. In allen
vier Mausen ist das Immunglobulin vom Typ IgG1 durchweg der dominierende Subtyp (Abbildung
3.89b). Wie auch in den C57BL/6-Wildtyp-M&usen werden keine IgM-Antikérper produziert. Die
durchflusszytometrischen Analysen der Bindungsfahigkeit der induzierten Antiseren zeigen in allen
vier Mausen deutliche Verschiebungen der Fluoreszenz-Intensitdten durch positiv gefarbte MCF-7-
Tumorzellen (69%, 57%, 42%, 35%, siehe Abbildung 3.89c), wobei die in PBS immunisierte Maus
(Maus 4) das Antiserum mit der niedrigsten Bindungsaffinitat aufweist. Im Vergleich zu den induzierten
Antikérpern der C57BL/6-Wildtyp- und MUC1-transgenen Mdause zeigen diese hier dargestellten
Ergebnisse eine wesentlich starkere Bindungsfahigkeit an humane Tumorzellen (vgl. Abbildung 3.88).
Die starkere Bindungsaffinitat der induzierten Antikorper von den BALB/c-Mausen im Vergleich zu den

C57BL/6-Md&usen konnte bereits in Kapitel 3.7.1 beobachtet werden.



3. Allgemeiner Teil 89

2,5
a) ’ b) » Maus 1 g Maus 2
. -8
20 —+— Maus 1 ¥ P_~‘\ T
£ —e— Maus 2 Zw i
S —m=— Maus 3 70 . gn EE
3 s —e— Maus 4 (PBS) 500 ¥ Eoo A== =
g veo | vmo  umo | vme | veko | vuso voo uew v vEm | vewm | yawo
@ --2--- Negativkontrolle Verdinnung Verdiinnung
5
] o Maus 3 '
210 2 £, Maus 4 (PBS) ——g61
2 5, 3 —e—IgG2a
B 3 —a—1gG2b
o : g —*—1gG3
0,5 2w 2., - IgM
£os §os
N e - bl e " Bl —
0,0 ) Verdunnung pe v;:;.,,m.,,.!m ” .
1/400  1/800 1/1600 1/3200 1/6400 1/12800 1/25600 1/51200 1/102400 1/204800 1/408600 1/819200
Verdiinnung
C
) Maus 1 Maus 2 Maus 3 Maus 4 (PBS)
69% 1 57% . 42% 35%

Anzahl der Zellen

Fluoreszenz-Intensitat

Abbildung 3.89: a) ELISA-Analyse der Immunisierung von BALB/c-Mausen mit Vakzine 99 fiinf Tage nach der dritten
Immunisierung (zweites Bluten), b) Antikérper-Subtyp-Analyse, c) durchflusszytometrische Analyse der durch Vakzin 99
induzierten Antikorper.

Es ist somit festzuhalten, dass die immunologische Auswertung des synthetischen tumorassoziierten
MUC1-Glycopeptid-TTox-Vakzins 99 in den transgenen und den Wildtyp-M&usen des C57BL/6-
Stammes eine deutliche humorale sowie zelluldre Immunantwort ergab, die auf eine wirksame
Durchbrechung der Immuntoleranz hindeutet. Sowohl die huMUC1l-exprimierenden transgenen
Mause sowie die Wildtyp-Mause zeigten dhnlich hohe Antikorper-Titer ohne Anzeichen autoimmun-
reaktiver Nebenwirkungen. Die Ergebnisse der Immunisierung der BALB/c-M&use mit der gleichen
Vakzine 99 zeigten beim hervorgebrachten Antikorper-Titer vergleichbare, bei der Bindungsaffinitat
etwas starkere Immunantworten. Die transgenen Mause ermoglichen als neu entwickeltes
Mausmodel neben der immunologischen Evaluierung von tumorassoziiertem huMUC1-Antigenen
auch die Untersuchung von potentiellen Autoimmunreaktionen durch die Induktion einer gegen
huMUC1 gerichteten Immunantwort. Zukiinftig kann zudem die Wirksamkeit der Antitumor-Vakzine
in Immunisierungsstudien an Mausen mit huMUC1-exprimierenden Tumoren getestet werden, sodass

die Entwicklung von innovativen Krebs-Impfstoffen in klinischen Studien erleichtert wird.?2>2%7)

3.8 \Vollsynthetische, auf Peptiden basierende Antitumor-Vakzine

Die wirksamsten aller auf MUC1-Sequenzen basierenden Antitumor-Vakzine sind zurzeit die Tetanus-
Toxoid-konjugierten Vakzine (vergleiche Kapitel 3.7). Sie sind in der Lage, starke und hochselektive
Immunantworten gegen das bei der Vakzinierung verwendete MUC1-Glycopeptid auszulésen und
Antikérper zu induzieren, die an Tumorzellen und isoliertes Tumorgewebe selektiv binden.%174187] Dje

im TTox befindlichen, zahlreichen T-Zell-Epitope sorgen fiir eine breite Aktivierung von T-Lymphozyten,
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durch deren Hilfe wiederum B-Zellen zu Antikdrper-produzierenden Plasmazellen aktiviert werden.
Obwohl aus diesem Grunde diese Protein-konjugierten Impfstoffe gegenwartig die viel-
versprechendsten Kandidaten fir die Krebs-Immuntherapie sind, besitzen sie einige Nachteile. |hre
Charakterisierung ist aufgrund ihrer GrofRe nur ungeniigend moglich, da die MUC1-B-Zell-Epitope an
die groBen, immunogenen Proteine konjugiert werden. Aus immunologischer Sicht haben sie einen
weiteren Nachteil: Neben der Verstarkung der Immunantwort kdnnen hoch potente Immunogene wie
das Tragerprotein Tetanus-Toxoid unter Umstanden die Immunreaktionen gegen schwachere
Antigene, wie beispielsweise gegen die Selbst-Antigene des tumorassoziierten MUC1, unterdriicken,
im Falle des MUC1 infolgedessen die gewiinschte Immunantwort gegen Tumorzellen.[??! Denn die
immunogenen Tragerproteine induzieren aufgrund von ebenfalls enthaltenen B-Zell-Epitopen eine
breite und hohe Immunantwort gegen sich selbst, die mit der gewlinschten anti-MUC1-Immunantwort
konkurriert.!??®! Gerade bei einer Vorimmunisierung mit bzw. bei einer bereits bestehenden Immunitit
gegen Tetanus-Toxoid, wie es beim Menschen durch die Tetanus-Impfung der Fall ist, kann es durchaus
zu einer Suppression der Immunantwort durch Gabe einer weiteren Tetanus-Toxoid-konjugierten
Vakzine kommen, wie Studien zeigten. [230231.2321 Das Auftreten oder Ausbleiben dieses Effektes der
sogenannten carrier-induced epitopic suppression hangt von der Dosis, der Wahl des Tragerproteins
und der Verwendung von Adjuvantien ab.[23%231 Zysitzlich kann bei einer zu starken Immunantwort
die Unterdrickung von potentiell autoimmunreaktiven Zellen des Immunsystems ausbleiben, was zu
Autoimmunreaktionen fithren wiirde.”®3 Die alternative Kombination mit einzelnen T-Helferzell-
Epitopen, die wenige oder gar keine Antikdrper gegen sich selbst induzieren, ware diesbeziiglich von

Vorteil.

Durch die Entwicklung von vollsynthetischen Vakzinen ware alternativ zu den MUC1-Protein-Konjugat-
Impfstoffen die Gewinnung von wohldefinierten, synthetisch reproduzierbaren Impfstoffen fir
groRangelegte klinische Studien in groReren Mengen moglich. Bei der Synthese kénnen weitere
Funktionalitaten und Bausteine, wie Lipide, Kohlenhydrate oder artifizielle Aminosauren eingefiihrt
werden, um beispielsweise die Loslichkeit, die Immunogenitdt der Peptide oder deren metabolische
Stabilitdat zu erhohen. Durch die Reinigung von totalsynthetischen, rein auf Peptiden basierenden
Impfstoffen durch etablierte Methoden, wie beispielsweise HPLC, und die genaue Charakterisierung
mittels Massenspektrometrie und Kernspinresonanzspektroskopie, waren Qualitatskontrollen (GMP-
Richtlinien) leichter auszufiihren. Zudem wiéren im Gegensatz zu TTox-konjugierten Impfstoffen die
Herstellung sowie die Lagerung kostenglinstiger, da anders als bei Proteinen keine dauerhafte Kiihlung
nétig ist.*¥ Ein auf den ersten Blick groBer Nachteil ist dabei die Beschriankung auf spezifische Humane
Leukozytenantigen-Haplotypen (HLA) des Menschen. HLA-Gene codieren MHC-Proteine und sind im

Menschen &auRerst vielfdltig. Die Erkennung von T-Zell-Epitopen, die auf der Oberfliche der



3. Allgemeiner Teil 91

Immunzellen durch MHC-Proteine prasentiert werden, hdangt unter anderem von der spezifischen
Version des HLA-Gens ab. Das bedeutet also, dass bestimmte T-Zell-Epitope nur zu bestimmten HLA-
Allelen der Patienten und somit zu einer Bevolkerungsgruppe passen und moglicherweise von anderen
nicht erkannt werden kénnen.?*! Dieser Nachteil kann aber umgangen werden, indem durch Auswahl
geeigneter T-Zell-Epitope beim Menschen haufig vorkommende HLA-Allele angesprochen werden, wie
beispielsweise HLA-A2 und HLA-A24, die bei ungefihr der Hilfte der Weltbevélkerung vorkommen. 23!
Auch ist der Einsatz von universellen T-Helferzell-Epitopen, wie die aus dem Tetanus-Toxoid
stammenden P2- und P30-Peptide oder das kiinstliche Pan-DR-Epitop (PADRE),'*”! méglich, die nicht
nur auf einzelne HLA-Haplotypen beschrankt sind.!?3823% |m Hinblick auf die personalisierte Medizin
kénnten sogar gezielt auch diejenigen T-Helferzell-Epitope fiir die Entwicklung einer Antitumor-
Vakzine fir einen Patienten ausgewahlt werden, die zu weniger haufig vorkommenden HLA-
Haplotypen passen.!?*® Dariiber hinaus verbessern synthetische T-Zell-Peptid-Epitope die Antigen-
Prasentation und die T-Zell-Aktivierung im Vergleich zur Verwendung eines ganzen Proteins, da sie

anders als Proteine nicht erst im Inneren von dendritischen Zellen prozessiert werden miissen.?*!

Einige vielversprechende Peptid-Impfstoffe wurden bereits in klinischen Studien getestet,?*? doch
trotz der zahlreichen Vorteile ist aktuell noch kein auf einem T-Zell-Epitop- bzw. auf einem Peptid
basierender Impfstoff auf dem Markt. Dies liegt unter anderem daran, dass die Immunantwort im
Gegensatz zu Protein-konjugierten Vakzinen meist nur schwach ausfillt. Diese |asst sich jedoch durch
Anwendung geeigneter Konzepte erhdhen, wie die der multiplen Antigen-Prasentation oder die

Verwendung von starken Adjuvantien, wie im Folgenden gezeigt wird.

3.8.1 Polymer-konjugierte Antitumor-Vakzine**

Die Erhéhung der Immunogenitat eines Antitumor-Impfstoffes stellt nach wie vor eine Heraus-
forderung dar. Die Selektivitat und Wirksamkeit sowie die Qualitdt der induzierten Immunantwort
hédngt nicht nur vom ausgewahlten tumorassoziierten Antigen ab, sondern auch von der Art seiner
Prasentation gegenliber dem Immunsystem, die der Situation auf der Zelloberflache moglichst ahneln
sollte. Von diesem Gesichtspunkt aus betrachtet, wird die endstdndige Exposition von Antigenen auf
Tragern mit dendritischer Architektur als besonders vielversprechend angesehen. Bereits im Rahmen
der Diplomarbeit konnte gezeigt werden,?**! dass die multivalente Prasentation von MUC1-Antigenen

mit der Tetanus-Toxoid-Partialsequenz P2 als T-Zell-Epitop auf einem polymeren Trager im Vergleich

# Ergebnisse dieses Kapitels wurden bereits ver&ffentlicht.[1%¢
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zu einfacheren vollsynthetischen Vakzinen zu beachtlichen Immunreaktionen fiihrte.[*8" Als polymerer
Trager wurde hyperverzweigtes Polyglycerin (Poly(glycerin-co-propargylglycidylether), kurz HPG)
verwendet, welches freundlicherweise von {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} aus der Arbeitsgruppe
von Herrn {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} aus dem Institut fir Organische Chemie der Universitat

Mainz zur Verfiigung gestellt wurde.?*¥

Dieser globuldre Polymer-Trager beinhaltet flexible
aliphatische Polyether-Arme. Im Gegensatz zur Verwendung von linearen polymeren Carrier wie
Poly(N-(2-hydroxypropyl)meth-acrylamid), kurz p(HPMA),*82! verhindern verzweigte Vakzine, wie die
mit HPG als Trager, das Verkndueln der gebundenen Antigene. Aufgrund seiner Dendrimer-artigen
Struktur steht viel Platz fir die Kupplung von Antigenen zur Verfliigung, die auf der Oberflache
spharisch prasentiert werden und somit der Situation auf einer Zelloberflache entsprechen. Es wird
eine optimale multivalente Prasentation der Antigene fiir das Immunsystem erreicht, was sich in einer
erhohten Immunantwort widerspiegelte. HPGs sind biokompatibel, nicht immunogen und |6slich in
Wasser.?*! |Im Vergleich zu Polyethylenglycol (PEG) ist HPG hydrophiler und weist eine hthere Dichte
an Hydroxy-Gruppen ohne signifikante Erhéhung der Viskositat auf. Es kann gerade im Hinblick auf die
im P2-Peptid zahlreich enthaltenden hydrophoben Aminosauren die Loslichkeit der Vakzine erhéhen.
Aufgrund dieser positiven Eigenschaften wird hyperverzweigtes Polyglycerin als inerter Trager oft in

biomedizinischen Anwendungen eingesetzt.?*?!

Um die Bedeutung der multiplen Prasentation von Antigenen in Antitumor-Impfstoffen und ihre
Auswirkung auf die Immunantwort zu demonstrieren, wird im Rahmen dieser Arbeit eine neue, auf
einem Polymer basierende Vakzine synthetisiert, deren HPG-Trager so modifiziert wird, dass mehr
Antigen-Bindungsstellen enthalten sind. Daher wurde ein neues multi-Alkin-funktionalisiertes HPG
ebenfalls von (aus datenschutzrechtiichen Grinden entfernty ZUI Verfligung gestellt (Molekulargewicht M, = 2410 g/mol),
das im Durchschnitt acht Alkin-Gruppen tragt, statt der fiinf im Falle des Impfstoffs aus der Diplom-
arbeit!*8243 Dje Anzahl der verkniipften Antigene kann durch das Monomeren-Verhéltnis von Glycidol
(G)/Glycidylpropargylether (GPE) in der einstufigen Synthese von HPG(G-GPE) eingestellt werden. Die
Zahl der resultierenden Alkin-Gruppen kann an dem *H-NMR-Spektrum berechnet werden.?* Fiir das
MUC1-P2-Antigen 101 der neuen Polymer-Vakzine wird die identische Aminosduresequenz gewahlt
(PAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPA), wie sie im Impfstoff 105 aus der Diplomarbeit vorkam. Da die
Konformation der Glycopeptide, die durch die Glycosylierungen beeinflusst wird, entscheidend fiir die
Tumorselektivitat ist, wird das Glycosylierungsmuster von 101 modifiziert, um die moderate und
unterschiedlich starke Erkennung von Tumorzellen zu erhéhen, die fir die durch den Impfstoff 103
induzierten Antikérper beobachtet wurden. Anstelle von Threonin-18 wird Serin-17 als Tn-Antigen
gekuppelt und ein zweites Tn-Antigen zusatzlich an Position Threonin-11 platziert. Somit liegen die

immundominanten Motive PDTRP und GSTA, die als bevorzugte Bindungsstellen fir anti-MUC1-
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Antikérper gelten, glycosyliert vor.[164165247] D3 die Immunogenitit von tumorassoziiertem MUC1 als
endogene Struktur zu niedrig fir eine wirksame Immunantwort ist, wird als immunstimulierende
Komponente das T-Zell-Epitop P212332%%! in das Impfstoff-Konstrukt verwendet, das mit der Sequenz
QYIKANSKFIGITEL 15 Aminosduren umfasst. Bei P2 handelt es sich um eine Partialsequenz des
Tetanustoxins aus dem Sequenzabschnitt TToxsso-sss. Es wird als humanes und murines T-Zell-Epitop
beschrieben, d.h. also, dass es sowohl im Menschen als auch in der Maus eine humorale Immun-
antwort auszulésen vermag. Die Komponenten, das MUC1-B-Zell-Epitop und das T-Zell-Epitop P2,
werden durch flexible, immunologisch unbedenkliche Oligoethylenglycol-Spacer getrennt, um einen
gegenseitigen Einfluss auf die Konformation zu verhindern (siehe Kapitel 3.2). Der Aufbau der
Zweikomponenten-Vakzine aus B-Zell-Glycopeptid-Epitop und T-Zell-Peptid-Epitop erfolgte linear an

fester Phase, ausgehend von einem mit Fmoc-Alanin beladenen TentaGel®-Harz (Abbildung 3.90).
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Abbildung 3.90: Festphasenpeptidsynthese des Glycopeptids 101 mit anschlieBender Deacetylierung durch
methanolische Natriummethanolat-L6sung zu 102.
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N-Terminal wird das Peptid mit dem Azid-Spacer 50 funktionalisiert, dessen Kupplung nach dem
Protokoll der glycosylierten Aminosauren durchgefiihrt wird. Das in einer Ausbeute von 31% nach
semipraparativer HPLC isolierte Glycopeptid-Peptid-Konstrukt 101 wird zur Entfernung von Acetyl-
Schutzgruppen der Kohlenhydrat-Antigene anschlieRend mit methanolischer Natriummethanolat-
Losung bei einem pH-Wert von maximal 10.0 behandelt, um die Eliminierung der Kohlenhydrate zu
vermeiden. Durch semiprdparativer RP-HPLC konnte das vollstdndig deblockierte Azid-
funktionalisierte Glycopeptid 102 in einer Ausbeute von 58% erhalten werden. Die Kupplung des
MUC1-P2-Konjugats 102 an das Alkin-funktionalisierte HPG 104 erfolgte durch Alkin-Azid-
Cycloaddition nach HUISGEN (Abbildung 3.91).12%%! Die von SHARPLESS entwickelte ,,Click”-Chemie verlauft
Kupfer(l)-katalysiert unter Ausbildung eines 1,4-disubstituierten Triazol-Gerlists nach der 1,3-
dipolaren Cycloadditionsreaktion und ermoglicht eine chemoselektive Verknlipfung von Alkinen mit
Azid-funktionalisierten Komponenten. Hierfiir wird das Azid-tragende Peptid 102 sowie das Alkin-
funktionalisierte Polymer 104 zunachst in entionisiertem Wasser gelést und durch mehrmaliges
Sekurieren von Gasen befreit. Um moglichst die maximale Anzahl an Alkin-Stellen zu besetzen, wird
ein leichter Uberschuss an MUC1-P2-Peptid 102 verwendet (1.1 Aq. pro Alkin-Bindungsstelle). Nach
Zugabe von Kupfer(ll)sulfat und Natriumascorbat als Reduktionsmittel zur in situ-Bildung der Kupfer(l)-
Spezies wird die Reaktionsmischung vier Tage bei 40 °C unter Argon-Atmosphére geriihrt. Uber die
selektiv erhaltenen 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazole sind im gebildeten Impfstoff die Peptidstrange
mit dem polymeren Triger verbunden. Uber ein lonenaustauscher-Harz wird das iberschiissige Kupfer
entfernt. AnschlieRend wird die Reaktionslosung durch Ultrafiltration (Polyethersulfonmembran,
Ausschlussgrenze: 30 kDa) gereinigt, um die freien MUC1-P2-Peptide 102 (4601.04 g/mol) und
Kupfersalze zu entfernen. Anschlieende Lyophilisierung ergibt den vollsynthetischen Glycopeptid-

HPG-Antitumor-Impfstoff 103.
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Abbildung 3.91: Synthese der auf hyperverzweigtem Polyglycerin basierenden Vakzine 103 durch Kupplung des
Antitumor-Antigens 102 mit HPG 104 iiber eine Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition.

O OH

Die erfolgreiche Kupplung des Glycopeptids 102 an das Polymer kann durch GroRenausschluss-
Chromatographie in Hexafluorisopropanol (HFIP) als Elutionsmittel gepriift werden. Im Vergleich zum
Elutionsvolumen von HPG 104 bzw. dem freien (Glyco)Peptid-Antigen 102 entspricht das niedrigere
Elutionsvolumen von 103 dem hdheren Molekulargewicht, was eine erfolgreiche Kupplung anzeigt
(Abbildung 3.92). Eine massenspektrometrische Analyse (ber MALDI-TOF fihrt selbst in mehreren

verschiedenen Matrices und Losungsmitteln zu keinem aussagekraftigen Ergebnis.
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Abbildung 3.92: Elugramm der GréBenausschluss-Chromatographie der Vakzine 103, MUC1-P2-Antigen 102 und HPG 104.

Das AusmaR des sphéarischen Impfstoffs 103 (> 10 nm) erreicht die GroRe von kleinen synthetischen
Virus-ahnlichen Partikeln,?>® die fiir die Aufnahme durch Antigen-prasentierende dendritische Zellen
als vorteilhaft angesehen wird. Es ist anzumerken, dass das B-Zell-Epitop mit Absicht nach aul3en zeigt,
weil es lber den direkt am T-Helferzell-Epitop befindlichen Azid-Spacer am polymeren Trager

gebunden ist. Ein B-Lymphozyt erkennt bekanntermaRen mit seinem B-Zell-Rezeptor das B-Zell-Epitop
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des frei vorliegenden antigenen Gesamtkonstrukts. Eine T-Zelle erkennt hingegen nur das von einer
Antigen-prasentierenden Zelle prozessierte T-Zell-Epitop, womit seine Lage folglich wenig relevant ist.
Fir die bei der 1,3-dipolaren Cycloaddition entstehenden Triazole liegen beziiglich deren Immuno-
genitat keine genaueren immunologischen Daten vor. Es wurde beschrieben, dass der Triazol-Ring eine

Immunantwort auszulésen vermag,!?>!

allerdings ist keine nennenswerte Verschiebung der
Antikorper-Antwort von der gewilinschten Immunantwort gegen das eigentliche Antigen in Richtung
des Triazol-Rings beobachtet worden.?>%252253] Es kann davon ausgegangen werden, dass die Triazol-
Ringe fir das Immunsystem aufgrund der raumeinnehmenden Peptide nur schwer zuganglich sind und
damit eine fehlgeleitete Immunantwort unwahrscheinlich wird. Die zur ,,Click-Chemie” gehodrende
Kupfer(l)-katalysierte Cycloaddition zwischen Azid- und Alkin-Gruppen unter Ausbildung der 1,2,3-

Triazole hat sich zur Herstellung von biologisch-aktiven Konstrukten etabliert.[25325%
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Abbildung 3.93: Vergleich der Polymer-konjugierten Antitumor-Impfstoffe. Links: neu synthetisierte Vakzine 103 (HPG
mit durchschnittlich acht Alkin-Gruppen und MUC1-Antigen 102), rechts: Vakzine 105 aus der Diplomarbeit (HPG mit
funf Alkin-Gruppen und MUC1-Antigen 107).

Um das immunologische Potential des verbesserten, auf HPG basierenden Impfstoffs 103 zu bewerten
(Abbildung 3.93), wurden in Kooperation mit jaus datenschutzrechtiichen Griinden entfernty (IMMunologie der Universitats-
medizin Mainz) drei weibliche BALB/c-Mé&use dreimal in Intervallen von zwei Wochen immunisiert. Die
erste Verabreichung erfolgt subkutan mit vollstdndigem Freund-Adjuvans (CFA), um einen besseren
Vergleich mit den Daten der immunologischen Evaluierung der Vakzine aus der Diplomarbeit ziehen
zu kdnnen. Die zweite und dritte Immunisierung (zwei Booster-Impfungen) wurden intraperitoneal mit
unvollstdndigem Freund-Adjuvans (IFA) verabreicht. Fiinf Tage nach der ersten und der zweiten

Auffrisch-Impfung wird Blut von der Schwanzvene jeder Maus entnommen, um die durch den Impfstoff
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induzierten Antikorper gegen das tumorassoziierte MUC1-Glycopeptid aus 102 zu quantifizieren. Zu
diesem Zweck werden ELISA-Experimente durchgefiihrt Die Mikrotiterplatten wurden mit dem Rinder-
serumalbumin(BSA)-Konjugat 106 des entsprechenden MUC1-Glycopeptids von 102 (ohne P2-T-Zell-
Epitop) beschichtet (Abbildung 3.94), das freundlicherweise von {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} im

Rahmen seiner Bachelorarbeit aus der Arbeitsgruppe KuNz synthetisiert wurde.

HN. NH;

COOH

@ﬁ oo QWNJ /é“ﬁj;r“ﬁ Lﬁnﬁ B fwn LJW(OWML ANAWNJL IWN¢ B ANJYOH
HO(%% Hoﬁ%

106 OH OH

Abbildung 3.94: BSA-Coat 106 fiir die Beschichtung der Mikrotiterplatten.

Im Gegensatz zum Impfstoff 105 aus der Diplomarbeit sind die Antikorper-Titer gegen 103 bei allen
drei Mdusen signifikant héher, was die Bedeutung der multiplen Antigen-Prasentation hervorhebt. In
Anbetracht der Intervalle, in dem Blut von Mdausen zur Quantifizierung der induzierten Antikdrper
entnommen wurde (Impfstoff 103 nach 33 Tagen, Impfstoff 105 nach 47 Tagen, siehe Abbildung 3.95),
wird das liberlegene immunologische Potential des Impfstoffs 103 gegeniber der Vakzine 105 noch
deutlicher. Es ist anzumerken, dass eine Zugabe des hyperverzweigten Polyglycerins 104 zu dem
verdiinnten Serum diese Bindung nicht reduziert. Beim Vergleich der induzierten Antikorper-Titer mit
denen von anderen Impfstoffen erreicht die durch den Impfstoff 103 hervorgerufene Antikérper-
menge nicht das Niveau derer, die durch auf Proteinen basierende Antitumor-Impfstoffe wie TTox-
Konjugate hervorgerufen werden, wo die Endpunkt-Titer 0.5 — 1.0 Million betragen.[*’#?>%! Trotzdem
gehoren die durch die Vakzine 103 induzierten Titer bisher zu den hdochsten aller vollsynthetischen
Impfstoffen, obwohl nur zwei statt wie gewohnlich drei Auffrisch-Impfungen durchgefiihrt

wurden [175,176,181,256]
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Abbildung 3.95: ELISA-Analyse der induzierten Antiseren. Links: Vakzine 105 mit fiinf Antigen-Bindungsstellen
(Blutentnahme an Tag 47 nach zwei Boost-Immunisierung innerhalb sechs Wochen). Rechts: Vakzine 103 mit acht
Antigen-Bindungsstellen im Mittel (Blutentnahme an Tag 33 nach zwei Boost-Immunisierungen innerhalb vier Wochen).
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Die Isotyp-Analyse der induzierten Antikorper zeigt vorherrschend Antikérper vom IgG1-Typ an, was
auf MHC-ll-vermittelte Immunantworten und den Aufbau eines immunologischen Gedachtnisses
hindeutet. IgM wurde ebenfalls induziert (Abbildung 3.96). IgM ist das erste Immunglobulin, das durch
reife B-Zellen nach anfanglicher Exposition gegenliber einem Antigen exprimiert wird. Das
Vorhandensein von relativ hohen Mengen an IgM kann vermutlich auf die kiirzeren Immunisierungs-
intervalle zurtickgefiihrt werden. Interessanterweise erzeugte im Gegensatz zu Impfstoff 105 mit
geringerer Exposition von MUC1-Antigenen der Impfstoff 103 mit vermehrter Antigen-Prasentation
bei allen drei Mausen auch hohe Titer der potenten IgG-Subklassen IgG2a und IgG2b. Beide Antikorper-
Subtypen sind in der Lage, Antikorper-abhangige zellvermittelte Cytotoxizitat (ADCC) und

Komplement-abhingige Cytotoxizitit (CDC) zu induzieren (siehe Kapitel 3.4.2).1152153]
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Abbildung 3.96: Analyse der Antik6érper-Subtypen induziert durch Vakzine 105 (oben)
und zum Vergleich durch 103 (unten).

Um die Bindung der induzierten Antikorper an Tumorzellen zu analysieren, wurden MUCI1-
exprimierende humane Brusttumorzellen (Zelllinie T-47D)"® mit den induzierten Antiseren inkubiert.
Die Erkennung von Tumorzellen wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS) gemessen (siehe Kapitel
3.5.3). Die durch den hoéher valenten Impfstoff 103 induzierten Antikérper zeigen ausnahmslos eine
gleich starke Bindungsaffinitat an Tumorzellen (70%, 87% und 88%, siehe Abbildung 3.96, unten) fiir
die Antiseren aller drei Mause im Vergleich zu den durch den Impfstoff 105 induzierten Seren (11%,
47%, 85%, Abbildung 3.96, oben). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das ausgewahlte MUC1-
Antigen 102 im Impfstoff 103 tumorspezifischer prasentiert wird als die MUC1-Antigen-Sequenz 107
(siehe Abbildung 3.93).
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Abbildung 3.97: Durchflusszytometrie-Analysen der Bindungsaffinitat der induzierten Antikorper durch Vakzine 105 (fiinf
Antigen-Bindungsstellen, oben) und Vakzine 103 (acht Antigen-Bindungsstellen, unten).

Der vollsynthetische MUC1-P2-Antitumor-Impfstoff 103 auf Basis des hyperverzweigten Polyglycerins
als inertem Polymertrager mit durchschnittlich acht Antigenbindungsstellen induzierte starkere
Immunantworten bei Mausen als der Impfstoff 105, der nur etwa fiinf Bindungsstellen aufweist. Dieses
Ergebnis zeigt deutlich, dass das Konzept der multivalenten Antigen-Prdsentation bedeutend ist. Die
erhohte Antigen-Multivalenz ermoglicht offensichtlich eine starkere Aviditdt zwischen den
prasentierten MUC1-Antigenen und den B-Zell-Rezeptoren, was zu einer effizienteren Impfstoff-
Aufnahme fiihrt (vgl. hierzu die Mannose-Vakzine in Kapitel 3.7.2).12°”) Im Gegensatz zu den durch den
Impfstoff 105 hervorgerufenen Antiseren ist die Bindung an Brusttumorzellen der durch den Impfstoff
103 induzierten Antikdrpern in den Antiseren aller immunisierten Tiere durchweg starker. Die
modifizierte Glycosylierung im MUC1-B-Zell-Epitop 102 spiegelt offensichtlich das natirliche
tumorassoziierte Antigen auf der Oberflache der Tumorzellen genauer wider. Darlber hinaus bildet
die hohere Dichte des gebundenen MUC1-Antigens im Impfstoff 103 wahrscheinlich die Situation auf

einer Tumorzelle optimaler nach als die Struktur des Impfstoffs 105

3.8.2 Antitumor-Vakzine mit einem Polio-Virus-T-Zell-Epitop und Poly(l:C) als Adjuvans$®

Das Hauptproblem vollsynthetischer Peptid-Antitumorvakzine ist die im Vergleich zu den Tetanus-
Toxoid-Vakzinen schwach ausfallende Immunantwort. Dies liegt unter anderem an der fehlenden
Multivalenz der prasentierten Antigene und an der Verwendung eines einzelnen T-Zell-Epitops. Mit
Hilfe eines zusatzlichen Adjuvans kann der vergleichsweise schwachen Immunantwort entgegen-

gewirkt werden. Doch viele der bekannten Adjuvantien sind entweder zu toxisch oder zu ineffektiv.

% Ergebnisse dieses Kapitels wurden bereits veréffentlicht.[1”]
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Durch vorausgegangene Versuche im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass
das friiher bei der Erstimmunisierung verwendete toxische und fiir die Anwendung im Menschen
verbotene komplette Freunds-Adjuvans (CFA)!?*8! durch das inkomplette Freunds-Adjuvans (IFA)*>6:2
bei TTox-konjugierten Krebs-Impfstoffen ersetzt werden kann (siehe Kapitel 3.7.1), worauf nur eine
geringfligig schwachere Immunantwort resultierte. Ohne die hitzeinaktivierten Mykobakterien des
CFAs, die fur die starke Aktivierung des Immunsystems verantwortlich sind, entfaltet IFA als eine
Wasser-in-Ol-Emulsion nur eine reine Depotwirkung. Eine zusitzliche immunstimulatorische Wirkung
durch Aktivierung von Immunrezeptoren oder -zellen liegt demnach nicht vor. Diese fehlende Immun-
aktivierung kann bei den per se schwacheren totalsynthetischen Peptid-Vakzinen durchaus eine
gewichtige Rolle spielen. Durch Zugabe weiterer Adjuvantien, die weniger toxisch sind als CFA, kann
die Effizienz der Vakzine jedoch erhéht werden. Fir dieses Ziel war die Untersuchung der adjuvanten
Wirkung des Toll-like-Rezeptor 3-Liganden Polyinosinsdure:Polycitidinmonophosphat, kurz Poly(l:C),
interessant, welches vom National Cancer Institute (Maryland, USA) als das immuntherapeutische

Mittel mit dem hochsten Potential fiir die Behandlung gegen Krebs eingeordnet wurde.2%"!

Rezeptor Ligand/Antigen (Auswahl)
TLR1 Triacyllipopeptide
TLR2 Glycolipide

Lipopeptide/Lipoproteine
Lipoarabinomannan
Pam3Cys, MALP-2 und 4

TLR3 doppelstréngige RNA, z.B. Poly(l:C)
TLR4 Lipopolysaccharid

TLRS Flaggelin

TLR6 Diacyllipopeptide

TLR7 einzelstrangige RNA

TLR8 Guanin-reiche Oligonucleotide
TLR9 unmethylierte CpG-DNA

Abbildung 3.98: Toll-like-Rezeptoren und eine Auswabhl ihrer Liganden.[261]

Poly(l:C) ist ein Immunstimulans aus synthetischer, doppelstrangiger RNA (dsRNA) mit einem RNA-
Strang aus Inosinmonophosphat und dem komplementdren Strang aus Cytidinmonophosphat
(Abbildung 3.99).1%%21 Doppelstriangige RNA wird von vielen Virusarten, nicht nur von RNA-Viren selbst,
wahrend ihres Replikationszyklus produziert,?®® sodass die Erkennung von Poly(l:C) durch das Immun-
system mit einer Virus-Infektion assoziiert wird. Dies geschieht durch Wechselwirkung von Poly(l:C)
oder viraler Nucleinsdure mit dem Melanom-Differenzierungsantigen 5 (MDA5) und dem intra-
zelluldren Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3).124) MDAS und Toll-like-Rezeptoren gehéren zur Familie der
Pattern Recognition Receptors, die Pathogene wie Viren, Bakterien, Pilze oder Protozoen anhand
charakteristischer Muster, den sogenannten Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (kurz

PAMPs), erkennen und auf Zellen des Immunsystems, wie dendritischen Zellen, Makrophagen und
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B-Lymphozyten, vorkommen (siehe Kapitel 3.4.1). Damit spielen sie eine fundamentale Rolle in der
Erkennung von Krankheitserregern und in der Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Nach der
Erkennung der PAMPs, die von infektiésen Erregern exprimiert werden, und der anschlieRenden
Aktivierung der Toll-like-Rezeptoren wird eine intrazelluldre Signalkaskade ausgel6st, die schlieRlich
zur Reifung von dendritischen Zellen, zur Ausschittung von Chemokinen und proinflammatorischen
Cytokinen fiihrt,?®*! die fir eine effektive Immunantwort sorgen. Sie stimulieren Antigen-
prasentierende Zellen (APCs) und aktivieren die Expression von costimulatorischen Molekilen fiir die
Wechselwirkung mit verschiedenen T- und B-Zellen.!?*® Der Toll-like-Rezeptor 3 fiihrt nach Aktivierung,
z.B. mittels Poly(l:C), zur Reifung von dendritischen Zellen und zur Produktion von Tumornekrose-
faktor a (TNF-a) und Interferon Typ | (INF-a/B).2%”! Typ I-Interferon aktiviert natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen) und bewirkt eine gesteigerte Produktion von MHC-Klasse-llI-Molekiilen auf Zelloberflachen, die
zu einer verstdrkten Antigen-Prasentation und somit zur Verstarkung der Immunantwort fiihren kann.
Wegen seiner antiproliferativen Wirkung dient Interferon Typ | sowohl zur Virus- als auch zur Tumor-

Abwehr. Es kommt daher u.a. in der Krebstherapie zum Einsatz.!2%!

Einige Tumorzell-Typen exprimieren TLR3 und MDADS. Die Aktivierung von TLR3 durch Poly(l:C) fuhrt
sowohl indirekt Gber einen von NK-Zellen durch Interferon Typ | vermittelten programmierten Zelltod
als auch direkt Uiber einen pro-apoptotischen Signalweg zum Absterben der Krebszelle.?*®! So fiihrt
Poly(l:C) zur Hemmung des Tumorwachstums Uber mehrere Effekte auf verschiedenen Ziel-
zellen.!?%%27% AyRerdem kann die Antigen-spezifische Zellantwort von CD8*-T-Zellen iiber TLR3 durch
Poly(l:C) verstarkt werden. Folglich spielt der TLR3 als Rezeptor des angeborenen Immunsystems auch

eine Rolle bei der adaptiven Immunantwort, vor allem bei der zelluldren Immunantwort.[265274

(o] OH Ie) OH
0=p-0 0=p-0
o o
Poly(l:C)  Inosin-Strang Cytidin-Strang

Abbildung 3.99: Poly(I:C) als TLR3-Agonist.

Impfstoffe mit eingebauten immunologischen Adjuvantien wie dem PamsCys-Lipopeptid!*8%218] ejn
potenter TLR2-Agonist, oder mit dem eingebauten TLR9-Ligand CpG-Oligodeoxynukleotid!t’%272]
verlangen mithsame Synthesen. Im Gegensatz dazu vereinfacht die Zugabe eines externen Adjuvans,
wie hier des Poly(l:C), den Aufbau des Impfstoffs erheblich. Im Hinblick auf die Anwendung in der

Krebsimmuntherapie stellt Poly(l:C) mit seinen Eigenschaften zur Induktion von Apoptose und
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Aktivierung des Immunsystems ein vielversprechendes Adjuvans dar. Es wurde bereits in klinischen

Studien bei Krebspatienten angewendet.!?”?!

Die TLRs werden von verschiedenen Zelltypen des angeborenen Immunsystems und von einigen
epithelialen Zellen exprimiert. Die durch die Liganden der TLRs erzeugte Zellantwort unterscheidet
sich, was abhangig ist vom entsprechenden aktivierten Zelltyp, auf dem die angesprochenen
Rezeptoren vorkommen.?! Dies wirft die Frage auf, ob eine Verstirkung der Immunantwort durch
die Zugabe weiterer Adjuvantien erreicht werden kann, die auf andere Toll-like-Rezeptoren abzielen.
Durch die gleichzeitige Verwendung von zwei TLR aktivierenden Adjuvantien wadre es moglich, dass
gleichzeitig verschiedene Zelltypen des Immunsystems angeregt werden, was einen breit gefacherten
immunologischen Stimulus zur Folge hatte. Ein geeigneter Kandidat fiir die Gabe eines zweiten
Adjuvans neben Poly(l:C) ware der TLR9-Ligand CpG (Abbildung 3.100). Bei CpG handelt es sich um
synthetisch hergestellte, einzelstrangige DNA-Oligonucleotide mit hohem Anteil an unmethylierten
CpG-Dinucleotiden (C = Desoxycytidin, p = Phosphat, G = Desoxyguanosin). Da dieses Sequenzmotiv
bei allen Wirbeltieren im Gegensatz zu Bakterien unterreprasentiert ist, kann durch Gabe von CpG eine
mikrobielle Infektion vorgetduscht werden. Der Mechanismus des immunstimulierenden Effekts auf
den Menschen beruht dabei auf der Bindung des CpG-Motivs an den intrazelluldren Toll-like-
Rezeptor 9 (siehe Abbildung 3.98).274 Die Nitzlichkeit der adjuvanten Wirkung von CpG-Oligo-
nucleotiden wurde bereits in (pra)klinischen Studien,?””! auch als Adjuvans bei Krebsvakzinen,
genutzt.?’? In Immunisierungsstudien mit Krebsvakzinen von PALITZScH!*”® und HARTMANN®! (Arbeits-

gruppe KuNz) wurde die Wirkung und Vertraglichkeit von CpG als Adjuvans bereits getestet.

NH,

‘\N Cytosin

O0=P-0O
o o]
$H % b
«NfNH Guanosin

CpG: 5'-tccatga‘cg’{tcctga;i:g{t-3'

Abbildung 3.100: CpG (ODN 1826) als TLR9-Agonist.

Der CpG-Rezeptor TLR9 befindet sich auf plasmazytoiden dendritische Zellen (pDC). Diese stellen eine
DC-Subpopulation dar, die im Blutkreislauf zirkuliert, in peripheren lymphatischen Organen vorkommt
und sich durch eine hohe Interferon Typ I-Sekretion (vor allem INF-a) auszeichnet.!?”7278l INF-a
wiederum erhoht die TLR3-Expression auf Zellen. Somit sollte CpG zu einer Potenzierung der Poly(l:C)-
vermittelten apoptotischen Wirkung auf Tumorzellen fiihren.?”®! TLR3 kommt in den im Gewebe

befindlichen konventionellen dendritischen Zellen (cDC), in Makrophagen und NK-Zellen vor und wird
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auch von vielen Epithelzellen exprimiert.”””? Durch die gleichzeitige Gabe von Poly(l:C) und CpG
werden auBerdem verschiedene Signaltransduktionswege eingeleitet, die wiederum zu vielseitigen
Effekten und spezifischen zelluldren Antworten fihren kdnnen, wie beispielsweise zur Freisetzung
verschiedener inflammatorischer Cytokine oder chemotaktischer Faktoren. Dabei wirkt CpG durch
TLR9-Aktvierung auf den MyD88-Signalweg, der den Transkriptionsfaktor NF-kB und MAP-Kinase
(mitogen-activated protein) aktiviert, die inflammatorische Cytokine induzieren. Im Gegensatz dazu
wirkt Poly(1:C) durch Aktivierung des TLR3 als einziger aller Toll-like-Rezeptoren nicht auf MyD88,
sondern auf den TRIF-abhangigen Signalweg (TRIF = TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-B), der alternative Signalpfade induziert, die durch die Aktivierung von NF-kB und des
Transkriptionsfaktors IRF3 folglich zur Induktion von Typ-l-Interferon und zu inflammatorischen
Cytokinen fiihrt.[12277.280 ChG ist dafiir bekannt, Giber den TLR9 direkt DCs, Makrophagen und B-Zellen
zu aktivieren und das Immunsystem in Richtung einer Tul-Antwort zu lenken.!?””) Die Kombination der
Adjuvantien Poly(l:C) und CpG bietet daher einen interessanten Ansatz zur Entwicklung einer

hochwirksamen Tumortherapie.

Die B-Zell-Epitope der Vakzine bestimmen die Spezifitdit der induzierten Antikorper, die nur
Tumorzellen binden sollten, aber nicht gesunde Zellen. Als B-Zell-Epitop wird die 22er MUC1-Sequenz
mit Tn-Antigen an Threonin-18 eingesetzt. Dieses wird mit der aus dem Poliovirus stammenden 13
Aminosiuren umfassende Peptidsequenz KLFAVWKITYKDT als T-Helferzell-Epitop verkniipft.[*8%28% Fjr
eine optimale Wirksamkeit ist das T-Zell-Epitop kovalent an das MUC1-B-Zell-Epitop gebunden und
durch einen nicht immunogenen Oligo(etylenglycol)-Spacer getrennt, um Wechselwirkungen auf die
Konformation zu vermeiden. Der Zweikomponenten-Impfstoff 109, der das MUC1-B-Zell-Glycopeptid-
Epitop und das Polio-Virus-T-Zell-Epitop umfasst, wird durch Festphasenpeptidsynthese unter
Verwendung des Fmoc-Protokolls ausgehend von einem mit Fmoc-Alanin beladenem TentaGel®-Trityl-
Harz hergestellt. Nach der Kupplung des N-terminalen Lysins wird die Fmoc-Gruppe entfernt und durch
eine Acetyl-Gruppe ersetzt. Das Glycopeptid 108 wird vom Harz unter Verwendung von
Trifluoressigsaure (TFA), Triisopropylsilan (TIPS) und Wasser unter gleichzeitiger Entfernung aller
saurelabilen Schutzgruppen geldst. Nach Reinigung durch HPLC werden die O-Acetylgruppen des Tn-
Kohlenhydrats mit voreingestellter Natronlauge auf pH 10.4 entfernt. Nach erfolgter Deacetylierung
wird die vollsynthetische Glycopeptid-Vakzine 109 durch semipraparative HPLC im Multi-Milligramm-
Malstab isoliert (Abbildung 3.101). Die Struktur und die hohe Reinheit dieser Zweikomponenten-
Vakzine konnte durch analytische HPLC, hochauflosende Massenspektrometrie sowie zwei-

dimensionaler Kernspinresonanz-Spektroskopie (2D-NMR) belegt werden (siehe experimenteller Teil).
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Abbildung 3.101: Festphasenpeptidsynthese des Glycopeptids 108 mit anschlieBender Deacetylierung zu 109 durch eine
bei pH 10.4 eingestellte Natronlauge.

Die immunologische Evaluierung der vollsynthetischen Vakzine 109 erfolgte in Zusammenarbeit mit s
datenschutzrechtlichen Grinden entfernt} (ArDEItSErUPPE VON faus datenschutzrechtiichen Griinden entfernty INStitut flir Immunologie der
Universitatsmedizin Mainz). Es wurden insgesamt neun BALB/c Mause im Alter von acht Wochen in
drei Gruppen mit Vakzine 109 in IFA immunisiert. Drei der Mause erhalten die Vakzine 109 mit Poly(l:C)
(Gruppe B) und drei weitere ohne (Gruppe A), um das immunologische Potential von Poly(l:C) genauer
bewerten zu kdnnen. Zusatzlich werden bei weiteren drei Mausen (Gruppe C) die Vakzine 109 mit

Poly(l:C) und CpG in Kombination appliziert (Abbildung 3.102).

Gruppe  Adjuvans Anz. der Mduse  TLR-Aktivierung
A Vakzine 109 in IFA 3 -

B Vakzine 109 in IFA mit Poly(l:C) 3 TLR3

C Vakzine 109 in IFA mit Poly(I:C) + CpG 3 (bzw. spater 2) TLR3 + TLR9

Abbildung 3.102: Ubersicht der Immunisierung mit Vakzine 109.

