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1 Einleitung

Mit der Entschlisselung des menschlichen Genoms zum Anfang diesen Jahrtau-
sends wurde die Basis fir die Analyse der tber 23.000 Gene des Menschen gelegt.
Allerdings stellte der Vergleich naher Verwandter sowie weniger komplexer Organis-
men die Frage auf, woher die enorme Komplexitat und Diversitat des Menschen resul-
tiert. Zur Diversitét tragen vor allem posttranslationale Modifikation der kodierten Pro-
teine bei. Zunehmend wird anerkannt, dass wichtige Mechanismen der interzellularen
Kommunikation und Entwicklung durch komplexe Mechanismen gesteuert werden,
die erst nach der Proteintranslation erfolgen.[1] Zu diesen posttranslationalen Ver-
anderungen zahlt auch die Glycosylierung von Proteinen. Dabei werden spezifische
Glycane, die aus Bausteinen wie Glucose, Mannose und vielen weiteren aufgebaut
sind, auf bestimmte Aminoséaurereste Ubertragen. Aufgrund der gro3en Relevanz gly-
cosylierter Strukturen bei der Zellerkennung und Signaltransduktion gibt es grof3en
Bedarf an Methoden zur detaillierten Aufklarung der Funktion dieser Substanzklas-
se.[2]

1.1 Glycoproteine

Etwa 60-70 % aller Proteine liegen glycosyliert vor, so dass es sich hierbei um eine
wichtige posttranslationale Modifikation handelt.[3] Dabei wird zwischen der N- und
O-Glycosylierung unterschieden. Bei der N-Glycosylierung handelt es sich um eine
Modifikation am Seitenketten-Stickstoff von Asparaginresten, die im Konsensusmotiv
(Asn-X-Ser/Thr) Asparagin gefolgt von einer unbestimmten Aminoséure auB3er Prolin
und dann Serin oder Threonin liegt.[4]

Wenn die entsprechende Erkennungssequenz vorliegt und das Asparagin zuganglich
ist, also nicht in der Proteinfaltung verdeckt wird, dann kann es im endoplasmatischen
Retikulum glycosyliert werden. Hierbei wird ein komplexes Kohlenhydrat bestehend
aus zwei GlcNac, neun Mannosen und drei Glucosen durch die Oligosaccharyltrans-
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ferase Ubertragen.[5] Diese akzeptiert als Donorsubstrat das eben genannte Saccha-
rid gebunden an Dolichol-Pyrophosphat (ein Lipid).[6]

AnschlieBend erfolgt der Transport in den Golgi-Apparat, wo zunachst die terminalen
Mannosen entfernt werden um dann fir das Protein und den Organismus typische
Glycanstrukturen aufzubauen. Dieser Prozess wird von den entsprechenden Glyco-
syltransferasen und Glycosidasen vollbracht. Dabei werden verschiedene Typen von
Glycanstrukturen unterschieden. Der high-mannose Typ findet sich vor allem in He-
fen. Dagegen sind im Menschen vor allem Komplex-Typ Glycane und solche vom
Hybrid-Typ zu finden. Der Komplextyp zeichnet sich durch eine Vielzahl unterschied-
licher Monosaccharide aus, wahrend der Hybrid-Typ zwischen dem Komplex-Typ und
dem high-mannose Typ anzusiedeln ist (s. Abb. {.1)).[4]

Mannose

GIcNAC

Galactose

Sialinsaure

A & O HEH O

Fucose

Hefen Insekten Menschen

Abb. 1.1: Typische Glycosylierungsmuster von Hefen, Insekten und Menschen. Wahrend He-
fen high-mannose Strukturen bilden sind in Menschen complex-typ Glycosylie-
rungsmuster zu finden. Insekten wiederum zeigen bis auf Fucosylierung vor allem
eine core-Glycosylierung. Angepasst nach [7]

Dagegen erfolgt die O-Glycosylierung an den Hydroxy-Gruppen von Serin, Threo-
nin, Hydroxyprolin oder Hydroxylysin. Nahmen friihe Arbeiten noch rein strukturelle
Funktionen (Unterstitzung der Proteinfaltung) an, so weil3 man inzwischen, dass die
Funktionsvielfalt deutlich weiter reicht.[8] Neben den strukturellen Eigenschaften, wie
Unterstitzung der Konformation, Schutz gegen Proteolyse (und damit Kontrolle der
Lebensdauer) und Modulation der Proteinfunktion (Proteoglycane, Glycocalix), ha-
ben Glycoproteine auch erweiterte Funktionen.[9] Die Glycane dienen auch als Li-
ganden fir Bindungsereignisse, vermitteln Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Interaktion und
stellen Zielstrukturen far Mikroorganismen, Toxine und Antikérper dar oder maskieren
Zielstrukturen.[2, 10]

Um diese grof3e funktionelle Vielfalt ergrinden zu kénnen, sind fortgeschrittene analy-
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tische Methoden erforderlich. Da moderne biochemische Werkzeuge wie die Polyme-
rase Kettenreaktion (PCR) zur Untersuchung des Genoms und Reverse Transcriptase
PCR (RT-PCR) zur Untersuchung des Proteoms keine Informationen Uber die Glyco-
sylierung liefern, sind vor allem massenspektrometrische Methoden (MALDI-MS, ESI-
MS und LC-ESI-MS) aufschlussreich,[11] erganzt durch NMR-Spektroskopie zur Auf-
klarung der Anomeren, der Verknlipfung und der Konformation der Kohlenhydrate.[12]

Zur besseren Analyse werden haufig die Proteine in Peptide gespalten und anschlie-
Bend das Glycan enzymatisch vom Peptid getrennt. Dadurch erhéht sich die Emp-
findlichkeit der oben genannten Methoden und viele Signale kénnen erst nach der
Spaltung ausgewertet werden.

Aus diesen strukturellen Informationen lassen sich allerdings noch keine direkten Hin-
weise auf die Funktion der Glycane erlangen. Dazu ist ein Studium der Wirtsorganis-
men erforderlich.

1.2 Glycosyltransferasen

Glycosyltransferasen katalysieren unter anderem die Glycosylierung von Proteinen.
Es sind Enzyme, die Kohlenhydrateinheiten von aktivierten Donorsubstraten auf an-
dere Molekule Ubertragen. Diese membrangebundenen Proteine Ubertragen meist
Hexosen, wobei diese in den meisten Fallen als aktivierte Nucleotiddiphosphatderiva-
te (NDP) vorliegen. Einige Beispiele fiir Donorsubstrate sind in Tab.[{.1ldargestellt.[4]

CMP-

Sia

Donor UDP- GDP-
saccharid | Glc Gal GIcNAc GalNAc GIcA Xyl | Man Fuc

Tabelle 1.1: Donorsubstrate der 9 Monosaccharide, die von Glycosyltransferasen auf Protei-
ne Ubertragen werden.

Das allgemeine Schema der Ubertragung ist in Formel {.1]dargestellt:
NDP—Glycosid + Akzeptor ST, NDP + Akzeptor—Glycosid (1.1)
Da die Monosaccharide in den komplexen Glycanen hochspezifische Primarsequen-

zen, glycosidische Verkniipfungen und anomere Strukturen aufweisen, die nur von
Glycosyltransferasen in dieser Prazision verknlpft werden, ist ein méglicher Ansatz,
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Abb. 1.2: Die GT-A Faltung wird durch das invertierende Enzym SpsA aus Bacillus subtilus
(PDB 1ggq) gezeigt und besteht aus einem ﬁ/a/ﬂ—Sandwich.ﬂﬂ]

um die Funktion einzelner Oligosaccharide in diesen komplexen Strukturen zu un-
tersuchen, die spezifische Inhibition einzelner Glycosyltransferasen. Vorteile dieses
Ansatzes sind neben dem reduzierten finanziellen Aufwand gegeniber Knockout-
Systemen vor allem, dass es keine Beschrankung auf bestimmte Tierrassen gibt und
man zeitliche Unabhangigkeit vom Entwicklungszyklus des untersuchten Organismus
gewinnt.

1.2.1 Struktur von Glycosyltransferasen

Glycosyltransferasen kénnen in den meisten Fallen in die zwei Superfamilien GT-A
und GT-B eingeteilt werden.[lE]

Der GT-A werden vor allem Glycosyltransferasen zugeordnet, die im Golgi-Apparat
und ER lokalisiert sind.[@] Die GT-A Faltung (s. Abb. [1.2) besteht aus einem B/a/pB-
Sandwich, in Form einer Rossmannfalte. Dies ist ein typisches Strukturelement von
Nucleotidbindenden Enzymen. Dabei wird das katalytische Zentrum durch die As-
soziation von einem kleineren mit dem zentralen g-Faltblatt gebildet.[@] Die ent-
sprechenden Glycosyltransferasen besitzen alle das sogenannte DXD-Motiv in ihrer
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Abb. 1.3: Die GT-B Faltung wird am Beispiel des Enzyms p-Glucosyltransferase aus Bac-
teriophage T4 (PDB 1jg7) gezeigt und besteht aus zwei separaten Rossmann-
Domaénen, die durch eine Spalte verbunden sind.@]

Aminosauresequenz, also Aspartat, eine variable Aminosdure X und wieder Aspar-
tat. Die variable Aminosaure im DXD-Motiv ist haufig eine polare oder aliphatische
Aminoséaure, welche an der Bindung des Ribonukleotids beteiligt ist. Die GT-A Gly-
cosyltransferasen sind von der Anwesenheit eines bivalenten Kations abhangig, im
Allgemeinen Mn?* oder Mg?*. Wahrend der Katalyse tritt das Aspartat im DXD-Motiv
mit den Phosphatgruppen des Nukleotiddonors in Kontakt, die typischerweise durch
Mn?* koordiniert sind.[16] Das C-terminale Ende dient meist zur Erkennung des Ak-
zeptorsubstrates.]

Die GT-B Superfamilie ist deutlich heterogener. Ihr gehdren vor allem prokaryotische
Enzyme an, die sekundare Metaboliten glycosylieren oder an der Zellwandbiosynthe-
se beteiligt sind.[@] AuBerdem gehdren ca. 30 % aller Glycosyltransferasen aus C.
elegans, sowie die O-GIcNAc-Transferase, die Proteine im Zellkern und Cytoplasma
modifiziert, zu dieser Familie.[19]

Die GT-B Faltung (s. Abb. [1.3) wird von zwei separaten Rossmann-Doménen, die
durch eine Spalte verbunden sind, gebildet. Zwischen diesen beiden Domé&nen be-
findet sich das katalytische Zentrum. Die Topologie der beiden Rossmann-Domanen
nimmt mehrere alternierende a-Helices und g-Faltblatter (8/a/B) ein und stellt eine ty-
pische nucleotidbindende Domane dar.[lE, |2_1|] Die Bindung eines bivalenten Metall-
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ions scheint im Unterschied zur GT-A Superfamilie nicht essentiell fir die Katalyse zu
sein, wobei es eventuell fur die vollstadndige Aktivitat gebraucht wird.[17]

Viele Kristallstrukturen weisen Licken im Bereich des katalytischen Zentrums auf
oder haben flexible Schleifen in der Proteinsequenz, die nicht aufgeldst sind. Gerade
diese flexiblen Bereiche scheinen eine wichtige Rolle bei der Katalyse durch den
induced fit oder bei der Substratbindung durch das SchlieBen der Substrattasche zu
spielen. Anscheinend sind die dynamischen Prozesse in diesen Bereichen aber zu
schnell fur eine Auflésung mittels Réntgenstrukturanalyse.[22]
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1.2.2 Reaktionsmechanismen der Glycosyltransferasen

Die Ubertragung des Donorsubstrates erfolgt bei Glycosyltransferasen sowohl regio-
als auch stereospezifisch. Mechanistisch wird bei den Glycosyltransferasen zwischen
invertierenden und nicht-invertierenden Glycosyltransferasen unterschieden.[13]

TH

O—Akzeptor

Abb. 1.4: Mechanismus invertierender Glycosyltransferasen: In einem Sy 2-artigen Uber-
gangszustand wird das Donorsubstrat vom Akzeptorsubstrat angegriffen. Das neue
Glycosid wird unter Inversion der Konfiguration am anomeren Zentrum des Donors
gebildet.[13]

Der Reaktionsmechanismus fir invertierende Glycosyltransferasen kann folgender-
mafen beschrieben werden (s. Abb. [1.4): Die glycosidische Bindung des Donorsub-
strats wird durch Lewis-saure Katalyse des Proteins geschwécht. Daraufhin kommt es
zu einem Sy 2-artigen Ubergangszustand mit einem Glycosylcarbeniumion, welches
durch den Sauerstoff des Akzeptorsubstrates angegriffen wird, dessen Nucleophilie
seinerseits durch eine basische Gruppe des Enzyms gestarkt wird.[23]

Der Mechanismus von nicht-invertierenden Gylcosyltransferasen konnte noch nicht
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Abb. 1.5: Postulierter Mechanismus der doppelten Inversion fir nicht-invertierende Glycosyl-
transferasen. Nach Angriff einer nucleophilen Gruppe des Enzyms und Austritt von
NDP wird die Kohlenhydrateinheit auf den Akzeptor lbertragen. Beide Reaktionen
erfolgen unter Inversion der Konfiguration.ﬂﬁ]

abschlieBBend aufgeklart werden. Eine mogliche Hypothese beschreibt der folgende
Mechanismus (s. Abb. [1.5):

Eine nucleophile Gruppe des Enzyms greift am anomeren Kohlenstoffatom des Koh-
lenhydratrestes an, wobei es unter Austritt des NDP-Restes zur Inversion der Konfi-
guration am anomeren C-Atom kommt. In einem zweiten Schritt wird das katalytische
Nucleophil durch das Sauerstoffatom des Akzeptorsubstrates ersetzt. Dieser Schritt
erfolgt wieder unter Inversion der Konfiguration, so dass insgesamt die Konfiguration
am anomeren Zentrum erhalten bleibt.[24]

Allerdings kann nicht in allen entsprechenden Strukturen eine nucleophile Seitenket-
te einer Aminosaure in ausreichender Nahe zur active site gefunden werden. Auch
konnte noch keine Glycosyl-Enzym Bindung nachgewiesen werden. Daher wird als
alternativer Mechanismus der einer Syi Reaktion postuliert, bei dem vermutlich das
austretende Diphosphat den Glycosylakzeptor basenkatalytisch aktiviert und damit
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Abb. 1.6: Alternativer Mechanismus einer Syi Reaktion flr nicht-invertierende Glycosyltrans-
ferasen. Beim Austritt der Phosphatgruppe wird die OH-Gruppe des Akzeptors ak-
tiviert und das eng angebundene lonenpaar greift von derselben Seite an.[13]

den Angriff von derselben Seite ermdglicht (s. Abb. [1.6).[13]

1.2.3 Galactosyltransferasen

Galactose stellt ein haufiges Strukturelement in prokaryotischen und eukariotischen
Glycokonjugaten dar. In Saugetieren findet man «(1,3) bzw. «(1,4) Verkntupfungen
der Galactose sowie £(1,3) bzw. 5(1,4) mit den jeweiligen Akzeptoren.

Als gemeinsame Strukturmerkmale von eukaryotischen Galactosyltransferasen findet
man, dass sie fast ausschlieBlich im Golgiapparat lokalisierte Typ Il Transmembran-
proteine sind. Neben einem kurzen cytosolischen Segment, dem ein Transmembran-
teil von etwa 20 Aminosauren folgt, bildet eine groBe katalytische Domé&ne im Lumen
den Hauptteil des Proteins.[25]
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Blutgruppe Antigen(e) Antikorper

A A B

B B A
AB Aund B keine
0 keine Aund B

Tabelle 1.2: Merkmale der verschiedenen Blutgruppen.

Das ABO Blutgruppensystem

1901 beschrieb der Osterreicher Karl Landsteiner das ABO Blutgruppensystem[28].
Dieses Blutgruppensystem hat sich zusammen mit dem Rhesusfaktor als das wich-
tigste Blutgruppensysystem der Tranfusionsmedizin entwickelt, da sich hiermit die
meisten Komplikationen bei Bluttransfusionen vermeiden lassen. Es beruht auf der
Beobachtung, dass bei der Mischung von Blut bestimmter Spender Aggregation auf-
tritt. Da diese Aggregation bei der Bluttransfusion schwere Folgen hat, erklart dies
die weitreichende Bedeutung der Tests flr dieses Blutgruppensystem.

Gut 50 Jahre spater konnte die Ursache fir die Aggregation erstmals auf moleku-
larer Ebene nachvollzogen werden. Auf der Oberflache von Erythrozyten und ei-
nigen anderen Zellen konnten die Antigene durch partielle Hydrolyse und Analyse
der erhaltenen Fragmente nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um das H-
Antigen (a-L-Fuc-(1,2)-8-D-Gal) bei Blutgruppe 0 und die Blutgruppen-Antigene A (a-
D-GalNAc(1-3)-a-L-Fuc-(1,2)-8-D-Gal) und B (a-D-Gal-(1-3)-a-L-Fuc-(1,2)-6-D-Gal).
[27]

Dabei besitzt die Blutgruppe A das Antigen A und den Antikdrper Anti-B, die Blut-
gruppe B entsprechend Antigen B und Antikdrper Anti-A und Blutgruppe AB besitzt
die Antigene A und B sowie keine AntikOrper. Keine Antigene, aber Antikdrper Anti-A
und Anti-B, sind bei der Blutgruppe 0 prasent (s. Abb. [1.2).

Diese komplexen Strukturen werden durch eine Abfolge von Glycosyltransferasen
gebildet. Im letzten Schritt wird die Zugehérigkeit zur Blutgruppe A oder B durch die
Ubertragung des Gal- oder GalNAc-Restes bestimmt. 1978 konnten die beiden En-
zyme isoliert werden, die fUr die Bildung der Antigene A und B aus dem H-Antigen
verantwortlich sind. Bei der Bildung des A-Antigens handelt es sich um die a-1,3-N-
Acetylgalactosaminyltransferase (GTA), die ein N-Acetylgalactosamin-Monosaccharid
vom Donorsubstrat UDP-GalNAc Ubertragt. Die Blutgruppen B Galactosyltransferase
(GTB) Ubertragt dagegen eine Galactose vom Donorsubstrat UDP-Gal auf das H-

10
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Antigen. In Abwesenheit dieser beiden Enzyme kann keines der beiden Substrate
Ubertragen werden und es handelt sich um die Blutgruppe 0. Wenn beide Enzyme
exprimiert werden, handelt es sich um die Blutgruppe AB (s. Abb. [1.7).[28]

HOOH
0
HO OR
O
O
OH
OH
OH
H-Antigen
GTA GTB
UDP-GalNAc UDP-Gal
HOOH HOOH
OHOOH OHOOH
H HO
O 0 HO Q
Ho OR o} OR
O
0] O
OH OH
OH OH
OH OH
A-Antigen B-Antigen

Abb. 1.7: Bildung der Antigene A und B durch die Glycosyltransferasen GTA und GTB aus
den Donorsubstraten UDP-GalNAc und UDP-Gal und dem H-Antigen.

Die humane Galactosyltransferase der Blutgruppe B

Trager der Blutgruppe B oder AB exprimieren die Galactosyltransferase (GTB) der
Blutgruppe B. GTA und GTB gehéren beide der Superfamilie GT-A an und werden zur
Familie GT6 gezahlt.[23] In dieser Familie ist bis heute nur noch eine Struktur der g-
Galactosid a-1,3-galactosyltransferase aus der Kuh sowie eine GalNac-Transferase
aus Bacteroides ovatus hinterlegt.[23] Die GTB unterscheidet sich von der GTA nur
in vier Aminosauren.[29] Damit stellen sie eines der homologsten bekannten Glyco-
syltransferasepaare dar.

11
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Abb. 1.8: Chimare Struktur aus GTA und GTB, in der zwei Aminosauren aus dem aktiven
Zentrum der GTA und zwei aus dem aktiven Zentrum der GTB stammen. Gebunden
dargestellt sind die natlrlichen Substrate UDPGal und das H-Antigen (PDB 2rj7).
crossed eye Darstellung des Proteins als Cartoon.

Eigenschaften der GTB Die Struktur der GTB wurde erstmalig im Jahr 2002 rént-
genkristallographisch aufgeklért.[@] Das Enzym besteht aus zwei Doméanen, die durch
eine Spalte getrennt sind, in der sich das aktive Zentrum sowie alle vier Aminosauren
befinden, durch die sich die GTB und die GTA unterscheiden. Das aktive Zentrum
wird von einer flexiblen Schleife flankiert (Aminosauren 179-194), die erst sehr viel
spater in einer neueren Réntgenstruktur aufgelést werden konnte.[@] Beide Doma-
nen sind fiir die Erkennung der beiden nattirlichen Substrate von GTB verantwortlich.
Die N-terminale Doméne ist fir die Bindung des Donorsubstrates zustandig, wahrend
das Akzeptorsubstrat am C-Terminus gebunden wird.[@]

Das DXD-Motiv wird von den Aminosauren Asp211, Val212 und Asp213 gebildet und
befindet sich in der Mitte der Spalte, wo es ein bivalentes Kation koordiniert.

Bioaktive Konformation der Substrate der GTB Bis 2008 lagen keine kristallo-
graphischen Daten Uber die bioaktive Konformation des Donorsubstrates UDP-Gal
vor und man griff auf Daten aus transfer-NOE-NMR-Experimenten zuriick, um die
Konformation von UDP-Gal in der Enzymtasche zu kléren.[@] Seit 2008 ist eine chi-
mare Struktur aus GTA und GTB, in der zwei Aminosduren aus dem aktiven Zentrum
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schnell

“Iangsam

Abb. 1.9: Postulierter Mechanismus der Substratbindung: Da der Austausch des H-Antigens
schnell erfolgt, ist dessen Bindung wahrscheinlicher, wenn bereits UDP-Gal gebun-
den ist, dessen Assoziation langsamer erfolgt und mit gréBeren konformationellen
Anderungen verbunden ist.[32]

der GTA und 2 aus dem aktiven Zentrum der GTB stammen, kristallisiert. In dieser
Struktur wurde mittels soaking UDP-Gal aufgesogen und schnell genug prapariert,
um die Roéntgenstruktur aufzunehmen. Die Hydrolaseaktivitat des Enzyms ist sehr
hoch, daher wurde in friheren Versuchen haufig nur UDP gefunden.[IS_J]]

Dabei kann in beiden Experimenten festgestellt werden, dass das H-Antigen auch
in Lésung in seiner bioaktiven Form vorliegt, wahrend UDP-Gal in einer Konforma-
tion gebunden wird, die in Lésung energetisch unglnstig ist. Man nimmt daher an,
dass die Bindung an das Enzym die bioaktive Konformation durch die freiwerden-
de Bindungsenergie unterstitzt. Diese Konformation wird dann durch ein bivalentes
Metallion stabilisiert.[32]

Bereits aus den NMR-Daten wurde ein Mechanismus postuliert, der die Bildung des
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terndren Enzym-Substrat-Komplexes erlautert und die Ubertragung von Galactose
von UDP-Gal auf das H-Antigen erkléart (s. Abb. [1.9).

Ungebundenes UDP-Gal wird demnach in der zuriickgebogenen bioaktiven Konfor-
mation von der GTB gebunden und stabilisiert. Da die Lebensdauer des GTB-Donor-
substrat-Komplexes mit 100 ms langer ist, als die des GTB-Akzeptorsubstrat-Kom-
plexes (Lebensdauer ca. 10 ms), bildet sich der terndre Komplex nur bei der Bindung
von UDP-Gal; da erst dann die Ubertragung von Galactose auf das H-Antigen statt-
finden kann.[31]
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Abb. 1.10: Fucosyliransferasen Ubertragen Fucose von GDP-Fuc auf Substrate in den oben
dargestellten VerknUpfungen.

1.2.4 Fucosyltransferasen

Fucosyltransferasen katalysieren die Ubertragung von L-Fucose von GDPFuc auf Ak-
zeptorubstrate (s. Abb. [1.10). Dies sind im Falle der N-Glycane wiederum Zucker.
Es sind bis heute 13 verschiedene Fucosyltransferasen des menschlichen Genoms
bekannt.[33] Davon sind zwei O-Gylcosyltransferasen (POFUT1 und 2). Die N-Glycane
werden von 11 Fucosyltransferasen gebildet. Dabei Ubertragen die Fucosyltransfera-
sen 1 und 2 die Fucosereste in einer a-1,2 Verknipfung. Von der Fucoslytransferase
1 wird das H-Antigen als Vorlaufer der zuvor besprochenen Blutgruppenantigene ge-
bildet, wahrend die Fucosyltransferase 2 die sekretorische Variante darstellt.[34]

Die Fucosyltransferase 8 Ubertragt in a-1,6-Verkntpfung besonders auf das innen-
liegende GlcNac, weshalb auch von core-Fucosylierung gesprochen wird.[34] Dieses
Enzym ist ebenfalls das Einzige, fur das die Kristallstruktur einer humanen Fucosyl-
transferase vorliegt. Gleichzeitig ist es die einzige Fucosyltransferase, die selbst keine
Glycosylierung tragt. Dies scheint flr die Expression und Kristallisation von Vorteil zu
sein.

Die restlichen Fucosyltransferasen Ubertragen allesamt a-1,3 verknipfte Fucose. Die
Lewis Epitope a,b und x stellen ebenso wie die entsprechenden Sialyl-Varianten Li-
ganden fur die Interaktion mit den E-, P- und L-Selectinen dar.[35] Dabei sitzen E-
Selectine auf Endothelzellen, P-Selectine auf Erythrozyten und L-Selectine auf Leu-
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kozyten. Diese Oberflachenproteine haben wesentliche Aufgaben bei der Zellerken-
nung und Interaktion. Dabei tragen sie extrazellular eine Lectin-Domane, die in der
Lage ist Kohlenhydrate zu erkennen. Eine wesentliche Rolle spielen die Lectine dabei
im gesunden Kérper bei der Steuerung von Entziindungsprozessen. [@] Gleichzeitig
werden dieselben Erkennungsmuster im Falle einer Krebserkrankung auch bei der
Metastasierung beobachtet. Da hierbei insbesondere die oben genannten Lewis Epi-
tope |nvoIV|ert schelnen sind die hieran beteiligten Enzyme von groBer medizinischer
Bedeutung

#* O\

v

Abb. 1.11: Die Zelladhesion wird tber die Interaktion von Glycanstrukturen (wie dem Lewis
Motif) mit Lectindomanen der Selectine vermittelt. Erst durch diese Interaktionen
ist eine Verzégerung im Blutstrom und damit ein Rollen entlang der Epithelschicht
moglich.

In Abbildung [1.12ist der phylogenetische Stammbaurr]_ der humanen «-1,3-Fucosyl-
transferasen dargestellt. Dort zeigt sich die genetische Ahnlichkeit der Transferasen 3,
5und 6. Dies Iasst sich entsprechend auch im alignment nachvollziehen (im Appendix

auf S.[145).

Wahrend Uber die biologische Funktion der Fucosyltransferasen 10 und 11 zum heu-
tigen Zeitpunkt wenig bekannt ist, zeigen sie genetisch starkere Ahnlichkeit zur Fu-
cosyltransferase 9, als zu allen anderen Fucosyltransferasen. Die Fucosyltransferase
9 wiederum zeigt in knock-out Mausen eine verringerte Bildung der Lewis-X Struktur
im Hirn und damit einhergehend Angst-assoziiertes Verhalten.[37]
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Abb. 1.12: Der phylogenetische Stammbaum der humanen a-1,3-Fucosyltransferasen zeigt
die Ahnlichkeit der Fucosyltransferasen 3, 5 und 6.

1.2.5 Glycosyltransferaseinhibitoren

Glycosyltransferaseinhibitoren kénnen nach ihren Strukturmerkmalen in drei Klassen
eingeteilt werden.[38]

Es gibt Donorsubstratanaloga, die oft Strukturmerkmale von Nucleotid-
diphosphateinheiten oder -monophosphateinheiten beinhalten. Daneben existieren
Akzeptorsubstratanaloga, die sich vom Akzeptorsubstrat ableiten und oftmals Disac-
charide sind. Desweiteren Bisubstratanaloga, die Strukturelemente des Donor- wie
auch Akzeptorsubstrates aufweisen.

Dabei wird die Spezifitdt meist nur durch Bisubstratanaloga erreicht, da sowohl die
Donoren als auch Akzeptoren haufig von mehreren Glycosyltransferasen akzeptiert
werden und demnach auch ihre jeweiligen Analoga unspezifisch binden.[38]
Oligosaccharide und Glycokonjugate spielen eine wichtige Rolle in der Zellerkennung
und in Signaltransduktionskaskaden, daher ist zur Aufklarung der biologischen Funk-
tion und strukturellen Beziehungen die gezielte Beeinflussung von Glycosylierungs-
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prozessen von grof3em Interesse. Die spezifische Inhibition von Glycosyltransferasen
ist daflir ein geeignetes Mittel. Trotz einer Reihe bereits bekannter Inhibitoren fir Gly-
cosyltransferasen ist die spezifische Hemmung einer Glycosyltransferase nicht trivial.
Die geringe Anzahl von Kristallstrukturen, die zur Verfigung stehen, schrankt das
strukturbasierte Design stark ein. Und auch fir Hochdurchsatz-screenings muss das
target zumindest isolierbar sein. Dies stellt gerade bei membranstandigen Proteinen
eine gro3e Hirde flr die Entwicklung einer Leitstruktur dar.

1.3 Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

Strukturbasiertes Design beruht auf der strukturellen Kenntnis des Targets und/oder
bereits bestehender Stoffe, die damit in Wechselwirkung treten, es ist erst seit den
80er Jahren des vorigen Jahrhunderts verflgbar.[39] Hier sind insbesondere lei-
stungsfahige pro- und eukaryotische Expressionssysteme zu nennen, durch die aus-
reichende Mengen von Proteinen fiir die Strukturanalyse und Bindungsstudien ge-
wonnen werden kénnen. Hinzu kommen Fortschritte in der Rontgenstrukturanalyse,
der NMR-Spektroskopie und die standig steigende Leistungsfahigkeit der Rechner,
so dass die bendtigte Zeit zur Aufklarung von Strukturen deutlich gesenkt werden
konnte und inzwischen sehr grof3e Proteine sowohl kristallisiert sind als auch die
Wechselwirkungen am Computer simuliert werden kénnen. 1988 befanden sich noch
knapp 200 3D-Strukturen in der Brookhaven Protein-Datenbank. Zum Stand Novem-
ber 2014 sind mehr als 100 000 Strukturen in der Proteindatenbank hinterlegt.[40]

1.4 Ligandbasiertes Wirkstoffdesign

Im Gegensatz zum strukturbasierten Wirkstoffdesign ist es beim ligandbasierten
Wirkstoffdesign nicht nétig die Struktur des Rezeptors zu kennen.

Die Entwicklung dieser Methode hat vor allem historische Griinde. So waren bis
zur Mitte des 20. Jahrhunderts vor allem zufallige Entdeckungen fiir die Entwick-
lung von Wirkstoffen verantwortlich. Wahrend die Erfolgsquote dieser Vorgehenswei-
se geringer wurde, waren gleichzeitig noch keine Strukturinformationen der Proteine
vorhanden.[41] Erst mit den Arbeiten von Perutz und Kendrew in den sechziger Jah-
ren waren erste grobe Strukturmodelle von Proteinen vorhanden.[42, 43] Die erste
hochauflésende Proteinstruktur datiert auf das Jahr 1967.[44]

Auch heutzutage hat das ligandbasierte Wirkstoffdesign einen wesentlichen Anteil an
der Wirkstoffentwicklung obwohl inzwischen eine Vielzahl an Proteinstrukturen vor-
handen sind. So sind es gerade die membranstandigen Proteine, die haufig schwierig
zu kristallisieren sind. Dementsprechend ist gerade fir die Glycosyltransferasen die
Datenlage, was Strukturinformation angeht, besonders dinn.[23]
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Das ligandbasierte Wirkstoffdesign benétigt hingegen nur die Information Uber die
Bindungseigenschaften einiger weniger Molekile. Ausgehend von dieser Information
gibt es zwei Ansatze um die Affinitdt von neuen Molekilen vorher zu sagen und zu
bewerten.[45]

1.4.1 Pharmakophormodelle

Der Pharmakophorbegriff wurde von Kier ausgehend von MolekUlorbitalberechnun-
gen entwickelt.[46, 47] Nach IUPAC Definition handelt es sich um die sterischen und
elektronischen Eigenschaften, die nétig sind um eine optimale Interaktion mit dem
Zielmolekil zu gewahrleisten.[48] Insofern erklart ein Pharmakophormodell, warum
strukturell unterschiedliche Molekile an den gleichen Rezeptor binden konnen. Die
Modellentwicklung beginnt mit einem Satz diverser Liganden, von denen einige bin-
den und andere nicht. Flr diese muss dann eine energetisch glinstige Konformation
gefunden werden und eine Uberlagerung der Molekiile, sodass zum Beispiel Phe-
nylringe als gemeinsames Strukturmerkmal Uberlagert werden. Hiervon ausgehend
kann dann die Bewertung der Eigenschaften von Bindern und Nichtbindern, wie zum
Beispiel Wasserstoffbriickendonoren sowie Akzeptoren, erfolgen. Mit einem Satz an
Testmolekuilen sollte dann Uberprift werden ob die korrekte Vorhersage der biologi-
schen Aktivitat tatsachlich moglich ist. Ebenso ist es naturlich moglich das Modell mit
der wachsenden Menge an Informationen, die Uber Bindungspartner gewonnen wird,
zu verfeinern.[45, 149]

1.4.2 Quantitative Struktur-Aktivitats Beziehung (QSAR)

Nach IUPAC Definition handelt es sich bei der quantitativen Struktur-Aktivitadts Bezie-
hung um mathematische Methoden um die chemische Struktur mit einer pharmakolo-
gischen Aktivitat in Beziehung zu setzen. Dazu werden Regressions-Methoden oder
Methoden zur Mustererkennung eingesetzt.[48] Dabei werden physikochemische Ei-
genschaften als Deskriptoren zur Vorhersage der biologischen Aktivitat verwendet.
Als Maf3 der Aktivitat wird haufig eine Bindungs- oder Inhibitions-Konstante verwen-
det. Die zugrunde liegende Annahme ist demnach, dass ahnliche Strukturen auch
eine ahnliche Wirkung aufweisen. Eine vielfache Anwendung dieses Prinzips ist die
der Bioisostere. So lassen sich durch Austausch von Gruppen, wie z. B. Wasserstoff
durch Deuterium oder Flur, die pharmakologischen Eigenschaften wie Toxizitat oder
Wirksamkeit gezielt beeinflussen. [50] Um eine Vorhersage derartiger Verdnderungen
leisten zu kdnnen, muss das Regressionsmodell in der Lage sein, die Aktivitatsande-
rung durch kleine Variationen der Molekille vorherzusagen. Eine sorgfaltige Uber-
prufung der erstellten Modelle ist gerade deshalb vonnéten, da durch den induktiven
Charakter des QSAR Prinzips leicht Fehlaussagen getroffen werden kénnen.[51,52]
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Gerade deshalb versucht man mit dieser Methode haufig besonders starke Trends
aufzuspuren, die sich dann mit einfachen Merkmalen der Molekiile, wie der Polaritat
oder der Anzahl an Wasserstoffbriicken Donoren, erklaren lassen.[53]

1.5 Rekombinante Expression von Proteinen

Zur Bestimmung der biologischen Aktivitat fur die oben genannten Modelle ist weiter-
hin die Messung von Affinitatsdaten unumgéanglich. Daher wird das jeweilige Zielpro-
tein in ausreichender Menge und Reinheit bendtigt. Da die Isolation aus nattrlichem
Material haufig geringere Mengen oder Feinheiten liefert, wird seit der Verfligbarkeit
von modernen biochemischen Methoden auf die rekombinante Expression gesetzt.
Dabei wird zunachst die Ziel Sequenz aus Genomischer DNA amplifiziert. Anschlie-
Bend erfolgt die Ligation in einen passenden Vektor, der geeignet ist die DNA in den
Expressionsstamm zu dGberfihren (hierfir kommen unter anderem Viren und Plasmi-
de infrage).[54]

Als Expressionssysteme kommen neben bakteriellen Systemen wie E. coli [55] vor
allem eukariotische Systeme wie Hefen (P. Pastoris [56], S. cerivisiae [57]), Insekten-
zellen (S. frugiperda [58, 59]) und Saugerzellen (Chinese Hamster Ovary, CHO und
Human Embryonic Kidney, HEK [60, 61]) infrage. Nach einer Selektion der erfolgreich
transformierten Zellen, erfolgt die Expression des Zielproteins durch Induktion eines
zelleigenen Promoters. Die anschlieBBende Reinigung des Proteins von den sonsti-
gen zellularen Proteinen erfolgt heutzutage haufig durch das Anbringen eines Histi-
din tags, das dann selektiv mittels immobilisierter Metall-Affinitdts Chromatographie
(IMAC) gebunden und anschlie3end wieder eluiert wird.[62, |63]

Posttranslationale

Wachstum Expressionslevel Modifikationen
E. coli Schnell (30 Minuten) Hoch Nein
Hefen Schnell (90 Minuten) Niedrig - hoch Ja
Insektenzellen Langsam (18-24 h) Niedrig - hoch Ja
Saugerzellen Langsam (24 h) Niedrig - moderat Ja

Tabelle 1.3: Die Wahl eines Expressionssystems bezuglich der Wachstumsgeschwindigkeit
und Ertréage wird von den Eigenschaften des jeweiligen Zielproteins beeinflusst.

