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Synthetische Oligosaccharide belegen die immunologische Bedeutung
der Pyruvatmodifikation im Kapselpolysaccharid von Serotyp 4

Streptococcus pneumoniae

Claney L. Pereira,* Andreas Geissner, Chakkumkal Anish und Peter H. Seeberger*

Abstract: Nach allgemeiner Annahme wird die Immunogeni-
tit von Kohlenhydraten stark von deren Modifikationen be-
einflusst. Kapselpolysaccharide (KPS) von pathogenen Bak-
terien enthalten hdiufig ein Pyruvat, das als Acetal die 4,6-, 3,4-
oder 2,3-Positionen iiberbriicken kann. Das KPS von Sero-
typ 4 Streptococcus pneumoniae (ST4) ist mit einem trans-2,3-
verkniipften Pyruvat modifiziert. Um die immunologische
Bedeutung dieser Modifikation zu untersuchen, wurde die
Wiederholungseinheit dieses Polysaccharids erstmals chemisch
synthetisiert. Bei der Analyse von Antikorpern gegen ST4-KPS
mithilfe eines Kohlenhydratmikroarrays, der verschiedene

Substrukturen des KPS enthdilt, konnte eine exklusive Bindung

an die Wiederholungseinheit mit Pyruvat festgestellt werden.
Das Pyruvatacetal ist somit ein Schliisselmotiv fiir die Ent-
wicklung minimaler synthetischer Kohlenhydratimpfstoffe
gegen ST4.

Kohlenhydrat-Konjugatimpfstoffe gegen Infektionen durch
Streptococcus pneumoniae haben das Leben hunderttausen-
der Kinder gerettet und sind ein herausragender kommerzi-
eller Erfolg.!! Da jedoch mehr als neunzig Serotypen (ST)
von S. pneumoniae anhand der chemischen Struktur des
Kapselpolysaccharids (KPS) unterschieden werden konnen,
ist der Kampf gegen diesen Krankheitserreger nicht gewon-
nen.”) Auf dem Markt befindliche Pneumokokken-Konju-
gatimpfstoffe enthalten 10-13 Serotypen. Die Zahl der In-
fektionen mit nicht abgedeckten Serotypen nimmt seit Ein-
fiihrung dieser Impfstoffe zu.”! Die verbreitete Resistenz
gegen Antibiotika sorgt fiir zusdtzliche Bedenken. Derzeit ist
die Impfung mit kommerziell erhiltlichen Konjugatimpf-
stoffen fiir einige Serotypen nur beschrinkt effektiv.! Um der
erwidhnten zeitlichen Fluktuation sowie der orts- und alters-
abhidngigen Verteilung der Serotypen Herr zu werden,
miissen neue Impfstoffe eine immer groBere Anzahl an Se-
rotypen abdecken.’! Semisynthetische Kohlenhydrat-Konju-
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gatimpfstoffe konnten eine vielversprechende Alternative zur
klassischen Produktion bieten.

Um Methoden der medizinischen Chemie beim Design
von Kohlenhydratimpfstoffen anwenden zu konnen, ist ein
grundlegendes Verstdndnis jener minimalen Epitope von
Kohlenhydraten notig, die dennoch eine robuste und spezi-
fische Immunantwort gegen den Erreger induzieren. Ver-
gleichsweise kurze Oligosaccharidfragmente verschiedener
KPS von Pneumokokken wurden bereits synthetisiert. Diese
riefen eine Immunantwort gegen das Pathogen hervor, die
jener des Polysaccharids gleichwertig ist."
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Abbildung 1. Struktur der Wiederholungseinheit des ST4-KPS.
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Abbildung 2. Retrosynthese der ST4-Wiederholungseinheit. Ac=Acetyl;
Bn = Benzyl; Cbz =Benzyloxycarbonyl; Lev= Livulinoyl, Nap =2-Naph-
thylmethyl; Ph=Phenyl; TDS =Thexyldimethylsilan.
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Ein wichtiger Schritt bei Entwicklung syntheti-
scher Kohlenhydrat-Konjugatimpfstoffe ist die Iden-
tifizierung von Schliisselepitopen, die eine robuste
Immunantwort gegen das natiirliche Polysaccharid
hervorrufen. Die Sperzifitdt der Antikorper héngt o)
stark von verschiedenen Eigenschaften des Oligo-
saccharid-Antigens ab: Linge, endstdndiger Zucker,
Sequenz sowie Leseraster bei repetitiven Polysac-
chariden bestimmen die Immunogenitidt und Kreuz-
reaktivitit mit der natiirlichen Struktur. Auch die
verwendete Konjugationsmethode, das Tragerprotein
und die Haptendichte beeinflussen die Immunant-
wort.”! Modifikation der Zucker mit Gruppen wie
Pyruvaten und Acetaten kénnen ebenfalls wichtige
immunologische Determinanten sein.

