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Der Firma Bayer zum 150. Jubilium gewidmet

»Der schwarze Tod“ vermochte es, die Weltbevolkerung im
Mittelalter drastisch zu dezimieren. Die Pest kostete in drei
Pandemien in den letzten 1500 Jahren tiber 200 Millionen
Menschen das Leben. Die Beulenpest wird von dem nicht-
sporulierenden Bakterium Yersinia pestis ausgelost.! Neuere
Fille wurden in Afrika und Asien beobachtet.”! Wegen der
hohen Ansteckungsgefahr und der Schwere der Infektion ist
Y. pestis als biologischer Kampfstoff der Kategorie A einge-
stuft.’! In der Tat wiirde eine absichtliche Verteilung von
Pestbakterien als Aerosol in der Luft schwere Lungenent-
ziindungen nach Einatmen hervorrufen.!! Da diese Lungen-
pest typischerweise todlich endet, wenn sie nicht behandelt
wird, muss der Nachweis des Erregers so schnell wie moglich
erfolgen, um rechtzeitige Hilfe zu gewihrleisten.”! Der
Nachweis von Y. pestis erfolgt momentan entweder auf Basis
der Polymerasekettenreaktion oder mithilfe konventioneller
Phinotypisierung.!”! Diese Nachweismethoden sind zwar
verlasslich, dafiir jedoch oft komplex, teuer und langsam.["!
Die Erkennung von Oberflachenproteinen durch Antikorper
ist eine vielversprechende und weniger komplizierte Alter-
native zum Nachweis der Pest.’l Die Nachteile proteinba-
sierter Testmethoden sind jedoch die hohe Fehlerquote und
die geringe Selektivitdt gegeniiber verwandten Bakterien-
stimmen, was die Entwicklung effektiver, verlésslicher An-
tikorpertests erschwert.”) Die innere Kernregion der Lipo-
polysaccharide (LPS) von Yersinia hat eine einzigartige
Struktur und enthilt keine O-Seitenketten, im Unterschied
zu den LPS der meisten anderen Gram-negativen Bakteri-
en.'! Das LPS von Y. pestis ist immundominant, und LPS-
spezifische Antikérper in Seren von Patienten sind von
hohem Stellenwert fiir den Nachweis der Pest.!'”

Wir beschreiben hier die Synthese eines Pest-spezifischen
Oligosaccharidantigens und die darauf basierende Anferti-
gung von Glycan-Mikroarrays zur Analyse von Patientense-
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ren und anderen biologischen Proben. Mithilfe LPS-spezifi-
scher monoklonaler Antikorper (mAbs) lisst sich Y. pestis
detektieren. Antikorper gegen LPS-Oberfldchenstrukturen
von Y. pestis sollten sich zum spezifischen Nachweis dieses
Erregers in der Vor-Ort-Diagnose eignen.

Da die Isolierung der LPS von Y. pestis wegen Schwan-
kungen des Expressionsgrades umstindlich ist,'!l sind syn-
thetische Antigene hier das Mittel der Wahl. Als Zielantigen
zur Antikorperherstellung wurde das Triheptosemotiv der
inneren Kernregion (-L-o-bD-Hepp-(1—7)-L-a-D-Hepp-(1—
3)-L-a-pD-Hepp) gewihlt (Schema 1). Trisaccharidhapten
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Schema 1. Retrosynthese des Heptosetrisaccharids der inneren Kernre-
gion von Y.-pestis-LPS.

1 wurde mit einem primédren Amin {iber einen Linker am
reduzierenden Ende ausgestattet, um die Konjugation an ein
Tragerprotein zu ermoglichen. Fine Retrosynthese ergab
Disaccharid-Trichloracetimidat 3 und Heptosid 2" als
wichtige Zwischenstufen (Schema 1). Disaccharid 3 l4sst sich
wiederum aus den Heptosebausteinen 4 und 5 herstellen.
Die Synthese der Heptosebausteine 2 und 4 begann mit
der Reduktion von Lacton 67 mit Lithiumtri-tert-butoxy-
aluminiumhydrid, um die Halbacetale 7 und 8 zu erhalten
(Schema 2). Die basischen Reaktionsbedingungen bewirkten
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Schema 2. Synthese der Bausteine 2 und 4. Reagentien und Bedingun-
gen: a) LiAIH(OtBu);, THF, —20 bis —15°C, 7 30%, 8 38 %;

