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Eine allgemeine Methode zur Herstellung von GPI-Membranankern
am Beispiel der Totalsynthese des ,,Low-molecular-weight-Antigens*¢

von Toxoplasma gondii**

Yu-Hsuan Tsai, Sebastian Gotze, Nahid Azzouz, Heung Sik Hahm, Peter H. Seeberger* und

Daniel Varon Silva*

Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-Anker gehdren zu einer
Klasse von Glycolipiden mit der konservierten Kernstruktur
H,N(CH,),OPO;H-6Manal—2Manal—6Manal—
4GlcNH,a1—6myo-Ino1-OPO;H-Lipid  (Man =Mannose;
GIcNH, = Glucosamin; Ino = Inositol) (Schema 1).!)" GPI-
Membrananker werden von allen eukaryotischen Zellen ex-
primiert, und ihre Struktur und Funktion weicht artenab-
hingig voneinander ab. Zu den unterschiedlichen Modifika-
tionen zdhlen eine weitere Mannose am nicht-reduzierenden
Ende der linearen Pentasaccharidkernstruktur, die Verzwei-
gung der Mannose I an den Positionen 3 oder 4 sowie zu-
siatzliche Phosphorylierungen. Die GPI-Lipidanker zeigen
eine hohe Diversitit, wobei die Position 2 des myo-Inositols
ebenfalls verestert sein kann.”!

Die primidre Funktion von GPI-Ankern in hoheren Eu-
karyoten besteht darin, Proteine in der Zellmembran zu
verankern und diese in Membransubdoménen zu lokalisieren,
wodurch eine spezifische Interaktion mit anderen Mem-
branproteinen ermoglicht wird.”! Diese GPI-basierte Loka-
lisation ist vor allem bei Zell-Zell-Interaktionen und Signal-
transduktionsprozessen essentiell.) Protozoische Parasiten
wie Plasmodium falciparum oder Toxoplasma gondii hinge-
gen nutzen freie GPI-Anker und GPI-verankerte Proteine,
um das Immunsystem ihres Wirtes zu modulieren.”! GPT 1
(Schema 2b) spielt beispielsweise eine noch nicht vollkom-
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Schema 1. Konservierte Kernstruktur aller GPI-Membrananker und
deren mégliche Modifizierungen.

men verstandene Rolle in der Aktivierung des menschlichen
Immunsystems wéhrend der Infektion mit dem Parasiten T
gondii und fiithrt in Toxoplasmosepatienten zur Bildung von
Antikorpern gegen dieses Kohlenhydrat, welches auch als
,,Low-molecular-weight-Antigen“ bezeichnet wird.["!

In vielen weiteren Féllen sind die Funktionen von GPI-
Ankern allerdings unbekannt. Dies liegt vor allem am am-
phiphilen Charakter dieser Verbindungen, der ihre Isolierung
erschwert und keine detaillierte Aussage tiber Struktur-Ak-
tivitdts-Beziehungen zuldsst. Der einzige Zugang zu hinrei-
chenden Mengen definierter GPI-Membrananker ist deshalb
ihre chemische Synthese.”” Obwohl bereits einige dieser
komplexen Naturstoffe durch unterschiedliche Methoden
und Schutzgruppenstrategien synthetisiert wurden, existiert
bisher kein allgemeines Konzept, das die Herstellung aller
bekannten Strukturen erméglicht.®