Die Wahl des Zellsystems wird dabei vor allem von den Eigenschaften des Prote-
ins bestimmt (s. Tab. [1.3). Wéhrend coli-Bakterien schnell und in glinstigen Medien
wachsen, weisen sie die Merkmale der hdheren Organismen, wie posttranslationale
Modifikationen, nicht auf. Dadurch sind gerade die Glycosyltransferasen haufig nicht
richtig gefaltet und kénnen entsprechend nicht 16slich in das Nahrmedium abgegeben
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werden. In diesem Fall muss auf die eukaryotischen Expressionssysteme zurlickge-
griffen werden. Wahrend Hefen ebenfalls schnell wachsen und in ginstigen Medien
kultiviert werden kénnen, ist ihre N-Glycosylierung vom high mannose Typ, was unter
Umsténden Probleme bereiten kann. Dagegen wachsen Insektenzellen und Sauger-
zellen relativ langsam und in teureren Nahrmedien. Daflr gibt es haufig keine Proble-
me mit der Faltung und die Glycosylierung ist der humanen &hnlicher (Insektenzellen)
oder gleich. Wie Tabelle entnommen werden kann sinkt typischerweise auch die
Expressionsrate von Bakterien Uber Hefen zu Saugerzellen.[64]
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Oligosaccharide spielen eine wichtige Rolle in der Zellerkennung und
Signaltransduktion.[8] Eine gezielte Beeinflussung der Biosynthese ist demnach von
grof3er Bedeutung, um sowohl Informationen Uber die vielféltigen biologischen Pha-
nomene zu erhalten als auch durch spezifische Hemmung von Glycosyltransferasen
Einfluss auf medizinisch relevante Funktionen zu nehmen.[65] Glycosyltransfera-
sen spielen unter anderem eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und
Metastasierung von Tumoren.[66]

Die Galactosyltransferase B (GTB) ist fiir den Aufbau des Blutgruppenantigens B
verantwortlich.[30] Trager der Blutgruppe B zeigen eine 1.7 -fach héhere Wahrschein-
lichkeit an Darmkrebs zu erkranken.[67] Daher stellt diese Glycosyltransferase ein
relevantes Ziel fir die Inhibitor-Entwicklung dar. Zudem ist dieses Enzym sowohl
strukturell charakterisiert, als auch beziglich der kinetischen Parameter detailliert
beschrieben.[68] Potente Inhibitoren flr Glycosyltransferasen missen allerdings zwei
Voraussetzungen erfillen. Zum einen missen sie eine hohe Affinitéat besitzen, was
vor allem auf die Wechselwirkungen des Pyrophosphates und der Nucleobase zu-
rickzufihren ist. Zum anderen muissen sie die notwendige Spezifitat aufweisen, da-
mit sie nur auf eine Glycosyltransferase wirken. Um hochaffine Inhibitoren fir GTs zu
entwickeln, die gleichzeitig zellpermeabel sind, muss die negative Ladung des Pyro-
phosphates durch nichtionische Reste ersetzt werden. In dieser Arbeit soll untersucht
werden, inwiefern sich das Pyrophosphat durch ungeladene Molekile ersetzen Iasst.
Zudem sollen Synthese-bausteine und -routen entwickelt werden, mit deren Hilfe ef-
fektive Inhibitoren modular aufgebaut werden kénnen.

Da Donorsubstrat-analoge Inhibitoren prinzipiell auf ganze Klassen von Glycosyl-
transferasen wirken (z. B. alle Galactosyltransferasen) ist zudem ein einfacher Aufbau
bisubstratanaloger Inhibitoren wiinschenswert. Hierflr soll untersucht werden, ob ein
Thiadiazolderivat [69], als Basis fir eine Affinitatssteigerung dienen kann.

Die Fucosyltransferase 5 ist fir den Aufbau des Lewis X Antigens verantwortlich.[70]
Dieses spielt bei der Metastasierung von Krebs eine entscheidende Rolle.[37] Im
Gegensatz zur GTB ist fir die Fucosyltransferase 5 keine Struktur bekannt. Daher
soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich strukturelle Informationen Gber das
Enzym gewinnen lassen und falls nicht, soll Uber einen ligandbasierten Ansatz ein
Pharmakophormodell des Donorsubstrates entwickelt werden, mit dessen Hilfe sich
donorsubstratanaloge Inhibitoren darstellen lassen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Strukturbasiertes Design von Inhibitoren der
humanen Galactosyltransferase B

3.1.1 Untersuchung neuer Pyrophosphatmimetika
3.1.1.1 Molecular Modelling

Bindung des natiirlichen Donorsubstrates UDP-Gal Fir den Entwurf neuer Py-
rophosphatmimetika ist das Verstandnis der Bindung des natlrlichen Substrates
UDP-Galactose eine essenzielle Voraussetzung. Eine gute Basis hierfr ist die 2008
verodffentlichte Struktur 2RJ8 aus der Proteindatenbank.[31] In dieser Struktur ist die
GTB in ihrer geschlossenen Konformation aufgelést. AuBerdem ist das Donorsub-
strat UDP kokristallisiert, allerdings fehlt in dieser Struktur die Galactose, da diese
durch die Enzymaktivitat schnell hydrolytisch abgespalten wird. Zusammen mit der
oben angegebenen Struktur wurde gleichzeitig der Eintrag 2RJ7 in der Proteinda-
tenbank abgelegt. In dieser Struktur wurden molekularbiologisch an zwei Positionen
gegenlber der GTB Mutationen zur Sequenz der GTA eingeflhrt, dafir ist aber UDP-
Galactose kokristallisiert. Durch ein alignment der beiden Strukturen I&sst sich die
UDP-Galactose in ihrer Bindungskonformation in die Struktur 2RJ8 Gbernehmen. So
lassen sich wesentliche Interaktionen des Molekiils mit der GTB bestimmen. Dieser
statischen Betrachtung fehlt allerdings der zeitliche Verlauf der Interaktion, weshalb
eine molekulardynamische Simulation erstellt wurde. Hierflir wurde eine Wasserbox
mit mindestens 10 A Abstand des Proteins zu den Seiten verwendet. Zusétzlich zum
Ladungsausgleich mit Natrium- bzw. Chlorid-lonen wurde die Salzkonzentration auf
0.15 M eingestellt. Die Simulationszeit betrug 2.4 ns. In Abbildung [3.1] sind diese
Interaktionen grafisch zusammengefasst. Hervorzuheben sind die Wechselwirkun-
gen des Pyrophosphats mit dem Mangan, die Uber 100 % der Simulationszeit stabil
sind. Daneben zeigen sich im Bereich der Nukleobase Wechselwirkungen des NH
der Nucleobase zum Ruckgrat von Isoleucin 123 und eine m-Wechselwirkung mit Ty-
rosin 126. Diese Daten decken sich ebenfalls mit der energetischen Untersuchung
der Fragmente, die wesentliche Energiebeitrage im Bereich der Nucleobase und des
Pyrophosphats zeigen.[68]
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Abb. 3.1: Zusammenfassung der Interaktionen von UDP-Gal mit der GTB. Im zeitlichen Ver-
lauf sind vor allem die Kontakte des Mangans mit den Sauerstoffen des Pyrophos-
phats und den beiden Aspartaten 211 und 213, mit jeweils 100 % Kontaktzeit, von
essentieller Bedeutung. Ebenso ist der Kontakt der Nucleobase mit dem Rulckgrat
des Isoleucin 123 in Form einer Wasserstoffbriicke entscheidend. Desweiteren tragt
Tyrosin 126 in Form einer m— m-Interaktion Gber 86 % des Simulationszeitraums zur
Bindung bei. Die wesentliche Energiebeitrdge des Donorsubstrates UDP-Gal stam-
men von der Nucleobase und dem Pyrophosphat.[68]

Eine energetisch nachgeordnete Rolle spielt die Galactose, die aber fir die Spezifitat
verantwortlich ist. So wird UDP-Galactose nur von Galactosyltransferasen hochaffin
gebunden. Auch in der molekulardynamischen Simulation zeigt sich, dass die Kon-
takte der Galactose nicht Gber den gesamten Simulationszeitraum aufrechterhalten
werden, wobei der starkste Kontakt hier Gber 90 % der Simulation zwischen der 3-
Hydroxygruppe und Aspartat 211 gebildet wird.

Bindungsmodus von 1 Da J. Albers in seiner Diplomarbeit bereits einen nichtio-
nischen Liganden entworfen hatte,[71] der von K. Schaefer in ihrer Dissertation syn-
thetisiert und untersucht wurde,[72] wurde auch dieses Molekul molekulardynamisch
untersucht werden.

Auch hier zeigt der Sechsring der Harnsaure eine zeitlich stark ausgepragte m—-
Interaktion Uber 85 % des Simulationszeitraums mit Tyrosin 126, wahrend gleichzeitig
eine Wasserstoffbriicke des NH an Position 3 Gber 99 % der simulierten Zeit mit dem
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Abb. 3.2: Die m—m-Interaktion und die Wasserstoffbriicke des NH an Position 3 von Verbin-
dung 1 stimmen mit denen von UDP-Gal Gberein. Mangan wird hingegen Uber die
Hydroxygruppe an Position 4° des Linkers gebunden. Die Konformation von Ver-
bindung 1 weist eine gewisse Spannung im Linkerbereich auf (s. Abb. [3.2D). Dies
scheint durch die definierte Lage der Nucleobase und des Galactoseteils begrin-
det. Hierdurch ist der Linker mit fiinf Kohlenstoffen evtl. etwas zu kurz und das
Molekil somit gespannt.

Ruckgrat von Isoleucin 123 besteht. Die wesentlichen Merkmale der Nucleobase in
Wechselwirkung mit dem Protein scheinen also identisch zu sein.

Ebenso wird Uber 98 % der Zeit eine Wechselwirkung zwischen Mangan und der
Hydroxygruppe an 5 des Linkers aufgebaut, was auch in silico die Beobachtung
der vorangegangenen Experimente bestatigt, dass das Phosphat durch ungeladene
Gruppen ersetzt werden kann.

Das Torsionsprofil (s. Abb. [3.2h) fasst die konformationelle Entwicklung von drehba-
ren Bindungen Uber den Simulationszeitraum zusammen. Zum Einen gibt das Histo-
gramm Aufschluss Uber die Verteilung der Torsionswinkel mit dazugehdérigem Ener-
gieprofil (in kcal/mol) und zum Anderen in einem Polarplot die zeitliche Entwicklung
der Torsion. Dabei entspricht das Zentrum dem Zeitpunkt 0 der Simulation und der
auBere Rand dem Endpunkt der Simulation (2.4 ns). Jeder Datenpunkt reprasentiert
demnach einen Diederwinkel zu dem gegebenem Zeitpunkt. Die Analyse des Ligand-
Torsionsprofils zeigt insbesondere im Bereich des Linkers ein gewisses Maf3 an Span-
nung. Dies zeigt sich insbesondere an der Bindung zwischen C2° und C3'. Hier wird
von der energetisch glnstigsten trans-Konformation auf eine gestaffelte Konforma-
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Abb. 3.3: Einfluss der Hydroxy-Gruppen des Linkerfragments zwischen Harnsdure und D-
Galactose auf die Bindungsenergie.

tion ausgewichen, was einen energetischen Nachteil von 5 kcal/Mol zur Folge hat.
Wahrend die GréBe dieser Zahl sicherlich zu hoch erscheint, zeigt es doch, dass der
Linker mit finf Kohlenstoffatomen einige Spannung aufweist.

Die Untersuchung der Torsionswinkel Uber den Simulationsraum zeigt, dass im Be-
reich des Linkerfragmentes nicht die energetische giinstigste Konformation einge-
nommen wird. Vor allem die Bindung zwischen C2‘ und C3‘ (in Abb. rosa) zeigt
im Torsionsprofil ein Maximum bei etwa -60°, das bei weitem nicht dem energeti-
schen Minimum entspricht. Hier 1&sst sich auch erkennen, dass zum Ende des Simu-
lationszeitraums eine Konformationsanderung stattfindet. Diese flhrt wiederum zur
Schwachung der Bindung, sodass der Ligand sich in diesem Zeitraum vom Protein
entfernt.

Design neuer Pyrophosphatmimetika Zunachst sollte der Energiebeitrag der Hy-
droxyfunktionen im Linker-Fragment des Ribityl-verknipften Liganden von J. Albers
untersucht werden,[71] da in diesem Bereich aus synthetischen und pharmakologi-
schen Grinden die Hydrophilie verringert werden sollte. Dazu wurden die Hydroxy-
gruppen iterativ entfernt und die jeweiligen Energien berechnet.

Die Hydroxygruppe an Position 4 wurde jeweils im Molekul belassen, da diese am
starksten mit dem Manganion in Wechselwirkung steht und als Ausgangspunkt fir
weitere Optimierungen der Affinitdt zum Metall genutzt werden sollte.

Bei den berechneten Energien fiel auf, dass die Entfernung beider Hydroxyruppen
an Position 2 und 3 eine Verschlechterung der Bindungsenergie um 7.7 kcal/mol
gegenuber 1 bewirkte. Hierbei wurde zwar die gré3te Verringerung der Hydrophilie
in diesem Bereich erreicht, allerdings auch zu viel Affinitat eingeblBt. Daher wurde
anschlieBend der Einfluss von beiden Hydroxygruppen einzeln untersucht. Es stell-
te sich heraus, dass die Entfernung der Hydroxygruppe an 2 immer noch eine Ver-
schlechterung der Bindungsenergie um 7.0 kcal/mol bedeutete. Dagegen ergibt die
Entfernung der Hydroxygruppe an 3 nur eine Einbul3e von 6.2 kcal/mol, weshalb die-
se in folgenden Untersuchungen immer beibehalten wurde.
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Schema 3.1: in silico untersuchte Verbindungen zur Mimikrierung der Phosphatgruppe aus
UDP-Gal: Ein Carboxylat 2, ein Sulfonat 3, ein Sulfoxid 4 und ein Sulfon 5

Die 2-Hydroxyfunktion scheint entscheidend fir die Bindungsaffinitat in diesem Be-
reich zu sein. Die Hydroxyfunktion an Position 4 ist entscheidend fir die Wechsel-
wirkung mit dem Mangankation, daher wurden mehrere funktionelle Gruppen an der

Position 4 des Linkers eingefuhrt.

Die Herausforderung bestand darin, eine Grup-
pierung zu finden, die neben einer guten Man-
ganbindung weniger hydrolyselabil als ein Pyro-
phosphat ist und gleichzeitig eine hGhere Mem-
branpermeabilitat aufweist. Unter den evaluier-
ten funktionellen Gruppen waren ein Carboxylat
2, ein Sulfonat 3, ein Sulfoxid 4 und ein Sulfon
5. In der Diplomarbeit des Autors wurden die
Bindungsenergien mithilfe des Programms Sy-
byl durch manuelle Positionierung der Liganden
und anschlieBende Minimierung nach Formel
[3.1errechnet.[73] Da diese Methode die Solvat-
ationsenergie ignoriert, wurde wahrend der Pro-
motion die Bindungsenergie mit der MM-GBSA
Methode (molecular mechanics - generalized
Born surface accessibility) im Modul Prime der
Software Maestro berechnet.[74]

Verbindung AGging [kcal/mol]

-77.0
-74.8
-65.7
-64.5
-63.8
-59.4

ahLr~NOMNMND®

Tabelle 3.1: Die  Bindungsenergien
(MM-GBSA) von Car-
boxylat 2 und Sulfonat 3
zeigen eine Praferenz far
geladene Linker.

EBindung = EKomplex - EProtein - ELigand (31)
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Diese Methode erganzt Berechnung der Bindungsenergie um ein implizites
Solvatationsmodell.[75] Die Ergebnisse dieser Berechnung (s. Tab. [3.1) unterschei-
den sich von denen, die mit Sybyl erhalten wurden.[|73] Energetisch sind in diesem
Fall die geladenen Liganden Carboxylat 2 und Sulfonat 3 bevorzugt. Ob diese veran-
derte Bindungsenergie auf das verwendete Kraftfeld zurlickgeht oder das Solvatati-
onsmodell, kann nicht gesagt werden. Ein Nachteil beider Verbindungen ist allerdings
die Ladung, daher wurden ebenfalls Molekdle untersucht, die polar aber ungeladen
sind, wie das Sulfoxid 4 und das Sulfon 5.

Abb. 3.4: Das Sulfonat 3 mit finf Kohlenstoffen im Linker (s. Abb. in grun) erscheint
etwas zu kurz, wodurch die Galactose deutlich gegeniiber UDP-Gal (in magenta)
verschoben ist. Dagegen ist die Galactose im Sulfon 7 (s. Abb.[3.4alin griin) deutlich
besser gegentiber UDP-Gal (in magenta) positioniert.

Sulfoxide haben den Nachteil, dass sie ebenso wie das Carboxylat 3 und Carbonat
2 chiral sind. Chemisch musste daher ein Weg gefunden werden, diese funktionelle
Gruppe stereoselektiv einzufthren.

Es wurde festgestellt, dass durch die von J. Albers Ubernommene Lange des Lin-
kerfragments von funf C-C-Einfachbindungen keine gute Positionierung der pola-
ren Gruppe zum Mangan erreicht werden konnte und in der Folge auch Galactose
schlechter in der Bindungstasche positioniert ist (vgl. Abb. [3.4D).[71] Um die Anord-
nung dem natdrlichen Donorsubstrat UDP-Gal anzupassen, wurde der modifizierte
Linker um eine Methylengruppe verlangert 6. Sulfon 7 und Sulfoxid 6 sind durch die-
se Verlangerung der Linkerkette deutlich besser zum Mangan positioniert. Gerade
das Sulfon ist durch die zwei Sauerstoffe ahnlich dem Phosphat orientiert (vgl. Abb.
B.4a).

Durch diese Orientierung ist eine feste Interaktion der funktionellen Gruppen mit dem
Protein gewahrleistet. Die Nucleobase ist wiederum Uber eine m—m-Interaktion mit Ty-
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Abb. 3.5: Wiederum wird die Nucleobase von Verbindung 7 durch eine w—m-Interaktion mit
Tyrosin 126 sowie eine Wasserstoffbriicke mit Isoleucin 123 gebunden. Zudem bil-
det das NH in Position 1 eine Wasserstoffbriicke mit dem Aspartat 211 aus. Im
Linker ist es wiederum die Hydroxygruppe an Position 2’ sowie das Sulfon, welche
Uber den gesamten Simulationszeitraum eine Interaktion mit Mangan herstellen.
Zudem ist der Schwefel des Sulfons an Aspartat 213 gebunden.

rosin 126 sowie eine Wasserstoffbriickenbindung vom NH 3 an das Isoleucin 123 ge-
bunden. Zudem bildet das NH an Position 1 der Harnsaure eine Wasserstoffbriicken-
bindung mit Aspartat 211 aus. Im Linker ist neben dem Kontakt der Hydroxygruppe
zum Mangan ebenso das Sulfon Uiber den gesamten Simulationszeitraum gebunden.
Zusétzlich erfolgt durch Aspartat 213 eine Bindung an den Schwefel des Sulfons (s.

Abb. 3.5).

3.1.1.2 Synthese

Darstellung des Galactosylfragmentes

Synthese mit Verwendung von Benzylschutzgruppen Bereits wahrend der Di-
plomarbeit konnte eine Synthese zur Darstellung des benzylgeschitzten Chlorethyl-
galactosids 8 etabliert werden.[73] Der hierflr benétigte Glycosyldonor als perbenzy-
liertes Galactosylbromid kann in 4 Stufen aus D-Galactose dargestellt werden, wobei
alle Literaturstellen bekannt sind.[76-79]

Dieses Galactosylbromid 8 lasst sich anschlieBend mit Chlorethanol a-selektiv gly-
cosylieren, was mit einer Ausbeute von 67 % zufriedenstellend ausfiel. Weitere Aus-
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beutesteigerungen (94 %) durch den Einsatz von Chlorethanol als Lésungsmittel, far
eine bessere Kinetik, fihrten zu SelektivitatseinbuBen.

BnO OBn
BnO
: BnO
Br
8
BnO OBn
HO OH o
(0]
BnO
HO S\ n 0 |
~
10 Cl
HO OH
L a8 o) b)
HO
HO

9

Schema 3.2: Die Darstellung von Verbindung 10 erfolgt entweder lber die Darstellung des
perbenzylierten Galactosylbromids 8 (oberer Weg), das in einer in-situ Anome-
risierung mit Chlorethanol umgesetzt werden kann. Als effektiver erwies sich
aber die direkte Fischer-Glycosylierung mit Chlorethanol zu 9 und die anschlie-
Bende Benzylierung (unterer Weg). Reaktionsbedingungen: a) H*, Chlorethanol
b) NaH, BnBr.

Wahrend dieser Arbeit zeigte sich, dass diese Syntheseroute auf Grund der Anzahl
an linearen Stufen einer direkten Fischer Glycosylierung (s. Abb. unterer Weg)
unterlegen ist. Zwar ist diese Reaktion nicht stereoselektiv, dafiir wird die Synthese
um 4 lineare Stufen reduziert mit einer Gesamtausbeute von 27%. Die erhaltene Mi-
schung aus a und g Chlorethylgalactosid 9 konnte schlecht gereinigt werden, daher
wurde das Rohprodukt (54% Ausbeute) benzyliert. Diese Reaktion musste gegen-
Uber der zuvor verwendeten Benzylierungsvorschrift ([77]) angepasst werden, da die
initiale Zugabe von Natriumhydrid die Bildung eines internen Sechsrings zwischen
2-OH und C2’ des Linkers favorisiert. Daher wird das Galactosid in Benzylbromid
und wenig DMF vorgelegt und eine Suspension von Natriumhydrid zugetropft. Durch
den hohen Uberschuss an Benzylbromid verlauft die Reaktion sehr schnell und exo-
therm.

Aufbau des Linkers Wahrend der Diplomarbeit wurde das Chlorid 10 in einer
nucleophilen Substitution unter Finkelstein-Bedingungen mit Thioessigsaure zum
Thioacetat umgesetzt. Die Entschitzung des Schwefels erfolgte in der Diplomarbeit
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noch mit tert-Butanolat. Die Verseifung nach Zemplen stellte sich jedoch als schnel-
ler und dennoch kompatibel mit der folgenden in-situ Umsetzung mit Epichlorhydrin
dar.

H ~
S R

R/SH
RS\/BX - bj ° J RS :O
-HC C'ﬁ Horm o

Schema 3.3: Der nucleophile Angriff des Schwefels in der Oxiranéffnung kann am Halogen-
kohlenstoff oder terminal am Oxiran erfolgen, wodurch sich die Stereochemie
der Hydroxygruppe umkehrt.

Da diese Reaktion fir die stereoselektive Einfihrung der Hydroxygruppe verant-
wortlich ist, stellt sich die Frage nach der Regioselektivitat des Schwefel-Angriffs.
Dieser Angriff kann am Halogenkohlenstoff oder terminal am Oxiran erfolgen, wo-
durch sich die Stereochemie der Hydroxygruppe umkehrt (s. Schema [3.3). NMR-
spektroskopisch lassen sich die jeweiligen Diastereomere der Linkerhydroxygruppe
zwar unterscheiden und es zeigte sich auch, dass die Reaktion vollstandig substrat-
kontrolliert ablauft, die absolute Konfiguration Iasst sich aber nicht ableiten. Die Még-
lichkeit der Deuterium-Isotopenmarkierung wurde nicht verfolgt, da die Literatur flr
analoge Reaktionen von Alkoholen [80] und Thiolen [81] mit Epichlorhydrin einen
Angriff auf das Oxiran und die Umlagerung desselben unter Austritt von Chlorid be-
schreibt.

BnO OBn BnO OBn BnO OBn
. 0 o 0 B N Nty
nO ~) BnO BrO BnO
O\/\CI O\/\SAC O\/\S/\<\O
10 11 12

Schema 3.4: Schwefel kann durch nucleophile Substitution mit Thioessigsaure geschitzt ein-
gefiihrt werden. Nach der Verseifung wird dieser mit Epichlorhydrin umgesetzt.
Reaktionsbedingungen: a) AcSH, KoCOs, Nal b) NaOMe, Epichlorhydrin.

Das Oxyanion, welches nur wahrend der Umlagerung kurzzeitig vorliegt, kann durch
Protonen abgefangen werden. Bei héherem Wasseranteil des verwendeten Metha-
nols findet sich daher auch ein Teil des Halohydrins, welches nur bei oben genanntem
Angriff entstehen kann und nicht, wenn der Angriff am chlorsubstituierten Kohlenstoff
erfolgt. Daher ergibt sich mit der Regiochemie ebenfalls die Stereochemie dieses Re-
aktionsschrittes.
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Schema 3.5: Die Oxidation des Schwefels zum Sulfon gelingt am besten mit mCPBA. Eine
Ring6ffnung mit Aminen liefert das falsche Regioisomer, weshalb auf eine Rin-
g6ffnung mit Azid ausgewichen wurde. Reaktionsbedingungen: a) mCPBA b)
NaNs, BusNCI.

Da starke Oxidationsmittel gebraucht werden, um den Thioether zum Sulfon zu oxi-
dieren, wurden verschiedene Oxidationsmittel getestet. meta-Chlorperbenzoesaure
(mCPBA) zeigte nahezu quantitative Ausbeuten des entsprechenden Sulfons. Der
Versuch das Epoxid mit Ammoniak zu 6ffnen ergab dominant die Ringdffnung am
mittleren C-Atom. Eine mégliche Erklarung hierflr ist eine Wasserstoffbriickenbin-
dung des angreifenden Ammoniaks mit dem Sauerstoff des Sulfons. Um diese Hypo-
these zu belegen wurde die Ringdffnung mit Natriumazid durchgefiihrt, welches keine
Wasserstoffbriicke mit dem Sauerstoff des Sulfons aufbauen kann. Dabei wurde die
terminale Ring6ffnung mit 84 % Ausbeute erreicht. Die Synthese dieser Verbindung
zeigt, dass Sulfone erfolgreich in der entsprechenden Position eingefiihrt werden kén-
nen, um das Pyrophosphat zu ersetzen. Weitere Transformationen dieser Verbindung
um die Harnsdure aufzubauen sind denkbar. Allerdings wurden in weiteren Versu-
chen erhebliche Probleme festgestellt, diese Verbindung zu entschitzen. Eine selek-
tive Reduktion des Azides ist zum Beispiel mit Triphenylphosphin denkbar, wenn aber
eine abschlie3ende Entschutzung des Zielmolekuils unter diesen Bedingungen nicht
moglich ist, so ist die bis hierhin dargestellte Syntheseroute zur Darstellung des Ziel-
molekiils hinfallig. Daher wurden alternative Schutzgruppenstrategien untersucht.

Synthese mit Verwendung von alternativen Schutzgruppen In diesem Zusam-
menhang wurde das Augenmerk auf Ether beibehalten, da die Vielzahl an unter-
schiedlichen Bedingungen die Nutzung von zum Beispiel Estern als permanente
Schutzgruppe ausschlie3t. Als orthogonal abzuspaltende Benzyl-Alternative wurde
die otho-Nitrobenzylgruppe untersucht. Diese Schutzgruppe bietet den besonderen
Vorteil, dass sie durch Photolyse abgespalten werden kann. Allerdings konnte im
Rahmen dieser Arbeit lediglich eine Zweifachschitzung erreicht werden. Da auch in
der Literatur keine Vollschitzungen von Kohlenhydraten bekannt sind, wurde dieser
Ansatz nicht weiter verfolgt.

Ebenso wurde die Einfihrung der MEM-Schutzgruppe (Methoxy-ethoxy-methylether)
untersucht. Diese kann ebenfalls basisch in guten Ausbeuten eingefihrt werden. Als
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Schema 3.6: Die EinfUhrung alternativer Etherschutzgruppen konnte ebenfalls unter basi-
schen Bedingungen erfolgen, fihrte aber nicht zu befriedigenden Ergebnissen.
Reaktionsbedingungen: a) KOH, o-Nitrobenzyloromid B) NaH, MEM-CI

Ether ist sie unter den gewahlten Reaktionsbedingung stabil, Iasst sich aber spa-
ter unter aprotischen Bedingungen durch Zugabe einer schwachen Lewis Saure ab-
spalten. Besonders Zink(ll)-Verbindungen haben sich unter diesen Bedingungen be-
wahrt. Auch mit der MEM-Schutzgruppe sind vollgeschitzte Galactoside nicht be-
kannt. Allerdings konnte massenspektrometrisch in einem Nebenprodukt die Einfih-
rung von vier MEM-Gruppen nachgewiesen werden. Ebenso wurden '>C-NMR spek-
troskopisch die vier neuen Acetal-Kohlenstoffe beobachtet. Ein zufriedenstellendes
Protonen-NMR konnte nicht erhalten werden. Da sich auBerdem die Aufarbeitung
und Reinigung dieser Verbindung aufgrund der hohen Polaritat du3erst schwierig ge-
staltete, wurde auch diese Schutzgruppenstrategie nicht weiter verfolgt.

Synthese ohne Schutzgruppen Daher wurde nun versucht, eine Synthese unter
Verzicht auf Schutzgruppen zu etablieren. Zunéachst sollte die Mdglichkeit einer Syn-
these an der Festphase untersucht werden. Diese bietet den Vorteil, dass trotz der
hohen Polaritat der ungeschitzen Galactoside und der damit notwendigen polaren
Lésemittel eine einfache Reinigung durch Spilen des Harzes mdéglich ist. Zudem be-
steht durch etablierte Syntheseroboter aus der Peptidsynthese die Mdéglichkeit einer
Automation der Synthese und Reinigungsschritte.[82] Die Wahl des Harzes fiel auf
ein Merrifield-Chlorbenzyl-Harz, das analog zur Benzylschitzung der Galactose mit
Natriumhydrid und Natriumiodid mit dem Galactosid gekuppelt wurde. Zur Uberpri-
fung wurde 1/10 des Ansatzes im Anschluss hydrogenolytisch wieder vom Harz ab-
gespalten. Hier konnte eine Ausbeute von 68 % erhalten werden, womit sowohl Kupp-
lung als auch Abspaltung méglich sind. Nach den folgenden Umsetzungen konnten
die entsprechenden Produkte nicht mehr vom Harz abgespalten werden oder nicht
nachgewiesen werden. Ob die Umsetzungen oder die Abspaltung nicht funktionieren,
konnte nicht nachgewiesen werden. Die Probleme decken sich dementsprechend mit
den Erfahrungen zur Entfernung der Benzylschutzgruppen. Leider sind viele andere
Harze wie Tritylderivate unter den Reaktionsbedingungen nicht stabil, daher wurde
im folgenden eine schutzgruppenfreie Syntheseroute erarbeitet.
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Schema 3.7: Die Umsetzung von Verbindung 9 erfolgt mit Thioessigsaure zum Thioacetat
17. Dieses lasst sich im Eintopfverfahren zun&chst mit Natriummethanolat in
Methanol entschitzen und mit R-Epichlorhydrin umsetzen. Anschlie3end wird
mithilfe von Kaliumperoxymonosulfat der Schwefel zum Sulfon oxidiert. Da unter
diesen Bedingungen sowohl die Bildung des Oxirans als auch des Chlorhydrins
beobachtet wird, wurde das Ldésungsmittel entfernt und in DMF mit Natriuma-
zid ein einheitliches Produkt 18 dargestellt. Reaktionsbedingungen: a) AcSH,
K>COs, Nal b) 1. NaOMe, (S)-Epichlorhydrin 2. KoSOs, 3. 5 eq.NaNsz, 1.5 eq.
Nal.

Die Darstellung von Chlorethylgalactosid 9 gelingt nicht anomerenrein. Durch vor-
Ubergehende Acetylierung und fraktionierende Umkristallisation ist es allerdings
leicht, nach Deacetylierung, zu anomerenreinem Chlorethylgalactosid 9 zu gelangen.
Da sowohl die Schiitzung als auch die Entschiitzung nahezu quantitativ verlaufen, ist
lediglich der Arbeitsaufwand ein Nachteil dieser Methode. Eventuell 1&sst sich auch
mithilfe von Impfkristallen, die Uber diese Methode gewonnen werden kénnen, eine
direkte Reinigung von Verbindung 9 erreichen. Ebenso wie mit der benzylgeschiitzten
Verbindung 10 kann auch 9 mit Thioessigsaure umgesetzt werden. Dabei wurde eine
Ausbeute von 24 % erzielt. Limitierend fir die Ausbeute ist in diesem Fall die Reini-
gung der hochpolaren Verbindung. Hierflir wurde zunachst eine Voreinigung mittels
Kieselgel und Aceton/Methanol (9:1) als Laufmittel durchgefihrt. Erst die anschlie-
Bende Reinigung mittels HPLC (RP-Saule Nucleodur-Isis mit Acetonitril/Wasser als
Eluent) ergab die erforderliche Reinheit. Aufgrund der problematischen Reinigung
wurden die folgenden drei Stufen im Eintopfverfahren durchgefiihrt. Dazu wurde zu-
nachst mit Natriummethanolat der Schwefel entschitzt. AnschlieBend wurde mit 1.3
Aquivalenten R-Epichlorhydrin in Methanol umgesetzt. Nach 16 Stunden wurde dann
mithilfe von Kaliumperoxymonosulfat der Schwefel zum Sulfon oxidiert. Massenspek-
trometrisch konnte sowohl die Bildung des Oxirans als auch des Chlorhydrins nach-
gewiesen werden. Eine Reinigung dieses Gemisches war nicht erfolgreich. Daher
wurde nach Entfernen des Lésungsmittels in DMF bei 60 °C mit 1.5 Aquivalenten
Natriumiodid und 5 Aquivalenten Natriumazid ein einheitliches Produkt dargestellt.
Die Reinigung hiervon mittels HPLC lieferte das gewlinschte Azid 18 in einer Ge-
samtausbeute von 2.5 %.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die wahrend der Diplomarbeit einge-
flhrte Schutzgruppenstrategie unter Verwendung von Benzylgruppen nicht zielflh-
rend ist. Die Benzylgruppen kénnen nicht abgespalten werden, ohne das Zielmole-
kil zu verandern. Auch alternative Schutzgruppen konnten nicht eingefihrt werden.
Daher ist die hier vorgestellte Syntheseroute unter Verzicht auf Schutzgruppen die
erfolgversprechendere Variante. Das dargestellte Azid 18 kann unter anderem zum
Amin reduziert werden, um die Harnsaure hieran aufzubauen, wie es von K. Schafer
durchgeflihrt wurde.[72] Das Azid kann aber auch als Baustein fiir einfache Clickre-
aktionen genutzt werden, die in Abschnitt [3.1.3| vorgestellt werden. Diese haben den
Vorteil, dass die Synthese auf wenige Schritte reduziert wird. In dieser Arbeit wurde
flr die Fucosyltransferase 5 eine Reaktion zum Aufbau von Nucleobasen untersucht,
die ebenfalls auf Aziden aufbaut (s. Abschnitt. [3.2.7). Daher ist dieses Molekil ein
sehr flexibler Baustein auf dem Weg zu spezifischen Donorsubstrat-analogen Inhibi-
toren fir Glycosyltransferasen.
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3.1.1.3 Bissulfonamid-Galactoside als potentielle Pyrophosphat-Mimetika

Molecular Modelling Wie bereits im vorigen Abschnitt diskutiert, ist es eine gro3e
Herausforderung, nichtionische Mimetika fir das Pyrophosphat von UDP-Gal zu ent-
werfen. Dabei ist gerade der Verzicht auf die Ladung fir einen bioverfligbaren Inhibi-
tor von essenzieller Bedeutung. In Tabelle 3.2 ist zu erkennen, dass die Verbindung
7 eine schlechtere Bindungsenergie aufweist als UDP-Gal.

Daher sollte in einem in-silico screening gezielt nach geeignetem Ersatz fur das Py-
rophosphat aus UDP-Gal gesucht werden. Um eine gréBere Anzahl an Molekilen
untersuchen zu kénnen, wurde auf das Web-basierte docking Programm dock bla-
ster zuriickgegriffen.[83] In diesem wurde die Struktur 2RJ7 der PDB verwendet,[31]
da in dieser Struktur UDP-Gal kokristallisiert ist. Zwar stellt diese Struktur eine Chi-
mare zwischen der GTA und der GTB dar, allerdings betreffen die Mutationen die
Bindung der Galactose, die fir die Affinitdt im Bereich des Pyrophosphates wenig
Bedeutung haben sollten. Dafir erleichtert die gebundene Struktur die Auswahl der
Bindungstasche erheblich.

Als Ligand-Datenbank wurde ein Teil der Zinc-Datenbank verwendet.[84] Hier wurde
der Datensatz fragments ausgewahlt. Diese sind nach der Bedingung XLogP klei-
ner 3.5, Molekulargewicht kleiner 250 g/mol und Anzahl rotierbarer Bindungen Kklei-
ner/gleich flnf definiert. Zum Zeitpunkt der Arbeiten waren das etwa 600000 Mo-
lekUle. Unter den 500 besten Treffern trugen 498 Molekille eine Ladung. Dominie-
rend konnten Bis-Carboxylate gefunden werden, die zwar eine gro3e Ahnlichkeit zur
Ladungsverteilung im Pyrophosphat aufweisen, unter pharmakologischen Gesichts-
punkten jedoch unerwinscht sind. Die verbleibenden zwei Molekile sind die Sul-
fonamide 19 und 20 (s. Abb. [3.6). Bemerkenswerterweise belegen diese Verbindun-
gen in der Auswahl die Range sechs (19, AGgqy. = -105.8 kcal/mol) und acht (20,
AGgqyg. = -105.7 kcal/mol). Die besten 100 Treffer des dockings sind im Anhang zu-
sammen mit den Bindungsenergien dargestellt. Aufgrund der einfachen Verflugbarkeit
von Pyridinaminen wurde ebenfalls Verbindung 21 in die Uberlegungen mit einbezo-
gen. Eine Affinitdtsuntersuchung aller drei Kandidaten wurde mit der Fucosyltrans-
ferase 5 durchgefiihrt (siehe Abschnitt[3.2.7).