Das KPS von Serotyp 4 S. pneumoniae (ST4) ist
im Blockbuster-Impfstoff Prevenar 13 enthalten. Der
Serotyp wurde 1931 entdeckt, die Struktur des KPS
jedoch erst 1988 beschrieben.”®! Die Wiederholungs-
einheit (WE) ist das Tetrasaccharid [3)-f-p-Man-

Ph

AcO

pNAc-(1—-3)-a-L-FucpNAc-(1—3)-a-D-GalpNAc- e (

(1—4)-a-p-Galp2,3-(S)-Pyr-(1—] (Abbildung 1). Die
N-Acetylzucker, die anspruchsvollen [-mannosidi-
schen und a-glykosidischen Verkniipfungen und be-
sonders das sédurelabile trans-2,3-(S)-Pyruvat, dessen
Bedeutung noch nicht im Detail geklart ist, machen
dieses Molekiil zu einem interessanten Ziel fiir che- h
mische und immunologische Studien. Bislang war es
nur gelungen, das Trisaccharid f-p-ManpNAc-(1—3)-
a-L-FucpNAc-(1—3)-a-D-GalpNAc  chemisch zu
synthetisieren.”)

Die Schliisselepitope der WE sind noch unbe-
kannt, und bislang wurden keine Studien durchge-
fiihrt, um die immunologische Bedeutung des Pyru-
vatmodifikation im Detail aufzukldren. Um diese
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Schema 1. Synthese von Tetrasaccharid 6. Reaktionsbedingungen: a) TMSOTY,
CH,Cl,/Diethylether (1:1), 90% (a/f=7:1); b) NaOMe, MeOH, 98%; c) 10,
TMSOTf, CH,Cl,, —20°C, d) NaOMe, MeOH, 72% (a/B=6:1) lber zwei Stufen;

e) 1. Trimethylorthoacetat, CSA, DMF; 2. 80% wissr. AcOH, 92% iiber zwei

Fragen detailliert untersuchen zu konnen, berichten
wir hier von der ersten chemischen Synthese der ge-
samten WE gemeinsam mit dem Derivat ohne Pyru-
vat und weiteren Abbruchsequenzen.

Bei der Retrosynthese der WE 2 wurde Augen-
merk auf eine divergente Synthesestrategie gelegt,
damit verschiedene Oligosaccharide inklusive kiirzerer
Fragmente erhalten werden konnen. Die Synthese sollte au-
Berdem die Verkniipfung mehrerer Wiederholungseinheiten,
die Anbringung eines orthogonalen Linkers am reduzieren-
den Ende zur Konjugation an Trdgerproteine und die An-
bringung des trans-2,3-(S)-Pyruvatacetals ermdglichen. Eine
tiefgreifende immunologische Analyse sollte durch den
Zugang zu Abbruchsequenzen und Leserasterverschiebun-
gen ermoglicht werden. Die Anbringung des Pyruvats im
letzten Syntheseschritt gestattet die Synthese der WE mit und
ohne Pyruvat ausgehend vom vollstidndig geschiitzten Tetra-
saccharid 6 (Abbildung 2). Ein linearer Glykosylierungansatz
unter Verwendung der Bausteine 7 oder 8 sowie 9, 10 und 12
eroffnet den Zugang zu den Tetrasacchariden 4 und 5, die fiir
Kettenverldngerungen noétig sind. Die lineare Kombination
von 8, 9, 10 und 11 ergibt Tetrasaccharid 6.

Die Synthese der Galactose 8 am reduzierenden Ende
erfolgte in vier Stufen beginnend mit einem bekannten
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Stufen; f) 11, NIS, TfOH, CH,Cl,, 66 %, ausschlieRlich 3; g) N,H,-HOAc, EtOH/
Toluol/CH,Cl, (2:4:1), 70%,; h) Tf,O in CH,Cl,, Pyridin, 30 min, dann NaNj,
DMF, 80°C fiir 1.5 h, 61%. CSA=Camphersulfonsiure, DMF = Dimethylform-
amid, Et= Ethyl, Me = Methyl, NIS = N-lodsuccinimid, TFOH = Trifluormethan-
sulfonsiure.

