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Impfstoffe prozesse weitaus langsamer als Proteine und haben daher zu
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Totalsynthese eines Tetrasaccharid-Antigens von
Bacillus anthracis — Basis fiir einen Impfstoff
gegen Anthrax**

Daniel B. Werz und Peter H. Seeberger*

Wenige Tage nach den Anschlidgen vom 11. September 2001
wurden in den USA vier unschuldige Menschen Opfer von
Briefen, die ein scheinbar harmloses weiles Pulver enthiel-
ten. Ein Grofteil der amerikanischen Bevolkerung war die
folgenden Wochen iiber in Angst und Schrecken versetzt, der
Briefverkehr in den USA kam dadurch fast zum Erliegen.
Das weile Pulver bestand aus Sporen des Gram-positiven
Bodenbakteriums  Bacillus anthracis.!*? Diese Sporen
nehmen weder durch extreme Temperaturen noch durch
radioaktive Strahlung, weder durch aggressive Chemikalien
noch durch ihr Austrocknen oder mechanische Beschadigun-
gen grofleren Schaden. Diese hohe Resistenz ermoglicht es
den Bakterien, iiber viele Jahre hinweg im Boden zu iiber-
leben.P!

Die Sporen von Bacillus anthracis sind die Erreger von
Anthrax (Milzbrand), einer meist zum Tode fiithrenden
Krankheit, die besonders Rinder, Schafe, Ziegen und
andere Pflanzenfresser befillt. Menschen dagegen infizieren
sich nur sehr selten, es sei denn, Anthrax-Sporen werden
speziell prapariert und als biologische Waffe eingesetzt:
Werden die Sporen eingeatmet und gelangen so in die
Lunge, stirbt die betreffende Person iiblicherweise innerhalb
weniger Tage. Drei Polypeptide bilden das Anthrax-Toxin,
das eine Hauptrolle in allen Stadien der Infektion spielt,
angefangen von der Keimung der Sporen bis zum vaskuldren
Kollaps, der letztlich zum Tod fiihrt.™

Wie bei den meisten Bakterien findet man auch bei
Bacillus anthracis spezifische Oligosaccharide auf der Ober-
fliche der Sporen, von denen man annimmt, sie seien fiir die
erste Interaktion mit dem Wirt von entscheidender Bedeu-
tung. Aus solchen spezifischen Oligosacchariden konnen
Impfstoffe entwickelt werden, die eine Immunantwort her-
vorrufen.’”) Kohlenhydrate veriandern sich durch Evolutions-
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einer ganzen Reihe hiufig eingesetzter Impfstoffe gefiihrt.
Durch Verabreichung synthetischer Oligosaccharid-Impfstof-
fe wurden unter anderem bei verschiedenen Tumorerkran-
kungen,” bei dem Malaria-Erreger Plasmodium falciparum™
sowie bei Haemophilus influenzae Typ b vielversprechende
Ergebnisse erzielt.

Die Struktur des Tetrasaccharids 1, das sich auf der
Oberflache des Sporen-Glycoproteins BC1A von Bacillus
anthracis findet, wurde 2004 aufgeklirt (Abbildung 1).') Ein
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2 : R = 4-Pentenyl
Abbildung 1. Struktur des terminalen Tetrasaccharids 1 auf dem am
haufigsten vorkommenden Glycoprotein von Bacillus anthracis sowie
seines zur Kupplung befihigten Analogons 2.

besonderes Merkmal dieses Antigens ist der endstindige
nichtreduzierende Zucker, die so genannte Anthrose, die
bislang selbst in nahe verwandten Arten nicht gefunden
werden konnte.'” Aus diesem Grund ist 1 ein besonders
attraktives Zielmolekiil als potenzieller Anthrax-Impfstoff
und sollte zu einer hochspezifischen Immunantwort gegen die
Sporen des Erregers Bacillus anthracis fithren.