ON"Q U'/o U’f@

Abb. 3.6: Die Verbindungen 19 und 20 sind aus den 500 besten Treffern eines screenings die
einzigen ungeladenen Spezies, die Mangan mit guter Affinitat binden.

Zum Einen ist dieser auf docking basierte Ansatz eine Bestatigung des zuvor ent-
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wickelten Konzeptes von Sulfonen als Ersatz fir Phosphate. Zum Anderen sind Sul-
fonamide im Gegensatz zu Sulfonsaureestern hydrolysestabil. Damit eréffnet diese
funktionelle Gruppe die Mdglichkeit auch das zweite Phosphat, welches direkt an
den Zucker gebunden ist, durch ein Sulfonamid zu ersetzen. Dies wéare mit Sulfonaten
nicht méglich, da diese eine gute Austrittsgruppe darstellen. Gerade die Einflhrung
dieser zweiten funktionellen Gruppe aber sollte es ermdglichen, energetisch besser
mit UDP-Gal zu konkurrieren.

Dies bestatigt sich auch in-silico, denn in der Struktur 22 sind genau die beiden Phos-
phate des UDP-Gal durch zwei Sulfonamide ersetzt. Diese Struktur zeigt eine um
2.4 kcal/Mol verbesserte Bindungsenergie gegeniber 7. Des Weiteren wurde durch
Simulation untersucht, ob die veranderte Syntheseplanung durch den Einsatz von
Sulfonamiden auch eine weitere Vereinfachung des Linkers zulasst. Dazu wurde die
Hydroxygruppe des Linkers entfernt. Die Struktur 23 scheint fur die Bindungstasche
zu lang zu sein, da sich eine um 3 kcal verschlechterte Bindungsenergie gegeniber
der Referenz zeigt. Dies kdnnte durch die festere Positionierung der Sulfonamide,
ahnlich zum Pyrophosphat in UDP-Gal, erfolgen. Daher wurde die Alkylkette um eine
Methyleneinheit verkirzt und so zeigt 24 lediglich eine um 0.5 kcal/Mol verschlech-
terte Bindungsenergie in dieser Untersuchung.

Aus diesen Ergebnissen lassen sich verschiedene synthetische Ansétze ableiten. Zu-
nachst sollte aufgrund der guten Bindungsenergie der Ersatz des Pyrophosphats im
UDP-Gal durch ein Bissulfonamid erfolgen. Hierflir wird im Folgenden eine Synthese-
strategie entwickelt. Zum Anderen zeigen die Harnsaurederivate mit Alkylsulfonamid-
Linker ebenfalls vielversprechende Bindungsenergien. Hier wurden erste Synthese-
versuche unternommen, allerdings sollten eventuell noch weitere Vereinfachung im
Bereich der Nucleobase mit aufgenommen werden. So sind zum Beispiel Triazol-
Derivate wie sie ebenfalls im folgenden Kapitel der Fucosyltransferase 5 diskutiert
werden, eine weitere Option, um zu einer modularen Syntheseplattform zu gelan-
gen, die den energetischen Anspriichen an Glycosyltransferase-Inhibitoren gerecht
wird und gleichzeitig die Spezifitdt durch den Einsatz verschiedener Glycane adres-
siert. Beim Einsatz von Amidosulfonyl-Alkylaziden ist ebenso die Kombination mit den
Triazol-Derivaten, die am Ende dieses Kapitels hergeleitet werden, als Nucleobase
moglich.

Syntheseplanung Die Syntheseplanung geht von Galactose und Uridin, als kom-
merziell erhaltlichen Substanzen, aus. Die Bildung von unsymmetrischen Bissul-
fonamiden ist nach derzeitigem Wissensstand [85] durch Schotten-Baumann analoge
Synthesen von einem substituierten Sulfonylchlorid mit einem substituierten Sulfamid
mdglich. Hierfar ist zu entscheiden, welches Molekil das geeignete Nukleophil ist und
welches sich eher als Sulfonylchlorid eignet. In dieser Arbeit wurde das Nucleophil als
Sulfamoyl-uridin geplant, da an der 5‘-Position der Nucleobase die gré3te Elektronen-
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AAGBdg. [kcal . mol_1]

UDP-Gal -42.3
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HOOH
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HOl @ w §
HN—S—N—S—N o
1l n
0O O
OH OH
22 2.4
O
HO OH §
NH
O
o= AA
H
0 ) N NTTO
O\/\S
O2 OH
7 0
HOOH
HO O,
HOHN\ /H\ /\j / NH
0y, oy N’Q
000 0 H Yo
24 0.5
o)
HOOH H
NH
O O=< I /k
HO S y N H 0
HN NG /\)

A N/A
OI\O O/\O

23 3.0

Tabelle 3.2: Die Bindungsenergien der untersuchten Sulfonamide zeigen, dass sich der Er-
satz des Pyrophosphats im UDP-Gal durch ein Bissulfonamid nicht nur pharma-
kologisch lohnt, sondern auch energetisch zu vertreten ist.
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dichte aller Stickstoffe vorherrscht, da dieser von der benachbarten Methylengruppe
einen induktiven Beitrag erhalt (s. Abb. [3.7). Somit kann auf der Uridin-Seite das aci-
dere NH des Sulfamides durch eine Base deprotoniert werden. Das Stickstoff-Atom
am anomeren Zentrum der Galactose hat durch den Ringsauerstoff der Galactose
eine geringere Elektronendichte. Daher bietet es sich an, die Galactose als Sulfa-
moylchlorid einzusetzen (s. Abb. [3.7).

Gal 0 0
IIEH I v
HN——S-¢—N S N Uridin
AN

Abb. 3.7: Fir die Darstellung von Verbindung 22 wurde nach retrosynthetischer Analyse der
Bindungsbruch fiir die oben dargestellte Variante gewéhlt. So lasst sich das acidere
NH auf der Uridin-Seite deprotonieren und in einer Schotten-Baumann Reaktion mit
Galactose als Sulfamoylchlorid umsetzen.

Galactosylfragment Da alle Galactosyltransferasen UDP-Gal in a-Konfiguration
an der Galactose binden, ist es essentiell, dass die Galactose a verknipft ist. Hierfur
muss eine passende Schutzgruppenstrategie und Glycosylierungsmethode gefunden
werden, da Amine als Nucleophil zu einem hohen g-Anteil fihren. Literaturbekannt
ist hingegen der Zugang uber Azide. Es zeigte sich, dass Uber die peracetylierte
Galactose unter Ausnutzung des Nachbargruppeneffekts der Acetatschutzgruppe an
Position 2 selektiv das B-Chlorid nach Ibatullin et al. dargestellt werden kann.[86] Dies
kann im folgenden nach Takeda et al. mit Natriumazid in einer Sy2 Reaktion selektiv
zum a-Azid umgesetzt werden,[87] welches sich wiederum nach Tietze et al. zum
Amin reduzieren |asst.[88]

AcOOAc AcOOAC AcOOAC AcOOAc

T T I

AcO Cl € AcO

AO oy, A0 AL, Ao L
25 26 27 08

Schema 3.8: Darstellung von 2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-a-D-galactopyranosylamin. Diese erfolgt
durch Einflihrung eines B Chlorides an peracetylierter Galactose und anschlie-
Bender nukleophiler Substitution zweiter Ordnung mit Natriumazid. Das Galac-
tosylazid lasst sich dann zum entsprechenden Amin reduzieren. Reaktionsbe-
dingungen: a) PCls, BF3 b) NaN3, ¢) Ho/PtOo.
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Urdinfragment Nach Winans und Bertozzi kann ausgehend von Isopropyliden ge-
schutztem Uridin durch Tosylierung der 5° Hydroxygruppe eine gute Abgangsgruppe
geschaffen werden. Diese kann im Folgenden durch den Einsatz von Natriumazid
substituiert werden. Die Reduktion der Azidgruppe liefert dann das entsprechende
Amin.[89]

L b &

OH OH OXO
29 o 30 o 31 o
ﬁ(NH fLNH NH
(@)
S
R ‘d kj oy G
32 33 34

Schema 3.9: Darstellung von 2’,3’-O-lsopropyliden-5’-sulfamoyluridin. Reaktionsbedingun-
gen: a) Aceton, HoSO4 b) Tosylchlorid, Pyridin ¢) NaN3 d) Hy, Pd/C e) Ami-
dosulfonsaurechlorid, EtsN.

Das Amin (33) kann nun mit Hilfe eines Amidosulfonsdurehalogens in das Zielmolekdl
(34) lberfihrt werden (s. Abb. [3.9).

Bei der alternativen Syntheseroute nach Gong wird Uridin in einer Eintopf-Reaktion
in das ungeschutzte Azid (35) Gberflhrt, welches wiederum zu einem Amin reduziert
wird (36). [90] Die weiteren Reaktionen verlaufen analog nach Schema.

Alkylverkntlipfte Harnsaure Der Aufbau einer N9-verknipften Harns&ure an ei-
nem Alkyllinker wurde von K. Schaefer eingehend untersucht.[72] Demnach lasst
sich diese durch den Einsatz von 6-Chlor-5-nitrouracil an aliphatischen Aminen
aufbauen. Die zur Darstellung von Verbindung 24 und 23 bendtigten Edukte 2-
Aminoethansulfonamid und 3-Aminopropansulfonamid sind kommerziell erhaltlich
oder kdénnen alternativ nach Smits et al. bzw. Lateef et al. dargestellt werden.[91],
92]
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0 0 0
fLNH fLNH fLNH
N/&O _3 o N) L» N/&O
HO Na HoN
o) o) o)
OH OH OH OH OH OH
29 35 36

Schema 3.10: Darstellung von 5’-Sulfamoyluridin 37 unter Verzicht auf Schutzgruppen. Re-
aktionsbedingungen: a) P(Ph)s, CBr4, NaN3 b) Hp, Pd/C.

Synthese Die Darstellung des Galactosylazides 27 gelang nach Literaturvorschrif-
ten problemlos. Ebenso konnte die Reduktion desselben erfolgreich durchgefihrt
werden. Aufgrund der Migrationstendenz der Acyl-Schutzgruppen sollte dieser Schritt
erst unmittelbar vor der Umsetzung zum Sulfonamid erfolgen.

Auch die Darstellung des Uridin Fragmentes nach Winans gelang ohne Schwierigkei-
ten. Eine Vereinfachung der Synthese stellt der Verzicht auf Schutzgruppen dar. So
konnte das Sulfamoyluridin 37 nach dieser Methode dargestellt werden.

Die Darstellung von unsymmetrischen Sulfonamiden und Bissulfonamiden ist bisher
nicht in gréBerem Umfang dokumentiert. Die Zusammenfassung der Literaturergeb-
nisse von Rohr et al. ,[93] Weil3 et al. [94] und Graf [95] flr diese spezifische Fra-
gestellung wurde in der Diplomarbeit von Franziska Exnowitz versucht.[96] Allerdings
besteht flr die Zusammenfihrung der oben dargestellten Fragmente noch der Bedarf
an passenden Methoden. Gerade unter diesem Gesichtspunkt sind die kommerziell
erhaltlichen Ethyl- und Propyl-Linker von Interesse (in den Verbindungen 24 und 38
in Tabelle [3.2), da diese einen vereinfachten Zugang zu der Synthese erlauben.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Synthese von Bissulfonamiden als
Donorsubstrat-Analoga eine Herausforderung bleibt und im Rahmen dieser Arbeit
nicht abgeschlossen werden konnte. Gerade im Hinblick auf den hohen Energiebei-
trag des Pyrophosphates zur Bindung hat dieser Ansatz aber eine besondere Re-
levanz. Daher ist auch das Interesse anderer Forschungsgruppen am Ersatz dieser
hochaffinen Gruppierung durch nicht geladene Molekile zu erklaren. In einer ahn-
lichen Arbeit haben daher Babic et al. ein ahnliches Konzept fir die GIcNAc und
MurNAc Enzyme (MurA, MurC und MurG) vorgestellt, in dem sie ebenfalls auf ein
Uridin verknUpftes Sulfonamid setzen. Das zweite Phosphat ersetzen sie allerdings
durch ein C-glycosidisch verknipftes Amid.[97]
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3.1.2 Untersuchung neuer Bisubstratanaloga
Molecular Modelling

In einem NMR basierten screening konnte von C. Rademacher eine Thiadiazol (3-
Phenyl-5-piperazino-1,2,4-thiadiazol) basierte Struktur 39 als micromolarer Inhibitor
der GTB identifiziert werden (IC50=0.79 mM).[|69] Spater konnte in kristallographi-
schen Experimenten die Lage dieser Struktur in der GTB verifiziert werden.[98] Dabei
wurde festgestellt, dass das sekundare Amin im Piperazinring das Mangan der GTB
verdrangt.

Es wurde untersucht, ob die Aminofunktion als Nucleophil eine Erweiterung und da-
mit Affinitatssteigerung des Ligandmolekils erlaubt. Dazu wurden gezielt Struktu-
ren aus der Zinc-Datenbank ausgewahlt,[84] die einen Halogensubstituenten tragen.
Dies sollte eine leichte Synthetisierbarkeit im Sinne einer nucleophilen Substitution
ermoglichen. Der Ligand 39 wurde aus der Struktur 3U0X [98] erhalten und Uber
ein alignment in die zuvor verwendete und vorgebereitete Struktur 2RJ8 Ubernom-
men. Aus der Software Schrédinger wurde das Modul combiglide verwendet. Dieses
Programmmodul ist gedacht, um aus Moleklilen mit mehreren Funktionalitaten und
den entsprechenden Reaktanden kombinatorische Bibliotheken zu erstellen und die-
se anschlieBend mittels docking energetisch zu bewerten. Da in dieser Arbeit keine
kombinatorische Bibliothek benutzt wurde, wurde das Programm lediglich genutzt, um
die Generierung der Liganden aus Struktur 39 als Amin und den Halogenen durch-
zuflihren und anschlieBBend in einem docking die Affinitat dieser Strukturen zu unter-
suchen.

Zunachst wurden die erhaltenen Treffer qualitativ auf die Ubereinstimmung in der Po-
sitionierung des Fragmentes 39 (berpriift. Die daraus erhaltenen Strukturen sind in
Tabelle [3.3] aufgefiihrt. Der docking score gibt eine energetische Naherung flr die
verschiedenen Liganden wieder (kleinere Werte, starkere Bindung), aber u.a. Re-
zeptorbeweglichkeit und Solvatation bleiben unberlcksichtigt.[99] Daher wurden in
dieser Untersuchung mittels MM-GBSA (vgl. Abschn. [3.1) relative Bindungsenergi-
en zu 39 berechnet, nach denen die Tabelle sortiert ist. Aufféllig ist die Haufung von
Strukturen mit acetamidischen Elementen, die etwa ein Drittel der Strukturen ausma-
chen. Innerhalb dieses Leitmotivs ist die einfachste Struktur die des lodacetamides
(als Syntheseedukt), welches sich vor allem aufgrund der einfachen Verfligbarkeit als
Ausgangspunkt fir Syntheseversuche und Affinitatsuntersuchungen anbietet. Aller-
dings ist diese Struktur nicht in der Lage auch Teile der Nucleobase zu ersetzen, da
sie hierflr zu klein ist. Die Besetzung der Basenposition ist erst mit den langeren
Derivaten méglich, die auch in-silico bessere Bindungsenergien versprechen, in der
Lage.
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R/H}‘;IO\I/A\N»\Q

Struktur AAGiping [kecal/mol] docking score

S—N

0 -

>_ —/ -31.3 -7.0

OO

| . | 4 e

N -26.2 71
(0]

Mo~z -19.8 55

& e/ -19.0 6.8

... Fortsetzung der Tab. 3.3 auf der nachsten Seite
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Struktur AAGying [kecal/mol] docking score
HN ©
L SN -18.6 8.2

H -
L

-18.4 6.9
s
HOLASNENK 183 73
F. /I
SNONY -16.6 6.9
(0]
l\ >
Ho” N o 16.3 7.1
1. a3
HzNJ\"‘*’ -11.6 -5.8
O
N -
QH,“? 95 5.9
(0]
Oy
N)\}‘f
N 6.4 6.8

Q
O 18 69

Tabelle 3.3: Ergebnisse des dockings von Derivaten von 39, die am Stickstoff einen weiteren
Substituenten tragen. Grau hinterlegt sind die Strukturen mit Acetamid im Sub-
stituenten, da diese gehauft auftreten und fir die Synthesen ausgewahlt wurden.

Die besten Bindungsenergien zeigen zwei Vertreter, die auf der Stickstoffseite des
Amides einen aromatischen bzw. aliphatischen Sechsring an einer Ethylkette tragen.
Warum das Cyclohexen gegentiber dem Benzolderivat noch einmal 12 kcal/Mol an
Bindungsenergie gewinnt, ist unklar. Daneben zeigt sich ein Trend, wonach insbeson-
dere die Molekiile, die weniger affin binden zu kurz sind, um die Bindungstasche der
Nucleobase zu besetzen.
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Synthese und Untersuchung der Bindungsaffinitat

Die Synthese und Affinitatsmessungen wurden von P. Leccese durchgefiihrt und wer-
den daher von ihr eingehend dokumentiert.[100] An dieser Stelle sei daher nur dar-
auf verwiesen, dass die Synthese auf einer einstufigen nucleophilen Substitution ei-
nes Acetamid-Halogenids durch den sekundéren Stickstoff von Verbindung 39 auf-
baut. Diese Idee war auch Ausgangspunkt der Docking-Experimente. In den Synthe-
sen wurden flir die Moleklle 40 bis 43 Ausbeuten von 55-84 % erreicht (s. Schema

[3.11).[100]

X= Aqg.RX Ausbeute
N— a) N 40 Br 1eq 84 %
[/\N/QS'N I/\N S'N 41 Br 1leq 55 %
" N 42 Br 1eq 78 %
R 43 | 21eq 56 %
39 40, 41, 42, 43

Schema 3.11: Die Synthese der Verbindungen 40 bis 43 konnte ausgehend von 39 durch
den Einsatz von Casiumcarbonat (a) und den in der Tabelle angegebenen
Alkylhalogeniden erfolgen. Dabei wurden Ausbeuten von 55-84 % erzielt.[100]

Ko (SPR) [nM]  K; (STD) [uM]

40 0.5 17
41 5.8 9
42 - 19

Tabelle 3.4: Die Affinitdtsuntersuchungen der Verbindungen 40 bis 43 mittels SPR und STD-
NMR zeigt Unterschiede zwischen dem SPR-Experiment, in dem nanomolare
Dissoziationskonstanten beobachtet werden und dem STD-Experiment, in dem
die Inhibitionskonstanten unter Verwendung von 0.33 mM UDP im mikromolaren
Bereich liegen.[100]
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3.1.3 Untersuchung von Triazolderivaten als
Nucleobasenanaloga

In diesem Abschnitt soll untersucht werden, inwiefern sich die Nucleobase der GTB
auch durch Triazolderivate ersetzen lasst. Bekanntermaf3en lassen sich diese Ver-
bindungen durch die Huisgenreaktion einfach darstellen.[101] Dies wirde eine deut-
liche Vereinfachung der Syntheseroute bedeuten, da der Aufbau der Harns&ure im-
mer noch 5 Stufen ausgehend vom Azid bedeutet. Zudem erlaubt die Triazolsynthese
den schnellen Aufbau kleiner Substanzbibliotheken durch den Einsatz verschiedener
Alkine. Im Rahmen der Arbeiten mit der Fucosyltransferase konnten mit dieser Vor-
gehensweise bereits sehr positive Erfahrung gewonnen werden, da sich damit die
Spezifitat und Affinitat der Bindungstasche im Bereich flir Nucleobase sehr gut ana-
lysieren lasst.

Ein reizvoller Nebenaspekt dieses Ansatzes ist die Ubertragbarkeit auf verschiedene
Glycosyltransferasen. Dabei wird generell im Bereich der Nucleobase Affinitat gene-
riert, wahrend die Spezifitdt vor allem im Bereich des Donorzuckers zu finden ist.
Durch einen modularen Aufbau im Sinne der Triazole kénnten verschiedene Glyco-
syltransferasen mit einfachen Mitteln inhibiert werden.

Molecular Modelling

Die docking-arbeiten, die in diesem Abschnitt besprochen werden, standen unter der
Pramisse, Alternativen zu der Harnsaure als Nucleobasen-Analogon zu finden. Da
die Ergebnisse von J. Albers [71] mit einer geschlossenen Konfiguration der GTB
erstellt wurden und diese nur geringen Raum flr weitere Substituenten am aromati-
schen Ring zulasst, wurde fiir diese Arbeit eine offene Struktur der GTB verwendet.
Arbeiten der Arbeitsgruppe Wagner zeigten ebenfalls, dass 5-Formylthien-2-yl-UDP
in der Lage ist, die offene Konformation der GTB zu stabilisieren bzw. zu blockieren
und damit die Bindung der natirlichen Substrate zu unterbinden.[102]

In der Proteindatenbank existiert unter dem Code 2RIT eine Struktur der GTB in ihrer
offenen Konformation. Allerdings sind auch hier einige Loops und Seitenketten nicht
aufgelést. Diese wurden in einem Homologiemodelling mithilfe der vorhandenen GTB
Strukturen erganzt.
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R1 R2 R3 docking AAG
score
R‘Z R3
o CHO v=—"" _ CH,CN -8.25 ref
\Q\c. " " -8.14 0.11
é/ " " -8.07 0.18
Buty! " — Cyi1Ho -8.04 0.21
b
\@ " CH,CN -8.03 0.22
i) " C,HsCl -8.02 0.23
Rg N
Qc " CH,CN -7.98 0.27
b
\©\o/\ " " -7.98 0.27
L " " -7.92 0.33
I~ " Ci1Hs -7.90 0.35
Me " C,H,Cly -7.90 "
Me CONH. CH,CN -7.90 "
Me Acetyl " -7.88 0.36
Benzyl CHO " -7.86 0.39
Me CONH, - 7.84 0.41

... Fortsetzung der Tab. 3.6 auf der nachsten Seite
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R1 R2 R3 docking AAG
score

Me CONH, % -7.80 0.45

Phenoxymethyl CH,OH CH.CN -7.79 0.46

Tabelle 3.6: Zu jeder Kombination aus drei Substituenten des Triazolringes ist der docking
score angegeben. Dieser gibt eine energetische Naherung flir die verschiede-
nen Liganden wieder (kleinere Werte, stérkere Bindung), wahrend u.a. Rezep-
torbeweglichkeit und Solvatation unbertcksichtigt bleiben.[99] Fir eine schnelle
Vergleichbarkeit sind die relativen Energien AAG angegeben. Diese zeigen eine
Praferenz fur Nitrile (R3) als Komplexbildner fir das zweiwertige Kation. Dane-
ben ist ein Carbonyl an R2 wichtig. Dies zeigt die Analogie zu Uracil, wo eben-
falls wichtige H-Bricken mit dem Sauerstoff aufgebaut werden. Als Substituent
R3 finden sich vor allem subst. Phenylether unter den besten Treffern.

Fir das docking wurden aus der Zinc-Datenbank Strukturen ausgewahlt, die 1,4 und
1,5 Triazole enthalten.[84] Diese Auswahl ist durch die leichte Darstellbarkeit der
Strukturen durch die Huisgen Reaktion zu erklaren.[101]] Dabei lassen sich durch
die Wahl des Katalysators regioselektiv die jeweiligen Isomere darstellen. Wahrend
Kupfer (1) die 1,4 Triazole bildet,[103] kann durch den Einsatz von Rutheniumkata-
lysatoren die Bildung der 1,5 Triazole bevorzugt werden.[104] Einschrankend muss
allerdings erwahnt werden, dass hohe Regioselektivitaten nur bei monosubstituierten
Alkinen erreicht werden.

Aus dem docking wurden die 500 besten Treffer anhand ihres docking score sortiert
und anschlieBend eine Gruppe von Molekilen manuell aufgrund der Ubereinstim-
mung zur Positionierung des Uracils ausgewahlt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.6
dargestellt. Besonders auffallig ist, dass als Substituent R3 in den meisten Fallen ein
Methylennitril vorzufinden ist. Diese Gruppierung komplexiert das Mangan der GTB
in ahnlicher Weise wie das Sulfon in den zuvor entworfenen Liganden. Daher wird
dies als eine weitere funktionelle Gruppe aufgefasst, die in der Lage ist das Pyro-
phosphat zu ersetzen. Allerdings ist dies in den aktuellen Ligand-Entwirfen sterisch
und synthetisch nicht zu integrieren.

Der Substituent R2 ist in den meisten Féllen ein Aldehyd, der pharmakologisch uner-
wiinschte Eigenschaften aufweist. Zu erklaren ist dieses Carbonyl durch die Wasser-
stoffbriicke zum Isoleucin 123, welche ansonsten vom Carbonylsauerstoff an Position
C4 des Uracils aufgebaut wird. Bei genauerer Analyse der docking Tabelle zeigt sich
aber auch, dass nicht notwendigerweise ein Aldehyd vorliegen muss, sondern auch
ein Amid mit geringflgig kleinerer Energie bindet. Dies spiegelt die Analogie zum
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Uracil wieder, wo ebenfalls amidische Fragmente zu finden sind. Als Substituent R1
findet sich eine breite Palette von Phenolethern die diverse Substituenten tragen. Die-
se Strukturen wurden zum Phenylpropargylether zusammengefasst, der als Synthe-
sedquivalent in die weiteren Betrachtungen dieses Ansatzes fir die Click-Synthese
einbezogen wurde. Hierflir wurde die Machbarkeit der Synthese untersucht und ist im
nachsten Abschnitt besprochen.

Bei der Uberpriifung der
Strukturen  im  modelling
zeigte sich, dass die Ver-
knUpfung an das bestehende
GerUst aus Galactose mit
Sulfonlinker nicht ohne wei-
teres mdglich ist (s. Abb.
3.8). Als Grund hierfir ist
der sterische  Anspruch
des Nitrils zu nennen, der
somit auch die Nucleobase
anders positioniert.  Hier-
durch ist keine Verknlipfung |
der erhaltenen Molekile
moglich. Daher wurde der
Phenylpropargylether  Rest
far die VerknUpfung mit dem
bisherigen Linker ausge-
lassen und stattdessen die

Abb. 3.8: Die Verknupfung der Triazole aus dem docking
Substitution an R1 oder R2 an den "Lm.ker (gr.}m) ist aus stenschen"Grunden

t ht Hierfd d nicht méglich. Wéahrend Das Sulfon (griines Mo-
untersucht. - Hiertur: wurden lekdl) zur Bindung des Mangans weiter vorn plat-

dieje“nigen Substituenteh ziert ist, bindet das Triazol (grauses Molekiil) wei-
gewahlt, welche dem Substi- ter hinten im Protein.

tutionsmuster im Sechsring

der Harnsaure ahnlich sind. Dementsprechend kommt fir die Position R1 ein
Acetamid als Substituent infrage (44) oder fir Position R2 ein Formamid (45).

Die molekulardynamische Untersuchung beider Liganden zeigte eine schwéachere In-
teraktion von Verbindung 45, weshalb die Ergebnisse hier nicht gezeigt werden. Li-
gand 44 zeigt hingegen eine stabile Komplexierung des Mangans durch das Sulfon
ebenso wie eine m—m-Interaktion des Triazolrings mit Tyrosin 126. Zuséatzlich baut
der Amidsubstituent des Triazols zwei Wasserstoffbriicken zum Ruckgrat von Phenyl-
alanin 121 und Isoleucin 123 auf.
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Abb. 3.9: Ligand 44 zeigt sowohl eine feste Interaktion des Mangans mit dem Sulfon, als auch
eine bestandige m-Wechselwirkung des Triazols mit Tyrosin 126. Zusatzlich wird
von der Amidfunktion der Triazolsubstituenten ein Wasserstoffbriickennetzwerk auf
das Ruckgrat von Phenylalanin 121 und Isoleucin 123 aufgebaut.

Synthese

Um die Synthetisierbarkeit der in silico untersuchten Verbindungen zu demonstrie-
ren, wurde zunachst die Triazolbildung mit Benzylazid und Phenylpropargylether un-
tersucht. Dies ist nach Creary et al. unter Kupferkatalyse méglich und liefert un-
ter diesen Umstanden das 1,4 substituierte Triazol 46.[105] Durch den Einsatz von
Cp - RuCI(PPh3), kann das 1,5-Regioisomer 47 dargestellt werden.[104]

I,3n Bn
N*N/ a) @ﬁNS Q\ o _ -N oph
N{ OPh l{ll\/)_/
OPh
47
46

Schema 3.12: Die Darstellung von Verbindung 46 gelingt ausgehend von Benzylazid und
Phenylpropargylether durch den Einsatz von a) Cul. Durch den Einsatz von b)
Cp*RuClI(PPh3)2 wird 47 erhalten.

Um die Ubertragbarkeit der literaturbekannten Triazol-Synthesen auf die hier unter-
suchten Verbindungen zu demonstrieren, wurde 14 unter denselben Bedingungen
mit Phenylpropargylether umgesetzt. Die Bildung des Produktes dieser Testreakti-
on konnte massenspekirometrisch nachgewiesen werden. Fir eine komplette Struk-
turaufklarung war zu wenig Substanz vorhanden. Dieser Ansatz wurde nicht weiter-
verfolgt, da die Entschitzung der Benzylgruppen nicht unproblematisch ist, wie im
vorigen Abschnitt gezeigt werden konnte. Zudem ist in diesem Molekil noch eine
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weitere benzylische Position vorhanden.

BnO OBn

OPh
.
BnO N.
BnO N
Oz oH
48

Schema 3.13: Die Darstellung von Verbindung 48 wurde unter denselben Bedingungen wie
in Abb. [3:72] mit Phenylpropargylether und 14 durch den Einsatz von a) Cul
durchgeflhrt.

Daher wurde, um der Schutzgruppen-Problematik zu begegnen, eine Schutzgruppen-
freie Syntheseroute aufgebaut. Das hier dargestellte Azid 18 stellt einen einfachen
Zugang zu den oben beschriebenen Donorsubstratanaloga dar.

Fur die Darstellung von Verbindung 45 und 44 werden Propiolamid und Butinamid be-
notigt. Wahrend die Darstellung von Propiolamid 49 aus Methylpropiolat nach Phip-
pen et al. durch Umsetzung mit Ammoniak gelang,[106] ist die Synthese von Butina-
mid 50 nicht literaturbekannt. Die Umsetzung des Methylbutinoates 51 mit Ammo-
niak analog zur Darstellung von Verbindung 49 schlug fehl und es wurde das Allen
52 gebildet (s. Abb. [3.14). Daher muss in zukinftigen Versuchen fiir die Darstellung
von Verbindung 44 die Click-Reaktion mit 51 durchgefihrt werden. Erst anschlieBend
kann die Verseifung des Esters zum Amid erfolgen, ohne dass eine Umlagerung der
Dreifachbindung zu beflrchten ist.

Die in diesem Abschnitt entwickelten Triazol-basierten Nucleobaseanaloga erlauben
eine erhebliche Vereinfachung der Syntheseroute von donorsubstratanalogen Inhibi-
toren fir Glycosyltransferasen, da die Nucleobase durch dieses Konzept mittels Click
Reaktion aufgebaut werden kann. Dieses Konzept ist sowohl mit der schutzgruppen-
freien Syntheseroute (s. S.[34) kompatibel als auch bei der Verwendung von Bissul-
fonamiden (s. S.[36). Daher ist dies ein wichtiger Schritt auf dem Weg zu modularen
Inhibitoren fir Glycosyltransferasen. Alternativ ist auch der Aufbau von Nucleoba-
senanaloga denkbar, wie sie im Abschnitt [3.2.7 fir die Fucosyltransferase 5 bespro-
chen wird.
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O 0
} NH.
49
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52 51 50

Schema 3.14: Die Darstellung von Verbindung 49 ist durch durch den Einsatz von a) NH3
moglich.[106] Die analoge Umsetzung des Butinoates 51 schlug fehl und es
wurde das Allen 52 gebildet.

3.2 Ligandbasiertes Design von Inhibitoren der
Fucosyltransferase 5

Im Gegensatz zur GTB sind von den humanen «-1,3-Fucosyltransferasen keine
Strukturen bekannt. Um zu klaren, ob dennoch ein strukturbasiertes Ligand-Design
mdglich ist, wurde zunachst untersucht, ob ein Homologiemodell erstellt werden
kann.

3.2.1 Erstellung eines Homologiemodells der Fucosyltransferase
5

Basierend auf dem oben gezeigten Sequenzalignment wurde ein Homologiemodell
erstellt. Hierbei wurde die Tatsache genutzt, dass Strukturmerkmale in der Natur
konserviert werden. Daher konnten ahnliche Strukturen aus der Proteindatenbank
als Vorlage genutzt werden. In diesem Fall wurde die Fucosyltransferase aus dem
Bakterium Helicobacter pylori verwendet. Fur die Erstellung eines Homologiemodells
kommt erschwerend hinzu, dass die Domanen-Architektur der humanen Fucosyl-
transferasen genau umgekehrt zu der von Helicobacter pylori ist (z.B. N-terminale
Transmembrandomane beim Menschen, C-terminal bei H. pylori). In Abbildung 3.11]
ist zu erkennen, dass identische Aminosauren weit Uber das Protein verteilt sind.
Zur Erstellung des Homologiemodells wurde das gesamte alignment der Fut5 (wie
im Anhang dargestellt) verwendet, um die Aminosduren an die Positionen aus der
bakteriellen Struktur von H. pylori zu orientieren.

Die Sequenzidentitat betragt allerdings lediglich 20 %. In der aktiven Tasche ist die
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4 4
It el

L N A # B v EYR .
FUTS3 165 262
FUT5 178 275
FUT7 149 243
FUT9 164 258
2NZY ALKKPSHCFKEKHPN 166 252

Abb. 3.10: Alignment der humanen Fucosyltransferasen 3, 5, 7 und 9 mit der bakteriellen
Fucosyltransferase aus H. pylori (2NZY), deren Struktur bekannt ist. Rechts vom
alignment ist die jeweilige Position innerhalb der einzelnen Sequenz angegeben.
Oberhalb ist das Sequenzlogo als Zusammenfassung der Homologie dargestellt.
Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung im Bereich des Bindungsmotives des
Donorsubstrates. Das FEN .. TEK Motiv ist sehr stark in allen Fucosyltransferasen
konserviert, wahrend das DSD Motiv nur in den humanen Sequenzen zu finden
ist.[107]

Ubereinstimmung héher. Dies stimmt mit der Konservierung von funktional relevan-
ten Strukturmerkmalen Uberein. Die so erhaltene Struktur wurde sowohl mittels MD-
Simulation als auch mittels Minimierung energetisch entspannt. Wenn man die Ener-
gie des so erstellten Modells mit der Ursprungsstruktur vergleicht, wird ersichtlich,
dass die geringe Homologie zu einem deutlichen Anstieg der Gesamtenergie dieses
Systems im Vergleich zur Energie der Vorlage fuhrt. In Abbildung sind die we-
sentlichen Interaktionen von GDP-Fucose mit dem so erstellten Homologiemodell zu
sehen.

Das Interaktionsdiagramm zeigt wichtige Interaktion des TEK Motivs. Es wurde mithil-
fe der Software Maestro Uber das ligand interaction diagram erzeugt. Dabei bildet das
Lysin 247 eine Salzbriicke zum Pyrophosphat aus, Glutaminsdure 246 bildet Wasser-
stoffbrickenbindungen zur Fucose und zur Ribose aus. Im Bereich der Fucose und
des Pyrophosphats liefert das Homologiemodell daher Aussagen mit dessen Hilfe
sich Hypothesen zum Bindungsverhalten stitzen lassen. Hierbei ist das Pyrophos-
phat wesentlich an der Bindungsenergie beteiligt. Die humanen Fucosyltransferasen
weisen allerdings ein konserviertes DSD-Motiv auf, welches bekannt fir die Bindung
eines zweiwertigen Kations ist. So sind auch diverse humane Fucosyltransferasen in
ihrer Aktivitat stark metallionenabhéngig. Dieses Motiv fehlt wiederum in der Struktur
aus Helicobacter pylori. Zudem hat die Nucleobase des Liganden einen wesentlichen
Anteil an der Bindungsenergie von Donorsubstraten. Der Teil der Bindungstasche,
in welcher die Nucleobase liegt, zeigt allerdings keine Ubereinstimmung zur Struk-
tur von Helicobacter pylori. Hier spielt auch die umgekehrte Domanenarchitektur eine
Rolle. Dementsprechend sind im Ligandenplot keine Interaktion zwischen Protein und

53



3 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 3.11: Darstellung der Proteinstruktur der Fucosyltransferase von Helicobacter pylori
(2NZX). Farblich hervorgehoben sind die Aminosduren, welche identisch mit der
humanen Fucosyltransferase 5 sind.

Guanin vorhanden. Daher missen fir diesen Teil des Molekils ligandbasierte Wege
gefunden werden, um zu hoch affinen Inhibitorstrukturen zu gelangen.

Um die Hypothesen von ligandbasierten Untersuchungen Gberprifen zu kénnen,
muss das Protein fir Messungen verfligbar sein. Die humane Fucosyltrasnferase soll-
te deshalb exprimiert werden, hierfir wurden verschiedene Zellsysteme untersucht.