b) 1. TBAF, THF; 2. Ac,0, Pyridin, quant.; c) NH;, MeOH, quant.;

d) Cl,CCN, DBU, CH,Cl,, 70% bis quant.; e) 1. N-Benzyl-N-benzyloxy-
carbonyl-5-aminopentan-1-ol, TMSOTf, CH,Cl,, —30°C; 2. NaOMe,
MeOH, 35%,; f) TBDPSCI, Imidazol, DMAP, CH,Cl,, 76 %,; g) 1. Tri-
ethylorthoacetat, PTSA, Toluol; 2. 80% wissr. AcOH, THF, 70-78 %.
Bn: Benzyl; DBU: 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en; DMAP: 4-Dime-
thylaminopyridin; PBB: p-Brombenzyl; PTSA: p-Toluolsulfonsiure;
TBAF: Tetra-n-butylammoniumfluorid; TBDPS: tert-Butyl (chlor)diphe-
nylsilan; TMSOTf: Trimethylsilyltrifluormethansulfonat.

dabei die Wanderung der TBS-Gruppe von C-2 nach C-3.
Spaltung aller Silylether in 7 und 8 mit TBAF und darauf
folgende Acetylierung ergaben Intermediat 9. Das anomere
Zentrum in 9 wurde anschlieBend selektiv desacetyliert und
durch Reaktion mit Trichloracetonitril und 1,8-Diazabicyclo-
[5.4.0]lundec-7-en (DBU) in guten bis exzellenten Ausbeuten
in das Trichloracetimidat 4 iiberfiihrt. Einfithrung eines ge-
schiitzten Linkers mit anschlieBender Desacetylierung ergab
Glycosid 11. Die prim4re Hydroxygruppe wurde nachfolgend
als TBDPS-Ether geschiitzt, um 12 zu erhalten. Durch Re-
aktion des 2,3-Diols mit Triethylorthoacetat wurde der ent-
sprechende cyclische Orthoester gebildet, der im Anschluss
mit wissriger Essigsdure selektiv und in guter Ausbeute unter
Bildung von Baustein 2 geodffnet wurde. Die Reduktion von
Lacton 131!l zu Halbacetal 14 erfolgte unter denselben Be-
dingungen wie die Reduktion von 6, war jedoch deutlich
langsamer und auch nach zwei Tagen noch nicht abgeschlos-
sen (Schema 3, Bedingung a). Acetylierung von Triol 14 und
Spaltung der TBDPS-Gruppe ergaben schlieBlich Baustein 5.
Die Reduktion des Lactons in 13 konnte erheblich be-
schleunigt werden (< 30 min), indem das Diol zuvor als Or-
thoacetat geschiitzt wurde (Schema 3, Bedingung c). Nach
Offnen des Orthoesters mit wissriger Essigsiure und Acety-
lierung wurde Triester 15 in 70 % Ausbeute iiber vier Stufen
erhalten.

Der Aufbau des Trisaccharids begann durch Kopplung der
Bausteine 4 und 5 zum Disaccharid 16. Nach Spaltung der
anomeren Acetylgruppe und Umwandlung zum Trichlorace-
timidat konnte Glycosylierungsreagens 3 erhalten werden.
Umsetzung mit Alkohol 2 und anschlieBende sequenzielle
Entschiitzung aller Ester, Silylether und Benzylether ergab
Trisaccharid 1.
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Schema 3. Synthese von Baustein 5. Reagentien und Bedingungen:

a) LiAIH (OtBu);, THF, RT, 40%; b) Ac,0, Pyridin, quant.; c) 1. Triethyl-
orthoacetat, PTSA, Toluol; 2. LiAIH (OtBu);, THF, —20 bis —15°C;
3.80% wissr. AcOH, THF; 4. Ac,0, Pyridin, 70% (4 Stufen); d) HF-Py-
ridin, THF, quant.