Hier beschreiben wir die erste Totalsynthese des Tetra-
saccharids 2. Dazu haben wir eine konvergente [242]-Strate-
gie gewihlt, die zugleich einen einfachen Zugang zu Analoga
und kiirzeren Sequenzen ermdglicht. Die terminale Pentenyl-
Einheit fungiert als Linker fiir die spédtere Konjugation mit
einem Transportprotein zur Entwicklung des Impfstoffes. Ein
effizienter Zugang zum spezifischen Monosaccharid Anthro-
se ist ein wichtiger Teil dieser Totalsynthese.

Der Aufbau des terminalen Zuckers, der Anthrose,'”!
beginnt ausgehend von kéuflich erhiltlicher D-Fucose
(Schema 1). Acetylierung des Startmaterials 3, Schiitzung
des anomeren Zentrums mit 4-Methoxyphenol sowie Ab-
spaltung der Acetat-Schutzgruppen fithrten zu 4. Fiir die
B(1—3)-glycosidische Bindung im Zielmolekill wird eine
partizipierende Gruppe in Nachbarschaft zum anomeren
Zentrum benotigt, die sich selektiv abspalten ldsst, um
spater die Methylierung an O-2 durchzufiihren. Als Schutz-
gruppe der Wahl erwies sich hierbei eine Léavulinoyl-Einheit.
Daher wurde 4 zunidchst mit 2,2-Dimethoxypropan und
anschliefend weiter zum C2-O-Livulinoylester § umgesetzt.
Die Entfernung des Isopropylidens und eine iiber das Zinn-
Ketal erfolgende selektive Benzylierung der Hydroxygruppe
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an C-3 ergaben 6. Die Inversion der Konfiguration an C-
4 wurde durch die Umsetzung der verbleibenden Hy- HaC o oH a b, c Hsc _de_ HC
droxygruppe mit Trifluormethansulfonsdureanhydrid HO\/NF BnO
und die darauf folgende Sy2-artige Substitution des HO Ay
Triflats mit Natriumazid erreicht,"" was den Zugang zu 7
ermoglichte. Die Abspaltung der anomeren 4-Methoxy- 9 10 1
phenylgruppe mithilfe von wissriger Cerammoniumni-
trat-Losung und die nachfolgende Umsetzung des resul- cc|3
tierenden Halbacetals mit Trichloracetonitril und kata-
Iytischen Mengen Natriumhydrid als Base ergaben das OMP
Anthrose-Trichloracetimidat 8. Ein alternativer, deutlich Bn'g)so BnHO3C
langerer Syntheseweg zum Anthrose-Monosaccharid FmocO
wurde kiirzlich beschrieben.['
HO CHy HO CH 12 13
%OH a,b,c, 0 Schema 2. Synthese des Rhamnose-Bausteins 13. Reagentien und Bedingungen:
HO HO a) AG,0, Pyridin, 12 h, quant.; b) MPOH, BF,-OEt,, Aceton, 0°C—25°C, 12 h, 80%;
OH HO OMP  ¢) NaOMe, MeOH, 12 h, 96%; d) 2,2-Dimethoxypropan, BF;-OEt,, Aceton, 0°C—