3.2.2 Rekombinante Expression humaner
a 1,3-Fucosyltransferasen

In Tabelle 3.7 sind wichtige Eigenschaften der Fucosyltransferasen 3, 5, 7 und 9 zu-
sammengefasst. Sie sind zwischen 342 und 374 Aminosauren lang. Daraus ergeben
sich unglycosyliert Massen von 39-42 kDa, allerdings weisen die Fucosyltransferasen
ein bis funf mégliche N-Glycosylierungsstellen auf. Es ist bekannt, dass die Glycosy-
lierung haufig einen groBen Einfluss auf die Faltung und Aktivitat von Glycosyltrans-
ferasen hat.[ﬁ@, ] Daher wurden diese vier Transferasen fir die Expressionsver-
suche ausgewahlt, um die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Expression zu er-
héhen. In der Tabelle sind Literaturstellen flr erfolgreiche Expressionen angegeben.
Diese sind gréBtenteils aus humanen, Hamster- und Insekten-Zellen sowie aus He-
fen erfolgt. Funktional hat neben der «-1,3 Aktivitat, die alle Fucosyltransferasen der
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Abb. 3.12: Das Interaktionsdiagramm von GDP-Fucose mit dem Homologiemodell der Fut5:
Die wichtigste Interaktion besteht in der Salzbriicke des TEK Motivs zum Pyro-
phosphat. Da die humanen Fucosyltransferasen im Bereich Nucleobase keine
Homologie zu Helicobacter pylori aufweisen, sind hier auch keine Interaktion zu
erkennen.

genannten Tabelle aufweisen, lediglich die Fucosyltransferase 3 eine a-1,4 Aktivitat.
Als Donorsubstrate akzeptieren alle Fucosyltransferasen lediglich GDP-Fucose. Das
minimale Akzeptor-Substrat, welches Umsatz zeigt, ist flr die Fucosyltransferasen
3, 5 und 9 N-Acetyl-D-lactosamin (LacNac) wahrend die Fucosyltransferase 7 Sialyl-
N-acetyl- lactosamin (sialyl LacNac) als Akzeptorsubstrat bendétigt. Damit bilden alle
genannten Fucosyltransferasen das Lewis X Motiv, wahrend die Fucosyltransferase
7 das sialyl-Lewis X Motiv bildet. Die Fucosyltransferase 3 produziert mit ihrer Ne-
benaktivitat ebenfalls das Lewis A Motiv. Fiir die Uberpriifung der Aktivitat ist es auch
wichtig zu wissen, ob die Transferase von Metallionen als Cofaktor abhangig ist.

Expression mittels Hefezellen

Mittels Polymerasekettenreaktion wurden die Gene der humanen Fucosyltransfera-
sen 3, 5, 7 und 9 aus cDNA amplifiziert. Da es sich bei den Fucosyltransferasen
um Transmembranproteine handelt, wurde die Transmembrandoméne entsprechend
Literaturdaten (flr die Fut3, Gallet et al. [110]) gewahlt oder entsprechend der Vor-
hersage der TM-Domane (Sonnhammer et al. [114]) gesetzt. Aufbauend auf diesen
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FUT3 FUTS FUT7 FUT9
AS 361 374 342 359

Masse 42 kDa 43 kDa 39 kDa 42 kDa
N-Glyc. 2 Stellen 5 Stellen 1 Stelle 3 Stellen
Expression P, pastoris [110] Sf9 [70] H. sapiens [35] Sf9[111]

S. frugiperda (Sf9) [112] Sf9 [113]

Funktion a-1,3/1,4 a-1,3 a-1,3 a-1,3
Lea, Lex Lewis X sLex Lewis X
Akzeptor LacNac LacNac sialyl LacNac  LacNac

Kation Mn, Mg Mn, Mg -

Tabelle 3.7: Ubersicht der humanen a-1,3-Fucosyltransferasen, die fiir Expressionsversuche
ausgewahlt wurden.

Informationen wurden die Primer fUr die Amplifikation entworfen, welche im Anhang
gezeigt sind. Der Fut3 forward Primer enthat die EcoRI Schnittstelle und zusatzlich
eine Sacll Schnittstelle, um die Fut9 klonieren zu kdnnen. Die Reverse Primer ent-
halten entweder die Notl Schnittstelle (Fut3, 5 + 9) oder Xbal (Fut7).

Nach erfolgreicher Amplifikation erfolgte der Verdau durch die entsprechenden Re-
striktionsenzyme. Die Ligation mit dem Vektor und anschlieBende Transformation von
E. coli Zellen erlaubten die Selektion durch Ampicillin (fir den pucT Vektor) oder Zeo-
cin (fur den pPic Vektor). Die erfolgreiche Selektion eines Klons der Fucosyltransfera-
se 7 konnte dabei nicht erfolgen.

Der Vektor pPicZ alpha C ist im Anhang dargestellt. Das Gen der Fucosyltransfera-
sen wird unter Kontrolle des starken Alkoholoxygenase Promoters (AOX) der Hefe
gestellt. Aus vorhergehenden Arbeiten zur Expression von Insektenallergenen waren
in diesem Vektor zusatzlich ein N-terminaler 10x His-Tag, ein V5-Antikdrperepitop und
eine TEV-Schnittstelle eingebracht (s. Abb. [3.13a)).[115] Durch diese Konstruktion ist
eine einfache Reinigung und Detektion méglich. AuBerdem kénnen die eingebrachten
Tags Uber die TEV-Schnittstelle entfernt werden. Gegentiber den C-terminalen Tags
des Vektors (myc und His) hat dieses Konstrukt den Vorteil, dass die katalytische
Domane, die nahe dem C-Terminus sitzt nicht durch eingebrachte Tags beeinflusst
wird.

Im Anhang sind alle Sequenzen der klonierten Vektoren angefligt. Dort ist ersicht-
lich, dass der Leserahmen eingehalten wird, die N-terminalen Tags vorhanden sind
und das Gen der Fucosyltransferasen ohne Transmembrandomane eingefligt wur-
de. Durch Linearisierung Uber die Sacl Schnittstelle und Elektroporation wurden X-33
Hefezellen transformiert. Die Transformationsansatze wurden mit Zeocin als Antibio-
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Abb. 3.13: Die Konstruktion des Expressionsvektors (a) erlaubt die Expression eines Fusi-
onsproteins aus Sekretionssignal, His-Tag, V5 Antikdrperepitop, TEV Protease-
schnittstelle und Fucosyltransferase. Blot der Zellen aus Testexpressionen der
Fucosyltransferasen 3, 5 und 9 (b). In Minimalmedium kann keine Expression
nachgewiesen werden. In Komplexmedium werden die Fucosyltransferasen 3 und
9 im Zellaufschluss nachgewiesen ebenso wie die Positivkontrolle (Futb).

tikum selektiert, da diese Resistenz nur bei erfolgreicher Transformation mit dem Vek-
tor vorhanden ist. Die vorhandenen Klone wurden mittels genomischer PCR auf die
Integration der Vektor-DNA Uberprift.

Die so selektierten Klone der Fucosyltransferase 3 zeigten in einer Testexpression
Banden bei 44 kDa und 88 kDa, die auf Sekretion der Fut3 in monomerer und
homodimerer Form hindeuteten, allerdings konnten diese Banden in einem Western-
Blot mittels V3-Antikdrper nicht als Fucosyltransferase identifiziert werden. Ebenso
zeigten die Expressionen der Fucosyltransferasen 5 und 9 keine Banden im Western-
Blot, die sich mit V5-Antikérper und sek. Antikdrper anfarben lie3en.

Um Proteolyse des Proteins im gepufferten Medium auszuschlieBBen wurde eine Ex-
pression in ungepuffertem Minimalmedium durchgefihrt. Allerdings konnte auch da-
bei kein nachweisbares Expressionslevel erreicht werden.

Anschlie3end wurden die Zellen der Expressionsansatze in komplexem und Mini-
malmedium mittels SDS-Page aufgeschlossen, um die Transferasen im Western Plot
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zu detektieren (s. Abb. [3.13b). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass bei der Ex-
pression im Komplexmedium die Fucosyltransferasen 3 und 9 intrazellular verbleiben.
Damit ist zumindest die Expression der klonierten Gene in Hefezellen méglich, aller-
dings verbleiben diese intrazellular, was auf eine unzureichende Faltung oder post-
translationale Modifikation hindeutet. Damit sind diese Proteine héchstwahrscheinlich
nicht funktional.

Daher wurde zu diesem Zeitpunkt auf die Expression mittels Insektenzellen ausgewi-
chen.

Expression mittels Insektenzellen

Fur die Expression mit Hilfe von Insektenzellen wurde auf das etablierte baculovira-
le Expressionssystem in Spodoptera frugiperda zurlickgegriffen, da bereits ein Ex-
pressionsvektor der Fucosyltransferase V in der Arbeitsgruppe Spillner vorhanden
war.[70] Dieser Virusvektorstock war zu Beginn der Arbeiten auf Grund von Alterung
inaktiv und musste zunachst wieder auf einen guten Infektionstiter gebracht werden.
Dazu wurden mehrere Amplifikationsrunden des verbliebenen Virusstocks in Insek-
tenzellen vorgenommen. Allerdings konnte auch bei zweimaliger Wiederholung keine
erfolgreiche Expression in Testansatzen erreicht werden.

Fut5 pos
F13
F15
F17
Marker
Fut5 pos
F13
F15
F17

200 [25.0

—UuUv 130
150 —Imidazol [00 100
70
150 35 \Jl
100
35
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71 o1 91 ol 1] 2] 15] 1] 5] v6] 7] 18] 19] 20] 2 10
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Abb. 3.14: Reinigung der Fut5 durch Metall-Affinitdtschromatographie. a Das Chromato-
gramm der Reinigung zeigt den Imidazol Gradienten (rechts) und die Absorpti-
on (links). Ein intensiver Peak eluiert um Fraktion 14. b Im Blot zeigt sich, dass
lediglich die Fraktion 17 Fut5 enthalt. Der intensive Peak bei Fraktion 14 enthalt
Verunreinigungen. Die Fut5 konnte in Fraktion 17 nachgewiesen werden. Die De-
tektion erfolgte mit anti Fut3 AK links (ausreichend Homologie) und anti V5 AK
rechts. Sekundar wurden beide mit anti rabbit AK + AP-Konjugat entwickelt.
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Daher wurde erneut ein frischer viraler Vektor konstruiert und dieser anschlieBend in
mehreren Amplifikationsrunden auf ein gutes Expressionslevel gebracht. Dabei zeig-
te sich allerdings, dass bereits nach der ersten Amplifikationsrunde das héchste Le-
vel der Expression erreicht wurde und in den folgenden Runden nur eine Abnahme
zu beobachten war. Daher wurde mit diesem Virus eine 400 ml Expression durch-
gefuihrt. Nach der Abtrennung der zellularen Bestandteile wurde der Expressions-
Uberstand durch Kreuzfiltration konzentriert und anschlieBend durch Nickel-Affinitats-
Chromatographie tber den His-Tag gereinigt. Dabei zeigte sich im Chromatogramm
ein starker Elutionspeak bei Fraktion 14, welcher jedoch keine Fut5 enthielt. Die Fu-
cosyltransferase konnte mittels Western-Blot in Fraktion 17 nachgewiesen werden (s.
Abb.[3.14). Die Fut5 konnte somit fiir die folgenden Untersuchungen in ausreichender
Menge aus Insektenzellen exprimiert werden.

3.2.3 Kinetische Charakterisierung mittels
Progresskurvenanalyse

Golgi pH-Wert

Diverse Glycosyltransferasen zeigen ein pH Optimum bei pH < 7. Genauere Daten
fir das pH Optimum von Glycosyltransferasen in Datenbanken wie BRENDA sind
ungenau.[116] Hier Uberlagern sich Untersuchungen zu pH-Optima einzelner Trans-
ferasen mit den Daten einzelner Bindungsstudien, die bei einem definierten pH durch-
gefihrt wurden. Ausschlaggebend fir das pH Optimum ist evolutionsbedingt der pH-
Wert des Golgi Apparates, in dem die Glycosylierung erfolgt.[117] Dieser pH-Wert
konnte in einer Arbeit von Llopis et al. ermittelt werden.[118] In dieser Untersuchung
wurden Fusionsproteine aus verschiedenen GFP Varianten (die bei unterschiedlichen
pH Werten ihr Fluoreszenzmaximum haben) und einer Glycosyltransferase erstellt.
Diese Fusionsproteine werden subzellularer im Golgi-Apparat verankert und es konn-
te ein pH-Wert von 6.58 ermittelt werden. Es erscheint also sinnvoll, Untersuchungen
von Glycosyltransferasen bei diesem pH-Wert durchzufiihren.

Metallionen-Abhangigkeit

Diverse Glycosyltransferasen sind fir ihre volle Aktivitdt auf die Anwesenheit zwei-
wertiger Metallkationen angewiesen. Haufig steht dies im Zusammenhang mit dem
Vorhandensein eines DXD Motivs. Lange wurde diskutiert, welches Kation fiir die bio-
logische Aktivitat verantwortlich ist. Wahrend Magnesium in deutlich h6heren Konzen-
trationen in der Zelle vorkommt als Mangan, zeigt die Aktivitat vieler Glycosyltrans-
ferasen mit Mangan héhere Umsatze. Wahrend dies friher als zuféllig angenommen
wurde, deuten neuere Untersuchungen darauf hin, dass dies einen funktionalen Hin-
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tergrund hat. Carmona et al. konnten mittels Synchrotron Fluoreszenz-Bildgebung
nachweisen, dass Mangan bei Exposition der Zelle bevorzugt in den Golgi-Apparat
transportiert wird. Dies scheint vor allem eine Schutzfunktion gegen neurodegene-
rativer Erkrankung zu sein, die durch erhdhte Mangankonzentrationen in der Zelle
ausgeldst werden.[119]

Durch die Verwendung von zwei Partikelstrahlexperimenten (PIXE = particle induced
x-ray emission microanalysis; BS = backscattering), kann nicht nur der relative An-
teil an Mangan innerhalb der Zelle bestimmt werden, sondern ebenfalls die absolute
Konzentration.[120] Der so ermittelte Wert fiir Mangan liegt bei <0.72 x 10 = g pro
Gramm Trockengewicht der Zellen. Daraus lasst sich eine maximale Konzentration
von 4.8 Millimolar Mangan im Golgi-Apparat errechnen. In einer friiheren Untersu-
chung konnten Chandra et al. feststellen, dass Magnesium gleichmaBig in der Zelle
verteilt vorliegt.[121]. FUr Magnesium werden Konzentrationen zwischen funf und 25
Millimolar angegeben.[122] Es kann daher angenommen werden, dass ein substan-
tieller Anteil von Mangan an der Aktivitat von metallabhangigen Glycosyltransferasen
besteht.

Aktivitatsuntersuchung

Die Uberpriifung der Aktivitat der Fucosyltransferase 5 erfolgte mittels NMR Spek-
troskopie. Dazu wurde das Enzym durch Dialyse in deuterierten BisTris-Puffer Gber-
fihrt. AnschlieBend wurden zunéchst N-Acetyl-D-lactosamin (LacNac) und alkalische
Phosphatase zugegeben. N-Acetyl-D-lactosamin stellt dabei das minimale Motiv des
Akzeptorsubstrates dar. Die alkalische Phosphatase hydrolysiert das entstehende
GDP, sodass keine Produktinhibition auftritt. Mit dieser Probe wurde zunédchst ein
NMR Spektrum (1H) aufgenommen, um die Konzentrationen auf dieses Spektrum
beziehen zu kdnnen. AnschlieBend wurde GDP-Fucose zugegeben und die Zeit er-
fasst. Im Abstand von 30 Minuten wurden Giber 60 Stunden 'H-NMR Spektren aufge-
nommen.

Fir die Analyse der akquirierten Protonspektren sind separierte Signale nétig, sodass
eine eindeutige Zuordnung und Integration méglich ist. Besonders die aromatischen
Signale der Nucleobase waren hierfir geeignet. Die H-8 Signale von GDP-Fucose
und Guanosin liegen bei 8.01 bzw. 7.89 ppm. Ahnlich verhlt es sich mit den anome-
ren Protonen der Ribose, die zwei separierte signale bei 5.83 und 5.80 zeigen. Der
Verbrauch an N-Acetyl-D-lactosamin und die Bildung der Lewis X Struktur kénnen
gut an den N-Acetyl Signalen bei 1.94 ppm bzw. 1.93 ppm beobachtet werden und
die Methylgruppe der Fucose zeigte bei 1.12 ppm (fir GDP-Fucose) bzw. 1.13/1.10
ppm (a/B-Fucose) ebenfalls integrierbare Signale. Aus den Integralen konnte die Kon-
zentration der jeweiligen Spezies berechnet werden und gegen die Zeit aufgetragen
werden.
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Abb. 3.15: Die Umsetzung von GDP-Fucose und LacNac durch die Fut5 wurde mittels NMR
verfolgt. Die NMR Spektren aus 46 h Reaktionszeit sind dargestellt. Zur Bestim-
mung der Konzentration der Edukte und Reaktionsprodukte wurden die NMR Si-
gnale von GDP-Fuc und Guanin im aromatischen und anomeren Bereich (der
Ribose) herangezogen. Diese Signale eignen sich besonders gut. Daneben konn-
te der Verbrauch von LacNac und die Bildung von Lewis X gut im Bereich der
N-Acetylsignale beobachtet werden. Auch die Hydrolyse von GDP-Fucose zu den
beiden anomeren Fucosen konnte anhand der Methylsignal beobachtet werden.
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Abb. 3.16: a Aus der Integration der Signale in den NMR Spektren konnten die Konzentra-
tionen der Edukte und Produkte berechnet werden. Wéahrend in den ersten 600
Minuten 1 mM Fucose von GDPFuc auf LacNac tbertragen wird, findet anschlie-
Bend mangels Akzeptorsubstrat nur noch die Autohydrolyse der GDP-Fucose
statt. Auf Grund dieses Rekationsablaufs lassen sich in einem einzigen Experi-
ment beide Km Werte bestimmen. Konzentration von GDP Fucose (b) und LacNac
(c) im zeitlichen Verlauf der Enzymreaktion.
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Es ist klar zu erkennen, dass durch den Uberschuss an GDP-Fucose gegeniiber
N-Acetyl-D-lactosamin zunéchst bevorzugt die Ubertragung von Fucose auf das N-
Acetyllactosamin stattfindet. Diese Ubertragung findet schnell statt. Nachdem das Ak-
zeptorsubstrat verbraucht ist, findet die langsamere Autohydrolyse der GDP-Fucose
in Guanosindiphosphat, welches von der zugegebenen alkalische Phosphatase um-
gesetzt wird, sowie a und B-Fucose statt. Diese Reaktion ist zwar nachrangig und
weniger schnell, allerdings erlaubt dieser Versuchsaufbau die gleichzeitige Bestim-
mung der Ky und kg, Werte flr beide Substrate der Fucosyltransferase. Interessant
ware es auf3erdem gewesen, ob die Autohydrolyse bei Anwesenheit des Akzeptor-
substrates gehemmt ist, allerdings sind die Geschwindigkeitsunterschiede bzw. die
Genauigkeit der Konzentrationsbestimmung flr derartige Aussagen zu gering.

Es wurde angenommen, dass die Enzym Reaktion nach dem Michaelis-Menten-
Mechanismus ablauft. Hierfur gilt die klassische Michaelis-Menten Differenzialglei-
chung, siehe Gleichung 8.2,

dIS] VS
dt Ky +[S]

Die Auswertung der erhaltenen Progresskurve erfolgte durch die Verwendung der
Lambert-W-Funktion. Goudar et al. zeigten, dass die Lambert-W-Funktion eine L6-
sung der integrierten Form der Michaelis-Menten-Gleichung darstellt (s. Gleichung
[3.3).[123] Diese zeigt die Abhangigkeit der Substratkonzentration vom Ky Wert, der
Startkonzentration und der Maximalgeschwindigkeit der Reaktion. Eine analytische
Lésung dieser Gleichung gibt es nicht, allerdings lasst sich mithilfe numerischer Pro-
gramme, wie zum Beispiel MATLAB, eine Anpassung der experimentellen Daten an
die vorgegebene Funktion vornehmen und daraus konnen Ky und Vg bzw. durch
Umformung kgt erhalten werden.[124]

[S] = KW ([510 {[510 - Vmaxt}) (3.3)

(3.2)

Km Km

Die so ermittelten kinetischen Parameter der Fucosyltransferase 5 betragen fir GDP-
Fuc K, =32 uM und k. = 0.0055 s~'. Die Werte fiir N-Acetyl-D-lactosamin betragen
Km =4 mM und ke = 2.5 s~'. Dies Werte sind in guter Ubereinstimmung mit den
publizierten Daten, sodass von einem Enzym normaler Aktivitdt ausgegangen werden
kann.[125]

3.2.4 Formulierung eines Pharmakophors zur Ligandauswahl der
Nucleobasenanaloga

Um fUr die energetisch wichtige Nucleobase ligandbasiert Analoga zu finden, wurde
ein Pharmakophormodell erstellt. Welches in Abbildung [3.17]dargestellt ist. Es wurde
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das aromatische Tautomer des Guanins, welches nur zu wenigen % vorliegt, verwen-
det, da von vielen Glycosyltransferasen bekannt ist, dass m—m Interaktionen einen
wichtigen energetischen Beitrag zur Bindung dieses Molekdlteils beitragen. Auch die
Ergebnisse der spateren Untersuchungen und die Verfeinerung des Pharmakophor-
modells bestatigen diese Annahme.

Abb. 3.17: Darstellung der Phamrakophoreigenschaften von Guanin als Nucleobase.

Mithilfe dieser Pharmakophordefinition wurde nun die Zinc-Datenbank auf geeigne-
te Analoga durchsucht.[84] Hierfir wird die Geometrie der Pharmakophorhypothese
herangezogen. Demnach sind die Abstdnde zwischen den einzelnen Eigenschaften
(wie zum Beispiel R9 und A1) die Vorlage, nach der Treffer in Datenbanken ge-
sucht werden kdnnen.[126] Programmseitig werden daraufhin die Konformere der
Datenbankmolekiile generiert und hierin nach Ubereinstimmungen mit der Pharma-
kophordefinition gesucht. Das Auftreten aller zehn Pharmakophormerkmale in einem
Molekul wirde die Diversitat stark einschranken. Daher wurden auch Molekule als
Ubereinstimmung gewertet, die lediglich fiinf der zehn Eigenschaften erfiillen. Eine
Festlegung auf bestimmte Eigenschaften des Pharmakophors, wie zum Beispiel den
aromatischen Ring R10, wurde nicht vorgenommen, da hierflr zu wenig Informatio-
nen zur Relevanz einzelner Merkmale vorliegen.

Zur Hypothesenbildung wurden zunéachst aus der Zinc-Datenbank aromatische Mo-
lektle mit einem Molgewicht kleiner 300 ausgewahlt.[84] Mit dieser relativ hohen
Gewichtsbegrenzung sollten auch schwerere Halogenide und gréBere polyzyklische
Aromaten mit einbezogen werden. Zusatzlich wurde die Datenbank dahingehend ein-
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geschrankt, dass lediglich Strukturen mit einem berechneten logP Octanol/Wasser
kleiner 1.5 zugelassen wurden. Diese Einschrankung erfolgte, um bei spateren Mes-
sungen im wassrigen Medium nicht zu viele unldsliche Kandidaten zu erhalten. Bei
der Sichtung der Ergebnisse fiel die Haufung von Molekilen aus dem Bestand des
National Cancer Institutes aus den USA auf. Daher wurde gezielt noch einmal dieser
Katalog mit den oben genannten Kriterien durchsucht. Da einige Substanzen dann
doch nicht mehr erhaltlich waren, wurden letztlich 40 Substanzen flr die Affinitatsun-
tersuchungen erhalten.

3.2.5 SPR Bindungsstudien

Nachdem die Aktivitat des verwendeten Enzyms durch die NMR Untersuchungen
nachgewiesen werden konnte, sollten SPR Bindungstudien der 40 potentiellen Li-
ganden, welche mittels Pharmakophorsuche erhalten wurden, durchgefiihrt werden.
Hierflir mussten zunachst Bedingungen fiir die Immobilisierung auf einem SPR Chip
gefunden werden.

Mittels Amidkupplung konnte die Fucosyltransferase 5 auf der Chipoberflache im-
mobilisiert werden. Hierzu wurde zunéachst die elektrostatische Anziehung bei dem
gegebenen pH von 4.5 getestet. Der Wert von 7500 RU in 2 Minuten zeigte, dass der
gewahlte pH eine elekirostatische Wechselwirkung zwischen Protein und Carboxyd-
extranmatrix ermdglicht. Nach Regeneration der Chipobeflache und Aktivierung mit
EDC/NHS konnten 8300 RU der Fucosyliransferase 5 gebunden werden. Anschlie-
Bend wurden beide Flusszellen mit Ethanolamin deaktiviert.

Untersuchung der naturlichen Substrate

Die Vermessung der nattrlichen Substrate der Fucosyltransferase 5 erfolgte zum
einen, um das Messsystem auf seine Validitat zu Uberprifen. Dabei konnten die Lite-
raturwerte bestatigt werden.[127]

Zum anderen sollte untersucht werden, welchen energetischen Anteil die einzelnen
Fragmente der GDP-Fucose am Bindungsereignis haben. Dazu wurden neben der
GDP-Fucose selbst auch GDP, Guanosin und Guanin (53) untersucht. Dabei zeigte
sich, dass GDP-Fucose und GDP mit &hnlichen Affinitaten im niedrigen mikromolaren
Bereich binden (Kp (GDP) = 3.8 uM, Kp (GDP-Fuc) = 2.0 uM). Ebenfalls untersucht
wurde Guanosin, welches lediglich mit 0.4 mM bindet. Guanin konnte nur mit Hilfe
von 5 % DMSO-haltigem Puffer gel6st werden, zeigte dann aber eine Dissoziations-
konstante von 0.12 mM. Nimmt man ein additives Verhalten der Fragmente an der
gesamten Bindungsenergie an, so ergeben sich die in Abbildung[3.18lgezeigten ener-
getischen Anteile. Hervorzuheben ist der starke Bindungsanteil der Nucleobase mit
-5.5 kcal/mol sowie die des Pyrophosphates mit 3 kcal/mol. Dies ist in guter Uberein-
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stimmung mit den Daten die von anderen Glycosyltransferasen vorliegen. Dort variiert
der Einfluss der Ribose und des zu Ubertragenden Zuckers an der Bindungsenergie,
aber die Nucleobase und das Pyrophosphat stellen immer den gréBten Anteil an der
Bindungsenergie.[13]
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Abb. 3.18: Die Anteile der verschiedenen Strukturelemente an der Bindungsenergie von GD-
PFuc mit der Fucosyltransferase V sind in a zusammengefasst. Die Diagramme
b-d zeigen die SPR Bindungskurven der Substrate GDP-Fuc, GDP und Guano-
sin. Guanin wurde unter veranderten Bedingungen (5 % DMSO) gemessen und
ist daher hier nicht abgebildet.

screening einer Ligandbibliothek

Die Ergebnisse der natiirlichen Substrate zeigen deutlich, dass fiir einen fragment-
basierten Ansatz zunachst Liganden gefunden werden muissen, die die Nucleobase
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ersetzen kénnen. Diese mussen nicht nur energetisch mit dem natdrlichen Substrat
Guanin konkurrieren kénnen, sondern auch eine glnstige Ausgangsbasis fir die An-
knipfung weiterer Fragmente bieten. Unter diesem Gesichtspunkt wurden in Abbil-
dung [8.17] bereits wichtige Eigenschaften fiir ein entsprechendes Pharmakophor for-
muliert. Die in Abschnitt [3.2.4] gefundenen 40 potentiellen Liganden sollten mithilfe
des SPR Experimentes untersucht werden. Das geringe Molekulargewicht und die
schlechte Loslichkeit der heteroaromatischen Verbindungen stellen eine grof3e Her-
ausforderung in Bezug auf das experimentelle Design und den apparativen Aufbau
dar. Da aufgrund der immobilisierten Proteinmenge kleine RU Antworten zu erwar-
ten waren, die dicht an der Detektionsgrenze des Gerates liegen, wurden keine ki-
netischen Daten, sondern mittels Titrationsreihen thermodynamische Daten erfasst.
Hierzu wurden die Liganden einzeln als gesattigte L6sungen DMSO-haltigen BisTris
Puffers verwendet. Dieser Puffer enthielt 5 % DMSO, um eine bessere Léslichkeit der
Liganden zu erreichen, ohne das Protein zu stark zu belasten.

Die Lebensdauer des Proteins war unter diesen Bedingungen dennoch stark redu-
ziert. Daher wurde alle zehn Messungen eine Kontrollmessung mit GDP durchge-
fihrt. Dabei wurde festgestellt, dass die Aktivitat der FUT nach 20 Stunden soweit
gesunken war, dass keine weiteren Messungen mehr méglich waren. Daher wurde
nach dieser Zeit jeweils neues Protein immobilisiert.

Die Konzentrationen der Ligandiésungen wurden anschlieBend mittels NMR be-
stimmt. Dazu wurde BisTris als interner Standard verwendet. Der Puffer wurde mit
Natriumchlorid auf eine lonenstéarke von 0.15 M eingestellt und enthielt ebenfalls 5
% DMSO. Die Integrale der Ligandsignale wurden ins Verhaltnis zu denen von Bi-
sTris gesetzt (Relaxationsdelay d1 = 12 s). Die so ermittelten Konzentrationen stellen
die Sattigungskonzentration unter den gewahlten Bedingungen dar. Die ermittelten
Ko Werte aus den SPR Experimenten mussten nicht korrigiert werden, wenn die ge-
wahlte Konzentration unterhalb der Sattigung lag. Ansonsten wurden die Dissoziati-
onskonstanten entsprechend der verringerten Konzentration korrigiert.

Zunachst wurden die Ergebnisse qualitativ bewertet. In Abbildung sind die un-
tersuchten Liganden nach Affinitat sortiert. Es zeigt sich, dass besonders unter den
héher affinen Molekilen hauptsachlich Purinderivate zu finden sind.

In Tab. [3.8] sind die Dissoziationskonstanten der gezeigten Verbindungen zusam-
men mit den maximalen SPR Antworten und dem Rang aus dem Pharmakophor-
modell dargestellt. Die Verbindungen 88 bis 91 zeigen keinerlei Bindung mit der
Fucosyltransferase 5. Aufgrund ihres Molekulargewichtes héatte keine der untersuch-
ten Verbindungen eine SPR-Antwort RUnax groBer 30-50 zeigen durfen. Fir STD-
Experimente wurden Molekulle bis zu 3 RUmax bertcksichtigt. Die Ergebnisse der
SPR Messungen zeigen, dass keine annelierten Sechsringe anstelle des Purin-
Funfrings toleriert werden. Ebenso ist die einzige tricyclische Verbindung 85 ener-
getisch stark benachteiligt.
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Abb. 3.19: Ubersicht aller mittels SPR untersuchten Liganden der FUT 5, sortiert nach ab-
steigender Affinitat.
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Kd [mMM] RUmax Pharmakophor Rang

54 0.13 49 49
55  0.34 57 2

56  0.37 41 6

57  0.41 29 13
58  0.42 66 3

59  0.46 66 8

60 0.47 23 9

61  0.59 80 22
62 0.67 78

63 0.88 115 57
64 1.0 1219 17
65 1.1 79 1

66 1.2 1353 34
67 1.2 526 44
68 1.3 1415 16
69 1.3 1518 27
70 1.4 563 47
71 1.5 1745 18
72 15 596 48
73 1.6 176

74 1.6 700 24
75 1.9 736 37
76 2.0 192 32
77 2.1 269 33
78 2.2 814 39
79 2.4 322 56
80 2.6 894 36
81 2.6 393 53
82 2.7 15026 55
83 2.9 1215 41
84 3.3 1185 42
85 3.4 1279 45
86 3.7 382 51
87 4.6 1600 35
88 3x10'° 2x10'2 11
89 1x10™ 1x10"™ 54
90 2x10™ 1x10"™ 4
91 1x10™ 9x10™ 25

Tabelle 3.8: Ergebnisse der SPR-Bindungsstudien mit der Fucosyltransferase 5.
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Verfeinerung des Pharmakophors

Eine hohe Vorhersagewahrscheinlichkeit bevorzugter Bindungsenergien hat die Phar-
makophorhypothese, welche zur Ligandauswahl genutzt wurde, noch nicht. Dennoch
finden sich in der zweiten Hélfte der Tabelle, welche die niederaffinen bzw. unspezi-
fisch binden Molekule zeigt, vor allem Molekule die auch anhand der Pharmakophor-
suche Réange in der zweiten Halfte haben. Essentiell fir die Aktivitat der Liganden
sind vor allem die Ringstickstoffe des 6-Ringes im Purin (A1 und A2, s. Abb [3.17)
sowie der aromatische funfring im Purin (R9). Bei Betrachtung der Purinanaloga ist
dies demnach das Minimalmotiv, anhand dessen aktive Inhibitoren ausgewahit wer-
den. Gleichzeitig stellt dies eine starke Vereinfachung der Pharmakophorhypothese
dar, die somit auch die Suche nach weiteren Inhibitoren stark vereinfacht.

6 7
1 \5 N
\
Ly
3 H

Kd [mM] AG [kcal/mol] Pos2 Pos3 Pos 6 Pos8 Pos?9

0.34 -4.7 NH> NH,
0.37 -4.7 NH, SH Me
0.40 -4.6 NHMe
0.42 -4.6 NH, SH
0.46 -4.6 OMe OMe
0.46 -4.6 OMe

1.0 -4.1 NH, OMe

1.0 -4.1 SMe NHMe Me

1.2 -4.0 NHCOCH,CI

1.3 -3.9 Cl Cl Cl Me
1.3 -3.9 NH, Me OH

1.5 -3.9 NH> NHPh

1.6 -3.8 NH, OH

2.0 -3.7 F Me
2.0 -3.7 SOgMe OH

13 -2.6 SMe NHBuU

Tabelle 3.9: Tabellarische Darstellung der Dissoziationskonstante und der dazugehérigen
Bindungsenergien in Abhangigkeit der Substitution des PuringerUstes.

In Tabelle [3.9]sind alle Purinderivate mit den dazugehdérigen Bindungskonstanten und
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Predicted Activityl vs. pKd(exp)
T T T T
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Abb. 3.20: Auftragung der mittels Maestro vorhergesagten Aktivitat (predicted activity) ge-
gen die mittels SPR bestimmte Aktivitat (als negativer dekadischer Logarithmus
der Dissoziationskonstante Kp). Die Ausgleichsgerade zeigt, dass es noch keine
Ubereinstimmung mit der Diagonalen gibt. Allerings lassen sich immerhin inaktive
Substanzen von aktiven unterscheiden.

-energien sowie den Substituenten aufgefihrt. Fir die Positionen 3, 8 und 9 liegen zu
wenig Substanzen vor, um eine quantitative Struktur-Aktivitdtsbeziehung (quantitati-
ve structure-activity-relationship, QSAR) abzuleiten. Die Moleklle mit Aminogruppe
in Position 2, die sich lediglich in Position 6 unterscheiden (grau hinterlegt), stellen
die groBte Gruppe in der Untersuchung dar, bei der die Strukturdnderung mit einer
Bindungsenergie korreliert werden kann. Qualitativ Iasst sich festhalten, dass groBe
Substituenten (wie Phenylreste) die Bindung schwéachen. Dieser Trend Iasst sich auch
flr die anderen Substituenten an dieser Position fortsetzen. Allerdings lasst sich keine
Festlegung mehr treffen, ob ein Wasserstoffbriickendonor oder -akzeptor bevorzugt
gebunden wird.

Entsprechende Versuche, einen Zusammenhang mit einer berechneten oder gemes-
senen GroBe herzustellen, waren nur fiir eine Aktivitdtsvorhersage durch die Software
Maestro erfolgreich (s. Abb. [3.20). Hierflir werden die gemessenen Aktivitdten durch
multiple lineare Regression mit den verschiedenen programminternen Eigenschaften
in Beziehung gesetzt. Durch die geeignete Gewichtung von Faktoren kann so eine
gewisse Vorhersagekraft erreicht werden, die aber schon bei der Anwendung einer
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weiteren Methode (STD-NMR) an ihre Grenzen stief3. Daher scheint fir die Erstellung
eines aussagekraftigen QSAR-Modells eine gréBere Datenbasis und ein einheitlicher
Satz von Molekilen (z.B. nur Purine) nétig zu sein.

3.2.6 STD-NMR

Die Experimente, die in diesem Abschnitt diskutiert werden, bauen auf den SPR Ex-
perimente aus Abschnitt auf, mit denen bereits Dissoziationskonstanten be-
stimmte werden konnten. Es konnte mit dieser Methode keine Informationen zur Kom-
petition um die Bindungstasche getroffen werden. Daher wurde in den STD Experi-
menten hierauf besonderer Wert gelegt. Da im STD Experiment das Protein nicht
immobilisiert vorliegt, sondern in Losung, steigt mit der Anzahl an vermessenen Li-
ganden auch der Proteinbedarf. In dieser Arbeit war die Proteinmenge allerdings
stark limitiert. Daher wurde folgende Vorgehensweise etabliert: Zundchst wurden die
aussichtsreichsten Kandidaten aus dem SPR screening selektiert. Dann wurde von
diesen ein Protonenspektrum akquiriert. AnschlieBend wurden Mischungen von 5-6
Liganden erstellt, in denen sich jeweils mindestens eine Protonenresonanz separiert
befindet. Mit diesen Mischungen wurde dann zunachst eine klassische STD Titration
durchgeflihrt, aus der sich Dissoziationskonstanten bestimmen lieBen. AnschlieBend
wurde eine kompetitive STD Titration mit GDP als Kompetitor durchgefuhrt. Durch
dieses Vorgehen wurden zwar fir die verschiedenen Liganden verschiedene K; Wer-
te von GDP bestimmt, allerdings konnten mit einem NMR Experiment bis zu sechs
Ko und K; Werte bestimmt werden. Zu beachten ist hierbei, dass grof3e Inhibitions-
konstanten von GDP eine starke Bindung des Inhibitors bedeuten.