Kohlenhydratantigene kénnen zwar eine Immunantwort
hervorrufen, allerdings ist diese T-Zell-unabhéngig und nicht
mit einem Immunglobulin(Ig)-Klassenwechsel verbunden.
Konjugation von Kohlenhydratantigenen an immunogene
Tréagerproteine ermoglicht es hingegen, eine T-Zell-abhéngi-
ge Immunantwort zu erzeugen.” Das Diphtherietoxoid
CRM197 wurde als Trigerprotein fiir das synthetische
Hapten 1 gewihlt.'" CRM197 ist als immunogener Be-
standteil in lizenzierten Impfstoffformulierungen enthal-
ten.” Oligosaccharid 1 wurde zuerst aktiviert, indem die
freie Linker-Aminogruppe mit einem der N-Hydroxysuc-
cinimid(NHS)-Aktivester des Spacers Disuccinimidoadipat
(DSAP) in DMSO in Gegenwart katalytischer Mengen
Triethylamin zur Reaktion gebracht wurde (Schema 4).1'!

Uberschiissiges DSAP wurde durch Extraktion mit
Chloroform entfernt. Das aktivierte Saccharid wurde an-
schlieBend an die Lysin-Seitenketten von CRM197 in 50 mm
Phosphatpuffer, pH 7.4, gekuppelt, um das Neoglycokonjugat
20 zu erhalten. Die Konjugation wurde durch SDS-PAGE
bestétigt und das Verhiltnis von Oligosaccharid zu CRM197
durch Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions-/Ionisations-
Massenspektrometrie mit Flugzeitdetektor (MALDI-TOF-
MS) untersucht. Das Massenspektrum enthielt Signale zwi-
schen 59.9 und 68.8 kDa, was auf eine mittlere Beladung von
sieben Oligosaccharidmolekiilen pro Proteinmolekiil schlie-
Ben lasst. Um die Immunogenitét des Trisaccharidhaptens zu
bewerten, wurden C57BL/6-Méuse mit Glycokonjugat 20
immunisiert. Eine Grunddosis und zwei Auffrischdosen des
Kohlenhydrat-Protein-Konjugats, formuliert mit Freunds
Adjuvans, wurden verabreicht. Die Spiegel der gegen Hapten
1 gerichteten Antikorper wurden per Glycan-Mikroarray
analysiert. Alle immunisierten Miduse bildeten spezifische
IgG-Antikorper gegen Hapten 1 (Abbildung 1).

Die mit Konjugat 20 immunisierten Méuse zeigten eine
starke IgG-Immunantwort gegen das Trisaccharidhapten, die
signifikant hoher war als vor der Immunisierung. Selbst in
Gegenwart von 150 mm Thiocyanat war eine verstiarkte In-
teraktion der Serumantikorper immunisierter Méuse mit dem
Trisaccharidhapten erkennbar, was auf eine hohe Affinitét
zwischen Antikorper und Antigen hinweist. Dariiber hinaus
enthielten die Seren nach Immunisierung Antikorper gegen
sowohl das Trégerprotein als auch ein Spacer-Kontrollkon-
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Schema 4. Synthese von Trisaccharidhapten 1 und Konjugation an das
Tragerprotein CRM197, um Neoglycokonjugat 20 zu erhalten. Reagen-
tien und Bedingungen: a) TMSOTf, CH,Cl,, —35 bis —10°C, 65-86 %;
b) Hydrazinacetat, DMF, 74%, oder NH;, MeOH, 87 %; c) Cl;,CCN,
DBU, CH,Cl,, 80%; d) 2, TMSOTY, CH,Cl,, —40 bis —30°C, 63%;

e) 1. NaOMe, MeOH; 2. TBAF, THF, quant.; f) 10% Pd/C, H,, MeOH/
H,0/AcOH 10:10:1, 60-95 %. g) Et;N, Disuccinimidoadipat, DMSO,
37°C, 1.5; h) CRM197-Tragerprotein, PBS (pH 7.4), 37°C, 6 h. Cbz:
Carboxybenzyl; PBS: Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung.