3 4 25°C, 12 h, 84%; e) NaH, BnBr, DMF, 0°C—25°C, 4 h, quant.; f) HCl (pH 3), MeOH,
50°C, 89%,; g) 1,1,1-Triethoxyethan, para-Toluolsulfonsiure (kat.), DMF, 50°C, 50 min;
o HO h) AcOH/H,0 (4:1, v/v), 10°C, 10 min, 98% (2 Stufen); i) FmocCl, Pyridin, 25°C, 2 h,
\k CHs CHs 88%; j) CAN, H,O/CH,CN, 25°C, 1 h, 76%,; k) Cl,CCN, NaH, CH,Cl,, 25°C, 1 h, 94%.
_de o 0 fo.h, BnO 0 Fmoc = Fluorenylmethoxycarbonyl.
LevO qyp LevO gpp
in Gegenwart katalytischer Mengen Natriumhydrid das ge-
5 6 schiitzte Monosaccharid 13 erhalten wurde.
N CHs CHs HNs -CCly Per Al.lfbau des Te.trasacchz.irids iiber eine [2+2]-Strategie
YooON 5 0 k1 N 0 ﬁ/ beginnt mit der Reaktion des literaturbekannten Rhamnose-
BnO Bn%o Bausteins 14" mit 4-Penten-1-ol (Schema 3). Die Pentenyl-
LevO opmP LevO Einheit ermoglicht die spétere Konjugation des Tetrasaccha-
7 8 A) NH OPent
Schema 1. Synthese des Anthrose-Bausteins 8. Reagentien CCI3 OPent HsC
und Bedingungen: a) Ac,0, Pyridin, 12 h, quant.; b) MPOH, H W ab H W BnO
BF,-OEt,, Aceton, 0°C—25°C, 12 h, 71%; c) NaOMe, MeOH, Bn03 2.0, BnOs
6 h, quant.; d) 2,2-Dimethoxypropan, BF;-OEt,, Aceton, 0°C—
25°C, 12 h, 96%; €) LevOH, DMAP, DIPC, CH,Cl,, 0°C, 3 h, Bn*(‘fc 0
92%; f) HCI (pH 3), MeOH, 50°C, 18 h, 85%; g) nBu,SnO, o
Toluol, Wasserabscheider, Riickfluss, 2 h; h) BnBr, TBAI, OAc
Toluol, Riickfluss, 3 h, 95% (2 Stufen); i) Tf,O, Pyridin, 0°C, 14 15 16
90 min; j) NaN;, DMF, 25°C, 10 h, 80% (2 Stufen); k) CAN,
H,0O/CH;CN, 25°C, 1 h; I) C,CCN, NaH, CH,Cl,, 25°C,
45 min, 78 % (2 Stufen). MPOH = 4-Methoxyphenol,
LevOH = Lavulinsdure, DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, B) OMP
DIPC = Diisopropylcarbodiimid, Bn=Benzyl, TBAl =Tetrabu- OMP
tylammoniumiodid, CAN = Cerammoniumnitrat. H3C 0
Hqiz:;zg%f _efa, HeC, BnO i
Als niichste Einheit wurde der Rhamnose-Bau- 'O Ho BMM/O OAc
stein 13 synthetisiert (Schema 2). Er enthilt eine Ohc " o CCly
partizipierende Gruppe an C-2, um a-Selektivitit zu © o SN
gewdhrleisten, und eine leicht entfernbare Schutz- 12 17
gruppe (Fmoc) an Position 3. Zunéchst wurde das Bn"c*)iic o
anomere Zentrum unter den schon beschriebenen HsC, o
Bedingungen durch 4-Methoxyphenol geschiitzt.!' B’\#O%O OAc
Die Bildung des cis-verkniipften Acetals und die OMe
anschliefende Benzylierung ergaben 11. Die Umset- 18