In Tabelle [3.10]sind die Ergebnisse der STD Experimente zusammengefasst, die Bin-
dungskurven von 57 sind Abb. 3.22 dargestellt, wahrend die restlichn Bindungskurven
im Anhang dargestellt sind. Insgesamt zeigen die Ergebnisse eine gute Ubereinstim-
mung mit den Ergebissen der SPR Experimente, gerade wenn beachtet wird, dass
aufgrund der Voraussetzungen fir die STD Experimente schwierige Bedingungen
bezuglich Enzymmenge, Dissoziationskonstante und L&slichkeit der Inhibitoren vorla-
gen. Zwar zeigt sich nicht die gleiche Reihenfolge der Bindungsaffinitdten wie in den
SPR-Studien, die GréBenordnung der gefundenen Dissoziationskonstanten stimmt
aber bis auf wenige Ausnahmen Uberein. Unter den Ausnahmen befinden sich die
Liganden 78 und 58, welche beide deutlich bessere Dissoziationskonstanten (0.013
mM bzw. 0.28 mM) als im SPR Experimenten (0.42 mM bzw. 2.1 mM) zeigen.
Interessanter als die Dissoziationskonstanten selbst waren in diesem Experiment
aber die Untersuchungen zur Kompetition um die Donorbindungstelle. Im Anhang fin-
den sich die Grafiken der Inhibitionsstudien mit GDP. Fir die meisten Liganden konn-
ten 1Cso Werte bestimmt werden, aus welchen mittels der Cheng-Prusoff-Gleichung

72



3 Ergebnisse und Diskussion

73

\NH OH OH Cl
ST P
& WO 09 00 WEEL
57 " O 77 54 79

NH,

~o ~o ~0
N N N N N )j:N N)iN ol
LU0 o 00 or 0| P
59 58 65 60 80

55
Ko [MM] 1G5 (GDP) [mM] Ki(GDP) [mM] SPR Rang Pharmakophor

57 0.41 4 (15 uM 57) 3.4 4 13
73 8 (15 uM 73) 2.3 20

77 0.28 2.33 (0.2 mM 77) 1.7 24 33
54 2.4 (0.33 mM 54) 0.73 1 49
79 012 0.42 (94 uM 79) 0.23 26 56
59 025 0.3 (0.24 mM 59) 0.152 6 8
58 0.013 0.4 (94 uM 58) 0.14 5 3
55 0.1 (88 uM 55) 0.078 2 2
65 1.07 0.1 (0.44 mM 65) 0.07 12 1

Guanin  0.58

60 7 9
80 27 36

Tabelle 3.10: Ergebnisse der STD Bindungs- und Inhibitionsstudien mit der Fucosyltransfera-
se 5.

73



3 Ergebnisse und Diskussion

-10%
1
08 . 4000 |
= L°.
2 06 = 3000 |
; :
E 04 A 2000 -
@ o
0.2 Kp [mM] + 1000 ICs0 [MM] +
® 04l 0.44 e 342 0.12 °
0 T T T T O TTTTTTT LI T T TTTITT T TTTTI LA T T TTTIT T \HH# T 11
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1073107210 10° 10% 10% 10°
¢ (57) [mM] ¢ (GDP) [mM]

(@) (b)

Abb. 3.21: Der Fit der Bindungskurve a) ergibt fur 57 eine Dissoziationskonstante von
0.41 mM. Die Anpassung der Inhibitionskurve b) ergibt einen ICso von 3.4 mM.

die entsprechenden Inhibitionskonstanten (K;) berechnet werden konnten.[128]

1C
K. = 50

1+

Da sich fur die Nucleobasenanaloga keine Umsetzung ergibt, lasst sich K, durch die
Dissoziationskonstante Ky ersetzen. In den Fallen, in denen keine Bestimmung der
Dissoziationskonstante mittels STD NMR méglich war, wurde die entsprechende Dis-
soziationskonstante aus dem SPR Experiment verwendet. In Tabelle sind die
Nucleobasen nach absteigendem K; sortiert. Demnach zeigt sich, dass Verbindung
57 den héchsten K; aufweist, obwohl die Dissoziationskonstante sowohl im SPR als
auch im STD Experiment nicht zu den besten Werten zahlt. Ligand 73 und 77 sind
in dieser Hinsicht ebenso interessant, da sie millimolare Inhibitionskonstanten far die
Verdrangung durch GDP aufweisen. Gerade Ligand 73 stellt im Hinblick auf die Syn-
these von weiteren Analoga auf Grund der guten Darstellbarkeit von Derivaten eine
wertvolle Leitstruktur dar, auf der weitere Studien aufgebaut wurden (s. Abschnitt.
:

Verbindung 54 zeigt einen guten ICsq Wert und einen besseren K; als die restlichen
Verbindungen im mikromolaren Bereich. Die inhibitorischen Konstanten der restlichen
Verbindungen sind sehr ahnlich.

Zusammenfassend kann zu den STD Experimenten gesagt werden, dass die Disso-
ziationskonstanten des SPR Experimentes im Allgemeinen bestatigt werden konn-
ten.

(3.4)

74



3 Ergebnisse und Diskussion

3.2.7 Entwicklung moglicher Donorsubstratanaloga

Zur effektiven Inhibition von Glycosyltransferasen bedarf es neben einer hochaffinen
Nucleobase oder einem Analogon ebenfalls eines Substituenten fir das Pyrophos-
phat. Daher ist es von entscheidender Bedeutung, donorsubstratanaloge Inhibitoren
zu entwickeln. Zu diesem Zweck wurde das zuvor entwickelte Guaninpharmakophor
auf guanosinanaloge Strukturen erweitert. Hierflir wurde ein flexibler Ansatz gewahlt,
der es sowohl ermdglicht verschiedene Substituenten in Position 2 und 6 des Purins
einzufthren als auch riboseanaloge Substituenten in Position 9. Von den mittels SPR
untersuchten Liganden erfallten nur die Verbindungen 69, 73 und 79 die einfach Dar-
stellbarbarkeit von Derivaten in den genannten Positionen (s. Abb. [3.22a). Ligand 79
zeigt eine geringe Affinitat und Selektivitat und wurde daher nicht weiter betrachtet.
Lediglich fur Verbindung 69 finden sich diverse Derivate in der Literatur, die sich durch
einfache Syntheseschritte aufbauen lassen.

6, 5 7
1 N
NT R
Lo -
X ) N 4 ’}19 N’SOZ
3 Z

(@) (0)

Abb. 3.22: Nucleobasenanaloga auf Azapurinabasis, wie in dargestellt, eignen sich
gut, um den Ersatz des Guanosins durch Analoga zu untersuchen. Dagegen sind
Pyridin-sulfonamid-Derivate (3.22D) ein geeigneter Ersatz fiir ein Phosphat, die
gleichzeitig die Position der Ribose und ebenfalls der Fucose belegen kénnen.

Neben der Nucleobase spielt, wie oben gesagt, das Pyrophosphat eine entscheiden-
de Rolle fir die Bindungsenergie von Glycosyltransferase-Inhibitoren. Daher sollte
auch fur diesen Teil eines Donorsubstrat Analogons nach mdglichen Mimetika ge-
sucht werden. Docking-Untersuchungen der GTB ergaben, dass Sulfonamid-Derivate
als geeigneter Ersatz fiir ein Pyrophosphat dienen kdnnen (s. Abb [3.22b). Die Uber-
tragbarkeit auf die Fucosyltransferase 5 sollte hier untersucht werden. Da sich diese
Substanzen zudem einfach aus den entsprechenden Aminen darstellen lassen, war
sowohl ein einfacher synthetischer Zugang gegeben, als auch eine leichte Erweiter-
barkeit in Hinblick auf spatere donorsubstratanaloge Inhibitoren.

Synthese

Azapurine Ziel war es, eine moglichst grof3e Vielfalt verschiedener Purinanaloga
darstellen zu kénnen. Daher wurde die Synthesestrategie von Biagi et al. aufgegrif-
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fen, die es erlaubt, [8]-Aza-purinderivate darzustellen.[129] Diese zeigten im SPR-
screening (s. Abb. [3.19) gute Bindungseigenschaften und die Synthese nach Biagi et
al. erlaubt die flexible Einflhrung von Substituenten in den drei Positionen 2, 6 und 9.
Es sollten verschiedene 6.Amino-[8]-Azapurine sowie [8]-Azapurin-6-one nach dem
Syntheseschema bzw. dargestellt werden.

NC
N R2-CN N
R™-Ng + N7 NoN ———— I N - JNI\)I N
a / a = 4
H2N ’}l R2 N
R1

Schema 3.15: Die 6-Amino-[8]-azapurine lassen sich durch Umsetzung von Biscyaniden mit
Aziden darstellen. Der zunachst entstehende Finfring kann anschlieBend mit
einem weiteren Cyanid zum Aminoazapurin geschlossen werden. Reaktions-
bedingungen: a EtONa, EtOH, 78 °C [129]

O (0]
i I
O 2 N N
1 JJ\/CN H2N N R O HN | \\N
- —_— A\
R N3 + H2N a | /N a J\\ /

RZ N N

HNT N |

| R1

Schema 3.16: Die [8]-Azapurin-6-onen lassen sich durch Umsetzung von g-Amidocyaniden
mit Aziden darstellen. Der zun&chst entstehende Finfring kann anschlie3end
mit einem Ester zum Azapurinon geschlossen werden. Reaktionsbedingun-
gen: a EtONa, EtOH, 78 °C [129]

Durch diese beiden Synthesewege ist es moglich in Position 6 entweder eine Amino-
oder eine Ketofunktion einzubringen. Der Substituent in Pos 9 wird bei beiden Syn-
thesewegen durch das entsprechende Azid eingebracht und der Substituent in Posi-
tion 2 wird je nach Synthesestrategie als entsprechendes Nitril oder als Ethoxyester
eingefthrt. Die Synthese des 2,6 Diamino-9-benzyl-[8]-azapurin 92 wurde nach der
Vorschrift von Albert et al. durchgefiihrt.[130]

Die Synthese von 6-Amino-9-benzyl-2-methyl-[8]-azapurin 93 wurde analog zur Vor-
schrift von Biagi et al. durchgefiihrt. Die Rohausbeute ist quantitativ, die mittels HPLC
bestimmte Reinheit liegt bei 20 %. Die nach Biagi et al. aufgeflihrte Reinigung des
Produktes durch saure Fallung und anschlieBende Umkristallisation verlief erfolglos
[129], da noch weitere Nebenprodukte nachgewiesen werden konnten. Ein Teil des
Reaktionsansatzes wurde daher mittels praparativer HPLC gereinigt. Die so erhal-
tenen reinen Fraktionen reichten fiir die STD-Messungen aus. Die Synthese von 6-
Amino-9-cyclohexyl-2-methyl-[8]-azapurin 94 verlief mit 50 % Ausbeute erfolgreicher.
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\
N
P
X2N4'}19
3 Z

X Z Ausbeute Literatur

92 NH, NH; Bn 23 Albert et al. [130]
93 Me NH; Bn 20 Biagi et al. [129]
94 Me NH, Cy 50 -
95 H OH Bn - Biagi et al. [129]
9% H OH Cy - -

Tabelle 3.11: Synthese verscheidener substituierter 8-Azapurine. W&é&hrend die 6-
Aminoderivate in befriedigenden Ausbeuten dargestellt werden konnten,
zeigte sich bei den Guaninderivaten nur die Bildung des Zwischenproduktes.

Auch hier war eine Reinigung mittels praparativer HPLC erforderlich. Die Synthesen
von 9-Cyclohexyl-[8]-azapurin-6-on 96 und 9-Benzyl-[8]-azapurin-6-on 95 verliefen
erfolglos, es konnte nur das jeweilige Zwischenprodukt nachgewiesen werden. Hier
scheint die Bildung des Funfringes erfolgreich zu verlaufen, wéhrend die Iminbildung
und anschlieBende Amidierung scheitern. Laut Biagi et al. ist auch die Nutzung des
Methylformiats eine Mdglichkeit.[129] Die héhere Reaktivitat kdnnte die Spaltung des
Esters durch das Amid NH erleichtern.

—N
N <\__ )
Ok O — Y

NH2 NaéOg
97

Abb. 3.23: Die Darstellung der Verbindungen 19-21 durch Umsetzung von 1-Pyrrolidinsulfo-
nylchlorid mit den entsprechenden Aminopyridinen gelingt in geringen Ausbeuten
von 3-5 %.

Sulfonamide Die Darstellung von 1-Pyrrolidinsulfonylchlorid 97 gelingt nach Krue-
ger et al. .[131] Durch Umsetzung dieses Sulfonylchlorides 97 mit den entspre-
chenden Aminopyridinen in Dichlormethan lassen sich in geringen Gesamtaus-
beuten (2-4 %) die Verbindungen 19-21 darstellen (s. Abb. [3.23). Diese nicht-

77



3 Ergebnisse und Diskussion

N N N
A s’ A
Créyy  Ohdyy O sy
21 19 20
Ko [MM] Rmax (RU)
21 1.9 195
19 76 1510
20 n. B. n. B.

Tabelle 3.12: Ergebnisse der SPR-Bindungsstudien mit der Fucosyltransferase 5.

optimierten Ausbeuten stehen in guter Ubereinstimmung mit den Ausbeuten &hnli-
cher Verbindungen.[131},1132]

SPR

Im Rahmen des SPR screenings der Nucleobase (s. S.[68) wurden daher auch die
Moleklle 19-21 untersucht. Dabei zeigte sich, dass Verbindung 21 mit einer Disso-
ziationskonstante von 1.9 mM eine deutlich héhere Affinitat aufweist als die Derivate
19 (76 mM) und 20, welches nicht spezifisch bindet. Da fur die Fucosyltransferase
5 keine strukturellen Information verfligbar sind, warf diese erhebliche Abstufung der
Dissoziationskonstanten zunachst Fragen auf. Dabei ist vor allem der Unterschied
der 2-Aminopyridine gegenlber den 3-Aminopyridinen auffallig.

In molekulardynamischen Untersuchungen mit der GTB konnte bestéatigt werden,
dass ein bi- bzw. tridentates Bindungsmotiv am Mangan vorliegt. Die Stickstoffe
der Verbindung zeigen lber den gesamten Simulationszeitraum einen starken Kon-
takt zum Mangan auf (s. Abb. [3.244). Diese Koordinationssphéare ist mit dem 3-
Aminopyridin nicht méglich (s. Abb. [3.24h). Die Bindungsenergien aus docking Un-
tersuchungen an der GTB deuteten nicht auf einen derart gro3en Unterschied der
Bindungsenergien hin, aber es ist durchaus denkbar, dass die Bindungstasche der
Fucosyltransferase in dieser Hinsicht anders aussieht. Da Verbindung 21 die nied-
rigste Dissoziationskonstante aufweist und der Bindungsmodus glnstiger erscheint,
wurde der Ligand fir weitere Untersuchungen in STD-NMR Studien ausgewahlt.

STD-NMR

In der abschlieBenden Untersuchung mittels STD-NMR sollte ermittelt werden, wel-
che Dissoziationskonstanten die Molekule 92-94 aufweisen und ob diese Molekile
durch GDP wieder verdrangt werden kdnnen. Dies ist ein erfolgreicher Nachweis,
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Abb. 3.24: Interaktionsdiagramm der MD-Simulationen von den Liganden 20 und 21 mit der
GTB. Wahrend Verbindung 21 mit einer Dissoziationskonstante von 1.9
mM eine deutlich hohere Affinitat aufweist, bindet Verbindung 20 (3.24h) lediglich
unspezifisch. Einen Erklarungsansatz bietet das docking und die MD Simulati-
on der Substanzen in der bekannten Struktur der GTB: Hier verandert sich der
Bindungsmodus durch das unterschiedliche Motiv der Stickstoffatome. Nur von
Verbindung 21 erfolgt eine tridentate Komplexierung des Mangans. Gleichzeitig
ist die Orientierung des Aromaten unterschiedlich.
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dass eine Bindung in der Bindungstasche des GDP erfolgt. Des Weiteren sollte
21, welches unter den Pyrrolidin-Sulfonamiden die besten Bindungseigenschaften im
SPR Experiment zeigte, auf Kompetition um die Bindungstasche untersucht werden.
Dabei stellte sich heraus, dass 21 eine Dissoziationskonstante von 1.5 mM aufweist.
Dieses Ergebnis zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung mit den SPR Studien, in de-
nen eine Dissoziationskonstante von 1.9 mM bestimmt wurde. Der ICs, Wert von 0.8
mM sowie die Inhibitionskonstante K; von 0.62 millimolar sind fir das untersuchte Sy-
stem unter den vier besten Inhibitionskonstanten und somit besser, als die meisten
Nucleobasenanaloga. Zusétzlich sind diese Molekile besonders wertvoll auf dem
Weg zu einem donorsubstratanalogen Inhibitor, da die Studien an der GTB (docking
und Molekulardynamik) darauf schlieBen lassen, dass das Sulfon am Mangan bindet.
Damit liegt der Pyridinring vermutlich an der Stelle der Ribose und ist somit ein guter
Kandidat, um eine Verknlpfung, z.B. mit den substituierten Azapurinen, zu ermdogli-
chen.

Ko [MM]  ICs (GDP) [mM]  Ki(GDP) [mM]

93 0.4 2 (0.35 mM 93) 1.1

21 15  0.8(0.45 mM 21) 0.62
94 0.24  0.65(0.27 mM 94) 0.4
92 0.4 (75 uM 92)

Tabelle 3.13: Ergebnisse der STD Bindungs- und Inhibitionsstudien mit der Fucosyltransfera-
se 5.

Die Untersuchung der substituierten Azapurine zeigte submillimolare Dissoziations-
konstanten von 0.2-0.4 mM fir die Verbindungen 92-94. Im Vergleich mit dem Tria-
zoloaminopyridinon 73 stellt dies bereits eine Verbesserung um den Faktor zehn dar.
Damit leistet der Substituent in Position neun (Benzyl bzw. Cyclohexyl) noch keinen
grof3en Beitrag zur Bindungsenergie. Es zeigt sich aber, dass diese Position genutzt
werden kann, um einen Inhibitor aufzubauen. Gerade die einfache Synthese erlaubt
daher die gezielte Suche nach besseren Substituenten. Die Bestimmung der ICsg
Werte zeigt gemeinsam mit den daraus ermittelten Inhibitionskonstanten, dass Ver-
bindung 93 unter den drei untersuchten Kandidaten das hochste inhibitorische Poten-
zial aufweist. Alle drei Verbindungen konkurrieren mit GDP um die Bindungstasche
und lassen sich durch GDP aus dem Enzym verdrédngen. Die Benzylgruppe scheint
als Substituent geeigneter zu sein. Dies ist insofern positiv zu werten, als auch die
Benzylgruppe an der Stelle der Ribose positioniert sein soll. Dieser Umstand kénn-
te eine Verknipfung der Azapurine mit den Pyridin-Sulfonamiden erlauben (s. Abb.

3.25).
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PN

Abb. 3.25: Modellierung der Substrate 93 (griin) und 21 (ocker) im Homologiemodell der Fut
5.
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4 Zusammenfassung

Aufgrund der groBen Relevanz glycosylierter Strukturen bei der Zellerkennung und
Signaltransduktion gibt es groBen Bedarf an Methoden zur Aufklarung der Funktion
dieser Substanzklasse. Glycosyltransferasen (GTs) sind die Schliisselenzyme beim
Aufbau von Glycanen. Sie katalysieren die Ubertragung einer Kohlenhydrateinheit
von einem aktivierten Donor, haufig ein XDP Zucker, bei dem X eine heteroaromati-
sche Nucleobase ist, die Uber Ribose und ein Diphosphat mit dem entsprechenden
Zucker verknUpft ist. Die Bindungsenergie wird hauptsachlich im Bereich der Nucleo-
base und des Diphosphates generiert. Ribose und der zu Ubertragende Zucker sind
energetisch nachrangig. Allerdings ist der Donorzucker fiir die Spezifitat verantwort-
lich. In dieser Arbeit wurden daher Konzepte flr den Ersatz beider Gruppierungen
entwickelt.

Die humane Galactosyltransferase B (GTB) ist fiir eine Glycosyltransferase hervorra-
gend charakterisiert und katalysiert den Transfer einer Galactoseeinheit von UDP-Gal
auf das H-Antigen, wodurch das Blutgruppen B-Antigen gebildet wird. Die Blutgrup-
pe eines Individuums hat erheblichen Einfluss auf die Prognose und den Verlauf be-
stimmter Krebsarten. Zudem ist dieses Enzym aufgrund der vielen verfligbaren Daten
ein ideales Modellsystem fur die Entweicklung von Inhibitoren. Um die Verfugbarkeit
im Koérper zu gewahrleisten muss das Diphosphat in UDP-Gal durch nichtionische
Gruppen ersetzt werden, um zu wirksamen Inhibitoren zu gelangen. In dieser Arbeit
wurden bekannte nichtionische Inhibitoren in-silico modelliert und ihr Bindungsverhal-
ten analysiert, um ein tieferes Verstandnis der zugrunde liegenden Bindungsmecha-
nismen zu erhalten. Auf diesem Verstandnis aufbauend wurden ein neues Konzept
entwickelt, um den Ersatz des Pyrophosphates durch ein hochpolares aber nich-
tionisches Sulfon zu ermdglichen. Die Synthese eines Galactosides, dass Uber ein
Sulfon an ein Azid gebunden ist war erfolgreich. Dieses Molekill konnte sowohl in
einer Schutzgruppenstrategie als auch unter Verzicht auf Schutzgruppen dargestellt
werden. Da die Synthese des Sulfones im Aglycon gréBere Schwierigkeiten berei-
tet, wurden weitere Vereinfachungen der Molekile untersucht. Donorsubstratanalo-
ga, die Triazole anstelle der Nucleobase enthalten sind in-silico in der Lage Uridin als
Nucleobase zu ersetzen. Die benétigten Alkin-Edukte konnten erfolgreich dargestellt
werden und die Umsetzung zu Triazolen durch einfache Click-Chemie wurde anhand
von Modellsystemen mit und ohne Galactose gezeigt.

Der Ersatz beider Phosphate im UDP-Gal ist unter energetischen Gesichtspunkten
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sehr erstrebenswert. Bissulfonamide als Ersatz beider Phosphate wurden daher in-
silico untersucht. Die entsprechenden Bausteine (ein geschitztes Galactosylamin
und Sulfamoyluridin wurden erfolgreich dargestellt.

Auf der Suche nach hochaffinen und hochspezifischen Inhibitoren versprechen Bisub-
stratsanaloga den gréBten Erfolg. In dieser Arbeit wurde ein literaturbekanntes Mole-
kdl (ein Thiadiazolderivat) in docking Studien auf Seiten der Nucleobase verlangert.
Die zugehdérigen Bindungsaffinitdten wurden vorhergesagt. Wahrend die Synthese
und Affinitédtsstudien von P. Leccese durchgeflihrt wurden, zeigte sich die Reihenfol-
ge der Affinitaten als richtig und diese Molekile zeigen herausragende Dissoziations-
konstanten fir nichtionische Glycosyltransferase-Inhibitoren von 9-17 yM.

Die humanen Fucosyltransferase funf (Fut5) ist nicht so gut charakterisiert wie die
GTB. Es ist bekannt, dass Lewis X Strukturen, die von der Fut5 aufgebaut werden,
bei der Metastasierung von Krebs eine Rolle spielen. Daher sind Inhibitoren flr dieses
Enzym hochinteressant. Nichtsdestotrotz ist, wie flir viele Glycosyltrtansferasen, kei-
ne strukturelle Information flir dieses Enzym verflgbar. Daher wurde ein Homologie-
modell basierend auf der Struktur aus H. pylori entwickelt, das erste Einblicke in den
Mechanismus der Substratbindung erlaubt. Die niedrige Homologie ermdglicht aller-
dings kein strukturbasiertes design. Daher war es nétig das Enzym in ausreichenden
Mengen far Affinitdtsmessungen zu produzieren. Die Produktion in Hefezellen stell-
te sich als schwierig heraus, wohingegen die Produktion in Insektenzellen erfolgreich
war. Die nachfolgende kinetische Charakterisierung mittels NMR Progresskurvenana-
lyse (GDP-Fuc K, = 32 uM und ke, = 0.0055 s N-Acetyl-D-lactosamin K, = 4 mM
und ket = 2.5 s7') zeigte eine gute Ubereinstimmung mit Literaturdaten.

Als Ausgangspunkt flr ein ligandbasiertes Inhibitordesign wurde ein Pharmakophor-
modell der Nucleobase formuliert. Mit diesem Modell wurde ein Satz von 38 stark
unterschiedlichen heteroaromatischen Verbindungen ausgewahlt und mittels Ober-
flachenplasmonenresonanz (SPR) untersucht. Die erhaltenen Daten wurden genutzt
um das Pharmakophor zu verfeinern und die zehn bestbindenden Strukturen wurden
mittels STD-NMR (saturation transfer difference) auf ihnre Kompetition mit dem natrli-
chen Donorsubstrat GDP-Fucose untersucht. Die zugehérigen Inhibitionskonstanten
zeigen vielversprechende Kandidaten, die besten binden mit Dissoziationskonstanten
von 0.12 mM. Unter diesen Molekilen zeigen zwei Azapurine nicht nur gute Affinita-
ten (Kp von 1.3 mM bzw. 1.6 mM) sondern auch das Potenzial die Fragmente zu
vergréBern. Hierfir wurde die Chemie der Azapurine untersucht und mehrere Deri-
vate wurden mittels STD-NMR untersucht (Kp von 0.24 mM bzw. 0.4 mM). Ebenso
wurden drei Sulfonamide, die aus einem docking der GTB entstammen, mittels SPR
untersucht (Kp von 1.9 mM). Das beste Sulfonamid zeigt auch im STD Experiment
Kompetition um die Bindungstasche. Sowohl die Affinitaten in diesen Experimenten
als auch der vorgeschlagene Bindungsmodus zeigt Potenzial fur die Verknipfung die-
ser Fragmente.
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5 Summary

Glycosyltransferases (GTs) play an important role in the biosynthesis of glycan struc-
tures, like N- and O-glycans. Glycosylation influences modulatory functions as well as
structural features. Also, inter-cell recognition is often mediated by glycosylation.
Glycosyltransferases (GTs) are the key enzymes in the biosynthesis of glycans, ca-
talyzing the specific transfer of carbohydrate moieties from an activated donor to an
acceptor substrate. Typical donors for glycosyltransferases are XDP sugars, where X
is a nucleoside attached to a diphosphate (DP). Binding-energy and therefore affinity
is mainly associated with the nucleobase as well as the diphosphate. Donor sugar
and ribose residue are of lesser importance for affinity. The donor sugar is however
important for specificity. To analyze the effect of glycosylation patterns in biological
systems specific inhibitors of glycosyltransferases are of vital importance.

The human galactosyltransferase B (GTB) is (for a glycosyltransferase) extremely
well characterized. GTB is responsible for the transfer of a galactose residue from
UDP-Gal to the H-antigen thereby forming the blood group B-antigen. Because of the
huge amount of structural data available, this enzyme is an ideal model for inhibitor
design and inhibition studies. For bioavailability of a drug the diphosphate in UDP-
Gal has to be replaced by a nonionic group, as ionic compounds normally do not
permeate the cell wall. Still, high affinity ligands must mimic both the nucleobase and
the pyrophosphate. Therefore, molecules that not only carry the galactose but also
polar pyrophosphate-mimics in the aglycon are being sought.

During this work, previous non-ionic inhibitors were simulated in-silico and their bin-
ding behavior was analyzed for a deeper understanding of the mechanisms gover-
ning the affinity of these substances. Based on these insights, a concept to replace
the phosphate by a highly polar yet non-ionic sulfone was developed. The synthesis
of a galactoside linked via a sulfone to an azide was possible with and without pro-
tecting groups. The synthesis however was challenging, to further simplify the syn-
thesis of donor substrate analogues triazoles were analyzed regarding their potential
as nucleobase substitutes. It could be shown that triazoles can indeed replace the
nucleobase found in GTB. The alkine building blocks were successfully synthesized
and the possibility to build the triazoles by simple click chemistry was tested with and
without molecules containing galactose. Replacement of the second phosphate found
in donor sugars is energetically favourable. Therefor the use of bissulfoneamides as
a motif to replace both phosphates found in sugar nucleotides was evaluated in-silico
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5 Summary

and the corresponding building blocks (a protected galactosyl-amine and sulfamoyl-
uridine) were successfully prepared. On the quest towards high affinity and high spe-
cificity inhibitors, bisubstrate analogues have proven to be most successful. In this
work an existing molecule found in the literature was used in a docking study for the
elongation towards the nucleobase side. The binding affinities were predicted. The
synthesis and affinity evaluation of the molecules was performed by P. Leccese and
the order of affinities proved to be correct. These molecules show remarkable binding
constants (9-17 uM) for non-ionic glycosyltransferase inhibitors.

The human fucosyltransferase 5 (Fut5) is not as well characterized as the GTB. It
is well known that the Lewis X antigen produced by Fut5 is responsible for the me-
tastasis of cancer cells. Therefore, it is important that inhibitors for this enzyme are
developed. However, no structural information of this enzyme is currently known. The
creation of a homology model based on the H. pylori structure allowed first insight
into the mechanisms that govern binding of the donor substrate. The low homology
did not allow structure-based drug-design. Therefore, the production of this enzy-
me for the measurement of affinities during a ligand-based design was mandatory.
While the expression in yeast cells proved to be difficult, it was successful in insect
cells. The subsequent kinetic characterization via NMR progress curve analysis was
in accordance with the literature data (GDP-Fuc K, = 32 uM and ke, = 0.0055 s
N-Acetyl-D-lactoseamine K, = 4 mM and ke = 2.5 7).

As a starting point for the ligand-based design a pharmacophore of the nucleobase
was proposed. With this model a set of 38 diverse heteroaromatic compounds was
selected and screened by surface plasmon resonance (SPR). The data obtained was
used to refine the pharmacophore and the 10 top-scoring compounds were evaluated
by STD-NMR (Saturation Transfer Difference) for competition with the natural donor
substrate GDP-fucose. The corresponding inhibition constants show promising can-
didates with the best dissociation constants being 0.12 mM. Among these molecules,
two azapurines not only showed good affinity (Kp of 1.3 mM and 1.6 mM) but also
the potential for fragment growth. Therefore, the chemistry for the synthesis of aza-
purines was tested and several synthesized molecules were analyzed by STD-NMR
(Kp of 0.24 mM and 0.4 mM) together with the best sulfoneamide that emerged from
another SPR screening of three substances (Kp of 1.9 mM). Those were found by
docking-experiments performed with the GTB. The affinities found in all these expe-
riments confirm that it is possible to grow the fragments towards a donor substrate
analogue. The proposed binding mode has also potential for further linking and gro-
wing attempts.
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6.1 Verwendete Materialien und Gerate

Gerat Geratetyp Hersteller
Blotting V20 Semi-Dry Blotter SCIE-PLAS
Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad
Brutschrank CO2 Brutschrank INCO 153med Memmert
ESI-TOF 6224 TOF LC/MS Agilent
Gefriertrocknungs-  Alpha 1-2, Alpha 1-4 Martin Christ
anlage
Gelelektophorese Horizontal-Gelelektrophorese peglLab
Criterion Vertical Electrophoreis Bio-Rad
EPS 3500XL Amersham
LKB GPS 200/400 Power Pharmacia
HPLC-MS 1200 Series mit 6120 Quadrupol Agilent
Inkubator innovaTM 44 incubator shaker New Brunswick
Scientific
IR-Spektrometer Alpha-P Platinum ATR Bruker

Laminarstrdomungs-
bank

Mikroskop
Mikrowelle

NMR Spektrometer

Photometer

pH-Meter
Polarimeter
Proteinreinigung

Holten Laminair

Primovert Mikroskop
Discover

DRX 500

Avance 700

AMX 400

Avance Il HD 600
BioPhotometer
ND-1000

pH 526

P8000

AKTA Start

His Trap excel
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Thermo Fischer

Carl Zeiss
CEM
Bruker

Eppendorf AG
Thermo Scientific
WTW

Krliss Optronic
GE Healthcare
GE Healthcare
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Gerat Geratetyp Hersteller

Reinstwasseranla-  Ultra Clear UV 18.2 MQ2 SG Water

ge

Rotationsverdamp-  Laborota 4000 Heidolph

fer

RP-Saule Nucleodur C18 Isis Macherey & Nagel
Nucleodur C18 Pyramid

Schmelzpunktap- Apotec Otto Stein

paratur

Schiittler MS1 Minishaker IKA Labortechnik

SPR Sensorchip
SPR

Thermocycler

Thermomixer
Ultraschallbad
Wasserbad
Zentrifuge

KS 200 basic Shaker
CM5

T100

3000

Primus 25 advanced
S1000TM Thermal Cycler

Thermomixer C

Sonorex Super, RK512H
Wasserbad WNB 7
5417 C

5417 R

5804R

GE Healthcare
Biacore

Biacore

peglLab

Bio-Rad Laborato-
ries

Eppendorf
Bandelin
Memmert GmbH
Eppendorf
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6.2 Verwendete Software

Software

Hersteller

Biacore T100 Control (Vers. 1.1.1)
Biacore T100 Evaluation (Vers. 1.1.1)

GE Healthcare
GE Healthcare

ChemDraw Pro 11.0 CambridgeSoft
ChemStation CEM

gnuplot Projekt gnuplot
lllustrator CS2 Adobe

LC/MSD Chemstation (Rev. B.04.03 [54]) Agilent Technologies
Maestro (Vers. 9.3.5-10.5) Schrédinger

Matlab R2015b Mathworks

Origin (8.5G - 2016G) Origin Lab

Topspin 3.1

Bruker Biospin

6.3 Verwendete Chemikalien, Enzyme, Standards,
Materialien und Antikorper

Hersteller Chemikalien

Acros 4-Amino-2,6-dihydroxypyrimidin, Tetrabrommethan
Agilent ESI tuning mix

Antibodies-online  Anti-V5-Anitkérper, polyklonal, Ziege

AppliChem Ameisensaure (MS grade)

Biesterfeld Toluol (techn.)

Burdick + Jackson Essigsaure, Natriumiodid

Chempur S-Epichlorhydrin

Deutero Chloroform-d, Deuteriumoxid, DMSO-d6, Aceton-d6
Eurisotop CHCI3-d3, MeOH-d4

Fluka Trockene Lésungsmittel in crown cap Flaschen, Palladium

GE Healthcare

Greiner Bio-One

auf Aktivkohle, DCC Thioessigsaure, Tetrabutylammonium-
bromid, Pyridin, Epichlorhydrin

HyClone SFX-Insect Media, GeneJET Plasmid Miniprep Kit,
GeneJET Gel Extraction Kit

Gewebekulturflaschen und —schalen

... Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Hersteller Chemikalien

Grissing Essigsaureanhydrid, Magnesiumoxid, Natriumhydrogencar-
bonat, NaOH, Salzsdure 37%, Triethylamin

Honeywell Natriumsulfat

Iris Biotech DIPEA, DMF peptide grade

Kraemer& Martin

Lancaster
Merck

metabion
R& D Systems
Riedel de Haén

Sarstedt
Sigma-Aldrich

Thermo Fischer

VWR
Westphalen

Aceton (techn.), Chloroform (techn.), Dichlormethan
(techn.), Diethylether (techn.), Ethylacetat (techn.), Metha-
nol (techn.), Petrolether (techn.)

Tetramethylharnstoff

Acetylchlorid, Benzylbromid, Molsieb 3 A, Molsieb 4 A,
Natriumazid, Natriumhydroxid, Salpetersaure, Salzsaure,
Schwefelsaure, Triphenylphosphin, Wasserstoffperoxid
Oligonukleotide

rekombinante Fucosyltransferase 5

Natrium, Natriumcarbonat, Natriumhydrogenacrbonat, Na-
triumsulfat, Kieselgel 60

Gewebekulturflaschen und —schalen, sterile Pipetten
2,5-Dihydroxybenzoesdure,  Acetonitrii  (HPLC  gra-
de), Kunipia F, Diphosgen, 4-Nitrobenzoylchlorid, 2-
Chlorethanol, HBr/Eisessig, D-Galactose, Tetrabutylam-
moniumiodid, Oxalylbromid, Kalium-tert-butanolat, meta-
Chlorperbenzoesaure

DMEM, DreamTaq, FastAP, Gene Ruler 1 kb DNA Ladder,
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder, T4-DNA-Ligase, Gentami-
cin, Page Ruler Plus prestained Protein Ladder, Penicillin G,
RPMI, Streptomycin, Trypsin-EDTA, Zeocin

Acetonitril (HPLC grade)

Ho, NH3

6.4 Medien und Puffer

Agarosegel-Auftragspuffer

0.09% (w/v) Bromphenolblau

(6x)

0.09% (w/v) Xylen Cyanol FF

60% (w/v) Glycerol

60 mM EDTA
Ampicillin-Stockldésung 100 mg/mL Ampicillin in 70% EtOH

APS-Stockldsung

10% (w/v) Ammoniumpersulfat

500X B (Biotin) steril filtriert

0.02 % (W/V) Biotin
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50 mM BisTris 50 mM BisTris (d1g), pH 6.7
100 mM NaCl
entw. 5mM MnCl,
oder 20 mM MgCl,
Coomassie-Farbeldsung 0.1% (w/v) Coomassie Brilliant
Blau R-250
1% (V/V) Eisessig
40% (v/v) Methanol
in dngO
Coomassie-Entfarbelésung 20% (v/v) Eisessig
80% (v/v) Wasser
Detektionslésung (AP) 0.1 M Tris-HCI, pH 9.5
10 mM MgClz
0.1 M NaCl
10X D (Dextrose) autoklaviert 20 % (w/v) Dextrose
DNA-Breaking Buffer 2 % (V/Iv) Triton X-100
steril filtriert 1 % (W/v) SDS
100 mM NaCl
10 mM Tris-HCI, pH 8.0
1mM EDTA
10X GY (Glycerol) autokla- 10 % (v/v) Glycerol

viert

Kanamycin-Stocklésung

20 mg/mL

Kanamycin in ddH20

Kryomedium flr Insektenzel-
len

45% (VIV)

45% (VIV)

SFX Insektenzellmedi-
um

konditioniertes SFX In-
sektenzellmedium

10% (Vv/v) DMSO
10X M (Methanol) steril fil- 5% (v/v) Methanol
triert
NBT-Stocklésung 1% (w/v) NBT in 0.1 M Tris-HCI, pH 9.5
PAGE-Probenpuffer (4x) 250 mM Tris-HCI, pH 6.8
40% (v/V) Glycerol
8% (w/v) SDS
0.004% (w/v) Bromphenolblau
PAGE-Sammelgel-Puffer (4x) 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
0.4% (w/v) SDS
PAGE-Tankpuffer (5x) 0.125 M Tris-HCI, pH 8.3
0.96 M Glycin
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0.5% (w/v) SDS
PAGE-Trenngel-Puffer (4x) 1.5M Tris-HCI, pH 8.8

0.4% (w/v) SDS
SDS-PAGE Anodenpuffer 40 mM Tris pH 8.9
SDS-PAGE Kathodenpuffer 100 mM Tris

100 mM Tricin pH 8.6
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8.0
steril filtriert 1mM EDTA
Transferpuffer 25 mM Tris

19.2 mM Glycin
auf 800 mL mit ddH,O auffal-
len, pH 8.3 einstellen

20% (v/v) Isopropanol
X-Phos-Stocklésung 0.5% (w/v) 5-

Bromchlorindolylphosphat

Dinatriumsalz in ddH>O

10X YNB (Yeast Nitrogen Ba-
se)
steril filtriert

10 % (Whv)

3.4 % (w/v)

Ammoniumsulfat

YNB

YPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose) Medium

fur Platten

in 90% Endvolumen Wasser
autoklaviert

anschlieBend Zugabe

1 % (w/v)

2 % (w/v)
2 % (w/v)

10% (V/v)

Hefe Extrakt

Agar
Trypton

10 x D-L6sung

YPDS + Zeocin (YPD + Sor-
bitol) Platten

in 90% Endvolumen Wasser
autoklaviert
nach Abklihlen auf 60 °C

6.5 Methoden

1 % (w/v)

2 % (w/v)
1M
2 % (w/v)

10% (Vv/v)
0.1 % (v/v)

6.5.1 Molecular Modelling

Die molecular Modelling Arbeiten in dieser Dissertation wurden mit dem Programm
Maestro Version 9.3.5-10.6 von Schrédinger durchgefiihrt. Proteinstrukturen wurden
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aus der Proteindatenbank geladen, dabei wurde im allgemeinen die Struktur 2RJ8 fur
Arbeiten der GTB verwendet und die Struktur 2NZY als homologe Struktur der Fuco-
syltransferase fiinf. Andere Strukturen sind, falls diese verwendet wurden, gesondert
angegeben.