D: Spalten vom Harz + Entfernung aller sédurelabilen Seitenschutzgruppen: TFA, TIPS, H,O (10:1:1), 3 h
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Obwohl es sich bei den Toll-like-Rezeptoren von Drosophila bis zum Menschen um hoch konservierte
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems handelt, weichen die Liganden der TLRs zur Erkennung
zum Teil von Spezies zu Spezies geringfligig ab. Aufgrund dessen ist die Wahl des richtigen CpGs fir
den Erfolg der immunstimulatorischen Wirkung von Bedeutung. Fiir die Vakzine 109 wird das literatur-
bekannte CpG-Motiv ODN 1826 von der Firma Invivogen bezogen, welches spezifisch fiir die
Aktivierung des murinen TLR9 bekannt ist. Mit der Sequenz 5’-tccatgacgttcctgacgtt-3’ (20mer) besitzt
das CpG ODN 1826 zwei CpG-Motive und enthdlt ein volles Phosphorthioat-Riickgrat fiir die Resistenz
gegenliber Nucleasen. Aufgrund seines hohen Preises wird den Tieren nur ca. die Halfte der
empfohlenen Dosis verabreicht, was 23 pug CpG pro Maus entspricht. Flr das Poly(l:C) gibt es zwei
Varianten, die sich in ihrem Molekulargewicht unterscheiden. Das hier verwendete Adjuvans der Firma
Invivogen ist das LMW Poly(l:C) (low molecular weight, niedriges Molekulargewicht), das aus kurzen
Strangen aus annelierten Inosin- und Cytidin-Homopolymeren mit einer durchschnittlichen GréRRe von
200 bis 1000 Basenpaaren besteht. Es wird den Mausen in der empfohlenen Menge von ca. 500 ug pro

Maus appliziert.

Die vier Immunisierungen erfolgen im 14-tdgigem Abstand, wobei alle Verabreichungen ohne CFA
durchgefiihrt werden. Fiinf Tage nach jeder der drei Boost-Immunisierungen wird Blut aus den
Schwanzvenen der Mause entnommen. Die induzierten IgG-Antikérper, die das B-Zell-Epitop der
vollsynthetischen Vakzine binden, werden durch ELISA-Analysen unter Verwendung von Mikrotiter-
platten quantifiziert. Diese werden vorher mit dem entsprechenden BSA-Konjugat 111 beschichtet,
dessen Herstellung analog der vorher beschriebenen BSA-Coats durchgefiihrt wurde. Eine massen-
spektrometrische Analyse Gber MALDI-TOF ergibt, dass ca. fiinf bis elf MUC1-Glycopeptide 110 (M =
2540 g/mol) am BSA-Protein (M = 66500 g/mol) gebunden sind (Abbildung 3.103).
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Abbildung 3.103: BSA-Konjugat 111 zur Beschichtung der Mikrotiterplatten, um die induzierten anti-MUC1-Antikorper zu
quantifizieren. Oben: die dazugehorige MALDI-TOF-Messung.
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Der zusammen mit dem Adjuvans Poly(l:C) verabreichte Impfstoff 109 induzierte die hoéchsten
Antikorper-Titer aller totalsynthetischen MUC1-Glycopeptid-Antitumor-Vakzine, die bisher untersucht
wurden. Die Endpunkt-Titer (nahezu 1 000 000) Ubertreffen sogar viele der von TTox-konjugierten
Impfstoffen ausgeldsten Titer (Abbildung 3.104).14%22°) |m Vergleich zu der ohne Poly(l:C) verabreichten
Vakzine sind die IgG-Titer (bezogen auf den halbmaximal Wert) in etwa sechsmal héher. Die Ergebnisse
der Vakzine bei gleichzeitiger Gabe von CpG und Poly(l:C) zeigen, dass die zusatzliche Verabreichung
von CpG zur Vakzine 109 zu keiner hoheren Menge an induzierten Antikdrpern flhrte. Interessanter-
weise sind durch CpG im Vergleich zunachst (durch ELISA-Ergebnissen nach der ersten Auffrisch-
impfung) mehr Antikorper induziert worden, wobei die positive Wirkung nach der letzten
Immunisierung nivelliert wurde. Dieser Effekt konnte bereits in frilheren Immunisierungsstudien mit
CpG aus der Arbeitsgruppe KUNz beobachtet werden.!*’#2211 Wihrend der Immunisierungsrunde ist
eine Maus, die die Vakzine mit CpG und Poly(l:C) erhalten hat, aus nicht nachvollziehbaren Griinden

verstorben, weswegen die Ergebnisse von nur zwei Mdusen gezeigt werden.

Gruppe A: Vakzine 109 ohne Poly(l:C) N Gruppe B: Vakzine 109 mit Poly(l:C)
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1/800 1/1800 1/3200 1/8400  1/12800 1/25600 1/51200 1102400 1/204800 1/409600 1/819200 1/1638400 o 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 l.‘léEC: 1/25600 1/51200 1/102400 1/204800 1/409600 1/819200 J_‘lSiE-’C:'
Verdunnung des Serums Verdiinnung des Serums

Gruppe C: Vakzine 109 mit Poly(I:C) und CpG ODN Vergleich der Immunisierungen (im Durchschnitt)
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Abbildung 3.104: Vakzin-induzierte Antikorper-Titer nach der dritten Boost-Immunisierung (drittes Bluten) der Vakzine
109 ohne Poly(l:C) (oben links, Gruppe A), mit Poly(l:C) (oben rechts, Gruppe B), mit Poly(l:C) und CpG (unten links,
Gruppe C) und ihr Vergleich im Durchschnitt (unten rechts).

Zur Bestimmung der Bindungsfahigkeit der induzierten Antikorper an tumorassoziiertem MUC1 auf
Krebszellen werden als reprisentatives Beispiel humane Brusttumorzellen der Zelllinie MCF-71%3! mit
den induzierten Antiseren inkubiert. Auch auf die Bindungsaffinitat, die mittels Durchflusszytometrie
bestimmt wird, hat Poly(l:C) einen verstarkenden Einfluss (Abbildung 3.105). Die durch den Impfstoff
109 induzierten Antiseren zeigen eine viel hohere Bindungsintensitat zum tumorassoziiertem MUC1

auf Tumorzellen, wenn sie mit Poly(l:C) (90%, 80% und 63%) induziert wurden, als diejenigen ohne
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TLR3-Stimulation (6%, 23%, 30%). Auch Gruppe C (30%, 63%) mit CpG und Poly(l:C) zeigt starkere

Bindungen als die induzierten Antiseren ohne Adjuvantien.

M\ Negativkontralle ‘\ Positivkontrolle (mAK 1/ O)

AT \M B

’ Maus lY‘ Mau 1"
B: mit Poly(liC) C: mit Poly(l:C) + CpG

80% 57%

Maus 2 Maus 2 Mau 2

A: ohne Poly(l:C) B: mit Poly(I:C) C: mit Poly(I:C) + CpG
6% 90 % 31%

Maus 3 1 Ma 53

A: ohne Poly(liC) B: mit Poly(l:C)

30% 63 %

Fluoreszenz-Intensitat

Anzahl der Zellen

v

Abbildung 3.105: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen zur Bestimmung der Bindungsaffinitaten der durch
den Impfstoff 109 induzierten Antiseren an Tumorzellen MCF-7. Negativkontrolle: Serum einer nicht immunisierten
Maus, Positivkontrolle: monoklonaler Antikérper GGSK-1/30.

In weiteren ELISA-Experimenten wurden die Antikdrper-Isotypen unter Verwendung von Isotyp-
spezifischen Sekundarantikérpern analysiert (Abbildung 3.106). Die Ergebnisse zeigen, dass die
Vakzine 109 ohne Poly(l:C) in allen drei Mausen fast ausschliefRlich IgG1-Subtyp-Antikdrper induzierte,
wahrend die Mause der Gruppe B (Vakzine 109 + Poly(l:C)) und C (Vakzine 109 + Poly(l:C) + CpG)
vorherrschend 1gG1 und IgG2a und im gewissen Malle auch 1gG2b und IgG3 hervorriefen. Das
Uberwiegende Vorkommen von IgG1l-lsotyp-Antikérpern bei allen Mausen weist auf eine MHC-II-
vermittelte Tu2-Immunantwort hin, die insbesondere durch Cytokin IL-4 hervorgerufen wird, was
ebenfalls zur Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses fuhrt. IgG2a und IgG2b sind starke
Induktoren der Antikdrper-abhangigen zellvermittelten Cytotoxizitdt (ADCC) und Komplement-

abhingigen Cytotoxizitdt (CDC) bei Miusen, die die Abtétung der Tumorzellen initiieren kénnen. 152153
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Abbildung 3.106: Bestimmung der durch Vakzine 109 induzierten Antikorper-Isotypen fiinf Tage nach der letzten
Immunisierung durch ELISA-Experimente.

Die Ergebnisse zeigen, dass Poly(l:C) die IgG-Antikorper-produzierende humorale Immunantwort
gegen den Impfstoff stark verstarkt. Darlber hinaus kann auch eine betrachtliche Wirkung von
Poly(I:C) auf die zellulare Immunantwort, wie eine verstarkte Cytokin-Produktion, erwartet werden.
Daher wurden alle drei immunisierten Mause pro Gruppe geopfert, peritoneale Spilungen
durchgefiihrt und Einzelzellsuspensionen aus der Milz und den inguinalen Lymphknoten, die sich in der
Ndhe der Injektionsstelle befinden, hergestellt. Die Zellen wurden mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern gegen charakteristische Oberflaichenmarker gefarbt (Abbildung 3.107), die fiir die
verschiedenen Immunzelltypen spezifisch sind. Das schlieBt cytotoxische CD8*-T-Zellen
(verantwortlich fur zellulare Antitumor-Reaktionen), dendritische Zellen (DCs) und Makrophagen
(Antigen-prasentierende Zellen) ein. Die intraperitoneale Applikation von Poly(l:C) und Vakzine 109
erhohte deutlich die Proliferation (Abbildung 3.107) von Immunzellen (Makrophagen, CD8*-Zellen und
DCs), aber auch deren Aktivierung (nicht gezeigt, siehe Literaturl*’”’) in jedem Kompartiment
(Abdomen, Milz und Leisten-Lymphknoten). Diese Zellen sind entscheidend fiir die Induktion einer
adaptiven Immunantwort (DCs und Makrophagen) und fiir die direkte cytotoxische Immunabwehr
(CD8*-Zellen). Die Zugabe von CpG zum Impfstoff 109 und Poly(l:C) flihrte ebenfalls zu einer starkeren
Proliferation und Aktivierung der untersuchten Immunzellen. CpG zeigt einen starken Einfluss auf die
zellvermittelte Immunantwort nach Immunisierung. Die Daten belegen, dass CpG die adaptive
Immunantwort verstarkt, da die Anzahl der dendritischen Zellen und Makrophagen signifikant erhoht

wurde. CpG erhohte die Expression der co-stimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 auf APCs, die
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fiir die T-Zell-Proliferation erforderlich sind.[*7®! Aktivierte dendritische Zellen und Makrophagen setzen
wichtige Cytokine und Chemokine frei, die zu starker Entzlindung fihren und andere Immunzellen wie
cytotoxische CD8*-Zellen anlocken. Die Anzahl der aktivierten CD8*-Zellen konnte durch das zusatzliche

CpG deutlich erhéht werden.*””)
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Abbildung 3.107: Durchflusszytometrische Analysen von infiltrierten Immunzellen (CD8*-Zellen, DCs und Makrophagen)
im Abdomen, Milz und inguinalen Lymphknoten 24 Stunden nach der letzten Immunisierung von Vakzine 109. CD45:
Marker fiir Lymphozyten, CD11b und F4/80: Oberflichenmarker fiir Makrophagen (werden nicht von DCs exprimiert),
CD11c: Marker fiir DCs. *p < 0.1, n.s. = nicht signifikant.

Darliber hinaus wurde die Cytokin-Produktion Gber den mit Poly(l:C) verabreichten Impfstoff mittels
Durchflusszytometrie-Farbung untersucht. Jede starke Immunantwort wird von einer Entziindungs-
reaktion begleitet. Eine lokale Entziindung wurde in Nachbarschaft der Injektionsstelle induziert, da
eine erhéhte Produktion von proinflammatorischen Cytokinen (u.a. Tumornekrosefaktor-a, kurz TNF-
a, IL-1B und IL-6) im Abdomen gemessen werden konnte. Dariber hinaus wurde eine erhdhte
Produktion von Cytokinen (IL-9 und IFN-y) beobachtet, die eine direkte antitumorale Wirkung auf
Krebszellen haben und fir die Rekrutierung von zuséatzlichen APCs (DCs, Makrophagen) und
cytotoxischen Zellen (CD8*- und NK-Zellen) in das Tumorgewebe verantwortlich sind.®? Die

Produktion von entziindungsférdernden Cytokinen wurde nach der Immunisierung mit dem Impfstoff
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und Poly(I:C) deutlich erhoht (Abbildung 3.108). Das erzeugte Cytokin-Milieu flhrte zur chemo-
taktischen Anziehung von Immunzellen, die eine starkere adaptive Immunantwort gegen den Tumor
aufbauen. Die Zugabe des weiteren Adjuvans CpG férdert die Produktion der Antitumor-Cytokine IL-9

und IFN-y noch weiter, die direkt gegen die Tumorzellen wirken kénnen.

TNF-a IL-9 INF-y
* * *
5= * — * c =
T & 100 = =100 9 £ 100 s
N A v 4 T = s
S a T 5 N o
5 £ 80 N 2 80 » a =~ 2 80
LR —_— R R
E 2 28 [1] £ ] A
— g 60 a T & 60 - E 60
55 H 5 £ %=
N 40 S=———— N7 40 ‘e N T 40 = u
52 u } wn s .
23 . 23 2 t8 20
o O 20 = SO > g O
3 5 3 c 85
[S<} >S5 e} ]
o > 0 L ] a > 0 a 0 T
Vakzine Vakzine Vakzine Vakzine Vakzine Vakzine Vakzine Vakzine Vakzine
ohne mit + Poly(1:C) ohne mit + Poly(l:C) ohne mit + Paly(1:C)
Poly(1:C) Poly(1:C) +CpG Poly(1:C) Poly(I:C) + CpG Poly(I:C) Poly(1:C) +CpG

Abbildung 3.108: Durchflusszytometrische Analysen der produzierten Cytokine (Tumornekrosefaktor-a,
Interleukin-9 und Interferon-y). CD45: Marker fiir Lymphozyten. *p < 0.1, n.s. = nicht signifikant.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der vollsynthetische Antitumor-Impfstoff 109 selbst, auch
ohne zusatzliche Adjuvantien, stark immunogen wirkt. Er enthalt keine antigenen Komponenten, die
die gewilinschte Immunantwort gegen das MUC1-B-Zell-Epitop unterdriicken kénnen. Die immuno-
logischen Ergebnisse zeigen, dass Poly(l:C) als synthetisches Adjuvans die Immunantwort gegen die
MUC1-Antitumor-Vakzine 109 stark erhoht. Dies ist auf die TLR3-Aktivierung zuriickzufihren, die zur
Induktion von Apoptose und zur Aktivierung des Immunsystems in Richtung einer zellularen und
insbesondere humoralen Immunantwort fiihrt. Die gleichzeitige Verabreichung des TLR9-Agonisten
CpG erhohte zusatzlich die Induktion von IgG-Antikérpern, die cytotoxische T-Zell-Antwort und die
Produktion von Cytokinen mit Antitumor-Wirkung. So 16st das neue vollsynthetische MUC1-Impfstoff-
109-Konstrukt zusammen mit Poly(l:C) wertvolle therapeutische Effekte fiir zukiinftige Strategien zur

Krebsimmuntherapie aus.
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4 Zusammenfassung

Eine Aktivimmunisierung durch Antitumor-Impfstoffe ist ein vielversprechender Ansatz im Kampf
gegen Krebs. Im Vergleich zu klassischen Krebsbehandlungen kénnen durch die Aktivierung des
Immunsystems Tumorzellen selektiv angegriffen werden, wahrend gesunde Zellen intakt bleiben. Die
Bildung eines immunologischen Gedachtnisses gewahrleistet tber Jahre hinweg zusatzlichen Schutz
durch die Produktion von protektiven Antikérpern, die auch metastasierende Tumorzellen unschadlich
machen koénnen. Fir die Entwicklung von Krebs-Vakzinen sind Strukturen als Differenzierungs-
merkmale notig, die es dem Immunsystem erlauben, gesunde Epithelzellen von Tumorzellen zu
unterscheiden. Dabei soll sich gegen letztere die induzierte Immunantwort selektiv richten. Als
Zielstruktur eignen sich Glycopeptid-Strukturen des Mucins MUC1, ein auf der Oberflache von
Epithelzellen exprimiertes Glycoprotein, das in seiner normalen Form {iber lange und verzweigte
Kohlenhydrat-Seitenketten verfligt. Als Folge verdanderter Genexpressionen in Krebszellen entstehen
tumorassoziierte Strukturen des MUCI, die sich wesentlich von der normalen MUC1-Form unter-
scheiden (Abbildung 4.1). Das tumorassoziierte MUC1 weist ein verandertes Glycosylierungsmuster
auf, das sich durch verkiirzte, vorzeitig sialylierte Kohlenhydrat-Seitenketten auszeichnet. Es tragt
tumorassoziierte Kohlenhydrat-Antigene, wie das sogenannte Tn-, dass Sialyl-Tn- oder das 2,3-Sialyl-T-
Antigen. Aufgrund der verkiirzten Glycane werden fir das Immunsystem immunologisch relevante
Epitope des Peptid-Riickgrats zugdnglich, die auf gesunden Zellen durch die langen Saccharid-
Seitenketten des normalen MUC1 vollig verdeckt sind. Diese tumorassoziierten Peptid- sowie
Kohlenhydrat-Antigene des MUC1-Glycoproteins stellen somit geeignete Zielstrukturen fir die

Entwicklung potentieller Antitumor-Impfstoffe dar.

COOH

Transmembran-
Doméne
cytoplasmatische
Doméne

COOH

o8 I H
ool Y
o ST g
' .. ° eine Tandem- . ’; | , ’;
Repeat-EinheitI ° | . D
- 20-120x
- 20 Aminosi | R V\ verkiirzte Kohlenhydrat: T
o '. ( minos3uren) \ e | Seitenketten (mit der g R
. P | Bildung von Tumor- /;
. VNTR (55 | . assoziierten Kohlenhydrat- G
. 5 A | Antigenen) §
Doméne A
' 14 | A
(Tandem P . g
. ... Repeats) A | \ A
| .
L ] N-Acetylgalactosamin freiliegende, .
. . vie ) | immunologisch . N-Acetylgalactosamin
[ ) N-Acetylglucosamin | relevante . N-Acetylglucosamin
[} 20 Galactose | Peptid-Epitope Galactose
. .. . N-Acetylneuramins3ure : N-Acetylneuraminséure
|
|
|
|
|
|
1

normales MUC1

tumorassoziiertes MUC1

Abbildung 4.1: Unterschiede in der Glycosylierung des MUC1-Glycoproteins auf gesunden Epithel-Zellen (links, normales
MUC1) und epithelialen Tumorzellen (rechts, tumorassoziiertes MUC1). VNTR: variable number of tandem repeats.
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Auf dieser Grundlage wurde in der vorliegenden Arbeit das Ziel verfolgt, Antitumor-Impfstoffe mit
tumorassoziierten MUC1-Glycopeptiden zu synthetisieren und sie durch immunologische Evaluierung
am Tiermodel weiterzuentwickeln. Die Immunisierung mit diesen MUC1-Antitumor-Impfstoffen sollte
eine Immunantwort gegen die synthetisierten tumorassoziierten MUC1-Strukturen ausldsen, was sich
insbesondere in Form induzierter, zielgerichteter anti-MUC1-Antikorper oder durch den Angriff
stimulierter Immunzellen auszeichnet. Hierbei ist die Synthese definierter und moglichst Tumor-
dhnlicher Glycopeptid-Antigene fiir die Antitumor-Vakzine wichtig, um eine moglichst selektive
Immunantwort gegen das tumorassoziierte MUC1 der Krebszelle auszuldsen. Eine Immunisierung mit
heterogenen MUC1-Strukturen, die auch normales, voll glycosyliertes MUC1 enthielte, wie
beispielsweise durch Isolierung von Tumorzell-Bestandteilen, konnte Autoimmunreaktionen gegen
gesunde Epithelzellen zur Folge haben. Daher ist flr die Entwicklung von Impfstoffen gegen Krebs die
Herstellung chemisch definierter Glycopeptid-Antigene aus dem tumorassoziierten MUC1 nur durch

Totalsynthese zu erhalten.

Die in dieser Arbeit synthetisierten Antitumor-Vakzine sind aus unterschiedlichen Komponenten
aufgebaut, beinhalten jedoch eine erweiterte Tandem-Repeat-Sequenz des MUC1-Glycoproteins aus
insgesamt 22 Aminosauren als gemeinsame Basis. Der Aufbau jedes einzelnen MUC1-Glycopeptids
gelang durch Festphasenpeptidsynthese (SPPS) nach dem Fmoc-Protokoll. Hierfiir waren mehrstufige
Synthesen von verschiedenen tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigenen (15, 16, 28, 42) sowie
immunologisch inerte Spacer- bzw. Verbindungsmolekile (49, 50, 54) als Fmoc-blockierte SPPS-
Bausteine erforderlich (Abbildung 4.2). Die Reinigung der synthetisierten Glycopeptide gelang durch
semiprdparative HPLC, wobei die Strukturen sowie die hohe Reinheit stets durch analytische HPLC,
hochauflésende  Massenspektrometrie  sowie durch zweidimensionale Kernspinresonanz-

Spektroskopie (2D-NMR) belegt wurde.
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Abbildung 4.2: Synthetisierte tumorassoziierte Kohlenhydrat-Antigene (oben) sowie Abstandshalter (unten) als
Bausteine fiir die Festphasenpeptidsynthese.
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Da es sich bei den synthetisierten tumorassoziierten MUC1-Glycopeptid-Strukturen bei Krebs-
patienten um Selbst-Antigene handelt, unterliegen sie als kérpereigene Strukturen gegeniiber dem
Immunsystem einer gewissen Toleranz, sodass ihre Immunogenitat nur schwach ausgepragt ist. Um
diese Immuntoleranz zu Uberwinden, muss die Immunogenitidt der MUC1-Glycopeptide durch
Kupplung an Immunstimulanzien erhoht werden. Hierflir hat sich bereits in vorausgegangenen
Arbeiten das hoch immunogene Protein Tetanus-Toxoid (TTox) durch vielversprechende Immun-
antworten empfohlen. Uber einen N-terminalen flexiblen Triethylenglycol-Spacer 49 konnten die
MUC1-Glycopeptid-Antigene durch Quadratsaure-Konjugation an die freien Amino-Gruppen der Lysin-
Reste des Tetanus-Toxoid gebunden werden. Alle in dieser Arbeit hergestellten TTox-konjugierten
Vakzine enthielten unterschiedliche Komponenten, die zu einer Erh6hung der Immunantwort fiihren
sollten. Alle Impfstoffe lieferten in Immunisierungsstudien an Mausen durchweg hohe Immun-
antworten mit der Induktion selektiver Antikorper, die in der Lage waren, an humane Tumorzellen zu
binden. Die Hohe der Antikorper-Mengen (Titer), die gegen die jeweiligen synthetischen MUC1-
Glycopeptide der Impfstoffe gerichtet sind, wurde mittels ELISA-Technik (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) quantifiziert (siehe Kapitel 3.5.2). Durch ELISA war auch die Bestimmung der
jeweiligen induzierten Antikérper-lsotypen (IgM, IgG1, 1gG2a bzw. 1gG2c, 1gG2b, 1gG3) moglich, die
durch verschiedene Effektor-Mechanismen Aufschluss tiber die Qualitdt der Immunantwort geben. Die
Bestimmung der Bindungsaffinitdten der Antikérper an die tumorassoziierten MUC1-Strukturen auf
der Oberflache der Krebszellen ist fir die Beurteilung der Immunantwort von besonderem Interesse.
Hierzu wurden in weiteren immunologischen Experimenten humane Tumorzellen mit den jeweiligen
Antiseren der immunisierten Mause inkubiert und deren Bindungsfdhigkeit mittels Durchfluss-

zytometrie bestimmt (siehe Kapitel 3.5.3).

Zunachst wurde die Tetanus-Toxoid-konjugierte Antitumor-Vakzine, welche das 2,3-Sialyl-T-
Kohlenhydrat-Antigen (2,3-ST) innerhalb des MUC1-Glycopeptids enthélt (Abbildung 4.4) synthetisiert.
Hierzu musste der 2,3-ST-Threonin-Baustein in insgesamt 25 Schritten, die hauptsachlich aus
Schutzgruppen-Manipulationen und aufwendigen Glycosylierungsreaktionen bestanden, fir die

Festphasenpeptidsynthese hergestellt werden (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Synthese des 2,3-Sialyl-T-Antigens 42.

Das 2,3-Sialyl-T-Antigen gehort zu den am haufigsten vorkommenden tumorassoziierten Kohlen-
hydrat-Antigenen und gilt als besonders tumorspezifisch. Dessen Einbau innerhalb eines Antitumor-
Impfstoffes (72, Abbildung 4.4) war in Hinblick auf die Tumorantigen-Erkennung der induzierten

Antikorper besonders interessant.
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Abbildung 4.4: Tetanus-Toxoid-Vakzine 72 mit dem 2,3-Sialyl-T als tumorassoziiertes Kohlenhydrat-Antigen.

Die Applikation von Impfstoffen erfolgte nicht in ausschlieRlich wassriger Losung, da dies den schnellen
Abbau zur Folge hatte. Stattdessen kamen starke Adjuvantien zum Einsatz, die den Vakzinen einen
langanhaltenden Stimulus ermoglichen. Bei Vakzinierungsstudien in vorausgegangenen Arbeiten
erhielten die Mause bei der ersten Immunisierung den zu testenden Impfstoff zusammen mit
komplettem Freunds Adjuvans (CFA), dessen Anwendung im Menschen inzwischen verboten und im

Tierversuch nur eingeschrankt moglich ist. Dafiir stellte sich mit der Immunisierung mit der 2,3-ST-
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Vakzine 72 die Frage, ob die durch CFA bekannte Verstarkung der Immunantwort, die damit bedingten
starken Nebenwirkungen rechtfertigt. Deshalb wurden parallele Immunisierungsstudien durchgefihrt,
die anstelle des toxischen CFA nur das inkomplette Freunds-Adjuvans (IFA) einschlossen, das ohne die
in CFA enthaltenen stark immunogenen Mykobakterien auskommt und eine reine Wasser-in-Ol-
Emulsion darstellt. Durch direkten Vergleich der Immunantworten stellte sich heraus, dass es bereits
mit IFA zu einer starken Immunantwort kam. Somit wurde das IFA als eine schonende und geeignetere
Alternative in folgenden in-vivo-Vakzinierungsstudien statt des CFA eingesetzt. Gleichzeitig wurde das
Ziel verfolgt, den Einfluss des verwendeten Mausmodells auf die Immunantwort zu untersuchen. In
Vakzinierungen von zwei unterschiedlichen Mausstdmmen (BALB/c- und C57BL/6-Wildtyp-Mé&use) mit
der 2,3-ST-Vakzine 72 wurde eine etwas starkere humorale Immunantwort bei den fir
immunologische Forschung hdaufig eingesetzten BALB/c-Mausen beobachtet. In allen neun
immunisierten Mausen rief die 2,3-ST-Vakzine 72 durchweg hohe Antikorper-Mengen hervor.
Zusatzlich waren die Antikorper in der Lage, an humane Tumorzellen zu binden, wobei eine erhoffte

besonders starke Bindungsaffinitdt an Tumorzellen ausblieb.

Bei einem weiteren TTox-konjugierten Antitumor-Impfstoff wurde an den N-Terminus des MUC1-
Glycopeptids ein bivalenter Mannose-Ligand gebunden (Abbildung 4.5), um die Mannose-Rezeptoren

auf Antigen-prasentierenden Immunzellen anzusprechen.
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Abbildung 4.5: Mannosylierte MUC1-Antitumor-Vakzine 87 und die entsprechende Vergleichsvakzine 90.
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Die Mannosylierung sollte durch gezieltes Adressieren die Rezeptor-vermittelte Aufnahme des
Impfstoffs in Makrophagen und dendritischen Zellen erhéhen und zu einer vermehrten Prasentation
der Antigene und somit letztendlich zu einer starkeren Antikorper-Produktion flihren (siehe Kapitel
3.7.2). Die Effizienz dieses Targetings wurde durch die erhdhte Bindung einer synthetisierten, mit
einem Fluoreszenz-Farbstoff markierten Mannose-Verbindung 83 an Makrophagen geprift. Um die
Wirkung der Mannosylierung auszunutzen und im Vergleich zu belegen, wurden die mannosylierte
Vakzine 87 und ein entsprechender Glycopeptid-TTox-Impfstoff 90 ohne Mannose-Liganden
synthetisiert (Abbildung 4.5). Durch Immunisierungen mit beiden Impfstoffen konnte gezeigt werden,
dass die spezifische IgG-Immunantwort gegen das tumorassoziierte MUC1-Glycopeptid-Antigen durch
den mannosylierten Impfstoff 87 wesentlich verstarkt wird. Die beobachtete Verstarkung betraf nicht
nur die humorale, sondern auch die zelluldare Immunantwort, d.h. die Proliferation und Aktivierung von
dendritischen Zellen und Makrophagen in Organen des Immunsystems, z.B. in Milz und Leisten-
Lymphknoten. Dies fiihrte letztendlich zu einer Aktivierung von CD4*-T-Helferzellen (Tn2), die die
Proliferation und Differenzierung von B-Zellen zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen auslésten.
Das gezielte Ansprechen der Oberflachen-Rezeptoren dieser Antigen-prasentierenden Zellen durch
Mannose-Liganden erhohte die Aufnahme des Impfstoffs und verstarkte die Prdsentation seiner
Antigene, was letztlich die Effizienz der Vakzine erhdhte. Die Mannosylierung ist somit interessant fir

zukilinftige Antitumor-Impfstoffe.

Durch immunologische Auswertung eines N-methylierten MUC1-Antitumor-Impfstoffs 94 mit einem
N-Methyl-Tn-Antigen-Baustein, deren Synthesen von {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} durchgefiihrt
wurden, wurde untersucht, welchen Einfluss diese N-Methylgruppe auf die Tumorselektivitat der
durch Vakzine 94 induzierten Antikérper ausiibt (siehe Kapitel 3.7.3). Die Methylierung sollte Turn-
Strukturen innerhalb der MUC1-Sequenz begiinstigen, wie sie sich bei natirlichen, langeren MUC1-
Sequenzen auf Tumorzellen ausbilden. Der Aufbau des entsprechenden MUC1-Glycopeptids gelang
am Peptidsynthesizer, wobei das synthetisierte MUC1-Glycopeptid im Vergleich zu den bisherigen
MUC1-Antitumor-Vakzinen eine N-terminal verschobene MUC1-Partialsequenz besitzt. Bei Vergleich
mit einer nicht methylierten Vakzine 95 mit ansonsten identischer Glycopeptid-Sequenz war jedoch
kein positiver Effekt der N-Methylierung im Hinblick auf die Bindungsaffinitdten der induzierten
Antikérper an humane Brusttumorzellen zu beobachten. Bemerkenswerterweise gehorten die
Bindungsaffinitaten an Tumorzellen der durch Vergleichsvakzine 95 induzierten IgG-Antikérper zu den

hochsten, die je gemessenen wurden.
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Abbildung 4.6: Struktur der VON qus saenschutzrecttichen rinden eniem h@rgestellten N-methylierten MUC1-Antitumor-Vakzine 94 und der
entsprechenden Vergleichsvakzine 95.12171 Der Aufbau der entsprechenden MUC1-Glycopeptide am Peptidsynthesizer
gelang in Zusammenarbeit mit ihr. Die zusatzliche Methyl-Gruppe ist an entsprechender Stelle markiert.

Es konnte bisher gezeigt werden, dass Impfstoffe, die auf tumorassoziierten humanen MUC1-
Glycopeptiden basieren, starke humorale anti-MUC1-Reaktionen in Mausen induzierten. Es blieb nun
zu klaren, wie solche Vakzine beim Menschen wirken, also in Systemen, in denen humanes MUC1 als
Selbst-Antigen vorkommt, das vom eigenen Immunsystem toleriert wird (siehe Kapitel 3.7.4). Deshalb
wurden Wildtyp-Mause, die nur murines MUC1 exprimieren mit transgenen Mausen verglichen, die
die Fahigkeit zur Expression von humanem MUC1 haben. Beide wurden mit der TTox-Vakzine 99
geimpft und die Ergebnisse der immunologischen Auswertung miteinander verglichen. Wie die
strukturellen Unterschiede zwischen murinen und humanen MUC1-Strukturen (34%ige Homologie in
der Peptid-Sequenz) die Immunantwort gegen humane MUC1-Glycopeptid-Antigene beeinflussen,
war bisher unbekannt. Zunachst wurde die TTox-Vakzine 99 synthetisiert, die sowohl ein Sialyl-Tn- als

auch ein Tn-Antigen enthalt.
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Abbildung 4.7: Aufbau der Antitumor-Vakzine 99 mit im Vergleich zur etablierten
Partialsequenz veranderten MUC1-Sequenz.

Die immunologische Auswertung der vergleichenden Impfungen mit 99 zeigten, dass die synthetische
tumorassoziierte MUC1-Glycopeptid-TTox-Vakzine 99 sowohl in transgenen als auch Wildtyp-Mausen
deutliche und &hnlich hohe humorale sowie zellulire Immunantworten induzierte, was bei den
huMUC1-transgenen Mausen eine wirksame Durchbrechung der Immuntoleranz voraussetzt. Als neu
entwickeltes Mausmodel erméglichen die transgenen Mause neben der immunologischen Evaluierung
von tumorassoziiertem huMUC1-Antigenen auch die Untersuchung von potentiellen Autoimmun-
reaktionen durch die Induktion einer anti-huMUC1-gerichteten Immunantwort. Anzeichen fir
autoimmunreaktive Nebenwirkungen in den huMUC1-exprimierenden transgenen Mausen wurden

wahrend der Immunisierungsstudie aber nicht beobachtet.
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Bisher beschriebene Antitumor-Impfstoffe setzten sich aus dem hoch immunogenen Tetanus-Toxoid
und einem aus 22 Aminosduren bestehenden Glycopeptid als Partialsequenz des tumorassoziierten
MUC1 zusammen. Letzteres stellt das sogenannte B-Zell-Epitop dar und gibt jene Struktur der Vakzine
vor, gegen welche die induzierten Antikérper gerichtet sein sollen. Zur Produktion dieser von B-Zellen
sezernierten Antikorper bedarf es der costimulatorischen Hilfe von aktivierten T-Zellen, die in diesem
Falle durch die im Tetanus-Toxoid zahlreich vorhandenen T-Zell-Epitope stimuliert werden. Anstelle
des vollstandigen immunogenen Proteins ist die Verwendung von definierten T-Zell-Peptid-Epitopen
fir die Entwicklung von Antitumor-Impfstoffen anzustreben. Vollsynthetische Konstrukte besitzen
gegenlber auf Proteinen basierenden Impfstoffen gewisse Vorteile: Erstens ermdglicht die Synthese
die Herstellung von exakten Strukturen, wodurch die Reinigung, z.B. durch HPLC, vereinfacht und eine
detaillierte Charakterisierung mit Hilfe von Massenspektroskopie und NMR moglich wird, die bei TTox-
konjugierten Impfstoffe aufgrund ihrer enormen GroRe (>150 kDa) schwierig ist. Auch kénnte durch
starke Immunogene, wie das TTox, die gewlinschte Immunantwort gegen das MUC1-B-Zell-Epitop und
somit gegen die Tumorzellen durch konkurrierende Immunantworten gegen das TTox selbst
unterdriickt werden. Bisherige vollsynthetische, also rein auf Peptiden basierende Impfstoffe wirkten
jedoch relativ schwach immunogen. Daher sollte im Rahmen der Doktorarbeit untersucht werden,

inwieweit eine Erhéhung der Immunantworten von vollsynthetischen Antitumor-Vakzinen moglich ist.

Dieser Strategie folgend, wurde ein tumorassoziiertes MUC1-Glycopeptid als B-Zell-Epitop
synthetisiert, an welches das immunstimulierende T-Zell-Epitop P2, eine Partialsequenz aus dem
Tetanus-Toxoid, gebunden wurde. Die Struktur und die hohe Reinheit dieser Vakzine konnten durch
analytische HPLC, hochauflésende Massenspektrometrie und zweidimensionale Kernspinresonanz-
Spektroskopie (2D-NMR) belegt werden. Die Wirksamkeit der induzierten Immunantwort hdngt nicht
nur von dem ausgewadhlten tumorassoziierten MUC1-Glycopeptid-Antigen ab, sondern auch von der
Art seiner Prasentation gegenliber dem Immunsystem. Diese sollte der Situation auf der Tumor-
zelloberflache moglichst dhneln. Aus diesem Grund wurde das 37 Aminosaure umfassende MUC1-P2-
Peptid an fester Phase aufgebaut und anschlieRend lber eine Azid-Alkin-Cycloadditionsreaktion an ein
hyperverzweigtes Polyglycerin geknipft (siehe Kapitel 3.8.1), das freundlicherweise von {aus
datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} aus der Arbeitsgruppe vom {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} ZUr
Verfligung gestellt wurde. Diese auf Polymeren basierende, vollsynthetische Antitumor-Vakzine 103
erlaubt eine multivalente Prasentation der MUC1-Antigene (Abbildung 4.8). Im Vergleich zu einer
dhnlichen Vakzine 105 mit niedrigerer Antigen-Multivalenz induzierte der Impfstoff 103 einer hdheren
Zahl an Antigen-Bindungsstellen auf dem polymeren Trager signifikant starkere Immunantworten bei

Mausen. Er brachte IgG-Antikdrper hervor, die deutlich hohere Bindungsaffinititen an epitheliale
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Tumorzellen zeigten. Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutsamkeit des Konzepts der multiplen

Antigen-Prasentation fir Antitumor-Impfstoffe.
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Abbildung 4.8: Die auf einem Polymer basierende, vollsynthetische Antitumor-Vakzine 103.

Um die Hirde der geringen Immunogenitdt vollsynthetischer Antitumor-Vakzine zu liberwinden,
wurde ein weiterer totalsynthetischer Zweikomponenten-Impfstoff, bestehend aus einem MUC1-
Glycopeptid und einem T-Zell-Epitop aus dem Polio-Virus, zusammen mit Polyinosinsaure:Polycitidin-
monophosphat, kurz Poly(l:C), als strukturell definiertem Adjuvans appliziert (siehe Kapitel 3.8.2).
Poly(l:C) ist ein Agonist fiir den Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3), einen Immunrezeptor auf Antigen-
prasentierenden Zellen. Seine Stimulierung fihrt indirekt zur Induktion von Apoptose und zur
Aktivierung des Immunsystems in Richtung einer zelluldren und insbesondere einer humoralen
Immunantwort. So tragt die Stimulation des TLR3 mit der Produktion von Typ-1-Interferon zur
Aktivierung verschiedener Immunzellen (NK-Zellen, verschiedene T-Lymphozyten) sowie zur Bildung
von Cytokinen bei, die Antitumor-Wirkungen besitzen. Die immunologischen Ergebnisse zeigten, dass
Poly(l:C) als synthetisches Adjuvans in der Tat die Immunantwort gegen die MUC1-Antitumor-Vakzine
109 im Vergleich zur Immunisierung ohne Poly(l:C) drastisch erhoht. Es sind sowohl die Menge der
produzierten Antikdrper als auch deren Bindungsaffinitdt an humane Tumorzellen signifikant erhéht.
Zusatzlich wurde die zelluldare Immunantwort mit der Zunahme von cytotoxischen T-Zellen (CD8*-
Zellen) und Antigen-prasentierenden Zellen verstarkt sowie auch die Produktion von Cytokinen mit
Antitumor-Wirkung, wie beispielsweise Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), erhoht. Die induzierte
Immunantwort Ubertraf zum Teil sogar diejenige von Tetanus-Toxoid-konjugierten Impfstoffen, die
zuvor in Bezug zur Starke der Immunantwort konkurrenzlos waren. Eine weitere Verstarkung der

Immunantwort war durch die gleichzeitige Verabreichung eines zusatzlichen TLR-Agonisten (CpG-
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Oligonucleotid, TLR9-Ligand) moglich. So bietet das neue vollsynthetische MUC1-Impfstoff-109-

Konstrukt zusammen mit Poly(l:C) wertvolle therapeutische Vorteile.
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Abbildung 4.9: Struktur der vollsynthetischen, Zweikomponenten-Vakzine 109. Zusammen mit Poly(l:C) bzw. CpG-
Oligonucleotid als Adjuvantien konnten starke Immunantworten ausgelost werden.

Alle in dieser Arbeit synthetisierten Antitumor-Impfstoffe, die auf Partialsequenzen des MUC1-
Glycoproteins in seiner tumorassoziierten Form basieren, induzierten in praklinischen
Immunisierungsstudien an Mausen durchweg hohe Titer an spezifischen anti-MUC1-Antikorper in
Mdusen. Zusatzlich waren alle in den Antiseren enthaltenen Antikdrper in der Lage, humane
Tumorzellen zu erkennen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit gelang die Weiterentwicklung des MUC1-
Antitumor-Vakzin-Konzepts durch Anwendung neuer Strategien, wie der gezielten Adressierung von
Immunzellen durch Mannosylierung, multiple Prasentation der Antigene auf einem polymeren Trager
sowie durch die Anwendung eines neuen synthetischen Adjuvans. Eine Kombination dieser Konzepte
kann in Zukunft die Effizienz einer Antitumor-Vakzine noch weiter verstarken und bietet somit

wertvolle therapeutische Effekte flir zukiinftige Strategien der Krebsimmuntherapie.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeines und Messgerate

Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel: Kommerziell erhiltliche Chemikalien wurden mit einer
Reinheit von mindestens 95% bezogen und gegebenenfalls vor Einsatz im Hochvakuum getrocknet.
Samtliche verwendete Losemittel wurden in der Reinheitsstufe pro analysi (p.a.) bezogen und
gegebenenfalls vor Gebrauch destilliert. Absolute Losungsmittel wurden durch Trocknen nach
literaturbekannten Verfahren!?®3! und anschlieRender Destillation gewonnen. Trocknes Lésungsmittel
wurde anschlieRend tiber Molekularsieb gelagert. Die hierfiir verwendeten Molsiebe (PorengroRe 4 A)
wurden zuvor mehrere Stunden im Hochvakuum ausgeheizt. Das verwendete Rinderserumalbumin
(Fettsdure- und Globulin-frei, A 0281) stammte von Sigma Aldrich Biochemicals, Taufkirchen, und das
Tetanus-Toxoid (im Natriumchlorid-Puffer, 17.5 mg/ml) von CLS Behring, Marburg. Beide wurden ohne

weitere Reinigung eingesetzt.

Destillation: Die Entfernung von Lésemitteln ,im Vakuum® oder ,,unter vermindertem Druck” erfolgte
immer, falls nicht anders angegeben, am Rotationsverdampfer bei einer Wasserbad-Temperatur von
40 °C. Hochvakuum wurde durch den Einsatz von Ol-Vakuumpumpen (Vakuubrand, Wertheim)

erzeugt.

Inertgase: Alle feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden unter Argon-Atmosphdre in vorher
ausgeheizten Reaktionskolben durchgefiihrt. Dabei wurde das Argon in handelsiiblichen Qualitdten

ohne weitere Trocknung verwendet.

pH-Wert-Bestimmung: Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgte entweder durch ein pH-Meter
(Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA MI-410 Micro-Combination pH Probe von Microelectrodes Inc.,
New Hampshire, USA) oder durch pH-Indikatorstdbchen (Merck KGaA, Darmstadt), die Uber einen
kovalent gebundenen Indikator verfliigen. Zur Bestimmung des pH-Wertes in organischen
Losungsmitteln wurden die Indikatorstabchen zuvor mit Wasser angefeuchtet und das Uberschissige
Wasser abgetupft. Folgende Produkte kamen zum Einsatz:

- Acilit (pH-Bereich: 0 —6)

- Neutalit (pH-Bereich: 5 — 10)

- Alkalit (pH-Bereich: 7.5 — 14)

- Universalindikator-Papier (pH-Bereich 0 — 14)
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Diinnschichtchromatographie: Fir die diinnschichtchromatographischen Analysen wurden mit
Kieselgel60 Fisa beschichtete Aluminium-Platten (Merck KGaA, Darmstadt) verwendet. Die

nachzuweisenden Verbindungen wurden mit Hilfe der nachfolgenden Methoden sichtbar gemacht:

UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 nm

Ninhydrin-Reagenz 1.5g Ninhydrin, 15ml Eisessig in 500 ml Methanol, Entwicklung durch
Warmeeinwirkung

Seebach-Reagenz 1.0g Cer(lV)-sulfat-Tetrahydrat, 2.5 g Molybdatophosphorsdure in 94 ml
entionisiertem Wasser und 6 ml konzentrierte Schwefelsdure, Entwicklung durch
Warmeeinwirkung

Zuckerreagenz 1:1-Mischung aus 50 ml Ethanol mit 2.7 ml konz. Schwefelsdure und 50 ml Ethanol mit
0.1 ml m-Methoxyphenol-Lésung, Entwicklung durch Warmeeinwirkung

Vanillin-Reagenz 1.0 g Vanillin in 100 ml Methanol, 12 ml Essigsdure, 4 ml konz. Schwefelsiure,
Entwicklung durch Warmeeinwirkung

lod Gemenge aus elementarem lod und Seesand

Saulenchromatographie: Die Isolierung der Produkte erfolgte entweder automatisiert Uber einen
Saulenautomaten oder manuell Gber Flashchromatographie an Kieselgel im Abzug. Die Wahl der
Methode wird an entsprechender Stelle angegeben.

Als Sdulenautomat wurde Isolera™ Dalton Systems der Firma Biotage® verwendet. Dieses System
besteht aus einer Chromatographie-Sdule mit einer Probenaufgabe-Einheit und einem
Fraktionssammler mit eingebautem UV-Detektor. Als Sdulen wurden entweder kommerziell
erhiltliche Biotage® SNAP-Kartuschen (HP-SIL/KP-SIL in 10, 25, 50, 100 und 340 g) oder selbst befiillte
Kartuschen verwendet (Sdulenmaterial siehe weiter unten). Um die bestméglichste Auftrennung zu
erreichen, konnen mit Hilfe der Software individuelle Parameter (Wellenlange, Flussrate usw.)
eingestellt werden. Ebenso kann auch die Zusammensetzung der Laufmittel bestimmt werden, welche
auch wahrend der Trennung jederzeit variiert werden kann. Dabei erscheint das Detektorsignal in
Echtzeit auf dem Display, und ab einer bestimmten Signalintensitdt werden die einzelnen Fraktionen
gesammelt. Als Laufmittel wurden standardmaRig Ethylacetat (EE) und Cyclohexan (c-Hex) verwendet
und Uber die gesamte Trennung ein Gradient gefahren, in der Regel beginnend bei c-Hex/EE, 100:0 zu
c-Hex/EE, 0:100. Die Detektion erfolgte bei 254 und 280 nm.

Flr die manuelle Flashchromatographie unter erh6htem Druck (0.4 — 1.0 bar) wurde Kieselgel mit einer
PartikelgroBe von 35 —70 um, 60 A, der Firma Acros Organics (Geel, Belgien) eingesetzt. Die Laufmittel
wurden in der Regel aus destillierten technischen Losungsmitteln bzw. durch Redestillation der Eluate

anderer Chromatographien gewonnen. Durch Anderungen des Verhiltnisses der polaren bzw.



5. Experimenteller Teil 123

unpolaren Komponente wurde das Laufmittelgemisch so eingestellt, dass sich eine optimale Trennung

des Reaktionsgemisches ergab.

