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EINLEITUNG

1 Einleitung

Kohlenhydrate bilden eine der grof3en Naturstofiéasund stellen den grél3ten Anteil der
Biomasse auf der Erde dar. Neben ihrer Rolle alsrdtalieferant und Stltzsubstanz (wie
Cellulose oder Chitin), sind Kohlenhydrate aktiv aer Zellkommunikation beteiligt
(Abbildung 1). Dabei sind Strukturmerkmale und HEnkengsprozesse nicht immer Kklar
voneinander separiert, sondern die AufgabenbereioheGlycanen kdnnen innerhalb eines
Organismus durchaus flieRend sein. Zuckerstruktbedfimden sich nahezu auf allen Zellen
(Glycocalyx) und vielen nattrlich vorkommenden Makolekilen, z.B. Proteinen. Sie
werden Uberwiegend an der Oberflache prasentiedtsumd somit in der Lage, wichtige
Signal- und Erkennungsprozesse in der Zelle zuinBassen und zu regulieréfh.Da sich die
Funktion der Glycanstrukturen nicht nur auf ein@stbnmten Bereich eingrenzen lasst, ist
die Erforschung biologisch relevanter Kohlenhydraia wichtiges Mittel, um zellulare

Prozesse verstehen zu lernen.

B(1.4) a(1,4)
B(1,4) a(1,4) g 41.6)
B(1,4) o(1,4) a(1,4)
Struktur Energie
. o®Yy
Pathogen,
Toxin o.
Symbiont
—{;Rexcptor .—O/\Oligosaccharid © D-Glucose
endogene (Selbst-) Erkennung exogene (Fremd-)Erkennung

Abbildung 1: Allgemeine und vereinfachte Einteilung der biotmipen Funktionen von Glycanen. Neben
strukturgebenden Merkmalen und als Energiequelkdesp Glycane eine wichtige Rolle bei der endogeumsah
exogenen Erkennung durch eigene oder fremde Le(®areptoren). Die Ubergange zwischen allen rekevan
Bereichen sind flieRerid.

In eukaryotischen Zellen werden Oligosaccharidechiwginige wenige Glycosylhydrolasen
(GHs) und durch eine groRe Anzahl an Glycosyltramsfen (GTs) synthetisiert. Die
Beschaftigung mit diesen Enzymen hilft somit dieoldgischen Zusammenhange von

Glycanstrukturen und ihre Aufgaben zu verstehen.
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1.1 Glycosyltransferasen

Glycosyltransferasen (GTs) spielen eine Schlidéelio der Biosynthese von komplexen
Oligosacchariden, Glycoproteinen, Glycolipiden @igicoconjugaten. Man geht heute davon
aus, dass GTs etwa ein bis zwei Prozent der Geaki®@ines Organismus ausmachen, was
die Wichtigkeit dieser Enzymklasse unterstreléhDie Mehrheit der Glycosyltransferasen
sind Typ Il Transmembranproteine, die im Golgi ligiart sind™ GTs katalysieren die
spezifische Ubertragung einer Kohlenhydrateinheit @inem aktivierten Donorzucker (fast

ausschlief3lich Zuckernucleotide) auf ein Akzeptbsstat (Abbildung 2).

Glycosyltransferase

Akzeptorsubstrat

=

NMP/NDP

O——Akzeptorsubstrat

Abbildung 2: Schematische Darstellung der durch Glycosyltenasien katalysierten Reaktion. Ein aktivierter
Zucker wird spezifisch auf ein Akzeptorsubstrat rifagien. Dabei wird Nucleosidmonophosphat (NMP)rode
Nucleosiddiphosphat (NDP) als Nebenprodukt freiggse

Der Akzeptor ist im Regelfall eine Hydroxyfunkti@ines Oligosaccharids, die Ubertragung
erfolgt aber auch auf Lipide, Proteine, Nucleinsauund Antibiotika (Abbildung 3).
Glycosyltransferasen sind hochspezifisch in ihr&e&ptorsubstraterkennung, wahrend eine
Klasse von GTs das gleiche Donorsubstrat nutzt .(zBDP-Galactose von

Galactosyltransferasel).

o (0] R, (0]
H
HOD/ : HoN \)J\ w N %\)‘\
Y N Y OH
z H /2
1 0 Rs

Alin

OH

n HO

m

Abbildung 3: Allgemeine Strukturen von gangigen Akzeptorsudistn, die von GTs genutzt werden.
Grundsatzlich werden vorrangig Hydroxyfunktionen dézeptorsubstrate hochspezifisch glycosyliertedgi
kénnen Teil eines Kohlenhydrates, Proteins, LipMis¢cleosids oder auch Antibiotika sein.
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EINLEITUNG

Abhangig vom jeweiligen Enzym kann die Ubertragutey Kohlenhydrateinheit auf das
Akzeptormolekll unter Inversion oder Retention deromeren Konfiguration erfolgen,
wodurch die Synthese von- und B-Glycosiden aus einem identischen Donorsubstrat
ermdglicht wird. Wahrend der Mechanismus von ineeenden Glycosyltransferasen bekannt
ist, ist der Katalysemechanismus von nicht investiden GTs in vielen Fragen noch

offen 471

1.1.1 Klassifizierung von Glycosyltransferasen

Glycosyltransferasen wurden anhand ihrer Genseguekassifiziert, die in der CAZy
Datenbank (www.cazy.org) als Familien gelistet siBés heute sind 94 Familien bekannt
(Juli 2011)® wahrend eine groRRe Diversitat an Genfamilien bekést, beschrankt sich die
Faltung der Enzyme, deren dreidimensionale Strukiarheute geklart ist, auf nur zwei
verschiedene Faltungsarten (Abbildung 4). Der Rastyp GT-A beschreibt Enzyme, die
normalerweise zwei Rossman-artige Doménen aufweisemd innerhalb ihrer
Aminosauresequenz ein DXD Motiv besitzen, welchesbevalentes Kation binden kann.
Dieses hilft aktiv in der Katalyse der Reaktiondem es die Pyrophosphatgruppe des
Donorsubstrats bindet. Jedoch ist dieses Bindenmitivt konserviert und es gibt Beispiele
von Glycosyltransferasen, deren Struktur GT-A folgber kein DXD Motiv aufweidt’
Eukaryotische GTs, die dieser Faltung zugeordnetdeve weisen typischerweise einen
kurzen N-terminalen cytoplasmatischen Teil auf, oiggf von der Transmembran- und
Stammregion, die dann in der globularen katalyscbomane endéf Der Faltungstyp
GT-B besitzt zwei Rossman-ahnliche Domanen, diatrso fest assoziiert sind, wie in der
GT-A Faltung. In der Spalte zwischen den beiden Bxoan befindet sich das aktive Zentrum
des Enzyms. Die Katalyse dieser Enzyme scheintt raalangslaufig durch ein bivalentes

Kation unterstiitzt zu werdéh’!
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A) B)

Abbildung 4: Faltungstypen von Glycosyltransferasen. A) Fajaipp GT-A. Hier ist reprasentativ die
Rontgenkristallstruktur der invertierenden GT Spa#s Bacillus Subtilusgezeigt (pdb: 1ggq). Zwei eng
assoziiertep/o/p Domanen flihren zu einem zentral@rFaltblatt. B) Faltungstyp GT-B. Gezeigt ist die
Kristallstruktur des Bakteriophagen TptGlucosyltransferase (pdb: 1jg7). Die beiden Rossétanlichen
Domaénen sind locker assoziiert. In der Spalte Zwdacbeiden Doménen befindet sich das katalytische
Zentrum®?

Zurzeit wird eine dritte Faltung GT-C diskutiert, ied anhand von iterativen
Sequenzvergleichen auf eine 3D Struktur hinweiste @in grol3es hydrophobes
Integralprotein mit 8 bis 13 Transmembranheliced emem aktiven Zentrum in einkEmg-
loop Region ergeben wiirde! Die erste 3D Struktur eines Enzyms, das dieselemeu
postulierten Faltung entsprechen sollte, schwéaebbgh die Klassifizierung, da gezeigt
wurde, dass das durchgefuhrtalignment auf einem Sequenzbereich fir einen
Transmembranteil zu basieren scheint und nichtdaof vorhergesagteloop-Bereich mit
dem aktiven Zentrurt?