Wir préasentieren hier einen allgemeinen Ansatz zur
Herstellung  verzweigter  Glycosylphosphatidylinositole.
Durch die Verwendung der austauschbaren Bausteine 5-7 ist
es prinzipiell moglich, eine Bibliothek aus orthogonal ge-
schiitzten Glycanen 2 in wenigen Syntheseschritten aufzu-
bauen (Schema 2a). Das dabei verwendete Schutzgruppen-
muster ermoglicht es am Ende der Synthese, verschiedene
GPI-Membrananker oder deren Derivate aus einem Vorldu-
fermolekiil herzustellen und diese fiir Bioaktivitdtsassays und
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Schema 2. a) Allgemeine Retrosynthese zur Herstellung von GPI-Ankern. Orthogonale Schutzgruppen sind grau unterlegt. b) Retrosynthese des GPI 1. Die
rémischen Ziffern geben die Reihenfolge der Synthese wieder. Ac=Acetyl; Bn = Benzyl; Bu=Butyl; Cbz = Benzyloxycarbonyl; Lev=Livulinoyl; Me =Methyl;
Nap =2-Naphthylmethyl; Ph = Phenyl; PMB = p-Methoxybenzyl; TBDPS =tert-Butyldiphenylsilyl; TIPS =Triisopropylsilyl.

physikalische Messungen zu nutzen. Eine vierte Mannose, die
Palmitoylierung des Inositols und unterschiedliche Phos-
phorylierungsmuster sind somit einfach zugénglich.

Die Durchfiihrbarkeit unseres Konzepts bestédtigen wir
dabei am Beispiel der Totalsynthese des biologisch aktiven
»Low molecular weight antigen“ 1 von 7. gondii und ver-
gleichen in zusétzlichen Bindungsexperimenten mit bekann-
ten monoklonalen Antikdrpern unsere synthetische mit iso-
lierten Strukturen (Schema 2b).”

Der zentrale Mannosebaustein Sa steht in der retrosyn-
thetischen Analyse des GPI 1im Mittelpunkt und ermoglicht
den Aufbau eines Trisaccharids, das mit dem Dimannosyl-
imidat 6a und dem Pseudodisaccharid 7al® in einer [24-34-2]-

denacetals wurde das Diol 12 iiber ein Stannylenacetal se-
lektiv an Position 3 als Benzylether geschiitzt. Die Vereste-
rung der freien Alkoholgruppe mit Lavulinsdure und N,N'-
Diisopropylcarbodiimid (DIC)!'? gefolgt von der Abspaltung
des 2-Naphthylmethylethers lieferte die zentrale Mannose
5a.I"! Diese flexible Strategie erlaubte ebenfalls die Synthese
der Verbindung 5b, indem die Schutzgruppen an den Posi-
tionen 3 und 4 vertauscht wurden. Baustein Sb bietet dabei
Zugang zu den GPI-Ankern des Parasiten Trypanosoma
brucei, welche bis heute die einzigen Verbindungen sind, die
an Position 3 der Mannose I eine Verzweigung aufweisen.'!

Glycosylierung zu Pseudoheptasaccharid 22 verldngert wird. OTBDPS OTBDPS OTBDPS

Die selektive Phosphorylierung mit den H-Phosphonaten 3 e RO OO b NapO Og 4 RO O'c‘)ev

und 4® liefert nach abschlieBender Entfernung der verblei- Man —=" "0 ~— R — BnO

benden Ester- und Etherschutzgruppen GPI 1. Erste Versu- - OA”Y' . OA”Y' | OAl
. . . . . 10R'= 12R* = 14R' = Nap

che, in denen die lineare Pentasaccharidkernstruktur mit a( MR = Nap c( 13R?2 = Bn e( 5aR’ <

verschiedenen N-Acetylgalactosyldonoren verzweigt werden
sollte, fithrten zu keinem Erfolg, weshalb diese Reihenfolge
eine Optimierung der Synthese darstellt.