Reversed Phase-HPLC: Analytische RP-HPLC erfolgte mittels eines HPLC-Systems der Firma Jasco, LC-
4000, mit einer automatisierten Probenentnahme (Autosampler) und einer beheizbaren Saulen-
Halterung. Als Chromatographie-Sdule kam eine Phenomenex (Torrance, USA) Luna-Saule (10 um,
C18(2), 100 A, 250 mm x 4.6 mm) mit einer Flussrate von 1.0 — 2.0 ml/min zum Einsatz. Die Signale
wurden mit einem UV-Detektor bei 214 und 254 nm bzw. in einem Wellenlangenbereich von 200 bis
400 nm aufgenommen.

Die Reinigung der Peptide erfolgte mit Hilfe semipraparativer RP-HPLC. Hierzu wurde ebenfalls das
oben genannte HPLC-System der Firma Jasco, LC-4000, verwendet und die Durchflusszelle dem
semipraparativen System entsprechend ausgetauscht. Als Saule wurde eine semipraparative Luna-
Siule von Phenomenex verwendet (10 pm, C18(2), 100 A, Axia, 250 mm x 21 mm). Die Flussraten
werden an entsprechender Stelle angegeben und reichen von 10.0 bis 20.0 ml/min. Die Probenschleife
wies eine maximale Fillkapazitdt von 1.0 ml auf. Beim Erreichen einer bestimmten Signalintensitat, die
jederzeit verdanderbar ist, wird liber einen Fraktionssammler das Eluat in 10 ml-Reagenzglasern
gesammelt.

Die Steuerung und Auswertung der analytischen und semipraparativen Messungen erfolgten
computergestiitzt mit Hilfe der Jasco-eigenen Software ChromNav Version 2.00.02. Zur Elution sowohl
flr die analytische als auch fiir die semipraparative Trennung dienten Gemische aus Acetonitril (HPLC-
grade) der Firma VWR International (West Chester, USA) und entionisiertem Wasser mit einem Zusatz
von jeweils 0.1 % Trifluoressigsaure. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlange von A =214 nm und
254 nm. Die Gradienten fir die analytische und fir die semipraparative Trennung werden bei den

jeweiligen Verbindungen vermerkt.

Ultrafiltration: Die Reinigung der Tetanus-Toxoid- bzw. der BSA-Konjugate gelang durch Ultrafiltration
Uber eine Polyethersulfon-Membran (PM30) von Millipore Corporation (Billerica, USA) mit einer

Ausschlussgrenze von 30 kDa. Als Losungsmittel diente entionisiertes Wasser.

Gel-Permeations-Chromatographie (GPC): Die Trennung der Peptid-Polymer-Konjugate gelang durch
GroRenausschluss-Chromatographie. Analytische Messungen wurden in c-Hexafluorisopropanol
(HFIP) mit Kaliumtrifluoracetat (3.0 g/l) mit Hilfe einer ,,PU 2080+"“-Pumpe, eines Autosamplers AS1555
und eines RI-Detektors RI2080+ der Firma Jasco (Easton, Maryland, USA) vorgenommen. Die

verwendete Sdule war mit modifiziertem Silicagel gepackt und wurde von MZAnalysentechnik erhalten
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(PFG-Séule, PartikelgroBe 7 pm, PorengréRe 100 A). Kalibrierungen wurden mit einem von Polymer
Standards Service erhaltenen Poly(methylmethacrylat)-Standard ausgefiihrt.

Praparative GPC-Messungen wurden in entionisiertem Wasser mit einer PU 2086+ Pumpe, einem UV-
Detekor UV2077+ und einem RI-Detektor RI2031+ von Jasco durchgefihrt. Die FlieRgeschwindigkeit
lag bei 0.4 ml/min auf einer Sephadex G-25-Sdule von GE Healthcare Life Science (Little Chalfont,

GroRbritannien), gepackt mit quer-vernetztem Dextran einer PartikelgroRe von 85-260 pum.

Massenspektrometrie: Die molaren Massen in runden Klammern beziehen sich auf die natirliche
Isotopenverteilung, die molaren Massen in eckigen Klammern hingegen auf die exakten Massen der
Isotope H, 12C, N, 0 und 32S. Die angegebenen Molmassen werden nach ihrer Intensitit geordnet

angegeben. Die Massenspektren wurden mit folgenden Geraten aufgenommen:

ESI-Massenspektren LCT-Spektrometer der Firma Micromass (Manchester, England). Die
zu vermessenden Proben werden in Acetonitril, Methanol oder
Wasser gelost.

hochaufgeldste HR-ESI-Spektren Q-TOF Ultima Spektrometer von Micromass (Manchester, England).

FD-Massenspektren (FD-MS) Finnigan-MAT-95 Massenspektrometer der Firma Thermo Electron
(Boston, USA). Die Proben werden hierfiir in Chloroform gel6st.

MALDI-TOF-Massenspektren Axima CFR Time-of-flight-Spektrometer der Firma Shimadzu (Kyoto,
Japan). Als Matrix wurde Sinapinsadure (10 mg/ml in H.O/MeCN (1:1)
+0.1% TFA) verwendet.

HPLC-Massenspektren (HPLC-MS) Agilent 6320 lon Trap von Agilent (Santa Clara, USA).

Drehwerte: Die spezifischen Drehwerte wurden mit einem Perkin-ElImer (Massachusetts, USA)
Polarimeter 241 bei den Wellenlangen A = 546 nm und A = 578 nm in einer 10 cm dicken
Polarimeterzelle gemessen und auf die Natrium-D-Linie (A = 589.5 nm) extrapoliert. Das Losungsmittel,

die Temperatur sowie die Konzentration c (g/100 ml) sind fiir die einzelnen Verbindungen vermerkt.

NMR-Spektroskopie: Die 'H- und 3C-Spektren wurden an folgenden Geriten der Firma Bruker,

Rheinstetten, aufgenommen.

Avance Il HD 300: 'H-NMR bei 300 MHz und *C-NMR bei 75.5 MHz

Avance 1 400: 'H-NMR bei 400 MHz und *C-NMR bei 100.6 MHz
Avance IIl HD 400: 'H-NMR bei 400 MHz und 3C-NMR bei 100.6 MHz
Avance Il 600: 'H-NMR bei 600 MHz und *C-NMR bei 150.9 MHz

Die angegebenen Werte fiir die chemischen Verschiebungen (8 in ppm) beziehen sich auf das Signal

des deuterierten Losungsmittels bei relativer Kalibrierung zu Tetramethylsilan als internem Standard.
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Die Zuordnung der Protonen- und Kohlenstoffsignale erfolgte unter Verwendung von 2D-NMR-
Experimenten COSY, HSQC, HMBC und ggf. NOESY, soweit angegeben. Die Kopplungskonstante J der
jeweiligen Signale werden in Hertz (Hz) angegeben. In der schriftlichen Wiedergabe der *H- und 3C-
Signale der Kohlenhydrat-Antigene werden die Atome der jeweiligen Kohlenhydrate durch
Apostrophierung unterschieden, im Falle des Tn-Antigens sind die des D-Galactosamins ohne
Apostroph () und in STn die der b-Neuraminsdure mit einfacher Apostrophierung (‘) gekennzeichnet,
beim Trisaccharid ST-Antigen sind die Atome der D-Neuraminsaure mit zweiwacher Apostrophierung
(“) gekennzeichnet. Die einzelnen Atome der Aminosduren wurden durch indizierte griechische

Buchstaben markiert.

Fir die Multiplizitaten der Signale gilt:

e bs breites Singulett
e d Dublett
e dd Dublett vom Dublett

e ddd Dublett vom Dublett vom Dublett

o t Triplett
o td Triplett vom Dublett
e m Multiplett

Festphasenpeptidsynthese: Die Glycopeptid-Synthesen wurden vollautomatisiert an fester Phase mit
einem Peptidsynthesizer des Models CS136XT von CS Bio Co (Menlos Park, USA) oder mit einem Perkin-
Elmer ABI 433A-Peptidsynthesizer der Firma Applied Biosystems (Foster City, USA) durchgefiihrt. Bei
Letzterem wurde fiir die Reaktionskontrolle die Absorption des bei der Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe gebildete Dibenzofulven-Piperidin-Addukts mit einem externen UV/VIS-Detektor
(Perkin-Elmer Series 200) der Firma Applied Biosystems bei einer Wellenldnge von A =301 nm
gemessen.

Die Glycopeptide wurden an Tragerpolymere von Rapp Polymere GmbH (Tiibingen) oder von
Novabiochem bzw. Merck Millipore (Billerica, Massachusetts, USA) unter Verwendung von
Aminosaure-Bausteinen der Firma Orpegen Pharma (Heidelberg) aufgebaut. Alle bendétigten

Losemittel wurden in ,,Peptide grade“-Qualitat von der Firma Iris Biotech, Marktredwitz, bezogen.

Dialyse: Zur Dialyse wurde ein Cellulose-Schlauch mit einer Ausschlussgrenze von 6000 — 8000 Da
verwendet. Nach einstiindigem Aufquellen in entionisiertem Wasser wurde der mit der zu reinigenden
Probe gefiillte Dialyse-Schlauch in einem mit entionisiertem Wasser gefiillten 800 ml-Becherglas
mehrere Tage gerihrt (siehe jeweilige Angaben), wobei das Wasser taglich ein- bis zweimal

ausgetauscht wurde.



126 5. Experimenteller Teil

5.2 Synthese der tumorassoziierten Kohlenhydrat-Antigene

5.2.1 Synthese der Tn-Antigene (Threonin-Tn und Serin-Tn)

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactosylbromid(?%>284 (3) AcO  OAc

(otAcaGal-Br) AcO b .
In Essigsdureanhydrid (210 ml) wurde 0.5 g D-Galactose 1 vorgelegt und mit 70%iger Perchlorsaure
(1.25 ml) versetzt. AnschlieBend wurden die restlichen 49.5 g Galactose (insg. 50.0 g, 278 mmol,
1.0 Aq.) so zugegeben, dass die Temperatur der Reaktionsmischung 30 bis 40 °C betrug. Es wurde
weitere 60 min bei Raumtemperatur geriihrt, bevor eine 33 %ige Bromwasserstoff-Lésung (230 ml) in
Eisessig zugegeben wurde. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung 2 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Nachdem mit Dichlormethan (100 ml) verdiinnt und zur Hydrolyse auf Eiswasser (100 ml) gegossen
wurde, wurde mit festem Natriumhydrogencarbonat neutralisiert. Die neutrale Losung wurde
anschlieRend dreimal mit einer gesattigten Natriumhydrogencarbonat-Losung (3 x 70 ml) extrahiert,
die organische Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Ausbeute: 115.68 g Rohprodukt (280.9 mmol, quant.), braunes Ol.
R¢ = 0.63 (PE/EE, 2:1).
C14H198r09 (M =411.20 g/mol) [41002]

3,4,6-Tri-O-acetylgalactal?*328% (4) AcO  OAc
0
(Galactal) AcON___

Eine Mischung aus Essigsdure (420 ml) und Wasser (560 ml) wurde auf -18 °C gekihlt, bevor sie mit
Zink (160 g) und einer Kupfersulfat-Lésung (16.0 g in 80 ml Wasser) versetzt wurde. Nach Beginn der
Wasserstoffentwicklung wurden innerhalb von 30 min 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactosylbromid 3
(93.0 g, 226 mmol, 1.0 Aq.), gelést in Dichlormethan (150 ml), hinzugetropft. In einem Zeitraum von
90 min wurde die Losung langsam auf 5 °C erwarmt. Die Reaktionsldosung wurde nun durch Hyflo®
filtriert und mit Essigsdure/Wasser (200 ml) in einem Verhaltnis von 1:1 nachgewaschen. Das Filtrat
wurde nach Phasentrennung dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Extrakte wurden zweimal mit jeweils 250 ml Eiswasser und anschlieBend noch zweimal mit je 200 ml

einer kalten ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. AnschlieRend wurde (ber
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Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung des

Rohproduktes erfolgte durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: c-Hex/EE 2:1).

Ausbeute: 49.44 g (181.60 mmol, 65%), schwach gelbe, hochviskose Fliissigkeit.
R¢ = 0.40 (c-Hex/EE, 2:1).

C12H1607 (M = 272.25 g/mol) [272.09].

Drehwert: [a]p?* = -22.1 (c = 1.00, CHCl5), Lit.28* =-19.7 (c = 1.00, CHCls).
ESI-MS (positiv), m/z: 295.08 ([M+Na]*, ber. 295.08).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 6.46 (dd, 1H, Jusns = 1.7 Hz, Jurne = 6.3 Hz, H-1), 5.56 - 5.53 (m,
1H, H-3), 5.43 - 5.41 (m, 1H, H-4), 4.74 - 4.70 (m, 1H, H-2), 4.34 - 4.29 (m, 1H, H-5), 4.26 - 4.17 (m, 2H,
H-6a1), 2.12, 2.08, 2.02 (3 x s, 9H, 3 x CH3 (OAC)).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a/B-D-galactopyranosylnitrat2>2%! (5) ACO  OAc
(0/BAcsGalN;ONO5) AcO N
N3 'ONO,

3,4,6-Tri-O-acetylgalactal 4 (14.54 g, 53.41 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absol. Acetonitril (280 ml) gelst
und die Losung mit einem Kryostaten auf -25 °C gekihlt. Die gekihlte Reaktionsmischung wurde nun
unter einer Argon-Atmosphare mit trockenem Cerammoniumnitrat (90.77 g, 165.57 mmol, 3.1 Aq.)
und trockenem Natriumazid (5.21 g, 80.12 mmol, 1.5 Aqg.) versetzt. Die resultierende rétliche
Reaktionslésung wurde 19 h unter Lichtausschluss bei -18 °C geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion
wurde die tiefgelbe Losung zuerst mit 280 ml eisgekiihltem Diethylether, dann mit dem gleichen
Volumen an Wasser verdiinnt, bevor die organische Phase dreimal mit je 200 ml eisgekiihltem Wasser
gewaschen wurde. Die gesammelten wassrigen Phasen wurden zweimal jeweils mit 80 ml Diethylether
extrahiert und die organischen Phasen nochmals mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung des

Rickstandes erfolgte mittels Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: c-Hex/EE 4:1).

Ausbeute: 11.96 g (31.78 mmol, 60%), gelblicher amorpher Feststoff (Anomerengemisch).
Rf=0.52 (c-Hex/EE, 1:1).

C12H16N4O10 (M = 376.28 g/mol) [376.09].

ESI-MS (positiv), m/z: 399.07 ([M+Na]*, ber.: 399.08).
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H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 6.34 (d, 1H, Ji1amza = 4.2 Hz, H-1at), 5.57 (d, 1H, Juipnap = 8.7 Hz,
H-1B), 5.50 (dd, 1H, Jusapsa = 3.2 Hz, Juaamsa = 1.3 Hz, H-4a), 5.39 (dd, 1H, Juappsp = 3.3 Hz, Juappsp =
1.1 Hz, H-4P), 5.24 (dd, 1H, Jusapaa = 3.2 HZ, Jusapiza = 11.3 Hz, H-301), 4.95 (dd, 1H, Jusprag = 3.3 Hz, Jusp rzp
=10.6 Hz, H-3B), 4.36 (td, 1H, Jusapaa = 1.3 Hz, Jusapeap = 6.5 Hz, H-501), 4.19 - 4.06 (m, 6H, H-2a, H-5B,
H-64,60, H-6,6B), 3.82 (dd, 1H, Juzg s = 8.8 Hz, Juag s = 10.6 Hz, H-2B), 2.17 (s, 6H, CH3(OAc)a/B), 2.07
(s, 3H, CHs(OAc)a), 2.08 (s, 3H, CHs(OAC)B), 2.04 (s, 3H, CHs(OAc)a), 2.03 (s, 3H, CHs(OAC)B).

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosylbromid?*32%! (6) AcO  OAc
0
(atAcsGalN3Br) AcO ™

Br

Unter Argon-Atmosphire wurde eine Suspension von Lithiumbromid (11.34 g, 130.55 mmol, 5.0 Aq.)
in absol. Acetonitril (100 ml) mit einer Lésung von a/BAc,GalN3-ONO, 5 (8.65 g, 26.11 mmol, 1.0 Aq.)
in Acetonitril (50 ml) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 20 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Extraktion der resultierenden gelben Lésung, die vorher mit 500 ml Dichlormethan verdiinnt worden
war, geschah separat zweimal mit 200 ml destilliertem Wasser. AnschlieRend wurde die wassrige
Phase zweimal mit 120 ml bzw. 90 ml Dichlormethan zuriick extrahiert. Nach der Trocknung Gber
Magnesiumsulfat wurde filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung des

Rohproduktes erfolgte mittels Flashchromatographie (Laufmittel: c-Hex/EE 2:1).

Ausbeute: 6.72 g (17.05 mmol, 56%), gelbbraunes Ol.

Rf = 0.48 (c-Hex/EE, 2:1).

C12H16BrNsO7 (M = 394.18 g/mol) [393.02].

ESI-MS (positiv), m/z: 416.01 ([M+Nal*, ber.: 416.01), 431.99 ([M+K]*, ber.: 432.01).

1H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 6.46 (d, 1H, Jurw2 = 3.9 Hz, H-1), 5.50 (dd, 1H, Juaus = 1.4 Hz, Juaps
= 3.2 Hz, H-4), 5.34 (dd, 1H, Juspa = 3.2 Hz, Jyapz = 10.8 Hz, H-3), 4.50 — 4.45 (m, 1H, H-5), 4.20 — 4.07
(m, 2H, H-64), 3.98 (dd, 1H, Jizu = 3.8 Hz, Jizs = 10.9 Hz, H-2), 2.16, 2.06, 2.05 (3 x s, 9H, CH3 (Ac)).

N-(9H-Flouren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-serin!1%%24! (8) HO

(Fmoc-Ser-OH) FmocHN” >COOH

L-Serin 7 (7.0 g, 66.6 mmol, 1.0 Aq.) und Triethylamin (9.37 ml, 66.6 mmol) wurden in 100 ml Wasser

geldst. Unter Rithren wurde N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxy-carbonyl-succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu)
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(22.70g, 66.6 mmol, 1.0Aq.), geldst in 150 ml Acetonitril, hinzugefiigt. AnschlieRend wurden
innerhalb von 15 min weitere 9.37 ml Triethylamin (insg. 18.74 ml, 133.2 mmol, 2.0 Aq.) hinzugetropft
und die Reaktionslésung 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum wurde die zuriickgebliebene Menge in 200 ml einer 1N Salzsdure gegossen. Der Niederschlag
wurde filtriert und anschlieBend in 200 ml Dichlormethan aufgenommen. Es wurde Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Das Produkt wurde ohne

weitere Reinigung in der ndchsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 19.21 g (58.69 mmol, 88%), gelblicher amorpher Feststoff.
Rf = 0.54 (EE/AcOH, 10:1).

C1sH17NOs (M = 327.33 g/mol) [327.11].

Drehwert: [0]p?3 = 12.7 (c = 1.00, CHCls).

N-(9H-Flouren-9-yl)-methoxycarbonyl-L-serin-tert-butylester>®2+ (9) HO

(Fmoc-Ser-OtBu) FmOCHNj\gOtBU
Eine Mischung aus N,N*“Dicyclohexylcarbodiimid (40.0 g, 193.86 mmol, 3.3 Aq.), tert-Butanol (19.5 g,
263.09 mmol, 4.5 Aqg.) und wasserfreiem Kupfer(l)-chlorid (0.64g) wurde nach vorherigem
mehrmaligen Ent- und Beliiften des Reaktionsgefalles mit Argon 5 d unter Argon-Atmosphare gerihrt.
Nach Verdiinnen der dunkelgriinen Reaktionslésung mit 90 ml Dichlormethan wurden unter
Eiskiihlung innerhalb von 40 min Fmoc-Ser-OH 8 (19.5 g, 58.68 mmol, 1.0 Aqg.) in 50 ml absolutem
Dichlormethan hinzugetropft. Nach weiteren 20 min im Eisbad wurde die Reaktionslosung auf
Raumtemperatur gebracht und 50 min weitergeriihrt. Danach wurde durch Hyflo® filtriert, um den
GrofRteil des ausgefallenen farblosen, feinkristallinen Harnstoffs abzutrennen. Es wurde mit 120 ml
Dichlormethan nachgespiilt, dann dreimal mit je 150 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung
sowie zweimal mit je 150 ml einer ges. Natriumchlorid-Lésung extrahiert und tiber Magnesiumsulfat
getrocknet. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte mittels Flashchromatographie an Kieselgel mit

einem Laufmittelgemisch von PE/EE 4:1.

Ausbeute: 7.67 g (20.00 mmol, 34%), farbloser amorpher Feststoff.
R =0.33 (c-Hex/EE, 2:1).

C22H2sNOs (M = 383.44 g/mol) [383.17].

Drehwert: [a]p?®> = 10.0 (c = 0.1, CHCIs).

ESI-MS (positiv), m/z: 406.17 ([M+Na]*, ber.: 406.16).
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*H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.77 (d, 2H, Juauz = Jusue = 7.4 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.61 (d,
2H, Ju1u2 = Jus, w7 = 7.4 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.43 - 7.38 (m, 2H, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc), 7.34 - 7.29
(m, 2H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.74 (d, 1H, Jxusa = 6.7 Hz, NH), 4.42 (d, 2H, Jenz,cn = 7.0 Hz, CH,-Fmoc),
4.35-4.31 (m, 1H, S%), 4.22 (t, 1H, Jeu,cvz = 7.0 Hz, H-9-Fmoc), 3.94 (d, 2H, Jsgsa = 2.5 Hz, SP), 1.49 (s, 9H,
3x CHs(tBu)).

N-(9H-Flouren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-  aco oac
0
a-D-galctopyranosyl)-L-serin-tert-butylester?4>2%¢! (11) Acogﬁ
N

%0
(Fmoc-Ser(aAcsGalNs)-OtBu)

FmocHN” ~COOtBu
Es wurde Fmoc-Ser-OtBu 9 (5.70 g, 17.40 mmol, 1.04 Aq.) in 40 ml absol. Dichlormethan und 40 ml
absol. Toluol geldst. Nach dem Versetzen mit Molekularsieb 4 A (22 g) wurde 1 h bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBend wurde auf 0 °C gekihlt und der Reaktionsmischung unter Lichtausschluss
wasserfreies festes Silbercarbonat (5.03 g, 18.25 mmol, 1.09 Aq.) hinzugefiigt, welches vorher durch
3 h Bestrahlung mit einer Quarzlampe getrocknet wurde. Nachfolgend wurde Silberperchlorat (0.75 g,
3.35 mmol, 0.20 Aq.) hinzugefiigt und 30 min bei 0 °C weiter geriihrt. AnschlieBend wurde aAcsGalNsBr
6 (6.60 g, 16.74 mmol, 1.00 Aq.), gel6st in 60 ml absol. Toluol/Dichlormethan (1:1), binnen 80 min zur
Reaktionslosung hinzugetropft. Nach Beendigung des Zutropfens wurde das Eisbad entfernt und 4 d
bei Raumtemperatur unter Argon-Atmosphére geriihrt. Die graue Reaktionsldsung wurde mit 100 ml
Dichlormethan verdiinnt und Uber Hyflo® filtriert. Das Filtrat wurde dreimal mit je 120 ml einer
gesattigten Natriumhydrogencarbonat-Losung und zweimal mit je 120 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die Riickextraktion erfolgte zweimal mit je 70 ml Dichlormethan. Die organischen
Phasen wurden iber Magnesiumsulfat getrocknet, das Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert und der

Ruckstand durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: DCM/EE, 10:1).

Ausbeute: 4.22 g (6.06 mmol, 36%), farbloser amorpher Feststoff. Es wurde zusatzlich eine
Mischfraktion von 3.05 g aus gleichen Teilen a- und B-Anomer gewonnen, die in der nachsten Stufe
eingesetzt wurde.

Rf = 0.65 (DCM/EE, 10:1).

C34HaoN4O12 (M = 696.70 g/mol) [696.26].

ESI-MS (positiv), m/z: 1415.63 ([2M+Na]*, ber.: 1415.51), 719.29 ([M+Na]*, ber.: 719.25).

'H-NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.76 (d, 2H, Juanz = Jusue = 7.4 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.63 (d,
2H, -/H1,H2 = -/H8,H7 =7.4 HZ, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.40 (t, 2H, JH3,H2/H4 = JH6,H5/H7 =7.4 HZ, H-3-Fmoc, H-6-



5. Experimenteller Teil 131

Fmoc), 7.35 — 7.29 (m, 2H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.88 (d, 1H, Jnus« = 8.0 Hz, NH-Fmoc), 5.44 (d, 1H,
Juans = 3.1 Hz, H-4), 5.30 (dd, 1H, Juzna = 3.1 Hz, Juz 2 = 11.1 Hz, H-3), 4.95 (d, 1H, Ju1n2 = 3.5 Hz, H-1),
4.46 — 4.37 (m, 2H, CH>-Fmoc), 4.25 (t, 1H, Jus,ciz2 = 7.3 Hz, H-9-Fmoc), 4.07 (m, 6H, H5, H64, SPas, S°),
3.66 (dd, 1H, Juzu1 = 3.5 Hz, Juoms = 11.1 Hz, H-2), 2.16, 2.00, 1.99, 1.94 (4 x s, 4 x 3H, 3 x CH3 (OAc), CHs
(NHAC)), 1.49 (s, 9H, CHs (tBu)).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-

AcO _OAc
a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester!’3243! (12) AcO °
N3

0

(Fmoc-Thr(aAcszGalNs)-OtBu)

FmocHN” ~COO1Bu
Es wurde Fmoc-Thr-OtBu 10 (6.64 g, 16.71 mmol, 1.06 Aq.) in 40 ml absol. Dichlormethan und 40 ml
absol. Toluol geldst. Nach Zugabe von Molekularsieb 4 A (23 g) wurde 1 h bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBend wurde auf 0 °C gekihlt und der Reaktionsmischung unter Lichtausschluss
wasserfreies festes Silbercarbonat (4.79 g, 17.37 mmol, 1.10 Aq.) hinzugefiigt, welches zuvor 3 h im
Hochvakuum getrocknet wurde. Im Anschluss wurde wasserfreies Silberperchlorat (0.76 g, 3.37 mmol,
0.21 Aq.) hinzugefiigt und 30 min bei 0 °C nachgeriihrt. AnschlieBend wurde aAcsGalNsBr 6 (6.19 g,
15.70 mmol, 1.00 Aq.) in 70 ml absol. Toluol/Dichlormethan (1:1) gelést und zur Reaktionslésung
binnen 90 min hinzugetropft. Nach Beendigung des Zutropfens wurde das Eisbad entfernt und 24 h bei
Raumtemperatur unter Argon-Atmosphéare geriihrt. Die graue Reaktionslosung wurde mit 100 ml
Dichlormethan verdiinnt und durch Hyflo® filtriert. Das Filtrat wurde dreimal mit je 120 ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und zweimal mit je 120 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Die organischen Phasen wurden Giber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel im
Vakuum abdestilliert. Das Produkt wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:

DCM/EE, 10:1) isoliert.

Ausbeute: 6.60 g (9.29 mmol, 59%), farbloser amorpher Feststoff. Es wurde zusatzlich eine
Mischfraktion von 0.66 g aus gleichen Teilen a- und B-Anomer gewonnen, die in der nachsten Stufe
eingesetzt wurde.

Rf = 0.56 (DCM/EE, 10:1).

C35H42N4012 (M = 710.73 g/mol) [710.28].

Drehwert: [a]p® = +69.5 (c = 1.00, CHCl3), Lit.[?#”! = +65.8 (c = 1.00, CHCl3).

ESI-MS (positiv), m/z: 1443.62 ([2M+Na]*, ber.: 1443.55), 733.31 ([M+Na]*, ber.: 733.27).
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'H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.77 (d, 2H, Juanz = Jusne = 7.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.63 (d,
2H, Juin2 = Jugn7 = 7.3 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.40 (t, 2H, Juzpz/ma = Jusnsmz = 7.3 Hz, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.34 - 7.29 (m, 2H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.65 (d, 1H, Jnu1« = 9.5 Hz, NH-Fmoc), 5.47 (d, 1H,
Juans = 3.2 Hz, H-4), 5.34 (dd, 1H, Juzna = 3.2 Hz, Jus 2 = 11.3 Hz, H-3), 5.11 (d, 1H, JuiH2 = 3.7 Hz, H-1),
4.48 - 4.42 (m, 1H, T?), 4.41 - 4.34 (m, 2H, 6,-H), 4.32 - 4.25 (m, 3H, 9-H-Fmoc, 5-H, T%), 4.11 - 4.09 (m,
2H, CHy-Fmoc), 3.64 (dd, 1H, Juz1 = 3.6 Hz, Jupus = 11.2 Hz, H-2), 2.15, 2.08, 2.05 (3 x s, 9H, 3 x CH3
(OAc)), 1.51 (s, 9H, CHs (tBu)), 1.36 (d, 3H, Jr.1s = 6.4 Hz, T").

N-(9H-Flouren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2- AcO  OAc

o)

desoxy-a-D-galctopyranosyl)-L-serin-tert-butylester?>2¢ (13) AcO >
C

0

(Fmoc-Ser(aAcsGalNAc)-OtBu)

FmocHN” ~COOtBu
In 300 ml einer Mischung aus Tetrahydrofuran, Acetanhydrid und Essigsdure in einem Verhaltnis von
3:2:1 wurden Fmoc-Ser(aAcsGalN3)-OtBu 11 (4.20 g, 6.03 mmol) gel6st. AnschlieRend wurde Zinkstaub
(7.13 g, 153.44 mmol) durch Aufschlammen in 100 ml einer Kupfersulfat-Losung (3.22 g Kupfersulfat
in 100 ml dest. Wasser) aktiviert, dreimal mit Wasser gewaschen und anschliefend mit Dichlormethan
getrocknet. Nach Zugabe des aktivierten Zinks zur Reaktionslésung wurde 90 min bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieRend wurde mit 300 ml Tetrahydrofuran verdiinnt und die Reaktionsmischung durch
Hyflo® filtriert. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abdestilliert, der verbleibende
Riickstand viermal mit je 80 ml Toluol kodestilliert. Nach Zugabe von 300 ml Dichlormethan wurde
dreimal mit 80 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zweimal mit 80 ml einer ges.
Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Die organische Phase wurde tber Magnesiumsulfat getrocknet,
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mittels Flashchromatographie an Kieselgel

(Laufmittel: c-Hex/EE, 1:2) gereinigt.

Ausbeute: 3.25 g (4.56 mmol, 76%), farbloser amorpher Feststoff.

Rf=0.20 (c-Hex/EE, 1:2).

C36HasN,013 (M = 712.74 g/mol) [712.28].

Drehwert: [a]p® = +66.3 (c = 1.00, CHCl3), Lit. 12881 = +59.5 (c = 1.00, CHCls).

ESI-MS (positiv), m/z: 735.28 ([M+Na]*, ber.: 735.27), 1447.57 ([2M+Na]*, ber.: 1447.55).

1H-NMR (300 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 7.77 (d, 2H, Juans = Jusne = 7.4 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.62 (d,
2H, -/H1,H2 = ./Hg,H7 =73 HZ, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.41 (t, 2H, JH3,H2/H4 = JH6,H5/H7 =7.2 HZ, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.36 - 7.30 (m, 2H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.73 (d, 1H, Jyuse = 7.4 Hz, NH-Fmoc), 5.66 (d, 1H,
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InwH2 = 9.7 Hz, NH-GalNAc), 5.38 (d, 1H, Juans = 3.1 Hz, H-4), 5.11 (dd, 1H, Juza = 3.1 Hz, Juz vz = 11.4 Hz,
H-3), 4.84 (d, 1H, Ju1n2 = 3.3 Hz, H-1), 4.60 (ddd, 1H, Juz,41 = 3.3 Hz, Juznk = 9.7 Hz, Jhz s = 11.4 Hz, H-2),
4.42 (d, 2H, Jenz,ne = 7.5 Hz, CH2-Fmoc), 4.25 (t, 1H, Juo,chz = 7.0 Hz, H-9-Fmoc), 4.15 - 3.57 (m, 6H, H5,
H6.,, SPap, S%), 2.16, 2.00, 1.99, 1.94 (4 x s, 4 x 3H, 3 x CH3 (OAc), CH3 (NHAC)), 1.49 (s, 9H, CHs (tBu)).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2- AcO  OAc

o

desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester®2+! (14) AcO —
Cl

(Fmoc-Thr-(aAcsGalNAc)-OtBu)

FmocHN” ~COOtBu
Es wurde Fmoc-Thr(aAcsGalN3)-OtBu 12 (6.60 g, 9.29 mmol) in 330 ml einer Mischung aus
Tetrahydrofuran, Acetanhydrid und Essigsdure (3:2:1) gelost. AnschlieRend wurde Zinkstaub (10.94 g,
167.22 mmol) durch Aufschlammen in 100 ml einer Kupfersulfat-Loésung (4.97 g Kupfersulfat in 100 ml
entionisiertem Wasser) aktiviert, dreimal mit Wasser gewaschen und zuletzt mit Dichlormethan
getrocknet. Nach Zugabe des aktivierten Zinks zur Reaktionsldsung wurde 90 min bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieRend wurde mit 300 ml Tetrahydrofuran verdiinnt und die Reaktionsmischung durch
Hyflo® filtriert. Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der verbleibende
Rickstand viermal mit je 90 ml Toluol kodestilliert. Nach Zugabe von 300 ml Dichlormethan wurde
dreimal mit 90 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und zweimal mit je 90 ml einer ges.
Natriumchlorid-L6sung extrahiert. Die organische Phase wurde (iber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Isolierung des Produkts gelang mittels Flash-

chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: c-Hex/EE, 1:2).

Ausbeute: 5.13 g (7.06 mmol, 76%), farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.21 (c-Hex/EE, 1:2).

Cs7HsN2013 (M = 726.77 g/mol) [726.30].

Drehwert: [a]p? = +61.4 (c = 1.00, CHCls), Lit.!”3! = +63.4 (c = 1.00, CHCl3).

ESI-MS (positiv), m/z: 1475.61 ([2M+Na]*, ber.: 1475.59), 749.29 ([M+Na]*, ber.: 749.29).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 7.78 (d, 2H, Juans = Jusne = 7.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.64 (d,
2H, Ju1n2 = Jusu7 = 7.3 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.41 (t, 2H, Jus nama = Juensmz = 7.3 Hz, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.36 - 7.31 (m, 2H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.92 (d, 1H, Jnu1« = 9.7 Hz, NH-Fmoc), 5.46 (d, 1H,
Innpz = 9.4 Hz, NH-GaINAc), 5.40 (d, 1H, Juans = 2.1 Hz, H-4), 5.09 (dd, 1H, Juz s = 2.8 Hz, Jus 2 = 11.2 Hz,
H-3), 4.89 (d, 1H, Ju1n2 = 3.4 Hz, H-1), 4.63 (td, 1H, Juzn1 = 3.5 Hz, Juz s = 11.0 Hz, H-2), 4.50 - 4.41 (m,
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2H, CH,-Fmoc), 4.29 - 4.07 (m, 6H, 9-H-Fmoc, 5-H, 6,6-H, T%, T?), 2.17 (s, 3H, CHs (NHAC)), 2.04 (s, 3H,
CHs (OAc)), 2.00 (s, 6H, 2 x CHs (OAc)), 1.47 (s, 9H, 3 x CH3 (tBu)), 1.33 (d, 3H, Jn,18 = 6.3 Hz, T").

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2- AcO  OAc
o)
desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-serin[1%8243 (15) AcOA-
cHNO
(Fmoc-Ser(aAcsGalNAc)-OH) 1

FmocHN COOH

Es wurde Fmoc-Ser(aAcsGalNAc)-OtBu 13 (1.25 g, 1.75 mmol) in 8 ml Dichlormethan mit
Trifluoressigsaure (15 ml) und entionisiertem Wasser (2.5 ml) versetzt. Nach 5h Riihren bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionsldsung mit Toluol (30 ml) verdiinnt, vom Ldsungsmittel befreit
und anschlieBend viermal mit Toluol kodestilliert. Das gewiinschte Produkt konnte durch

Saulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: DCM/MeOH/AcOH, 95:5:1) isoliert werden.

Ausbeute: 1.13 g (1.72 mmol, 98%), braunlicher amorpher Feststoff.

R¢=0.28 (DCM/MeOH/AcOH, 95:5:1).

Cs2H36N2013 (M = 656.63 g/mol) [656.22].

Drehwert: [a]p? = +102.8 (c = 1.00, CHCI5), Lit.!?*®)= +89.9 (c = 1.00, CHCls).

ESI-MS (positiv), m/z: 1335.40 ([2M+Na]*, ber.: 1335.43), 679.18 ([M+Na]*, ber.: 679.21).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.75 (d, 2H, Juans = Jusws = 7.6 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.59 (d,
2H, Jui 2 = Jugn7 = 7.5 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.49 (t, 2H, Jusna/ma = Jus,nsmz = 7.5 Hz, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.29 (t, 2H, Juanums = Juznems = 7.4 Hz, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 6.17 (d, 1H, Juusa = 8.2 Hz, NH-
Fmoc), 6.09 (d, 1H, Jnu,n2 = 9.3 Hz, NH-GalNAc), 5.36 (d, 1H, Juans = 3.2 Hz, H-4), 5.18 (dd, 1H, Juzna =
3.2 Hz, Jus 2 = 11.4 Hz, H-3), 4.96 (d, 1H, Jurmz = 3.7 Hz, H-1), 4.62 (dd, 1H, Jsasp = 3.0 Hz, Jsani = 8.2 Hz,
S%), 4.53 - 3.99 (m, 9H, H-2, H-5, H-64, SPab, H-9-Fmoc, CH,-Fmoc), 2.16 (s, 2H, CHs (NHAc)), 1.99 (s,
9H, 3 x CH; (OAc)).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O- AcO  OAc

o)

acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonin(1%8243! (16) AcO ey
Ci

(Fmoc-Thr-(aAcsGalNAc)-OH)
FmocHN” ~COOH

In 8 ml Dichlormethan, 15 ml Trifluoressigsdaure und 2.5 ml entionisiertem Wasser wurde Fmoc-Thr-

(aAcsGalNAC)-OtBu 14 (1.22 g, 1.68 mmol) geldst und 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend



5. Experimenteller Teil 135

wurde mit 30 ml Toluol verdiinnt und viermal mit Toluol im Vakuum kodestilliert. Das Produkt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (DCM/MeOH/AcOH, 95:5:1) gereinigt.

Ausbeute: 0.96 g (1.43 mmol, 85%), braunlicher amorpher Feststoff.

R¢=0.29 (DCM/MeOH/AcOH, 95:5:1).

Cs3H3sN,013 (M = 670.66 g/mol) [670.24].

Drehwert: [a]o?* = +74.4 (c = 1.00, CHCls), Lit.2®= +76.0 (c = 1.00, CHCl5).

ESI-MS (positiv), m/z: 693.22 ([M+Na]*, ber.: 693.23), 1363.46 ([2M+Na]*, ber.: 1363.47).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 7.76 (d, 2H, Juans = Jusne = 7.6 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.63 (d,
2H, Juin2 = Jus 7 = 7.3 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.42 - 7.36 (m, 2H, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc), 7.34 - 7.29
(m, 2H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 6.02 (d, 1H, Jxi1e = 9.6 Hz, NH-Fmoc), 5.93 (d, 1H, Juunz = 8.0 Hz, NH-
GalNAC), 5.40 (d, 1H, Juans = 2.4 Hz, H-4), 5.15 (dd, 1H, Jus e = 3.2 Hz, Jua sz = 11.4 Hz, H-3), 4.99 (d, 1H,
Juih2 = 3.9 Hz, H-1), 4.70 - 4.64 (m, 1H, H-2), 4.54 - 4.51 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.30 - 4.08 (m, 6H, 9-H-
Fmoc, 5-H, 6,6-H, T% TP), 2.19 (s, 3H, CH; (NHACc)), 2.06 (s, 3H, CH; (OAc)), 1.99, 1.96 (s, 6H, 2 x CHs
(OAc)), 1.33 (d, 3H, Jr g = 6.4 Hz, T").

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D- OH OH
o)
galactopyranosyl)-L-serin-tert-butylester!®®2%! (17) HO
AcHN ¢

(Fmoc-Ser(aGalNAc)-OtBu)

FmocHN” ~COOfBu
Es wurde unter Argon-Atmosphare Fmoc-Ser(aAcsGalNAc)-OtBu 13 (5.03 g, 7.06 mmol) in 100 ml
absol. Methanol geldst und mit frisch hergestellter 1%igen methanolischen Natriummethanolat-
Losung (0.5 g elementares Natrium in 50 ml Methanol) versetzt bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht wurde.
Dieser wurde stiindlich kontrolliert und ggf. mit weiterer methanolischen Natriummethanolat-Losung
nachreguliert. Nach einer Reaktionszeit von 7 h (DC-Kontrolle) wurde mit wenig konz. Essigsdure
neutralisiert und das Loésungsmittel im Vakuum destillativ entfernt. Flashchromatographisch konnte

das Produkt an Kieselgel isoliert werden (Laufmittel: EE/MeOH, 10:1).

Ausbeute: 2.64 g (4.50 mmol, 64%), farbloser, amorpher Feststoff.
Rf = 0.16 (EE/MeOH, 10:1).

Cs0H3gN,010 (M = 586.63 g/mol) [586.25].

ESI-MS (positiv), m/z: 1195.50 ([2M+Na]*, ber. 1995.49).



136 5. Experimenteller Teil

H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.74 (d, 2H, Juaps = Jusne = 7.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.59 (d,
2H, Juypz = Jus 7 = 7.6 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.38 (t, 2H, Juzrasma = Jus sy = 7.4 Hz, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.29 (t, 2H, Juanums = Juzpems = 7.3 Hz, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 6.57 (d, 1H, Jawsa = 7.4 Hz, NH-
Fmoc), 6.17 (d, 1H, Jxuwz = 8.3 Hz, NH-GalNAC), 4.81 (d, 1H, Juymz = 2.7 Hz, H-1), 4.48 - 4.38 (m, 2H, CH-
Fmoc), 4.36 - 4.29 (m, 2H, H-2, H-9-Fmoc), 4.21 - 3.78 (m, 8H, H-3, H-4, H-5, H-6,, S, S%), 2.00 (s, 3H,
CHs (NHAC)), 1.45 (s, 9H, CHs (tBu)).

5.2.2 Synthese des Sialinsduredonors

5-Acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-a/B-D-glycero-D-galacto- ACO OA((;A COOH
OAcC

2-nonulopyranosat!*%¢243 (19) AcHN-_ LRy "OAc
AcO
(a/BAcsNeuNAcCOOH)

Zu einer eisgekiihlten Lésung von N-Acetylneuraminsiure 18 (8.10 g, 26.19 mmol, 1.0 Aq.) in Pyridin
(120 ml) wurde Essigsdureanhydrid (60 ml, 63.43 mmol, 2.4 Aq.) zugetropft. Nach 5 h Riihren bei
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt und der verbliebene
Rickstand viermal mit jeweils 30 ml Toluol und dreimal mit je 30 ml Dichlormethan unter reduziertem

Druck kodestilliert. Ohne weitere Reinigung wurde das Produkt in der nachsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 13.60 g (26.19 mmol, quant.), hellgelber, amorpher Feststoff.
Rf = 0.44 (EtOH/DCM, 5:1).

Ca1H29NO14 (M = 519.45 g/mol) [519.16].

ESI-MS (positiv), m/z: 1061.33 ([2M+Na]*, ber.: 1061.31).

Benzyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-a/p-D-glycero->-  , | OAg o COOBN
galacto-2-nonulopyranosat*%¢2%% (20) WOAC

AcO
(a/BAcsNeuNAcCOOBN)

In 40 ml Ethanol wurde a/BAcsNeuNAcCOOH 19 (13.60 g, 26.19 mmol, 1.0 Aq.) geldst und mit
Caesiumcarbonat (4.27 g, 13.10 mmol, 0.5 Aq.) in 8 ml Wasser versetzt. Nach Beendigung der
Gasentwicklung wurde weitere 30 min bei Raumtemperatur gerihrt und im Anschluss das
Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde viermal im Vakuum mit jeweils

40 ml Toluol kodestilliert und danach in 75 ml Dimethylformamid aufgenommen. Langsam wurde
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Benzylbromid (28 ml, 235.7 mmol, 9.0 Aq.) hinzugetropft und 17 h bei Raumtemperatur geriihrt. Um
das ausgefallene Caesiumbromid abzutrennen, wurde das Losungsmittel zuerst im Hochvakuum
entfernt, dann der gewonnene Riickstand in 50 ml Essigester aufgenommen und anschlieRend das
Caesiumbromid filtriert. Das Rohprodukt wurde vom Losungsmittel erneut im Vakuum befreit und

flashchromatographisch an Kieselgel (c-Hex/EE, 1:5 - EE, 100%) isoliert.

Ausbeute: 12.39 g (20.34 mmol, 78%), farbloser, amorpher Feststoff. Zusatzlich wurde eine
Mischfraktion mit Produkt und Nebenprodukten von 1.53 g erhalten.

Rf = 0.14 (c-Hex/EE, 1:5).

CasH3sNO1 (M = 609.58 g/mol) [609.21].

ESI-MS (positiv), m/z: 632.21 ([M+Nal*, 632.20), 1241.43 ([2M+Na]*).

H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.35 (s, 5H, Har), 5.37 - 5.06 (m, 6H, H-4, H-6, H-7, H-8, OCH,-Bn),
4.44 (dd, 1H, Jnoaps = 2.6 Hz, Jusapon = 12.4 Hz, H-9.), 4.16 - 4.09 (m, 2H, H-5, H-9), 2.54 (dd, 1H, JuzeqHa
= 5.0 Hz, Juseqzax = 13.5 Hz, H-3eq), 2.12, 2.10, 2.01, 1.88 (s, 19H, 6 x CH3 (OAC), H-3ax).

Benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy-B-D- neo | OAC o
c OAc
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat(1%%2432%0] (21) AcHNS 7507 ~CO0Bn
AcO

(BAcsNeuNAcCOOBNCI)

Es wurde Acetylchlorid (37.3 ml, 521.97 mmol, 26.0 Aqg.) mit Wasser (0.4 ml) versetzt und auf 0 °C
abgekihlt. AnschlieBend wurde im gekiihlten Reaktionsgemisch a/BAcsNeuNAcCOOBN 20 (12.39 g,
20.34 mmol, 1.0 Aq.) gelést und diese Lésung 3 d bei Raumtemperatur unter Argon-Atmosphire
geruhrt. Das nicht umgesetzte Acetylchlorid wurde im Vakuum entfernt und der erhaltene Riickstand
finfmal mit je 30 ml Toluol sowie dreimal mit je 30 ml Dichlormethan kodestilliert. Ohne zusatzliche

Reinigung wurde das Rohprodukt in der ndchsten Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 11.71 g (19.98 mmol, 98%), braunlicher, amorpher Feststoff.
R = 0.49 (EE).
C26H32C|N012 (M =585.98 g/mol) [585.16].
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O-Ethyl-S-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D- OAc
AcO oac  COOBn
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]dithiocarbonat!%82432%01 (22) M

07™s
AcO ~OEt
(otAcsNeuNAcCOOBNXan) S

In 140 ml absol. Ethanol wurde BAcsNeuNAcCOOBNCI 21 (11.71 g, 19.98 mmol, 1.0 Aq.) geldst und
unter Argon-Atmosphare portionsweise mit Kalium-ethylxanthogenat (4.75 g, 29.63 mmol, 1.5 Aq.)
versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 22 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss geriihrt und
dann mit 500 ml Dichlormethan verdiinnt. Es wurde dreimal mit jeweils 120 ml einer ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und anschlieend die organische Phase (iber Magnesiumsulfat
getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde das Produkt flashchromato-

graphisch an Kieselgel (Laufmittel: c-Hex/EE, 1:4) gereinigt.