Thioglykosid, wihrend die Synthese des Fucosaminbausteins
10 von L-Fucose ausgehend entwickelt wurde (siche Hinter-
grundinformationen). Galactosamin 9 und Glucose 11
wurden nach Literaturvorgaben synthetisiert."”! Disaccharid
13 entstand durch Verkniipfung von Galactose 8 und Galac-
tosamin 9 und wurde desacetyliert, um Akzeptor 14 zu er-
halten (Schema 1). Glykosylierung von 14 mit Fucosamin 10
und folgende Desacetylierung, Orthoesterbildung und selek-
tive Orthoesteroffnung resultierten im Trisaccharidakzeptor
16.'" Die abschlieBende B-mannosidische Verkniipfung er-
folgte nach einer bekannten Strategie an einem komplexen
Substrat: Glucosylierung erfolgte exklusiv als 3-Anomer bei
Aktivierung des Bausteins 11 mit NIS und TfOH, um Tetra-
sacchrid 17 zu erhalten. Um das erwiinschte Stereozentrum
im Tetrasaccharid 6 durch Inversion und Aminierung an der
C2-Position aufzubauen, mussten der 2-O-Lévulinoylester
gespalten, die 2-O-Hydroxygruppe in das Triflat umgewan-
delt und dieses nachfolgend in axialer Position durch ein Azid
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nukleophil ersetzt werden.”! Die Kopplungskonstanten im
vollstiandig geschiitzten Tetrasaccharid vor (/=7.2 Hz) und
nach Inversion (/= 1.2 Hz) belegen eindeutig die Bildung der
gewiinschten f-mannosidischen Bindung.

Das geschiitzte Intermediat 6 ermoglichte die Synthese
der vollstdndig geschiitzten WE sowie einfacherer Fragmente,
die fiir immunologische Struktur-Funktions-Studien verwen-
det werden konnen. Die Synthese von 3, der WE ohne
Pyruvatacetal, wurde in drei aufeinander folgenden Ent-
schiitzungen abgeschlossen: Der Umwandlung der Azide in 6
zum N-Acetylderivat 19 mittels Thioessigsdure und Pyridin
folgte die Abspaltung der 4-O-Acetylgruppe am FucNAc
(Schema 2). Vollstindige Entschiitzung des Tetrasaccha-
rids ergab schlieflich Kohlenhydrat 3, die WE ohne Pyruvat
mit einem Aminopentyllinker am reduzierenden Ende.!'"
Fragmente von 3 (beispielsweise 23) wurden fiir Epitopkar-
tierungsstudien synthetisiert (Schema 2 und Hintergrundin-
formationen fiir weitere verkiirzte Glykane). Die Synthese
von Tetrasaccharid 2, der vollstindigen WE mit trans-2,3-(S)-
Pyruvat, begann mit der Entfernung der 2-Naphthylmethyl-
(Nap)-Schutzgruppen von 19 mittels DDQ, um das Diol 20 zu
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Schema 2. Synthese der ST4-KPS-Tetrasaccharid-WE 2. Reaktionsbedingun-
gen: a) Thioessigsdure, Pyridin, 96 h, 81% fur 19, 72% fiir 22; b) DDQ,
CH,Cl,/H,0 (18:1), 3 h, 71%; c) NaOMe in MeOH, 2.5 h, 94%;

d) 1. Zyklus Pd(OH),/C, H,, EtOAc/MeOH /H,0/AcOH (1:3:1:0.1), 24 h,
dann 2. Zyklus Pd/C, H,, EtOAc/MeOH/H,0/AcOH (1:3:1:0.1), 79% fur 3,
88% fiir 23; e) Methyl-2,2-Bis (ethylthio) propionat, DMTST, TTBP, 4-A-MS,
CH,Cl,, 0°C, 2 h, 47%,; f) wissr. NaOH, MeOH, 12 h, quant.; g) Pd(OH),/
C, H,, EtOAc/MeOH/H,0 (2:3:1), 48 h, 33 % fiir S-Isomer. DMTST = Di-
methyl (methylthio)sulfoniumtriflat, TTBP: 2,4,6-Tri-tert-butylpyridin,

DDQ =2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon.
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erhalten (Schema 2). Die Funktionalisierung mit dem trans-
2,3-Pyruvatacetal erwies sich als anspruchsvoll, da die einzi-
gen fiir diese Reaktion bisher beschriebenen Bedingungen
sowie alle Bedingungen fiir trans-4,6-Pyruvatacetale nicht zur
Bildung des gewiinschten Produkts, sondern zur Spaltung
aller Ester und Acetale fiihrten."¥ SchlieBlich gelang die
Anbringung des trans-2,3-Pyruvats an das Tetrasaccharid 20
durch Verwendung von 2,2-Bis(ethylthio)proprionat!™ in
Gegenwart des Aktivators DMTST, wodurch 21 als Gemisch
der R- und S-Isomere erhalten wurde. Die Reaktion war nicht
vollstéandig selektiv, und der stereochemische Verlauf konnte
zu diesem Zeitpunkt nicht ermittelt werden. Die Entfernung
der Ester und permanenten Schutzgruppen ergab 2 nach einer
HPLC-Aufreinigung. Die S-Konfiguration am Pyruvat wurde
durch 2D-NMR-Spektroskopie bestitigt (Hintergrundinfor-
mationen).