strukt (Abbildung 1). Die Immunantwort gegen 1 war jedoch
relativ gesehen stédrker, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass die Anti-Trisaccharid-Antwort nicht vom Trager-
protein unterdriickt wurde. Glycan-Mikroarray-Analyse
ergab auBSerdem einen hoheren Anteil der Unterklassen IgG1
und IgG2 als IgG3, was zusitzlich auf einen Antikorper-
Klassenwechsel hinweist. Nach der Auffrischimmunisierung
stieg die Immunantwort der Mause auf das Doppelte (Ab-
bildung 1). Sowohl Ig-Klassenwechsel als auch Stidrke der
Antwort auf die Auffrischdosis konnen auf die Umwandlung
eines T-Zell-unabhingigen Oligosaccharidantigens in ein T-
Zell-abhiéngiges Glycokonjugatantigen zuriickgefiihrt
werden.["” Die Rekrutierung von T-Zellen durch Triheptose-
spezifische B-Zellen fiihrt dabei zu Ig-Klassenwechsel und
Generierung von B-Gedichtniszellen.
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Abbildung 1. Quantifizierung der Anti-Triheptose-IgG-Antwort (End-
punkt-Titer) immunisierter Miuse mithilfe des Glycan-Mikroarrays.
Einschub: Représentatives Bild eines Mikroarray-Experiments. Fluores-
zenzsignale geben Antikdrper-Antigen-Bindung wieder. A) Bindungssi-
gnale von Serumantikérpern. B) Bindungssignale von aufgereinigten
mAbs. Immobilisiert sind das Triheptosehapten 1 (Quadrant 1),
CRM197 (Quadrant 2), ein nicht verwandtes Oligosaccharid als Nega-
tivkontrolle (Quadrant 3) und ein Spacer-Kontrollkonstrukt (Qua-
drant 4). Balken: Mittelwert + Standardabweichung von sechs Mikroar-
ray-Signalen. ***: P<0.001 (zweiseitige Studentsche t-Verteilung).

Maus-Splenocyten wurden zur B-Zell-Hybridom-Her-
stellung isoliert. Nach Subklonierung und wiederholter Se-
lektion wurden fiinf Hybridoma erhalten. In jedem Selekti-
onsschritt wurden per Glycan-Mikroarray-Analyse die Klone
identifiziert, die Antikorper gegen 1 mit hoher Spezifitidt und
Affinitdt sezernierten. Ausgewéhlte Hybridoma wurden in
Bioreaktoren kultiviert, und sezernierte Antikorper aus dem
Uberstand wurden mittels Protein G-Affinititschromatogra-
phie bis zur Homogenitét aufgereinigt. Um herauszufinden,
ob monoklonale Anti-1-Antikorper LPS von Y. pestis erken-
nen, wurde Immunfluoreszenz an fixierten Bakterien durch-
gefiihrt und durch konfokale Lasermikroskopie (CLSM)
analysiert. Eine spezifische Anfiarbung der Bakterien konnte
durch einen griin fluoreszierenden Sekundirantikorper
(Anti-Maus-FITC) nachgewiesen werden. Die griine Fluo-
reszenz war dabei mit der blauen Fluoreszenz des DNA-
Farbstoffs 4’',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) kolokalisiert.
Sowohl aufgereinigte mAbs als auch Serumantikorper er-
kannten selektiv die bakterielle Oberfldche, was im Durch-
lichtbild deutlich wird (Abbildung 2). Somit ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die Detektion von Y. pestis in biologischen
Proben gewéhrleistet.