Ausbeute: 10.54 g (15.69 mmol, 77%), gelblicher, amorpher Feststoff.

Rf = 0.41 (c-Hex/EE, 1:4).

C29H37NO13S; (M = 671.73 g/mol) [671.17].

Drehwert: [a]p? = 34.2 (c = 1.00, CHCls), Lit.[*®®! = 34.1 (c = 1.00, CHCl5).

ESI-MS (positiv), m/z: 694.16 ([M+Na]*, ber. 694.16), 710.14 ([M+K]*, ber.: 710.27).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.37 - 7.32 (m, 5H, Ha,), 5.32 - 5.18 (m, 5H, H-7, H-8, AcNH, CH,-
Bn), 4.84 (td, 1H, Juaszeq = 4.6 Hz, Juapsax = 11.5 Hz, H-4), 4.56 (dd, 1H, Jugw7 = 2.0 Hz, Jueps = 10.8 Hz,
H-6), 4.41 - 4.02 (m, 5H, H-5, H-9, -OCH,CHs), 2.66 (dd, 1H, Juzeq s = 4.6 Hz, Juzeqrzax = 13.0 Hz, H-3cq),
2.12,2.11,2.01, 1.88 (m, 16 H, 5 x CHs (Ac), H-34), 1.21 (t, 3H, -OCH,CHs).

5.2.3 Synthese des STn-Antigens

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-{2-acetamido-2-desoxy- ACO OA(c) o COOBN
6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a- Mo
AcO HO
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat]-L-serin-tert- Ho go
butylester!®>243! (26) AcHN 5

(Fmoc-Ser-(aAcsNeuNAcCOOBN-(2->6)-aGalNAc)-OtBu) FmocHN” ~COOtBu

Methylsulfenylbromid-Lésung (1.6 M in 1,2-Dichlorethan): Zu einer Losung aus Dimethyldisulfid
(0.80 ml, 8.99 mmol) in 11 ml absol. Dichlorethan wurde Brom (0.47 ml, 18.27 mmol) zugetropft und

das Reaktionsgemisch anschliefend unter Lichtausschluss und Schutzgasatmosphare 18 h gerihrt.



5. Experimenteller Teil 139

Glycosylierungsreaktion: Eine Losung aus Fmoc-Ser-(aGalNAc)-OtBu 17 (1.50 g, 2.56 mmol, 1.0 Aq.),
aAcsNeuNAcCOOBNXan 22 (4.30 g, 6.40 mmol, 2.5 Aq.) und ausgeheiztem Molekularsieb 4 A in 45 ml
absol. Acetonitril/Dichlormethan (2:1) wurde tGber Nacht unter Lichtausschluss und Argon-Atmosphare
geriihrt. AnschlieRend wurde trockenes Silbertriflat (1.64 g, 6.40 mmol, 2.5 Aq.) zugegeben und die
Reaktionsmischung mit einem Aceton/Trockeneis-Bad auf -65 °C gebracht. Innerhalb von 45 min
wurde in diese gekiihlte Reaktionslosung eine kurz mit Trockeneis vorgekihlte 1.6 M
Methylensulfenylbromid-Lésung in 1,2-Dichlorethan (s.o0.) getropft. Nach einer Reaktionszeit von 5 h
(DC-Kontrolle) bei -65 °C wurde durch Zugabe von Diisopropylethylamin neutralisiert und weitere
30 min bei dieser Temperatur gerihrt, bevor dann durch Entfernen der Kihlung langsam auf 15 °C
erwarmt wurde. AnschlieBend wurde durch Zugabe von 200 ml Dichlormethan und anschlieBender
Filtration durch Hyflo® aufgearbeitet. Das gewiinschte Produkt konnte nach Entfernen des
Lésungsmittels und durch Flashchromatographie an Kieselgel (EE 100 % —> EE/EtOH, 20:1 > 9:1)

isoliert werden.

Ausbeute: 1.27 g (1.12 mmol, 44%), farbloser amorpher Feststoff.
Ri=0.22 (EE/MeOH, 9:1).

CssHesN3022 (M = 1136.15 g/mol) [1135.44].

ESI-MS (positiv), m/z: 1158.48 ([M+Na]*, ber. 1158.43).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3), 6 (ppm) = 7.76 (d, 2H, Juans = Jusne = 7.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.61 (d,
2H, Jui 2 = Jugn7 = 7.5 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.39 (t, 2H, Jusna/ma = Jus,nsmz = 7.5 Hz, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.35 - 7.29 (m, 7H, 5 x Har, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 6.41 (d, 1H, Jxwsa = 7.2 Hz, NH-Fmoc), 5.85 (d,
1H, Jxwpz = 6.5 Hz, NH-GalNAc), 5.38 - 5.17 (m, 5H, H-7¢, H-8°, NH-Neu, CH,-Bn), 4.88 - 4.78 (m, 2H, H-1,
H-4), 4.46 - 4.36 (m, 4H, CH>-Fmoc, H-2, S%), 4.33 - 4.23 (m, 2H, SP. H-9-Fmoc), 4.08 - 3.77 (m, 9H,
H-955, H-5’, SPy, H-5, H-6’, H-6a, H-4, H-3), 3.52 (dd, 1H, Jugbus = 5.3 Hz, Juevea = 10.2 Hz, H-6b), 2.64
(dd, 1H, 1H, Juzequs = 3.7 Hz, Juzequzax = 12.9 Hz, H-3q), 2.13, 2.12, 2.02, 2.01, 1.88 (s, 18H, 4 x CH;
(OAc), 2 x CHs (NHAC)), 1.94 (d, 1H, Juzaxnzeq= 12.7 Hz, H-3'4), 1.49 (s, 9H, CHs (tBu)).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-0-(2-acetamido-3,4-di-O- OAc

AcO, OAcC COOBn
acetyl-2-desoxy-6-0-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl- wo
AcO
3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)-onat]-L- Acog&
AcHN
o]

serin-tert-butylester®® (27)

(Fmoc-Ser-(aAcsNeuNAcCOOBN-(2->6)-aAc,GalNAc)-OtBu) FmocHN™ "COOtBu
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Eine Losung aus Fmoc-Ser-(aAcsNeuNAcCOOBN-(2->6)-aGalNAc)-OtBu 26 (446 mg, 0.393 mmol) in
Pyridin (10 ml) wurde unter Eiskiihlung mit Essigsdureanhydrid (5 ml) versetzt. AnschlieRend wurde
4-(Dimethylamino)-pyridin (10 mg, 0.08 mmol) hinzugefligt und langsam auf Raumtemperatur
erwdrmt. Nach einer Reaktionszeit von 16 h wurde die Reaktionslésung mit 100 ml Dichlormethan
verdiinnt und das restliche Essigsdureanhydrid mit etwas Eis hydrolysiert. Die organische Phase wurde
viermal mit je 30 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit 30 ml einer ges.
Natriumchlorid-Lésung extrahiert. Nach Trocknen Ulber Magnesiumsulfat und anschlieBendem
Entfernen des Losungsmittels unter reduziertem Druck wurde der verbliebene Riickstand mehrfach
mit Toluol und zuletzt mit Dichlormethan unter reduziertem Druck kodestilliert. Die Isolierung des
gewinschten Produkts gelang durch Flashchromatographie an Kieselgel (/solera, Gradient: EE (100%)

- EE/MeOH > MeOH (100%)).

Ausbeute: 430 mg (0.352 mmol, 89%), farbloser amorpher Feststoff.

Rf = 0.61 (EE).

CeoH73N3024 (M = 1220.23 g/mol) [1219.46].

Drehwert: [a]p?® = +3.0 (c = 1.00, CHCls), Lit.[*%): = +6.27 (c = 1.00, CHCl5).
ESI-MS (positiv), m/z: 1242.48 ([M+Na]*, ber. 1242.45).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3), 6 (ppm) = 7.76 (d, 2H, Juans = Jusne = 7.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.62 (d,
2H, Ju1,n2 = Jusu7 = 7.6 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.39 (t, 2H, Jus nama = Juensmz = 7.4 Hz, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.37 - 7.27 (m, 7H, 5 x Har, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.81 (d, 1H, Jxws« = 8.0 Hz, NH-Fmoc), 5.72 (d,
1H, Jnunz = 9.7 Hz, NH-GalNAc), 5.36 - 5.16 (m, 5H, H-7¢, H-8‘, NH-Neu, CH,-Bn), 5.06 - 5.02 (m, 2H, H-4,
H-3), 4.83 - 4.77 (m, 2H, H-1, H-4"), 4.56 (td, 1H, Juzn1= 3.5 Hz, Ju 1 = 10.9 Hz, H-2), 4.48 - 4.36 (m, 3H,
CHy-Fmoc, S%), 4.28 - 4.23 (m, 2H, SP, H-9-Fmoc), 4.08 - 3.92 (m, 5H, H-9,, H-5’, SB, H-5), 3.84 - 3.77
(m, 2H, H-6’, H-6a), 3.15 (dd, 1H, Jueb s = 5.3 Hz, Jusbrea = 10.2 Hz, H-6b), 2.58 (dd, 1H, Juzeqna = 4.7 Hz,
Jhzeqrzax = 12.9 Hz, H-3’¢q), 2.10, 2.09, 2.01, 1.99, 1.86 (s, 24H, 6 x CH3 (OAc), 2x CH3 (NHACc)), 1.90 (d,
1H, Juzaxpzeq= 12.6 Hz, H-3"), 1.47 (s, 9H, CH; (tBu)).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-3,4-di-O- ACO OAg A COOBn
acetyl-2-desoxy-6-O-[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl- AcHN/_-\C()ASO
3,5-didesoxy-a-D-glycero-p-galacto-2-nonulopyranosyl)-onat]-L- Acogg‘
serin®% (28) o Ol

(Fmoc-Ser-(aAcsNeuNAcCOOBN-(2->6)-aAc,GalNAc)-OH) FmocHN™ ~COOH
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In Dichlormethan (100 ml) wurde STn(Ser)-COOtBu 27 (0.50 mg, 0.41 mmol) gelést und mit
entionisiertem Wasser (1.5 ml) und Trifluoressigsdaure (15 ml) versetzt. Nach 2 h Rihren bei Raum-
temperatur wurde mit Toluol (50 ml) verdinnt und Trifluoressigsdure am Rotationsverdampfer
entfernt. Der Ruckstand wurde mehrmals mit Toluol versetzt und dann kodestilliert. Zum Schluss
wurde Dichlormethan hinzugefiigt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Isolierung gelang

flashchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: CHCl;/MeOH, 10:1).

Ausbeute: 0.47 mg (0.40 mmol, 98%), farbloser, amorpher Feststoff.

R =0.10 (EE).

CseHesN3O24 (M = 1163.40 g/mol) [1163.40].

Drehwert: [a]p?® = +8.4 (c = 1.1, Chloroform), Lit.1®! =+6.27 (c = 1.0, Chloroform).
HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1186.37 ([M+Na]*, ber. 1186.39).

'H-NMR (300 MHz, CDCls, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 7.75 (d, 2H, Juans = Jusne= 7.5 Hz, H-4-Fmoc,
H-5-Fmoc), 7.60 (d, 2H, Jui,n2 = Jusnz = 7.6 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.38 (t, 2H, Jus,nz/ma = Juepsmz =
7.6 Hz, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc), 7.37 - 7.28 (m, 7H, 5 X Har, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.38 - 5.14 (m, 5H, H-7,
H-8‘, NH-Neu, CH»-Bn), 5.14 —4.92 (m, 3H, H-4, H-3, H-1), 4.85 - 4.74 (m, 1H, H-4’), 4.66 — 4.57 (m, 1H,
H-2), 4.48 - 4.35 (m, 3H, CH,-Fmoc, S%), 4.33 - 4.26 (m, 2H, SP, H-9-Fmoc), 4.24 - 3.92 (m, 5H, H-9",p,
H-5’, SPy, H-5), 3.80 - 3.72 (m, 2H, H-6’, H-6a), 3.26 (dd, 1H, Jueb,ns = 5.7 Hz, Juebnea = 10.3 Hz, H-6b), 2.57
(dd, 1H, Juzeqna = 4.2 Hz, Juzeqnzax = 12.6 Hz, H-3"¢), 2.10, 2.09, 2.01, 1.99, 1.86 (s, 24H, 6 x CH3 (OAc),
2x CH3 (NHAC)), 1.93 (in m, 1H, H-3"4).

5.2.4 Synthese des 2,3-Sialyl-T-Antigens

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D- HO OH
0
galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester!’3! (29) HO iy
C
o)

(Fmoc-Thr(aGalNAc)-OtBu)

FmocHN” ~COOtBu
Fmoc-Thr(aAcsGalNAc)-OtBu 14 (2.84 g, 3.91 mmol, 1.0 Aq.) wurde in absol. Methanol (50 ml) unter
Argon-Atmosphare geldst und mit frisch hergestellter 1%iger methanolischer Natriummethanolat-
Losung (0.25 g elementares Natrium in 25 ml Methanol) versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5 erreicht
wurde. Der pH-Wert wurde stiindlich kontrolliert und gegebenenfalls mit weiterer Base nachreguliert.

Nach 24 h wurde die Reaktionslésung mit Essigsdure neutralisiert und im Vakuum vom Losungsmittel
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befreit. Das erhaltene Rohprodukt wurde mit N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-succinimidyl-
carbonat (Fmoc-OSu) (0.66 g, 1.96 mmol, 0.5 Aq.) und Diisopropylethylamin (0.35 ml, 2.11 mmol,
0.5Aq.), geldst in 40 ml Acetonitril und 40 ml Dichlormethan, versetzt und iiber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. Am darauffolgenden Tag wurde erneut mit drei Tropfen Essigsdure
neutralisiert und anschlieBRend das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in
Ethylacetat (100 ml) aufgenommen und nacheinander mit Wasser (je 30 ml), gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Nach Trocknen
der organischen Phase liber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das

erhaltene Rohprodukt flashchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: 100% EE).

Ausbeute: 0.95 g (1.58 mmol, 40 %), farbloser, amorpher Feststoff.

R¢=0.05 (EE + 1 Tropfen AcOH).

Drehwert: [a]p?® = +43.1 (c = 1.00, CHCls), Lit. "3[a]p?® = +40.2 (c = 1.00, CHCls).
C31HaoN2010 (M = 600.67 g/mol) [600.27].

1H-NMR (400 MHz, CDCl3), 6 (ppm) = 7.74 (d, 2H, Juanz = Jus e = 7.6 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.66 —
7.55 (m, 4H, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.43 — 7.31 (m, 4H, H-2-Fmoc, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc, H-7-Fmoc),
7.34—-7.22 (m, 2H, H-2, H-7), 7.09 (d, 1H, JnnH2 = 9.0 Hz, NH-GalNAc), 6.58 (d, 1H, Jnn1e = 9.7 Hz, NH-
Fmoc), 4.90 — 4.77 (m, 1H, H-1), 4.46 — 4.37 (m, 2H, CH,-Fmoc), 4.30 — 4.15 (m, 3H, H-9-Fmoc, T¢, H-2),
4.13 -4.01 (m, 1H, T%), 3.99 — 3.73 (m, 8H, H-3, H-4, H-5, H-6,, H-6}), 1.97 (s, 3H, NHAc), 1.41 (s, 9H,
3 x CHs (tBu)), 1.28 — 1.22 (m, 3H, T").

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O- i‘
oo
benzyliden-a-p-galactopyranosyl)-L-serin-tert-butylester!®4 (30) o
HO
(Fmoc-Ser(a-4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu) AcHN &)

FmocHN COOtBu
Eine Ldsung aus Fmoc-Ser(GalNAc)-OtBu 17 (4.65g, 7.93 mmol, 1.0 Ag.) und Benzaldehyd-

dimethylacetal (2.38 ml, 15.86 mmol, 2.0 Aq.) in Acetonitril (100 ml) wurde mit drei geh&uften
Spatelspitzen p-Toluolsulfonsdure versetzt, bis ein pH-Wert von 4 eingestellt war. Es wurde tGber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Neutralisation durch Triethylamin wurde das Losungsmittel im

Vakuum entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt (Laufmittel: c-Hex/EE, 1:4).

Ausbeute: 4.92 g (7.29 mmol, 92%), farbloser Feststoff.
Rs=0.21 (EE/c-Hex, 4:1).
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C37H42N201o (M =674.75 g/mol) [67428]
ESI-MS (positiv), m/z: 1371.55 ([2M+Na]*, ber.: 1371.57), 697.28 ([M+Na]*, ber.: 697.28).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 7.77 (d, 2H, Juanz = Jus e = 7.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.60 (t,
2H, Juin2 = Jugn7 = 6.5 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.52 — 7.50 (m, 2H, H-2-Bnz, H-6-Bnz), 7.41 (t, 2H,
Juz pama = Jnsnzms = 7.5 Hz, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc), 7.38 — 7.34 (m, 3H, H-3-Bzn, H-4-Bzn, H-5-Bzn), 7.32
(t, 2H, Juans = Juzpe = 7.3 Hz, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 6.12 (d, 1H, Junnz = 8.5 Hz, NH-GalNAc), 5.93 (s, 1H,
NH-Fmoc), 5.50 (s, 1H, CH-Bzn), 4.90 (d, 1H, Jusnz = 3.5 Hz, H-1), 4.50 — 4.38 (m, 4H, H-2, S%, CH,-Fmoc),
4.24—4.19 (m, 2H, H-6,, H-9-Fmoc), 4.14 — 4.09 (m, 1H, H-4), 3.96 — 3.91 (m, 2H, H-6v, SP.), 3.86 — 3.82
(m, 2H, H-3, SB.), 3.62 (s, 1H, H-5), 2.01 (s, 3H, CH3(AcNH)), 1.47 (s, 9H, 3 x CHs(tBu)).

13C-NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 171.7, 169.4 (2C, 2 x C=0), 156.0 (C=0 Urethan), 143.7, 143.6
(2C, C-1a-Fmoc, C-8a-Fmoc), 141.3 (2C, C-4a-Fmoc, C-5a-Fmoc), 137.5 (C4-Bzn), 129.1, 128.2, 127.8,
127.1, 126.4, 125.0 (C-2-Fmoc, C-7-Fmoc, C-3-Fmoc, C-6-Fmoc, C,-Bzn), 124.9 (2C, C-1-Fmoc, C-8-
Fmoc), 120.1 (2C, C-4-Fmoc, C5-Fmoc), 101.2 (CH-Bnz), 99.5 (C-1), 83.1 (C4-tBu), 75.3 (C-4), 69.1 (C-6),
69.1(SP), 68.9 (C-3), 67.2 (CH,-Fmoc), 63.4 (C-5), 54.9 (S%), 50.2 (C-2), 47.1 (C-9-Fmoc), 28.0 (3C, 3 x CH;
(tBu)), 23.2 (CH3-Ac).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-0O- Ph
benzyliden-a-p-galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester!*®¥ (31) Q Oo
(Fmoc-Thr(a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu) Ho%mo
) FmocHN” ~COO#Bu

Eine Losung aus Fmoc-Thr(GalNAc)-OtBu 29 (2.00 g, 3.33 mmol, 1.0 Aqg.) und Benzaldehyd-
dimethylacetal (2.0 ml, 13.32 mmol, 4.0 Aq.) in Acetonitril (100 ml) wurde mit vier gehiuften
Spatelspitzen p-Toluolsulfonsdure versetzt, bis ein pH-Wert von 4 — 5 eingestellt war. Es wurde Uber
Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Zugabe von Triethylamin (0.13 ml) wurde das Losungsmittel

im Vakuum entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch gereinigt (Laufmittel: c-Hex/EE, 1:4).

Ausbeute: 1.87 g (2.72 mmol, 82%), farbloser Feststoff.

Rf = 0.54 (EE/c-Hex, 4:1).

C3sHasN2010 (M = 688.77 g/mol) [688.30].

Drehwert: [a]p® = +73.1 (c = 1.00, CHCl3); Lit.*Y: = +61.3 (c = 1.00, CHCls).

ESI-MS (positiv), m/z: 711.27 ([M+Nal*, ber.: 711.30), 727.26 ([M+K]*, ber.: 727.40).
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'H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.70 (d, 2H, Juauz = Jusue = 7.4 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.62 (d,
2H, Ju1,n2 = Jusu7 = 7.2 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.56 — 7.48 (m, 2H, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc), 7.45 —7.28
(m, 7H, H-2-Fmoc, H7-Fmoc, H*"-Bnz), 6.65 (d, 1H, Jxuu2 = 8.5 Hz, NH-GalNAc), 5.66 (d, 1H, Jxw1e = 9.4 Hz,
NH-Fmoc), 5.55 (s, 1H, CH-Bnz), 4.95 (d, 1H, Jui,n2 = 3.2 Hz, H-1), 4.54 — 4.38 (m, 3H, H-2, CH,-Fmoc),
4.30-3.99 (m, 6H, H-5, H-6,, H-65, H-9-Fmoc, T¢, TP), 3.87 (d, 1H, Ju3ua = 10.5 Hz, H-3), 3.70 (s, 1H, H-4),
2.10 (s, 3H, CH3(AcNH)), 1.46 (s, 9H, 3 x CHs(tBu)), 1.28 (md, 3H, Jn,rg = 7.0 Hz, T).

0 OH
1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-p-galactopyranose!?%2°2 (32) %%&
0

y(o
Zu einer Suspension aus D-Galactose 1 (25.0 g, 0.14 mol, 1.0 Aq.) und Kupfersulfat (55.4 g, 0.35 mol,
2.5 Aqg.) in Aceton (400 ml) wurde konz. Schwefelsdure (4 ml) hinzugefiigt. Nach 24 h Riihren bei
Raumtemperatur wurde das ungeloste Kupfersulfat abfiltriert und das Filtrat durch Zugabe von
Calciumhydroxid neutralisiert. Nach Filtration Uber Hyflo® wurde das Lésungsmittel im Vakuum

entfernt. Ohne weitere Reinigung wurde das Rohprodukt in die nachste Stufe eingesetzt.

Rohausbeute: 36.36 g (0.14 mol, quant.), gelbe, hoch-viskose Fliissigkeit.
Rf = 0.43 (c-Hex/EE, 1:1).

C12H2006 (M = 260.29 g/mol) [260.13].

ESI-MS (positiv), m/z: 383.11 ([M+Nal*, ber.: 383.12).

O OBn
6-0-Benzyl-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose!?®?! (33) %g%
0

/<o
Eine Losung aus 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose 32 (36.36 g, 0.14 mol, 1.0 Aq.) in
Dimethylformamid (200 ml) wurde auf 0 °C gekiihlt, bevor unter Argon-Atmosphéare mit Natriumhydrid
(12.36 g, 0.22 mol, 1.6 Aqg., 60%ige Dispersion in Mineralél) versetzt wurde. AnschlieBend wurde die
Kihlung entfernt und 1 h bei Raumtemperatur weiter geriihrt. Die nun rot-braune Losung wurde
erneut auf 0 °C herunter gekiihlt und Benzylbromid (26.6 ml, 0.22 mol, 1.6 Aq.) in Dimethylformamid
(40 ml) zugetropft. Nach 24 h Riihren bei Raumtemperatur wurde Methanol (10 ml) hinzugefiigt, um
das Uberschissige Natriumhydrid zu entfernen. Dimethylformamid wurde im Hochvakuum entfernt
und der Rickstand in Dichlormethan (250 ml) aufgenommen. Die resultierende Lésung wurde dreimal
mit Wasser (je 80 ml) gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde mit Toluol (4 x 20 ml) kodestilliert und anschlieBend

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: c-Hex/EE, 8:1).



5. Experimenteller Teil 145

Ausbeute: 30.67 g (87.52 mmol, 63%), gelbes Ol.

Re = 0.49 (c-Hex/EE, 5:1).

Ci19H2606 (M = 350.41 g/mol) [350.17].

ESI-MS (positiv), m/z: 373.14 ([M+Na]*, ber.: 373.17).

H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.38 — 7.26 (m, 5H, Har (Bn)), 5.55 (d, 1H, Juymz = 5.0 Hz, H-1), 4.67
—4.53 (m, 3H, H-3, CH,(Bn)), 4.31 (dd, 1H, Jizp1 = 5.0 Hz, Jua s = 2.4 Hz, H-2), 4.28 (dd, 1H, Jua s = 8.0 Hz,
Juaps = 1.9 Hz, H-4), 4.01 (td, 1H, Jusps = 6.3 Hz, Juspa = 1.9 Hz, H-5), 3.75 — 3.59 (m, 2H, H-6), 1.54, 1.45,
1.34,1.34 (4xs, 4 x 3H, 4 x CHa).

6-0-Benzyl-a/B-D-galactopyranose!?!! (34) HO OBn
0
. HO&%
(a/B-6-Bn-Gal) S OH

Das vollgeschiitzte Galactose-Derivat 33 (30.67 g, 87.52 mmol) wurde in 80%iger wassriger Essigsaure
(600 ml) gelost und 6.5h bei 85°C gerihrt. Das Essigsdure/Wasser-Gemisch wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand mit Toluol (4 x 50 ml) kodestilliert. Ohne weitere

Reinigung wurde das Rohprodukt in der ndchsten Stufe eingesetzt.

Rohausbeute: 23.65 g (87.52 mmol, quant.), gelbes hoch-viskoses Ol.
C13H1506 (M = 270.28 g/mol) [270.11].

R¢ = 0.20 (EE/EtOH, 10:1).

ESI-MS (positiv), m/z: 293.11 ([M+Na]*, ber.: 293.11).

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-a/B-D-galactopyranose!*!! (35) AcO OBn
0
(o/B-Acs-6-Bn-Gal) heo AcO "OAc

In Pyridin (250 ml) wurde 6-O-Benzyl-a,-D-galactopyranose 34 (23.65 g, 87.53 mmol) gel6st und die
Reaktionslosung auf 0 °C gekihlt. AnschlieRend wurde eine Spatelspitze (ca. 10 mg) 4-(Dimethyl-
amino)-pyridin (DMAP) hinzugefiigt und Essigsaureanhydrid (150 ml) zugetropft. Nach einer Reaktions-
zeit von 19 h bei Raumtemperatur wurden Pyridin und das (berschiissige Essigsaureanhydrid im
Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde fiinfmal mit Toluol im Vakuum kodestilliert und saulen-

chromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: c-Hex/EE, 3:1).



146 5. Experimenteller Teil

Ausbeute: 35.25 g (80.40 mmol, 92%), gelbes Ol. Es wurde ein Gemisch aus a- und B-Anomer erhalten.
C21H26010 (M = 438.43 g/mol) [438.15].

R¢=0.20 (c-Hex/EE, 3:1).

ESI-MS (positiv), m/z: 461.10 ([M+Na]*, ber.: 461.15).

1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-a-p-galactosylbromid!’”! (36) AcO OBn
o)

AcO
(atAcs-6-Bn-GalBr) Ao

Br

Zu einer auf 0 °C abgekihlten Lésung von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-O-benzyl-a/B-b-galactopyranose 35
(10.15 g, 23.15 mmol, 1.0 Aqg.) in absolutem Dichlormethan (150 ml) wurde unter Argon
Bromwasserstoff (70 ml, 33% in Eisessig) innerhalb von 20 min getropft. Danach wurde 10 min bei
dieser Temperatur gerihrt und die Reaktionsmischung anschlieRend mit Eiswasser (120 ml)
hydrolysiert. Nach Verdiinnen mit Dichlormethan (300 ml) wurde die organische Phase abgetrennt und
zweimal mit jeweils 200 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung, sowie einmal mit 200 ml
einer 10%igen Natriumthiosulfat-Losung (Na2S,03) gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet und
im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde flashchromatographisch an Kieselgel

(PE/EE, 4:1) gereinigt.

Ausbeute: 4.44 g (9.69 mmol, 42%), gelbes, viskoses Ol.
Rf = 0.53 (PE/EE, 1:1).

Ci9H23BrOs (M = 458.29 g/mol) [458.06].

ESI-MS (positiv), m/z: 481.04 ([M+Nal*, ber.: 481.06).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.39 — 7.20 (m, 5H, Har), 6.70 (d, 5H, Ju1 12 = 3.9 Hz, H-1), 5.57 (dd,
1H, Juans = 3.3 Hz; Juaps = 1.2 Hz, H-4), 5.39 (dd, 1H, Jusna = 10.7 Hz; Jus 2 = 3.3 Hz, H-3), 5.02 (dd, 1H,
Jhz = 10.7 Hz; Jyzms = 3.9 Hz, H-2), 4.55 (d, 2H, Jorza,chan = 12.0 Hz, CHa2a-Bn), 4.45 (d, 1H, Jus e = 6.5 Hz,
H-5), 4.42 (d, 2H, Jenao,cas = 12.0 Hz, CHap-Bn), 3.57 — 3.45 (m, 2H, H-6.5), 2.10, 2.03, 2.00 (3 x s, 3 x 3H,
3 x CHs).

3C-NMR (101 MHz, CDCls), § (ppm) = 170.2, 169.9, 169.8 (3C, 3 x C=0), 137.4 (C,-Bn), 128.6, 128.0
(4C, C.), 88.8 (C-1), 73.6 (CH2-Bn), 72.2 (C-5), 68.3 (C-3), 68.1 (C-2), 67.5 (C-4), 66.8 (C-6), 20.9, 20.7,
20.6 (3C, 3 x CHs).
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-0O-

Ph
benzyliden-2-desoxy-3-0-[2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D- Ao OBn O
galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-serin-tert- ACO 0 o%&

AcO AcHNO
butylester!1612% (37)
(Fmoc-Ser(BAcs-6-Bn-Gal(1->3)-a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu) FmocHN™ "COOfBu

Eine Ldsung aus Fmoc-Ser(a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu 30 (4.92 g, 7.29 mmol, 1.0 Aq.) in absol.
Nitromethan/Dichlormethan im 2:3-Verhaltnis (150 ml, Gber Calciumhydrid getrocknet) wurde mit
frisch ausgeheiztem Molekularsieb 4 A (5.0 g) versetzt und 1 h unter Argon bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieBend wurde Quecksilber(Il)-cyanid (3.68 g, 14.58 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben und eine
Loésung aus aAcs-6-Bn-GalBr 36 (8.37 g, 6.18 mmol, 2.5 Aq.) in Nitromethan/Dichlormethan im 2:3-
Verhaltnis (50 ml) zugetropft. Die Lésung wurde bei Raumtemperatur gerihrt. Nach einer
Gesamtreaktionszeit von 16 h wurde die Mischung tGber Hyflo® filtriert und mit Dichlormethan (150 ml)
gewaschen. Die organische Phase wurde zweimal mit jeweils 150 ml einer geséattigten Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung und einmal mit 150 ml einer gesattigten Natriumiodid-Losung gewaschen,
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte
flashchromatographisch an Kieselgel (/solera, Gradient: c-Hex (100%) > c-Hex/EE - EE (100%) >
MeOH (100%)).

Ausbeute: 4.90 g (4.65 mmol, 63%), farbloser Feststoff.
Rf = 0.40 (c-Hex/EE, 1:4).

Cs6HsaN2015 (M = 1053.12 g/mol) [1052.42].

ESI-MS (positiv), m/z: 1075.38 ([M+Na]*, ber.: 1075.42).

1H-NMR (400 MHz, MeOD, COSY, HSQC), & (ppm) = 7.80 (d, 2H, Juans = Jus e = 7.6 Hz, H-4-Fmoc, H-5-
Fmoc), 7.62 (dd, 2H, Juinz = 4.0 Hz, Juguz = 7.5 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.56 — 7.48 (m, 2H, H-3-Fmoc,
H-6-Fmoc), 7.45 — 7.28 (m, 12H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc, H*"-Bzn, H*"-Bn), 5.50 (s, 1H, CH-Bzn), 5.42 (dd,
1H, Juana: = 3.3 Hz, Juans = 1.1 Hz, H-4), 5.09 (d, 1H, Jyz-p1- = 7.7 Hz, H-2"), 5.04 (d, 1H, Jus s = 3.3 Hz,
H-3¢), 4.82 (d, 1H, Juw2 = 3.7 Hz, H-1), 4.75 (d, 1H, Juz w2 = 7.7 Hz, H-1°), 4.52 (d, 1H, Juzns = 3.4 Hz, H-2),
4.50 - 4.27 (m, 6H, CH,-Fmoc, CH>-Bn, H-4, S%), 4.22 (t, 1H, Jusc2 = 6.4 Hz, H-9-Fmoc), 4.18 — 4.02 (m,
2H, H-64), 4.00 —3.80 (m, 6H, H-5' {3.95}, SB, H-3, H-6,,), 3.62 (s, 1H, H-5), 3.59 —3.46 (m, 2H, H-6'4),
2.03,2.01, 2.00, 1.93 (4 x s, 12H, 4 x CH3-Ac), 1.44 (s, 9H, CH3-tBu).

13C-NMR (101 MHz, MeOD, HSQC, HMBC), & (ppm) = 171.5, 170.6, 170.2, 169.8, 169.5 (5C, 5 x C=0),
157.1 (C=0 Urethan), 143.8, 143.8 (2C, C-1a-Fmoc, C-8a-Fmoc), 141.2 (2C, C-4a-Fmoc, C-5a-Fmoc),
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138.2 (C4-Bzn), 137.7 (C4-Bn), 128.3, 128.1, 127.6, 127.5, 127.5, 126.9, 126.1 (14C, Cs-Bn, Car-Bzn, C-3-
Fmoc, C-6-Fmoc, C-2-Fmoc, C-7-Fmoc), 124.7, 124.7 (2C, C-1-Fmoc, C-8-Fmoc), 119.7 (2C, C-4-Fmoc,
C-5-Fmoc), 101.7 (C-1), 100.4 (CH-Bzn), 99.6 (C-1), 82.1 (C4-tBu), 75.5 (C-4), 74.4 (C-3), 73.0 (CH»-Bn),
71.6 (C-5°), 71.3 (C-3), 68.9 (H-2°), 68.7 (C-6), 68.0 (SP), 67.7 (C-4'), 67.6 (C-6), 66.5 (CH,-Fmoc), 63.4
(C-5), 55.4 (S%), 48.1 (C-2), 47.0 (C-9-Fmoc), 26.9 (3C, 3 x CHs-tBu), 21.8, 19.5, 19.2, 19.2 (4C, 4 x CHs

(Ac)).
N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O- Ph
o
benzyliden-2-desoxy-3-0-[2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-benzyl-B-D- AcO OBn O
o) o)
galactopyranosyl]-a-p-galactopyranosyl)-L-threonin-tert- AcO 0 %_m

O

butylester!!61:2%31 (38)
FmocHN COOtBu

(Fmoc-Thr(BAcs-6-Bn-Gal(1->3)-a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu)

Eine Lésung aus Fmoc-Thr(a4,6-0O-Bzn-GalNAc)-OtBu 31 (1.70g, 2.47 mmol, 1.0 Aq.) in Nitro-
methan/Dichlormethan in einer 3:2-Mischung (40 ml, Giber Calciumhydrid getrocknet) wurde mit frisch
ausgeheiztem Molekularsieb 4 A (5.50 g) versetzt und fiir 1 h unter Argon bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieRend wurde Quecksilber(l)-cyanid (1.25 g, 4.54 mmol, 1.8 Aq.) zugegeben und eine Ldsung
aus aAcs-6-Bn-GalBr 36 (2.80 g, 6.18 mmol, 2.5 Aq.) in Nitromethan/Dichlormethan in einer 3:2-
Mischung (6 ml) zugetropft. Die Losung wurde bei Raumtemperatur gerihrt. Nach einer
Gesamtreaktionszeit von 16 h wurde die Mischung Uber Hyflo® filtriert und mit Dichlormethan
gewaschen. Die organische Phase wurde zweimal mit jeweils 100 ml einer gesattigten Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung und einmal mit 50 ml einer gesattigten Natriumiodid-Losung gewaschen,
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte

flashchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: c-Hex/EE, 1:1).

Ausbeute: 1.71 g (1.60 mmol, 65%), farbloser Feststoff.

Rf=0.27 (c-Hex/EE, 1:1).

Cs7HesN201s (M = 1067.15 g/mol) [1066.43].

Drehwert: [a]p?® = +69.5 (c = 1.00, CHCl3), Lit.[?! [a]p?® = +62.9 (c = 1.00, CHCl3).
ESI-MS (positiv), m/z: 1089.41 ([M+Na]*, ber. 1089.43).

1H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), 6 (ppm) = 7.82 — 7.74 (m, 2H, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.70 —
7.61 (m, 2H, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.58 — 7.49 (m, 2H, Ha,-Bzn), 7.45 — 7.28 (m, 11H, H-2-Fmoc, H-3-
Fmoc, H-7-Fmoc, Har-Bzn (3H), Ha-Bn (5H)), 6.09 — 5.87 (m, 1H, NH-Fmoc), 5.67 — 5.37 (m, 1H, NH-
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GalNAc), 5.32 - 5.14 (m, 2H, CH-Bzn, H-4%), 5.08 (d, 1H, Juz,u1- = 3.6 Hz, H-2'), 4.86 — 4.77 (m, 2H, H3’,
H1), 4.72 - 4.62 (m, 2H, H1', H2), 4.59 — 4.35 (m, 4H, CH,-Fmoc, CHz-Bn), 4.33 = 3.99 (m, 5H, T%, H-4,
H-9-Fmoc, T?, H-6.), 3.96 — 3.75 (m, 3H, H-65, H-5¢, H-3), 3.76 — 3.40 (m, 3H, H-5, H-6,", H-6y"), 2.30 —
1.76 (m, 12H, 4 x CHz-Ac), 1.45 (s, 9H, CHs-tBu), 1.32 - 1.17 (m, 3H, T").

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-O- Ph
benzyliden-2-desoxy-3-0-[6-0O-benzyl-B-bD-galactopyranosyl]-a-b- HO OBn 0
o) g:o
-l - in- _ [184] HO
galactopyranosyl)-L-threonin-tert-butylester!'** (39) S Pty

(Fmoc-Thr(B6-Bn-Gal(1->3)-a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu) °

FmocHN” ~COOBu
Eine Losung aus Fmoc-Thr(BAcs-6-Bn-Gal(1->3)-a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu 38 (1.71g, 1.60 mmol,
1.0 Aqg.) in absol. Methanol (35 ml) wurde unter stindiger Kontrolle des pH-Wertes langsam mit einer
1%-igen Natriummethanolat/Methanol-Losung versetzt, bis ein pH-Wert von 8.5 — 9.0 eingestellt war.
Der pH-Wert wurde jede Stunde kontrolliert und gegebenenfalls mit weiterer Basen-Zugabe
nachreguliert. Nach erfolgreicher Deacetylierung wurde mit Essigsdaure neutralisiert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Zur neuerlichen Fmoc-Einfliihrung wurde der Riickstand in 44 ml|
Dioxan/Wasser (1:1) gelost und mit N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid (Fmoc-OSu)
(0.55 g, 1.60 mmol, 1.0 Aq.) und N-Methylmorpholin (0.17 ml, 1.60 mmol, 1.0 Aq.) versetzt und 24 h
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch mit 2N wassriger Salzsaure
auf pH 6 gebracht und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieRend
dreimal mit jeweils 200 ml Dichlormethan extrahiert, die organische Phase zweimal mit je 200 ml 1N
wassriger Salzsdaure sowie 200 ml dest. Wasser gewaschen und anschlielend liber Magnesiumsulfat
getrocknet. Das Rohprodukt wurde im Vakuum vom Losungsmittel befreit und der Riickstand

flashchromatographisch (/solera, Gradient: 100% c-Hex = 100% EE) gereinigt.

Ausbeute: 1.20 g (1.28 mmol, 80%), farbloser Feststoff.

R¢=0.11 (Toluol/EtOH, 4:1).

Cs1HeoN2015 (M = 941.04 g/mol) [940.40].

Drehwert: [a]p?® = +70.6 (c = 1.00, CHCl3), Lit.[?! [a]p?® = +67.1 (c = 1.00, CHCl3).

ESI-MS (positiv), m/z: 963.37 ([M+Na]*, ber.: 963.40), 1881.78 ([2M+H]*, ber.: 1881.06), 1903.73
([2M+Na]*, ber.: 1905.06).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;), & (ppm) = 7.79 (d, 2H, Juans = 7.5 Hz, Jusue = 2.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc),
7.66 (d, 2H, Ju1n2 = Jugn7 = 7.4 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.56 — 7.49 (m, 1H, Ha-Bzn), 7.45 —7.25 (m,
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13H, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc, Har-Bzn, Ha-Bn), 6.49 (d, 1H, Jyuuz = 8.6 Hz, NH-
GalNAc), 5.80 (d, 1H, Jnu1a = 11.5 Hz, NH-Fmoc), 5.47 (s, 1H, CH-Bzn), 4.97 (d, 1H, Juiu2 = 3.9 Hz, H-1),
4.74 - 4.43 (m, 5H, H-2, CH,-Fmoc, CH2-Bn), 4.41 — 4.06 (m, 6H, H-4, H-1‘, H-9-Fmoc, T%, T?, H-6,), 3.94
—3.51 (m, 7H, H-3, H-6, H-3‘, H-5, H-5, H-6"5, H-6"), 3.46 — 3.30 (m, 1H, H-2‘), 2.07 (s, 1H, CHs-Ac),
1.47 (s, 9H, CHs-tBu), 1.28 (d, 3H, Jnrp = 7.1 Hz, T).

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-3-0-[6-O-benzyl-
B-D-galactopyranosyl-3-O-{benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3, 5-didesoxy-a-D-egcero-D-
galacto-2-nonulopyranosyl)onat}]-a-D-galacto- OA

gAc coosn
pyranosyl)-L-threonin-tert-butylester!!#2°%! (40) AcHN E
(Fmoc-Thr(aAczNeuAcCOOBN-(2->3)-B6-Bn-Gal(1->3)- AcHN
a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu) FmocHN COOtBu
Herstellung von Methylsulfenylbromid (1.6 M): Zu einer Lésung von Dimethylsulfid (0.8 ml, 8.99 mol)
in 11 ml absolutem 1,2-Dichlorethan wurde Brom (0.47 ml, 18.27 mol) zugetropft. Dabei wurde 18 h

unter Lichtausschluss und Argon-Atmosphare gerihrt.

Glycosylierungsreaktion: Eine Lésung von Fmoc-Thr(B6-Bn-Gal(1->3)-a4,6-0-Bzn-GalNAc)-OtBu 39
(1.20 g, 1.28 mmol, 1.0 Aq.) und Sialinsdure-Donor aAcsNeuNAcCOOBnXan 22 (2.14 g, 3.19 mmol,
2.5 Aq.) in 40 ml absol. Acetonitril und 20 ml absol. Dichlormethan wurde in einen Schlenkkolben
tiberfiihrt, mit ausgeheiztem Molekularsieb 3 A (5 g) versetzt und 1 h unter Argon geriihrt. Die Losung
wurde auf -65 °C abgekiihlt und mit wasserfreiem Silbertriflat (0.82 g, 3.19 mmol, 2.5 Aq.) versetzt.
AnschlieBend wurde innerhalb von 30 min eine zuvor abgekiihlte 1.6 M Methylsulfenylbromid-Lésung
in absol. 1,2-Dichlorethan (s.0.) unter Lichtausschluss und Argon-Atmosphdre zugetropft. Nach
diinnschichtchromatographischer Kontrolle und einer Reaktionszeit von 15 h bei -65 °C wurden
weiteres aAcsNeuNAcCOOBNXan 22 (0.20 g) und 0.2 ml Methylsulfenylbromid-L6sung zugegeben und
die Reaktionslosung weitere 2 h bei gleichbleibender Temperatur gerihrt. Durch Zugabe von
Diisopropylethylamin (0.56 ml) wurde das Reaktionsgemisch neutralisiert und auf 0 °C erwarmt. Es
wurde mit 20 ml Dichlormethan verdinnt und Uber Hyflo® filtriert. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand flashchromatographisch an Kieselgel (/solera, Gradient: c-Hex/EE

- EE/MeOH > MeOH 100%) gereinigt.

Ausbeute: 1.47 g (0.99 mmol, 77%), farbloser Feststoff.
R¢=0.52 (EE/EtOH, 10:1).
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C77H91N3027 (M =1490.57 g/mol) [148958]
Drehwert: [a]p?® = +36.0 (c = 1.00, CHCls), Lit.?*" [a]p?® = +32.0 (c = 1.00, CHCls).
ESI-MS (positiv), m/z: 1512.48 ([M+Na]*, ber.: 1512.58).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 7.75 (d, 2H, Juans = Juspue = 7.4 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.70 —
7.17 (m, 21H, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc, Ha-Bzn (5H), Ha-Bn
(10H) {7.35—7.34}), 6.84 — 6.53 (m, 1H, NH-GalNAc), 6.16 —6.03 (m, 1H, NH-Fmoc), 5.60 — 5.31 (m, 2H,
CH-Bzn, H-8%), 5.27 — 5.07 (m, 4H, H-7“, NH-NeuNAc, CH»-Bn), 5.02 — 4.85 (m, 2H, H-1, H-4“), 4.76 —
4.59 (m, 1H, H-2), 4.59 — 3.96 (m, 12H, CH,-Bn, H-9“, {4.46}, CH>-Fmoc {4.39 — 4.34}, T* {4.33}, H-4
{4.26}, T*{4.25}, H-9-Fmoc {4.19}, H-1’ {4.15}, H-6, {4.13}, H-5“ {4.06}), 3.97 — 3.66 (m, 5H, H-6“ {3.93},
H-9v" {3.92}, H-3{3.90}, H-6, {3.87}, H-3 {3.67}), 3.66 — 3.52 (m, 4H, H-6,°, H-6,, H-5", H-5 {3.57}), 3.38
(s, 1H, H-4"), 2.71 (dd, 1H, Juseqn3ax* = 11.0 Hz, Juzseqras = 3.3 Hz, H-3eq"), 2.31 — 1.75 (m, 19H, H-3.“
{2.02}, 6 x CH3-Ac {2.09, 2.07, 2.02, 2.00, 1.92, 1.82}), 1.45 (s, 9H, CH3-tBu), 1.32-1.16 (m, 3H, T").

N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-[2,4-di-O-
acetyl-6-0-benzyl-B-p-galactopyranosyl-3-0-{benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-

didesoxy-a-D-egcero-D-gaIacto-Z-nonuIopyranosyl)onat}]-a-D-gaIacto-pyranosyl)-L-th reonin-tert-
OAc

butylester!!842%4 (41) DAc 002::38 AcO OAC
AGHN~

(Fmoc-Thr(aAcsNeuAcCOOBN-(2->3)-B6-Bn-
Ac AcHNY
AcxGal(1->3)-aAcxGalNAc)-OtBu)

FmocHN” ~COO1Bu
1) Eine Losung des Trisaccharids 40 (669 mg, 0.449 mmol) in 80%iger wassriger Essigsaure (30 ml)
wurde 1 h bei 80 °C erhitzt. Nach Zugabe von Toluol (15 ml) wurde die Lésung im Vakuum eingeengt
und anschlieRend noch weitere dreimal mit Toluol kodestilliert.
2) Das Rohprodukt wurde anschlieBend in Pyridin (10 ml) aufgenommen und auf 0 °C abgekihlt. Nach
Zugabe von einer Spatelspitze (ca. 10 mg) 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) und Essigsdureanhydrid
(5 Tropfen) wurde die Reaktionslésung 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde mit
Toluol verdiinnt und kodestilliert (4 x je 50 ml Toluol und 2 x je 50 ml Chloroform). Die Reinigung des
Rohprodukts erfolgte flashchromatographisch an Kieselgel (/solera, Gradient: c-Hex (100%) —->
c-Hex/EE > EE (100%) - EE/MeOH (95:5)).