Die Herstellung des Bausteins 5a begann mit der Um-
wandlung von D-Mannose in das Acetal 10, bevor dessen
Position 4 temporédr als 2-Naphthylmethylether geschiitzt
wurde!! (Schema 3). Nach saurer Hydrolyse des Isopropyli-
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Schema 3. Synthese des zentralen Mannosebausteins 5a. Reaktionsbe-
dingungen: a) NapBr, NaH, DMF, 99%,; b) 80% AcOH, 65°C, 72%;

c) 1. Bu,SnO, Toluol, Riickfluss; 2. BnBr, TBAB, 99%,; d) LevOH, DIC,
DMAP, CH,Cl,, 82%; e) DDQ, H,0, CH,Cl,, 96%. DDQ =2,3-Dichlor-
5,6-dicyanobenzochinon; DMAP = 4-(Dimethylamino) pyridin;

DMF = Dimethylformamid; TBAB = Tetrabutylammoniumbromid;

THF =Tetrahydrofuran.
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Schema 4. Herstellung der Glycanstruktur 22 des GPI 1. Reaktionsbedingungen: a) 1. TMSOTf, CH,Cl,,

Thiophen/Toluol (2:1), 0°C, 82% (a:p=6:1);

OBn
22 % BnO_OBn

3 OBn
AllylO OBn

—40°C; 2. PBS-Puffer, DDQ, quant.; b) TBSOTH,

c) HF-Pyridin, THF, 82%; d) TBSOTF, 4 A MS, Thiophen/Toluol (1:1), 69%; e) Zn, AcOH, 55°C, 94%; f) 1.

[Ir(cod) (PPh,Me),]PFs, H,, THF; 2. HgCl,, HgO, H,0, Aceton; g) Cl;,CCN, DBU, CH,Cl,, 55% tiber 2 Stufen; h) TMSOTH, Toluol, —40°C, 71%. cod=1,5-
Cyclooctadien; DBU = Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en; MS = Molekularsieb; PBS = phosphatgepufferte Salzlésung; TBS = tert-Butyldimethylsilyl; Tf=Trifluor-

methansulfonyl; TMS =Trimethylsilyl.

Zur Synthese des Pseudoheptasaccharids 22 wurde Man-
nose Sa in einer Eintopfreaktion mit Galactosylphosphat 8
durch Zusatz von Trimethylsilyltriflat als Promotor glycosy-
liert und der 2-Naphthylmethylether oxidativ durch DDQ
entfernt (Schema 4). Das quantitativ erhaltene Disaccharid
15 wurde danach mit dem perbenzylierten Phosphat 9™ in
einer Ausbeute von 82 % und einem Anomerenverhéltnis von
6:1 (0/P) verldngert. Die Verwendung von Thiophen als Lo-
sungsmittel erhohte hierbei die a-Selektivitit, da dieses mit
Oxocarbeniumionen ein (3-konfiguriertes Intermediat bildet,
welches die Bildung von a-Glycosiden begiinstigt.'®! Das
Anomerengemisch des Trisaccharids konnte jedoch nicht
sdulenchromatographisch getrennt werden, weshalb die
TBDPS-Gruppe mit HF-Pyridin abgespalten und das Trisac-
charid unter Siurekatalyse mit dem Dimannosylimidat 6a
zum Pentasaccharid umgesetzt wurde. Die neue glycosidische
Bindung entstand dabei in einem Anomerenverhiéltnis von
15:1 (a/P). Auf dieser Stufe konnte das gewiinschte Penta-
saccharid 18 aus dem Gemisch der vier Diastereomere in
69% Ausbeute isoliert werden. Nach Reduktion des Tri-
chloracetamids durch Zink in Essigsdure bei 55°C wurde der
anomere Allylether am reduzierenden Ende des Glycans 19
mithilfe eines Iridium-Katalysators isomerisiert und der ge-
bildete Enolether durch Zusatz von Quecksilber(II)-Salzen
unter leicht sauren Bedingungen hydrolysiert.®!”! Das
Halbacetal 20 konnte anschlieBend in das Glycosyltrichlor-
acetimidat 21 iiberfithrt und per [5+2]-Glycosylierung mit
Pseudodisaccharid 7a stereoselektiv in 71% Ausbeute zu
Pseudoheptasaccharid 22 umgesetzt werden.