Eine weitere Einteilung kann anhand der Stereochetes entstehenden Produkts bei der
Katalyse gemacht werden. Wie schon erwdhnt, karm akdivierte Kohlenhydratderivat
entweder mit Inversion oder Retention der Konfigjoraam anomeren Zentrum Ubertragen
werden. Man spricht somit von invertierenden oderichtAnvertierenden
Glycosyltransferasen. Dabei muss festgehalten werdiass bis heute kein Zusammenhang
zwischen Faltungstyp einer GT und dem stereochémmsdErgebnis ihrer katalysierten

Reaktion gefunden wurd®.



EINLEITUNG

1.2 Das ABO(H) Blutgruppensystem

Beim Menschen ist eine Vielzahl an Blutgruppen lbekaderen Systematik sich an der
Zusammensetzung von Glycolipiden und Proteinemtee *>® Dabei gehort das ABO(H)
Blutgruppensystem zu einem der Wichtigsten. Inalie$System werden die Blutgruppen in
vier Hauptklassen unterteilt: A, B, AB und O (nulDiese Einteilung ist schon seit Anfang
des 20. Jahrhunderts bekannt und beruht auf debdgbtung Landsteiners, dass die
Kombination aller Seren der verschiedenen Blutgempru Aggregationen fuhft! Erst Mitte
des Jahrhunderts stellte man fest, dass die vedsmmen Blutgruppen unterschiedliche
Antigene auf den Erythrozyten und anderen Zelltypaisentieren und diese Antigene aus
Glycostrukturen bestehélf! Die Aggregation findet auf Grund des Vorhandersein
entsprechender Antikorper im Serum statt, die dezie Antigene der jeweils anderen

Blutgruppe erkennen.

Die ABO(H) Antigene werden beim Menschen in untemsdlichen Entwicklungsstadien
verschieden stark exprimiert. So weisen Neugeboetwa 25-50% weniger A/B Antigene
auf der Oberflache ihrer Erythrozyten auf als dieem Blutkdrperchen eines ErwachseH8n.
Neben ihrem Einfluss auf Zellwachstum und -diff@ierung scheint die Expression der
Antigene auch in pathologischen Prozessen, vomgaimgder Carcinogenese, eine wichtige
Rolle zu spieleft” Dabei ist die am haufigsten beobachtete Verandeder Verlust der
Expression der ABO(H) Antigene und wurde erstmads NMdagenkrebs beschrieben. Spater
wurde diese Beobachtung mit der Abnahme an Enzywig@ikt in Zusammenhang
gebracht?®?Y Im Gegensatz dazu wurde bei Dickdarmkrebs einghéehExpression von A/B
Antigenen festgestellt, die normalerweise im Darédhmend des Entwicklungsverlaufs immer

starker abnimmig22!

Die Blutgruppenantigene werden awAcetyllactosamin des Typs 1 und 2, &@HGalNAc-
Glycanen und Glycolipiden prasentiert. Sie werdeorrangig auf membranstandigen
Proteinen und Lipiden gefund€h.Die Biosynthese der entsprechenden Antigene warl v
verschiedenen Glycosyltransferasen tibernommen, ivsbbelbertragung einet-L-Fucose
auf die terminale D-Galactosyleinheit desN-Acetyllactosamin durch einea(1,2)-
Fucosyltransferase das H-Antigen generiert, weldwersBlutgruppe O entspricht. Je nach
Sekretionsort und Typ ddd-Acetyllactosamins tUbernimmt diese Aufgabe einetitveste

a(1,2)-Fucosyltransferase (Abbildung 5).
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Blutgruppenspezifische
OH OH a(1,2)- :

Fucosyltransferase
(o] NHAc
HO R GDP-Fucose
HO (0]
OH 9) : '
- GDP : o OH
OH : OH |

NHAc

H-Antigen

Abbildung 5: Biosynthese des H-Antigens durch eine blutgruppenifischea(1,2)-Fucosyltransferase. Die
Ubertragung einen-L-Fucoseeinheit auf die 2-Position der terminatealactose ded-Acetyllactosamins
generiert das H-Antigen-Disaccharid.

Das Antigen der Blutgruppe A wird durch die blujgpenspezifischea(1,3)N-
Acetylgalactosaminyltransferase (GTA) synthetisidré das H-Antigen als Akzeptorsubstrat
nutzt®” Dabei wird eine neuex(1,3)-glycosidische Bindung zwischen der terminalen
D-Galactose und dem UbertragendeN-Acetylgalactosamin gebildet. Auch das
Blutgruppenantigen B wird aus dem H-Antigen gengriedoch erfolgt die Modifizierung
durch einen o(1,3)D-Galactoserest, die von der blutgruppenspezifische(i,3)-
Galactosyltransferase (GTB) durchgefiihrt wird (Athibng 6)2°!

GTA und GTB unterscheiden sich nur in vier Aminas@uin ihrer Sequenz und gehdren
damit zu den bis heute bekannten GlycosyltransePamre, die die héchste Homologie

aufweiser?®
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NHAc

OH !

H-Antigen
GTA GTB
UDP-GalNAc UDP-Gal
OHOH OHOH
! HoO NHAc  HO NHZe
i RE R
0 : Y
0 o o : or
: : OH
HO o | HO ;
OH OH
A-Antigen B-Antigen

Abbildung 6: Biosynthese der Blutgruppenantigene A und B. Bdidtigene werden aus dem H-Antigen durch
die spezifischen Glycosyltransferasen GTA und Gyfgleetisiert. Die Antigene A und B unterscheidezhsiur

in der Position 2 der terminalen Galactose. Higiitbedas A-Antigen ein&l-Acetylaminogruppe, wahrend das
B-Antigen an Position 2 eine Hydroxyfunktion aufatei

1.3 Die humane Blutgruppe-B-spezifische Galactosyhnsferase

Die humane Blutgruppe-B-spezifische Galactosyltienase (GTB) ist ein nicht
invertierendes Enzym, dass die Synthese des Blytgnantigens B katalysiert, wobei bei der
Reaktion ein bivalentes Kation involviert {§¥. In diesem Prozess wird einep-Galactose-
Einheit von Uridindiphosphat-Galactose (UDP-Galj das terminale Disaccharal-L-Fuc-
(1,2)f3-p-Gal-OR des H-Antigens Ubertragen. Dadurch entstelte neue a(1,3)-
glycosidische Bindung zwischen derGalactose des H-Antigens und des Ubertragenen
Kohlenhydrat$?® Im Gegensatz zu vielen anderen Glycosyltransfarasst die
dreidimensionale Struktur des Proteins bekannt {dbbg 7)?"?"! GTB liegt in wassriger
Losung und bei neutralem pH als Homodimer ¥dr.Die Struktur des rekombinant
exprimierten Enzyms entspricht der Faltung GT-A, der das N-terminale Ende die

7
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Bindungsdoméne fur das Donorsubstrat bildet und d&mdungstasche fir das
Akzeptorsubstrat durch den C-terminalen Teil degtiBe gebildet wird. Das DXD-Motiv,
das fur die Bindung des bivalenten Kations von Béa®g ist, befindet sich in der Spalte
zwischen den Rossman-ahnlichen Domanen und isdésikatalytischen Zentrums, welches
durch eine flexible Peptidschleife ge6ffnet undaipsssen werden karf! Man geht davon
aus, dass die geschlossene Form der Bindungstasch&ngenommen wird, wenn Donor-

und Akzeptorsubstrat gleichzeitig gebunden sind.

Abbildung 7: Réntgenkristallstruktur der humanen Blutgruppsgzifischen Galactosyltransferase (GTB, pdb:
21j8) ! Gezeigt ist das Monomer in der geschlossenen Kuoation, in der das H-Antigen Disaccharid und
UDP cokristallisiert sind. Helices sind in rot, tdétter in blau und peptidiscHeopsin gelb dargestellt. Die
Bindungstasche fur das Donor- und Akzeptorsubdiegt in einer Spalte, die durch die Rossman-ahelic
Domaéanen flankiert wird. Dabei wird das Donorsultstkaordinativ tGber die Pyrophosphateinheit an ein
bivalentes MA™-lon (magenta) gebunden. Die flexible Peptidschleifelche das aktive Zentrum schlieRt, ist in
der Struktur nicht vollstandig aufgeldst (orangputktete Linie).