Ausbeute: 400 mg (0.255 mmol, 57%), farbloser Feststoff.
R¢ = 0.37 (EE, 100%).
Drehwert: [a]p?® = +36.3 (c = 1.00, CHCls).
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C78H95N3031 (M =1570.61 g/mol) [156960]
ESI-MS (positiv), m/z: 1592.56 ([M+Na]*, ber.: 1592.60).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, COSY, HSQC), 6 (ppm) = 7.76 (d, 2H, Juanz = Jusne = 7.4 Hz, H-4-Fmoc, H-5-
Fmoc), 7.62 (t, 2H, Jui,n2 = Jusn7 = 7.25 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.45 — 7.21 (m, 14H, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc, Ha-Bn (2 x Bn, 10H)), 6.49 (d, 1H, Jynuz2 = 9.5 Hz, NH-GalNAc), 5.94 (d, 1H,
Innta = 9.7 Hz, NH-Fmoc), 5.48 (dt, 1H, Jus«ne+ = 7.7 Hz, Jug«u7« = 4.4 Hz, H-8“), 5.45 — 5.33 (m, 2H, H-4
{5.39}, CH2,(COOBN) {d, 1H, Jcraa,cHao = 12.1 Hz}), 5.24 (dd, 1H, Ju7ns<= 8.0 Hz, Ju7«pe- = 2.6 Hz, H-7%),
5.10 (d, 1H, Juapa = 3.9 Hz, H-4°), 5.07 (d, 1H, Jenab.crza = 12.1 Hz, CH25(COOBN)), 5.03 (d, 1H, Jnmps =
10.1 Hz, NH-NeuNAc), 4.96 (dd, 1H, Juz-u1- = 10.3 Hz, Juz,ns- = 8.0 Hz, H-29), 4.89 (d, 1H, Ju1u2 = 3.9 Hz,
H-1), 4.84 (dt, 1H, Jua s~ = 11.6 Hz, Jua«nz~ = 6.0 Hz, H-4"), 4.60 — 4.50 (m, 3H, H-2 {4.55}, H-1’ {4.55, d,
1H, Jur n2 = 8.0 Hz}, CHa2a(Bn) {4.53, d, 1H, Jerzachan = 11.7 Hz}), 4.50 — 4.31 (m, 5H, CHab(Bn) {4.45}, H-3’
{4.43}, CH,-Fmoc {4.39}, H-9,” {4.37}), 4.31 — 4.08 (m, 5H, TP {4.26}, T* {4.24}, H-9-Fmoc {4.22}, H-6,
{4.15}, H-5 {4.11}), 4.07 — 3.88 (m, 3H, H-5" {4.02, 1H, dd, Jua" ns* = Jus"ne" = 10.4 Hz}, H-9p” {3.94}, H-6,
{dd, 1H, Jueb,ns = 7.0 Hz, Juea,Hen = 10.8 Hz}), 3.86 (dd, 1H, Juznz = 11.2, Juzna = 3.0 Hz, H-3), 3.74 (t, Jus ne
= 6.3 Hz, H-5°), 3.55 (dd, 1H, JueaHeb' = 9.7 Hz, Juea'ns: = 6.1 Hz, H-6,°), 3.49 (dd, Jue“ns = 10.9 Hz, Jus« 7+
=2.6 Hz, H-6"), 3.43 (dd, 1H, Juea'Heb: = 9.8 Hz, Juga'ws' = 6.3 Hz, H-6°), 2.61 (dd, 1H, Juzeq” H3ax< = 12.7 Hz,
Jhzeqma = 4.7 Hz, H-3¢4%), 2.26, 2.13, 2.11, 2.05, 2.04, 1.97, 1.81 (s, 30H, 10 x CHs(Ac)), 1.65 (t, 1H,
Jhzax“nzeq = 12.4 Hz, H-34"), 1.45 (s, 9H, CHs(tBu)), 1.32 (d, 3H, Jry,7s = 6.1 Hz, TY).

3C.NMR (101 MHz, CDCls, HSQC, HMBC), & (ppm) = 171.6, 171.1, 170.6, 170.4, 170.3, 170.3, 170.3,
169.8, 169.8, 169.7, 167.3 (12C, C=0), 156.7 (C=0 Urethan), 143.7, 143.6 (2C, C-1a-Fmoc, C-8a-Fmoc),
141.3, 141.2 (2C, C-4a-Fmoc, C-5a-Fmoc), 137.9 (C4-Bn), 134.7 (C4-Bn), 128.9, 128.6, 128.3, 127.8,
127.8, 127.7, 127.6 (12C, Car (2x Bn), C-3-Fmoc, C-6-Fmoc), 127.1 (C-2-Fmoc, C-7-Fmoc), 125.1, 125.0
(2C, C-1-Fmoc, C-8-Fmoc), 120.1, 120.0 (C-4-Fmoc, C-5-Fmoc), 101.6 (C-1°), 99.9 (C-1), 96.8 (C-2“), 83.0
(C4-tBu), 76.3 (T?), 73.9 (C-3), 73.5 (CH,-Bn), 72.5 (C-6“), 72.2 (C-5°), 71.7 (C-3‘), 69.5 (C-4), 69.3 (C-2),
69.1 (C-4), 68.5 (C-8”), 68.2 (CH,-Bn), 68.1 (C-5), 68.0 (C-6), 67.8 (C-4°), 67.6 (C-7), 67.4 (CH,-Fmoc),
63.3 (C-6), 63.1 (C-9*), 59.2 (T%), 48.9 (C-5"), 48.5 (C-2), 47.1 (C-9-Fmoc), 37.4 (C-3°), 28.1 (CHs-tBu),
23.3 (CHs-NHAc), 23.1 (CHs-NHAc), 21.3, 21.1, 21.0, 20.9, 20.8, 20.7 (8C, 8 x CHs-OAc), 19.1 (T").
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N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl-O-(2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-[2,4-di-O-
acetyl-6-0-benzyl-B-p-galactopyranosyl-3-0-{benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-
didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

OAc

COOBn
nonulopyranosyl)onat}]-a-p-galacto-pyranosyl)-L- \/%ACO AcO OAc
AcHN

threonin?°+2%! (42) o]
C Cli

(Fmoc-Thr(aAcsNeuAcCOOBN-(2->3)-B6-Bn-

FmocHN COOH
AcxGal(1->3)-aAcxGalNAc)-OH)

Das vollgeschitzte Sialyl-T-Threonin-Antigen 41 (1.00 g, 0.637 mmol) wurde in Trifluoressigsdure
(20 ml) und Anisol (2 ml) bei Raumtemperatur 2 h geriihrt. Die Reaktionsldsung wurde mit Toluol
(20 ml) verdiinnt und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Nachfolgend wurde
mehrmals mit Toluol kodestilliert (4 x 20 ml) und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an

Kieselgel gereinigt (/solera, Gradient: EE (100%) = Methanol (100%) mit Essigsaure).

Ausbeute: 0.96 g (0.637 mmol, quant.), leicht gelblicher, amorpher Feststoff.
R¢=0.60 (EE/MeOH, 1:1).

C74Hg7N3031 (M = 1514.48 g/mol) [1513.53].

Drehwert: [a]p? = +28.4 (c = 1.00, CHCls), Lit.”*! [a]p?® = +36.0 (c = 1.00, CHCls).
ESI-MS (positiv), m/z: 1536.43 ([M+Na]*, ber.: 1536.53).

H-NMR (400 MHz, MeOD, COSY, HSQC), & (ppm) = 7.75 (d, 2H, Juans = Jus e = 7.4 Hz, H-4-Fmoc, H-5-
Fmoc), 7.63 (t, 2H, Jurnz = Jugnz = 7.25 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.46 — 7.42 (m, 2H, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.45—7.21 (m, 12H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc, Ha-Bn (2 x Bn, 10H)), 5.51 (dt, 1H, Jug«ne« = 7.7 Hz,
Jugepze = 4.4 Hz, H-8“), 5.40 — 5.33 (m, 3H, H-4, CH25(COOBN), H-7%), 5.14 (d, 1H, Jua 3 = 3.4 Hz, H-4"),
5.07 (d, 1H, Jerab,crza = 12.2 Hz, CHa,(COOBN)), 4.84 — 4.78 (m, 1H, H-2°, H-4%), 4.69 (d, 1H, Juin2 = 7.9
Hz, H-1), 4.59 — 4.51 (m, 3H, H-2 {4.54}, H-1’ {4.55}, CHa(Bn) {4.53}, 4.50 — 4.35 (m, 5H, CHa,(Bn), H-3’,
CH,-Fmoc, H-9.”), 4.31 — 4.04 (m, 5H, T?, T%, H-9-Fmoc {4.21}, H-6, {4.15}, H-5 {4.10}), 4.00 — 3.87 (m,
3H, H-5" {3.99}, H-9,” {3.94}, H-6y, H-3), 3.81 (t, Jus'ne = 6.5 Hz, H-5), 3.73 (t, 1H, Juzn2 = 10.7, Juzha =
2.6 Hz, H-3), 3.55 (in m, 1H, H-6,°), 3.49 (in m, 1H, H-6"), 3.43 (dd, 1H, Juea'neb: = 9.7 Hz, Juga'ns' = 6.3 Hz,
H-61°), 2.58 (dd, 1H, JuzeqHzaxe = 12.5 Hz, Juzeq«na« = 4.7 Hz, H-3,4“), 2.22, 2.13, 2.06, 2.03, 2.02, 1.98,
1.98, 1.96, 1.92, 1.78 (s, 30H, 10 x CH3(Ac)), 1.49 (t, 1H, Juzaxnzeq = 12.3 Hz, H-3.), 1.18 (d, 3H, Jry18 =
6.0 Hz, TY).

13C-NMR (101 MHz, MeOD, HSQC, HMBC), & (ppm) = 171.2, 171.3, 171.1, 170.9, 170.7, 170.4, 170.4,
170.1, 169.6, 167.3 (12C, C=0), 157.5 (C=0 Urethan), 143.9, 143.7 (2C, C-1a-Fmoc, C-8a-Fmoc), 141.3,



154 5. Experimenteller Teil

141.2 (2C, C-4a-Fmoc, C-5a-Fmoc), 137.9 (Cq-Bn), 134.7 (C4-Bn), 128.4, 128.3, 128.2, 127.8, 127.5,
127.5, 127.4 (12C, Cyr (2x Bn), C-3-Fmoc, C-6-Fmoc), 126.8 (C-2-Fmoc, C-7-Fmoc), 124.7, 126.6 (2C, C-
1-Fmoc, C-8-Fmoc), 119.6, 119.6 (C-4-Fmoc, C-5-Fmoc), 101.2 (C-1), 99.9 (C-1), 96.7 (C-2), 76.1 (T#),
73.3 (C-3), 73.1 (CH,-Bn), 71.8 (C-6"), 71.5 (C-5°), 71.4 (C-3"), 70.0 (C-4), 69.5 (C-2°), 68.4 (C-4"), 68.4
(C-8"), 67.9 (CH,-Bn), 67.8 (C-5), 67.5 (C-6), 67.4 (C-4°), 67.0 (C-7"), 66.2 (CH,-Fmoc), 66.1 (C-6), 62.9
(C-9"), 60.0 (T9), 48.9 (C-5“), 48.5 (C-2), 47.1 (C-9-Fmoc), 37.3 (C-3“), 22.2 (CHs-NHAC), 21.3 (CHs-
NHACc), 20.4, 20.3, 19.7, 19.6, 19.4, 19.3, 19.3, 19.2 (8C, 8 x CH3-OAc), 17.0 (TY).

5.3 Synthese der Spacer-Molekiile

12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-dodecansiure-tert-butylester!?*32°>! (45) f\/o WOBU
HO
(HO-TEG-OtBu) 3 0

Wasserfreies Triethylenglycol (TEG) 43 (28.1 ml, 206.8 mmol, 2.8 Aqg.) wurde in 100 ml absol.
Tetrahydrofuran gelést und Natrium (44 mg, 1.0 mmol, 0.03 Aq.) dazugegeben. Nach vollstindigem
Auflésen des Natriums wurde Acrylsdure-tert-butylester 44 (10.6 ml, 72.6 mmol, 1.0 Aq.) zugefiigt und
die Reaktionslosung bei Raumtemperatur 20 h geriihrt. Durch Zugabe von 1N Salzsdure wurde die
Reaktionsmischung neutralisiert und anschlieBend vom L&sungsmittel im Vakuum befreit. Der
verbliebene Rickstand wurde in 100 ml einer ges. Natriumchlorid-Losung aufgenommen und dreimal
mit je 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit 50 ml
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und anschlieBend (iber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde erneut unter reduziertem Druck destillativ entfernt. Nach vollstandiger
Trocknung im Hochvakuum wurde das Produkt ohne weitere Reinigung in der nachsten Stufe

eingesetzt.

Ausbeute: 16.20 g (58.23 mmol, 80%), farbloser amorpher Feststoff.
R¢ = 0.40 (EE).
C13H2606 (M = 278.34 g/mol) [278.17].

'H-NMR (300 MHz, CDCls), 6§ (ppm) = 3.72 - 3.57 (m, 14H, 6 x CH>0), 2.49 (t, 2H, CH.COOtBuU, Jera,ch2 =
6.5 Hz, 2-CH,), 1.43 (s, 9H, CHs (tBu)).
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12-Azido-4,7,10-trioxadodecansiure-tert-butylester®-243! (46) . J(VO >/\[]/OtBu
(N>-TEG-OtBu) |

Eine LOosung von 12-Hydroxy-4,7,10-trioxa-dodecansaure-tert-butylester 45 (16.20g, 58.2 mmol,
1.0 Aq.) in 20 ml absol. Dichlormethan wurde mit Triethylamin (20.2 ml, 145.5 mmol, 2.5 Aq.) versetzt.
Unter Eiskiihlung wurde Mesylchlorid (9.5 ml, 122.2 mmol, 2.1 Aq.) zugetropft und die Reaktions|dsung
4 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das gebildete Triethylaminhydrochlorid wurde anschlieRend tber
Hyflo® abfiltriert und der verbliebene Riickstand mit insgesamt 150 ml Dichlormethan nachgewaschen.
Das Filtrat wurde zweimal mit jeweils 50 ml Eiswasser und einmal mit 20 ml einer ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde in 30 ml Dimethylformamid
aufgenommen und mit Natriumazid (23.46 g, 360.8 mmol, 6.2 Aq.) versetzt. Die Reaktionslésung
wurde 16 h bei 60 °C geriihrt und das Losungsmittel anschlieRend unter reduziertem Druck entfernt.
Der gelbe Riickstand wurde in 50 ml Wasser aufgenommen und fiinfmal mit jeweils 40 ml Diethylether
extrahiert. Die organischen Extrakte wurden vereinigt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde flashchromatographisch an Kieselgel

(Laufmittel: c-Hex/EE 3:1) isoliert.

Ausbeute: 13.63 g (44.9 mmol, 77%), gelbliche Flussigkeit.
Rf=0.22 (c-Hex/EE, 3:1).

C13H2606 (M = 278.34 g/mol) [278.17].

ESI-MS (positiv), m/z: 429.26 ([3M+H+Na)?, ber.: 429.26).

1H-NMR (300 MHz, CDC|3), 6 (ppm) =3.73-3.60 (m, 12H, 6 x CHzO), 3.38 (t, 2H, -/N3-CH2, 11-cH2 = 5.2 Hz,
N3-CH2), 2.50 (t, 2H, Jz.CHzla.CHz =6.3 Hz, Z-CHz), 1.44 (S, 9H, CH3 (tBU)).

12-Amino-4,7,10-trioxadodecansiure-tert-butylester®2*3 (47)

(HzN-TEG-OtBU) H2N<\/O>‘/\ﬂ/0t8u
5 0

Eine Suspension aus einer Nickel-Aluminium-Legierung (8.73 g) in dest. Wasser (300 ml) wurde solange
mit festem Natriumhydroxid versetzt bis kein Aufschdumen mehr auftrat. Die Reaktionsmischung
wurde anschlieBend zuerst 10 min bei Raumtemperatur, dann 30 min bei 70 °C geriihrt. Durch
Dekantieren wurde der gebildete Raney-Nickel-Katalysator vom Losungsmittel befreit, mit 180 ml

Wasser neutral gewaschen und mehrmals mit insg. 150 ml Isopropanol gespult. Im Anschluss wurde
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zum aktivierten Katalysator 12-Azido-4,7,10-trioxadodecansaure-tert-butylester 46 (11.63 g,
38.31 mmol) in 50 ml Isopropanol hinzugefiigt. Durch mehrfaches Anlegen eines Vakuums und
Beltiften mit Argon im Wechsel wurde die Reaktionsldsung von Sauerstoff befreit und anschliefend
unter einer Wasserstoff-Atmosphare 15 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Raney-Nickel wurde liber
Hyflo® filtriert und der Riickstand mit 30 ml Isopropanol gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum vom
Losungsmittel befreit. Ohne weitere Reinigung wurde das erhaltene Rohprodukt in der nachsten Stufe

eingesetzt.

Rohausbeute: 8.38 g (30.21 mmol, 79%), grau-griinliches Ol.
R¢=0.11 (Et,0/MeOH, 1:1).

C13H22NOs (M = 277.36 g/mol) [277.19].

ESI-MS (positiv), m/z: 278.20 ([M+H]*, ber.: 278.19).

1H-N'VlR (300 MHZ, CDC|3), ') (ppm) =3.71-3.60 (m, 12H, 6 x CHzO), 3.35 (t, 2H, J12.c|-|2, 11-CH2 = 5.2 HZ,
12-CH2), 2.50 (t, 2H, Jo-cH2,3-cH2 = 6.6 Hz, Z-CHz), 1.42 (S, 9H, CH; (tBU)).

12-[N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-amino-4,7,10-trioxadodecansiure-tert-butylester!®.2*3!

(48) FmocHN</\/Oi~/\”/OtB“
o

(Fmoc-TEG-OtBu)

Es wurde H,N-TEG-OtBu 47 (8.38 g, 30.2 mmol, 1.0 Aq.) in einer Aceton/Wasser-Mischung (250 ml) im
Verhiltnis 1:1 gelést und mit Natriumhydrogencarbonat (2.54 g, 30.2 mmol, 1.0 Aq.) versetzt. Unter
starkem Rihren wurde N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)succinimidylcarbonat (Fmoc-OSu) (10.19 g,
30.2 mmol, 1.0 Aq.) portionsweise hinzugefiigt und die Reaktionslésung anschlieRend 20 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Es wurde dann mit halbkonzentrierter Salzsdure auf pH 6 angesduert und
das Aceton im Vakuum entfernt. Der verbleibende Riickstand wurde viermal mit jeweils 100 ml
Dichlormethan extrahiert und die vereinten organischen Extrakte wurden anschlieBend mit
1N Salzsdure (200 ml) und Wasser gewaschen. Im Anschluss wurde iber Magnesiumsulfat getrocknet
und im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Die Reinigung erfolgte durch Flashchromatographie an

Kieselgel (Laufmittel: c-Hex/EE, 2:1 - 1:1 > 1:2).

Ausbeute: 7.48 g (15.0 mmol, 50%), farbloser amorpher Feststoff. Zusatzlich wurde eine Mischfraktion
von 0.72 g erhalten.
Rf=0.11 (c-Hex/EE, 2:1).
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CasH37NO7 (M = 499.60 g/mol) [499.26].
ESI-MS (positiv), m/z: 522.27 ([M+Na]*, ber.: 522.25).

'H-NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 7.76 (d, 2H, Juans = Jusne = 7.6 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.62 (d,
2H, Juin2 = Jugn7 = 7.5 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.41 (t, 2H, Juzpz/ma = Juensmz = 7.2 Hz, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.36 - 7.30 (m, 2H, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.40 (s, 1H, NH-Urethan), 4.40 (d, 2H, Jchz,ne= 7.1 Hz,
CHa-Fmoc), 4.22 (t, 1H, Jus,cz = 6.9 Hz, H-9-Fmoc), 3.74 - 3.56 (m, 12H, 6 x CH,0), 3.40 (g, 2H, J12-ch2,11-cH2
= 5.3 Hz, 12-CH,), 2.48 (t, 2H, Jo-chz3-cH2 = 6.5 Hz, 2-CH,), 1.43 (s, 9H, CHs (tBu)).

12-[N-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxycarbonyl]-amino-4,7,10-trioxadodecansiure!®-243! (49)

(Fmoc-TEG-COOH) FmocHvao}/\r(OH
30

Es wurde Fmoc-TEG-OtBu 48 (7.48 g, 15.0 mmol) in einer Mischung aus Trifluoressigsaure (56 ml) und
Wasser (5.5 ml) 3 h gertihrt. Anschliefend wurde die Reaktionslésung mit Toluol (50 ml) verdinnt und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde dreimal mit jeweils 30 ml
Toluol und zweimal mit der gleichen Menge an Dichlormethan kodestilliert. Das Produkt wurde

flashchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: DCM/MeOH/AcOH 19:1:0.5) gereinigt.

Ausbeute: 5.01 g (11.30 mmol, 75%), gelb-braunliches Ol.

R¢ = 0.46 (DCM/MeOH/AcOH, 19:1:0.5).

Ca4H29NO7 (M = 443.49 g/mol) [443.19].

ESI-MS (positiv), m/z: 466.21 ([M+Nal*, ber.: 466.18), 444.24 ([M+H]*, ber.: 444.19).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.76 (d, 2H, Jua s = Juspe = 7.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.62 (d,
2H, Jui 2 = Jugn7 = 7.6 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.41 (t, 2H, Jusna/ma = Jus,nsmz = 7.4 Hz, H-3-Fmoc, H-6-
Fmoc), 7.31 (td, 2H, Juz,n1/m3 = Juzmems = 7.3 Hz, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.50 (sb, 1H, NH-Urethan), 4.41
(d, 2H, Jenz,ne = 6.9 Hz, CH,-Fmoc), 4.22 (t, 1H, Juscua = 6.9 Hz, H-9-Fmoc), 3.74 (t, 2H, J3-ci2,2-cH2 = 5.9 Hz,
3-CH,), 3.69 - 3.56 (m, 8H, 4 x CH,0), 3.57 (t, 2H, J11-ci2,12-cH2 = 4.8 Hz, 11-CH,), 3.48 - 3.38 (m, 2H,
12-CH3), 2.60 (t, 2H, J2-ch2,3-cH2 = 6.1 Hz, 2-CH,).

13C-NMR (101 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 175.2 (COOH), 156.8 (C=0 (Urethan)), 144.1 (C-1a-Fmoc, C-8a-
Fmoc), 141.4 (C-4a-Fmoc, C-5a-Fmoc), 127.8 (C-3-Fmoc, C-6-Fmoc), 127.2 (C-2-Fmoc, C-7-Fmoc), 125.2
(C-1-Fmoc, C-8-Fmoc), 120.1 (C-4-Fmoc, C-5-Fmoc), 70.7, 70.6, 70.5, 70.4, 70.3 (C-5, C-6, C-8, C-9,
C-11), 66.8 (CH,-Fmoc), 66.5 (C-3), 47.4 (C-9-Fmoc), 41.1 (C-12), 34.9 (2-C).
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12-Azido-4,7,10-trioxadodecansiure®>243! (50)

(N3-TEG-COOH) NBJ(VO%/\WOH

O

In eine Mischung aus 37%ige Salzsdure (3.3 ml) und Dioxan (6.3 ml) wurde N3-TEG-OtBu 49 (2.0 g,
6.59 mmol) 14 h bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde das Loésungsmittel unter
reduziertem Druck eingeengt und mit 50 ml Toluol kodestilliert. Der Azid-Spacer wurde flashchromato-

graphisch an Kieselgel mit reinem Essigester gereinigt.

Ausbeute: 1.13 g (4.57 mmol, 69%), braunliches Ol.
Re = 0.16 (c-Hex/EE, 1:2).

CoH17N30s (M = 247.25 g/mol) [247.12].

ESI-MS (positiv), m/z: 270.09 ([M+Nal*, ber.: 270.11).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 3.77 (t, 2H, Js-cia2.cz = 6.3 Hz, 3-CHa), 3.68 - 3.63 (m, 10H,
5,6,8,9,11-CH,0), 3.39 (t, 2H, Jna-criz.11.cH2 = 5.2 Hz, N3-CHa), 2.64 (t, 2H, Joczs-chz = 6.3 Hz, 2-CHa).

13C-NMR (101 MHz, CDCls), § (ppm) = 176.4 (COOH), 70.8, 70.6, 70.2 (5,6,8,9,11-CH,0), 66.4 (3-C), 50.8
(12-C), 34.9 (2-C).

1-N-(tert-Butoxycarbonyl)-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan!®®! (52)

o
Hsz\/ 92‘/\NHBOC

(H,N-DEG-NHBoc)

Zu einer auf 0°C abgekiihlten Losung des Diamins 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan 51 (5.00 ml,
34.24 mmol, 1.0Aq.) in 100 ml Dichlormethan wurde Di-tert-butyldicarbonat (Boc,O) (1.47 ml,
6.85 mmol, 0.2 Aqg.), gelést in 50 ml Dichlormethan, unter Eiskiihlung binnen 3 h hinzugetropft. Die
Reaktionslosung wurde Gber Nacht geriihrt, wobei langsam auf Raumtemperatur erwarmt wurde. Die
organische Phase wurde mit Wasser (5 x 30 ml) und geséttigter Natriumchlorid-Lésung (2 x 30 ml)
gewaschen, bis das nicht umgesetzte Diamin vollstandig entfernt wurde. Ohne weitere Reinigung

wurde das Produkt nach Entfernen des Losungsmittels erhalten.

Ausbeute: 1.43 g (5.76 mmol, 84%), farbloses, dickfliissiges Ol.
R¢=0.27 (DCM/MeOH, 8:3 + 2 Tropfen Et3N).

C11H24N204 (M = 248.32 g/mol) [248.17].

ESI-MS (positiv), m/z: 249.16 ([M+H]*, ber. 249.17).
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'H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 5.16 (bs, 1H, NH), 3.59 (s, 4H, O-CH,-CH,-0), 3.52 (t, 2H, Jcrz,chz =
3.5 HZ, O-CHz-CHz-NH-), 3.49 (t, 2H, jCHZ,CHZ =52 HZ, NHz-CHz-CHz-O), 3.29 (q, ZH, JCHZ,CHZ/NH =54 HZ,
0O-CH>-CH,-NH), 2.85 (t, 2H, Jcua,cnz = 5.2 Hz, NH,-CH»), 1.42 (s, 9H, 3 x CHs).

13C-NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 156.0 (C=0), 79.1 (C(CHs)3), 73.5 (NH2-CH,-CHs), 70.2 (3C, O-CHa-
CH-0, O-CH,-CH,-NH), 41.7 (NH2-CHs), 40.3 (CH,-NH), 28.4 (3 x CH).

1-N-(9H-Fluoren-9-yl)methoxycarbonyl)-8-N’-tert-butyloxycarbonyl-1,8-
FmocHN /<\/o>‘/\NHBoc
diamino-3,6-dioxaoctan!®*! (53)

(FmocHN-DEG-NHBoc)

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-succinimid (Fmoc-OSu) (4.66 g, 13.82 mmol, 1.1 Aq.) wurde
portionsweise zur Losung des mono-Boc-geschitzten Diamins 52 in 150 ml Wasser/Dioxan (1:2)
zugegeben und 2 d bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde mit Chloroform (100 ml)
verdlinnt, dann mit 10%iger Salzsaure (1 x 100 ml) und einer ges. Natriumchlorid-Lésung (2 x 100 ml)
gewaschen. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (/solera,

Gradient: 100% DCM - 100% MeOH).

Ausbeute: 5.73 g (12.18 mmol, 97%), farblose, viskose Flissigkeit.
R¢=0.37 (DCM/MeOH, 10:0.5).

Ca6H34N206 (M = 470.24 g/mol) [470.57].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 493.2314 ([M+Nal?, ber. 493.5598).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 7.75 (d, 2H, Jua s = Juspe = 7.5 Hz, H-4-Fmoc, H-5-Fmoc), 7.59 (d,
2H, Ju1,n2 = Jus 7 = 7.6 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.41 (td, 2H, Jusn2 = Jusn7 = 1.1 Hz, Juz pa = Jus,ns = 7.5 Hz,
H-3-Fmoc, H-6-Fmoc), 7.30 (td, 2H, Juzn7m3 e = 1.2 Hz, Juanamzus = 7.4 Hz, H-2-Fmoc, H-7-Fmoc), 5.45
(s, 1H, NH), 5.06 (s, 1H, NH), 4.41 (d, 2H, Jerzns = 7.1 Hz, CH2-Fmoc), 4.21 (t, 1H, Juscrz = 6.9 Hz, H-9-
Fmoc), 3.59 (s, 4H, O-CH,-CH,-0), 3.55 (t, 2H, Jera,chz = 5.2 Hz, NH-CH,-CH>), 3.52 (t, 2H, Jena,chz = 5.2 Hz,
NH-CH,-CH.), 3.39 (q, 2H, Jenz,ciznn = 5.4 Hz, NH-CH.), 3.30 (9, 2H, Jena,chiznn = 5.6 Hz, NH-CH.), 1.43 (s,
9H, 3 x CH3).

13C-NMR (101 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 156.5, 156.0 (2C, 2 x C=0), 144.0 (2C, C-1a-Fmoc, C-8a-Fmoc),
141.3 (2C, C-4a-Fmoc, C-5a-Fmoc), 127.6 (2C, C-3-Fmoc, C-6-Fmoc), 127.0 (2C, C-2-Fmoc, C-7-Fmoc),
125.0 (2C, C-1-Fmoc, C-8-Fmoc), 119.9 (2C, C-4-Fmoc, C-5-Fmoc), 79.3 (C(CHs)s), 70.3, 70.2, 70.1, 70.1
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(4C, O-CH2-CH-0, 2 x NH-CH2-CH3), 66.6 (CH2-Fmoc), 47.2 (C-9-Fmoc), 40.9, 40.3 (2C, NH-CH:), 28.4
(3C, 3 x CHs).

1-N-(9H-Fluoren-9-yl)methoxycarbonyl)-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan®* (54)

(FmocHN-DEG-NH,) FmocHNfVoi\/\NH2

Das vollgeschiitzte Diamin 53 (5.73 g, 12.18 mmol) wurde in Dichlormethan (100 ml) geldst und mit
Trifluoressigsaure (30 ml) versetzt. Nach Rihren {ber Nacht bei Raumtemperatur wurde
Dichlormethan und Trifluoressigsaure durch mehrmalige Kodestillation mit Toluol am Rotations-
verdampfer entfernt. Der Rickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(Laufmittel: DCM/MeOH/EtsN, 10:1:0.1).

Ausbeute: 4.51 g (12.18 mmol, quant.), farblose, hochviskose Flissigkeit.
R¢ = 0.35 (DCM/MeOH, 10:1 + 2 Tropfen Et3N).

C21H26N,04 (M = 370.45 g/mol) [370.19].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 371.1966 ([M+H]*, ber. 371.1908).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 8.10 (s, 2H, NH,), 7.73 (d, 2H, Juans = Jusus = 7.5 Hz, H-4-Fmoc,
H-5-Fmoc), 7.57 (d, 2H, Jui,n2 = Jusnz = 7.5 Hz, H-1-Fmoc, H-8-Fmoc), 7.37 (t, 2H, Jus,na/mz = Juepsmz =
7.5 Hz, H-3-Fmoc, H-6-Fmoc), 7.28 (td, 2H, Juzn3s =Juen7 = 1.2 Hz, Juzm1 = Juzme = 7.4 Hz, H-2-Fmoc, H-7-
Fmoc), 6.27 (s, 1H, NH), 5.68 (s, 1H, NH), 4.37 (d, 2H, Jcua,ne = 7.0 Hz, CH,-Fmoc), 4.18 (t, 1H, Juschz =
6.8 Hz, H-9-Fmoc), 3.63 (t, 2H, Jena,ciz = 5.2 Hz, NH-CH,-CH>), 3.57 — 3.41 (m, 6H, O-CH2-CH2-0, NH-CH.>),
3.30 (g, 2H, Jenz,ciznn = 5.3 Hz, NH-CH,), 3.08 (t, 2H, Jerz,chz = 5.2 Hz, CHo-NH,).

13C-NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 157 (C=0), 144.0 (2C, C-1a-Fmoc, C-8a-Fmoc), 141.4 (2C, C-4a-
Fmoc, C-5a-Fmoc), 127.8 (2C, C-3-Fmoc, C-6-Fmoc), 127.2 (2C, C-2-Fmoc, C-7-Fmoc), 125.2 (2C, C-1-
Fmoc, C-8-Fmoc), 120.0 (2C, C-4-Fmoc, C-5-Fmoc), 70.3, 70.2, 70.0 (3C, O-CH,-CH,-O, NH-CH,-CH,),
66.8 (CH2-CH2-NH3), 66.7 (CH2-Fmoc), 47.3 (C-9-Fmoc), 40.8 (NH-CH,), 39.5 (CH2-NHs).
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5.4 Synthese der MUCL1 Glycopeptid-Vakzine

5.4.1 Standardprotokoll der Festphasenglycopeptidsynthese

Die Synthese der Peptide und Glycopeptide erfolgte (halb)automatisiert mittels eines
Peptidsynthesizers (Perkin Elmer ABI 433A der Firma Applied Biosystems, Carlsbad, USA oder CS136XT
der Firma CS Bio Co., Menlo Park, USA). Die Synthese der Peptide erfolgte an fester Phase am
C-Terminus beginnend gemal’ dem Fmoc-Standardprotokoll. Die GréRen der Ansatze lagen zwischen
0.1 mmol und 0.2 mmol und werden an entsprechender Stelle angegeben. Die verwendeten Harze sind
hauptsachlich mit den entsprechenden Aminosauren vorbeladene Tentagel®-Harze und wurden von
der Firma Rapp Polymere (Tubingen, Deutschland) bezogen. Die fir die Synthese bendtigten Fmoc-
Aminosauren wurden von der Firma Orpegen Pharma (Heidelberg, Deutschland) erworben. Sie
verfliigen Uber einen freien C-Terminus und tragen ggf. eine saurelabile Schutzgruppe an den
funktionellen Gruppen der Seitenketten. Folgende kommerzielle Aminosduren kamen zum Einsatz:
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-
Glu(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-
Lys(Fmoc)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-
OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH und Fmoc-Val-OH.

Im ersten Schritt erfolgt die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit 20%iger Piperidin-Losung in
N-Methylpyrrolidon (NMP) viermal mit je 7.5 min. Fiir die Kupplung wurden 10 Aquivalente der Fmoc-
geschiitzen Aminosdure, gelost in NMP, eingesetzt, wobei die Kupplungszeit je nach Peptid 20 bis
40 min betrug. Fiir die Kupplungsreaktionen wurden die Kupplungsreagenzien HBTU (2-(1H-benzo-
triazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat), HOBt (1-Hydroxybenzotriazol) (jeweils
10 Aquivalente bezogen auf den Peptidansatz) sowie DIPEA (17.5 Aq.) als Base in NMP in den Reaktor
gepumpt. Die Kupplung der Glycosylaminosauren sowie die der Spacer-Aminosauren erfolgte manuell
im Reaktor des Synthesizers unter gedanderten Kupplungsbedingungen. Als Kupplungsreagenz wurde
hier eine Mischung aus HATU ([O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexafluor-
phosphat]), HOAt (1-Hydroxy-7-azabenzotriazol) und N-Methylmorpholin (NMM) in Dimethyl-
formamid (DMF) verwendet (die Mengen sind an entsprechender Stelle angegeben). Mit einer Spritze
wurde die Reaktionslosung in das Reaktionsgefal} des Synthesizers (iberfiihrt und das Gemisch 4 bis
8 h bei den Glycosyl-Aminoséduren (1.1 bis 2.0 Aq.) beziehungsweise 4 h bei den Spacer-Aminosduren
(4.0 Aq.) geschiittelt. Die Kupplungen der Glycosyl-Aminosauren wurden teilweise als Doppelkupplung
durchgefiihrt, wobei in der Regel die Kupplungszeit dadurch verkirzt wurde. Die Kupplungen der

Fmoc-Aminosauren, die direkt nach den speziellen Bausteinen, wie den Glycosyl-Aminosauren, folgen,
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wurden in einer Doppelkupplung ohne zwischenzeitliches Capping durchgefiihrt. Nach Beendigung der
Kupplungsreaktion wurden im dritten und letzten Schritt noch freie Aminogruppen acetyliert um
Fehlsequenzen zu verhindern. Dies geschieht ebenfalls automatisiert einmal 9.5 min mit Capping-
Reagenz, das aus Essigsdureanhydrid (9.5 ml), DIPEA (4.5 ml), HOBt (0.4 g) in NMP (200 ml) besteht.

Zwischen den einzelnen Schritten wurde mehrmals mit Dichlormethan und NMP gewaschen.

Zur Abspaltung des Peptids vom Harz und der saurelabilen Schutzgruppen wurde das Harz in einen
Merrifield-Reaktor Gberfihrt und mit einer Abspaltlésung behandelt, die aus 10 ml Trifluoressigsaure,
1 ml entionisiertem Wasser und 1 ml Triisopropylsilan bestand. Nach 2.5 h Schiitteln wurde durch eine
Glasfritte filtriert und der Riickstand zweimal je 30 min mit ca. 10 ml Trifluoressigsaure geschiittelt und
mit Wasser gewaschen. Die Filtrate wurden mit 20 ml Toluol versetzt und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wurde mehrmals mit Toluol kodestilliert, bevor mit Wasser versetzt und lyophilisiert wurde.

Die Reinigung der Peptide erfolgte stets durch semipraparative HPLC.

5.4.2 Synthese des unglycosylierten MUC1-Peptids

N-(12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl)-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-
L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-L-threonyl-L-
alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanin (68)

iy LA M% P L AL S s AL A,

COOH
HN

HN)\NHZ

H.N(CH,CH,0);CH,CH,CONH-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-
Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-OH

Die Peptidsynthese erfolgte im Peptidsynthesizer CS136XT von CS Bio Co. nach dem Fmoc-
Standardprotokoll (siehe Kapitel 5.4.1) ausgehend von einem mit Fmoc-Ala-O-Trt beladenem Tentagel-
Harz (588 mg, 0.1 mmol, Beladung: 0.17 mmol/g, Rapp Polymere GmbH, Tiibingen). Die Kupplungen
der Aminosduren erfolgten automatisiert im Reaktor des Synthesizers. Die Anbindung des Spacer-
Bausteins erfolgte in 4h in einer einfachen Kupplung mit einem 2-fachen Uberschuss bezogen auf den
Peptidansatz. Dazu wurde der Spacer 49 (88.7 mg, 0.20 mmol, 2.0 Aq.) zusammen mit HATU (91.2 mg,
0.12 mmol, 1.2 Aqg.), HOAt (32.7 mg, 0.12 mmol, 1.2 Aq.) und NMM (55.0 pl, 0.25 mmol, 2.5 Aq.) in
5 ml NMP gel6st. Nach erfolgter Synthese wurde das Peptid unter gleichzeitiger Entfernung aller

saurelabilen Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz in einem
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Merrifield-Glasreaktor Gberfihrt und 2.5 h in einer Suspension aus 10 ml Trifluoressigsaure, 1 ml
Wasser und 1ml Triisopropylsilan auf einer Schittelplatte geschwenkt. Nach Filtration der
zweiphasigen Losung durch die Glasfritte wurde noch zweimal je 30 min mit Trifluoressigsaure (10 ml)
geschittelt. Das vereinigte Filtrat wurde mit 30 ml Toluol verdiinnt und mehrmals kodestilliert, um die
Trifluoressigsdure am Rotationsdampfer zu entfernen. Der Rickstand wurde durch semipraparative
RP-HPLC gereinigt und anschlieBend lyophilisiert (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient:
Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 45 min (0:100), Flow
18.9 ml/min).

Ausbeute: 150 mg (0.066 mmol, 66%), farbloses Lyophilisat.

Rt = 15.6 min (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min
(95:5) 2 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 45 min (0:100), Flow 18.9 ml/min).

Co7H156N28034 (M = 2258.46 g/mol) [2257.13].

ESI-MS (positiv), m/z: 1141.07 ([M+H+Na]%, ber. 1141.07).

MALDI-TOF-MS (Sinapinsaure, positiv), m/z = 2259.08 (MH*).

H-NMR (600 MHz, D0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 8.59 (d, 1H, Juess = 1.5 Hz, He), 7.29 (s, 1H,
Hs), 4.71 — 4.66 (M, 3H, Dy {4.70}, P {4.68}, Ha {4.67}), 4.62 — 4.52 (m, 4H, Rq {4.61}, 3 X A, {4.58, 4.56,
4.54}), 4.50 (t, 1H, Jsa,sp = 5.4 Hz, Sa#t2), 4.42 (t, 1H, Jso,sp = 5.4 Hz, So#2), 4.43 — 4.16 (m, 14H, 5 x P, {4.40
-4.32},3 x Ta {4.38, 4.34,4.29}, 2 X Aq {4.28, 4.22}, 3 x Tg {4.24 - 4.14}, V,, {4.19}), 4.00 — 3.88 (m, 5H, 2
X Gaz, 2 X Gq2 {3.99, 3.97, 3.94, 3.91}, Sp1#2 {3.89}), 3.85 —3.68 (m, 13H, 3 x Ps {3.83 —3.73}, Spa#2 {3.84]},
Sg#1 {3.80}, 3-CH,-Spacer {3.75}, 11-CH,-Spacer {t, 2H, J11.cuz 12.c12 = 5.2 Hz}), 3.65 — 3.50 (m, 14H, CH,-
CHa-Spacer {s, 3.66}, CH,-CHa-Spacer {s, 3.64}, 3 x P5 {3.67 —3.56}), 3.27 (dd, 1h, Jugzup1 = 15.5 Hz, Jug v
= 6.0 Hz, Hga), 3.22 —3.13 (m, 5H, Hpi, Rs, 12-CH,-Spacer), 2.92 (dd, 1H, Jog1op2 = 17.1 Hz, Jop1,pa = 6.3 Hz,
D), 2.84 (dd, 1H, Jop2,0p1 = 17.0 Hz, Jopz,pa = 7.2 Hz, Dg2), 2.73 (dt, 1H, Jo-chzas.crz = 6.5 Hz, Ja-crza2-chab =
16.3 Hz, 2-CHaa-Spacer), 2.64 (dt, 1H, Ja.cians.crz = 6.0 Hz, Ja.caba.crza = 16.3 Hz, 2-CHap-Spacer), 2.36 —
2.19 (m, 6H, 6 x Pg1), 2.11 — 1.81 (m, 20H, Vg {2.06}, 6 x Pgz {1.96 — 1.77}, 6 x P, {2.04 — 1.91}, R, {1.80}),
1.74—-1.60 (m, 3H, R, {1.67 — 1.60}, Re, {1.72}), 1.38 (d, 3H, Jagaa = 7.4 Hz, Ag), 1.34 — 1.30 (m, 12H, 4 x
Ag), 1.18 = 1.14 (m, 9H, 3 x Ty), 0.92 (d, 3H, Jws = 5.3 Hz, V), 0.91 (d, 3H, Jyyvs = 5.3 Hz, V).

3C-NMR (151 MHz, D,0, HSQC, HMBC), & (ppm) = 176.8, 175.0, 174.9, 174.4, 174.3, 174.0, 173.8,
173.7,173.5,173.1, 172.9, 172.6, 172.3, 172.2, 172.0, 171.5, 171.5, 171.4, 171.2, 171.1, 171.1, 170.8,
163.1, 162.9 (24C, C=0), 156.7 (R¢), 133.5 (He), 128.3 (H,), 117.3 (Hs), 69.6, 69.6, 69.5, 69.5 (4C, 4 x
CH,0-Spacer), 67.1, 67.1, 67.0 (3C, 3 x Tg), 66.4 (11-CH,-Spacer), 66.1 (3-CH,-Spacer), 61.2 (Sg#2), 61.1
(Se#1), 60.8, 60.6, 60.2, 60.1, 60.0 (5C, 5 X Pq), 59.5 (Va), 59.0, 58.9, 58.8 (3C, 3 x Ta), 58.7 (Ps), 55.6
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(Sa#1), 55.2 (Sa##2), 52.3 (Ha), 51.2 (Ra), 50.2 (Do), 49.7, 48.9, 48.1 (3C, 3 x Ad), 47.9, 47.9, 47.8, 47.8,
47.7,47.7 (8C, 6 x Ps, 2 x Aq), 42.4, 42.3 (2C, 2 x Gg), 40.5 (Rs), 39.1 (12-CH»-Spacer), 35.2 (Dg), 34.1 (2-
CHz-Spacer), 30.1 (Vg), 29.7, 29.4, 29.3, 29.3, 29.2, 28.1 (6C, 6 x Pg), 27.5 (Rp), 26.2 (Hg), 24.8,24.7, 24.7,
24.6, 244 (6C, 6 x Py), 24.0 (R), 18.9, 18.8, 18.7 (3C, 3 x T,), 18.4, 17.6 (2C, 2 x V,), 16.3, 16.2, 15.4,
15.4, 15.1 (5C, 5 x Ag).

5.5 Synthesen der MUC1-Antitumor-Vakzine

5.5.1 Synthese der 2,3-ST-Antigen-enthaltenen Vakzine

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-
alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-
acetamido-4,6-di-O-acetyl-2-desoxy-3-0-[2,4-di-O-acetyl-6-0-benzyl-3-O-{benzyl-(5-acetamido-
4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-B-p-galactopyranosyl)]-a-

D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanin (69)

OAc
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NH,-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(Bn,Acs-2,3-ST)-

1) é

Ala-Pro-Pro-Ala-OH

Die Glycopeptidsynthese erfolgte im Peptidsynthesizer Perkin Elmer ABI 433A der Firma Applied
Biosystems nach dem Fmoc-Standardprotokoll (siehe Kapitel 5.4.1) ausgehend von einem mit Fmoc-
Ala-O-Trt beladenem Tentagel-Harz (666.6 mg, 0.1 mmol, Beladung: 0.15 mmol/g, Rapp Polymere
GmbH, Tiibingen). Die Kupplungen der glycosylierten Aminosaure 2,3-ST 42 und des TEG-Spacers 49
erfolgten manuell im Reaktor des Synthesizers, zu dem die zuvor angesetzte Reaktionslésung mittels
einer Spritze hinzugefiigt wurde. Die Anbindung des 2,3-ST-Threonin-Bausteins 42 erfolgte in einer
Doppelkupplung. Dazu wurde in einer ersten Kupplung 42 (151.4 mg, 0.10 mmol, 1.0 Aq.) zusammen
mit HATU (45.6 mg, 0.12 mmol, 1.2 Aq.), HOAt (16.4 mg, 0.12 mmol, 1.2 Ag.) und NMM (27.5 ul,
0.25 mmol, 2.5 Aqg.) in 4 ml NMP geldst und in eine Kartusche {berfiihrt. Die Reaktionslésung wurde
anschlieRend in den Reaktor gepumpt und 8 h im Peptidsynthesizer geschittelt. Nach einigen
Waschschritten und ohne Capping oder Fmoc-Abspaltung wurde erneut 2,3-ST-Threonin 42 gekuppelt,
mit 0.5 Aqg. des Glycosylthreonin-Bausteins und der angepassten Menge an Kupplungsreagenzien in

weiteren 6 h. Die Kupplung der der Glycosylaminosdure nachfolgenden Aminosdure Serin wurde
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vollautomatisiert als Doppelkupplungen durchgefiihrt. Der Spacer 49 wurde fiir die Kupplung in einem
zweifachen Uberschuss eingesetzt mit einer Reaktionslésung aus dem Spacer 49 (88.7 mg, 0.20 mmol,
2.0 Ag.), HATU (91.2 mg, 0.24 mmol, 2.4 Aq.), HOAt (32.7 mg, 0.24 mmol, 2.4 Ag.) und NMM (55 pl,
5.00 mmol, 5.0 Aq.) in 4 mlI NMP.