Proteinstrukturen wurden mithilfe des Protein Preparation Wizard in Maestro vorbe-
reitet. Hierflr wurden folgende Optionen angewandt: Assign bond orders, add hydro-
gens, create zero-order bonds to metals, create disulfide bonds, convert selenome-
thionines to methionines, delete waters beyond 5 A from het groups. Bei Bedarf konn-
ten ebenso Seitenketten oder nicht-aufgeldste loops programmseitig eingefligt wer-
den. Kristallisationsreagenzien wie Glycerol wurden aus der Struktur entfernt, ebenso
wie die Wassermolekiile, falls sie stérend fir die folgenden Arbeiten waren. Wenn die
Wassermolekile im Protein belassen wurden, konnte deren Orientierung bei pH 6.6
analog dem des Golgi Apparates optimiert werden. Eine abschlieBende Minimierung
mit restraints der Schweratome wurde durchgefiihrt, um Spannungen in der Struktur
energetisch abzubauen.

Die Platzierung von Liganden, die nicht mittels docking im Protein erfolgte, wurde
durch manuelles oder programmgestitztes alignment anhand der nattrlichen Ligan-
den vorgenommen.

Molekiildynamik-Simulationen (MD)

Molekuldynamische Simulation wurden mithilfe des Programmes Desmond innerhalb
von Maestro durchgeflihrt. Hierflir muss zunachst ein geeignetes MolekUllsystem ge-
neriert werden, dem das Protein (eventuell mit dem Liganden) solvatisiert vorliegt. Als
Solvatationsmodell wurde fur Proteine das vorgefertigte SPC-Modell verwendet. Die
Form der Losungsmittelbox wurde anhand der Form des Proteins gewahlt, sodass
dieses nicht aus der Box herausragte und das Gesamtsystem nicht zu viele Teil-
chen enthielt. Ladungen wurden programmeseitig durch Natrium- oder Chlorid-ionen
ausgeglichen. Zuséatzlich wurde die Gesamtionstarke mit Natriumchlorid auf 0.15 M
angehoben.

Das so erstellte Modellsystem wurde dann fir MD Simulationen verwendet. Hierzu
wurde die Simulationszeit anfangs auf 1.2 ns festgelegt und diese Simulationszeit
verlangert, falls das System energetisch nicht aquilibriert war. Das Aufzeichnungsin-
tervall der Trajektorie wurde normalerweise bei den Standardwerten von 4.8 ps fiur die
Trajektorie und 1.2 ps flr die Energie belassen. Falls diese zeitliche Auflésung nicht
ausreichte wurden Simulationen mit verkirzten Aufzeichnungs-Intervallen durchge-
fihrt. Als Ensemble wurde das NPT Ensemble gewahlt, welches sowohl die Tempe-
ratur bei 300 Kelvin konstant halt als auch den Druck bei 1013 mbar. Ebenfalls wurde
das Relaxationsprotokoll des Programmes genutzt, welches das Simulationssystem
in mehreren Schritten von niedrigen Temperaturen und anfanglichen restraints flr das
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Protein auf die Zieltemperatur ohne restraints bringt.

Fir die Analyse der molekulardynamischen Simulationen wurde zunachst das Ener-
giediagramm der Simulation erstellt und auf die Konvergenz von Energie und Tem-
peratur auf einen Gleichgewichtswert hin untersucht. Wenn dies der Fall war wurde
eine qualitative Bewertung der Trajektorie vorgenommen, um eine Dissoziation des
Liganden oder starke konformationelle Anderungen auszuschlieBen.

Die Analyse der Proteinen-Ligand-Wechselwirkungen erfolgte mithilfe des Struktur-
Interaktionsdiagrammes. Dabei kann anhand der RMSD-Werte auch quantitativ nach-
vollzogen werden, ob die Bewegung von Ligand und Proteinen gemeinsam erfolgt
oder Dissoziation stattfindet. Besonders die Ligand-Protein-Kontakte ergéanzen das
statische Bild, welches aus Ligand-Interaktions-Diagrammenen besteht. Hier wird
dargestellt, Gber welchen Prozentteil der Simulationszeit eine Interaktion besteht.
Ligand Torsionsanalysen zeigen schlieBBlich, ob der Ligand energetisch unglnstige
Konformation einnehmen muss, um eine starke Wechselwirkung mit dem Protein ein-
zugehen. Hierbei werden zum einen die Winkel der frei drehbaren Bindungen in ei-
nem Histogramm dargestellt und mit der dazugehdrigen Energie hinterlegt. Zum an-
deren wird in einem Polarplot der zeitliche Verlauf der Torsionswinkel dargestellt.

Berechnung von Bindungsenergien mit Prime MM-GBSA

Fir die Berechnung von Bindungsenergien wurde auf das Programm Prime MM-
GBSA in Maestro zurtickgegriffen. Hierflr wurden einzelne Liganden in dem jewei-
ligen Protein positioniert und dann als neuer Eintrag extrahiert. Anschlie3end wurden
in dem Programm die Berechnung fiir getrennte Strukturen von Protein und Ligan-
den ausgewahlt. Die erhaltenen Energien haben neben der Bindungsenergie nach
Gleichung [B.] auf S. 27, die durch Molekilmechanik (MM) berechnet wird, ebenfalls
einen Anteil fir die Solvatation der Einzelkomponenten sowie des Komplexes durch
die generalized Born surface accessibility (GBSA) Komponente, welche eine Nahe-
rung an die Poisson-Boltzmanngleichung darstellt. Da auch diese Bindungsenergien
keine verlasslichen absolut Werte darstellen wurden sie in Relation zu einem Refe-
renzmolekil gesetzt.

Docking

FUr docking-Arbeiten wurden Liganden aus der zinc Datenbank verwendet.[84] Diese
wurden zundchst als SD-file geladen und dann mit dem Programm LigPrep fir das
docking vorbereitet. Falls n6tig wurden Filterkriterien verwendet, um die Anzahl oder
Auswahl an Liganden fur die jeweilige Fragestellung anzupassen. Als Kraftfeld wur-
de OPLS 2005 verwendet. Ladungen wurden fir den pH des Golgi von 6.7 + 0.3
erzeugt. Hierflr wurde Epik als Unterprogramm gewahlt, und Metallbindungsstellen
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erzeugt. Die Molekule wurden entsalzen und mogliche Tautomere erzeugt, wahrend
Chiralitaten, wie in der Originaldatei vorgegeben, tibernommen wurden.

Far die Erstellung eines Gitters flr das docking wurde eine zuvor vorbereitete Pro-
teinstruktur mit natrlichem Liganden geladen. AnschlieBend wurde mithilfe des Pro-
grammes glide ein Gitter erzeugt. Hierzu wurde zun&chst der natirliche Ligand als
Referenzpunkt ausgewéhlt. Eine Skalierung der Van-der-Waalsradien erfolgte nicht.
Die GréRe der Box wurde anschlieBend Uberprift, sodass die Lage und GréBe genug
Platz fUr das docking der Liganden hatte. Als flexible Seitengruppe wurde, je nach An-
spruch der docking Studie, vor allem die Hydroxygruppe von Tyrosin 126 ausgewahlt.
Um die Qualitat des so erstellten Gitters zu Uberprifen, wurde zunéchst der natdrliche
Ligand gedockt. Falls dieser eine gute Ubereinstimmung mit der Kristallstruktur auf-
wies, wurde das Gitter fir die jeweilige Fragestellung verwendet. Falls der Ligand in
seiner Positionierung stark abwich, wurden fir die Erstellung des Gitters constraints,
wie z.B. verbotene Volumina, definiert. Ebenso wurde fir bestimmte Fragestellun-
gen eine Interaktion mit dem Mangan als notwendig erachtet und ein entsprechender
constraint definiert.

Fir das docking wurde sowohl das zuvor erstellte Gitter, als auch die Datei der vor-
bereiteten Liganden ausgewahlt. Fir die Liganden wurde hierbei eine Skalierung der
Van-der-Waals Radien mit dem Faktor 0.8 vorgenommen, um eine etwas weniger ri-
gide Auswahl zu treffen. Die Préazision flir das sampling wurde anhand der jeweiligen
Fragestellung von grob (HTVS) bis fein (XP) gewahlt. Die Liganden wurden immer als
flexibel eingestellt. Sowohl Stickstoff-Inversionen wurden erlaubt, als auch das samp-
ling von Ringskonformationen. Lediglich Amide wurden mit energetischen Strafen far
nicht-planare Konformere belegt. Eine energetische Minimierung der finf energetisch
besten Posen wurde ausgewahlt. Die so erhaltenen Ligand-Posen sind anhand ih-
res docking Score sortiert, der zwar keine energetische Einheit hat, aber eine Be-
wertung der Bindungseigenschaften darstellt, die einer Energie nahe kommt. Neben
dieser quantitativen Bewertung wurde generell eine qualitative Bewertung anhand
der Ubereinstimmung der Bindunsgposition mit dem natiirlichen Liganden vorgenom-
men. Ebenso wurde eine Bewertung der besten 100 Treffer nach wiederkehrenden
Strukturmustern vorgenommen.

Als Sonderfall des dockings wurde das kombinatorische screening mit dem Pro-
gramm combiglide durchgefiihrt. Hierflir wurde die Struktur 3U0X der GTB verwen-
det. Die Erzeugung der virtuellen Edukte erfolgte analog zu dem Vorgehen im Pro-
gramm ligprep in dem Programmodul von combiglide, hier wird gezielt eine funktio-
nelle Gruppe gefiltert (z.B. Alkylhalogenide) und anschlie3end vorbereitet. Zunachst
wurde in dem Programm der Ligand 39 ausgewahlt. In diesem wurde die NH-Bindung
als reaktives Zentrum definiert. AnschlieBend wurde die Datei mit den zu knipfenden
Ligandmolekilen ausgewahlt (Alkyliodide, Saurechloride und Alkylbromide). Die Ein-
stellungen fur das docking erfolgten analog zu den Beschreibungen im Absatz zuvor.
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Eine Festlegung auf einen constraint fir das Kernmolekll wurde nicht vorgenommen.
Die Analyse der docking-Ergebnisse erfolgte zunachst anhand der Positionierung des
39-Fragmentes, dessen Piperazin-Stickstoff weiterhin innerhalb der Aspartate des
DXD-Motivs liegen sollte. Die so ermittelten 19 guten Treffer wurden anschlieBend
mit dem Programm MM-GBSA nach absteigender Bindungsenergie sortiert.

Die Arbeiten, welche mithilfe des Programmes dockblaster durchgefiihrt wurden, fan-
den mithilfe der Programmoberflache auf der Webseite statt.[83] Hierflr wurde das
docking anhand einer PDB Struktur ausgewahlt und dort der entsprechende PDB
Code (2RJ7) eingetragen und GDU (Abklirzung des Liganden UDP-Gal) ausgewahlt.
Nach vorbereitenden Schritten des Programms konnte die entsprechende Bindungs-
tasche ausgewahlt werden. Dies erfolgte mithilfe des Programmes Chimera,[133] wel-
ches eine visuelle Uberpriifung der Positionierung erlaubt. Fiir das docking selbst
wurde die Option des gréberen samplings und polarisierten scorings ausgewahlt. Als
Datenbank wurde die Auswahl der Fragmente verwendet.[84]

Homologiemodelling

Die Erstellung eines Homologiemodell erfolgte mit dem Programm Prime innerhalb
von Maestro. Dabei wurde der structure prediction wizard verwendet. Zunachst wur-
de die Aminosauresequenz des entsprechenden Proteins (Fut5) im FASTA Format
geladen. Hiermit erfolgte eine BLAST Datenbank Suche nach homologen Struk-
turen in der PDB. AnschlieBBend erfolgte die Auswahl eines passenden Templates
(2NZY). Das alignment der Proteinsequenz (hier Fut5) mit der Templat-Sequenz
(2NZY) erfolgte mithilfe der Clustal-W Programmauswahl. Anschlie3end wurde das
Modell Energie-basiert erstellt. Um einen Eindruck GUber die Qualitédt das erstellten
Modells zu gewinnen, wurde zum Einen eine qualitative Bewertung der Interaktion
des natlrlichen Substrates mit den entsprechenden Resten anhand von Literaturda-
ten zu entsprechenden Interaktionen auf Proteinseite verglichen. Zudem wurde eine
energetische Bewertung im Vergleich zu dem Templat vorgenommen.

Pharmakophormodell und screening

Die Erstellung eines Pharmakophormodells erfolgte mithilfe des Programmes Phase
innerhalb von Maestro. Da fiir die Suche von Nucleobasenanaloga keine oder nicht
ausreichend Affinitdtsdaten flr die Erstellung eines Pharmakophors vorhanden wa-
ren, wurde manuell ein Pharmakophor formuliert. Hierflir wurde auf den kristallisierten
Liganden Guanosindiphosphat der Struktur 2NZY zurlickgegriffen. Aus diesem wurde
das Guanin kopiert und die in Abbildung auf S. [64] dargestellten Pharmakopho-
reigenschaften definiert.

Da das Programm Phase fir eine Datenbanksuche ausgelegt ist, wurde zunachst
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die Datenbank mit Molekulen fir die Struktursuche hinterlegt. Die Aufarbeitung der
Strukturen erfolgte dabei in zwei Stufen. Zunachst wurden die Fragmente, die aus
der zinc-datenbank ausgewéahlt wurden, anhand der Kriterien Molekulargewicht < 300
und logP < 1.5 gefiltert. Die Vorbereitung der so ausgewahlten Strukturen erfolgte im
Programm Phase analog zu den Vorbereitungsschritten in LigPrep, jedoch wird be-
reits eine Generierung verschiedener Konformere vorgenommen. Des weiteren wur-
de der Katalog des National Cancer Institutes ausgewahlt (der ebenfalls in der zinc-
Datenbank verflgbar ist) und wie vorher fir eine Datenbanksuche vorbereitet.

Die anschlieBende Suche nach Treffern erfolgte durch Auswahl der zuvor erstellten
Hypothese. Die bereits existenten Konformere wurden in dieser Suche verwendet
und es wurden mindestens funf der zehn méglichen Pharmakophoreigenschaften als
Voraussetzung fur Treffer gefordert.

Innerhalb dieser Auswahl an Molekilen sollten diejenigen ausgewahlt werden, wel-
che die groé3te chemische Diversitat aufweisen. Hierfir wurden die Molekule in das
Programm canvas Gbernommen und dort programmgestitzt 3D pharmacophore fin-
gerprints fur Drei- und Vier-Punkt Pharmakophore erzeugt. Die bereits vorhandenen
Konformere wurden dabei tibernommen. Anhand dieser fingerprints wurde dann eine
Auswahl der Molekiile nach gréBtmdglicher Diversitat Gber die Soergel Distanzmatrix
vorgenommen.[134]

6.5.2 Molekularbiologische Arbeiten

Die molekularbiologischen Arbeiten wurden, soweit nicht anders angegeben, nach
Sambrook und Ausubel durchgefuhrt.[135, [136] Es wurde generell Reinstwasser fur
alle Lésungen verwendet. Um die Haltbarkeit der Medienpuffer zu erhéhen wurden
diese entweder sterilfiltriert oder mittels Wasserdampf in einem Autoklaven fir 20 Mi-
nuten bei 120 ° C sterilisiert. Die praktische Durchflihrung der molekularbiologischen
Arbeiten erfolgte in einem Labor der Sicherheitsstufe eins nach GenTG.

Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Vervielfaltigung kleinster DNA-Mengen wurde die Polymerasekettenreaktion ein-
gesetzt. Durch die Wahl geeigneter Oligonukleotide, die als Primer der Reaktion die-
nen, ist es mdglich, nicht nur sequenzspezifische Abschnitte zu vervielféltigen son-
dern auch gezielt Schnittstellen in die DNA einzubringen. Es wurden die Mengen bzw.
Konzentrationen aus Tab. [6.4] verwendet.

Fir die Reaktion werden jeweils drei Schritte wiederholt (s. Tab. [6.5). Dies ist zu-
nachst das Denaturieren der DNA bei 94 ° C gefolgt von einer annealing Phase, die
von der Schmelztemperatur der eingesetzten Primer abhangt und der abschlieen-
den Elongationsphase die bei 72 ° C erfolgt. Hierbei wird durch eine hitzestabile DNA
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Substanz Menge/Konzentration
DNA 1 uL (100 ng/ul)
forw. Primer 0.5 uL (1000 ng/ulL)
rev. Primer 0.5 uL (1000 ng/uL)
Pfx Puffer 2.5 ul

Pfx Polymerase 0.5 uL

Wasser 20 uL

Tabelle 6.4: Standardansatz einer PCR.

Polymerase in Gegenwart der jeweiligen Desoxyribonukleosidtriphosphaten der Kom-
plementarstrang synthetisiert.

Reaktionsschritt Temperatur [ °C] Zeit [sec]

prim. Denaturierung 94 120 x1
Denaturierung 94 30

annealing Tm-5 30 x30
Elongation 68 75

fin. Elongation 68 120 x1

Tabelle 6.5: Standard Programm einer PCR-Reaktion.

Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung, Identifizierung und Isolierung von DNA wurde die Agarosegelelek-
trophorese eingesetzt. Die Auftrennung erfolgt dabei in einem elektrischen Feld an-
hand der Gré3e. Die in dieser Arbeit eingesetzten einprozentigen Agarosegele wur-
den folgendermafen hergestellt: 0.5 g Agarose wurden in 50 mL 0.5x TE-Puffer sus-
pendiert und zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wurden 5 pL Ethidiumbromid zuge-
geben und die Lésung in eine GieBkammer Gberflhrt. Nach dem Ausharten wurde
das Gel in eine Lautkammer mit TE-Puffer gegeben. Die Proben wurden mit 6x Bela-
dungspuffer aufgetragen und tber 10-60 Minuten bei einer Spannung von 140-160 V
getrennt. AnschlieBend erfolgt die Detektion mittels UV-Licht wahrend die GréBenzu-
ordnung durch einen DNA Standard mdglich war.

Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Um DNA wieder aus Agarosegelen zu extrahieren, wurde das Genejet Gel Extraction
Kit verwendet. Dabei wird die DNA unter hoher Salzkonzentration an einem Silica-
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Matrix gebunden und mit Wasser wieder eluiert. Hierfir wurden die DNA Banden aus
dem Gel ausgeschnitten und mit Bindepuffer fir 10 Minuten unter Schitteln bei 55 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde diese Lésung auf die Zentrifugensaule gegeben und
zentrifugiert. Nach einem Reinigungsschritt mit 700 L Waschpuffer wurde die S&ule
durch Zentrifugation getrocknet. Die anschlieBende Elution erfolgte mit destilliertem
Wasser fir 1 Minute bei 12000 g.

Hydrolyse von DNA mittels Restriktionsenzymen

Fr den Restriktionsverdau wurde DNA anhand der Herstellervorgaben mit einer ent-
sprechenden Menge Restriktionsenzyme und Puffer versetzt. Die Reaktionszeit be-
trug 5-300 Minuten und die Temperatur wurde ebenfalls nach Herstellervorgaben flr
das jeweilige Enzym eingestellt.

Dephosphorylieren von DNA-Fragmenten

Fir die Dephosphorylierung der terminalen Phosphatgruppe eines DNA Stranges
wurde 1 uL Phosphatshase fiir 10 Minuten bei 37 °C zu dem jeweiligen Restriktions-
verdau gegeben.

Extraktion von DNA-LAsungen

Die Abtrennung von Proteinen aus DNA Lésung wurde durch eine Phenol/Chloroform
Extraktion erreicht. Hierfir wurde die Probe mit 0.5 Volumina Phenol und 0.5 Volu-
mina Chloroform versetzt und geschuttelt. Die wassrige Phase mit DNA wurde abge-
nommen. Es folgte eine Ethanolfiillung der DNA.

Ethanolfédllung von DNA

Fir die Fallung und Konzentrationserhéhung wurden zu einem Volumen DNA L6-
sung drei Volumina eiskaltes Ethanol und ein Zehntelvolumen 3 M Natriumacetat-
l6sung pH 5.2 zugegeben. Nach kraftigem Schuitteln wurde die Lésung 20 Minuten
bei 4 °C und 20.400 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-
Pellet mit 100 uL 70-prozentigem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
bei gleichen Bedingungen wie oben wurde der Uberstand verworfen und die DNA
getrocknet, um sie anschlieBend in Wasser aufzunehmen.

DNA-Ligation

FUr die Ligation wurden Vektor und DNA-Fragment in einem Verhéltnis von etwa eins
zu flnf eingesetzt. Zu einem Gesamtvolumen von 20 pL DNA wurden weiterhin 2 uL
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Ligations-Puffer und 1 uL T4 DNA-Ligase gegeben. Die Ligation erfolgte entweder fir
drei Stunden bei 37 °C oder tber Nacht bei Raumtemperatur.

Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Ausgehend von einer Vorkultur wurden 2 mL SOB-Medium mit 2 mL dieser Kultur in-
okuliert. Diese Kultur wurde bis zu einer OD von 0.6 wachsen gelassen und anschlie-
Bend bei 4 °C und 2000 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 80 mL
eiskaltem Inoue Transformationspuffer resuspendiert und wie zuvor zentrifugiert. An-
schlieBend wurden die Zellen in 10 ml Transformationspuffer resuspendiert und nach
10 Minuten Inkubation auf Eis mit 750 uL DMSO versetzt. Alquots von 100 uL wurden
zunéchst in fliussigem Stickstoff eingefroren und dann bei -80 ° C gelagert.

Herstellung kompetenter P. pastoris-Zellen

Es wurde eine Uber Nacht Kultur Pichia pastoris angesetzt. Hiervon wurden 700 ulL
zu 500 mL frischem YPD-Medium in einem 2 L Erlenmeyer Kolben gegeben. Die
Zellen wurden Uber etwa 20 Stunden bis zu einer optischen Dichte von 1.5 wachsen
gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (4000 rpm, 5 Minuten, 4 °C)
und in 500 mL eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die Zellen in 250 mL eiskaltem Wasser resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurden die Zellen in 20 mL eiskalter 1 M Sorbitol-Lésung aufgenommen. Nach der
abschlieBenden Zentrifugation wurden die Zellen in 1.5 mL eiskalter 1 M Sorbitol-
Lésung aufgenommen.

Chemische Transformation von E. coli

Far die Transformation von E. coli wurde die Hitzeschockmethode angewandt. Hierfur
wurden kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und mit 10 pL eines Ligationsansatzes
vermischt. Diese Lésung wurde anschlieBend 30 Minuten auf Eis inkubiert um sie
anschlieBend 90 Sekunden in ein 42 ° C warmes Wasserbad zu Uberfiihren. Direkt im
Anschluss wurde die Suspension wieder auf Eis gekihlt und mit 1 mL 2YT-Medium
versetzt. Dieser Ansatz wurde fiir 1 Stunde bei 37 °C und 220 rpm inkubiert und
anschlieBend 200 nL dieser Lésung auf LB-Agarplatten mit einem entsprechenden
Antibiotikum ausplattiert. Uber Nacht erfolgte ein Wachstum bei 37 °C. Diese Platten
sind bei Versiegelung und invertierter Lagerung bei 4 °C etwa einen Monat haltbar.
Fir eine langere Lagerung wurden Kulturen der Kolonien mit 1/5 Glycerol versetzt
und bei -80 ° C gelagert.
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Transformation von P. pastoris durch Elektroporation

100 uL der eisgeklUhlten kompetenten Zellen wurden mit 50 ug linearisierter Plas-
mid DNA versetzt und in eine eisgeklhlte Elektroporationskiivette Uberfihrt. Auf Eis
erfolgte fir 5 Minuten eine Inkubation und anschlie3end die Elektroporation. Dabei
wurden folgende Einstellungen verwendet: Ladespannung 1000 V, Kapazitat 25 uF,
Widerstand 481 Q und Zeit 12 ms. Direkt nach dem Strompuls wurde 1 mL eiskalte
1 M Sorbitol-Lésung zu den Zellen gegeben. Die Zellsuspension wurde fir 1 Stunde
bei 30 °C ohne Schitteln inkubiert. 100 uL der Zellsuspension wurden auf YPDS-
Platten mit Zeocin ausplattiert. Die Inkubation erfolgte fiir 2-3 Tage bei 30 °C. Diese
Platten sind bei Versiegelung und invertierter Lagerung bei 4 °C etwa einen Monat
haltbar. Flr eine langere Lagerung wurden Kulturen der Kolonien mit 1/5 Glycerol
versetzt und bei -80 ° C gelagert.

Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid DNA erfolgte dem Genejet Miniprepkit 1l. Ausgehend von
einer Uber-Nacht-Kultur wurden 2 mL derselben zentrifugiert und der Uberstand ver-
worfen. Das Bakteriensediment wurde in 250 uL eiskalter Resuspensions-Lésung mit
RNAse aufgenommen. AnschlieBend wurden 250 uL Lysepuffer hinzugegeben und
stark geschittelt. Nach Zugabe von 350 pL Neutralisierungslésung wurde wiederum
geschuttelt und der farblose Niederschlag fur 5 Minuten bei 12.000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde auf eine Zentrifugensaule gegeben und bei 12.000 g eine Mi-
nute eluiert. Dieser Durchfluss wurde verworfen und anschlie3end noch zweimal mit
je 500 uL Waschpuffer eluiert. Nach Trocknung der Saule durch Zentrifugation wurde
die DNA mittels Wasser von der Saule eluiert.

Isolierung von chromosomaler DNA aus Hefen

Ausgehend von einer Uber-Nacht-Kultur eines einzelnen Pichia pastoris Stammes
wurden die Zellen durch Zentrifugation abgetrennt und in 200 L Breaking-Buffer
suspendiert. Mithilfe von 0.3 g sterilen Glasperlen und 200 uL Phenol/Chloroform im
Verhaltnis 1:1 wurde der Aufschluss durch 3 Minuten Vortexen erreicht. Es wurden
200 pL TE-Puffer hinzugefiigt und 2 min bei 14000 g zentrifugiert. Der klare Uber-
stand wurde abgenommen und die DNA mittels 1 mL eiskaltem Ethanol gefallt. Die
DNA wurde durch Zentrifugation bei 12000 g abgetrennt. Es folgte ein Waschschritt
mit 70 % eiskaltem Ethanol und nach Zentrifugation wie vorher wurde das Pellet an
der Luft getrocknet und in 100 uL Wasser aufgenommen.
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Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung von DNA und RNA erfolgte photometrisch unter Beriicksichtigung
des Verhaltnisses der Extinktionen bei 280 nm und 260 nm.

Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde durch die Firma GATC-Biotech nach der Sanger
Methode durchgefiihrt.[137]

6.5.3 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten mit Insektenzellen wurden unter einer sterilen Laminarstromungsbank
absolviert. Arbeiten mit Hefezellen wurde mithhilfe eines Bunsenbrenners durchge-
flhrt.

Kultivieren und Passagieren von Sf9-Zellen

Die Kultivierung erfolgte mithilfe eines Inkubators bei 27 ° C und 95 % Luftfeuchtigkeit
in dem Kulturmedium HyClone SFX-Insect Media mit 10 ug/mL Gentamycin. Fir die
adharente Kultivierung wurden Gewebekulturflaschen aus Polystyrol mit Filter ver-
wendet.

Das Passagieren der Zellen erfolgte durch die Entfernung des alten Kulturmediums
und Zugabe einer entsprechenden Menge frischen Kulturmediums und anschlieBen-
des Abklopfen der Zellen. Durch Pipettieren wurden die Zellen vereinzelt und nach
Auszahlung wurde eine geeignete Verdinnung in einer neuen Kulturflasche ange-
setzt.

Kultivieren und Hefe-Zellen

Das Wachstum von Hefen in Flissigkultur wurde bei 30 ° C und Schitteln mit 230 rpm
durchgefihrt.

Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl wurde ausgehend von einer Zellsuspension durch Ein-
satz von 10 uL Zellen mit der gleichen Menge Trypanblau und 20 pL Wasser durch-
gefihrt. Nur lebendige Zellen zeigen dabei keine Blaufarbung. Die Auszahlung dieser
Zellen erfolgte mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop. Dabei wur-
de die Anzahl von Zellen in 16 Kleinquadraten mit dem Faktor 4x10 * multipliziert um
die Zellzahl pro Milliliter zu erhalten.
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Expression mittels Sf9-Zellen

Transfektion von Sf9-Zellen In einer 25 cm? Gewebekulturflasche wurden 1.5x10 ©
Sf9-Zellen ausgesat und fir 30-60 Minuten adhérieren gelassen. Es wurden 10 uL
Cellfectin II, 1 g Vektor DNA und 0.25 n.g linearisierte Baculo-DNA zu 100 pL Insek-
tenzellmedium gegeben und vermischt. Diese Lésung wurde fir 30-45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend auf 900 pL mit Zellmedium aufgefullt.
Anschlie3end wurde das Uberstehende Medium der ausgesaten Zellen abgenommen
und stattdessen das Transfektionsgemisch zugegeben. Es folgte eine Inkubation flr
4 Stunden bei 27 ° C unter gelegentlichem Schwenken. AnschlieBend wurde das Vo-
lumen mit Gentamycin-enthaltendem Insektenzellmedium auf 5 mL aufgefillt und far
72 Stunden bei 27 ° C inkubiert. Dieser Zelliberstand stellt den P1-Virusdock dar und
wurde abgenommen, die zelluldren Bestandteile durch Zentrifugation bei 500 g fir
5 Minuten abgetrennt und der Uberstand unter Lichtausschluss bei 4 ° C gelagert.

Virusamplifikation und Herstellen von Baculovirus-infizierten Sf9-Zell-
Kryostocks In einer 175 cm? Gewebekulturflasche wurden 2.5x107 Sf9-Zellen
ausgesat und fir 30-60 Minuten adhérieren gelassen. AnschlieBend wurde der
Uberstand an Medium abgenommen und 25 mL Insektenzellmedium zugegeben.
Hierzu wurden 100-500 uL des P1-Virusstocks gegeben und die Zellen 72 Stunden
bei 27 ° C inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und stellt den Virusstock-P2
dar.

Testexpression Je 1x10 ° Sf9-Zellen in 2 mL Medium wurden in einer Six-Well Ge-
webekulturschale ausgesat und fir 30-60 Minuten Zeit zur Adhé&sion gelassen. Vom
Virusstock-P2 wurden 6 verschiedene Mengen zu den Zellen gegeben und dieser
Ansatz flr 72 Stunden bei 27 °C inkubiert. Der Zelliiberstand wurde anschlieBend
auf den Erfolg der Expression Uberprift (s. Abb. [6.7).

Expression von Proteinen im groBen MaBstab Die Expression von gréf3eren Pro-
teinmengen wurde in Suspensions-Schiittel-Kultur durchgefihrt. Daflir wurden Insek-
tenzellen auf eine Dichte von 1.5x10 8/mL verdiinnt und in Volumina bis zu 500 mL in
Gewebekulturflaschen Uberfiihrt. AnschlieBend wurde entsprechend der Testexpres-
sion eine passende Menge Virusstock zugegeben und die Zellkultur fir 72 Stunden
bei 27 °C und 100 rpm inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation bei
4000 g und 4 °C abgetrennt und das Protein aus dem Uberstand isoliert.
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Abb. 6.1: Auf der rechten Bahn dieses Blots kann man die Testexpression Amplifikationsrun-
de | der Fucoslytransferase erkennen. Auch mehrmalige Versuche einen starkeren
Virsutiter zu amplifizieren blieben unerfolgreich. Daher wurde mit diesem Virusstock
exprimiert. Die Detektion erfolgte mit anti Fut3 AK und anti rabbit AK + AP-Konjugat.

Expression mittels Hefe-Zellen

Zu 25 mL Komplexmedium BMGY (bzw. Minimalmedium) wurde eine Einzelkolonie
oder eine Kryokultur zum Animpfen gegeben und diese Suspension bis zu einer OD
von 3-6 bei 30 °C und 230 rpm wachsen gelassen (etwa 24 Stunden). Die Zellen
wurden durch Zentrifugation bei 1500 g und Raumtemperatur Uber 5 Minuten pellet-
tiert und dann im Induktionsmedium BMMY zu einer OD von 1 resuspendiert. Die
Proteinexpression erfolgte Uber fiinf Tage bei 30 °C und 230 rpm unter Zugabe von
ein Prozent Methanol alle 24 Stunden. Alle 12 Stunden wurde eine Probe fir die Un-
tersuchung der Expression abgenommen. Diese wurde anschlieBend auf den Erfolg
der Expression untersucht.

6.5.4 Proteinbiochemische Methoden
Immobilized Metallion Affinity Chromatography (IMAC)

Fir die Reinigung von Proteinen aus Kulturliberstanden wurde mithilfe eines FPLC
Systems Akta-Start die IMAC durchgefiihrt. Hierzu wurden der Zelliiberstand mit Na-
tronlauge auf pH 8 justiert und die zellularen Bestandteile durch Zentrifugation bei
4000 g und 4 °C flr 45 Minuten entfernt. Es folgte eine Filtration mithilfe einer Tangen-
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tialflussfiltration bei einer PorengréBe von 0.45 um. Die erhaltene Lésung wurde nach
Aquilibrierung einer Nickel-Sepharose-Saule mit 10 mL PBS bei pH 8 ebenfalls mit
einer Flussrate von 1 ml/min auf die Saule geleitet. AnschlieBend wurden als Wasch-
I6sung zunachst 10-50 ml PBS und anschlieBend zweieinhalb Prozent einer 300 mM
Imidazol-Lésung Uber die Saule geleitet, um unselektiv gebundene Proteine zu eluie-
ren. Die Elution des Zielproteins erfolgte mit einem Gradienten derselben 300 mM
Imidazol-Lésung in PBS. Dabei wurden Fraktionen von 1.5 ml aufgefangen.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Polyacrylamid-Gele wurden in einem senkrechten GieBBstand hergestellt. Dabei wur-
de aufgrund der ausreichenden Trennleistung auf ein Sammelgel verzichtet. Fir das
Trenngel wurden Konzentrationen von 10-20% Polyacrylamid angesetzt. Beispielhaft
ist in Tab. die Zusammensetzung fir 17,5 % angegeben.

Trenngel
Wasser 4.05 mL
Trenngelpuffer 6.25 mL
Acrylamid-Lésung 14.6 mL
Ammoniumpersulfat-Lésung (10%) 75 ul
TEMED 20 uL
gesamt 25 mL

Nach dem Mischen der Flissigkeiten in obiger Reihenfolge wurden die Gele direkt
gegossen, da die Polymerisation mit Zugabe des Persulfates startet. Zwischen die
Glasscheiben wurden anschlieBend Teflon-Kdmme flr die Geltaschen geschoben.
Die Polymerisation war nach etwa 1 h beendet und die Gele wurden anschlieBend
bis zur Verwendung in befeuchtetem Papier bei 4 ° C gelagert.

Die Proben wurden mit der entsprechenden Menge Probenpuffer fiir etwa 5 Minuten
aufgekocht. AnschlieBend wurden die Lésungen auf das Gel aufgetragen und fir die
Molekulargewichtbestimmung ebenso ein Marker aufgetragen. Die Gelelektrophore-
se wurde bei einer Spannung von 140-160 V durchgefihrt. Das Ende war erreicht,
wenn das Bromphenolblau des Probenpuffers das untere Ende des Gels erreicht hat-
te.

Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Die Farbung von Gelen nach der Elektrophorese erfolgte fiir 30-60 Minuten in einer
Schale mit Coomassie-Farbelésung. Die Entfarbung der Gele erfolgte durch Inkuba-
tion mit Essigsaure.
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Elektrophoretischer Proteintransfer (Western-Blot)

Es wurde das Verfahren des semi-dry Blottens verwendet. Dabei wird das Gel auf
einer Nitrozellulosemembran platziert und unter dem Einsatz von geringen Mengen
Transferpuffer einer konstanten Stromstarke ausgesetzt. Fir die Bindung des Trans-
ferpuffers wurde Filterpapier eingesetzt. Dieser Stapel wurde zwischen zwei Elektro-
den platziert und mit 80 mA pro Blatt fiir 90-120 Minuten entwickelt.

Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen (immunprinting)

Zunachst wurden unbelegte Stellen der Nitrozellulosemembran far 30 Minuten in 4 %
MPBS (Milchpulver in PBS-Puffer) blockiert. Danach wurde eine geeignete Verdin-
nung des Primarantikdrpers in 2 % MPBS fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur ge-
schwenkt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde eine geeignete Verdinnung
des Sekundarantikdrpers als AP-Konjugat (alkalische Phosphatase) wiederum in 2 %
MPBS fir 2 Stunden unter schwenken auf den Blot gegeben. Nach erneutem dreima-
ligem Waschen mit kaltem PBS wurde der Nachweis in 10 mL AP-Detektionspuffer,
125 L NBT-Stocklésung und 125 pL X-Phos-Stocklésung durchgefiihrt. Nach erfolg-
ter Farbreaktion im Dunkeln wurde der Blot getrocknet und konnte abgelichtet wer-
den.

6.5.5 Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)

Die Fucosyltransferase funf wurde fir die SPR Experiment in manganhaltigen BisTris
Puffer Gberfuhrt. Hierfir wurden Dialyse-Membranen mit einer Ausschlussgréi3e von
10.000 g pro Mol verwendet anschlieBBend erfolgte eine fotometrische Bestimmung
der Enzymkonzentration.

Die Immobilisierung des Enzyms auf dem Sensorchip CM5 wurde nach verschiede-
nen Protokollen durchgefihrt.

1. Die Periodatspaltung wurde mit der Fucosyltransferase 5 in PBS Puffer bei pH
7.2 und einer Konzentration von 90 pg/ml durchgefiihrt. 300 L dieser Lésung
wurden mit 300 uL 20 mM Natriumperiodatlésung in Acetatpuffer bei pH 5.5
(100 millimolar) verdinnt und diese Losung wurde in Dunkelheit und bei Raum-
temperatur fir 35 Minuten geschittelt. Danach wurde die Lésung mit einer
NAP5 GréBenausschluss-Chromatographiesaule auf 10 mM Acetatpuffer pH 4
gebracht und somit das Periodat entfernt. Die nun vorliegende Konzentration be-
trug lediglich 10 ng/ml. Ein CM5 Sensorchip wurde wiederum mit EDC/NHS bei
5 pL/min aktiviert und anschlieBend wurden 5 mM Hydrazin in Wasser immo-
bilisiert. Nach einem capping mit Ethanolamin wurde das Protein fir 420 s bei
5 5 pL/min immobilisiert und die gebildeten Immine anschlielBend mit 100 mM
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Natriumcyanoborhydrid in Acetatpuffer reduziert. Da bei diesem Vorgehen le-
diglich 100 RU des Proteins immobilisiert werden konnten, wurde die Lésung
auf eine Konzentration von 60 pug/ml reduziert. Auch hiermit war eine Immobili-
sierung nicht erfolgreich.

2. Um die Fucosyliransferase 5 mittels Antikdrper nichtkovalent auf dem Sen-
sorchip zu immobilisieren wurde ein V5 Antikorper mit einer 20 kDa Dialyse-
membran in Acetatpuffer bei pH 5 dialysiert, um das enthaltene Natriumazid zu
entfernen. Nach Aktivierung des Sensorchips mit EDC/NHS wurden bei einer
Flussrate von 5 5 pL/min 10500 RU immobilisiert. Dennoch schlug ein capture
der Fucosyltransferase 5 fehl, da diese vermutlich proteolytischen zersetzt war.
Eine Kontrolle mit dem humanen Fetuin, welches ebenfalls ein V5 Antikorperepi-
top enthalt, zeigte einen erfolgreichen capture von 3000 RU. Dies entspricht
sehr gut dem Molgewichtsverhaltnis von etwa 1 zu 3.

3. Fir die erfolgreiche Kupplung mittels Amid-Bindungskniipfung wurde die Chi-
poberflache unter Verwendung von EDC/NHS bei einer Flussrate von 5 pL/min
aktiviert. AnschlieBend wurde die Fucosyltransferase bei einer Flussrate von
ebenfalls 5 pL/min fir 120 Sekunden Uber die Flusszelle geleitet. Dabei wur-
de eine Immobilisierung von 8.000-11.000 RU erreicht. AnschlieBend wurden
sowohl Referenzzelle als auch Mef3zelle mit Ethanolamin deaktiviert.

Flr das Screening der Liganden wurden diese in BisTris Puffer mit 5 % DMSO geldst
und der Uberstand abgenommen. Eine Konzentrationsbestimmung erfolgte anschlie-
Bend mittels "H-NMR unter Verwendung von 5 mM BisTris als internem Standard. Die
Liganden wurden in Konzentrationen von 0 mM bis zur Sattigung (maximal 500 uM)
vermessen. Dabei wurde eine Flussrate von 10 pL/min bei 25 °C eingestellt. Die
Kontakizeit betrug 120 Sekunden und anschlieBend erfolgte die Regeneration Gber
300 Sekunden durch das Spilen mit Puffer. Alle 10 Messungen erfolgte eine Kon-
trolle der Aktivitdt mit GDP. Da die Aktivitat im DMSO-haltigen Puffer nach UGber die
Messzeit stetig abnahm, wurde nach etwa 20 Stunden eine neue Messzelle fir die
Immobilisierung der Fucosyltransferase 5 genutzt.

6.5.6 Sattigungstrasfer-Differenz-NMR (STD-NMR)

Die STD-NMR-Experimente erfolgten in 50 millimolar BisTris-d{g Puffer. Als Metall-
ion fur diese Messungen wurde 20 millimolar Magnesium verwendet und der pH
betrug 6.7 (unter Berlcksichtigung der Korrektur von 0.4 Einheiten flr deuterierte
Lésungen). Aufgrund der geringen Enzymmenge wurde in einem 3 mm Rdhrchen
eine Gesamtkonzentration von 1 M Fucosyltransferase 5 durch Verdiinnung auf ein
Endvolumen von 180 uL eingestellt. Fir diese Messungen wurde kaufliche Fucosyl-
transferase von R& D Systems verwendet. Diese lag in Tris Puffer (25 mM) vor, der
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folglich mit verdinnt wurde. Diese Verunreinigung wurde wegen der geringen Pro-
teinmenge in Kauf genommen und anschlieBend als interner Standard verwendet.
Die Akquisition der NMR Spektren erfolgte mit dem Pulsprogramm stddiffesgp3 bei
298 K. Es wurden jeweils 512 Inkremente on- und off-resonance aufgenommen. Als
Einstrahlpunkte wurden 40 ppm off-resonance und 1.4 ppm on-resonance verwen-
det. Die Sattigungszeit betrug 2 s, ebenso wie der Relaxationsdelay. Fir die Unter-
driickung der Wasserresonanz wurde ein 2 ms Sekunden Puls bei 34 dB verwendet.
Die Unterdriickung unerwiinschter Proteinsignale erfolgte mit einem 50 ms Sekunden
Spinlock-Puls bei 30 dB.

Das pseudo 2D-Spektrum wurde in das jeweilige on- und off-resonance Spektrum
separiert und ein Differenzspektrum durch Subtraktion erstellt. AnschlieBend wurde
das off-resonance Spektrum prozessiert und die Phasenkorrektur in die folgenden
Spektren Gbernommen.

Mittels serieller Integration wurden die Flachen der ausgewahlten Signale bestimmt
und daraus die absoluten STD-Prozente ermittelt. STD-Amplifikationsfaktoren, fir die
Ermittlung der Dissoziations- und Inhibitions-konstanten, wurden durch Multiplikation
mit dem Ligand Uberschuss erhalten.

6.5.7 NMR-Progresskurvenanalyse

Nach Dialyse des Enzyms (Ausschlussgrof3e 10 000 g/mol) in deuteriertem BisTris-
Puffer mit Magnesium als bivalentem Kation erfolgte die Messung der Enzymaktivitat
mithilfe eines 500 MHz NMR. Hierftr wurde ein 3 mm NMR-R&hrchen mit einem Volu-
men von 180 ul Lésung verwendet. Hierin waren 1.5 M Fucosyltransferase 5, 1 mM
N-Acetyllactosamin und 20 U alkalische Phosphatshase geldst. Nach der Akquisition
eines Referenz-Spektrums fir die Startkonzentration des Akzeptorsubstrates und Op-
timierung der sonstigen Parameter, wie Wasserunterdriickung, wurde GDP-Fucose
als Donorsubstrat bis zu einer Konzentration von 2 mM zugegeben. Gleichzeitig stellte
dies den Startzeitpunkt der Reaktion dar. Fir die folgende Aufnahme von 128 Expe-
rimenten alle 29 Minuten wurde das Pulsprogramm zgesgp2D_4 verwendet. Wurden
die 1D-Spektren aus dem Pseudo 2-D Spektrum extrahiert und seriell prozessiert. Es
wurde ein LB von 0.5 verwendet. Durch serielle Integration wurden die Stoffmengen
bezogen auf das Referenz-Spektrum ermittelt. Mithilfe dieser Konzentrationen und
der zugehdrigen Zeitpunkte konnte durch Anpassung der Kurve durch das Programm
Matlab die Bestimmung der Enzymparameter Ky und V.« erfolgen.
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6.6 Synthesen

NMR-Spektren in Chloroform wurden mit Tetramethylsilan als Standard aufgenom-
men. Wassrige Proben wurden mit Aceton versetzt und anhand des Losungsmittelsi-
gnals referenziert.[138]

Darstellung von 2-Chlorethyl-a-D-galactopyranosid 9

Das Patent nach Szabilowski wurde vom technischen auf den Labormaf3stab Uber-
tragen. [139]

23.9 g (132 mmol) b-Galactose wurden in 40 ml Chlorethanol bei 120 ° C geldst. Die
Losung wurde auf 60 ° C abgekiihlt und dann wurden 10 g Calciumsulfat sowie kataly-
tische Mengen Amberlite IR120 zugegeben. Die Lésung wurde bei dieser Temperatur
flr 24 Stunden gerthrt und anschlieBend die Feststoffe durch Filtration entfernt. Das
Lésungsmittel wurde destillativ entfernt. Der resultierende Sirup war rein genug fir ei-
ne direkte Benzylierung im nachsten Schritt, konnte aber auch durch Umkristallisation
aus Ethanol Uberschichtet mit Petrolether rein dargestellt werden.

Charakterisierung

HO OH
(@)
Ri-Wert (DCM/MeOH 4:1): 0.45. HO
HRMS (ESI): [M+Na]* ber. fir HO
o

CgH15C|OGNa 265.045, gef 265.045. (0]

C8H15OGC|

242.66 g/mol

"H-NMR (400 MHz, D,0) 6 = 5.01 (1H, d, 3Ji1 .12 = 3.8 Hz, H1), 4.04 (1H, dd, Jus 16
=6.2 HZ, H5), 3.99-3.96 (m, 2H, H4, H1’a), 3.88 (1 H, dd, 3JH2,H3 =35 HZ, 3J|-|3,|-|4 =
10.5 Hz, H3), 3.85-3.81 (2H, m, H1’a, H2), 3.80-3.78 (2H, m, H2'), 3.73 (2H, d, 15 16
= 6.2 Hz, H6) ppm.

3C-NMR (100 MHz, D,0O) ¢ = 98.5 (C1), 71.1 (C5), 69.4 (C3), 69.2 (C4), 68.3 (C1’),
68.2 (C2), 61.2 (C6), 43.4 (C2) ppm.

Darstellung von 2-Chlorethyl
2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosid 10

Variante 1 Die Reaktion wurde unter Stickstoffschutzatmosphare durchgefiihrt. Es
wurden 2.35 g (8.9 mmol) 8 in 12 mL absolutem Dichlormethan gelost und 1.24 g
(3.81 mmol) Tetrabutylammoniumbromid sowie 1.3 mL DIPEA zugegeben. Danach
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wurden 266 uL (4 mmol) Chlorethanol hinzugefiigt und die Lésung far 22 Stunden
bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde mit 20 mL Dichlormethan verdiinnt
und zweimal mit jeweils 20 mL dest. Wasser, 1M Salzsaure, ges. Natriumhydrogen-
carbonat, und erneut mit dest. Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Die saulenchromatographische Reinigung erfolgte mit PE/EE 2:1 als Eluent.
Ausbeute: 1.58 g (2.62 mmol, 67 %) eines gelben Ols.

Variante 2 Die Reaktion wurde unter Stickstoffschutzatmosphéare durchgefiihrt. Es
wurden 2.48 g (10.2 mmol) 9 in 5.00 mL DMF geldst und bei 4 ° C zu einer Suspensi-
on von 1.91 g (79.6 mmol, 7.79 eq.) Natriumhydrid in 12.0 mL (82.8 mmol, 8.10 eq.)
Benzylbromid getropft. Die Suspension wurde bei Raumtemperatur fir 60 h gerihrt.
Nach der Entfernung des Lésungsmittels unter vermindertem Druck wurde der Ruck-
stand drei mal mit Ether extrahiert. Die organische Phase wurde zwei mal mit Wasser
und zwei mal mit ges. Kochsalzldsung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Eine Saulenfiltrations Uber Silica mit PE um Benzylbromid zu eluieren folgte die Elu-
tion mit PE/EE (2:1). Nach Entfernung des Lésungsmittel wurden 3.67 g (6.09 mmol,
59 %) eines gelben Ols erhalten.

Charakterisierung

Ri-Wert (PE/EE 2:1): 0.71. BnO OBn
Drehwert: [a]o? = +68.0° (c=0.45, O
CHCly). BnO A~
(ES') [M+Na]+ ber. flir C3gHz9ClOgNa O\/\CI
625.2327, gef. 625.2329, [M+K]* ber. fiir
CasHaoClOGK 641.2067, gef. 641.2071. Ca6H39C106
603.14 g/mol

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 = 7.40-7.20 (20 H, m, Haom), 4.93 (1H, 2y = 11.3 Hz,
CH,-Ph), 4.83 (1H, 2Jiy1 = 12.1 Hz, CH,-Ph), 4.82 (1H, d, 3Jy1 12 = 3.4 Hz, H1), 4.80
(1H, 2Jun = 12.1 Hz, CHy-Ph, 7.72 (1H, 2Jyn = 11.3 Hz, CH»-Ph), 4.66 (1H, Uy n
= 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.56 (1H, 2Jy 4 = 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.45 (1H, 2Jy 4 = 12.1 Hz,
CH,-Ph), 4.38 (1H, 2Jy 1 = 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.04-4.00 (1H, m, 5H), 4.04 (1H, dd,
3JH1,|-|2 =34 HZ, 3JH2,H3 =95 HZ, H2), 3.96-3.92 (1 H, m, H4), 3.90-3.88 (1 H, m, H3),
3.84-3.70 (2H, m, OCHy,), 3.67-3.65 (2 H, m, CH,CI), 3.50 (1H, t, ®Jis.1e = 6.3 Hz,
H6) ppm.

'3C-NMR (125 MHz, CDCl3) § = 138.9, 138.8, 138.7, 138.1 (C, arom.), 128.5, 128.4,
128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 (C arom.), 92.1 (C1), 69.7 (C5), 78.8
(C3), 74.9 (C4), 74.8, 73.6, 73.1 (CH,-Ph), 76.8 (C2), 69.2 (C6), 68.5 (OCH,), 60.5
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(C6), 42.8 (CH,CI) ppm.

Darstellung von
2-0-(2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosyl)-ethyl
ethanthioat 11

Die Reaktion wurde unter Stickstoffschutzatmosphéare durchgefiihrt. Es wurden
5.68 g (9.42 mmol) 10 in 45 mL DMF geldst und 1.4 g (9.4 mmol) Natriumiodid sowie
1.55 g (9.42 mmol) Kaliumcarbonat zugegeben. Nach Zugabe von 0.8 mL (9 mmol)
Thioessigsaure wurde fiir 16 Stunden bei 45 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde in Diethylether aufgenom-
men und mit 1M Salzsaure und gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen. Die or-
ganische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Produkt wurde im Vakuum getrocknet.
Ausbeute: 5.52 g (8.58 mmol, 91 %) eines rotbraunen Ols.

Charakterisierung

BnO OBn
R¢-Wert (PE/EE 2:1): 0.71. 0
Drehwert: [a]p?° = +54.2° (c=1.0, DCM) BN\
HRMS (ESI): [M+Na]* ber. fir O\/\SAC
H N .254 f. .2547.
CssH4207SNa 665.2543, gef. 665.25 ST
642.80 g/mol

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) & = 7.40-7.20 (20H, m, Arom.), 4.93 (1H, 2Jy 4 = 11.3 Hz,
CH,-Ph), 4.83 (1H, 2Jyn = 12.1 Hz, CH»-Ph), 4.80 (1H, 2Jyy = 12.1 Hz, CH,-Ph),
4.80 (1H, d, ®Jn1 12 = 3.7 Hz, H1), 7.72 (1H, 2Jy 1y = 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.66 (1H, 2J} 4
= 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.56 (1H, ?Jy 4 = 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.45 (1H, 2Jy 4 = 12.1 Hz,
CH,-Ph), 4.38 (1H, 2Jp = 11.3 Hz, CH2-Ph), 4.02 (1H, dd, 3Ju1 h2 = 3.7 Hz, 3Juz.1s
= 10.0 Hz, H2), 3.99-3.94 (2H, m, H4, H5), 3.92 (1H, dd, 3Jus s = 2.8 Hz, 3Jiops =
10.0 Hz, H3), 3.74-3.57 (2H, m, OCHy), 3.49 (2H, d, 3Jns.Hea = 6.2 Hz, HBa), 3.49
(2H, d, Jus.1ep = 6.8 Hz, H6b), 3.20-3.04 (2H, m, SCH,), 2.28 (3H, s, SAc) ppm.
3C-NMR (125 MHz, CDCl3) § = 195.3 (SC=0), 139.0, 138.8, 138.7, 138.1 (C,arom.),
128.5, 128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7, 127.6 (C arom.), 98.0 (C1),
79.1 (C3), 76.7 (C2), 75.2 (C4), 74.9, 73.6, 73.5, 73.4 (CH,-Ph), 69.7 (C5), 69.1 (C6),
66.9 (OCH>), 30.7 (SAc), 29.0 (SCH,) ppm.
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Darstellung von ((2S)-Oxiran-2-yl-methylthio)-ethyl)
2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosid 12

Die Durchfihrung der Reaktion erfolgte unter Schutzgasatmosphare. Es wurden
1.54 g (2.39 mmol) 11 in 30 mL Methanol vorgelegt und eine geringe Menge Natrium
wurde hinzugeflgt. Unter Rihren wurden 200 pL (2.55 mmol) R-Epichlorhydrin zuge-
geben. Das Reaktionsgemisch wurde flir zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt,
anschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet. Das Gemisch
wurde in Diethylether aufgenommen und die wassrige Phase zwei Mal mit dem sel-
bigen extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat ge-
trocknet und das Lésungsmittel bei vermindertem Druck entfernt. Es wurden 939 mg
(1.43 mmol, 60 %), eines orangefarbenen Ols erhalten.

Charakterisierung

BnO OBn
Drehwert: [a]p?° = +46.3° (c=1.0, DCM) O
HRMS (ESI): [M+Na]* ber. fir BnOA—7"5
ngH44O7SNa 679.2700, gef 679.2704; 0O 2 1" "
[M+K]* ber. fiir C3gHs40,SK 695.2440, \1/\8%
gef. 695.2447. CasHeeOsS
656.83 g/mol

"H-NMR (500 MHz, CDCl3) § = 7.40-7.20 (20H, m, Arom.), 4.93 (1H, 2Jy s = 11.3 Hz,
CH,-Ph), 4.85 (1H, d, Ju1 12 = 3.8 Hz, H1), 4.83 (1H, 2Jy4 = 12.1 Hz, CH,-Ph), 4.80
(1H, ®Jun = 12.1 Hz, CHy-Ph, 7.72 (1H, 2Jyn = 11.3 Hz, CH»-Ph), 4.66 (1H, Uy n
= 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.56 (1H, ?Jy 4 = 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.45 (1H, 2Jy 4 = 12.1 Hz,
CH,-Ph), 4.38 (1H, 2Jy1 = 11.3 Hz, CH,-Ph), 4.05 (1H, dd, 3Ju1.12 = 3.8 Hz, 3Jha s =
9.8 Hz, H2), 4.00-3.89 (3H, m, H3, H4, H5), 3.89-3.56 (6H, m, H1’a, H2’, H1’b, H1"a,
H3"a), 3.51 (2H, t, 3Jus.ne = 6.3 Hz, H6), 3.49-2.73 (3H, m, H1”b, H2”, H3"b) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCl;) § = 128.5, 128.4, 128.2, 128.0, 127.8, 127.7, 127.6 (C
arom.), 98.1 (C1), 79.1 (C3), 76.6 (C2), 75.2 (C4), 74.9, 73.6, 73.5, 73.4 (CH,-Ph),
70.0 (C5), 69.1 (C6), 68.5 (C1’), 62.4, 62.3 (C2’, C1"), 50.3 (C2”), 42.8 (C3”) ppm.

Darstellung von 2-(Oxiran-2-yl-methylsulfonyl)-ethyl
2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosid 13

Allgemeine Vorgehensweise fir die Oxidation des Sulfides zum Sulfon: ein Aquiva-
lent 12 wurde in Dichlormethan gelést und 1.5 Aquivalente mCPBA hinzugegeben.
Diese Mischung wurde fir 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
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wurde die Saure durch wassrige Aufarbeitung mit PBS bei pH 7.4 entfernt. Die or-
ganische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Dabei wurden 78 % Ausbeute eines farblosen Sirupes
erhalten.

Charakterisierung

Ausgehend von (S)-Epichlorohydrin entsteht (R)-(Oxiran-2-yl-methylsulfonyl)-ethyl
2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosid.

BnO OBn
0]
R 0.38 (PE/EE 2:1) SnOA—EN0
HRMS (ESI): [M+Na]* ber. fur @)
C39H4409sNa 711.2598, gef. 706.2597 \/\(832/\4\0
CagH4409S
688.83 g/mol

"H-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 = 7.42-7.26 (20H, m, H Ph), 4.93 (1H, d, 2Jy 4 = 11.2 Hz,
CH.-Ph), 4.93 (1H, d, 3Ju1.n2 = 3.7 Hz, H1), 4.75 (1H, d, 2Jyn = 11.2 Hz, CH,-Ph),
4.73 (1H, d, 2y = 10.7 Hz, CH,-Ph), 4.62 (1H, d, 2Jy 4 = 11.2 Hz, CH,-Ph), 4.58
(1H, d, 2Jyn = 11.7 Hz, CHo-Ph), 4.57 (1H, d, 2Ji = 11.7 Hz, CH,-Ph), 4.47 (1H,
d, 2y = 11.7 Hz, CH,-Ph), 4.40 (1H, d, ®Jy = 11.7 Hz, CH,-Ph), 4.04 (1H, dd,
3Jhimz = 3.7 Hz, 3Jos = 10.0 Hz, H2), 3.99 (1H, ddd, 3Jus pz = 3.8 Hz, 2dpy =
10.9 HZ, H1’a), 3.96 (1 H, dd, 3JH3,H4 =27 HZ, 3JH4,H5 =1.0 HZ, H4), 3.89-3.77 (1H,
m, H1’b), 3.87 (1H, dt, 3Juaps = 0.9 Hz, 3Ups e = 6.3 Hz, H5), 3.82 (1H dd, *Jpa s =
10.0 Hz, ®Jus g = 2.7 Hz, H3), 3.62 (1H, ddd, *Jp1 nz = 3.5 Hz, Ui i = 10.6 Hz, H2'a),
3.58-3.51 (1H, m, H1"a), 3.51 (2H, t, 3Jus 16 = 6.3 Hz, HB), 3.22 (1H, ddd, 3Jnpe =
2.6 Hz, *Jio 1z = 5.4 Hz, 3Jpor e = 9.5 Hz, H2”), 3.04-2.97 (1H, m, H2'b), 2.94 (1H,
dt, , *Juinher = 2.6 Hz, 2Jnp = 14.9 Hz, H1’b), 2.62 (1H, dd, Uiz e = 4.1 Hz, 3Jpp pa
= 5.3 Hz, H3"a), 2.25 (1H, dd, 3Ju2 1z = 2.5 Hz, ®Jh2 ner = 5.3 Hz, H3"b) ppm.
8C-NMR (125 MHz, CDCl3) § = 128.6, 128.5, 128.4, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8,
127.6 (C Ph), 98.2 (C1), 79.0 (C3), 76.6 (C2), 74.9 (CH,-Ph), 74.7 (C4), 73.8, 73.7,
72.8 (CH,-Ph), 70.0 (C5), 69.2 (C6), 62.4 (C1’), 57.8 (C1”), 53.8 (C2’) 46.2 (C2”), 45.8
(C3”) ppm.

Ausgehend von (R)-Epichlorohydrin entsteht (S)-(Oxiran-2-yl-methylsulfonyl)-ethyl
2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactopyranosid.

R 0.38 (PE/EE 2:1)

HRMS (ESI): [M+Na]* ber. fiir CsgH4409sNa 711.2598, gef. 706.2598

'H-NMR (500 MHz, CDCls) 6 = 7.38-7.25 (20H, m, H Ph), 4.94 (1H, d, 2Jy 4 = 11.5 Hz,
CH,-Ph), 4.86 (1H, d, 3Ju1 12 = 3.8 Hz, H1), 4.80 (1H, d, 2Jyy = 11.4 Hz, CH,-Ph),
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4.76 (1H, d, 2Jyn = 12.0 Hz, CH,-Ph), 4.72 (1H, d, 2Jy 4 = 12.0 Hz, CH,-Ph), 4.63
(1H, d, 2Jyn = 11.5 Hz, CH,-Ph), 4.58 (1H, d, 2Ji 4 = 11.6 Hz, CH,-Ph), 4.47 (1H,
d, 2Jun = 11.8 Hz, CH,-Ph), 4.40 (1H, d, ®Jy 4 = 11.9 Hz, CH,-Ph), 4.04 (1H, dd,
3Jh1m2 = 3.8 Hz, 3Jpa ns = 10.2 Hz, H2), 4.05-4.00 (1H, m, H1’a), 3.95 (1H, dd, 3Js na
= 2.9 Hz, %Jha s = 0.8 Hz, H4), 3.87 (1H, dt, Jpans = 0.8 Hz, 3Jps e = 6.3 Hz, H5),
3.78 (1H, , H1’b), 3.77 (1H dd, 3Jpans = 10.2 Hz, 3Jps e = 2.9 Hz, H3), 3.50 (2H, t,
3 Jhs 16 = 6.3 Hz, H6), 3.30 (2H, dd, *Jps hz = 2.0 Hz, ®Jhp 2 = 4.9 Hz, H2'), 3.58-3.51
(1H, m, H1”a), 3.20-3.17 (2H, m, H1’b, H2”), 2.69 (1H, dd, 3Ji2» 3 = 1.5 Hz, Uiz Har
= 4.2 Hz, H3"a), 2.44 (1H, dd, Juz nz = 1.5 Hz, ®Jhz 1a = 4.2 Hz, H3"b) ppm.
3C-NMR (125 MHz, CDCl;) § = 128.4, 128.3, 128.1, 128.1, 127.9, 127.8, 127.7,
127.6 (C Ph), 98.3 (C1), 78.5 (C3), 76.3 (C2), 74.8 (CH»-Ph), 74.6 (C4), 73.7, 73.6,
72.7 (CHx-Ph), 70.0 (C5), 69.1 (C6), 61.8 (C1°), 57.4 (C17), 53.6 (C2) 46.1 (C3”), 45.8
(C27) ppm.

Darstellung von 2-(3-Azido-2-hydroxypropylsulfonyl)-ethyl
2,3,4,6-tetra-O-benzyla-D-galactopyranosid 14

2 mg (3 uM) 13 wurden in 2 mL DMF gel6st und 25 mg (0.38 mmol) Natriumazid
sowie 26 mg (94 uM) Kaliumcarbonat wurden zugegeben. Die Mischung wurde bei
Raumtemperatur fir eine Woche gerthrt. Nach Filtration und Gefriertrocknung wur-
de der Rickstand Dichlormethan aufgenommen. Chromatographie mittels HPLC (Si-
60 250-25mm, 55% EE/Hexan, 20ml/min) lieferte 1.85 mg eines farblosen Sirupes
(2.5 uM, 84 % Ausbeute in 94 % Reinheit(nach NMR Integration)).

Charakterisierung

BnO OBn

Rt (Si-60 250-25mm, 55% EE/Hexan, BnO °
20ml/min) 11.2’ BnO N3
HRMS (ESI): [M+Na]* ber. fur O\/\S
ngH45NgogSNa 754.2769, gef O, OH
754.2796.

C39H45N309S

731.29 g/mol

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) § = 7.41-7.24 (20H, m, H Ph), 4.92 (1H, d, 2Jy 4 = 11.5 Hz,
CH,-Ph), 4.83 (1H, d, 2Jyn = 11.5 Hz, CH,-Ph), 4.80 (1H, d, 3Ji1 12 = 3.9 Hz, H1),
4.76 (1H, d, 2Jyn = 11.5 Hz, CH,-Ph), 4.72 (1H, d, 2Jy 4 = 11.8 Hz, CH,-Ph), 4.66
(1H, d, 2Jyu = 11.83 Hz, CH,-Ph), 4.56 (1H, d, 2Jyn = 11.3 Hz, CH»-Ph), 4.48 (1H,
d, 2Jyn = 12.1 Hz, CHy-Ph), 4.40 (1H, d, 2Jyn = 11.3 Hz, CH»-Ph), 4.10-4.04 (3H,
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m, H2”, H1’a, H2), 3.98 (1H, dd, 3Jns s = 2.9 Hz, 3Jpans = 1.2 Hz, H4), 3.85 (1H,
dt, 3JH5,H6 =6.3 HZ, 3J|-|4,|.|5 =1.2 HZ, H5), 3.80 (1H, dd, 3JH3,H4 =27 HZ, 3JH2,H3 =
10.0 Hz, H3), 3.77 (1H, ddd, *Juy 2 = 3.1 Hz, 3Jpy e = 4.9 Hz, 2Jyp = 10.4 Hz,
H1’b), 3.50 (1H, d, 3Jus rea = 5.9 Hz, H6a), 3.50 (1H, d, 3Jus 1e» = 6.8 Hz, H6b), 3.43
(1H, ddd, 3Ju1 2 = 2.6 Hz, 3y 2 = 6.7 Hz, 2Jyn = 14.4 Hz, H2'a), 3.28 (1H, ddd,
Snihe = 2.7 Hz, 3Jpipe = 7.4 Hz, 2dyn = 14.4 Hz, H2'b), 3.23 (1H, dd, *Jni e =
2.7 Hz, 2Jpy = 14.7 Hz, H17a), 3.16 (1H, dd, ®Jh 2 = 8.7 Hz, 2Jp py = 14.7 Hz, H1"D),
3.05 (2H, d, Jiz' Ha» = 5.1 Hz, H3”) ppm.

3C-NMR (125 MHz, CDCl3) ¢ = 128.4, 128.2, 128.0, 127.6 (C Ph), 98.7 (C1), 79.3
(C3), 76.1 (C2), 75.0, 74.7 (CH,-Ph), 74.4 (C4), 73.7, 73.1 (CH,-Ph), 70.2 (C5), 69.3
(C6), 66.3 (C2”), 62.1 (C1’), 58.9 (C1”), 55.6 (C3”), 54.2 (C2’) ppm.

Darstellung von 2-0O-a-D-Galactopyranosyl)-ethyl ethanthioat 17

363 mg (1.50 mM) 9 wurden in DMF gel6dst und es wurden 13 mg (katalytisch) Na-
triumiodid hinzugegeben. Nach Zugabe von 153 mg (1 Aq.) Natriumcarbonat wurde
bei 75 °C 125 uL (1.2 Aq.) Thioessigsaure zugegeben. Die Reaktion wurde 3 Stun-
den bei dieser Temperatur gerihrt. AnschlielBend wurde das Lésungsmittel unter ver-
mindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde mittels HPLC gereinigt (Nucleodur
Pyramid 250/25, 20 ml/min). Es wurde folgender Gradient verwendet: 0 % Acetoni-
tril 0.5 min, 40 % Acetonitril 7 min, 0 % Acetonitril 10 min. Dabei wurden 102 mg
(0.362 mmol) eines tiefroten Sirupes erhalten. Die Ausbeute betragt 24 %.

Charakterisierung

HO OH
0
HO
Rt 0.46 (Aceton/MeOH 9:1) HO )
MS (ESI): [M+Na]* 305.2 O~g J
C1oH1807S
282.3 g/mol

'H-NMR (500 MHz, D,0) § = 4.98 (1H, d, ®Ju1.12 = 3.5 Hz, H1), 4.02-3.99 (2H, m, H3,
H2), 3.87-3.81 (m, 3H, H5, H4, H1’a), 3.75 (1H, d, ®Jus.He = 5.9 Hz, H6), 3.77-3.73
(1H, m, H1'b), 3.22-3.18 (2H, m, H2’), 4.41 (3H, s, Ac) ppm.

8C-NMR (125 MHz, D,0) § = 164.5 (C=0), 99.3 (C1), 71.1 (C5), 69.5 (C3), 69.3
(C4), 68.2 (C2), 66.3 (C1’), 61.2 (C6), 30.0 (Ac), 28.7 (C2’) ppm.
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Darstellung von 2-(3-Azido-2-hydroxypropylsulfonyl)-ethyl
a-D-galactopyranosid 18

5.1 mg 17 (0.018 mmol) wurden in 5 mL Methanol gelést und der pH mit fri-
scher Methanolatldsung auf 10 eingestellt. Nach 10 Minuten wurden 1.8 ulL (2.2 mg,
0.023 mmol, 1.3 Aq.) R-Epichlorhydrin zugegeben und fiir 16 Stunden bei Raumtem-
peratur geriihrt. Danach wurden 7.2 mg (0.046 mmol, 2.6 Aqg.) Kaliumperoxymono-
sulfat zugegeben und flir einen Tag gerihrt. Die festen Bestandteile wurden durch
Filtration entfernt und der Rickstand nach Entfernung des L&sungsmittels in DMF
geldst. Zu dieser Ldésung wurden 4.0 mg (1.5 Ag.) Natriumiodid und 6.0 mg (5 Aq.)
Natriumazid gegeben. Die Lésung wurde fiir 16 Stunden bei 60 ° C gerlihrt. Nach Fil-
tration wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand
wurde mittels HPLC gereinigt (Nucleodur Pyramid 250/25, 20 ml/min). Es wurde fol-
gender Gradient verwendet: 0 % Acetonitril 0.5 min, 40 % Acetonitril 7 min, 0 % Ace-
tonitril 10 min. Dabei wurden 160 pg (0.431 umol) eines farblosen Sirupes erhalten.
Die Ausbeute betragt 2.4 %.

Charakterisierung

HO OH
0]

R, 5.17' (Nucleodur Pyramid 250/25, 20 HO
ml/min; 0 % Acetonitril 0.5 min, 40 % HO
Acetonitril 7 min) O™ N,
MS (ESI): [M+Na]* 394.3 O2 &4

C11H21N3OgS

371.4 g/mol

'H-NMR (600 MHz, D,O) 6 = 5.01-499 (1H, m, H1), 4.47-4.45 (1H, m, H2") 4.24-4.22
(2H, m, H1’, H2’), 4.00-3.98 (m, 1H, H4), 3.98-3.96 (1H, m, H5), 3.93-3.90 (2H, m,
H1’, H2'), 3.87-3.83 (2H, m, H2, H3), 3.77-3.75 (2H, m, H6), 3.60-3.58 (2H, m, H3"),
3.52-3.47 (2H, m, H1") ppm.

3C-NMR (150 MHz, D,O) § = 98.8 (C1), 71.4 (C5), 69.6 (C3), 69.2 (C4), 68.1 (C2),
65.2 (C2"), 61.0 (C1’, C2)), 61.2 (C6), 57.3 (C3"), 55.5 (C1") ppm.

Darstellung von N-(4-Methylpyridin-2-yl)pyrrolidin-1-sulfonamid
19

Pyrrolidinsulfamoylchlorid wurde analog zu Krueger et al. dargestellt.[131/]] Auf Grund
der Reaktivitdt des Sulfonylchlorides wurde auf eine Charakterisierung verzich-
tet. Stattdessen wurde als aquimolare Menge 86.4 mg 2-Amino-4-methylpyridin
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(0.800 mmol) zugegeben. Als Base wurden 10 mL Pyridin zugegeben und fir 4 Stun-
den bei Raumtemparatur gerihrt. Nach Entfernung des Lésungsmittels unter ver-
mindertem Druck wurde der Rickstand in Acetonitri/Wasser 1:1 aufgenommen und
mittels HPLC gereinigt (Nucleodur-Isis). Dabei wurde folgender Gradient verwendet:
20-50 % Acetonitril 1.5 min, 65 % Acetonitril 4 min, 100 % Acetonitril 6 min, 20 %
Acetonitril 10 min. Die Elutionsfraktion bei 4.5 min enthielt die gesuchte Masse und
wurde durch Gefriertrocknung isoliert. Dabei wurden 6.7 mg (28 M) erhalten. Dies
entspricht einer Ausbeute von 3.5 %.