Obwohl die mechanistischen Details der Katalysehgste nicht vollstandig geklart sind,
konnte durch NMR gestitzte Studien gezeigt werdass das Donorsubstrat UDP-Gal in
einer zurlckgefalteten Konformation gebunden wimdder der zu tbertragende Zucker tber
der Nucleotideinheit liedt” Zudem wurde festgestellt, dass das Donorsubsiteiraig von
der An- oder Abwesenheit eines H-Antigen-Disacah&malogons unterschiedlich stark
gebunden wird? Auch das Akzeptorsubstrat wird abhangig von dewdsenheit von UDP
unterschiedlich stark gebunden, was die Koopetativieider Substrate bewefl. Die Art

des Bindungszustands beider Substrate mittels RiAstigikturanalyse konnte erstmals 2008

8
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gezeigt werden, wobei das Donorsubstrat erfolgreioh einer Mutante von GTB
cokristallisiert werden konnté” Zudem wurde durch massenspektrometrische Analgigen
Bedeutung eines vorhandenen bivalenten Kationsrstntden, da das Enzym sonst keine
ausreichende  Affinitat zum Donorsubstrat aufWis. Die Kombination von
Rontgenkristallographie und KonformationsanalyseclNMR haben erste Einblicke in die
Bindung des Donorsubstrats ergeben. Wahrend digittf von UDP-Gal vorrangig tber den
Nucleotidteil des Substrats gesteuert Witd erfolgt die Erkennung des Akzeptorsubstrats
anhand dep-Galactose-Einheit des H-Antigens. Dig-ucose scheint keine Rolle bei der

Erkennung, jedoch aber bei der Katalyse zu spiéfen.

Auch die Kinetik der katalysierten Reaktion wurdetarsucht. So konnte die Michaelis-
Menten-Konstanté&y, in der Anwesenheit von Mfzu Ky = 88 pM fiir das H-Antigen und
Ky = 27 UM fur UDP-Gal bestimmt werd&i:>®!

14 Glycosyltransferase Inhibitoren

Im Allgemeinen kénnen Inhibitoren fur Glycosyltrégisen anhand ihrer strukturellen
Eigenschaften in drei Klassen unterteilt werdenerbii werden Inhibitoren, die die

Bindungstasche des Donorsubstrats besetzen sollenprsubstratanaloge Inhibitoren
genannt. Sie enthalten ein NDP- bzw. NMP-Motiv odem Mimetikum der

Diphosphateinheit sowie ein Glycosyldonor- oder fghegszustandsanalogon zur
Unterdriickung der Ubertragung des Kohlenhydratssiachend nennt man Molekile, die
das Akzeptorsubstrat mimikrieren, akzeptorsubstogea Inhibitoren. Sie sollen die

Ubertragung des entsprechenden Zuckers auf daspfksabstrat behindern, indem sie das
aktive Zentrum kompetitiv zum nattrlichen Subshiatckieren. Bisubstratanaloge Inhibitoren
vereinen Eigenschaften von Donor- und Akzeptorsabstind versprechen die grofite
Wirksamkeit®® Inhibitoren fur Glycosyltransferasen eignen sichhrs gut, um den

Mechanismus des Enzyms und die biologische Funkdemsynthetisierten Oligosaccharids
zu untersuchen. Bis heute wurde ein sehr groBewand betrieben, um wirksame
Inhibitoren fir GTs zu erhaltéf*® Dabei entspricht der groBte Teil an Verbindungen
donorsubstranalogen Inhibitoren. Durch die Nutzwstguktureller und mechanistischer
Informationen ist es kurzlich gelungen, einen litbib fur Galactosyltransferasen zu

entwickeln, der eine inhibitorische Konstante én= 0.45 uM bis 38.8 UM gegeniber
9



EINLEITUNG

verschiedener Galactosyltransferasen besitzt. Dadfand sich unter den untersuchten GTs
auch GTB, welche durch den Inhibitor nkif = 2.4 uM in Gegenwart des Donorsubstrats
UDP-Gal gehemmt wurde (Abbildung ‘&Y

Ho OH

HO

Abbildung 8: Donorsubstratanaloger Inhibitor fir Galactosylsferasen, der die Bindungstasche des
Basenfragments nutzt. Durch Derivatisierung ansdeosition innerhalb der Pyrimidinbase von UDP-@afde
eine Inhibition dera(1,4)-Galactosyltransferas&l€isseria meningitidjsmit K, = 0.45 uM in Gegenwart von
UDP-Gal erhalte”!

Im Gegensatz dazu sind nur wenige Inhibitoren bekadie in einem befriedigendem
Ausman spezifisch die Donor- und Akzeptorbindursgsta besetzeff’ Dies liegt vorrangig
an mangelnder Kenntnis der dreidimensionalen Sirukier meisten GTs. Weiterhin
erschwert die Komplexitat der katalysierten Reaktind der vielfach variierenden Faktoren,
die Einfluss auf die Katalyse nehmen, die Suchehr@ioem Inhibitormolekul. Letzteres
bedeutet, dass Donor- und Akzeptorsubstrat bekaem missen, da deren Struktur
malfdgeblich fur Affinitat und Spezifitat verantwach ist. Zudem ist es hilfreich, die An- oder
Abwesenheit eines bivalenten Kations zu kennen,das) Design daraufhin abstimmen zu
kénnen. Nicht zuletzt die Konfiguration des anomezentrums des Produkts, die je nach GT
unterschiedlich sein kann, erschwert die Suche e&wdbm hochspezifischen Inhibitor. Der
erste bekannte bisubstratanaloge Inhibitor istl#erganzustandsanalogon, welches fiir die
a(1,2)-Fucosyltransferase entwickelt worden ist (#hing 9). Die Bestimmung der
inhibitorischen Konstante ergab einen Wert véf =16 uM in Anwesenheit des
Donorsubstrats GDP-Fucose ufd= 2.3 pM bezogen auf Pherfb-Galactopyranosiéf!
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Abbildung 9: Bisubstratanaloger Inhibitor fiir die(1,2)-Fucosyltransferase. Der Ubergangszustand wird
simuliert, indem das Nucleotid des DonorsubstraBP@&uc kovalent Uber eine kurze Alkylkette an die
2-Position des Akzeptorglycosids gebundef15t.

Von der kleinen Anzahl an bekannten bisubstratgyednhibitoren sind die Wenigsten fur
nicht invertierende GTs entwickelt worden. Diegli@n der erschwerten Realisierung der
richtigen Konfiguration, da in diesem Fall das midh entstehende Produkt dieselbe
Konfiguration am anomeren Zentrum des Ubertragerdieckers wie des Donorsubstrats
aufweist. Durch Schmidtet al. wurde ein Bisubstratanalogon fur die(1,3)-
Galactosyltransferase des Schweins synthetisiert,dem dieses Problem durch eine
C-glycosidische Bindung zwischen UDP und deGalactose des Akzeptorsubstrats gelost
wurde (Abbildung 10). Die Aktivitdt des Enzyms ké@mmit einem 1Gy ~ 5 M gehemmt
werden [*Z

| NH

OH OH

Abbildung 10: Bisubstratanaloger Inhibitor fir di€1,3)-Galactosyltransferase des Schweins. Der Mtidkeil
des Donorsubstrats ist Gber eine C-glycosidiscimeliBig mit der terminaleb-Galactose des Akzeptorsubstrats
verkniipftl*?

Da bestimmte Oligosaccharidstrukturen innerhalb deZellkommunikation
und -differenzierung eine entscheidende Rolle spieind bei vielen Krankheiten, wie z.B.

11
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Darmkrebs eine wichtige Funktion Gbernehmen, i tderesse an gezielter Hemmung

bestimmter GTs sehr hoch.