Nach erfolgter Synthese wurde das Peptid unter gleichzeitiger Entfernung aller saurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz in einem Merrifield-
Glasreaktor tGberfiihrt und 2.5 hin einer Suspension aus 10 ml Trifluoressigsdaure, 1 ml Wasser und 1 ml
Triisopropylsilan auf einer Schittelplatte geschwenkt. Nach Filtration der zweiphasigen Losung durch
die Glasfritte wurde noch zweimal je 30 min mit Trifluoressigsdure (10 ml) geschiittelt. Das vereinigte
Filtrat wurde mit 30 ml Toluol verdiinnt und mehrmals kodestilliert, um die Trifluoressigsdure am
Rotationsdampfer zu entfernen. Der Riickstand wurde durch semipraparative RP-HPLC gereinigt und
anschlieBend lyophilisiert (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 %
TFA, 0 min (95:5) = 30 min (60:40) = 40 min (0:100) = 67 min (0:100), Flow 10.0 ml/min).

Ausbeute: 210 mg (61.3 umol, 61 %), farbloses Lyophilisat. Das Peptid lag zusatzlich teilweise mehrfach
deacetyliert vor.

Rt = 23.0 min (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, O min
(95:5) = 30 min (60:40) = 40 min (0:100) = 67 min (0:100), Flow 10.0 ml/min).

C152H224N30060 (M = 3431.57 g/mol) [3429.54].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1694.7744 ([M+2H-OAc]%, ber. 1694.7724), 1.8 ppm.

MALDI-TOF-MS (Sinapinsaure, positiv), m/z = 3431.15.

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-N-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-
alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-
acetamido-2-desoxy-3-0-[3-0-{(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-$-

D-gaIactopyranosyl]-a-D-gaIactopyranosyl)-L-threonyI-L-aIanyI-L-pronI-L-pronI-L—aIanin (70)
HzN/\/O\AO/\/OW(%T Jk é %K/ JL /(W Jk j /LWN Wjﬁ(qfr’“&k JN/\WNJk %NJCLNJZCLNJ\WOH

"o

NH,-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(2,3-ST)-Ala-Pro-
Pro-Ala-OH
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Zur Entfernung der Benzyl-Schutzgruppen wurde hydriert. Dazu wird das vollgeschitzte Glycopeptid
69 (210.0 mg, 61.2 umol) in Methanol (30 ml) gelost. Der Reaktionskolben wurde dreimal abwechselnd
evakuiert und mit Argon geflutet. AnschlieRend wurde die Losung mit 2 Mikrospatelspitzen (ca. 10 mg)
Palladiumacetat (Pd(OAc),) versetzt und Argon durch Wasserstoff ersetzt. Der Reaktionsfortschritt
wurde durch analytische HPLC kontrolliert. Nachdem 6 h bei Raumtemperatur unter Wasserstoff-
Atmosphare geriihrt wurde, wurde die Suspension Uber Hyflo® filtriert und mit reichlich Methanol
(>100 ml) nachgespiilt. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck
entfernt. Zur Deacetylierung wurde der Riickstand in wassriger Natriumhydroxid-Losung (pH 11.5)
aufgenommen und 5 d geriihrt, wobei der pH-Wert der Reaktionslésung mehrmals durch Zugabe
weiterer Natronlauge nachreguliert wurde. Nach Neutralisation mit Essigsaure wurde lyophilisiert und
das erhaltene Rohprodukt durch semipraparative HPLC gereinigt (prap. Luna C18(2) von Phenomenex,
Wasser/MeCN, Gradient: 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (75:25) = 45 min (10:90) = 60 min
(10:90), Flow 15.0 ml/min).

Ausbeute: 17.6 mg (6.04 umol, 10 %), farbloses Lyophilisat.

Rt = 7.57 min (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Losungsmittel: Wasser/MeCN, Gradient: 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (75:25) = 45 min (10:90) = 60 min (10:90), Flow 15.0 ml/min).
C122H196N300s, (M = 2915.07 g/mol) [2913.36].

ESI-MS (positiv), m/z: 1458.24 ([M+2H]%, ber. 1458.24).

Drehwert: [a]p?® = -54.3 (c = 0.226, MeOH).

'H-NMR (600 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 8.53 (s, 1H, H¢), 7.28 (s, 1H, Hs), 4.91 (d, 1H,
Juimz = 3.2 Hz, H-1), 4.70 — 4.54 (m, 7H, Ha {4.66}, Sa {4.64}, 3 x Aq {4.58, 4.52, 4.52), Ra{4.57}, Do {4.59},
To 1n {4.54}), 4.43 —4.30 (M, 10H, H-2’ {4.45}, 6 X Po, Tg {4.34},54{4.42, tin m, Jsosg = 5.4 Hz}, T, {4.38}),
4.40 — 4.30 (m, 8H, Tg {4.34}, 6 X Po {4.39 — 4.29}, T, {4.28}), 4.28 — 4.13 (m, 6H, V4 {4.19}, To {4.19}, Aq
{4.22}, Tg {4.22}, Ts {4.19}, H-2 {4.22}), 4.07 — 3.65 (M, 36H, Aq {4.07}, 2 X Ga1 + 2 X Ga2 {3.99, 3.96, 3.92,
3.89}, Sg{3.80}, Sp{3.88}, 6 x P5s {3.81 —3.72}, 3-CH,-Spacer {3.72}, 11-CH,-Spacer {3.72}, H-5 {3.85}, H-3
{3.98}, H-6, {3.69}, H-5’ {3.84}, H-6".5{3.69}, H-9", {3.80}, H-4” {3.63}, H6"” {3.71}, H-5" {4.01}, H-4
{3.88}, H-4’ {3.85}, H-6,,{3.69}), 3.67 (s, 4H, CH,-CH,-Spacer), 3.64 (s, 4H, CH,-CH,-Spacer), 3.62 — 3.38
(m, 11H, 3 x P5{3.64 — 3.52}, H-3’ {3.56}, H-2" {3.48}, H-9";, {3.60}, H-7" {3.58}, H-8" {3.54}), 3.27 - 3.13
(m, 6H, Hpa {3.26}, Hp1 {3.17}, Rs {3.18}, 12-CH,-Spacer {3.17}), 2.78 —2.51 (m, 5H, Dg1 {2.71}, D {2.65},
2-CH,-Spacer, H-3¢4"” {2.71}), 2.37 - 2.16 (m, 6H, 6 x Pg1), 2.14 — 1.60 (m, 33H, Vp {2.07}, Rp1 {1.80}, Rg2
{1.73}, R, {1.65}, Rp1{1.80}, R, {1.73}, 6 x Pg; {1.98 — 1.79}, 6 x P, {2.07 — 1.88}, H-3.,” {1.73}, 3 x AcNH
(CHs)), 1.38-1.25 (m, 15H, 5 x Ag), 1.23 (d, 3H, Jr, 1 = 7.6 Hz, T,), 1.17 (d, 3H, Jr,7¢ = 6.4 Hz, T,), 1.15 (d,
3H, Jry18 = 6.3 Hz, T), 0.92 (d, 3H, Jiy,p = 6.6 Hz, V,), 0.90 (d, 3H, Jwp = 6.6 Hz, V).
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3C.NMR (151 MHz, D,0, HSQC, HMBC), & (ppm) = 174.9, 174.4, 173.9, 173.6, 173.1, 173.0, 172.9,
172.4,172.2,172.0,171.6,171.4,171.4,170.8, 170.7, 170.7 (27C, 27 x CO), 156.8 (R¢), 133.7 (H), 127.2
(H,), 117.5 (Hs), 104.7 (C-1’), 98.9 (C-1), 75.9 (Tgra), 75.6 (C-5"), 75.0 (C-7"), 72.7 (C-4'), 72.5 (C-3'), 72.0
(C-5), 71.0 (C-3), 70.6 (C-8"), 69.6, 69.6, 69.5, 69.5 (4C, 2 x CH-CH,-Spacer), 68.9 (C-6"), 68.6 (C-2'),
68.4 (C-5'), 68.1 (C-4"), 67.3 (C-4), 67.1 (Tg), 66.9 (Tp), 66.4 (3-CH,-Spacer), 66.1 (11-CH,-Spacer), 62.5
(C-9"), 61.5 (Sg), 61.4 (C-6'), 61.4 (C-6), 61.0 (Sg), 60.6, 60.5, 60.5 (3C, 3 x Pa), 60.5 (T4), 60.1, 60.0 (2C,
2 X Pa), 59.6 (Va), 58.9 (Ta), 58.5 (Ta), 57.1 (Tamn), 55.2 (2C, 2 X Sat), 52.5 (Ha), 51.4, 51.4 (Rq + D), 49.8,
49.7 (2C, C-2 + Aq), 48.1, 47.9, 47.9, 47.8, 47.7, 47.5, 47.4, 46.7 (10C, 4 X Aq + 6 X Ps), 42.3 (2C, 2 x Ga),
40.6 (C-3"), 39.8 (Rs), 39.1 (12-CH,-Spacer), 34.1 (2C, Dg + 2-CHx-Spacer), 30.1 (Vg), 29.7, 29.3, 29.2,
28.1 (6C, 6 x Pg), 27.3 (Rg), 26.5 (Hg), 24.8, 24.7, 24.7, 24.6, 24.4 (6C, 6 x P,), 24.0 (R,), 22.5, 22.4, 22.0
(3C, 3 x CH; (AcNH)), 18.8, 18.7, 18.5 (3C, 3 x T,), 18.4 (V,), 17.6 (V,), 16.3, 16.2, 15.5, 15.3, 15.1 (5 x
Ag).

12-[N-(2-Ethoxy-3,4-dioxo-cyclobutenyl]-amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-0-[3-O-{(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-
galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-B-p-galactopyranosyl]-a-b-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-

L-prolyl-L-prolyl-L-alanin (71)
o vk@;i%&&».g;
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EtO-Squarat-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(2,3-ST)-
Ala-Pro-Pro-Ala-OH

Zu einer Lésung des Glycopeptids 70 (15.6 mg, 5.35 umol, 1.0 Aq) in 4.0 ml eines Ethanol/Wasser-
Gemisches (1:1) wurde 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion (0.88 pl, 5.98 umol, 1.1 Aq.) gegeben.
AnschliefRend wurde gesattigte Natriumcarbonat-Losung zugesetzt, bis ein pH-Wert von 8 eingestellt
wurde (ca. 12 pl). Die Reaktionslésung wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieend mit 30 pl
verdinnter Essigsdure (1IN) neutralisiert. Nach Entfernen des Ethanols wurde lyophilisiert. Das
Rohprodukt wurde durch semiprédparative RP-HPLC gereinigt (prdp. Luna C18(2) von Phenomenex,
Wasser/MeCN, Gradient: 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 35 min (60:40) = 45 min (10:90) = 80 min
(10:90), Flow 10.0 ml/min).

Ausbeute: 6.9 mg (2.27 umol, 42 %), farbloses Lyophilisat.
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Rt = 26.12 min (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Losungsmittel: Wasser/MeCN, Gradient: 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) = 35 min (60:40) = 45 min (10:90) = 80 min (10:90), Flow 10.0 ml/min).
C128H200N300s5 (M = 3039.16 g/mol) [3037.38].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1520.2054 ([M+2H]**, ber. 1520.1908).

Konjugation von Tetanus-Toxoid (TTox) mit 12-[N-(2-Ethoxy-3,4-dioxo-cyclobutenyl]-amino-4,7,10-
trioxa-dodecanoyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-
aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-2-desoxy-3-O-
[3-0-{(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-B-b-galactopyranosyl]-a-p-

galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanin (72)
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TTox-(Squarat-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(2,3-
ST)-Ala-Pro-Pro-Ala-OH),

In einer Natriumhydrogenphosphat-Pufferlosung (130 mg Na;HPO4 x 7 H,0 in 2 ml Wasser) von pH 9.5
wurde Tetanus-Toxoid (TTox) (2.00 mg, 0.013 pmol, 1 Aq.) und Glycopeptid-Quadratsidure-Konjugat 71
(3.16 mg, 1.040 pumol, 80 Aq.) geldst. Die Mischung wurde 4 d bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieRend in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 kDa) Uberfihrt, um Salze und nicht
gebundenes Glycopeptid zu entfernen. Der Fortschritt der Filtration wird durch Uberpriifung des pH-
Werts des Filtrats beobachtet. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 ml entionisiertem Wasser
filtriert, bis das Filtrat neutral war. Nach Gefriertrocknung des Uberstands wurden 4.90 mg TTox-

Konjugat erhalten.

Ausbeute: 4.90 mg, farbloses Lyophilisat.

Konjugation von Rinderserumalbumin (BSA) mit 12-[N-(2-Ethoxy-3,4-dioxo-cyclobutenyl]-amino-
4,7,10-trioxa-dodecanoyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-2-
desoxy-3-0-[3-0-{(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-2-nonulopyranosyl)onat}-B-bp-

galactopyranosyl]-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanin (73)
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BSA-(Squarat-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(2,3-

COOH
HN NHQ Ho XM Ho OH
AcHN g §
AcHN

ST)-Ala-Pro-Pro-Ala-OH),

In einer Natriumhydrogenphosphat-Pufferlosung (130 mg Na;HPO4 x 7 H,0 in 2 ml Wasser) von pH 9.5
wurde Rinderserumalbumin (BSA) (1.50 mg, 0.023 umol, 1 Aqg.) und Glycopeptid-Quadratsiure-
Konjugat 71 (2.40 mg, 0.790 umol, 35 Aq.) gelést. Die Mischung wurde 4 d bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieBend in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 kDa) Gberfiihrt, um Salze und
nicht gebundenes Glycopeptid zu entfernen. Der Fortschritt der Filtration wird durch Uberpriifung des
pH-Werts des Filtrats beobachtet. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 ml entionisiertem Wasser
filtriert, bis das Filtrat neutral war. Nach Gefriertrocknung des Uberstands wurden 0.79 mg BSA-

Konjugat erhalten.

Ausbeute: 0.79 mg, farbloses Lyophilisat.

5.5.2 Synthese der mannosylierten Vakzine

Harzbeladung mit FmocHN-DEG-NH, 54[°>1%41 (75) Fm°°“”\/\o/vo\/0|\u O .
O Harz

In einem Festphasen-Reaktor wurde 2-Chlortritylchlorid-Harz 74 (1.0 g, 1.6 mmol, Beladung:
1.6 mmol/g) in 30 ml Dichlormethan suspendiert, 10 min geschuttelt und anschlieRend filtriert. Zum
Harz wurde nun eine L&sung aus mono-Fmoc-geschiitztem Diamin 54 (0.74 g, 2.0 mmol, 1.25 Aq.) und
Diisopropylethylamin (DIPEA) (340 pl, 2.0 mmol, 1.25 Aq.), geldst in 15 ml Dichlormethan, hinzugefiigt.
Es wurde 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt, bevor erneut filtriert und das Harz zweimal jeweils
2 min mit Dimethylformamid (DMF) gewaschen wurde. Dann wurde 8 ml Dichlormethan (DCM), 2 ml
Methanol und 0.3 ml DIPEA zugegeben und 10 min geschiittelt, um nicht umgesetzte
2-Chlortritylchlorid-Gruppen zu methoxylieren. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Das Harz
wurde nachfolgend jeweils dreimal mit DCM, DMF und MeOH gewaschen und im Hochvakuum tber
Nacht getrocknet. Die Messung der resultierenden Harz-Beladung erfolgte photometrisch?®”’ und
ergab 0.41 mmol/g. Hierzu wurden 10 mg des Harzes in einem Eppendorf-GefaR abgewogen und mit
800 ul DMF versetzt. Nach 15 min Quell-Zeit wurde 200 ul Piperidin hinzugefligt und kurz kraftig

geschittelt. Nach weiteren 15 min wird 100 ul der L6sung entnommen, mit 900 ul DMF verdiinnt und
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in eine 1 cm dicke Quarz-Klvette Uberfiihrt. Die Absorption wurde bei 301 nm gegen DMF als
Blindprobe bestimmt.

Berechnung: L = Abssoinm X V X d)/(Ec X w X M); Absso1nm = Absorption bei 301 nm, V = Volumen der
Abspaltlésung = 1 ml, d = Verdiinnung = 10, E. = Extinktionskoeffizient = 7800 ml/mmol*cm, w = Dicke

der Kivette = 1 cm, M = Gewicht der Harzprobe = 10 mg.

Ausbeute: 1.27 g, hellgelbe Kiigelchen.

Beladung: 0.41 mmol/g (photometrisch).[2%”!

1,2,3,4,6-Penta-0-acetyl-a-D-mannopyranose!?*®! (77) gﬁ
AcO (0]
AcO

OAc
D-Mannose 76 (5.0 g, 27.75 mmol) wurde bei 0°C in Essigsdureanhydrid (75 ml) gelost und katalytische

Mengen an 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) und Pyridin (100 ml) wurden hinzugefiigt. Die Losung
wurde Uber Nacht (17 h) geriihrt, wahrend langsam auf Raumtemperatur erwarmt wurde. Nach
Kodestillation mit Toluol (3 x 100 ml) wurde der Riickstand in 200 ml Ethylacetat aufgenommen und
mit 1N Salzsdure (2 x 70 ml), Wasser (1 x 70 ml), geséattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (2 x
70 ml) und gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die wassrigen Phasen wurden vereinigt und
mit Ethylacetat (1 x 100 ml) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tGber Magnesium-
sulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Aufgrund ausreichender Reinheit und ausschlieRlich

a-selektiver Umsetzung wurde das Produkt ohne weitere Reinigung in die nachste Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 10.83 g (27.75 mmol, quant.), schwach gelbe, hochviskose Fliissigkeit bei Raumtemperatur.
R¢ = 0.43 (c-Hex/EE, 2:1).

Ci6H2,011 (M =390.34 g/mol) [390.12].

Drehwert: [a]p?® = +36.3 (c = 1.0, Chloroform).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 413.1057 ([M+Na]*, ber. 413.1060).

H-NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm) = 6.05 (d, 1H, Juin2 = 1.6 Hz, H-1), 5.33 — 5.30 (m, 2H, H-3, H-4),
5.26 —5.19 (m, 1H, H-2), 4.25 (dd, Jusa b = 12.4 Hz, Juea s = 4.8 Hz, 1H, H-6a), 4.10 — 4.05 (m, 1H, H-6b),
4.04 - 3.99 (m, 1H, H-5), 2.15 (s, 3H, OAc), 2.14 (s, 3H, OAc), 2.06 (s, 3H, OAc), 2.02 (s, 3H, OAc), 1.97
(s, 3H, OAc).

13C-NMR (101 MHz, CDCl;), 6 (ppm) = 170.6, 169.9, 169.7, 169.5, 168.0 (5 x COCHs), 90.5 (C-1), 70.5
(C-5), 68.7 (C-3), 68.3 (C-2), 65.5 (C-4), 62.0 (C-6), 20.8, 20.7, 20.7, 20.6, 20.6 (5 x COCH3).
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2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannosylglycolsiure!?°7:2%81 (79) OAc
AcO 0
ACO&L' o
o\)LOH

Die peracetylierte Mannose 77 (3.00 g, 7.69 mmol, 1.0 Aq.) und Glycolsiure 78
(0.70 g, 9.22 mmol, 1.2 Ag., 30 min im Hochvakuum vorgetrocknet) wurden mit 60 ml absol.
Dichlormethan versetzt und 10 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde mit einem
Kryostaten auf 5 °C heruntergekiihlt und tropfenweise mit Bortrifluorid-Diethyletherat (BFs-OEt;)
(12.18 ml, 46.12 mmol, 5.0 Aq., 48%ige Lésung) versetzt und bei dieser Temperatur weitergeriihrt. Da
aufgrund diinnschichtchromatischer Reaktionskontrolle nach 18 h Reaktionszeit noch Edukt zu sehen
war, wurde weitere Glycolsiure (0.10 g; insg. 0.80 g, 10.52 mmol, 1.4 Aqg.) und weiteres Bortrifluorid-
Etherat (6.09 ml; insg. 18.27 ml, 69.17 mmol, 7.5 Aq.) dazu gegeben. Nach insgesamt 21 h Reaktionszeit
wurde vorsichtig mit 50 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung versetzt, um das
Uberschiissige Bortrifluorid zu vernichten. Die organische Phase wurde mit ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Lésung (3 x 50 ml) extrahiert, um die nicht umgesetzte, in der organischen Phase |6sliche
peracetylierte Mannose 77 vom Produkt zu entfernen. Die vereinten wassrigen Extrakte wurden
anschlieRend mit verdiinnter Salzsdure (1:1) angesauert und mit Dichlormethan (3 x 50 ml) extrahiert.
Nach Trocknen liber Magnesiumsulfat wurde das Lésungsmittel im Rotationsdampfer entfernt und das

reine ausschlielRlich als a-Anomer entstandene Produkt gewonnen.

Ausbeute: 1.69 g (4.19 mmol, 54%), weilRer, amorpher Feststoff. Es konnten 0.94 g Edukt 77
rickisoliert werden.

Rf = 0.31 (EE/AcOH, 10:0.1).

Ci6H2:,012 (M = 406.34 g/mol) [406.11].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 429.1023 ([M+Na]*, ber. 429.1009).

Drehwert: [a]p?® = -56.3 (c = 1.0, DCM).

1H-NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) = 8.56 (s, 1H, COOH), 5.40 — 5.32 (m, 2H, H-2, H-3), 5.32 = 5.22 (m,
1H, H-4), 4.93 (d, 1H, Jurn2 = 1.5 Hz, H-1), 4.32 — 4.20 (m, 3H, CH,COOH, H-6a), 4.15 — 4.03 (m, 2H, H-5,
H-6b), 2.14 (s, 3H, OAc), 2.09 (s, 3H, OAc), 2.04 (s, 3H, OAc), 1.98 (s, 3H, OAc).

3C-NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm) = 173.3, 170.9, 170.0, 169.8 (4 x COCHs), 97.8 (C-1), 69.1 (C-5),
69.1 (C-3), 68.9 (C-2), 65.9 (C-4), 64.1 (CH,COOH), 62.4 (C-6), 20.8, 20.7, 20.7, 20.7 (4 x COCHs).
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N,N’-Bis-[0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannosyl)glycolyl])-L- . o&
ACcO H Q

lysyl-N"’-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan (81) oﬁ(”%uwo\/\o/\/’“’*z

I :

OAc
AAcé)O o 2/

NH

Die Synthese erfolgte in einem Peptidsynthesizer (CS136XT von oY

CS Bio Co.) nach dem Fmoc-Standardprotokoll (siehe Kapitel 3.3) ausgehend von einem mit FmocNH-
Diethylenglycol-NH>-beladenem Harz 75 (0.31g, 0.127 mmol Ansatz, Beladung: 0.41 mmol/g,
Synthese siehe oben). Als Lysin-Baustein wurde das kommerziell erhiltliche bis-Fmoc-geschitzte
L-Lysin 80 (750.8 mg, 1.3 mmol, 10 Aq.) verwendet. Die Kupplung des Mannose-Bausteins 79 erfolgte
manuell im Reaktor des Synthesizers, zu dem die zuvor angesetzte Reaktionsldsung mittels einer
Spritze hinzugefiigt wurde. Dazu wurden 232.0 mg (0.51 mmol, 4.0 Aq. insgesamt bzw. 2.0 Aq. pro
NH,-Gruppe) 79 zusammen mit HATU (232.0 mg, 0.61 mmol, 4.8 Aq.), HOAt (85.0 mg, 0.61 mmol,
4.8 Aq.) und NMM (139.7 pl, 1.27 mmol, 10.0 Ag.) in 4 ml N-Methyl-2-pyrrolidon geldst. Die
Kupplungszeit betrug 4 h. Im Anschluss an die Synthese wurde im Reaktor acetyliert, um nicht
umgesetzte Amino-Gruppen zu acetylieren. AnschlieRend wurde der bivalente-Mannose-Spacer 81
mit Trifluoressigsaure/Triisopropylsilan/Wasser (10:1:1) vom Harz abgespalten und der Rickstand
durch semipraparative RP-HPLC gereinigt und lyophilisiert (prap. Luna C18(2) von Phenomenex,
Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (0:100) = 45 min
(0:100), Flow 17.5 ml/min).

Ausbeute: 110.3 mg (0.10 mmol, 82%), farbloses Lyophilisat.

Rt = 13.51 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 20 min (0:100) = 25 min (0:100), Flow: 2.0 ml/min).

CasHesN4O2s (M = 1053.0310 g/mol) [1052.4173].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1053.4225 ([M+H]*, ber. 1053.4181).

Drehwert: [a]p?® = 17.4 (c = 0.1, H,0).

1H-NMR (400 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 5.43 — 5.39 (m, 2H, 2 x H-2), 5.36 (dd, 2H,
Juspz = 13.2 Hz, Juzpa = 3.3 Hz, 2 x H-3), 5.28 (td, 2H, Juapns = 9.9 Hz, Juaps = 3.6 Hz, 2 x H-4), 5.00 (d, 1H,
Juapa = 1.2 Hz, H-1), 4.99 (d, 1H, Jupmz = 1.2 Hz, H-1), 4.41 (dd, 2H, Jusansb = 12.6 Hz, Juans = 3.5 Hz, 2 x
H-6a), 4.30 (t, 1H, Jaxp = 4.4 Hz, Ka), 4.29 — 4.08 (m, 8H, 2 x H-5, 2 x H-6b {4.16}, 2 x O-CH,-CONH), 3.73
(t, 2H, Jena,ciz = 5.1 Hz, -CH2-CH2-NH3), 3.67 (s, 4H, O-CH,-CH,-0), 3.60 (t, 2H, Jeraca = 5.4 Hz, NH-CH,-
CHa), 3.39 (q, 2H, Jenz,crzmm = 5.2 Hz, NH-CH-CHs), 3.26 — 3.20 (m, 2H, K¢), 3.18 (t, 2H, Jerachz = 5.0 Hz,
CH>-NH,), 2.18,2.11, 2.08,2.01 (4 x s, 24H, 8 x CH3), 1.88 — 1.66 (m, 2H, Kp), 1.54 (p, 2H, Jkscy/ke = 7.2 Hz,
Ks), 1.44 —1.23 (m, 2H, K,).
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13C-NMR (101 MHz, D;0), & (ppm) = 173.8, 173.6, 173.0, 172.9, 172.9, 172.6, 171.0, 170.8 (11C, C=0),
97.7 (C-1), 97.5 (C-1), 69.6 (2C, O-CH,-CH»-0), 69.5 (2C, 2 x C-3), 69.1 (C-2), 69.0 (C-2), 68.8 (NH-CH,-
CH.), 68.6 (C-5), 68.6 (C-5), 66.4 (3C, O-CH»-CH2-NH,, 2 x O-CH,-CO), 65.5 (2C, C-4), 61.9 (2C, C-6), 53.6
(Ka), 39.1 (CH2-NH2), 38.9 (NH-CH>), 38.7 (K¢), 30.8 (Kg), 28.0 (Ks), 22.5 (Ky), 20.2 (2C, 2 x CH3), 20.1 (6C,
6 x CHs).

Ho— 10
N,N’-Bis-[O-(a-D-mannosyl)glycolyl]-L-lysyl-N’’-1,8-diamino-3,6- Hoﬁﬁ
[}
1 OH
dioxaoctan (82) o & H/
O/ﬁ(

Der geschiitzte di-Mannose-Spacer-Baustein 81 (37.2 mg, 35.42 pumol) wurde in 18 ml absolutem

[e]
HJ& A~ O~ NH;
YO o
o H H
NH
o

Methanol gel6dst und eine frisch hergestellte 2.5%ige Natriummethanolat-Losung in Methanol so lange
zugetropft, bis ein pH-Wert von 11 erreicht wurde. Der pH-Wert wurde mehrmals kontrolliert und ggf.
nachreguliert. Nach 2 d wurde die Reaktion durch Zugabe von Essigsdure neutralisiert und das Produkt
durch semipraparative HPLC isoliert (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit

je 0.1% TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 17.5 ml/min).

Ausbeute: 10.1 mg (14.09 umol, 40%), farbloses Lyophilisat.

Rt = 3.25 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 20 min (0:100) = 25 min (0:100), Flow 2.0 ml/min).

CasHs2N4017 (M = 716.74 g/mol) [716.33].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 717.3400 ([M+H]*, ber. 717.3335).

Drehwert: [a]p® =-57.3 (c = 0.1, H,0).

H-NMR (400 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 4.89 (d, 1H, Juys = 1.5 Hz, H-1), 4.88 (d, 1H,
Juaz = 1.6 Hz, H-1), 4.32 (dd, 1H, Jiakpi/kp2 = 8.4 Hz, 6.0 Hz, Ko), 4.29 — 4.06 (m, 4H, 2 x O-CH,-CO), 4.06
—4.01 (m, 2H, 2 x H-2), 3.90 — 3.84 (m, 4H, 2 x H-3 {3.88}, 2 x H-6,), 3.78 — 3.71 (m, 4H, CH2-CH-NH,,
2 x H-61), 3.70 (s, 4H, O-CH,-CH,-0), 3.67 — 3.57 (m, 6H, NH-CH,-CHa, 2 x H-4, 2 x H-5), 3.49 — 3.35 (m,
2H, NH-CHa), 3.25 (t, 2H, Jexs= 6.9 Hz, Ke), 3.23 — 3.18 (m, 2H, CH>-NH,), 1.88 — 1.66 (m, 2H, Kp), 1.55
(0, 2H, Jes ke = 7.3 Hz, Ks), 1.45 —1.22 (m, 2H, K,).

13C-NMR (101 MHz, D,0), & (ppm) = 173.9, 171.7, 171.5 (3C, C=0), 100.1 (C-1), 100.0 (C-1), 73.3 (C-5),
73.3 (C-5), 70.4 (2C, 2 x C-3), 69.8 (C-2), 69.7 (C-2), 69.6, 69.5 (2C, O-CH,-CH,-0), 68.8 (NH-CH,-CH,-0),
66.6, 66.6 (2C, 2 x C-4), 66.4 (0-CH,-CH,-NH;), 65.8 (O-CH,-CO), 65.6 (O-CH,-CO), 60.9 (C-6), 60.9 (C-6),
53.6 (Ka), 39.1 (CH2-NH;), 38.9 (NH-CH,), 38.7 (Kc), 30.9 (Kg), 28.1 (Ks), 22.4 (K,).
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Kupplung des Farbstoffs ,Sulfo-Cyanin 3 NHS-
Ester” an N,N’-Bis-[O-(a-D-mannosyl)glycolyl]-L-

lysyl-N"’-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan (83)

Die Kupplung des Farbstoffs wurde analog der empfohlenen Versuchsdurchfiihrung der Firma Atto-
Tec ausgefiihrt. Der deacetylierte di-Mannose-Spacer 82 (0.32 mg, 0.453 pmol, 1.0 Aq.) wurde in 400 pl
einer gepufferten, wassrigen Phosphat-Losung (PBS) geldst, die vorher mit geringen Mengen einer
NaHCOs/NaOH-Lésung auf pH 8.3 eingestellt wurde. Zu dieser Losung wurde der Farbstoff Sulfo-
Cyanin 3 NHS-Ester (0.50 mg, 0.680 umol, 1.5 Aq., Firma Lumiprobe), geldst in 40 pl Dimethylsulfoxid,
hinzugefligt und die Reaktionsldésung 45 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur geschittelt. Die
Abtrennung des Uberschissigen Farbstoffes erfolgte durch Gelfiltration. Dazu wurde eine Sephadex
G-25-Saule zunachst mit PBS vorequilibriert, bevor die Reaktionslésung aufgetragen und mit PBS
eluiert wurde. Mittels analytischer HPLC (Detektion bei 550 nm) wurde die Produktfraktion detektiert,

die dann fur folgende Zellversuche verwendet wurde.

Ausbeute: nicht bestimmt, violette Losung.

Rt = 7.24 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 20 min (0:100) = 25 min (0:100), Flow 2.0 ml/min). Detektion bei 550 nm.

CssHasNgNa024S; (M = 1337.45 g/mol) [1336.50].

HR-ESI-MS (positiv)/MALDI/FD: kein Ergebnis moéglich, Losung zu verdinnt.

N,N‘-Bis-[0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannosyl)glycolyl]-L-lysyl-N-(12-amino-4,7,10-trioxa-
dodecanoyl)-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-
L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-
D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-(8-amino-3,6-dioxa-
octanyl)-amid (84)

HNYNHQ
HN
OAc

COOH

NH
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(Man(Ac04)-0-CH,-CO),-Lys-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-
Ser(AcOsTn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-Spacer-NH,

Die Glycopeptidsynthese erfolgte im Peptidsynthesizer CS136XT von CS Bio Co. nach dem Fmoc-

Standardprotokoll (siehe Kapitel 5.4.1) ausgehend von einem mit O-Bis-(aminethyl)ethylenglycol-Trityl



5. Experimenteller Teil 175

beladenem Harz (317 mg, 0.2 mmol, Beladung: 0.63 mmol/g, O-Bis-(aminethyl)ethylenglycol-
Tritylharz, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA). Die Anbindung der ersten Aminosdure
(Fmoc-Ala-OH) erfolgte als Doppelkupplung im 10-fachem Uberschuss. Die Kupplungen der
glycosylierten Aminosaure, des TEG-Spacers 49 und des Mannose-Bausteins 79 erfolgten manuell im
Reaktor des Synthesizers, zu dem die zuvor angesetzte Reaktionslosung mittels einer Spritze
hinzugefiigt wurde. Die Kupplung des Tn-Serin-Bausteins 15 erfolgte in einer Doppelkupplung mit einer
Reaktionszeit von jeweils 4 h und einem 1.5-fachen Uberschuss bezogen auf den Peptidansatz. Dazu
wurde Tn-Serin 15 (196.6 mg, 0.30 mmol, 1.5 Aq.) zusammen mit HATU (136.7 mg, 0.36 mmol,
1.8 Aq.), HOAt (48.9 mg, 0.36 mmol, 1.8 Ag.) und NMM (82.3 ul, 0.75 mmol, 3.75 Aqg.) in 4 ml NMP
geldst. Der Fmoc-Spacer 49 wurde in einem vierfachen Uberschuss gekuppelt, in einer Reaktionsldsung
aus dem Spacer 49 (354.3 mg, 0.80 mmol, 4.0 Aq.), HATU (364.5 mg, 0.96 mmol, 4.8 Aq.), HOAt
(130.5 mg, 0.96 mmol, 4.8 Aq.) und NMM (219.6 pl, 2.00 mmol, 10 Ag.) in 4 ml NMP. Die Anbindung
des nachfolgenden Lysins erfolgte in einer Doppelkupplung mit jeweils 10-fachem Uberschuss. Die
Kupplung des Mannose-Bausteins 79 erfolgte im 4-fachen Uberschuss (324.6 mg, 0.80 mmol, 4.0 Aq.).
Dazu wurde 79 zusammen mit HATU (136.7 mg, 0.36 mmol, 1.8 Aq.), HOAt (48.9 mg, 0.36 mmol,
1.8 Ag.) und NMM (82.3 pl, 0.75 mmol, 3.75 Aq.) in 4 ml NMP geldst, bevor es dem Reaktor mit einer
Spritze hinzugefigt wurde.

Nach erfolgter Synthese wurde das Peptid unter gleichzeitiger Entfernung aller sdurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz in einem Merrifield-
Glasreaktor tGberfihrt und 2.5 h in einer Suspension aus 10 ml Trifluoressigsaure, 1 ml Wasser und 1 ml
Triisopropylsilan auf einer Schittelplatte geschwenkt. Nach Filtration der zweiphasigen Losung durch
die Glasfritte wurde noch zweimal je 30 min mit Trifluoressigsdure (10 ml) geschiittelt. Das vereinigte
Filtrat wurde mit 30 ml Toluol verdiinnt und mehrmals kodestilliert, um die Trifluoressigsdaure am
Rotationsdampfer zu entfernen. Der Riickstand wird durch semiprdparative RP-HPLC gereinigt und
anschlieBend lyophilisiert (prép. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 %
TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0

ml/min).

Ausbeute: 97.5 mg (26.9 umol, 13 %), farbloses Lyophilisat. Das Peptid lag zusatzlich teilweise
mehrfach deacetyliert vor.

Rt = 25.20 min (prép. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, O min
(95:5) 2 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0 ml/min).
Cis5H241N33066 (M = 3622.80 g/mol) [3620.65].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1811.3346 ([M+2H]%, ber. 1811.3336), 0.5 ppm.

Drehwert: [a]p®® = -145.5 (c = 0.2, H,0).
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N, N‘-Bis-[O-(a-D-mannosyl)glycolyl]-L-lysyl-N-(12-amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl)-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-

alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-(8-amino-3,6-dioxa-octanyl)-amid (85)
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(Man-0-CH,-CO),-Lys-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-
Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-Spacer-NH,

Zur Deblockierung der Kohlenhydrat-Antigene wurde das mannosylierte Glycopeptid 84 (97.5 mg,
26.9 umol) mit 500 ml einer auf pH 10.4 eingestellten wassrigen Natriumhydroxid-Lésung versetzt.
Durch analytische HPLC und Kontrolle des pH-Werts mittels pH-Meter wurde der Fortschritt der
Reaktion liberwacht und mit weiterer Natronlauge versetzt und ggf. Gberschiissiges Wasser am
Rotationsverdampfer vorsichtig entfernt. Nach 5 d Rithren bei Raumtemperatur wurde durch Zugabe
von wenigen Tropfen konzentrierter Essigsaure neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum
vollstandig entfernt. Das Rohprodukt wurde durch semiprdparative RP-HPLC gereinigt und
anschlieBend lyophilisiert (praparative Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je
0.1 % TFA, 0 min (95:5) > 5 min (95:5) = 30 min (80:20) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow
20.0 ml/min).

Ausbeute: 64.9 mg (20.5 umol, 76 %), farbloses Lyophilisat.

Rt = 9.98 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) 2 12 min (60:40) = 17 min (0:100) = 22 min (0:100), Flow 2.0 ml/min).
Ci33H219N330s5 (M = 3160.39 g/mol) [3158.54].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1580.2740 ([M+H]*, ber. 1580.2755), 0.9 ppm.

Drehwert: [a]p?® = -218.3 (c = 0.14, H,0).

H-NMR (600 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 8.59 (d, 1H, Juens = 1.2 Hz, He), 7.28 (s, 1H,
Hs), 4.85 (d, 1H, Ju-14-2 = 3.6 Hz, H-1), 4.86 — 4.82 (m, 3H, H-1, 2 x H-1’ (Mannose)), 4.73 — 4.65 (m, 4H,
P.{4.68}, Hy {4.68}, Do {4.70}, So(Tn) {4.69}), 4.63 —4.53 (m, 4H, Ry {4.61}, 3 x Aq {4.58, 4.54, 4.54}), 4.42
(t, 1H, Jsqsp = 5.4 Hz, Sq), 4.39 —4.28 (m, 9H, 5 x P, {4.40 — 4.32}, 3 x T {4.38, 4.35, 4.29}, K, {4.30}), 4.25
—4.09 (m, 9H, Vo {4.19}, 2 x A, {4.19, 4.20}, 3 x Tp {4.18, 4.15, 4.12}, 2 X CH2.-O-Man {2 x 5, 4.21, 4.15},
H-2 {4.11}), 4.06 (s, 1H, CH,,-O-Man), 4.03 (s, 1H, CHz,-O-Man), 4.02 — 3.89 (m, 9H, 2 X Ga1 + 2 X G2
{3.99, 3.97, 3.91, 3.88}, 2 x H-2" (Man) {4.02, 4.00}, H-5 {4.00}, Sg1(Tn) {3.94}, H-4 {3.90}), 3.85 — 3.68
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(m, 24H, 2 x H-5’ (Man) {3.84}, 3 x Ps {3.83 —3.73}, 2 x H-3’ (Man) {3.82}, S {3.80}, Sg2,m {3.78}, 3-CH»-
Spacer {3.75}, 11-CH,-Spacer {3.72}, H-6, {3.72}, H-6,, {3.69}, H-3 {3.81}, 2 x H-6, {3.70}, 7-CH,-Spacer’
{3.72}), 3.66 (m, 4H, 4-CH;-, 5-CH,-Spacer’), 3.65 — 3.54 (m, 24H, 3 x Ps, 3 x CH,-CH;-Spacer, 2 x H-6'y
{3.61}, 3-CH,-Spacer’ {3.59}, 2 x H-4' {3.57}), 3.43 — 3.24 (m, 5H, 8-CH,-Spacer’, 2-CHz,-Spacer’ {3.41},
2-CHap-Spacer’ {3.32}, Hp2 {3.27}), 3.21 (t, 2H, Jkeks = 7.2 Hz, K¢), 3.18 — 3.13 (m, 5H, Rs {3.18}, 12-CH,-
Spacer {3.17}, Hg1 {3.16}), 2.93 (dd, 1H, Jop1,082 = 17.0 Hz, Jog1,00 = 6.5 Hz, Dg1), 2.85 (dd, 1H, Jopa,0p1 =
17.0 Hz, Jopa,pa = 7.1 Hz, Dpa), 2.73 (dt, 1H, Ja-crza,2-crizb = 16.0 Hz, Ja-chza 3-cH2 = 6.5 Hz, 2-CHa,-Spacer), 2.65
(dt, 1H, Ja-crob,2-criza = 16.2 HZ, Jo-chza iz = 5.9 Hz, 2-CHau-Spacer), 2.35 — 2.18 (m, 6H, 6 x Pgi), 2.10 —
1.90 (m, 16H, V; {2.07}, AcNH {1.99, s, 3H}, 6 x P, {2.05 — 1.90}), 1.90 — 1.60 (m, 16H, Rg: {1.80}, Rg:
{1.71}, R, {1.63}, 6 x Pp2{1.90 — 1.80}, Kp1 {1.77}, Kg2 {1.70}), 1.51 (p, 2H, Jks/y = 7.4 Hz, Ks), 1.38 — 1.26
(m, 17H, 5 x Ag, K;), 1.19 —1.13 (m, 9H, 3 x T,), 0.92 (d, 3H, Jw,vs = 5.0 Hz, V,), 0.90 (d, 3H, Jy,vg = 5.1 Hz,
Vy).

13C-NMR (151 MHz, D,0, HSQC, HMBC), & (ppm) = 175.1, 174.9, 174.7, 174.4, 174.2, 174.1, 174.0,
173.8,173.8,173.8,173.5,172.9,172.9,172.6, 172.4, 172.2,172.0,171.9, 171.5, 171.4, 171.4, 171.2,
171.1, 171.0, 170.9, 170.8, 163.1, 162.9 (28C, 28 x C=0), 156.7 (Rg), 133.5 (H,), 128.4 (H,), 117.3 (Hs),
100.1, 100.0 (2C, 2 x C-1’ (Man)), 97.9 (C-1 (Tn)), 73.2, 73.2 (2C, 2 x C4’ (Man)), 71.3 (2C, C-5’ (Man)),
70.3 (2C, 2 x C-3’ (Man)), 69.7 (C-5), 69.7, 69.7, 69.6, 69.6, 69.5, 69.4 (6C, 5-, 6-, 8-, 9-CH,-Spacer, CH,-
CH»-Spacer’), 68.8, 68.8 (2C, C-2’ (Man)), 68.4 (C-4), 67.8 (C-3), 67.5 (Tg), 67.2 (Sg,m), 67.1, 67.0 (2C, 2 x
Tg), 66.6 (3-CH,-Spacer), 66.6 (C-4’), 66.4 (11-CH,-Spacer), 66.2 (7-CH,-Spacer’), 65.8, 65.5 (2C, 2 x CH»-
0-Man), 61.2 (Sg), 61.1 (C-6), 60.9, 60.8 (2C, 2 C6’ (Man)), 60.6, 60.5, 60.4, 60.1, 60.1 (5C, 5 x P.), 60.1
(Ta), 59.5 (Va), 59.0, 58.9 (2C, 2 x Tq), 58.7 (Pa), 55.2 (Sq), 53.5 (Ka), 53.3 (Sa,m), 52.3 (Ha), 51.2 (Ra), 50.2
(Do), 49.8, 49.7, 49.7 (4C, C-2 + 3 x Ay), 48.1, 47.9, 47.9, 47.8 (4C, 4 x Ps), 47.7, 47.6 (2C, 2 x Aa), 42.3,
42.2 (2 x Gg), 40.5 (Rs), 39.1 (12-CH,-Spacer), 38.9 (8-CH,-Spacer’), 38.8 (2-CH,-Spacer’), 38.7 (Ke), 35.1
(Dg), 34.1 (2-CHy-Spacer), 30.9 (Kg), 30.1 (Vg), 29.7, 29.4, 29.4, 29.4, 29.3, 29.3 (6C, 6 x Pg), 28.0 (Ks),
27.5 (Rg), 26.3 (Hp), 24.7, 24.4 (6C, 6 x P,), 24.0 (Ry), 22.4 (K,), 22.1 (CHsCO), 18.9, 18.7 (3C, 3x T,), 18.4,
17.7 (2C, 2 x V,), 16.6, 16.3, 15.4, 15.4, 15.3 (5C, 5 x Ag).

N,N‘-Bis-[O-(a-D-mannosyl)glycolyl]-L-lysyl-N-(12-amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl)-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-

alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-(amino-3,6-dioxa-octanylamino)-2-ethoxycyclobuten-3,4-dion (86)
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(Man-0-CH»-CO);-Lys-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-
Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-Spacer-Squarat-OEt

Zu einer Lésung des Glycopeptids 85 (20.0 mg, 6.33 umol, 1.0 Aq) in 4.0 ml eines Ethanol/Wasser-
Gemisches (1:1) wurde 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion (1.03 pl, 6.96 pmol, 1.1 Aq.) gegeben.
AnschlieBend wurde so viel gesattigte Natriumcarbonat-Losung zugesetzt, bis ein pH-Wert von 8
eingestellt wurde (ca. 12 ul). Die Reaktionslésung wurde 3 h bei Raumtemperatur gerihrt,
anschlieRend mit 30 ul verdiinnter Essigsdure (1N) neutralisiert. Nach Entfernen des Ethanols wurde
lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde durch semiprdparative RP-HPLC gereinigt und anschlieRend

lyophilisiert.

Ausbeute: 13.0 mg (3.96 umol, 63 %), farbloses Lyophilisat.