zung des Acetals zum entsprechenden Orthoester und
dessen Ringoffnung zum kinetisch bevorzugten axia-
len Acetat fithrten anschlieBend zu 12. Die verblei-
bende Hydroxygruppe wurde mit Fmoc geschiitzt und
das 4-Methoxyphenylglycosid gespalten, wonach
schlieBlich durch die Reaktion mit Trichloracetonitril
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Schema 3. Synthese der Disaccharid-Einheiten 16 (A) und 18 (B). Reagentien und Bedin-
gungen: a) 4-Penten-1-ol, TMSOTYf, CH,Cl,, —20°C, 45 min, 79%; b) NaOMe, MeOH, 4 h,
96 %; c) 13, TMSOTf, CH,Cl,, 0°C, 1 h, 91%; d) Piperidin, DMF, 25°C, 30 min, 89%; €) 8,
TMSOTf, CH,Cl,, 0°C, 1 h, 90%,; f) Hydrazinacetat, CH,Cl,, MeOH, 25°C, 12 h, quant.;

g) Mel, Ag,0, THF, Me,S (kat.), 25°C, 8 h, 73%; h) CAN, H,0/CH,CN, 25°C, 1 h;

i) Cl,CCN, NaH, CH,Cl,, 25°C, 1 h 95% (2 Stufen). TMSOTf=Trimethylsilyltriflat.
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OPent
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16+18 ——> HaC O
BnO
0}
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Schema 4. Abschluss der Totalsynthese von 2. Reagentien und Bedingungen: a) TMSOTf, CH,Cl,,
c) 3-Hydroxy-3-methylbutansaure, HATU, DIPEA, DMF, 25°C, 2 h, 75%. HATU = N-[(Dimethylamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-1-yl-

60 %;

OPent
b, c
o H3C
>L)t LN

HO
OMe

2
0°C, 70 min, 73%; b) Na/NH; (l), THF, —78°C,

methylen]-N-methylmethanaminium-hexafluorophosphat, DIPEA = Diisopropylethylamin.

rids an ein Transportprotein, das zur Entwicklung des Impf-
stoff-Kandidaten benotigt wird. Die Entfernung der Acetat-
Funktion an C-2, eine weitere Glycosylierung mit 13 und die
Abspaltung von Fmoc ergaben das Disaccharid 16. Wahrend
der letztgenannten Reaktion wurde zu einem geringen Teil
(ca. 10%) die Wanderung der Acetat-Funktion von C-2 nach
C-3 beobachtet. Das entsprechende, unerwiinschte Neben-
produkt lieB sich jedoch sdulenchromatographisch leicht
entfernen.

Die Synthese des zweiten Disaccharids (Schema 3B)
begann mit der Glycosylierung der Anthrose-Einheit 8
durch Rhamnose 12, einer Zwischenstufe beim Aufbau des
Bausteins 13. Der Livulinoylester gewdihrleistete bei der
Glycosylierung die p-Selektivitdt. Der benétigte Methoxy-
substituent an C-2 war weitaus schwieriger einzufithren als
urspriinglich geplant: Selbst starke Methylierungsreagentien
wie Methyltriflat und Diazomethan fiihrten zu keinem be-
friedigenden Ergebnis. Erst Methyliodid in Gegenwart von
Silber(1)-oxid und katalytischen Mengen Dimethylsulfid
filhrte zu der gewiinschten Transformation. Die oben er-
wihnte Methode zur Umwandlung von Methoxyphenylglyco-
sid in das Trichloracetimidat ergab das Disaccharid 18.

Die beiden Disaccharid-Bausteine 16 und 18 wurden
unter typischen Glycosylierungsbedingungen gekuppelt,
wobei Tetrasaccharid 19 entstand (Schema 4). Die vollstdn-
dige Abspaltung aller Schutzgruppen sowie die Reduktion
der Azid-Einheit zum Amin gelangen mit Natrium in fliissi-
gem Ammoniak. Die Bildung des Amids mit 3-Hydroxy-3-
methylbutansidure unter Einsatz von HATU!™! fiihrte zum
Zielmolekiil 2, dessen Struktur durch ausfiihrliche spektro-
skopische Studien und unter Berticksichtigung der literatur-
bekannten Daten fiir 1 bestétigt werden konnte.

Wir haben hier einen konvergenten Syntheseweg zu
einem Tetrasaccharid-Antigen des Anthrax-verursachenden
Bakteriums Bacillus anthracis présentiert. Zurzeit werden
sowohl immunologische Studien durchgefiihrt als auch wei-
tere Derivate hergestellt. Uber die Ergebnisse dieser Arbei-
ten wird in Kiirze berichtet.
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