Die Abspaltung des Allylethers der Kernglycanstruktur
22 lieferte Alkohol 23 in 80 % Ausbeute, der mit dem in situ
erzeugten gemischten Sdureanhydrid aus H-Phosphonat 3
und Pivaloylchlorid phosphonyliert und direkt durch Iod in
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wissriger Losung oxidiert wurde (Schema 5).55181 Anschlie-
Bend wurde der TIPS-Silylether durch Verwendung von
Scandium(III)-triflat sauer hydrolysiert und das resultierende
Glycolipid 24 in 64% Ausbeute iiber zwei Stufen isoliert.
Nach der zweiten Phosphorylierung und darauffolgender
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Schema 5. Synthese des GPI 1. Reaktionsbedingungen: a) 1. [Ir(cod)-
(PPh,Me),]PF, H,, THF; 2. HgCl,, HgO, H,0, Aceton, 80%; b) 1. 3
PivCl, Pyridin; 2. 1,, H,0; 3. Dowex 50WX8 (Na*), CHCl;, MeOH; 4.
Sc(OTf);, MeCN, CHCl;, 64%; c) 1. 4, PivCl, Pyridin; 2. I, H,O; 3. Hy-
drazin, AcOH, Pyridin, CHCl;, 94%; d) H,, Pd/C, CHCl;/MeOH/H,0
(3:3:1) 62%. Piv="Pivaloyl.
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Hydrazinolyse des Lévulinesters konnten die restlichen
Benzylether des Glycolipids 25 palladiumkatalysiert in einer
Mischung aus Methanol, Chloroform und Wasser hydriert
und GPI-Anker 1 in 58 % Gesamtausbeute iiber drei Stufen
erhalten werden.!"”)

Der synthetische Kohlenhydratanteil des GPI-Membran-
ankers 1 wurde auf speziell beschichtete Glastrager gedruckt
und kovalent tiber eine Amidbindung an dessen Oberfldche
gebunden.”” AnschlieBend konnte dieser Glycoarray mit
monoklonalen Antikérpern (mAb) inkubiert werden, die
durch Immunisierung von Mausen mit 7. gondii erzeugt und
durch Subklonierung erhalten wurden. mAbT54E10 erkennt
dabei spezifisch GPI 1, und mAbT33F12 eine GPI-Struktur,
welche sich von 1 nur durch das Fehlen der a-Glucose un-
terscheidet. Diese Ergebnisse konnten bisher nur durch Ex-
perimente bestitigt werden, in denen Isolate des Parasiten
verwendet wurden.*”! Die von uns durchgefiihrten Antikor-
perbindungsexperimente zeigen, dass mAbTS54E10 eindeutig
GPI 1 erkennt, wohingegen mAbT33F12 eine geringere Af-
finitdt fir dessen Kohlenhydratstruktur besitzt. Deshalb
konnen wir durch Totalsynthese sowohl die Struktur des
,»Low molecular weight antigen“ von 7. gondii als auch die
Selektivitit der Antikorper bestitigen. !l

Zusammenfassend haben wir eine Strategie fiir die Syn-
these von GPI-Membranankern entwickelt und diese am
Beispiel der Totalsynthese des vollstindigen Oberfldchenan-
tigens 1 von T. gondii erstmalig demonstriert. Uberdies
konnten wir zeigen, dass unsere synthetische Verbindung von
monoklonalen Antikorpern erkannt wird. Aufbauend auf
diesen Ergebnissen sollte es moglich sein, einen diagnosti-
schen Test auf der Basis von Mikroarrays zu entwickeln, der
gesunde von mit 7. gondii infizierten Patienten unterscheiden
kann, falls polyklonale Antikérper aus deren Blut die syn-
thetische Struktur erkennen.

Eingegangen am 20. Mai 2011,
verdanderte Fassung am 4. Juli 2011
Online verdffentlicht am 5. September 2011
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