Rt = 11.02 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN (95:5) + MeCN (100%)
mit je 0.1% TFA, Gradient: 0 min (100:0) = 5 min (100:0) = 12 min (60:40) = 17 min (0:100) > 22
min (0:100), Flow 2 ml/min).

Rt = 17.02 min (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) 2 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0 ml/min).
C139H223N330s5 (M = 3284.49 g/mol) [3282.55].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1664.2617 ([M+2H]%, cal. 1664.2655).

Kupplung von Tetanus-Toxoid (TTox) mit N,N‘-Bis-[O-(a-D-mannosyl)glycolyl]-L-lysyl-N-(12-amino-
4,7,10-trioxa-dodecanoyl)-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-
D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-(amino-3,6-dioxa-

octanylamino)-2-ethoxycyclobuten-3,4-dion (87)

HNgNH,

g
oH N o
on [ » oH COOH Ho. LN
HES 9 ) w N o W o Woo o W o ) o b © oo o o " j:(
Y Mmoo LR AR Xk R R R B S i B B A R B B R R o L
o F H o o : M o Hoo A M o 2 K/ A Mo o * K/ o 2 H o = K/ K/ Hoo H "
oH H/ ~oH G0 ™ e
b
oY Ofom

((Man-0-CH,-CO),-Lys-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-
Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-Spacer-Squarat),-TTox
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In einer Natriumhydrogenphosphat-Pufferlosung (130 mg Na;HPO4 x 7 H,0 in 2 ml Wasser) von pH 9.5
wurden Tetanus-Toxoid (TTox) (2.00 mg, 0.013 pmol, 1 Aqg.) und Glycopeptid-Quadratsiure-Konjugat
86 (4.27 mg, 1.300 umol, 100 Aq.) gelést. Die Mischung wurde 5 d bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlielend in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 kDa) Uberfiihrt, um die Salze und nicht
gebundenes Glycopeptid zu entfernen. Der Fortschritt der Filtration wird durch Uberpriifung des pH-
Werts des Filtrats beobachtet. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 ml entionisiertem Wasser
filtriert, bis das Filtrat neutral war. Nach Gefriertrocknung des Uberstands wurden 5.1 mg TTox-

Konjugat erhalten.

Ausbeute: 5.1 mg, farbloses Lyophilisat.

N-Acetyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-(8-amino-3,6-dioxa-octanyl)-

amid (87)

HN NH2

COOH
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P

OAc
AcNH-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(AcOsTn)-Thr-Ala-Pro-Pro-
Ala-Spacer-NH,

Die Glycopeptidsynthese erfolgte im Peptidsynthesizer CS136XT von CS Bio Co. nach dem Fmoc-
Standardprotokoll (siehe Kapitel 5.4.1) ausgehend von einem mit O-Bis-(aminethyl)ethylenglycol-Trityl
beladenem Harz (167 mg, 0.1 mmol, Beladung: 0.63 mmol/g, O-Bis-(aminethyl)ethylenglycol-
Tritylharz, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA). Die Anbindung der ersten Aminosdure
(Fmoc-Ala-OH) erfolgte als Doppelkupplung im 10-fachem Uberschuss. Die Kupplung der glycosylierten
Aminosaure 15 erfolgte manuell binnen 8 h im Reaktor des Synthesizers, zu dem die zuvor angesetzte
Reaktionslosung mittels einer Spritze hinzugefligt wurde. Dazu wurde Tn-Serin 15 in 2-fachem
Uberschuss (131.1 mg, 0.20 mmol, 2.0 Ag.) zusammen mit HATU (91.2 mg, 0.24 mmol, 2.4 Aq.), HOAt
(32.7 mg, 0.24 mmol, 2.4 Aq.) und NMM (54.9 pl, 0.50 mmol, 5.0 Aq.) in 4 ml NMP geldst. Die
nachfolgende Aminosaure Fmoc-Gly-OH wurde in einer Doppelkupplung angebunden. Der N-Terminus

des Peptids wurde mit Hilfe des Capping-Reagenzes acetyliert.
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Nach erfolgter Synthese wurde das Peptid unter gleichzeitiger Entfernung aller saurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz in einem Merrifield-
Glasreaktor tGberfihrt und 2.5 h in einer Suspension aus 10 ml Trifluoressigsaure, 1 ml Wasser und 1 ml
Triisopropylsilan auf einer Schittelplatte geschwenkt. Nach Filtration der zweiphasigen Lésung durch
die Glasfritte wurde noch zweimal je 30 min mit Trifluoressigsdaure (10 ml) geschiittelt. Das vereinigte
Filtrat wurde mit 30 ml Toluol verdiinnt und mehrmals mit Toluol kodestilliert, um die
Trifluoressigsdure am Rotationsdampfer zu entfernen. Der Riickstand wurde durch semipraparative
RP-HPLC gereinigt und anschlieBend lyophilisiert (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient:
Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45
min (0:100), Flow 20.0 ml/min).

Ausbeute: 58.8 mg (26.9 umol, 23 %), farbloses Lyophilisat.

Rt = 10.54 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 7 min (80:20) = 15 min (0:100) = 20 min (0:100), Flow 2.0 ml/min).

Rt = 17.33 min (pradp. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) 2 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0 ml/min).
C110H174N30040 (M = 2556.77 g/mol) [2555.25].

HR-ESI-MS (positive), m/z: 1278.6272 ([M+2H]?, cal. 1278.6330), 4.5 ppm.

N-Acetyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-(8-amino-3,6-dioxa-octanyl)-
amid (88)
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AcNH-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-

Spacer-NH;

Zur Deblockierung der Kohlenhydrat-Antigene wurde das Glycopeptid 87 (58.8 mg, 23.00 umol) mit
500 ml einer auf pH 10.4 eingestellten wassrigen Natriumhydroxid-Losung versetzt. Durch analytische
HPLC und Kontrolle des pH-Werts mittels pH-Meter wurde der Fortschritt der Reaktion tiberwacht und

mit weiterer Natronlauge versetzt und ggf. Gberschissiges Wasser am Rotationsverdampfer vorsichtig
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entfernt. Nach 4d Rihren bei Raumtemperatur wurde durch Zugabe von wenigen Tropfen
konzentrierter Essigsaure neutralisiert und das Losungsmittel im Vakuum vollstandig entfernt. Das
Rohprodukt wurde durch semiprdparative RP-HPLC gereinigt und anschlieBend Ilyophilisiert
(préparative Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min (95:5) 2>
5 min (95:5) = 30 min (80:20) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0 ml/min).

Ausbeute: 30.0 mg (12.34 umol, 53 %), farbloses Lyophilisat.

Rt = 20.02 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 1.0 ml/min).

Rt = 25.68 min (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min
(95:5) 2 5 min (95:5) = 30 min (80:20) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0 ml/min).
C104H168N30037 (M = 2430.66 g/mol) [2429.22].

HR-ESI-MS (pos.), m/z: 1227.0834 ([M+H+Na]?*, cal. 1227.1063).

H-NMR (600 MHz, D0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 8.59 (d, 1H, Juess = 1.5 Hz, He), 7.28 (s, 1H,
He), 4.84 (d, 1H, Ju1p2 = 3.6 Hz, H-1), 4.74 — 4.65 (m, 4H, Dy {4.70}, Sa(Tn) {4.69}, Hq {4.68}, P {4.68}),
4.61 (dd, 1H, Jrarpr = 8.8 Hz, Jrappz = 5.4 Hz, Ra), 4.59 — 4.53 (m, 3H, 3 x A, {4.58, 4.54, 4.54}), 4.42 (t,
1H, Jsass = 5.4 Hz, Sa), 4.40 — 4.09 (m, 15H, Va {4.19}, 3 x T, {4.38, 4.35, 4.29}, 3 x Ty {4.18, 4.16, 4.12},
5 X Po {4.40 — 4.32}, 2 X Aq {4.19, 4.20}, H-2 {4.11}), 4.00 — 3.88 (M, 6H, 2 X Gaz + 2 X Ge2 {3.99, 3.97, 3.92,
3.89}, Spi(Tn) {3.94}, H-4 {3.91}), 3.84 — 3.74 (m, 11H, 3 x Ps, Sg {3.80}, Sp2(Tn) {3.78}, H-3 {3.81}, H-5
{3.82}), 3.73 — 3.56 (m, 16H, 3 x Ps {3.67 — 3.56}, 7-CH,-Spacer’ {3.72}, 4-CH,-, 5-CH,-Spacer’ {3.66, s,
4H}, 3-CH,-Spacer’ {3.59}, H-6, {3.72}, H-6, {3.69}), 3.41 (dt, 1H, Jrchzascz = 5.6 Hz, Jocroaz.cran =
14.3 Hz, 2-CHaa-Spacer), 3.32 (dt, 1H, Jocrans.chz = 5.4 Hz, Jo.chana.ciza = 14.3 Hz, 2-CHa-Spacer?), 3.26
(dd, 1h, Jugaups = 15.6 Hz, Jupaa = 5.9 Hz, Hea), 3.21 — 3.12 (m, 5H, Hpy {3.16}, {3.17} 8-CH,-Spacer’, Rs
{3.18}), 2.93 (dd, 1H, Jopiop2 = 17.1 Hz, Jopioa = 6.5 Hz, Dg1), 2.85 (dd, 1H, Jopz,op1 = 17.0 Hz, Jopapa =
7.1 Hz, Dg2), 2.36 — 2.19 (m, 6H, 6 x Pp1), 2.10 — 2.04 (m, 4H, Vg, AcNH {2.07, s}), 2.03 = 1.91 (m, 15H, 6 x
P,, AcNH {1.90, s}), 1.90 — 1.78 (m, 7H, 6 x Pga, Re1 {1.80}), 1.73 — 1.59 (m, 3H, Rg> {1.70}, R, {1.63}), 1.36
—1.26 (m, 15H, 5 x Ag), 1.19 — 1.13 (m, 9H, 3 x Ty), 0.91 (d, 3H, Jwyus = 5.5 Hz, V,), 0.90 (d, 3H, Jysp =
5.6 Hz, V).

3C-NMR (151 MHz, D,0, HSQC, HMBC), & (ppm) = 175.1, 174.9, 174.6, 174.5, 174.2, 174.0, 173.8,
173.8,173.5,173.1, 172.9, 172.9, 172.6, 172.2, 172.0, 171.9, 171.5, 171.4, 171.2, 171.1, 171.0, 170.9,
170.8, 163.1, 162.9 (25C, C=0), 156.7 (Ry), 133.5 (He), 128.4 (H,), 117.3 (Hs),97.9 (C-1), 71.3 (C-5), 69.6,
69.5 (4-, 5-CH,-Spacer’), 68.8 (3-CH,-Spacer’), 68.4 (C-4), 67.8 (C-3), 67.5 (Tg), 67.2 (Se(Tn)), 67.0, 67.0
(2 x Tg), 66.4 (7-CH,-Spacer’), 61.2 (C-6), 61.1 (Sg), 60.6, 60.5, 60.1, 60.1, 59.9 (5C, 5 X Pa), 59.5 (Va),
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59.0, 58.9, 58.7 (4C, 3 x Tq, Pa), 53.3 (Sa(Tn)), 55.2 (Sq), 52.4 (Ha), 51.2 (Ra), 50.2 (Dg), 49.8, 49.7, 49.7
(3C, 3 x Aq), 49.7 (C-2),48.7,47.9,47.8, 47.7,47.7, 47.6, 47.1 (8C, 6 x Ps, 2 x Aq), 42.3, 42.2 (2 x Gq),
40.5 (Rs), 39.1 (8-CH,-Spacer’), 38.8 (2-CH,-Spacer’), 35.2 (Dg), 30.1 (Vg), 29.9, 29.4, 29.4, 29.3, 29.3,
28.0 (6C, 6 x Pg), 27.5 (Rg), 26.2 (Hg), 24.7, 24.4 (6C, 6 x P,), 24.0 (Ry), 22.1 (CHs3 (AcNH)), 21.4 (CHs
(AcNH)), 18.9 (2C, 2 x T,), 18.7 (T,), 18.4,17.7 (2C, 2 x V), 16.6, 16.2, 15.4, 15.4, 15.3 (5 x Ag).

N-Acetyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-(amino-3,6-dioxa-

octanylamino)-2-ethoxycyclobuten-3,4-dion (89)
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AcNH-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-

Spacer-Squarat-OEt

Zu einer Losung aus Glycopeptid 88 (23.4 mg, 9.16 umol, 1.0 Aq) in 4.3 ml eines Ethanol/Wasser-
Gemisches (1:1) wurde 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion (1.49 pl, 10.08 pumol, 1.1 Aq.) gegeben.
AnschlieBend wurde so viel gesattigte Natriumcarbonat-Losung zugesetzt, bis ein pH-Wert von 8
eingestellt war (ca. 12 pl). Der Fortschritt der Reaktion wird durch analytische HPLC kontrolliert. Die
Reaktionslosung wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieend mit 30 pl verdinnter
Essigsdure (1 N) neutralisiert. Nach Entfernen des Ethanols wurde lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde
durch semipraparative RP-HPLC gereinigt und anschlieBend lyophilisiert (prdp. Luna C18(2) von
Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40)
- 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0 ml/min).

Ausbeute: 10.4 mg (4.07 umol, 44 %), farbloses Lyophilisat.

R: = 22.59 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN (95:5) + MeCN (100%)
mit je 0.1% TFA, Gradient: 0 min (100:0) = 5 min (100:0) > 25 min (60:40) > 35 min (0:100) - 45
min (0:100), Flow 1.0 ml/min).

Rt = 14.74 min (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0 ml/min).
C110H172N30040 (M = 2554.76 g/mol) [2553.23].
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HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1277.6251 ([M+2H]%, ber. 1277.6251).
Drehwert: [a]p?® = -40.0 (c = 0.1, H,0).

Kupplung von Tetanus-Toxoid (TTox) mit N-Acetyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-
threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-
(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-

(amino-3,6-dioxa-octanylamino)-2-ethoxycyclobuten-3,4-dion (90)
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(Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-Spacer-

Squarat),-TTox

In einer Natriumhydrogenphosphat-Pufferlosung (130 mg Na;HPO4 x 7 H,0 in 2 ml Wasser) von pH 9.5
wurden Tetanus-Toxoid (TTox) (2.00 mg, 0.013 pmol, 1 Ag.) und Glycopeptid-Quadratsidure-Konjugat
89 (2.66 mg, 1.040 umol, 80 Ag.) geldst. Die Mischung wurde 4 d bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieRend in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 kDa) Uberfiihrt, um die Salze und nicht
gebundenes Glycopeptid zu entfernen. Der Fortschritt der Filtration wird durch Uberpriifung des pH-
Werts des Filtrats beobachtet. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 ml entionisiertem Wasser
filtriert, bis das Filtrat neutral war. Nach Gefriertrocknung des Uberstands wurden 4.65 mg TTox-

Konjugat erhalten.

Ausbeute: 4.65 mg, farbloses Lyophilisat.

Kupplung von Rinderserumalbumin (BSA) mit N-Acetyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-
threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-O-
(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-

(amino-3,6-dioxa-octanylamino)-2-ethoxycyclobuten-3,4-dion (91)
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In einer Natriumhydrogenphosphat-Pufferlosung (130 mg Na;HPO4 x 7 H,0 in 2 ml Wasser) von pH 9.5
wurden Rinderserumalbumin (BSA) (3.00 mg, 0.045 umol, 1 Aqg.) und Glycopeptid-Quadratséure-
Konjugat 89 (4.61 mg, 1.806 umol, 40 Aq.) gelést. Die Mischung wurde 4 d bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieRend in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 kDa) tUberfihrt, um die Salze und
nicht gebundenes Glycopeptid zu entfernen. Der Fortschritt der Filtration wird durch Uberpriifung des
pH-Werts des Filtrats beobachtet. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 ml entionisiertem Wasser
filtriert, bis das Filtrat neutral war. Nach Gefriertrocknung des Uberstands wurden 4.50 mg BSA-

Konjugat erhalten.

Ausbeute: 4.50 mg, farbloses Lyophilisat.

O\)KNH
O%:Ac
ASOS 0 o Lo
a,e-Bis-[0-(bis(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannosylglycolyl)- OJKN “%uwowo/v““z
I
lysyl)-lysin-N"’-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan (91) e
AcO NH

O%AQ%

Die Synthese erfolgte in einem Peptidsynthesizer (CS136XT von OJk J)

CS Bio Co.) nach dem Fmoc-Standardprotokoll (siehe Kapitel 3.3) ausgehend von einem mit FmocNH-
Diethylenglycol-NHy-beladenem Harz 75 (310 mg, 0.13 mmol Ansatz, Beladung: 0.41 mmol/g,
Synthese siehe oben). Als Lysin-Baustein wurde das bis-Fmoc-geschiitzte L-Lysin (750.8 mg, 1.27 mmol,
10 Aq.) verwendet. Die Kupplung des Mannose-Bausteins 79 erfolgte manuell im Reaktor des
Synthesizers, zu dem die zuvor angesetzte Reaktionslosung mittels einer Spritze hinzugefiigt wurde.
Dazu wurde der Mannose-Baustein 79 (413.2 mg, 1.02 mmol, 8.0 Aq. insgesamt bzw. 2.0 Aq. pro NH,-
Gruppe) zusammen mit HATU (463.9 mg, 1.22 mmol, 9.6 Aq.), HOAt (166.1 mg, 1.22 mmol, 9.6 Aq.)
und NMM (257.1 ul, 2.54 mmol, 20.0 Aqg.) in 4 ml N-Methyl-2-pyrrolidon geldst. Die Kupplungszeit
betrug 4 h. Nach der Synthese wurde im Reaktor acetyliert, um nicht umgesetzte Amino-Gruppen zu
acetylieren. AnschlieRend wurde der tetra-Mannose-Spacer-Baustein 91 mit Trifluoressigsdure/
Triisopropylsilan/Wasser (10:1:1) vom Harz abgespalten und der Rickstand durch semipraparative RP-
HPLC gereinigt und lyophilisiert (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je
0.1% TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 17.5 ml/min).

Ausbeute: 147.7 mg (0.07 mmol, 55%), farbloses Lyophilisat. Das Produkt liegt im Gemisch mit
teilweise einfach und zweifach deacetyliertem Mannose-Baustein vor.

Rt = 11.25 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 20 min (0:100) = 25 min (0:100), Flow 2.0 ml/min).

CssH132Ns049 (M = 2086.03 g/mol) [2084.81].
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HR-ESI-MS (positiv), m/z: 2085.8191 ([M+H]", ber. 2085.8091).
Drehwert: [a]p®® = -48.4 (c = 0.1, H,0).

H-NMR (400 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 5.45 — 5.34 (m, 8H, 4 x H-2, 4 x H-3), 5.31 (td,
4H, Jnaps = 9.9 Hz, Juaps = 2.6 Hz, 4 x H-4), 5.04 — 5.01 (m, 4H, 4 x H-1), 4.48 — 4.10 (m, 23H, 4 x H-6,
{4.42}, 4 x H-6,, {4.16}, 3 X Kq, 4 X H-5, 4 X O-CH,-CO), 3.76 (t, 2H, Jerz,crz = 5.0 Hz, CH2-CH,-NH,), 3.70 (s,
4H, 0-CH,-CH,-0), 3.62 (t, 2H, Jara,cnz = 5.5 Hz, NH-CH2-CH2-0), 3.50 —3.32 (m, 2H, NH-CH.), 3.29 —3.17
(m, 8H, 3 x Ke + CH2-NH,), 2.21, 2.14, 2.11, 2.04 (4 x s, 48H, 16 x CH3), 1.91 — 1.65 (m, 6H, 3 x Kg), 1.61
—1.47 (m, 6H, 3 x Ks), 1.46 — 1.26 (m, 6H, 3 x K,).

13C-.NMR (101 MHz, D;0), & (ppm) = 173.8, 173.7, 173.6, 173.4, 172.9, 172.9, 172.8, 172.7, 172.6,
172.6, 171.0, 170.8, 170.7, 170.7 (23C, 23 x C=0), 97.7 (C-1), 97.7 (C-1), 97.5 (2C, 2 x C-1), 69.6 (2C, O-
CH,-CH,-0), 69.6 (4C, 4 x C-3), 69.1 (2C, 2 x C-2), 69.0 (2C, 2 x C-2), 68.8 (NH,-CH2-CH.), 68.6 (2C, 2 X C-
5), 68.6 (2C, 2 x C-5), 66.4 (5C, CH,-CHa-NH,, 4 x O-CH,-CO), 65.5 (4C, 4 x C-4), 61.9 (4C, 4 x C-6), 53.7
(Ka), 53.7 (Ka), 53.5 (Ka), 39.2 (CH2-NH,), 38.9 (NH-CH,), 38.7 (3C, 3 x K¢), 30.9 (K), 30.7 (Kg), 30.6 (Kg),
28.1(2C, 2 x Ks), 27.8 (Ks), 22.6 (K,), 22.5 (K,), 22.4 (K,), 20.2, 20.1 (16C, 16 x CHs).

a,&-Bis(bis-[O-(a-D-mannosyl)glycolyl]-lysyl)-lysin-N"’-1,8- oL s
Hoixﬂﬁ o
diamino-3,6-dioxaoctan (92) oA
oH
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Der geschitzte tetra-Mannose-Spacer-Baustein 91 (38.4 mg,
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frisch hergestellte 2.5%ige Natriummethanolat-Losung in '
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Methanol so lange zugetropft, bis ein pH-Wert von 11 erreicht
wurde. Der pH-Wert wurde mehrmals kontrolliert und ggf. nachreguliert. Nach 2 d wurde die Reaktion
mit Essigsdure neutralisiert und das Produkt durch semipraparative HPLC isoliert (prap. Luna C18(2)
von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min
(0:100) = 45 min (0:100), Flow 17.5 ml/min).

Ausbeute: 14.2 mg (10.0 mmol, 37%), farbloses Lyophilisat.

Rt = 4.95 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 20 min (0:100) = 25 min (0:100), Flow 2.0 ml/min).

CssH100NsO33 (M = 1413.44 g/mol) [1412.6393].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1413.6467 ([M+H]*, ber. 1413.6401).
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'H-NMR (400 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 4.90 — 4.87 (m, 4H, 4 x H-1), 4.36 (dd, 1H,
Jxakp1/kp2 = 8.4 Hz, 5.9 Hz, 1 x Kq), 4.30 —4.09 (m, 8H, 4 x O-CH,-CO), 4.08 —4.02 (m, 4H, 4 x H-2),3.91 -
3.84 (m, 8H, 4 x H-3 {3.88}, 4 x H-6,), 3.78 —3.72 (m, 6H, CH.-CH2-NH, 4 x H-61), 3.70 (s, 4H, O-CH,-CH.-
0), 3.68 —3.57 (m, 10H, NH-CH,-CHz, 4 x H-4, 4 x H-5), 3.49 — 3.33 (m, 2H, NH-CH;), 3.30-3.12 (m, 8H,
3 x Ke, CH2-NH2), 1.92 = 1.65 (m, 6H, 3 x Kg), 1.62 —1.46 (m, 6H, 3 x K5), 1.46 — 1.26 (m, 6H, 3 x K,).

13C.NMR (101 MHz, D,0), & (ppm) = 173.9, 173.8,173.6,171.7, 171.6, 171.5, 171.5 (7C, 7 x C=0), 100.1,
100.1, 100.1, 100.0 (4C, 4 x C-1), 73.3, 73.3 (4C, 4 x C-5), 70.4 (4C, 4 x C-3), 69.8, 69.7 (4 C, 4 x C-2),
69.6, 69.6 (2C, O-CH,-CH,-0), 68.8 (NH-CH,-CH.), 66.6, 66.6 (4C, 4 x C-4), 66.4 (O-CH,-CH,-NH5), 65.9
(2C, 2 x 0O-CH,-CO), 65.6 (2C, 2 x O-CH,-CO), 60.9 (4C, 4 x C-6), 54.0, 53.7, 53.4 (3C, 3 x Ko), 39.2 (CH.-
NH.), 39.0 (NH-CH.,), 38.9, 38.8, 38.7 (3C, 3 x Kc), 30.9, 30.8, 30.6 (3C, 3 x Kg), 28.1, 27.9 (3C, 3 x Ks),
22.5,22.4 (3C, 3xK,).

Kupplung des Farbstoffs ,Sulfo-Cyanin 3 NHS-
Ester” an a,&-Bis(bis-[O-(a-D-mannosyl)glycolyl)-

lysyl)-lysine-N"’-1,8-diamin-3,6-dioxaoctan (93)

Die Kupplung des Farbstoffs wurde analog der

empfohlenen Versuchsdurchfiihrung der Firma
Atto-Tec ausgefiihrt. Der tetra-Mannose-Baustein 93 (0.64 mg, 0.453 umol, 1.0 Aqg.) wurde in 400 pl
einer gepufferten, wassrigen Phosphat-Losung (PBS) gelost, die vorher mit geringen Mengen einer
NaHCOs;/NaOH-Lésung auf pH 8.3 eingestellt wurde. Zu dieser Losung wurde der Farbstoff Sulfo-
Cyanin 3 NHS-Ester (0.50 mg, 0.680 umol, 1.5 Aq., Firma Lumiprobe), gelést in 40 pl Dimethylsulfoxid,
hinzugefiigt und die Reaktionsldsung 45 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur geschittelt. Die
Abtrennung des Uberschissigen Farbstoffes erfolgte durch Gelfiltration. Dazu wurde eine Sephadex
G-25-Saule zunachst mit PBS vorequilibriert, bevor die Reaktionslosung aufgetragen und mit PBS
eluiert wurde. Mittels analytischer HPLC (Detektion bei 550 nm) wurde die Produktfraktion detektiert,

die dann fur folgende Zellversuche verwendet wurde.

Ausbeute: nicht bestimmt, violette Losung.

Rt = 6.95 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 20 min (0:100) = 25 min (0:100), Flow 2.0 ml/min). Detektion bei 550 nm.
CssH133N10NaO40S; (M = 2034.15 g/mol) [2032.8020].

HR-ESI-MS (positiv)/MALDI/FD: kein Ergebnis mdglich, Lsung zu verdinnt.
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5.5.3 Synthese der Vakzine mit abgedandertem MUC1-Ausschnitt

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-N-glycyl-L-seryl-O-{2-acetamido-3,4-di-O-acetyl-2-desoxy-6-O-
[benzyl-(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-p-galacto-2-
nonulopyranosyl)-onat]-a-b-galactopyranosyl}-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-
histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin

(96)
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H>N(CH>CH>0)3CH,CH,CONH-Gly-Ser-Thr(BnAcOeSTn)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-
Asp-Thr(AcOsTn)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH

Die Glycopeptidsynthese erfolgte im Peptidsynthesizer CS136XT von CS Bio Co. nach dem Fmoc-
Standardprotokoll (siehe Kapitel 5.4.1) ausgehend von einem mit Fmoc-Ser(tBu)-O-Trt beladenem
Tentagel-Harz (588 mg, 0.1 mmol, Beladung: 0.17 mmol/g, Rapp Polymere GmbH, Tibingen). Die
Kupplungen der glycosylierten Aminosduren und des TEG-Spacers 49 erfolgten manuell im Reaktor des
Synthesizers, zu dem die zuvor angesetzte Reaktionslosung mittels einer Spritze hinzugefligt wurde.
Die Anbindung des Tn-Threonin-Bausteins 16 erfolgte in einer Doppelkupplung mit jeweils einem 1.5-
fachen Uberschuss bezogen auf den Peptidansatz. Dazu wurde das Tn-Antigen 16 (100.5 mg,
0.15 mmol, 1.5 Aqg.) zusammen mit HATU (68.4 mg, 0.18 mmol, 1.8 Aq.), HOAt (24.5 mg, 0.18 mmol,
1.8 Ag.) und NMM (41.2 pl, 0.375 mmol, 3.75 Aqg.) in 5 ml NMP gelést und dem Reaktor mit einer
Spritze hinzugefiigt. Nach einer Kupplungszeit von 4 h wurde nach einem Waschschritt erneut 4 h mit
den gleichen Mengen an Tn-Threonin bzw. den Kupplungsreagenzien gekuppelt. Die Anbindung des
Sialyl-Tn-Bausteins erfolgte ebenfalls in einer Doppelkupplung. Im ersten Kupplungsschritt wurde dazu
ein 1.5-facher Uberschuss an STn-Threonin (176.7 mg, 0.15 mmol, 1.5 Aq.), das freundlicherweise von
DR. ANTON KAISER zur Verfligung gestellt wurde, verwendet und zusammen mit HATU (68.4 mg,
0.18 mmol, 1.8 Aq.), HOAt (24.5 mg, 0.18 mmol, 1.8 Ag.) und NMM (41.2 pl, 0.375 mmol, 3.75 Aq.) in
5 ml NMP geldst. Nach einem nachfolgenden Waschschritt wurde nur mit 0.5 Aquivalenten an STn-
Threonin (58.9 mg, 0.05 mmol, 0.5 Aq.), HATU (22.8 mg, 0.06 mmol, 0.6 Aq.), HOAt (8.2 mg, 0.06 mmol,
0.6 Ag.) und NMM (13.7 pl, 0.125 mmol, 1.25 Aq.), gelést in 5 ml NMP, gekuppelt. Die Kupplungen der
den Glycosylaminosduren nachfolgenden Aminosduren Asparaginsdure und Serin wurden voll-

automatisiert als Doppelkupplungen durchgefiihrt. Der Spacer 49 wurde fir die Kupplung in einem
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vierfachen Uberschuss eingesetzt in einer Reaktionsldsung aus dem Fmoc-Spacer 49 (177.3 mg,
0.40 mmol, 4.0 Aq.), HATU (182.4 mg, 0.48 mmol, 4.8 Aq.), HOAt (65.3 mg, 0.48 mmol, 4.8 Aq.) und
NMM (109.9 pl, 1.00 mmol, 10 Aqg.) in 5 ml NMP. Nach erfolgter Synthese wurde das Peptid unter
gleichzeitiger Entfernung aller sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespalten. Dazu
wurde das Harz in einem Merrifield-Glasreaktor tiberflihrt und 2.5 h in einer Suspension aus 10 ml
Trifluoressigsdaure, 1 ml Wasser und 1 ml Triisopropylsilan auf einer Schittelplatte geschwenkt. Nach
Filtration der zweiphasigen LOosung durch die Glasfritte wurde noch zweimal je 30 min mit
Trifluoressigsaure (10 ml) geschittelt. Das vereinigte Filtrat wurde mit 30 ml Toluol verdiinnt und
mehrmals kodestilliert, um die Trifluoressigsaure am Rotationsdampfer zu entfernen. Der Riickstand
wurde durch semiprdparative RP-HPLC gereinigt und anschlieBend lyophilisiert (prap. Luna C18(2) von
Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40)
- 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 17.5 ml/min).

Ausbeute: 32.7 mg (9.62 umol, 10 %), farbloses Lyophilisat.

Rt = 27.4 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) = 30min (50:50) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 1.0 ml/min).
Ci46H219N31062 (M = 3400.51 g/mol) [3398.49].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1700.2573 ([M+2H]%, ber. 1700.2546), 1.5 ppm.

Drehwert: [a]p®® = -356.0 (c = 0.10, H,0).

12-Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-glycyl-L-seryl-O-{2-acetamido-2-desoxy-6-O-(5-
acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)-onat]-a-b-galactopyranosyl}-L-
threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-
L-aspartyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-

prolyl-glycyl-L-serin (97)
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H>N(CH>CH,0)3CH,CH,CONH-Gly-Ser-Thr(STn)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-
Thr(Tn)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH

Zur Deblockierung der Kohlenhydrat-Antigene wurde das Glycopeptid 96 (32.7 mg, 9.62 pmol) mit

300 ml einer auf pH 11.0 — 11.5 eingestellten wassrigen Natriumhydroxid-Lésung versetzt. Durch
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analytische HPLC und Kontrolle des pH-Werts mittels pH-Meter wurde der Fortschritt der Reaktion
Uberwacht und ggf. mit weiterer Natronlauge versetzt. Nach 36 h Riihren bei Raumtemperatur wurde
durch Zugabe von wenigen Tropfen konzentrierter Essigsdure neutralisiert und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch semipraparative RP-HPLC gereinigt und anschlieRend
lyophilisiert (préparative Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, O
min (95:5) 2 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 17.5 ml/min).

Ausbeute: 16.6 mg (5.66 umol, 59 %), farbloses Lyophilisat.

Rt = 15.5 min (prap. HPLC, Gradient s.o.).

C121H195N310s3 (M = 2932.06 g/mol) [2930.35].

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 977.7892 ([M+3H]**, ber. 977.7917), 2.5 ppm.

H-NMR (600 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 8.58 (d, 1H, Juens = 1.4 Hz, He), 7.28 (s, 1H,
Hs), 4.89 (d, 1H, Ju1,n2 = 3.9 Hz, H-1 (Tn)), 4.82 (unter D,0-Signal, 1H, D), 4.80 (unter D,0O-Signal, 1H,
H-1’ (STn)), 4.68 (dd, 1H, Jua,np1 = 8.2 Hz, Juanp2 = 5.8 Hz, Hq), 4.62 (t, 1H, Jsesp = 5.8 Hz, Sai#fl), 4.60 —
4.50 (m, 7H, Py {4.58}, 3 x Aq {4.57, 4.55, 4.51}, Ry {4.54}, Ta {4.53}, So#3 {4.52}), 4.48 (d, 1H, Jro1p =
1.8 Hz, Tq), 4.42 (t, 1H, Jsa,sp = 5.3 Hz, So#2), 4.40—4.36 (m, 3H, T {4.38}, 2 x Py), 4.34 —4.29 (m, 3H, T,
2xPy),4.26 (q, 1H, Jrg1y= 6.3 Hz, Tg), 4.21 — 4.15 (m, 3H, Aq, Tg, Vo), 4.04 (dd, 2H, Juznz = 11.0 Hz, iz ma
=3.9 Hz, H-2 (Tn) + H-2" (STn)), 4.00 — 3.82 (M, 18H, 3 x Ga1 + 3 x Gx2{3.99, 3.97, 3.94, 3.91, 3.88, 3.84},
Settl {3.84}, Se#2 {3.80}, Sg#3 {3.96}, H-4 + H-4' {3.91}, H-5 + H-5" {3.96}, H-6. + H-6," {3.92}), 3.82 - 3.68
(m, 18H, H3, H3' {2H, 3.81}, 4 x P5 {3.80, 3.79, 3.76, 3.74}, H-7" {3.83}, H-9," {3.80}, 3-CH,-Spacer {3.76},
H-5" {3.74}, 11-CH,-Spacer {3.72}, H-4" {3.68}), 3.66 (s, 4H, O-CH,-CH,-Spacer), 3.65 (s, 4H, CH,-CH,-O-
Spacer), 3.64 —3.50 (m, 8H, 2 x P5{3.60, 3.57}), H-8" {3.64}, H-61,, H-6,' {3.62}, H-9x" {3.60}), 3.52 (dd,
1H, Juens» = 1.2 Hz, Jug'n7» = 9.1 Hz, H-6""), 3.26 (dd, 1H, Jugz,np1 = 15.6 Hz, Juga e = 5.8 Hz, Hg,), 3.20 —
3.13 (m, 5H, Hp1{3.15}, Rs{3.18}, 12-CH,-Spacer {3.17}), 2.95 (dd, 1H, Jo1,082 = 17.0 Hz, Jog1,00 = 7.0 Hz,
Dg1), 2.83 (dd, 1H, Jopz2,op1 = 17.0 Hz, Jogz,p0a = 6.9 Hz, Dg2), 2.65 (dd, 1H, Juzreqnzrax = 12.7 Hz, Juzeqna” =
4.6 Hz, H-3"¢q), 2.59 (t, 2H, Jo-ch2,3-ch2 = 6.0 Hz, 2-CH,-Spacer), 2.34 — 2.21 (m, 5H, Pg1), 2.10 — 2.05 (m,
1H, Vg), 2.04 —1.89 (m, 19H, 3 x AcNH {1.99, 1.99, 1.97}, 5 x P,), 1.88 — 1.77 (m, 6H, 5 x Pg,, Rg1), 1.72 —
1.63 (m, 4H, Rgz, Ry, H-3"4), 1.33 (d, 6H, Jagaa = 7.0 Hz, 2 x Ag), 1.29 (d, 3H, Jagac = 7.1 Hz, Ag), 1.29 (d,
3H, Jaaa = 7.2 Hz, Ag), 1.25, 1.21, 1.17 (3 x d, 3 X 3H, Jr,1s = 6.4 Hz, 3 x T,), 0.91 (d, 3H, Ju,vs = 4.6 Hz,
V), 0.90 (d, 3H, Jwyvs = 4.6 Hz, V).

3C.NMR (151 MHz, D,0, HSQC, HMBC), & (ppm) = 174.9, 174.9, 174.8, 174.7, 174.7, 173.9, 173.8,
173.7,173.5,173.5,173.2,172.7, 172.1, 172.1, 172.0, 172.0, 171.6, 171.5, 171.3, 171.1, 171.0, 170.9,
170.8, 170.7, 163.3, 163.1, 162.9, 162.6 (28C, C=0), 156.7 (R¢), 133.5 (Hs), 128.3 (H,), 117.3 (Hs), 99.5
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(C-2”), 98.9 (C-1 (Tn)), 98.6 (C-1’ (STn)), 77.1 (Ad), 76.5, 75.5 (2 x Tg), 71.4 (2C, C-5, C-5’), 69.6, 69.5,
69.5, 69.4 (5-, 6-, 8-, 9-CH,-Spacer), 69.1 (C-8"), 68.5, 68.5 (2C, C-4, C-4’), 68.3 (C-6"), 68.1 (C-7""), 68.1
(2C, C-3, C-3'), 67.8 (C-4”), 67.0 (Tp), 66.5 (3-CHo-Spacer), 66.4 (11-CH,-Spacer), 64.1 (2C, C-6, C-6'),
62.8 (C-9), 61.2, 61.2, 61.2 (3C, 3 x Sg), 61.1 (P,), 60.8 (2 X Ps), 60.1 (2 X P), 59.9 (Aq), 59.6 (Va), 58.9
(Ta), 58.3 (Pa), 57.1, 57.1 (2C, 2 X Ta), 55.2 (Sa#2), 55.1 (Satt1), 54.9 (Sa#3), 52.3 (Ha), 51.8 (C-57), 51.1
(Ra), 49.8 (Da), 49.6 (Ad), 49.5 (2C, C-2, C-2'), 47.9, 47.9, 47.9, 47.8, 47.8, 47.7, 47.5 (7C, 5 x Ps, 2 X Ad),
42.4,42.3,42.3 (3 x G, 40.4 (Rs), 39.1 (2C, C-3”, 12-CH,-Spacer), 35.6 (2-CH,-Spacer), 35.1 (Dg), 30.1
(Vp), 29.4, 29.4, 29.3, 29.2, 28.0 (5 x Pg), 27.4 (Rg), 26.4 (Hg), 24.8, 24.7, 24.7 (5 x Py, 24.2 (R,), 22.3,
22.1(3C, 3 x CHs (AcNH)), 18.7, 18.4, 18.4 (3 x T,), 18.4, 17.7 (2 x V), 16.4, 15.5, 15.2, 15.0 (4 x Ag).

12-[N-(2-Ethoxy-3,4-dioxo-cyclobutenyl]-amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-glycyl-L-seryl-O-
{2-acetamido-2-desoxy-6-0-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-b-galacto-2-nonulopyranosyl)-
onat]-a-b-galactopyranosyl}-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-
threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-

threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-serin (98)
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EtO-Squarat-Spacer-Gly-Ser-Thr(STn)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(Tn)-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH

Zu einer Lésung von Glycopeptid 97 (16.6 mg, 5.43 umol, 1.0 Aq) in 4.0 ml eines Ethanol/Wasser-
Gemisches (1:1) wurde 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,2-dion (0.88 pl, 5.98 umol, 1.1 Aq.) gegeben.
AnschlieBend wurde so viel gesattigte Natriumcarbonat-Losung zugesetzt, bis ein pH-Wert von 8
eingestellt war (ca. 12 pl). Die Reaktionslosung wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend
mit 30 pl verdiinnter Essigsdure (1 M) neutralisiert. Nach Entfernen des Ethanols wurde lyophilisiert.

Das Rohprodukt wurde durch semipraparative RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 9.9 mg (3.24 umol, 60 %), farbloses Lyophilisat.

R: = 16.52 min (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Losungsmittel: Wasser/MeCN (95:5) + MeCN
(100%) mit je 0.1% TFA, Gradient: 0 min (100:0) = 5 min (100:0) = 25 min (40:60) = 35 min (0:100)
- 45 min (0:100), Flow 17.5 ml/min).

C127H15sN310s6 (M = 3056.15 g/mol) [3054.37].
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Drehwert: [a]p?® = +88.9 (c = 0.10, MeOH).
HR-ESI-MS (positiv), m/z: 1019.4555 ([M+3H]*, ber. 1019.4578.

Konjugation von Tetanus-Toxoid (TTox) mit 12-[N-(2-Ethoxy-3,4-dioxo-cyclobutenyl]-amino-4,7,10-
trioxa-dodecanylamido-N-glycyl-L-seryl-O-{2-acetamido-2-desoxy-6-0-(5-acetamido-3,5-didesoxy-
a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)-onat]-a-bD-galactopyranosyl}-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-
L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-O-(2-
acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-L-

serin (99)
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TTox-(Squarat-Spacer-Gly-Ser-Thr(STn)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(Tn)-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH),

In einer Natriumhydrogenphosphat-Pufferlosung (130 mg Na;HPO4 x 7 H,0 in 2 ml Wasser) von pH 9.5
wurden Tetanus-Toxoid (TTox) (2.00 mg, 0.013 pmol, 1 Aqg.) und Glycopeptid-Quadratsidure-Konjugat
98 (3.18 mg, 1.040 umol, 80 Aq.) geldst. Die Mischung wurde 3 d bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlieRend in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 kDa) lberfiihrt, um die Salze und nicht
gebundenes Glycopeptid zu entfernen. Der Fortschritt der Filtration wurde durch Uberpriifung des pH-
Werts des Filtrats beobachtet. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 ml entionisiertem Wasser
filtriert, bis das Filtrat neutral war. Nach Gefriertrocknung des Uberstands wurden 4.9 mg TTox-

Konjugat erhalten.

Ausbeute: 4.9 mg, farbloses Lyophilisat.

Konjugation von Rinderserumalbumin (BSA) mit 12-[N-(2-Ethoxy-3,4-dioxo-cyclobutenyl]-amino-
4,7,10-trioxa-dodecanylamido-N-glycyl-L-seryl-O-{2-acetamido-2-desoxy-6-O-(5-acetamido-3,5-
didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosyl)-onat]-a-p-galactopyranosyl}-L-threonyl-L-
alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-
O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-

glycyl-L-serin (100)
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BSA-(Squarat-Spacer-Gly-Ser-Thr(STn)-Ala-Pro-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(Tn)-Arg-
Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-OH),

In einer Natriumhydrogenphosphat-Pufferlosung (130 mg Na;HPO4 x 7 H,0 in 2 ml Wasser) von pH 9.5
wurden Rinderserumalbumin (BSA) (1.50 mg, 0.023 umol, 1 Aqg.) und Glycopeptid-Quadratséure-
Konjugat 98 (2.69 mg, 0.880 pmol, 40 Aq.) geldst. Die Mischung wurde 3 d bei Raumtemperatur geriihrt
und anschlieRend in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 kDa) tUberfiihrt, um die Salze und nicht
gebundenes Glycopeptid zu entfernen. Der Fortschritt der Filtration wird durch Uberpriifung des pH-
Werts des Filtrats beobachtet. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 ml entionisiertem Wasser
filtriert, bis das Filtrat neutral war. Nach Gefriertrocknung des Uberstands wurden 3.6 mg BSA-

Konjugat erhalten.

Ausbeute: 3.6 mg, farbloses Lyophilisat.

5.5.4 Synthese der Dendrimer-artigen vollsynthetischen MUC1-Vakzine

12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-L-glutaminyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-lysyl-L-alanyl-L-aspargyl-L-
seryl-L-lysyl-L-phenylalanyl-L-isoleucyl-glycyl-L-isoleucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-amido-
4,7,10-trioxa-dodecanylamido-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-{2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl}-
threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-{2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl}-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanin'?*3! (101)
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Ns-Spacer-GIn-Tyr-lle-Lys-Ala-Asn-Ser-Lys-Phe-lle-Gly-lle-Thr-Glu-Leu-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-
Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(aAcsTn)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(aAcsTn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-OH

Die Peptidsynthese erfolgte nach dem Fmoc-Standardprotokoll im Peptidsynthesizer Perkin ElImer ABI
433A der Firma Applied Biosystems ausgehend von einem Fmoc-Ala-Trt-Tentagel-R-Harz (Rapp
Polymere, Tlbingen, 588.2 mg, 0.1 mmol, Beladung: 0.17 mmol/g). Zu den Kupplungen wurden die
kommerziell erhiltlichen Fmoc-Aminosduren im 10-fachem Uberschuss eingesetzt, die den
Glycosylaminosduren nachfolgenden Aminosduren wurden in einer Doppelkupplung durchgefiihrt. Die
Kupplung der Glycosylaminosaure sowie die der Spacer erfolgte halbautomatisiert. Dazu wurde Tn-
Threonin 16 (134.1 mg, 0.20 mmol, 2.0 Aq.) bzw. Tn-Serin 15 (131.3 mg, 0.20 mmol, 2.0 Aq.), sowie
Fmoc-TEG-COOH 49 (88.7 mg, .20 mmol, 2.0 Aqg.) bzw. N3-TEG-COOH 50 (49.44 mg, 0.20 mmol, 2.0 Aq.)
jeweils zusammen mit HATU (91.2 mg, 0.24 mmol, 2.4 Aq.) und HOAt (32.7 mg, 0.24 mmol, 2.4 Aqg.) in
2 ml NMP gelést und mit NMM (55 pL, 0.5 mmol, 5.0 Aq.) versetzt.

Nach erfolgter Synthese wurde das Glycopeptid unter gleichzeitiger Entfernung aller saurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz in einem Merrifield-
Glasreaktor tGberfiihrt und 2.5 hin einer Suspension aus 10 ml Trifluoressigsdure, 1 ml Wasser und 1 ml
Triisopropylsilan auf einer Schiittelplatte geschwenkt. Nach Filtration der zweiphasigen Lésung durch
die Glasfritte wurde noch zweimal je 30 min mit Trifluoressigsdure (10 ml) geschiittelt. Das vereinigte
Filtrat wurde mit 30 ml Toluol verdiinnt und mehrmals kodestilliert, um die Trifluoressigsdure am
Rotationsdampfer zu entfernen. Der Riickstand wurde durch semipraparative RP-HPLC gereinigt und
anschlieBend lyophilisiert (prép. HPLC, Luna C18(2) von Phenomenex, H,O/MeCN mit je 0.01 % TFA,
95:0 (0 min) = 60:40 (30 min) = 0:100 (40 min), Flow: 10 ml/min).

Ausbeute: 151 mg (0.031 mmol, 31%), farbloses Lyophilisat.

Rt = 25-30 min (préap. HPLC, Luna C18(2) von Phenomenex, H,O/MeCN mit je 0.01 % TFA, 95:0 (0 min)
- 60:40 (30 min) = 0:100 (40 min), Flow: 10 ml/min).

Rt = 26.6 min (analytische RT-HPLC, H20 + 0.01 % TFA, MeCN + 0.01 % TFA, 95:0 (0 min), 60:40 (30
min), 0:100 (40 min), Flow: 1 ml/min).