1.4.1 Strukturbasiertes Wirkstoffdesign

Die Suche nach einem neuen Wirkstoff erweist s#ulfily als schwierig und komplex, da der
Anspruch an ein solches Molekul fir den Einsatz Méxlikament sehr hoch ist. So wird
neben der Spezifitat und Wirksamkeit auch desseoveBiligbarkeit, die L&ange der
Wirksamkeit des Medikaments am Zielort und eine lioligt geringe Toxizitat bendtigt. Um
den Aufwand weitestgehend zu minimieren und Prejekdglichst effizient zu gestalten, sind
in den letzten Jahrzehnten verschiedene Konzepteendet und auch wieder aufgegeben
worden. Seit Anfang der 1990er Jahre wurde aufgderdortschreitenden Entwicklung von
automatisierter Synthese- und Analysemdglichkedarch dashigh throughput screening
(HTS) eine Vielzahl an Verbindungen dargestélltTrotz kleinerer Erfolge wurde jedoch
sehr schnell klar, dass auch eine Erh6hung deshBatzes die Suche nach einem geeigneten
Wirkstoff nicht erleichtern wird. Ein anderer Ansaterfolgt die Einteilung von Molekilen
nach ihren grug-like* Eigenschaften, in dem Wirkstoffe, die die klinisdAhase erfolgreich
durchlaufen haben, nach ahnlichen Merkmalen kaisigdr worden sind™” Von diesen
Kategorisierungen ist did.ipinski rule of five fur oral verabreichte Medikamente die

bekanntest&®

Das strukturbasierte Wirkstoffdesign setzt, im Gegéz zum kombinatorischen Ansatz, die
Kenntnis (durch eine vorhandene Kristallstruktudeo detaillierte Vorstellung (durch ein
Homologiemodell) der dreidimensionalen Struktur desinhibierenden Rezeptors voraus.
Dabei wird diese Struktur genutzt, um durch commastitzte Analysen Ligandstrukturen
fiir diese Rezeptoren zu entwické&fi*® Diese Technik ist vor allem auf die Verbesserung
und Leistungsfahigkeit von Computern und Expressgstemen zuriickzufiihren und lasst
sich generell in einem Ablaufzyklus wie folgt besgiben (Abbildung 11): Mit der bekannten
3D Struktur des Rezeptors wird durch computergetgimolecular modelingexperimente
ein Ligand entworfen, der sich, von seiner Strukind seinem energetischen Verhalten im
virtuellen Bindungsfall, gut in die Bindungstaschaflgt. Dieser virtuelle Ligand wird

anschlieBend synthetisiert und dann in GegenwartRezeptors getestet. Liganden, die im

12
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~Ernstfall“ ein Bindungsereignis mit ihrem eigectien Zielmolekll eingegangen sind,

werden nun demselben Zyklus zur Optimierung untefiend*®!

bekannter Rezeptor
Struktu/ \wone

erf olgreicher ngand [

virtueller Ligand

Testphasek / Synthese

Ligand(en)

Abbildung 11: Genereller Ablauf fir die strukturbasierte Entdimg eines Liganden mit computergestiitzten
Methoden. Fir einen bekannten Rezeptor wird inTdeorie ein Ligand entworfen. Weist der virtuelligand
bestimmte, im Vorfeld festgelegte Merkmale auf,dvér synthetisiert und gegeniiber dem Rezeptor tgetes

Findet nun ein Bindungsereignis zwischen beideneliiden statt, kann die Struktur des Liganden flitexe
Optimierung genutzt werden und erneut in den Zykingeher*
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2  Aufgabenstellung

Glycanstrukturen sind an der Zellerkennung undzdikkommunikation beteiligt. Diese fir
die zellularen Prozesse fundamental wichtigen s&ife werden von Glycosyltransferasen
(GTs) synthetisiert, die innerhalb ihrer katalysar Reaktion hochspezifisch einen NDP-
oder NMP-aktivierten Zucker auf ein Akzeptorsubistigbertragen. Diese im Golgi
lokalisierten Enzyme bilden glycosidische Bindungemer Inversion oder Retention der

Konfiguration am anomeren Zentrum.

Fur das Verstandnis und die Aufklarung der Detallss Katalysemechanismus sind
Inhibitoren ein attraktives Werkzeug, um diese Bé&sn Enzymen zu untersuchen. Zudem
veranlasste die Erkenntnis, dass GlycanstruktueeiKiankheiten, wie z.B. Krebs, eine Rolle
spielen, eine verstarkte Suche nach spezifischgoo&yltransferase-Inhibitoren. Bis heute ist
die Suche nach einem passenden Inhibitor, der me& spezifische GT hemmt, sehr
schwierig, da nur einige wenige dreidimensionakeli&tren von wenigen GTs geldst sind.
Zudem ist die Reaktion durch die Beteiligung vorez®ubstraten und einem (bzw. keinem)
bivalenten Kation als Cofaktor recht komplex. Ist Kation an der enzymatischen Reaktion
beteiligt, wird dieses durch die Pyrophosphateinties Donorsubstrats koordiniert. Da neben
der koordinativen Fahigkeit auch die Affinitat de@snorsubstrats zu dem Zielenzym tber die
Diphosphateinheit beeinflusst wird, besitzt diegggagment in der Entwicklung eines
Inhibitors eine Schlisselrolle. Jedoch ist geradesel polare Gruppe flr einen
membrangangigen Inhibitor génzlich ungeeignet ursd¢hhdie Suche nach einem Inhibitor,
der am Zielort innerhalb der Zelle wirken soll, rséhg.

Da GTs, die denselben Zucker auf ein Akzeptorsabsibertragen, auch das identische
Donorsubstrat nutzen, ist die Suche nach einemifgoden Enzyminhibitor zusatzlich

erschwert. Dies bedeutet fir eine Verbindung, diedas Donorsubstrat mimikriert, dass mit
diesem Molekul immer eine Klasse an GTs angesproahe. Auch wenn die Affinitat eines

Inhibitors vorrangig tUber den donorsubstratanalogen des Inhibitors gesteuert werden
wird, kann die Spezifitdt gegenuber einer einzigEh nur Uber die Miteinbeziehung des
Akzeptors des Enzyms in einem Inhibitormokelul kohiert werden, da hier der grof3te

Anteil an Spezifitat gegentber der Transferreakfalisiert ist.

Somit ergibt sich die hochste Effizienz der Inhdmt einer GT durch die Kombination der
Eigenschaften beider Substrate, indem die hoheni&ifi des Donorsubstrats und die
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Spezifitdt des Akzeptorsubstrats in einem bisutstedogen Inhibitor vereinigt wird. Bis
heute gibt es nur einige Beispiele von bisubstedtagen Inhibitoren, die eine befriedigende
Selektivitat gegenlber einer einzigen GT zeigen.

Da die 3D Struktur der humanen Blutgruppe-B-spsaifen Galactosyltransferase (GTB)
bekannt ist und erste mechanistische Studien \aribtht sind, ist dieses Enzym ein
attraktives Modellsystem, um spezifische, auf desiB von diesen Strukturinformationen
beruhende Inhibitoren zu entwickeln und zu test&@hB katalysiert den Transfer eines
Galactopyranosylrestes von UDP-Galactose (UDP-&4dlieO3-Position des terminalem
Galactopyranosids des H-Antigens, wodurch die Bigdudes Blutgruppe B Antigens

resultiert. Bei dieser Reaktion ist ein bivaleritegion involviert.

Innerhalb dieser Arbeit sollte ausgehend von Hanesterivaten, die sich als potenzielle
Uracilmimetika verwenden lassen kdonnen, Inhibitoeatwickelt, synthetisiert und gegentber
GTB untersucht werden, die sich schrittweise vone®i UDP Mimetikum zu einem
bisubstratanalogen Inhibitor fir GTB erweitern &assDa der Ersatz des UDP-Fragments
innerhalb des Donorsubstrats UDP-Gal ein kritiscRemkt in der Entwicklung eines

erfolgsversprechenden Inhibitors ist, sollte hiarleesonderer Schwerpunkt gelegt werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Glycosyltransferasen (GTs) katalysieren den sysetién Transfer eines Monosaccharids auf
ein Akzeptorsubstrat. Fur diese Reaktion beinhaltes aktive Zentrum einer GT eine
Bindungstasche fiir einen Kohlenhydratrest eineseptarsubstrats und eine Bindungstasche
fur das Donorsubstrat, wobei beide raumlich selirenzaueinander angeordnet sind. Wenn
beide Substrate gleichzeitig gebunden sind, wird #atalytische Zentrum durch eine
Peptidschleife geschlossen und die Ubertragung<datenhydrateinheit kann erfolgen. Fir
die Erkennung der eigenen Substrate verwendet {g@ieverschiedene Fragmente der
Substrate. So geht die Affinitdt zum Donorsubstvatrangig aus der Erkennung des
Nucleotidteils hervor, wahrend jede GT hochspedifigr entsprechendes Akzeptorsubstrat
erkennt. Dabei nutzen alle GTs, die eine bestimvdaosaccharid-Einheit Gbertragen, auch
das gleiche Donorsubstfaf! Méchte man nun gezielt einen Inhibitor entwickebrer
hochspezifisch nur eine bestimmte GT hemmt, so mdiesser gleichzeitig die Donor- und
Akzeptorbindungsdomane besetzen. Im Gegensatz di®st sich eine ganze
Glycosyltransferasen-Klasse inhibieren, indem nigr Bindungstasche des Donorsubstrats
blockiert wird, da alle das gleiche Substrat verdean Im Falle von Galactosyltransferasen
bedeutet dies, dass die Synthese eines Analogon®)&-Gal fur die gezielte Inhibierung

dieser Familie an GTs ausreichend waére.