Charakterisierung

3 5

R; 4.5’ (Nucleodur-Isis 250/25, 20 Al

mi/min; 20-50 % Acetonitril 1.5 min, 65 % NHT N
Acetonitril 4 min, 100 % Acetonitril 6 min) CN‘SOZ
MS (ESI): [M+H]* 242.2.

C10H15N30,S

241.3 g/mol
'H-NMR (600 MHz, CDCl3) § = 8.01 (d, 1H, 3J = 5.7 Hz, H6), 7.17 (s, 1H, H3), 6.66
(d, 1H, 3J = 5.8 Hz, H5), 3.35-3.31 (m, 4H, CH.y), 2.35 (s, 3H, Me), 1.88-1.86 (m, 4H,
CHy) ppm.
3C-NMR (175 MHz, CDCl;) 6 = 154.0 (C1), 152.6 (C4), 141.9 (C6), 117.2 (C5), 114.9
(C3), 48.5 (CHay), 25.6 (CHy), 22.0 (Me) ppm.

Darstellung von N-(Pyridin-3-yl)pyrrolidin-1-sulfonamid 20

Pyrrolidinsulfamoylchlorid wurde analog zu Krueger et al. dargestellt.[131]] Auf Grund
der Reaktivitdt des Sulfonylchlorides wurde auf eine Charakterisierung verzichtet.
Stattdessen wurde als aquimolare Menge 133 mg 3-Aminopyridin (1.41 mmol) zu-
gegeben. Als Base wurden 10 mL Pyridin zugegeben und es wurde fir 4 Stunden
bei Raumtemparatur gerthrt. Nach Entfernung des Losungsmittels unter verminder-
tem Druck wurde der Rlckstand in Acetonitril/Wasser 1:1 aufgenommen und mittels
HPLC gereinigt (Nucleodur-Isis). Dabei wurde folgender Gradient verwendet: 20-50
% Acetonitril 1.5 min, 65 % Acetonitril 4 min, 100 % Acetonitril 6 min, 20 % Acetonitril
10 min. Die Elutionsfraktion bei 3.7 min enthielt die gesuchte Masse und wurde durch
Gefriertrocknung isoliert. Dabei wurden 5.8 mg (26 uM) erhalten. Dies entspricht ei-
ner Ausbeute von 1.8 %.
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Charakterisierung

4 \ 6
R: 3.7’ (Nucleodur-Isis 250/25, 20 NH}@«
ml/min; 20-50 % Acetonitril 1.5 min, 65 % do 2
Acetonitril 4 min, 100 % Acetonitril 6 min) CN’ 2
MS (ESI): [M+H]* 228.1. CotaNOsS
227.3 g/mol

'"H-NMR (600 MHz, CDCls) § = 8.45 (d, 1H, *J = 2.5 Hz, H2), 8.39 (dd, 1H, *J =
1.1 Hz, 3J = 4.6 Hz, H6), 7.69 (ddd, 1H, *J = 1.2 Hz, *J = 2.7 Hz, 3J = 8.4 Hz, H4),
7.28 (dd, 1H, °J = 4.8 Hz, 3J = 8.4 Hz, H5), 3.36-3.32 (m, 4H, CHy\), 1.88-1.86 (m,
4H, CH,) ppm.

3C-NMR (175 MHz, CDCl3) § = 145.2 (C6), 141.0 (C2), 135.1 (C3), 127.1 (C4), 124.2
(C5), 48.5 (CHyy), 25.8 (CH») ppm.

Darstellung von N-(Pyridin-2-yl)pyrrolidin-1-sulfonamid 21

Pyrrolidinsulfamoylchlorid wurde analog zu Krueger et al. dargestellt.[131]] Auf Grund
der Reaktivitdt des Sulfonylchlorides wurde auf eine Charakterisierung verzichtet.
Stattdessen wurde als &quimolare Menge 132 mg 2-Aminopyridin (1.40 mmol) zu-
gegeben und flr 4 Stunden bei Raumtemparatur geriihrt. Nach Entfernung des L6-
sungsmittels unter vermindertem Druck wurde der Rickstand in Acetonitril/Wasser
1:1 aufgenommen und mittels HPLC gereinigt (Nucleodur-Isis). Dabei wurde folgen-
der Gradient verwendet: 20-50 % Acetonitril 1.5 min, 65 % Acetonitril 4 min, 100 %
Acetonitril 6 min, 20 % Acetonitril 10 min. Die Elutionsfraktion bei 3.7 min enthielt
die gesuchte Masse und wurde durch Gefriertrocknung isoliert. Dabei wurden 5.7 mg
(25 uM) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 1.8 %.

Charakterisierung

R 3.7’ (Nucleodur-Isis 250/25, 20 NH@S
ml/min; 20-50 % Acetonitril 1.5 min, 65 % ,éOz
Acetonitril 4 min, 100 % Acetonitril 6 min) G“
MS (ESI): [M+H]* 228.1.
CoH13N30,S
227.3 g/mol

'"H-NMR (600 MHz, CDCl3) § = 8.21 (br s, 1H, H3), 7.66 (m, 1H, H5), 7.33 (d, 1H, 3J
= 8.8 Hz, H6), 6.92 (t, 1H, 3J = 6.4 Hz, H4), 3.37-3.35 (m, 4H, CHyy), 1.88-1.86 (m,
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4H, CH,) ppm.
3C-NMR (175 MHz, CDCl;) 6 = 153.0 (C1), 145.6 (C3), 139.5 (C5), 117.3 (C4), 113.7

Darstellung von 2, 3-O-Isopropylidenuridin 30

Variante A 30 wurde nach Winans und Bertozzi dargestellt. [89]
Variante B 30 wurde nach Chabaud et al. dargestellt. [140]

Charakterisierung

)

fLNH
Ao
Ri-Wert (Chloroform/MeOH 10:1): 0.25. HO
Schmelzpunkt: 161 °C O
MS (ESI): [M+H]* 285.1. —

X

C12H16N206

284.3 g/mol
'H-NMR (300 MHz, Aceton—dg) § = 7.83 (d, 1H, 3Jps e = 8.1 Hz, H5), 5.91 (d, 1H,
3tz = 3.0 Hz, H1Y), 5.61 (d, 1H, 3Jps ne = 8.1 Hz, H6), 4.94 (dd, 1H, 3Jpy he =
2.9 Hz, SJpz pg = 6.3 Hz, H2'), 4.89 (dd, 1H, 3Jus 12 = 3.3 Hz, 3Jus e = 6.4 Hz, H3"),
4.19 (m, 1H, H4%), 3.78 (m, 2H, H%), 1.52 (s, 3H, Me;Pr), 1.32 (s, Me;Pr) ppm.
3C-NMR (75 MHz, Aceton—dg) § = 142.7 (C5), 114.3, 102.7 (C6), 93.0 (C1*), 87.6
(C4’), 85.2 (C2), 81.6 (C3), 62.7 (C5°), 27.6 (Mejp;) ppm.

Darstellung von 5°-N-sulfamoyluridin 37

0.31 g (1.3 mmol) 36 wurden in 24 mL abs. Dimethylsulfoxid gel6st und es wurden
540 uL Triethylamin hinzugegeben. Die Lésung wurde auf 0 °C gekdhlt und es wur-
den 0.20 g (1.7 mmol) 98 zugetropft. Die Reaktionslésung wurde auf Raumtempera-
tur erwarmt und 16 h gerihrt. Die Reaktionslésung wurde mit 5 mL Methanol versetzt
und anschlieBend im Vakuum zur Trockne eingeengt. Es wurden 0.06 g eines gelbli-
chen Feststoffes (0.2 mmol, 15 %) erhalten.
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Charakterisierung

fl\NH
A
Drehwert: [a]p?° = +1.6° (c=1.0, DMF) HaN < N
Schmelzpunkt: 89 °C 0z ©
OH OH
CgH14N407S
322.3 g/mol

'H-NMR (300 MHz, DMSO—dg) § = 7.75 (d, 1H, Jys e = 8.3 Hz, H5), 5.75 (d, 1H,
83Ut h2 = 5.4 Hz, H1%), 5.65 (d, 1H, Jis 16 = 8.1 Hz, H6), 4.06-4.04 (m, 1H, H2"), 3.98-
3.95 (m, 1H, H3"), 3.76 — 3.70 (m, 1H, H4"), 3.10 (dd, 1H, 2Jp 1 = 13.1 Hz, 3Jp4psa =
3.1 Hz, H5) ppm.

3C-NMR (75 MHz, DMSO—ds) § = 102.7 (C8), 90.0 (C1°), 81.0 (C4‘), 72.6 (C2'), 71.3
(C3), 46.1 (C5°) ppm.

Darstellung von 6-Amino-9-cyclohexyl-2-methyl-[8]-azapurin 94

10.0 mL abs. Ethanol wurden mit 0.2 g Natrium versetzt. Nach vollstdndiger Reakti-
on des Natriums wurden 210 mg (3.18 mmol) Propandinitril zugegeben und die Re-
aktion 10 Minuten refluxiert. Es wurden 378 mg (3.02 mmol) Cyclohexylazid sowie
2.4 mL (45 mmol) Acetonitril zugegeben und weitere 15 Stunden refluxiert. Nach Ab-
kUhlen des Reaktionsgemisches wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der gelb-orange Niederschlag wurde mit dest. Wasser gewaschen und an-
schlieBend lyophilisiert. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC. Es wurde folgender Gra-
dient benutzt: 0-6 min, 0%-50% MeCN; 6-8.5 min, 50%-100% MeCN; 8.5-9.5 min,
100% MeCN, 9.5-13.5 min, 100%-20%MeCN. Die Flussrate betrug 20 mL/Minute.

Charakterisierung

MS (ESI): [M+H]* 233.1.

C11H16Ne
232.1 g/mol
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'H-NMR (600 MHz, DMSO—dg) & = 4.68-4.61 (m, 1H, CHg,), 2.43 (s, 3H, Me), 2.06-
1.97 (m, 4H, CHag,), 1.90-1.83 (m, 2H, CHyg,), 1.75-1.68 (m, 1H, CHac,), 1.54-1.43
(m, 2H, CHygy), 1.34-1.26 (m, 1H, CHcy) ppm.

®C-NMR (100 MHz, DMSO—dg) § = 56.4 (CHg,), 31.9 (CHacy), 25.7 (Me), 24.8
(CHcy) ppm.

6.7 Darstellungsversuche

2-Chlorethyl-(2,3,4,6-Tetra-O-8-methoxy-ethoxymethyl-a-D-
galactopyranosid
16

Variante A 1.69 g (6.69 mmol) 9 wurden in 3.0 mL DMF (abs.) gelost. Es wurden
870 mg (36 mmol) Natriumhydrid, gelést in 3.6 mL (32 mmol) MEM-CI zugetropft.
Die Lésung wurde 66 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt.

Rf (EE/Aceton 9:1): 0.31, 0.53

MS (ESI): [M+NH,]* 612.3, [C20H39CIO12+NH,]* 524.3.

Zur vollstandigen Schitzung wurde weiteres NaH zugegeben und 3 Stunden gerihrt.
Dies fuhrte lediglich zur Substitution des Chlorides durch die 2-Hydroxygruppe.

MS (ESI): [C20H38012+Na]* 493.3.

Variante B Es wurden 252.4 mg (10.52 mmol) Natriumhydrid in 1.3 mL (11 mmol)
MEM-CI geldst. 516.1 mg (2.127 mmol) 9, suspendiert in 2.0 mL DME (abs.) wur-
den langsam zugetropft. Die Suspension wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur ge-
riihrt. Nach einer massenspektrometrischen Uberpriifung, in der kein Produkt nach-
gewiesen werden konnte, wurde zur Verbesserung L0Oslichkeit DMF zugegeben. Nach
3 Stunden wurde massenspektrometrisch das dreifach geschitzte Chlorethylgalacto-
sid nachgewiesen, weswegen erneut MEM-CI zugegeben wurde.

Das erhaltene Gemisch wurde saulenchromatographisch gereinigt (EE/Aceton
9:1).
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Charakterisierung

MEMO OMEM
(0]
MS (ESI): [M+NH,]* 612.0, MEMO-TEvo
[C20H39CIO12+Na]* 529.2. O "¢
C24H47ClO14
595.1 g/mol

3C-NMR (100 MHz, Aceton—dg) § = 99.8 (C1), 96.9 (CMEM), 96.1 (CMEM), 93.7
(O-CH,-OCMEM), 76.2 (C5), 75.6 (C2), 74.9 (C4), 74.3 (C3), 69.2 (C6), 67.7 (C1’),
58.8 (CH3 CMEM), 44.0 (C2’) ppm.

Die Signale des 1H-NMR-Spektrums konnten nicht zufriedenstellend zugeordnet wer-
den.

9-Benzyl-[8]-azapurin-6-on 95

95 wurde nach Dornow [141] dargestellt. Allerdings zeigte die massenspektrometri-
sche Analyse, dass der zweite Ringschluss mit Ethylformiat nicht erfolgte.

Charakterisierung

)

3 5 NH,

1t \4
MS (ESI): 218, 433, 458, 721. NN
|
Bn

C1oH11NsO
217.1 g/mol

9-Cyclohexyl-[8]-azapurin-6-on 96

10.0 mL abs. Ethanol wurden mit 0.15 g Natrium versetzt. Nach vollstandiger Re-
aktion des Natriums wurden 267 mg (3.18 mmol) Cyanoacetamid sowie 373 mg
(me2.98) Cyclohexylazid zugegeben und die Reaktion eine Stunde refluxiert. Es wur-
den 1.2 mL (15 mmol) Ethylformiat zugegeben und weitere 16.5 h refluxiert. Nach Ab-
kihlen des Reaktionsgemisches wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der farblose Niederschlag wurde in dest. Wasser gelést und mit 10 %-iger
Essigsaure wurde ein pH-Wert von 4 eingestellt. Der entstandene Niederschlag wur-
de filtriert und mit wenig Wasser gewaschen. Der Niederschlag wurde lyophilisiert.
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Sowohl massenspektrometrisch, als auch NMR-spektroskopisch konnte nur der erste
Ringschluss bestatigt werden.

Charakterisierung

MS (ESI): 210, 419, 441. 1b1b
1c 1c

CoH15N50
209.1 g/mol
'H-NMR (700 MHz, DMSO) § = 4.19-4.12 (m, 1H, H-1a), 1.95-1.88 (m, 2H, Hg,),
1.85-1.80 (m, 2H, Hc,), 1.80-1.72 (m, 2H, Hc,), 1.69-1.64 (m, 1H, Hg,), 1.42-1.34 (m,
2H, Hey), 1.27-1.19 (m, 1H, Hgy) ppm.
3C-NMR (100 MHz, DMSO—ds) § = 164.5 (C6), 143.8 (C5), 121.6 (C4), 54.6 (C1a),
31.6 (C1b), 24.9 (C1c), 24.7 (C1d) ppm.

3-Butinamid 50

1.0 mL (1.1 mg) Methylbut-3-inoat (11 mmol) wurden in 25 mL wassr. Ammoniak (33
%) bei 0 °C gelost und fir 1 Stunde gerthrt. AnschlieBend wurde mit Ethylacetat
3 mal extrahiert, Gber Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend das Lésungsmit-
tel unter vermindertem Druck entfernt. Es wurde ein farbloser Feststoff (478 mg,
5.76 mmol) erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von 51 %.

Charakterisierung

"H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 = 5.65 (1 H,

o)
dt, 4JH2,H4 =6.7 HZ, 4JH2,NH =1.1 HZ,
H2), 5.25 (2 H, d, *Jyz. 14 = 6.7 Hz, H4) \/MNH2
13
ppm. *C-NMR (75 MHz, CDCls) § = C.HANG
212.6 (=C=), 166.9 (C=0), 90.3 (C2), 8; 159 fmol

80.3 (C4) ppm.
Anstatt der Verseifung des Amides allein fand zusétzlich die Umlagerung der Drei-

fachbindung zum Allen statt.
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1-(2-hydroxypropylsulfonyl)-ethyl 2,3,4,6-tetra-O-benzyla-D-
galactopyranosyl)-4-phenoxymethyl-7H-1,2,3-triazol

48

14 (etwa 1 mg) wurde in Butanol/Wasser 1:1 gel6dst und 1 uL Phenylpropargylether
wurde hinzugegeben. Nach der Zugabe von Kupferchlorid (katalytisch) wurde die Re-
aktion fur 1 Stunde geriihrt und mittels ESI-MS auf den Reaktionserfolg Uberprift.
Eine Isolierung und Reinigung des Produktes schlug fehl.

Charakterisierung

MS (ESI): [M+H]* 864.2.

BnO N
Oz

BnO OBn OPh
g : {
BnO N.

OH

CugHs3N3O10S
864 g/mol
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Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
Aceton 066-225-319- 210-233-305/351-
@@ 336 338
Acetonitril 225-332-302- 210-240-302+352-
@@ 312-319 305+351+338-
403+233
Acetylchlorid 014-225-314 210-233-240-
@ 241-242-243-
260-264-280-
301/330/331/303
Acrylamid 301-312-332- 201-280-302+352-
315-317-319- 304+340-
340-350-361f-  305+351+338-
372 308+310
Aluminium- 314 260-280-
chlorid 301+330+331-
305+351+338-
309-310
Ameisensaure 226-302-314- 210-280-
@ 331 303+361+353-
304+340+310-
305+351+338-
403+233

2-Aminopyri-
din
3-Aminopyri-
din
2-Amino-4-
methylpyridin

301+311-315-
319-335

301-311-315-
319-331-335-
373
301+311+331-
373

261-280-301+310-
305+351+338-312

261-280-301+310-
305+351+338-311

261-280-301+310-
311

... Fortsetzung auf der nachsten Seite
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Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
Ammoniak 071-221-280- 210-260-280-
@ 331-314-400 273-304+340-
303+361+353-
305+351+338-
315-377-381-405-
403
Ammoniumper- 272-302-315- 280-302+352-
335 305+351+338-
342+311
Benzylazid 203-204 210-230-240-250-
280-370+380-372-
373-401-501
Benzylbromid 301-315-319- 261-305/351/338
@ 335
BisTris @ 315-319-335 261-305+351+338
Bromwasser- 314-335 261-280-
stoff in @ 305+351+338
Eisessig
2-Butinsau- 226-315-319- 261-305+351+338
remethyle- @@ 335
ster
Camphersul- 314 280-
fonsaure 305+351+338-310
Chloroform 351-302-373- 302-352-314
SO
m-Chlorper- 242-302-314 301+330+331-
benzoesaure @@ 280-
305+351+338-
301+31
2-Chloretha- 226- 210-280-302+352-
nol @ 300+310+330 304+340-309+310
Cyanacetamid @ 302-315-319- 261-305+351+338
335

... Fortsetzung auf der nachsten Seite
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7 Gefahrstoffverzeichnis

Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
Dichlormethan 351 281
Dietyhlether 019-066,224- 210-233-240-
@@ 302-336 241-242-243-
264-280-301/312-
303/361/353-330-
370/378-403/235
N,N-Dime- 312-319-332- 201-202-261-
thylformamid @ 360D 264-280-281-
302/352-304/340-
305/351/338-
308/313-312-322-
337/313-363-405
Diisopropyl- 225-301-314- 210-233-240-
301+330+331-
305+351+338-
309+310-403+235
Diphosgen 330-314 280-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-310
EDTA @ 319 305+351+338
EDC 314 280-
305+351+338-310
Epichlorhydrin 226- 201-261-280-
314-317-350 305+351+338-310
Essigsaure 226-314 280-301/330/331-
@ 309/310-
305/351/338
Essigséaure- 226-302-331- 210-260-280-
anhydrid @ 314-335 303+361+353-

305+351+338-312

.. Fortsetzung auf der nachsten Seite
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7 Gefahrstoffverzeichnis

Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
Ethanol @ 225 210
Ethylacetat 066-225-319- 210-233-240-
336 305+351+338-
403+235
Ethylformiat 225-332-302-
319-335
Gentamicin 317-334 261-280-342+311
Imidazol 302-314-360D  201-280-
@ 305+351+338-310
Isopropanol 225-319-336 210-233-240-
305+351+338-
403+235
Kaliumcarbonat 315-319-335 302+352-
305+351+338
Kalium-tert- 228-252-302- 210-223-280-
butanolat @ 314 301+330+331-
305+351+338-
309+310-
370+378-402+404
Kanamycin 360 201-308+313
Malodinitril 331-311-301- 261-273-280-
410 301+310-311-501
Manganchlorid ‘&‘ ‘%‘ 301-411 273-309+310
MEM-chlorid 226-302-315- 201-261-280-
319-335-350- 305+351+338-
361 308+313
Methanol 225 210-233-240-
& 241242243

280-303/361/353-
370/378-403/235

... Fortsetzung auf der nachsten Seite
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7 Gefahrstoffverzeichnis

Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
Natrium 014-260-314 280-
@ 301+330+331-
305+351+338-
309-310-370+378-
422
Natriumazid 032-300-310- 273-280-
373-410 301+310+330-
302+352-310-391-
501
Natriumcar- 319 260-305+351+338
bonat @
Natriumcyano- 032-260-300- 273-280-
borhydrid @ 310-330-314- 301+330+331-
410 302+352-
304+340-
305+351+338-
402+404
Natriumhydrid 226 223-231/232-
@ 335/334-370/378-
402/404
Natriumhy- 314-290 280-301/330/331-
droxid 309/310-
305/351/338
Natriumiodid 400 273
Natriumper- 271-314-372- 210-221-273-280-
iodat 400 301+330+331-
305+351+338-
371+380+375-
308+310
4- 314 280-301/330/331-
Nitrobenzoyl- 305/351/338-
chlorid 309/310
2- 314 280-
Nitrobenzyl- 305+351+338-310
bromid

... Fortsetzung auf der nachsten Seite
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7 Gefahrstoffverzeichnis

Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
Oxalylbromid 014-032-314- 280-
332 305+351+338-310
Petrolether 225-304-315- 210-233-240-
336-361-373- 241-242-243-
411 264-273-280-
301/330-302/352-
303/361/353-
321/331-370/378-
391-403/235-405
Phosphorpen- 014-029-330- 260-280-284-
tachlorid @ 302-373-314 305+351+338-310
Pyridin @ @ 225-302-312- 210
332
Pyrrolidin 225-302-314- 210-280-
@ 332 305+351+338-310
Salpetersaure ﬁ 272-314-290 260-280-
“ ‘@ 301/330/331-
309/310-
305/351/338
Salzsaure 314-335 261-280-305 +
@ 351 + 338-310
Schwefelsaure 314-290 280-301/330/331-
309/310-
305/351/338
Silber-1-oxid 272-315-319- 220-261-
335 305+351+338
Streptomycin C ‘% 302-361 201-280-302+352
Sulfurylchlorid @ 014-314-335 261-280-
305+351+338-310
TEMED 225-332-302- 210-280-
@ 314 305+351+338-310

.. Fortsetzung auf der nachsten Seite
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7 Gefahrstoffverzeichnis

Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze

Tetrabutylam- 302-315-319- 261-264-

moniumiodid 335 280-301/312-
302/352-304/340-
305/351/338-312-
321-332/313-
337/313-362-
403/233-405

Tetrabrom- 302-315-318- 261-280-

methan @ 335 305+351+338

Thioessigsaure 225-301-314 210-280-301+310-

@ 305+351+338-310
TMS C 224 210
Toluol 225-304-315- 210-261-281-301
336-361d-373 + 310-331
Tosylchlorid ‘ 315-318 280-305+351+338
Triethylamin 225-302-312- 210-280-305 +
314-332 351 + 338-310

Triphenylphos- 302-317-319- 273-280-

phin ‘ 411 305+351+338

Triton X-100 @ 315-319-335 261-305+351+338

Wasserstoff C :: 220 210

Wasserstoff- 271-332-302-

peroxid @ 314

Zeocin 302

®
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Appendix

1 docking an GTB (2RJ7)

Es sollte in einem in-silico screening nach geeignetem Ersatz fir das Pyrophos-
phat aus UDP-Gal gesucht werden. Es wurde auf das Web-basierte docking Pro-
gramm dock blaster zuriickgegriffen.[83] In diesem wurde die Struktur 2RJ7 der PDB
verwendet.[31]

Als Ligand-Datenbank wurde ein Teil der Zinc-Datenbank verwendet.[84] Hier wurde
der Datensatz fragments ausgewahlt. Die besten 100 Treffer des dockings sind hier
zusammen mit den Bindungsenergien dargestellt.
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Appendix

2 Expressionsvektor

/f

pPicz alpha C

3694bp l
i TEV

& EcoRl 1310
{ 3 /

Sacl 209

=
3 Sequenzen
Forward
Fut 3 EcoRI/Sacll Notl | GATC GAATTC CCGCGG CCTAGGGCTCCCAGTGGG
Fut 5 EcoRI Notl GATC GAATTC CAGGACAGCATGGCGACCCC
Fut 7 EcoRI Xbal GATC GAATTC TCAGCCCCTCGGGGTACCCC
Fut 9 Sacll Notl GATC CCGCGG AAACCTACCAACAGCTGGATC
Reverse
Fut 3 EcoRlI/Sacll Notl | GATC GCGGCCGC TCAGGTGAACCAAGCCGCTATG
Fut 5 EcoRI Notl GATC GCGGCCGC AGTCCACTTCGTTCGGCGATA
Fut 7 EcoRI Xbal GATC TCTAGA TCAGGCCTGAAACCAACCCTC
Fut 9 Sacll Notl GATC GCGGCCGC AATTAAGGTTTTGGTAAAGAG

Tabelle 2: Primer zur Amplifikation der Fucosyliransferasen aus cDNA. Der Fut3 forward
Primer enthat die EcoRI Schnittstelle und zusatzlich eine Sacll Schnittstelle, um
die Fut9 klonieren zu kdénnen. Die forward Primer der Fut5 und Fut7 enthalten
ausschlieBlich die EcoRI Schnittstelle wahrend der Fut9 forward Primer die Sacll
Schnittstelle enthalt. Die Reverse Primer enthalten entweder die Notl Schnittstelle
(Fut3,5,9) oder Xbal (Fut7).
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Appendix

3.1 humane Fucosyltransferase lll

TAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATT 50
L ¥ E T M R F P S I F T A vV L F

CGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATG 100
A A S S A L A A P V N T T T E D

AAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAA 150
E T A Q I P A E A V I G Y S D L E

GGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGG 200
G b ¥ DV A VL P F S N S T N N G

GTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAG 250
L L r I N T T I A S I A A K E E

GGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCATCGATCCATCATCACCAT 300
G v S L E K R E A E A S I H H H H

CACCATCACCATCACCATGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCT 350
H H H H H H G XK P I P N P L L G L

CGATTCTACGCGTACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGAATTCCCGCGGC 400
b s T R T E N L Y F Q G E F P R

CTAGGGCTCCCAGTGGGTCCTCCCGACAGGACACCACTCCCACCCGCCCC 450
P R A P S G S S R Q D T T P T R P

ACCCTCCTGATCCTGCTATGGACATGGCCTTTCCACATCCCTGTGGCTCT 500
T L L. I L L wW T W P F H I P V A L

GTCCCGCTGTTCAGAGATGGTGCCCGGCACAGCCGACTGCCACATCACTG 550
S R ¢ S E M V P G T A D C H I T

CCGACCGCAAGGTGTACCCACAGGCAGACACGGTCATCGTGCACCACTGG 600
AAD R XK V Y P Q A D T V I V H H W
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GATATCATGTCCAACCCTAAGTCACGCCTCCCACCTTCCCCGAGGCCGCA
p I »m S N P K S R L P P S P R P Q

GGGGCAGCGCTGGATCTGGTTCAACTTGGAGCCACCCCCTAACTGCCAGC
G Q R W I w F N L E P P P N C Q

ACCTGGAAGCCCTGGACAGATACTTCAATCTCACCATGTCCTACCGCAGC
H L E A L D R Y F N L T M S Y R S

GACTCCGACATCTTCACGCCCTACGGCTGGCTGGAGCCGTGGTCCGGCCA
b s b I F T P Y G W L E P W S G Q

GCCTGCCCACCCACCGCTCAACCTCTCGGCCAAGACCGAGCTGGTGGCCT
P A H P P L N L S A K T E L V A

GGGCGGTGTCCAACTGGAAGCCGGACTCAGCCAGGGTGCGCTACTACCAG
W A vV S N W K P D S A R V R Y Y Q

AGCCTGCAGGCTCATCTCAAGGTGGACGTGTACGGACGCTCCCACAAGCC
s L. Q A B L X v D Vv Yy G R S H K P

CCTGCCCAAGGGGACCATGATGGAGACGCTGTCCCGGTACAAGTTCTACC
L p X G T M M E TL S R Y K F Y

TGGCCTTCGAGAACTCCTTGCACCCCGACTACATCACCGAGAAGCTGTGG
L A F E N S L H P D Y I T E K L W

AGGAACGCCCTGGAGGCCTGGGCCGTGCCCGTGGTGCTGGGCCCCAGCAG
R N AL E A W A Vv P V V L G P S R

AAGCAACTACGAGAGGTTCCTGCCACCCGACGCCTTCATCCACGTGGACG
S N Yy E R F L P P D A F I H V D

ACTTCCAGAGCCCCAAGGACCTGGCCCGGTACCTGCAGGAGCTGGACAAG
b F Q S P K D L A R Y L Q E L D K

GACCACGCCCGCTACCTGAGCTACTTTCGCTGGCGGGAGACGCTGCGGCC
D H AR Y L S Y F R W R E T L R P

138

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1250



Appendix

TCGCTCCTTCAGCTGGGCACTGGATTTCTGCAAGGCCTGCTGGAAACTGC 1300
R S F S w A L D F C K A C W K L

AGCAGGAATCCAGGTACCAGACGGTGCGCAGCATAGCGGCTTGGTTCACC 1350
Q Q E S R Yy Q T v R S I A A W F T

TGA 1353

3.2 humane Fucosyltransferase V

TAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATT 50
L. ¥ E T M R F P S I F T A V L F

CGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATG 100
A A S S A L A A P V N T T T E D

AAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAA 150
E T A Q I P A E A V I G Y S D L E

GGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGG 200
G b ¥ DV A VL P F S N S T N N G

GTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAG 250
L L F I N T T I A S I A A K E E

GGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCATCGATCCATCATCACCAT 300
G v s L E K R E A E A S I H H H H

CACCATCACCATCACCATGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCT 350
H H H H H H G XK P I P N P L L G L

CGATTCTACGCGTACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGAATTCCAGGACA 400
b s T R T E N L Y F Q G E F Q D

GCATGGCGACCCCTGCCCACCCCACCCTACTGATCCTGCTGTGGACGTGG 450
s M A T P A H P T L L I L L W T W
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CCTTTTAACACACCCGTGGCTCTGCCCCGCTGCTCAGAGATGGTGCCCGG
p ¥ N T P V A L P R C S E M V P G

CGCGGCCGACTGCAACATCACTGCCGACTCCAGTGTGTACCCACAGGCAG
A A D C VN I T A D S S V Y P Q A

ACGCGGTCATCGTGCACCACTGGGATATCATGTACAACCCCAGTGCCAAC
b A v I v H H w D I M Y N P S A N

CTCCCGCCCCCCACCAGGCCGCAGGGGCAGCGCTGGATCTGGTTCAGCAT
L p P P TR P Q G Q R W I W F S M

GGAGTCCCCCAGCAACTGCCGGCACCTGGAAGCCCTGGACGGATACTTCA
E s p S N C R H L E A L D G Y F

ATCTCACCATGTCCTACCGCAGCGACTCCGACATCTTCACGCCCTACGGC
N L T M 8§ ¥y R 8§ D S D I F T P Y G

TGGCTGGAGCCGTGGTCCGGCCAGCCTGCCCACCCACCGCTCAACCTCTC
w L E P W S G Q P A H P P L N L S8

GGCCAAGACCGAGCTGGTGGCCTGGGCGGTGTCCAACTGGAAGCCGGACT
A X T E L VvV A W A V S N W K P D

CGGCCAGGGTGCGCTACTACCAGAGCCTGCAGGCTCATCTCAAGGTGGAC
S AR V R Y Y Q S L Q A H L K V D

GTGTACGGACGCTCCCACAAGCCCCTGCCCAAGGGGACCATGATGGAGAC
vy G R S #H K P L P K G T M M E T

GCTGTCCCGGTACAAGTTCTATCTGGCCTTCGAGAACTCCTTGCACCCCG
L S R Y XK F Y L A F E N S L H P

ACTACATCACCGAGAAGCTGTGGAGGAACGCCCTGGAGGCCTGGGCCGTG
by I T E K L W R N A L E A W A V

CCCGTGGTGCTGGGCCCCAGCAGAAGCAACTACGAGAGGTTCCTGCCACC
p v v L G P S R S N Y E R F L P P
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CGACGCCTTCATCCACGTGGACGACTTCCAGAGCCCCAAGGACCTGGCCC 1150
b A F I H V D D F Q S P K D L A

GGTACCTGCAGGAGCTGGACAAGGACCACGCCCGCTACCTGAGCTACTTT 1200
R vy L @ E L D XK D H A R Y L S Y F

CACTGGCGGGAGACGCTGCGGCCTCGCTCCTTCAGCTGGGCACTGGCTTT 1250
H w R E T L R P R S F S W A L A F

CTGCAAGGCCTGCTGGAAGCTGCAGCAGGAATCTAGGTACCAGACGGTGC 1300
c K A C w K L Q @ E S R Y Q T V

GCGGCATAGCGGCTTGGTTCACCTGA 1326
R G I A A W F T

3.3 humane Fucosyltransferase IX

TAATTATTCGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATT 50
L. ¥ E T M R F P S I F T A V L F

CGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATG 100
A A S S A L A A P V N T T T E D

AAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAA 150
E T A Q I P A E A V I G Y S D L E

GGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGG 200
G b F DV A VL P F S N S T N N G

GTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAG 250
L L ¥ I N T T I A S I A A K E E

GGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCATCGATCCATCATCACCAT 300
G v s L E K R E A E A 5 I H H H H

CACCATCACCATCACCATGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCT 350
H H H H H H G XK P I P N P L L G L
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CGATTCTACGCGTACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGAATTCCCGCGGA
b s T R T E N L Y F Q G E F P R

AACCTACCAACAGCTGGATCTTCAGTCCAATGGAATCAGCCAGCTCTGTG
K p T N S W I F S P M E S A S S V

CTGAAAATGAAAAACTTCTTTTCCACCAAAACTGATTATTTTAATGAAAC
L X M K N F F 8§ T K T D Y F N E T

TACTATTCTGGTGTGGGTGTGGCCATTTGGGCAGACCTTTGACCTTACAT
T I L Vv w v w P F G Q T F D L T

CCTGCCAAGCAATGTTCAACATCCAAGGATGCCATCTCACAACGGACCGT
s ¢ Q A M F N I Q G C H L T T D R

TCACTGTACAACAAATCCCATGCAGTTCTGATCCATCACCGAGACATCAG
s LYy N K S H A Vv L I H H R D I S

TTGGGATCTGACAAATTTACCTCAGCAAGCTAGGCCACCCTTCCAGAAAT
w D L T N L P Q Q A R P P F Q K

GGATTTGGATGAATTTGGAATCACCAACTCACACTCCCCAAAAGAGTGGC
w I w M N L E S P T H T P Q K S G

ATTGAGCACTTGTTTAACCTGACTCTGACTTACCGCCGTGATTCAGATAT
I ¢ # L F N L T L T Y R R D S D I

CCAAGTGCCTTATGGCTTCTTGACGGTAAGCACAAATCCCTTCGTGTTTG
Q vep Yy G F L T V S T N P F V F

AAGTGCCAAGCAAAGAGAAATTGGTGTGCTGGGTTGTGAGTAACTGGAAC
E v P S XK E X L VvV ¢C W V V S N W N

CCTGAGCATGCCAGAGTCAAGTATTACAATGAGCTAAGCAAAAGCATTGA
P E H A R V XK Y Y N E L S K S I E

AATCCATACCTACGGGCAAGCATTTGGAGAATATGTCAATGATAAAAATT
I # T vy G Q A F G E Y V N D K N

142

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000



Appendix

TGATTCCTACCATATCTGCTTGTAAATTTTATCTTTCCTTTGAAAATTCA
L. I p T I S A C K F Y L S F E N S

ATCCACAAGGATTACATCACGGAAAAGCTATACAATGCTTTTCTGGCTGG
I # X DY I T E K L Y N A F L A G

CTCTGTACCTGTTGTTCTGGGACCATCTAGGGAAAACTATGAGAATTATA
s vp Vv V L G P S R E N Y E N Y

TTCCAGCAGATTCATTCATTCATGTGGAAGATTATAACTCTCCCAGTGAG
I p A D S ¥ I H V E D Y N S P S E

CTAGCAAAGTATCTGAAGGAAGTCGACAAAAACAATAAGTTATACCTTAG
L A K Yy L K E Vv D K N N K L Y L S

TTACTTTAACTGGAGGAAGGATTTCACTGTAAATCTTCCACGATTTTGGG
Yy F N w R K D F T VvV N L P R F W

AATCACATGCATGTTTGGCTTGCGATCATGTGAAAAGGCATCAAGAATAT
E S #H A C L A C D H V K R H Q E Y

AAGTCTGTTGGTAATTTAGAGAAATGGTTTTGGAATTAA 1389
K s v 6 N L E XK W F W N

1050

1100

1150

1200

1250

1300

1350

3.4 Alignment der humanen Fucosyltransferasen IlII,V,VIl und IX
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5 STD-Bindungskurven und Inhibitionsversuche an
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