C214H336N52076 (M = 4853.26 g/mol) [4850.40].

Drehwert: [a]p?® = +211.2 (c = 0.10, MeOH).

ESI-MS (positiv), m/z: 1214.24 ([M+4H]*, ber.: 1214.31), 1618.80 ([M+3H]*, ber.: 1618.80).



194 5. Experimenteller Teil

12-Azido-4,7,10-trioxa-dodecanoyl-L-glutaminyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-lysyl-L-alanyl-L-aspargyl-L-
seryl-L-lysyl-L-phenylalanyl-L-isoleucyl-glycyl-L-isoleucyl-L-threonyl-L-glutamyl-L-leucyl-amido-
4,7,10-trioxa-dodecanylamido-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-
prolyl-L-aspartyl-L-{2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl}-threonyl-L-arginyl-L-prolyl-L-
alanyl-L-prolyl-glycyl-{2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl}-L-seryl-L-threonyl-L-alanyl-L-

prolyl-L-prolyl-L-alanin?**! (102)
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Ns-Spacer-GIn-Tyr-lle-Lys-Ala-Asn-Ser-Lys-Phe-lle-Gly-lle-Thr-Glu-Leu-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-
Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(Tn)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-OH
P2-MUC1(22)Thr'!Tn,Ser'’Tn

Zur Deacetylierung der Kohlenhydratseitenketten wurde das Glycopeptid 101 (151 mg, 0.0328 mmol)
in 20 ml absol. Methanol gel6st und mit einer frisch hergestellten Natriummethanolat-Lésung in
Methanol (0.25 g Natrium in 10 ml Methanol) tropfenweise versetzt, bis ein pH-Wert von 9.5 — 10
erreicht wurde. Nach 2 d Rihren bei Raumtemperatur wurde mit 5 Tropfen Essigsdure neutralisiert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch semi-prdparative RP-HPLC
gereinigt (prap. HPLC, Luna C18(2) von Phenomenex, H,O/MeCN mit je 0.01 % TFA, 95:0 (0 min) =
60:40 (30 min) = 0:100 (40 min), Flow: 10 ml/min).

Ausbeute: 84.7 mg (0.018 mmol, 56%), farbloses Lyophilisat.

= 23-27 min (prap. HPLC, Luna C18(2) von Phenomenex, H,O/MeCN mit je 0.01 % TFA, 95:0 (0 min)
- 60:40 (30 min) = 0:100 (40 min), Flow: 10 ml/min).

=24.1 min (analyt. HPLC, Luna C18(2) von Phenomenex, H,O/MeCN mit je 0.01 % TFA, 95:0 (0 min)
- 60:40 (30 min) = 0:100 (40 min) = Flow: 1 ml/min).
Ca02H324N52070 (M = 4601.04 g/mol) [4598.34].
Drehwert: [0]p?® = +281.9 (c = 0.10, MeOH).
HR-ESI-MS, m/z: 1150.5955 ([M+4]*, ber. 1150.5926, 2.5 ppm.

'H NMR (600 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 8.58 (s, 1H, H'™*2), 7.28 - 7.18 (m, 6H, H'™"
{7.28}, F*"), 7.05 (d, 2H, J = 6.9 Hz, Y*"), 6.77 (d, 2H, J = 6.76 Hz, Y*), 4.88 - 4.70 (under D0 signal: 2 x
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Tn"{4.84, 4.80}), 4.73 - 4.69 (m, 1H, D%), 4.68 - 4.45 (m, 7H, H* {4.64}, Y* {4.67}, N® {4.65}, 2 x K® {4.62},
R%, F), 4.40 - 4.15 (m, 28H, 6 x P%, 3 x T%, Q° {4.38}, E* {4.37}, 3 x S* {4.33}, Tn? {4.32}, 6 X A* {4.29, 4.22,
4.18},3x T8 {4.17}, 3 x 1*{4.18}), 4.13 - 4.07 (m, 2H, V%, L%), 4.06 —4.01 (m, 2H, 2 x Tn"?), 3.99 - 3.85 (m,
9H, 6 x G% 2 x Tn"{3.96}, 2 x Tn"* {3.91, 3.90}), 3.83 - 3.80 (m, 2H, 2 x Tn*3), 3.79 - 3.66 (m, 22H, 3 x SP,
6 x P5, 2 x Tn" {3.70}), 3.66 - 3.53 (m, 26H, Sp*2°, HB {3.61}), 3.44 - 3.37 (m, 4H, SpH>NH SpcH2N3) 3 19
-3.12 (m, 4H, Y®, R®), 3.10 - 2.67 (m, 10H, DB, NB, 2 x K¢, F#{2.96}), 2.40 (t, 2H, Jerep = 7.2 Hz, EY), 2.35 -
2.14 (m, 4H, SpH¥), 2.10 - 1.72 (m, 38H, VB {2.07}, Q" {2.05}, 2 x CHs-AcNH {1.99, 1.98}, EP, LY {1.94},
QP {1.90}, LP {1.80}, 6 x P?, 6 x PY), 1.71 - 1.48 (m, 15H, 3 x I8, 2 x K® {1.65}, 2 x K® {1.58, 1.57}, R, R {1.72
-1.64}), 1.44 - 1.12 (m, 35H, 3 x I" {1.40}, 1 x A® {1.38, d, Jp,« = 7.4 Hz}, 4 x A® {1.31}, T¥ {1.20, d, 3H, Jrv1p
=5.0 Hz}, 2 x KY {1.17}, 1 x A®{1.16}, T¥ {1.15}), 0.93 - 0.85 (m, 15H, 3 x I", L?), 0.84 - 0.75 (m, 15H, 3 x I,
V).

13C-NMR (151 MHz, D,0, HSQC, HMBC), 6 (ppm) = 177.64 - 162.46 (45C, C=0), 156.71 (R*M), 154.46
(YEOH), 136.17 (H™C5), 133.48 (H™?), 130.51, 130.50 (2 x Y*'), 129.15, 128.75, 128.71, 128.38, 128.36,
127.16 (6 x F*"), 119.30 (Y*"), 117.35 (H™4), 115.41 (2 x Y*'), 98.58, 97.91 (2 x C-1), 71.48, 71.45 (2C,
SroP, TraP), 71.37, 71.31 (2 x C-5), 69.66 - 68.74 (13C, 10 x Spt2°, 3 x SP), 68.54, 68.42 (2 x C-4), 68.14
(2C, 2 x C-3), 67.05 (2C, 2 x Sp*><*2), 66.93, 66.54, 66.17 (3C, 3 x T?), 61.35 (), 61.17, 61.11 (2 x C-6),
60.98 (2C, 2 x S%), 60.50, 60.11, 60.09, 59.92, 59.53, 59.33, 58.90, 58.88, 58.45, 58.28 (14C, 6 x P¢, E%,
2xK% L% 3x1% V), 57.11, 55.95, 55.19, 54.90 (6C, 2 x Tn%, 3 x T%, F%), 53.65, 53.33, 53.16, 52.62, 51.08,
50.42, 50.13, 49.88, 49.85, 48.65, 48.63, 48.11, 47.92, 47.74, 47.72 (20C, R%, H®, 6 x P, 6 x A%, Y%, D,
Q°, C-2 {49.69, 49.68}, N%), 47.66 (2C, Spt2™3, SpcHNM) 42 42, 42.32, 42.27 (3 x GY), 40.47, 39.93, 39.15,
39.13, 38.94 (5C, R®, Y, 2 x K&, DP), 36.80, 36.27, 36.03, 36.01, 35.63, 35.20, 34.11, 34.07, 30.92, 30.16,
29.76, 29.69, 29.42, 29.34, 29.20 (15C, N, F&, QF, 3 x I}, 2 x Sp<© RB, RY, VB, E", LP, 2 x KP), 28.04,
27.43, 26.77, 26.35, 26.29, 26.16, 26.06, 24.73, 24.66, 24.62, 24.56, 24.39, 24.28, 24.16, 22.31 (20C, 6
x P, 6 x PY, H®, E®, LY, Q", 2 x KY, 2 x K®), 22.12, 22.06 (2 x CH3 (AcNH)), 21.95, 20.79, 18.88, 18.83, 18.72,
18.48,17.66 (8C, 3 x T, V', T, 3 x I"), 16.41, 16.30, 16.05, 15.46, 15.41, 15.37 (6C, AP), 14.85, 14.66,
14.62 (3G, I), 10.29, 10.15, 9.92 (6C, 3 x 15, V'™, L9).
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Kupplung von P2-MUC1(22)Thr'Tn,Ser'’Tn an hyperverzweigtes Polyglycerol HbP(G-GPE)**®! (103)
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In einem Schlenk-Réhrchen wurde HbP(G13-GPEsg) 104 (1.78 mg, 0.74 umol) in 500 ml entionisiertem
Wasser unter Argon-Atmosphare gelost. Zu dieser Losung wurde ein Gemisch aus MUC1-P2-Peptid 102
(30.0 mg, 6.52 umol) in 500 pl entionisiertem Wasser tropfenweise zugegeben. Nach drei Gefrier-
Auftau-Zyklen zur Losungsmittel-Entgasung wurden Kupfersulfat (0.95 mg, 5.93 umol) und Natrium-
ascorbat (5.87 mg, 29.64 umol) in 300 ul zugegeben. Nach einem weiteren Male Sekurieren wurde die
Reaktionsmischung bei 40 °C 4 d unter Argon-Atmosphére geriihrt. lonenaustauscherharz (Lewatit®
Monoplus S100H) wurde zugegeben und die Reaktionsmischung 24 h geschittelt. Die Losung wurde
durch Ultrafiltration (Polyethersulfonmembran, Cut-off: 30 kDa) gereinigt. Die erfolgreiche Kupplung

des Glycopeptids 102 an das Polymer 104 wurde durch SEC in HFIP als Elutionsmittel bestatigt.

Ausbeute: Es wurden 17.2 mg der Vakzine erhalten.[*¢!
Das Polymer HbP(G13-GPEg) 104 wurde von {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt}, Institut fir Organische
Chemie, Arbeitsgruppe {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt}, Universitat Mainz, erhalten. Synthese und

Charakterisierung siehe Literatur(?*4,

5.5.5 Synthese der mit Poly(l:C)-applizierten vollsynthetischen Vakzine

N-Acetyl-L-lysyl-L-leucyl-L-phenylalanyl-L-alanyl-L-valyl-L-thryptophanyl-L-lysyl-L-isoleucyl-L-
threonyl-L-tyrosyl-L-lysyl-L-aspartyl-L-threonyl-(12-amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl)-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl)-L-threonyl-L-alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanin (108)
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AcNH-Lys-Leu-Phe-Ala-Val-Trp-Lys-lle-Thr-Tyr-Lys-Asp-Thr-HN-(CH2CH;0)3-CH,CH,CONH-Pro-Ala-His-
Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(AcOsTn)-Ala-Pro-Pro-Ala-OH

Die Glycopeptidsynthese erfolgte im Peptidsynthesizer CS136XT von CS Bio Co. nach dem Fmoc-
Standardprotokoll (siehe Kapitel 5.4.1) ausgehend von einem mit Fmoc-Ala-O-Trt beladenem Tentagel-
Harz (1.176 g, 0.2 mmol, Beladung: 0.17 mmol/g, Rapp Polymere GmbH, Tiibingen). Die Kupplungen
der glycosylierten Aminosaure 16 und des TEG-Spacers 49 erfolgten manuell im Reaktor des
Synthesizers, zu dem die zuvor angesetzte Reaktionslosung mittels einer Spritze hinzugefiligt wurde.
Zur Anbindung des Tn-Bausteins wurde 16 (268.0 mg, 0.40 mmol, 2.0 Ag.) zusammen mit HATU
(182.4 mg, 0.48 mmol, 2.4 Aq.), HOAt (65.3 mg, 0.48 mmol, 2.4 Aq.) und NMM (109.9 pl, 1.00 mmol,
5.00 Aq.) in 4 ml NMP geldst. Nach einer Kupplungszeit von 8 h fiir den Tn-Baustein wurde die
nachfolgende Aminosaure Serin vollautomatisiert als Doppelkupplung durchgefiihrt. Der Fmoc-Spacer
49 wurde in einem vierfachen Uberschuss gekuppelt in einer Reaktionslésung aus dem Spacer 49
(354.6 mg, 0.80 mmol, 4.0 Aq.), HATU (364.9 mg, 0.96 mmol, 4.8 Aq.), HOAt (130.6 mg, 0.96 mmol,
4.8 Aq.) und NMM (219.8 ul, 2.00 mmol, 10 Aq.) in 4 ml NMP. Der N-Terminus wird im Anschluss an
die Synthese im Reaktor acetyliert.

Nach erfolgter Synthese wurde das Glycopeptid unter gleichzeitiger Entfernung aller saurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen vom Harz abgespalten. Dazu wurde das Harz in einem Merrifield-
Glasreaktor tiberfiihrt und 2.5 h in einer Suspension aus 10 ml Trifluoressigsaure, 1 ml Wasser und 1 ml
Triisopropylsilan auf einer Schiittelplatte geschwenkt. Nach Filtration der zweiphasigen Losung durch
die Glasfritte wurde noch zweimal je 30 min mit Trifluoressigsdure (10 ml) geschittelt. Das vereinigte
Filtrat wurde mit 30 ml Toluol verdiinnt und mehrmals kodestilliert, um die Trifluoressigsdaure am
Rotationsdampfer zu entfernen. Der Riickstand wird durch semiprédparative RP-HPLC gereinigt und
anschliefend lyophilisiert (prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 %
TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 17.5

ml/min).

Ausbeute: 178.1 mg (0.042 mmol, 21%), farbloses Lyophilisat.
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Rt = 29.0 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 1.0 ml/min).
C192H206N46061 (M = 4224.74 g/mol) [4222.15].

Drehwert: [a]p?* = -54.9 (c = 0.80, MeOH).

HR-ESI-MS (positiv), m/z: 2113.0549 ([M+2H]*, ber. 2113.0779).

N-Acetyl-L-lysyl-L-leucyl-L-phenylalanyl-L-alanyl-L-valyl-L-thryptophanyl-L-lysyl-L-isoleucyl-L-
threonyl-L-tyrosyl-L-lysyl-L-aspartyl-L-threonyl-(12-amino-4,7,10-trioxa-dodecanoyl)-L-prolyl-L-
alanyl-L-histidyl-L-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-L-glycyl-L-seryl-O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-L-threonyl-L-

alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanin (109)

Mwmmwm“ iwwﬁ" SIIER
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AcNH-Lys-Leu-Phe-Ala-Val-Trp-Lys-lle-Thr-Tyr-Lys-Asp-Thr-HN-(CH,CH;0)3-CH,CH,CONH-Pro-Ala-His-
Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(Tn)-Ala-Pro-Pro-Ala-OH

Zur Deblockierung der Kohlenhydrat-Antigene wurde das Glycopeptid 108 (30.2 mg, 7.15 umol) mit
500 ml einer auf pH 10.4 eingestellten wassrigen NaOH-Losung versetzt (ca. 40 mg NaOH auf 500 ml
entionisiertes Wasser). Durch analytische HPLC und Kontrolle des pH-Werts mittels pH-Meter wurde
der Fortschritt der Reaktion Uberwacht und mit weiterer NaOH-Losung versetzt oder ggf.
Uberschiissiges Wasser am Rotationsverdampfer vorsichtig entfernt. Nach 2d Rihren bei
Raumtemperatur wurde durch Zugabe von wenigen Tropfen konzentrierter Essigsdaure neutralisiert
und das Losungsmittel im Vakuum vollstandig entfernt. Das Rohprodukt wurde durch semipréparative
RP-HPLC gereinigt und anschlieBend lyophilisiert (prdparative Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient:
Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, 0 min (95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) - 45
min (0:100), Flow 20.0 ml/min).

Ausbeute: 13.4 mg (3.27 umol, 46 %), farbloses Lyophilisat. Das Glycopeptid wird bei Zugabe von

Wasser oder Methanol extrem gelartig.
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Rt = 28.39 min (analyt. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1% TFA, 0 min
(95:5) = 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 42 min (0:100), Flow 1.0 ml/min).

Rt = 23.64 min (praparative Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit je 0.1 % TFA, O
min (95:5) 2 5 min (95:5) = 25 min (60:40) = 35 min (0:100) = 45 min (0:100), Flow 20.0 ml/min)
Cis6H292N460ss (M = 4098.63 g/mol) [4098.12].

Drehwert: [0]p?® =-93.4 (c = 0.14, MeOH) .

ESI-MS (positiv), m/z: 1367.04 ([M+3H]**, cal. 1367.04).

MALDI-TOF-MS (Sinapinsaure, positiv), m/z = 4099.44.

H-NMR (600 MHz, D,0, COSY, HSQC, HMBC), & (ppm) = 8.57 (d, 1H, Jucns = 1.4 Hz, He), 7.55 (d, 1H,
Jwhawns = 7.9 Hz, Wha), 7.42 (d, 1H, Jwhzwhs = 8.2 Hz, Wyp7), 7.30 = 7.25 (m, 4H, Fus, Fua, Fus, Hs {7.27}),
7.19—7.16 (M, 4H, Fuz, Frg, Whs, Wig), 7.08 (d, 1H, Jwws,wha = 7.5 Hz, Wis), 7.04 (d, 2H, Juonamens = 8.5 Hz,
Yi2, Yue), 6.75 (d, 2H, Jus zms e = 8.5 Hz, Yus, Yas), 4.90 (d, 1H, Junz = 3.9 Hz, H-1), 4.72 — 4.69 (m, 2H,
2 x Do), 4.66 (dd, 1H, Juamps = 8.3 Hz, Juampz = 5.9 Hz, Ha), 4.63 — 4.59 (m, 4H, P, {4.63}, Wq {4.61}, Ry
{4.60}, Se#2 {4.60}), 4.58 — 4.50 (M, 7H, 4 X Aq, Tarn {4.54}, Yo {4.51}, Fq {4.53}), 4.42 (t, 1H, Jsasp = 5.4 Hz,
S#l), 4.39 = 4.13 (m, 20H, 5 x P, {4.39 — 4.30}, 2 x A, {4.28, 4.22}, 4 x Tg {4.32 (Tn), 4.22, 4.20, 4.17},
4xT,{4.38,4.29,4.26,4.24}, 3 xK, {4.14, 4.22, 4.26}, V4 {4.20}, L {4.28}), 4.09 —4.05 (m, 2H, T {4.07},
H-2 {4.06}), 4.00 - 3.86 (m, 10H, 2 x Go1 + 2 X Ga2{3.99, 3.97, 3.94, 3.91}, Sg#2 {3.89}, 14 {3.99}, V4 {3.96},
H-4 {3.92}, H-5 {3.97}), 3.82 (dd, 1H, Jusnz = 11.1 Hz, Juzpa = 3.1 Hz, H-3), 3.80 — 3.68 (m, 12H, Se#1l
{3.79}, 3 x Ps {3.81 — 3.73}, 3-CH,-Spacer {3.73}, H-6a {3.72}, H-6b {3.69}), 3.66 — 3.54 (m, 16H, 3 x Ps
{3.64 — 3.55}, 2 x CH,-CH,-Spacer {3.61}, 11-CH,-Spacer {3.57}), 3.41 (dt, 1H, Ji>-ch2a11-cH2 = 5.4 Hz,
J12-cH2a12-cH2p = 14.3 Hz, 12-CHa,-Spacer), 3.34 (dt, 1H, Ji2-crab,i1-cH2 = 5.4 Hz, J1z-cHab12-chza = 14.1 Hz, 12-
CHap-Spacer), 3.28 —3.13 (m, 6H, Hg2 {3.25}, Hp: {3.16}, Rs {3.17}, Wp1 {3.25}, W, {3.19}), 3.08 (dd, 1H,
Jeprep2 = 13.9 Hz, Jrpira = 6.2 Hz, Fp1), 2.98 — 2.89 (m, 7H, 2 x Dgy {2.92}, Yp1 {2.96}, Fga {2.95}, 3 X Ke1
{2.90}), 2.87 — 2.79 (m, 6H, 2 x Dg, {2.84}, Yp, {2.85}, 3 x Ke2{2.85}), 2.73 (dt, 1H, Jo-chaa3-ci2 = 6.3 Hz,
Jo-chzap-crap = 16.0 Hz, 2-CHaa-Spacer), 2.64 (dt, 1H, Jo-chabs-cv2 = 5.9 Hz, Jo-chab2-chza = 16.2 Hz, 2-CHap-
Spacer), 2.35 - 2.19 (m, 6H, 6 x Pg1), 2.09 — 1.77 (m, 27H, Re1 {1.80}, 6 x P, {2.04 — 1.88}, 6 x Pg2{1.96 —
1.77}, 2 x Vg {2.07, 1.98}, 2 x AcNH {1.99}), 1.76 — 1.57 (m, 10H, Rg>{1.71}, R, {1.63}, 3 x Ks1 {1.60}, 3 x
Kp1{1.76 — 1.70}, I {1.72}), 1.56 — 1.46 (m, 8H, 3 x Ks>{1.54}, 3 x Kp2{1.53 — 1.46}), 1.42 — 1.39 (m, 1H,
Lg), 1.38 (d, 3H, Japaa = 7.4 Hz, Ag), 1.36 — 1.26 (m, 18H, 5 x Ag, 3 x K1), 1.22 (d, 3H, Jr16 = 6.4 Hz, Tyn),
1.18 -1.14 (m, 12H, 3x Ty, 3 x Ky2), 1.10 — 1.06 (M, ly(crz) {1.09}, T, {1.08, d, 3H, Jr, 18 = 6.4 Hz}), 0.91 (d,
3H, Jwvs = 5.5 Hz, V), 0.90 (d, 3H, Jwvs = 5.5 Hz, V,), 0.88 (d, 1H, Jis1, = 6.7 Hz, Ls), 0.85 (d, 3H, Jyyvs =
4.6 Hz, V), 0.84 (d, 3H, Jwvp = 4.9 Hz, Vy), 0.82 (t, 3H, Jis)y = 7.4 Hz, 1), 0.79 (d, 1H, Jis;y = 6.3 Hz, Ls),
0.71 (d, 3H, Jiycr3)ie = 6.7 Hz, lych3)).
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B3C.NMR (151 MHz, D,0, HSQC, HMBC), & (ppm) = 176.7, 174.9, 174.9, 174.5, 174.4, 174.4, 174.2,
174.2,174.1,174.1, 174.0, 173.8, 173.8, 173.6, 173.5, 173.5, 173.3, 173.3, 173.2, 173.2, 173.0, 173.0,
172.9,172.6,172.6, 172.4,172.4,172.4,172.1, 172.0, 171.6, 171.5, 171.4, 171.2, 171.2, 171.1, 170.8,
170.6, 163.1, 162.9 (40C, C=0), 156.7 (R), 154.5 (Yca), 136.2 (Wcza), 136.1 (Fer), 133.5 (He), 130.5 (2C,
Yoz, Yes), 129.2 (Fea, Fes), 128.7 (Fes, Fes), 128.3 (Hy), 127.8 (Yca), 127.1 (Fea), 126.8 (Wesa), 124.3 (W),
122.0 (Wes), 119.4 (Wes), 118.2 (Wes), 117.3 (Hs), 115.4, 115.4 (2C, Yes, Yos), 111.9 (W), 108.6 (W),
98.7 (C-1), 75.9 (Tgr), 71.3 (C-5), 69.6, 69.6, 69.5, 69.4 (4C, 5-, 6-, 8-, 9-CH,-Spacer), 68.7 (11-CH,-
Spacer), 67.6 (C-3), 68.2 (C-4), 67.2, 67.1, 67.0, 67.0 (4C, 4 x Tp), 66.2 (3-CH,-Spacer), 61.4 (Sg#1), 61.4
(Se#2), 61.3 (C-6), 61.1, 60.9, 60.6, 60.2, 60.1 (5C, 5 X Pg), 59.8, 59.5 (2 X V4), 59.3 (lu), 58.9 (Ps), 58.9,
58.8, 58.5, 58.5 (4 X Ta), 57.1 (Tarn), 55.4 (Sa#1), 55.2 (Fa), 55.1 (Ya), 54.8 (Sa#2), 54.5 (W), 53.8, 53.3,
52.3 (3 x Kq), 52.3 (Ha), 51.2 (Ra), 50.2 (Da), 49.7 (Ad), 49.5 (C-2), 48.8 (Ad), 48.8 (Ld), 48.1 (Ad), 47.9,
47.8,47.8 (3C, 3 x Ay), 47.8 (Da), 47.8, 47.7, 47.5 (3C, 3 x Ps), 42.4, 42.3 (2C, 2 x G), 40.5 (Rs), 39.6,
39.2,39.1 (3C, 3 x Ke), 39.1 (12-CH,-Spacer), 36.9 (Fg), 36.2 (Is), 36.0 (Yg), 35.4, 35.3 (2 x Dg), 34.1 (2-
CH,-Spacer), 30.6, 30.5, (2C, 2 x Kg), 30.3, 30.2 (2 x Vg), 30.0 (Kg), 29.7, 29.4, 29.3, 29.2, 29.2, 28.0 (6 X
Pg), 27.5 (Rg), 26.8 (W), 26.3, 26.3 (4C, 3 x K5, Hp), 24.9 (Lg), 24.8, 24.7, 24.7, 24.6 (6C, 6 x Py), 24.4
(lycra), 24.2 (L), 24.0 (R), 22.3, 22.1, 22.0 (3C, 3 x K,), 21.9 (CH3CO), 21.6 (CHsCO), 20.7 (Ls), 18.9, 18.7,
18.7 (3xT), 18.4, 18.3 (3C, 3x V), 17.9 (T,), 17.8 (Ls), 17.7 (V,), 16.4 (T,), 16.4, 16.3, 16.2, 15.4, 15.3,
15.1 (6 x Ag), 14.6 (lyicr3)), 10.2 (ls).

1-(Amino-4,7,10-trioxa-dodecanylamido-L-prolyl-L-alanyl-L-histidyl-glycyl-L-valyl-L-threonyl-L-seryl-
L-alanyl-L-prolyl-L-aspartyl-L-{2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl}-threonyl-L-arginyl-L-
prolyl-L-alanyl-L-prolyl-glycyl-{2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl}-L-seryl-L-threonyl-L-

alanyl-L-prolyl-L-prolyl-L-alanyl-)-2-ethoxycyclobuten-3,4-dion!?*3! (110)

YNH OH OH
HN Q

e} o ’ :/>H ° COOH A HNO
R AUUUUUR SV B3 SV TN« RN TER Y LI VY
EtO-Squarat-NH(CH,CH,0);CH,CH,CO-NH-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-
Pro-Gly-Ser-Thr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-OH

ok ok

Zu einer Losung des Glycopeptids™ (20 mg, 8.12 pmol, 1.0 Aq) in 4.3 ml Ethanol/Wasser-Gemisch (1:1)
wurde 3,4-Diethoxy-3-cyclobuten-1,3-dion (1.31 pl, 8.9 umol, 1.1 Aq.) gegeben. AnschlieBend wurden

12 pl einer gesattigten Natriumcarbonat-Losung zugesetzt, bis ein pH-Wert von 8 eingestellt wurde.

“* Das entsprechende Glycopeptid wurde freundlicherweise von {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} zur
Verfiigung gestellt.[22V]
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Die Reaktionslosung wurde 3 h bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend mit 30 ul verdinnter
Essigsdure (1 M) neutralisiert. Nach Entfernen des Ethanols wurde lyophylisiert und das Rohprodukt

durch semipraparative RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: 17.2 mg (6.7 umol, 82%), farbloses Lyophilisat.

Rt =22.3 min (semipraparative HPLC, prap. Luna C18(2) von Phenomenex, Gradient: Wasser/MeCN mit
je 0.1% TFA, 0 min (95:5) = 30 min (60:40) = 60 min (0:100), Flow 10.0 ml/min).

Rt = 17.4 min (analytische HPLC, analyt. Luna C18(2) von Phenomenex Gradient: Wasser/MeCN mit je
0.1% TFA, 0 min (95:5) = 30 min (60:40) = 60 min (0:100), Flow 1.0 ml/min).

C111H173N2504; (M = 2585.73 g/mol) [2584.23].

ESI-MS (positiv), m/z: 1293.07 ([M+2H]?, ber.: 1293.12).

Konjugation von EtO-Squarat-NH(CH,CH,0)3CH,CH,CO-NH-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-
Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(aGalNAc)-Ala-Pro-Pro-Ala-OH (110) an Rinderserumalbumin!?*3!
(111)

HN. NH2 OH OH
o

AHNO

@ PP AT A A O i IRE W I

Zu 2 ml einer Natriumhydrogenphosphat-Lésung (130 mg Na;HPO in 10 ml Wasser) von pH 9.5 wurden
Rinderserumalbumin BSA (4.0 mg, 0.059 umol, 1 Aq.) und Glycopeptid-Quadratsiure-Konjugat 110
(5.0 mg, 1.934 umol, 33 Aqg.) gegeben. Die Mischung wurde 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt und
in eine Ultrafiltrationsanlage (Membran 30 kDa) Gberfiihrt. Das Rohprodukt wurde dreimal mit 50 ml

entionisiertem Wasser filtriert. Nach Gefriertrocknung wurden 4.4 mg BSA-Konjugat erhalten.

Ausbeute: 4.4 mg.
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6 Immunologische Evaluierung

Die Arbeiten zur immunologischen Evaluierung der synthetischen Vakzine wurden in Zusammenarbeit

m|t DIp|—Chem {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} unter Anleitu ng von Herrn {aus datenschutzrechtlichen Griinden entfernt} dUS

dem Institut fiir Immunologie der Universitatsmedizin Mainz durchgefiihrt.

6.1 Verwendete Materialien und Gerate

Chemikalien und Lésungen

ABTS
Blockpuffer
BSA
Citratpuffer
CFA

Coating-Puffer
FACS-Puffer
IFA

PBS

SA-HPO

Tween 20

Waschpuffer

Wasserstoffperoxid

Zitronensaure

2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure), 1 mg/ml in Citratpuffer
PBS 1x, 0.5 -1 % BSA, 0.2 % Tween 20

10%ige Losung (0.2 uM in PBS)

40 mM Zitronensaure, 60 mM Na;HPO4 x H,O, pH 4.5

Bacto Adjuvant Complete Freund, Control. 645230 (0638-60), Difco
Laboratories, Detroit, USA

0.1 M NayHPO4 x H,0O, pH 9.3

30 mM EDTA, 0.1% NaNs in PBS

F5506-10x10ML, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

1.4 M NaCl, 0.1 M NaH;POg4, pH 7.2

Streptavidin-Meerrettichperoxidase, 1:10 vorverdiinnt, Einsatzkonzentration:
1:10000

Polysorbat 20, Roth, Karlsruhe

0.1% Tween 20 in PBS

30%ig, Verdinnung 1:4000

Roth, Karlsruhe

Verwendete Antikorper

anti-Maus-IgG

anti-Maus-IgM

anti-Maus-IgG1

sheep a mouse bio = Schaf-anti-Maus-1gG, biotinyliert, Sekundarantikorper fur
ELISA-Experimente, hergestellt von PROF. DR. faus datenschutzrechtiichen Grinden entfernt,
Einsatzkonzentration ¢ = 0.48 pg/ml

biotinyliert, Bioscience, clone eB121-15F9, Sekundarantikorper fiir ELISA-
Antikorper-lsotyp-Experimente, Einsatzkonzentration: 1.0 ug/ml

biotinyliert, BD Pharmingen, clone A85-1, Sekundarantikorper fiir ELISA-

Antikorper-lsotyp-Experimente, Einsatzkonzentration: 1.0 ug/ml
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anti-Maus-1gG2a biotinyliert, BD Pharmingen, clone R19-15, Sekundarantikdrper fir ELISA-
Antikorper-lsotyp-Experimente, Einsatzkonzentration: 1.0 ug/ml

anti-Maus-1gG2b biotinyliert, BD Pharmingen, clone R12-3, Sekundarantikorper flr ELISA-
Antikorper-lsotyp-Experimente, Einsatzkonzentration: 0.5 - 1.0 ug/ml

anti-Maus-1gG2c biotinyliert, BD Pharmingen, clone A92-1, Sekundarantikorper fiir ELISA-
Antikorper-lsotyp-Experimente, Einsatzkonzentration: 1.0 ug/ml

anti-Maus-1gG3 biotinyliert, BioLegend, clone RMG3-1, Sekundarantikérper fir ELISA-
Antikorper-lsotyp-Experimente, Einsatzkonzentration: 1.0 ug/ml

GGSK-1/30140.162] monoklonaler IgG1-Antikdrper gegen tumorassoziiertes MUC1, hergestellt von
DR. NICOLA GAIDzIK, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, Verwendung als
Positivkontrolle fir durchflusszytometrische Analysen

Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Maus-IgG, Invitrogen, clone A11029, Sekundarantikorper fir

durchflusszytometrische Analysen, Einsatzkonzentration: 2.0 pg/ml

Zelllinien

MCF-783%163] Mamma Carcinoma Female, humane Brustadenokarzinom-Zelllinie, die
tumorassoziiertes MUC1 exprimieren, erworben von CLS - Cell Lines Service,
Eppelheim

T-47D[31.461 humane Brustkarzinom-Zelllinie, die tumorassoziiertes MUC1 exprimiert,

erworben von CLS - Cell Lines Service, Eppelheim

Verbrauchsmaterialien
Mikrotiterplatten 96-Well-Platten, Flachboden, Maxiorb, Nunc, Roskilde Danemark
Greiner-Réhrchen 14 ml- und 50 ml-Réhrchen, Greiner Bio-One, Frickenhausen

Zentrifugen-Réhrchen 1.5 ml- und 2.0 ml-ReaktionsgefialRe, Eppendorf, Hamburg

Spritzen 1.0 ml- und 2.0 ml-Spritzen, B. Braun, Melsungen

Geridte
Ultraschall-Homogen. UW Sonoplus HD 2070, Bandelin, Berlin
UV-Spektrometer Tecan Reader GENios, Mannedorf, Schweiz

Durchflusszytometer  BD Biosciences FACSVerse
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6.2 Durchfiihrung der Immunisierungen

6.2.1 Herstellung der Vakzin-Formulierungen

Formulierung in CFA

Die Vakzin-Stammlosung wird auf 2 mg/ml (bzw. 12 mg/ml bei der Polymer-gebundenen
Vakzine) mit PBS eingestellt.

62.5 pl der Stammlésung (2 mg/ml) werden mit 187.5 pL PBS und 250 pL CFA in ein 2.0 ml
Eppendorf-Gefal} pipettiert.

Nach Resuspendieren wird die Mischung in eine 2 ml-Spritze tiberfiihrt, deren Offnung
vorher mit Parafilm verschlossen wird.

Nach Homogenisierung mit Ultraschall (30 s, 60 Zyklen, Power 70 — 80%) wird die Emulsion in
eine 1 ml-Spritze Gberfihrt und bis zur Impfung auf Eis gelagert.

Die Impfung mit der CFA-Emulsion erfolgt s.c. mit 40 pl pro Maus.

Formulierung in IFA

Die Vakzin-Stamml6sung wird auf 2 mg/ml (bzw. 12 mg/ml bei der Polymer-gebundenen
Vakzine) mit PBS eingestellt.

62.5 pl der Stammlosung (2 mg/ml) wird mit 187.5 pL PBS und 250 pL IFA in ein 2.0 ml
Eppendorf-Gefal} pipettiert.

Der Rest erfolgt wie oben beschrieben.

Die Impfung mit der IFA-Emulsion erfolgt i.p. mit 40 pl pro Maus.

Nur in PBS:

Fur eine Maus werden 12.5 pL der Vakzin-Stammlésung (2 mg/ml) mit 50 uL PBS in ein 2.0 ml
Eppendorf-Gefal} pipettiert.

In IFA und Poly(l:C):

43.75 pl der Vakzin-Stamml6sung wird in Endotoxin-freies Wasser (2 mg/ml), 109.38 uL
Poly(l:C)-Losung (40 mg/ml), 21.87 pl Endotoxin-freies Wasser (anstatt PBS) und 175 pL IFA in
ein 2.0 ml-Eppendorf-Gefal pipettiert.

Der Rest erfolgt wie oben beschrieben.

Poly(1:C) low molecular weight wurde von Invivogen, USA, bezogen. Pro Maus werden ca.
500 pg Poly(l:C) appliziert. Die Stammlosung betragt 40 mg/ml (25 mg in 625 pl Endotoxin-

freies Wasser).
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In IFA, Poly(l:C) und CpG:
- 43.75 ul der Vakzin-Stammldsung wird mit Endotoxin-freies Wasser (2 mg/ml), mit 109,38 pL
Poly(l:C)-Losung (40 mg/ml), mit 63 pl CpG (500 uM CpG-Stammldsung) und mit 133,87 uL
IFA in ein 2.0 ml Eppendorf-Gefald pipettiert.
- Der Rest erfolgt wie oben beschrieben.
- CpG ODN 1826 wurde von Invivogen, USA, bezogen. Die Wirkkonzentration von CpG pro
Maus betragt 1.2 uM, was ca. 23 pg CpG pro Maus entsprechen (Maus-Blutvolumen ca.

3 ml). Die Stammldsung ist 500 uM (200 pg CpG in 63 pl Endotoxin-freies Wasser).

6.2.2 Immunsierungsplan

Siehe Kapitel 3.5.1.

Das Injektionsvolumen betragt 40 pl. CFA-Formulierungen werden stets subkutan appliziert, IFA-
Formulierungen intraperitoneal. Die Auffrischimpfungen (zwei oder drei) erfolgen im Abstand von 14
bis 21 Tagen. Abweichungen vom Standard-Immunisierungsplan sind an entsprechenden Stellen

angegeben.

6.2.3 Gewinnung der Blutproben

Flinf Tage nach jeder Auffrischimpfung wird das Blut der immunisierten Mause durch Punktierung der
Schwanzvenen mit einem Skalpell gewonnen, indem das austretende Blut tropfenweise (ca. 50 ul —
100 pl) in ein 1.5 ml-Eppendorf-GefaR aufgefangen wird. Die Eppendorf-GefdRe werden 10 min bei
12000 U/min zentrifugiert. Der klare Uberstand (Blutserum) wird mit einer 100 ml-Einkanalpipette in

ein neues Eppendorf-GefaR Gberfihrt und erneut 10 min bei 12000 U/min zentrifugiert.

6.3 Protokoll zur Durchfiihrung von ELISA-Experimenten

1) Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem entsprechenden BSA-Coat:
- Der BSA-Coat wird im Eppendorf-Gefal mit PBS verdiinnt, sodass eine 2 mg/ml
Stammldsung entsteht.
- Die Konzentration des BSA-Konjugats im Well betragt ¢ = 10 pg/ml. Pro ELISA-Platte wurden

50 pl Stammlésung mit 5 ml Coating-Puffer (1:100 Verdiinnung) aufgetragen.
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- Pro Well wurden 50 pl pipettiert und 60 min bei 37 °C oder {iber Nacht im Kiihlschrank
inkubiert.

2) Es werden drei Waschschritte mit Waschpuffer durchgefiihrt.

3) 50 ul/Well Blockpuffer vorlegen.

4) Titration der Blutproben:
- 50 ul der verdiinnten Blutproben werden im jeweils ersten Well des 96-Well-Platten titriert,
wobei TTox-Vakzine i.d.R. bei einer Verdiinnung von 1:100 - 1:500 in der ersten Well-Reihe
gestartet werden, vollsynthetische Vakzine bei 1:25 — 1:50.
- Beim Isotyp-ELISA wird die Verdiinnungsreihe dort gestartet, wo die Kurve des Titers anfangt
zu fallen.
- Mit einer Multikanal-Pipette wird die erste Well-Reihe durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren durchgemischt und 50 pl davon in die nachste Well-Reihe pipettiert usw.
- Die weiteren Reihen werden 1:1 seriell verdiinnt, wobei die letzten 50 ul verworfen werden.
- Es wird 45 - 60 min bei 37°C inkubiert.

5) Es werden drei weitere Waschschritte mit Waschpuffer durchgefiihrt.

6) Zugabe von Sekundarantikorper:
- Man verwendet den Sekundarantikbrper sheep a mouse bio (sam-AK), dessen
Einsatzkonzentration ¢ = 0.48 pg/ml betragt. Die Konzentration der Sekundarantikorper-
Stammldsung betragt dabei 250 pg/ml (1:500), die jeweiligen Sekundar-Antikorper beim
Isotyp-ELISA 1:1000. Pro ELISA-Platte wird eine Losung aus 10.0 pl Sekundarantikorper mit 5 ml
mit Blockpuffer verwendet. Beim Isotyp-ELISA wird direkt von der 1:1000-Verdiinnung 50 pl
pro Well vorgelegt.
- Es werden pro Well 50 ul (96 Wells x 50 pl = 5 ml pro Platte) vorgelegt und anschlieRend 45
bis 60 min bei 37 °C inkubiert.

7) Es werden drei Waschschritte mit Waschpuffer durchgefiihrt.

8) Zugabe von Streptavidin-Meerrettichperoxidase:
- Vom verwendeten SA-HPO (1:1000 in Blockpuffer) werden 50 pl/Well vorgelegt und 15 bis
20 min bei 37 °C inkubiert.

9) Es werden drei Waschschritte mit Waschpuffer durchgefiihrt.

10) Nachweisreaktion:
- Durch Zugabe von 50 ul/Well einer Losung aus ABTS (1 mg/ml) und 30%iges H,0, (1/4000
verdinnt in Citratpuffer) wird die Nachweisreaktion katalysiert. Pro ELISA-Platte werden

somit 5 mg ABTS, 1.25 ul H,0, und 5 ml Citratpuffer angesetzt.
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11) Ausmessen der Absorption
- Nach ca. 10 Minuten wird die Absorption bei A =410 nm (Tecan Reader, GENios-Detektor:

Optionen: 410 nm, Nunfl96ft.pdf, Referenz 0 nm) bestimmt.

6.4 Protokoll der durchflusszytometrischen Analysen

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitdt der induzierten Antikdrper an humane Brusttumorzellen
werden Tumorzellen der Zelllinie MCF-7 oder T-47D (1 x 10° Zellen pro Probe) in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte lberfiihrt. Die Zellen werden mit 100 ul PBS gewaschen und 20 min mit 50 pl
Blutserum (ca. 1:200 — 1:400 mit PBS verdiinnt) bei einer Temperatur von 4°C inkubiert. Anschliefend
werden die Zellen zweimal mit je 100 pl PBS gewaschen und 20 min bei einer Temperatur von 4°C mit
dem Ziege-anti-Maus-IgG Alexa Fluor 488-Antikorper (Verdinnung 1:1000 in PBS) und mit dem
Lebend-Farbstoff eFluor780 (Verdiinnung 1:1000 in PBS) inkubiert, um falsch-positive tote Zellen
auszuschlielRen. Die Zellen werden dann zweimal mit je 100 ul PBS gewaschen. Danach werden sie in
100 ul PBS aufgenommen, in ein FACS-R6hrchen pipettiert und mittels der BD Biosciences FACSVerse-

Maschine analysiert. Fiir jede Probe werden ca. 10 Zellen analysiert.
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8 Spektroskopischer Anhang

Fmoc-Ser(aAcsGalNAc)-OtBu (15)
'H-NMR (300 MHz, CDCls)
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Fmoc-Thr-(aAcsGalNAc)-OtBu (16)

'H-NMR (400 MHz, CDCls)
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aAcaNeuNAcCOOBNXan (22)
'H-NMR (400 MHz, CDCls)
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Fmoc-Ser-(aAcaNeuNAcCOOBN-(2->6)-aAc2GalNAc)-OH (28)
'H-NMR (400 MHz, CDCls)
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Fmoc-Thr(aAcsNeuAcCOOBN-(2->3)-B6-Bn-Ac.Gal(1->3)-aAc,GalNAc)-OH (42)
1H-NMR (400 MHz, MeOD)
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Fmoc-TEG-COOH (49)

1H-NMR (400 MHz, CDCls)

H
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3)
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FmocNH-DEG-NH; (54)
'H-NMR (400 MHz, CDCls)
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H.N(CH»CH,0);CH,CH,CONH-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-
Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-OH (68)
'H-NMR (600 MHz, D,0)

o o e b oo Y™ o b 3y L b o b 3%y Lo
HZNwONowOAANJNJWN¢NWNQLN N¢NJWN SN NAN% L, WkNJ\(
K}HOZ\E%O/\HO:\OHHO o "o S ; H 0 HoHo/i\Ho
NH

L‘
he
ZT
e 3:0
o
I

(o]
COOH
HN

HNZ “NH,

- g L

12.011.511.010.510.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.C
f1 (ppm)

13C-.NMR (151 MHz, D,0) (68)
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COSY, D0 (68)
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NH;-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(2,3-ST)-Ala-
Pro-Pro-Ala-OH (70)
'H-NMR (600 MHz, D,0)
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COSY, D0 (70)

r0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
-3.0

+4.0
r4.5
5.0

-5.5
6.0
+6.5
~7.0

8.5

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0
f2 (ppm)

HSQC, D,O (70)

(©)e)]

) mﬂl &

) o@w@m > -
oo 0 o &

@

2 g 9 AU 60
; : !

"

+70

i -80
90

e - 100

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f2 (ppm)

f1 (ppm)

f1 (ppm)



8. Spektroskopischer Anhang 229
ESI (70)
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230

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannosylglycolsiure!?°7:2%81 (79)

'H-NMR (400 MHz, CDCls)
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HR-ESI (79)
ES|26§é9 33 (0.835) AM (Top,8, Ar,8000.0,354.41,1.00,LS 5); Sm (Mn, 2x1.00); Sb (1,40.00 ); Cm (6:35) 1: TOF MS ES+
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N,N’-Bis-[0O-(a-D-mannosyl)glycolyl]-L-lysyl-N"’-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan (82)
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13C-NMR (101 MHz, D,0) (82)
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HSQC (82)
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(Man-0-CH,-CO),-Lys-spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-

Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-spacer-NH; (85) S
'H-NMR (600 MHz, D,0)
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COSY (85)
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HR-ESI (85)
ESI24722 283 (7.065) AM (Top,4, Ar,8000.0,1521.93,1.00,LS 5); Sm (Mn, 2x1.00); Sb (1,40.00 ); Cm (260:299) 1: TOF MS ES+
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13C-NMR (151 MHz, D,0) (88)
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HSQC (88)
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a,£-Bis(bis-[0-(a-D-mannosyl)glycolyl]-lysyl)-lysin-N’’-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan (92)

'H-NMR (400 MHz, D,0)
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COSY (92)
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HR-ESI (92)
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13C NMR (151 MHz, D,0) (97)
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HSQC (97)
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Ns-Spacer-GIn-Tyr-lle-Lys-Ala-Asn-Ser-Lys-Phe-lle-Gly-lle-Thr-Glu-Leu-Spacer-Pro-Ala-His-Gly-Val-

Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(Tn)-Arg-Pro-Ala-Pro-Gly-Ser(Tn)-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala-OH (102)

'H NMR (600 MHz, D,0)
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HMBC (102)
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AcNH-Lys-Leu-Phe-Ala-Val-Trp-Lys-lle-Thr-Tyr-Lys-Asp-Thr-HN-(CH,CH,0)3-CH,CH,CONH-Pro-Ala-

His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro4Ala-Pro-Gly-Ser-Thr(Tn)-Ala-Pro-Pro-Ala-OH (109)

'H-NMR (600 MHz, D;0)
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COSY (109)
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HMBC (109)
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Analytische HPLC (109)

Chromatogram
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