In einem strukturbasierten Ansatz zur Entwicklummg \nhibitoren flr Glycosyltransferasen

sollten schrittweise folgende Punkte berlcksichtigiden:

1. Der Inhibitor sollte eine ausreichend hohe Affing&geniuber dem Enzym besitzen.

2. Der Inhibitor sollte eine hohe Spezifitat gegenibieer einzigen Glycosyltransferase
Familie aufweisen, z.B. Galactosyltransferasen.

3. Der Inhibitor sollte mit hoher Spezifitdt nur eime#ges Enzym hemmen, z.B. GTB,

was eine hohe Donor-und Akzeptorspezifitat des kldkevoraussetzt.

Da GTs zu den Transmembranproteinen zahlen undhalieder Zelle normalerweise im

Golgi lokalisiert sind, sollte der Inhibitor in déage sein, Zellwande und Membranen der
Zellkompartimente zu Uberwinden, um so sein Zigjemzerreichen zu koénnen. Diese
Voraussetzung hat Allgemeingiltigkeit fur alle Ibiboren, die in biologischen Systemen

eingesetzt werden sollen.
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Je nachdem, welche dieser Grundvoraussetzungdtt snfid, resultieren daraus Inhibitoren,
die sich in ihrer Spezifitit gegentuber GTs untezgtdn. Durch Erfillung der ersten
Voraussetzung, d.h. eine hinreichende Affinitat zemzym, wirde sich ein Mimetikum
ergeben, das spezifisch die Bindungstasche desedlidd des Donorsubstrats besetzen
wurde, da der grof3te Beitrag an Affinitdt aus cheskeil des Moleklls resultiert. Bezieht
man den zweiten Punkt mit ein, wirde sich der Inbikan eine Klasse an GTs wenden und
es ergadbe sich daraus ein donorsubstratanalogittmhEin Inhibitor, der alle drei Punkte

erfullen kann, sollte hochspezifisch nur mit eindinzym eine inhibitorische Bindung

eingehen, z.B. GTB (Abbildung 12).

Inhibitor

Transfer

Akzeptor

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Konzepts zur Inhibge von Glycosyltransferasen am Beispiel
der GTB.Links: GTB (griuin) besitzt je eine Bindungstasche fiir Kalenhydratstruktur des Akzeptorsubstrats
(orange), fur die zu UbertragendeGalactoseeinheit des Donorsubstrats (violett) eing@ Erkennungsdoméne
fur die Nucleotidbase (blau). Die Ubertragung @epunktete Linie) der Zuckereinheit erfolgt beiigheeitiger
Bindung beider Substrat®echts Das aktive Zentrum von GTB (griin) wird durch eirlehibitor besetzt. Die
Bindungsstelle der Kohlenhydratstrukturen des Akazepund des Donorsubstrats sind durch Molekilfragta
blockiert, die kovalent miteinander verknipft simdd die natirlichen Kohlenhydrate mimikrieren (aamund
violett). Dieses Fragment ist Uiber eine nichtiohés€&inheit (Linker) an eine modifizierte Base (gajkbunden,
die eine erhohte Affinitat im Vergleich zur natéHen Nucleobase von GTB mitbringt.

Da im Nucleotid durch die Pyrophosphateinheit emergiereicher Anteil des UDP-Gals
vorliegt, der in diesem Fall zusatzlich mit einemaltenten Kation wechselwirkt und einen
signifikanten Anteil an der Affinitat zur GTB besif muss gewahrleistet sein, dass ein
Inhibitor ohne die Pyrophosphatgruppe in der Lagiediesen Teil ohne einen starken Verlust
an Bindungsaffinitat hinreichend zu ersetzen. Didssl des Donorsubstrats beinhaltet mit
dem Nucleosid durch die-Ribose ein weiteres hochpolares Fragment, welshkkel3lich
die fur die Affinitdt bendtigte Base tragt. Diesdeeatet, dass fur die Bioverfugbarkeit eines
geeigneten Inhibitors dieses polare Fragment obter aumindest die Diphosphatgruppe
durch ein nichtionisches Fragment ersetzt werdessm8oll dieses Fragment in weiteren
Studien genutzt werden, um darauf aufbauend ein ordabstratanalogen bzw.

bisubstratanalogen Inhibitor zu entwickeln, so teoller Strukturersatz eine Mdoglichkeit
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beinhalten, dieD-Galactose des Donorsubstrats und des Akzeptoratgspassend zu

positionieren.

Im Folgenden wird die schrittweise Entwicklung vemem Strukturfragment zu einem
bisubstratanalogen Inhibitor fur die GTB beschriebBabei werden im ersten Teil dieser
Arbeit das Design, die Synthese und die anschli@feAnalyse von UDP-Mimetika

vorgestellt, die dann in das Konzept eines donatsatanalogen Inhibitors eingehen, welcher
im zweiten Teil beschrieben wird. Dieser sollte ger Lage sein, eine Klasse, d.h.
Galactosyltransferasen zu hemmen. Um zu Uberprofenje synthetisierten UDP-Mimetika
sowie das UDP-Gal Mimetikum auch experimentell eigsostulierten Eigenschaften
mitbringen, wird in einem dritten Teil die Hemmugggentber der humanen Blutgruppe-A-
spezifischenN-Acetylgalactosaminyltransferase (GTA), inklusiver dEntwicklung eines

NMR basierten Inhibitionsassys, vorgestellt. SdilEh wird dann gezeigt, wie der
donorsubstratanaloge Inhibitor durch rationales idies in das Konzept eines

bisubstratanalogen Inhibitors eingebunden werdem.ka

3.1 Design, Synthese und Analyse von UDP analogenhibitoren

3.1.1 In silico Analyse von Harnsaurederivaten als UDP Mimetika

Untersuchungen zur Bindungsaffinitat des natUrici@onorsubstrats UDP-Gal zu GTB
mittels NMR haben ergeben, dass vor allem die Mticlbase Uracil vorrangig fur die
Affinitat verantwortlich ist, die durch die Anwedegit der Ribosyl- und Diphosphateinheit

[34]

erhoht  wird Im Gegensatz dazu wird die Spezifitat durch diekeBnung der

Kohlenhydratstrukturen, im Fall von GTB derpb-Galactopyranosylrest des Donorsubstrats

und das3-D-Galactopyranosylfragment des H-Antigens, hervarfger®>4

Da Uracil die Schlisselrolle beziglich der Affitiles Donorsubstrats einnimmt, wurde in
docking Studien und unterstitzenden STD NMR Experimentenctd J. Albers nach
alternativen Strukturfragmenten fur die Nucleotsb@esucht, die eine erhdhte Affinitat zur
GTB aufweisen, indem sie den Platz in der Bindwsgsie besser ausnutzen sollten als die
natiirliche Bas€? Es stellte sich heraus, dass Harnsaure mit eimébitorischen Konstante

vonK; = 1.7 mM in Gegenwart von Uracil ein guter Kandifia den Ersatz des Uracils war.
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Virtuelle Fragment-Evolution resultierte schlieBlim 9N-Pentitylharnsaurederivaten, die in
der Lage sein sollten, nicht nur die Pyrophosphahit, sondern auch den Ribosylteil des
Nucleotids zu uberbricken. Dieses Ergebnis wurdedem dockingvon 9b-Ribityl-1,3,7-
trinydro-2,6,8-purintrion 1) untermauert. Mit diesem Molekulfragment sollten@$glich sein,
eine D-Galactose so zu positionieren, dass die Bindusgsta fur dieses
Kohlenhydratfragment durch den Zucker oder einpethendes Mimetikum besetzt werden
kann. Um diese Hypothese zu prifen, wurde in eindotking Experiment die
Bindungsenergie von 9-(6B-a-D-galactopyranosylp-arabinityl-1,3,7-trinydropurin-2,6,8-
trion (3) gegenuber GTB gepruft und es konnte gezeigt werdass sich nicht nur die
Galactose gut in der Bindungstasche positioniebndsrn auch die berechnete