Mithilfe von Glycan-Mikroarrays, die synthetische Oli-
gosaccharidstrukturen verwandter, Gram-negativer Bakteri-
en enthielten, wurden die Spezifitdt der mAbs sowie die Fa-
higkeit, zwischen verschiedenen Oberfldchenglycanen zu
unterscheiden, iiberpriift (Abbildung3). Anti-1-mAbs er-
kannten ausschlieBlich Antigen 1 (Abbildung 3, Spot 5), aber
keine der iibrigen synthetischen Kohlenhydratstrukturen, mit
Ausnahme eines Antikorpers, der zusitzlich eine schwache
Bindung an Monoheptose aufwies. Dariiber hinaus wurde die
Fahigkeit zur Bindung der mAbs an natives LPS verwandter
Bakterien getestet. Zu diesem Zweck wurden mAbs auf Anti-
IgG-Chips immobilisiert, und die Affinitét fiir isoliertes LPS
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Abbildung 2. CLSM-Bilder der indirekten Immunfluoreszenzfirbung
von Y. pestis durch mAbs gegen Hapten 1. A) Kontrollfirbung bakteriel-
ler DNA mit DAPI. B) Visualisierung der Bakterien im Durchlicht per
Differentialinterferenzkontrast. C) FITC-Fluoreszenz des Sekundiranti-
kérpers. D) Uberlagerung aller drei Bilder.
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Abbildung 3. Vergleich der Bindung von Anti-Y.-pestis-mAbs an Y. pestis,
E. coli und N. meningitidis. Einschub: Reprisentatives Bild eines Mikro-
array-Experiments mit immobilisierten LPS-basierten Oligosacchariden
verschiedener Bakterien: A) Mikroarray-Bild; B) Immobilisierungsmus-
ter; 1: Monoheptose, 2: Mono-Kdo, 3: Heptose-Kdo-Disaccharid aller
Gram-negativen Bakterien, 4: Tri-Kdo von C. trachomatis, 5: Triheptose
von Y. pestis, 6: Puffer-Kontrolle, 7: Tetrasaccharid der inneren Kernregi-
on von N. meningitidis LPS, 8: konserviertes Trisaccharid der LPS-Struk-
turen aller Gram-negativen Bakterien. MFI =mittlere Fluoreszenzinten-
sitat. Balken: Mittelwert = Standardabweichung von drei Bindungsex-
perimenten.

von E. coli, Salmonella typhi und Neisseria meningitidis wurde
mithilfe der Oberflichenplasmonenresonanz (SPR) be-
stimmt. Die Immobilisierung von Antikdrpern anstatt LPS an
stationédrer Phase wurde gewihlt, weil bei der Immobilisie-
rung von strukturell heterogenem LPS UngleichméBigkeiten
auftreten konnten, was zu experimentellen Artefakten fithren
konnte. Anders als im Fall des synthetischen Trisaccharidan-
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tigens von Y. pesits war die Interaktion zwischen den mAbs
und den LPS-Proben sowohl von E.coli O55 als auch
N. meningitidis vernachldssigbar. Die Spezifitit der mAbs
wurde dadurch bestitigt, dass eine Interaktion auch mit
einem delipidierten LPS-Derivat von E. coli O55:B5 aus-
blieb. Da die LPS-Expression in E. coli stark vom verwen-
deten Stamm abhingt, wurde isoliertes LPS eines anderen
Stammes, E. coli O127:B8, in Bindungsexperimenten ver-
wendet. Sowohl dieses als auch LPS von S. typhi wiesen ver-
starkte Kreuzreaktivitdt mit den Anti-Y.-pestis-mAbs auf. Die
Bindung war jedoch immer noch schwicher als die an das Y-
pestis-LPS-Derivat (siche Hintergrundinformationen). Die
hohe Sperzifitdt der mAbs gegen Y.-pestis-LPS lasst sich mit
den einzigartigen Struktureigenschaften dieses Polysaccha-
rids erkldren. Die innere Kernregion der LPS von E. coli und
N. meningitidis ist oft mit verschiedenartigen Modifikationen
versehen, z.B. anderen Zuckern oder Phosphaten, Phos-
phatidylethanolamin oder Phosphatidylcholin."! Erste Sétti-
gungs-Transfer-Differenz(STD)-NMR-spektroskopische Er-
gebnisse weisen auf eine wichtige Rolle der Hydroxygruppen
in den Heptose-Seitenketten fiir die mAb-Zucker-Bindung
hin (nicht gezeigt). Diese Seitenketten sind in LPS von
N. meningitidis und E. coli oft derivatisiert, was erklirt, wie
mAbs die verschiedenen LPS-Typen voneinander unter-
scheiden konnen. Um weitere Aufschliisse auf die Bin-
dungsspezifitit zu erhalten, wurde die Interaktion der mAbs
mit E. coli sowie N. meningitidis per Durchflusscytometrie
bestimmt. Durch den Einsatz eines Anti-Maus-FITC-Konju-
gats als Sekundérantikorper lief3 sich dabei von der Fluores-
zenzintensitit auf die Bindungsstéirke schlie3en.