Um die Eigenschaften der ST4-WE als Antigen zu un-
tersuchen, wurden die synthetischen Glykane mithilfe des
Aminopentyllinkers selektiv durch Bindung an aktivierte
Carboxygruppen auf Mikroarraytrigern immobilisiert (siche
Hintergrundinformationen).'® Als Kontrollen wurden iso-

lierte Polysaccharide wie das ST4-KPS und das Zell-

wandpolysaccharid (ZWPS) gedruckt. Der Mikroarray
wurde mit einem kommerziellen, ST4-spezifischen Typi-
sierungsserum inkubiert, das durch Immunisierung von

Kaninchen mit dem KPS erhalten wurde. Wie erwartet

ergab sich eine starke Antikérperbindung an das natiirli-

che ST4-KPS, nicht aber an ZWPS oder KPS anderer Se-
rotypen (Abbildung 3). Bei den synthetischen Oligosac-
chariden zeigte sich eine hochspezifische und ausschlie3-
liche Bindung an die vollstindige WE 2, und es wurden
keine Signale fiir 3 und die restlichen Abbruchsequenzen
erhalten. Diese Beobachtungen verdeutlichen die heraus-
ragende Rolle, die das Pyruvat bei der Immunreaktion
gegen das natiirliche ST4-KPS spielt. Dies bestétigt die in
den 1970er Jahren aufgestellte Hypothese, dass diese

Kohlenhydratmodifikation ein Schliissel fiir die Entwick-

lung neuer Impfstoffe ist."”! Die Spezifitit der bindenden

Antikorper wurde durch Inhibitionsstudien mit isoliertem

ST4-KPS iiberpriift. Hierzu wurden die Serumverdiin-

nungen vor dem Auftragen auf den Kohlenhydratmikro-

array mit Polysacchariden inkubiert, um die entsprechen-
den Antikorper durch Bindung zu neutralisieren. ZWPS,
ein Polysaccharid, das als Kontamination unumgénglich in
jeder KPS-Préparation enthalten ist, hatte keinen Einfluss
auf das Signal fiir die Bindung an 2, wohingegen ST4-KPS
dieses vollstandig unterdriickte. Diese Inhibitionsstudien

bestétigen die Spezifitdit und Kreuzreaktivitidt der an 2

bindenden Antikorper beziiglich natiirlichem ST4-KPS

und die Bedeutung des Pyruvats bei der Immunantwort.

Zusammenfassend gelang die Synthese der ein trans-
2,3-(S)-Pyruvatacetal enthaltenden WE 2 des ST4-KPS
sowie des Tetrasaccharids 3 ohne Pyruvat. Auf dieser

Grundlage wurde die Bedeutung der Kohlenhydratmodi-

fikation fiir eine Immunantwort gegen Serotyp 4 Strepto-

coccus pneumoniae aufgezeigt. Diese Erkenntnis ist ein

Schliissel zur weiteren Optimierung der Strukturen auf

dem Weg zu einem synthetischen Kohlenhydrat-Konju-

gatimpfstoff gegen ST4.

Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2015, 127, 1015410157


http://www.angewandte.de

A ;00 00
OO OO
® O
O 00 ® O ,00 O
® “0O0 sw® O “0O0 suQ
® 00® O ©00O

- ST4KPS /- ZWPS

+ ST4 KPS / - ZWPS

SO0 Q o)
"00 OO0 0008
® @00 0000 )
® ,,00 @O0@@00
2N BN @ @00®@&@00
Ik 0000606 TT T
@ ©© OOIigosaccharid .Protein
-ST4 KPS / + ZWPS olysacchari
B~3000 —— Kei VQEZt'hd
2 2500 —— Vg:'?r?kuggt?o# n?itIOZQNPS
é 5605 —v— Vorinkubation mit ST4 KPS
N 1500
& 1000
g 500
T 0 v v v

100 1000

Verdiinnung

10000

Abbildung 3. Bindungsstudien an Antikérpern aus Kaninchenserum
gegen ST4-KPS auf Kohlenhydratmikroarrays mit SP4-KPS-basierten
Oligosacchariden und diversen Polysacchariden von Pneumokokken.
Bei Inhibitionen wurde die Serumverdiinnung mit dem jeweiligen iso-
lierten Polysaccharid vorinkubiert. A) Repréisentative Scans der ver-
schiedenen Felder. Unten rechts: Druckschema mit den Positionen der
diskutierten Strukturen (Z: natiirliches ZWPS; ST4: natiirliches ST4-
KPS; siehe Hintergrundinformationen fiir detailliertes Druckmuster).
B) Vergleich der Intensitdten zwischen Punkten von 2 (Druckkonzen-
tration: 50 um) in Feldern mit und ohne Inhibitor.
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