Bindungsenergie eine verstarkte Bindung 8atu GTB (verglichen mit) aufzeigte®”

Da seit 2008 eine neue Rontgenkristallstruktur @&B zuganglich ist, wurde eine erneute
Bewertung und eine Erganzung der silico Daten, die J. Albers berechnet hatte,
vorgenommen. In dessen Arbeit wurde mit einem Hogiemodell, das sich aus der
Kristallstruktur von GTB aus dem Jahr 2802 und transfer-NOE NMR Daten
zusammensetzte, genutzt. In der vorliegenden Artgitie GTB in der geschlossenen Form
(BBBB, pdb: 2rj8¥% verwendet und die Analyse mit demolecular modeling®rogramm
SYBYL (Tripos) durchgefuihrt. Nicht aufgeltste Bextee, die vor allem die hochflexibleop
(Aminosauren 177-195) betreffen, wurden in einenmidingiemodeling ergan#" Das
bivalente Manganion in der Bindungstasche wurde wvan F. Niemeyer beschrieben, als
starres Aggregat zwischen den Aminosauren Asp2%p, 213 und dem Metallion definiert,
um Deformierungen des Proteins wéhrend des Minimigsvorgangs zu vermeid&f. Die
Partialladungen des Proteins wurden mit Amber uadlds Liganden nach Gasteiger-Marsili
berechnet. Als Kraftfeld diente das Tripos-Kraftfelindem die Minimierung in 1000
Iterationsschritten bzw. bis zu einer Energiedndgruon AE = 0.05 kcal/mol durchgefiihrt

wurde.

Die minimierten Strukturen wurden nun mit der Lagel der Bindungsenergie von UDP-Gal
in der Donorbindungstasche von GTB im berechnetexlé verglichen. Dazu wurde das
Donorsubstrat aus einer Kristallstruktur einer Ciiienvon GTB (AABB, pdb: 2rj#”
extrahiert, in der das Substrat erstmalig cokfistaft werden konnte. In dieser chimaren
Proteinstruktur sind zwei von vier Aminosauren, danen sich GTB von der humanen
Blutgruppe A spezifischeN-Acetylgalactosaminyltransferase (GTA) unterschigiderch die
aus GTA substituieit” Da beide Enzyme hochst homolog sind, kann davegegangen
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werden, dass die Bindung von UDP-Gal in GTB anaogder Bindung in dem mutierten

Protein sein wird. In Abbildung 13 ist UDP-Gal irrdBindungstasche des Donorsubstrats

von GTB gezeigt.

Abbildung 13: Crossed-eyéarstellung von UDP-Gal (extrahiert aus pdb: 21j7)n der Bindungstasche fiir
das Donorsubstrat von GTB. Die Affinitat der Binguron UDP-Gal &tom-typ¢ ist vorrangig von der
Nucleobase (oben rechts) abhangig und wird durehAgiwesenheit des Ribosyl- und Pyrophosphatteits de
Molekiils verstarkt. Die Diphosphateinheit wird durdas bivalente Mii-lon (magenta) koordiniert und ist an
die o-D-Galactose gebunden, die in einer eigenen Bindargiseé fir die Katalyse positioniert wird.

Die Bindungsenergien dzqung fur die Liganden an GTB wurden nach GleichuGél
berechnet.

EBindung =Ep, — Ep —E} Gl-1)

mit Er: Energie des minimierten Protein-Ligand-Komplexes
Ep: Energie des Proteins

E.: Energie des Liganden

Die so erhaltenen Bindungsenergien geben nur vel&tierte an, die aber eine Abschatzung
zulassen, ob ein Ligand im Vergleich zu einem Bsmugekul eine deutlich bessere oder
schlechtere Bindungsenthalpie mitbringt. Diesssking muss aber nicht zwangslaufig der
Realitat entsprechen, sondern kann nur Hinweisesdafgsversprechende Liganden geben,

die dann in einenn vitro Modell verifiziert werden missen.

Aus dendocking Studien von 2006/07 ging bereits hervor, dagsRbityl-1,3,7-trihydro-
2,6,8-purintrion {) sich gut eignen kénnte, den UDP-Rest des Donetgts zu ersetzer’
Dieses Ergebnis wurde in den hier durchgefuhriensilico Experimenten bestétigt
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(Abbildung 14). Das Harnsaurederivat bindet mit dem Harnsdurefragment in grol3er
Ubereinstimmung mit der Lage der natirlichen Nusése in der Bindungsdoméane fiir Uracil
und ist in der Lage, den hochenergetischen Pyrggtatsund den Ribosylteil von UDP-Gal

ZU ersetzen.

Abbildung 14: Crossed-eye Darstellung von ®-Ribityl-1,3,7-trinydro-2,6,8-purintrion 1) in der
Bindungstasche fir das Donorsubstrat von GTB. Dasnstiurefragment vod (atom-typg wird in der
Bindungstasche fiir die Nucleobase Uracil gebundah zeigt eine gute Ubereinstimmung zu der Lage des
natiirlichen Substrats. Die Hydroxyfunktionen deskierfragments kénnten behilflich sein, das bivaeit*-

lon (magenta) zu koordinieren. Die primare Hydraxygpe desD-Ribityllinkers ist in Richtung der
Bindungstasche fir die zu Gbertragene®-Galactose ausgerichtet.

Es soll darauf hingewiesen werden, dass die inediedMolekil vorhandenen polaren
Hydroxyfunktionen durch Acetylierung in membranpeahle funktionelle Gruppen
Uberfuhrt werden konnen, die dann innerhalb deteZéurch zellinterne Prozesse wieder

entfernt werden und so der Inhibitor in der ZetlEdesetzt wird.

Um eine bessere Einschatzung des Einflusses ddserfiagments hinsichtlich seiner
koordinativen Eigenschaften zu gewahrleisten, wurgden 1 auch die Energie von
9-pD-Arabinityl-1,3,7-trihydro-2,6,8-purintrion 2 in der geschlossenen Form von GTB
minimiert. Beide Molekile unterscheiden sich nuder Stellung einer Hydroxyfunktion an
C-2 derD-Pentityleinheit, was aber grof3en Einfluss auf lokyorzugte Konformation der
Molekile in Loésung hat. Polyalkohole bevorzugen flgaweine gestreckte Zickzack-
Konformation, die aber im Falle von energetisch (mgjigen 1,3-diaxialen
Wechselwirkungen umgangen wird, indem das Molekieé esichelférmige Konformation
annimmt®>°® Dieses Phanomen ist z.B. irRibitol beobachtbar® Um diese gebogene
Konformation einzunehmen, ist in den acyclischerriiaéen derb-Ribose die Bindung
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zwischen C-3 und C-4 so gedreht, dass die 1,3a@xWechselwirkung von den
Hydroxygruppen OH-2 und OH-4 mdoglichst minimiertravi Im Gegensatz dazu nehmen
D-Arabinitolderivate bevorzugt die gestreckte Ziakzdonformation der Kette eifi>>"

Betrachtet man nun die Konformation defibitylfragments voril im gebundenen Zustand
in der Bindungstasche der GTB, so wird deutlichssdes sich in der fur Ribitole eigentlich
ungiinstigen Zickzack-Konformation befindet (Abbidu 14). Diese Anderung der
Konformation vom freien zum gebundenen Zustand tigindnergie, die aufgewendet

werden muss, damit der Ligand an das Protein bikdan.