Monoklonale Antikodrper gegen Y. pestis wiesen eine hohe
Bindungsspezifitit fiir diesen Keim auf, aber nicht fiir
N. meningitidis und E. coli. Daraus lasst sich folgern, dass
diese mAbs hochspezifisch sind und selektiv zwischen
Y. pestis und anderen Gram-negativen Bakterien unterschei-
den konnen.

Zusammengefasst zeigen wir hier, dass synthetische Oli-
gosaccharide, die auf einzigartigen Zelloberflaichenglycanen
beruhen, die Basis fiir die Herstellung von Detektionssyste-
men gegen Bakterien sein konnen. Anti-Triheptose-mAbs
binden Y. pestis mit hoher Selektivitdt und Empfindlichkeit
und eignen sich daher zum Einsatz in der patientennahen
Labordiagnostik. Die Entwicklung entsprechender Tests ist
Gegenstand aktueller Arbeiten.

Experimentelles
Synthese von Trisaccharidantigen 1:

Trichloracetimidat 3 (64 mg, 0.050 mmol) und Alkohol 2 (38 mg,
0.036 mmol) wurden in wasserfreiem CH,Cl, (0.5 mL) iiber 4-A-MS
(100 mg) vorgelegt. Die Losung wurde auf —40°C gekiihlt und mit
TMSOTT (4 pL, 0.022 mmol) versetzt. Die Reaktion wurde 1 h zwi-
schen —40 und —30°C gehalten und anschliefend mit wéssriger ge-
sattigter NaHCO;-Losung gestoppt. Die organische Phase wurde
iiber MgSO, getrocknet und filtriert, und das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde sidulenchromatographisch
aufgereinigt (Hexane/EtOAc 2:1), und 18 (52 mg, 67 %) wurde als
farbloses Ol erhalten. Eine Methanollosung (1.5 mL) von 18 (50 mg,
0.023 mmol) wurde mit NaOMe versetzt (0.2 mL, 0.5m in MeOH)
und 15h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Neutralisation mit
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Amberlite IR-120 wurde die Reaktionsmischung filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde nachfol-
gend in THF gelost (1 mL) und mit TBAF (0.2 mL, 1M in THF)
versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 48 h bei Raumtemperatur
geriihrt, und anschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde durch Groenausschluss-
chromatographie (Sephadex LH-20, Laufmittel MeOH) aufgereinigt.
Dabei wurde 19 als farbloses Ol erhalten. Eine Losung von 19
(37.5 mg, 0.022 mmol) in MeOH/H,0/AcOH (2 mL, 50:50:1) wurde
mit Pd/C versetzt (10 %, 100 mg). Die Reaktionsmischung wurde 48 h
in einer H,-Atmosphire geriihrt und filtriert; im Anschluss wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde durch
GroBenausschlusschromatographie (Sephadex LH-20, Laufmittel
H,0) aufgereinigt. 1 (9 mg, 60 %) wurde nach Gefriertrocknung als
weilles Pulver erhalten.

Konjugation von Trisaccharid 1 an CRM197:

Eine Losung von Disuccinimidoadipat (0.43 mmol) und Tri-
ethylamin (10 uL) in DMSO (100 pL) wurde tropfenweise mit einer
Losung von Trisaccharid 1 (4.27 pmol) in DMSO (100 pL) versetzt.
Nach 1.5 h wurde Phosphatpuffer (0.1m pH 7.4, 0.5 mL) zugegeben
und iiberschiissiges Reagens mit Chloroform extrahiert. Die Ex-
traktion wurde dreimal wiederholt und anschlieBend wurde die
wissrige Phase zentrifugiert (300 g, 5 min), um Spuren von Chloro-
form zu entfernen. Die wissrige Phase wurde zu einer Losung von
CRM197 (1 mgmL " in 0.1m Phosphatpuffer pH 7.4, 1 mL) gegeben
und die Reaktionsmischung 5-6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Glycokonjugat wurde durch GréBenausschlusschromatographie oder
Ultrafiltration aufgereinigt.
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