Bei 2 ist die gestreckte Konformation, in der scheinbas Pentitylfragment des Liganden
durch GTB gebunden wird, die Vorzugskonformatioredbedeutet, dass in diesem Fall kein
energetischer Verlust durch das Bindungsereignisrauarten sein sollte. Dies wurde durch
dasin silico Experiment bestatigt. Zudem konnte gezeigt werdass aucl durchaus in der
Lage ist, UDP im Donorsubstrat zu ersetzen (Ablmflul5). Wie beil wird die
Bindungstasche fur das UDP der UDP-Gal gut durchHiarnsaurefragment véhgenutzt.

Der Polyolteil des Molekils befindet sich in denBiungsregion der Pyrophosphateinheit und

endet an der Bindungstasche fir @die-Galactose.

Abbildung 15: Crossed-eye Darstellung von ®-Arabinityl-1,3,7-trihydro-2,6,8-purintrion 2j in der
Bindungstasche fir das Donorsubstrat der GTB. Dielihg von2 (atom-typé wird durch die Bindung des
Harnsaurefragments in der Bindungstasche fir dielddbase bestimmt. Deb-Arabinityllinker ist so
ausgerichtet, dass die primare Hydroxyfunktion ichung der bindenden Doméane fir die zu Ubertragend
Kohlenhydrateinheit zeigt. Das Nhlon scheint nur durch eine Hydroxyfunktion des y@titagments
koordiniert zu werden.

Die berechneten Bindungsenergien vdomnd?2 erwiesen sich in dem verwendeten Modell als
virtuell identisch (Tabelle 1). Verglichen mit ddverechneten Bindungsenergie des
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naturlichen Donorsubstrats sind beide Ligandentnichder Lage, mit UDP-Gal um die
Bindung zu konkurrieren. Durch den Ersatz der nigéiviinschten ionischen und polaren
Reste im Donorsubstrat besitzen aber beide gutesiBal, um als UDP-Ersatz zu wirken.
Tabelle 1 Berechnete Bindungsenergien in kcal/mol von UD&-i@& Vergleich mit den UDP-Mimetika und

2. Im Computermodell konnte kein signifikanter Ustetied zwischen dem+Ribityl- und b-Arabinitylfragment
beider Substanzen hinsichtlich ihres Einflussed@&iBindungsenergie festgestellt werden.

Ligand Berechnete Bindungsenergie [kcal/mol]
UDP-Gal *65.65
9-D-Ribityl-1.,3,?-trihydr0-2,6,8' -33.70
purintrion (@)
9-p-Arabinityl-1,3,7-trihydro-2,6,8- -33.69

purintrion @)

Wahrend dein silico Experimente fiel auf, dass beide Molekile untaestiich gut in der
Lage sind, das bivalente Kation, welches fur didaka@e bendtigt wird, zu komplexieren.
Diese Aufgabe wird bei dem natirlichen Substratkudie Pyrophosphatgruppe des UDP-
Gals Ubernommen und kann nur béi durch die 1,3-diaxiale Orientierung der
Hydroxygruppen arC-2- und C-4 tlbernommen werden. Diese zweizéahnige Komplexierung
ist in 2 nicht moglich. Eine Entscheidung zugunsten einesheiden Verbindungen kann
durch computergestitzte Experimente nicht entsehiedierden. Ob nun die bessere
Komplexbildung des Mfi-lons in1 zu Kosten der nicht-optimalen Konformation odez di
gewunschte Konformation idzu Kosten der nicht optimalen Komplexierung desidfes die
Bindung zur GTB starker beeinflusst, sollte nunctiudie Synthese vod und 2 und
anschlieBende Untersuchung der Substanzen hinglichiirer Bindungseigenschaften zur

GTB geklart werden.

3.1.2 Synthese von Harnsaurederivaten als UDP Nkmet

Fur die Darstellung von alkylierten Harnsaureddewaist je nach Alkylierungsmuster eine
unterschiedliche Synthesestrategie nétig, die ven direkten Alkylierung der Harnsaure
ausgehen kann oder den Aufbau des PuringerustsingizvbDie Synthese vordl und 2

(Abbildung 16) bedarf es den Aufbau des anellieRargsystems, da die direkte Alkylierung

derN-9 Position an der Harnsaure nicht regioselektiéut.
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Abbildung 16: 9-D-Ribityl-1,3,7-trihydro-2,6,8-purintrion1) und 9b-Arabinityl-1,3,7-trihydro-2,6,8-purintrion
(2) wurden nach den Ergebnissen ameslecular modelingir die Synthese der UDP Mimetika ausgewabhilt.
Beide Molekiile besitzen einen Polyolrest, der siclierN-9 Position des Harnséuregerustes befindet.

Fur die Synthese voh und 2 wurde von 6-Chloruracil5)® ausgegangen, um die selektive
Alkylierung anN-9 der Harnsaure zu gewabhrleisten. Die SynthesePusimderivaten stiitzt
sich bis heute auf die Traube-Purinsynthese, die %g6-Diaminopyrimidinderivaten
ausgeht®®"1 Um das Puringrundgeriist zu erhalten, kénnen Sbitr oder 5-Nitroderivate
als Ausgangsverbindungen dienen. Dabei ist die ¥edung von Nitrosoderivate und
anschlieBende situ-Reduktion zur Aminofunktion weit verbreitet. DieSgnthesestrategie
schien auf den ersten Blick einen schnelleren Zgganden gewinschten Harnsaurederivaten
zu ermoglichen, als die flrpublizierte Synthes@?] da die Einflhrung der Nitrosogruppe an
C-5 des Pyrimidingerusts ohne vorangehende Isolerwdes 6-Aminouracilderivats
durchfuhrbar is®®" So wurders und p-Ribitylamin 6)1% fur 24 Stunden in O unter
Ruckfluss erhitzt und anschlieBend bei 0 °C mit riNatnitrit bei pH 4.5 umgesetzt
(Abbildung 17, oben). Jedoch konnte das Prodokmhicht nachgewiesen werden. Eine
anschlieRende Uberpriifung der Substitutionsreakiionersten Reaktionsschritt, d.h. die
Bildung des 6-Aminouracilderivats, konnte nicht Heisfrei zeigen, dass das
Zwischenprodukt gebildet wurde. Auch die Einbezrghuder Mikrowellentechnik und
Variationen der eingesetzten Temperatur und Readi@muer fihrten nicht zum gewiinschten
Produkt. So wurdeb und6 unter veranderten Reaktionsbedingungen umgegsbhildung
17, unten}®
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Abbildung 17: Versuch der Synthese von 5-Nitros@-8ibitylaminouracil ) ausgehend von 6-Chloruract)(
Oben:5 und b-Ribitylamin ) wurden nach Rémisch und Bacfirumgesetzt, wobe? nicht nachgewiesen
werden konnte. UntefT: wurde unter literaturbekannten Reaktionsbedingnregkalter{®”!

Dazu wurden beide Edukte fur eine Stunde bei 9@ anschlieBend fiir 2 Stunden bei
110 °C im Hochvakuum erhitzt. Der Riuckstand wurderdin Wasser aufgenommen und bei
0 °C und pH 4.5 mit Natriumnitrit versetzt. In deées Fall wurde7 massenspektrometrisch
nachgewiesen, die Charakterisierung dutdB-NMR Spektroskopie erwies sich aber als
kompliziert, da die quartdren Kohlenstoffatome inODteilweise nicht zu identifizieren
waren. Zudem zeigte das Signal fur C-5 eine chdmis¢erschiebung voi = 99.8 ppm,
welche eindeutig nicht einem quartdren Kohlenstoffa in dem vorliegenden
Pyrimidindionderivat zuzuordnen ist. Demzufolge deidie Synthese der Harnsdurederivate
Uber entsprechende Nitrosoverbindungen nicht weédbolgt.

Da der Aufbau des Harnsauregerists auch Uber 6-@Bymtrouracilderivate moglich ist,
wurde nun5 unter Standardbedingungen nitriert, um 6-ChloiitBearacil §) zu erhalter®®
Die Umsetzung mitD-Ribitylamin zu 5-Nitro-6p-ribitylaminouracil @) erfolgte in

Anlehnung an Cresswest al mit einer Ausbeute von 68%5:°°!

0 0 0
H,S0,, HNO, ‘o, 60, EOH "

HN | 0°C-1t,30min | 2 rt,24 h,pH 8 HN | 2 H
)\ 42% )\ 68% )\ :
o) N cl o N cl o N N/Y\‘/\OH

H H H H

OH OH

mo

5 8 9

Abbildung 18: Darstellung von 5-Nitro-®-ribitylaminouracil ©).*®®! Als Ausgangsmaterial diente
6-Chloruracil 6), welches nach der Einfiihrung der Nitrogruppen¥Ribitylamin umgesetzt wurde.
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Durch die erfolgreiche Synthese v@mvurde nunl nach Cushmaat al. dargestellf®® Dafiir
wurde 9 durch Hydrogenolyse mit Hilfe von Pd/C als Katalys in das DiaminoderivétO
Uberfuhrt und diese hochreaktive Zwischenstufesitu in das entsprechende Carbarthat
umgesetzt. Um dieses Produkt zu erhalten, wiiedait Ethylchlorformiat flr 12 Stunden bei
Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. Die Cyclisigsreaktion wurde anschlieend in
0.03 M Natriumethanolat-L6ésung fur 24 Stunden uméckfluss durchgefuhrt. Ausgehend
von 5 wurde 1 wurde erfolgreich mit einer Ausbeute von 17% ubeStufen erhalten
(Abbildung 19).

0 0
NO» H,, Pd/C (10%), NH,
HN | QH H,0, rt, 12 h HN | oH
O)\N N/YY\OH o)\N N/\‘/\‘/\OH
H H H H
OH OH OH OH
9 10

o (tiber 2 Stufen) | H,0,0°C-rt, 12h

EtO o]
0 \]/
NaOEt, EtOH, NH
reflux, 24 h HN |

67% ‘ Ethylchlorformiat, NEt;, MeCN,
HN
H

H

OH OH

annQ

88% o

Iz

1

Abbildung 19: Synthese von ®-Ribityl-1,3,7-trihydro-2,6,8-purintrion 1). Ausgehend vor9 wurde das
reaktive DiaminoderivatlO dargestellt, das ohne weitere Isolierung ZAuumgesetzt wurde. Das Carbamat
konnte anschlie3end mit einer Ausbeute von 88%gedich zul cyclisiert werden.

Die Strategie zur Darstellung vdnwurde nun auf die Synthese v@iiibertragen und analog
durchgefihrt. Hierzu wurde8 mit D-Arabinitylamin 12)©"® fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur umgesetzt. Das erhaltene 6-Aminitr&unacilderivatl3 wurde mit einer
Ausbeute von 67% erhalten. Darauf folgend wurde aierDiaminouracilverbindun@4 und
ohne weitere Isolierun@5 dargestellt. Die Cyclisierungsreaktion zum gewtitee Produkt
wurde auch in diesem Fall in frisch hergestellteD30 M Natriumethanolat-Losung

durchgefuhrt un@ mit einer Ausbeute von 80% erhalten (Abbildung. 20)
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Abbildung 20: Darstellung von ®-Arabinityl-1,3,7-trinydro-2,6,8-purintrion2j. Die Umsetzung vor8 mit
D-Arabinitylamin (12) ergab13 in einer Ausbeute von 67%. Dieses Zwischenproduktde nun erst zum
Diaminouracilderivatl4 und in situ zu 15 umgesetzt. Das gewiinschte ProdRkivurde anschlieBend durch
Cyclisierung voril5in 80% Ausbeute erhalten.

3.1.3 Analyse des inhibitorischen Potenzials derPURimetika gegentber
GTB

3.1.3.1 Bindungsstudien mitteBurface Plasmon Resonarfgpektroskopie

Die synthetisierten UDP Mimetika sollten in einesten Analyse zeigen, ob diese in der Lage
sind, mit dem Zielenzym GTB eine Bindung einzugeh&ir die Uberprufung der
Bindungseigenschaften bietet sich in einer ersten\Werwendung vonSurface Plasmon
ResonancéSPR) Spektroskopie als geeignete Analysemethadeira erste Informationen

Uber das Bindungsverhalten des Liganden zu erh&eR ist eine optische, biosensorische
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Technik, die ohnéabeling der zu analysierenden Bindungspartner auskommnzau Rard im
Regelfall einer der Bindungspartner auf die Obeh& eines Mikrofluid-Chips kovalent
gebunden und der Ligand tber die Oberflache geléNenn nun ein Bindungsereignis des
Liganden zum gebundenen Rezeptor stattfindet, iesjih eine Anderung der gebundenen
Masse und daraus resultierend eine Anderung dekexRefswinkels des eingestrahlten
polarisierten Licht€*’” Durch Aufnahme von der zeitabhdngigen Rezeptoaidg
Wechselwirkung, die als Winkelveranderung der Qaehien Plasmonen Resonanz detektiert
wird, kbnnen Sensorgramme erhalten werden, in dem&sthen Phasen der Assoziation und
Dissoziation des Liganden an den immobilisiertemdBingspartner unterschieden werden
kann. Die Auswertung dieser Sensorgramme ermdoglsdgrit die Bestimmung eines
Bindungsereignisses des untersuchten Systems.

Fur die Bestimmung der Bindungsaffinitat der UDPMtika gegentiber der GTB wurde das
Enzym auf einem Sensorchip immobilisiert (um 408®H und die UDP-Mimetikd und?2

in Konzentrationen von 0 bis 1 mM (ber die Chipflaehe geleitet. Zur Uberpriifung der
Aktivitat des Enzyms wurde zudem UDP als naturkkchBonorsubstratanalogon in
Konzentrationen von 8 uM bis 0.5 mM verwendet. Rdnthabschlie3end geklart ist, ob GTB
Mn?* oder Md" als bivalentes Kation benutzt und beide lonenzipiell fiir die Katalyse in
Frage kommeR* wurden die SPR Experimente mit #n und Md*-haltigen 50 mM
BisTris-Puffer durchgefuhrt. Zudem sollte auf di&¥eise eine bessere Vergleichbarkeit mit
den Literaturdaten (meist in der Anwesenheit von“Makquiriert) und der eigenen STD
NMR Experimente (durch die paramagnetische Natur Mangan kann nur Mg genutzt
werden) gewahrleistet werden. Alle Experimente wardbei 25 °C und 30 pL/min

durchgefuhrt.

Betrachtet man nun die erhaltenen SensorgrammeJBP, so zeigen sie ein typisches
Verhalten fir eine Enzym-Substrat-Wechselwirkumgdéenen sich innerhalb von Sekunden
ein Gleichgewicht des Bindungszustands beider Bartach der Injektion einstellt. Fir die
Messungen entsprach die immobilisierte Enzymmen@®3 3RU, woraus sich ein
theoretischer Rlhx Wert fur UDP von Rl = 42.77 RU ergab. Nach Beendigung der
Kontaktzeit stellt sich genauso schnell wieder Aasgangszustand ein, in dem GTB und
UDP dissoziiert vorliegen (Abbildung 21). Fur dastarsuchte System wurde eine
Assoziationskonstant, von ky = 6.9-10 Ms* und eine Dissoziationskonstarig von

ks = 2.3 §" bestimmt.
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Abbildung 21: Sensorgramme der SPR Experimente von GTB in Aemest unterschiedlicher
Konzentrationen an UDP und 5 mM Rirals Kation ¢ot: Sensorgramme in Anwesenheit von UDQfau:
Sensorgramme in Abwesenheit von UDP). GezeigtiesiSIPR-Antwort in Abhangigkeit von der Zeit. Es dvir
sofort mit dem Beginn der Injektion des Liganden=(0 s) eine Assoziation registriert, die wahrerat d
Injektionszeit konstant bleibt. Dies wird durch eirschnelle Gleichgewichtseinstellung zwischen breide
Bindungspartnern bewirkt. GTB und UDP dissoziienach Beendigung der Injektion innerhalb von Sekande
was in einem starken Abfall der SPR-Antwort in @mindzustandt(= 120 s) sichtbar wird.

Im Gegensatz dazu zeigen die Sensorgrammelweine deutlich verlangsamte Assoziation
des Liganden an GTB. Somit bendtigt das betraclEat®ym-Ligand-System eine deutlich
langere Zeitspanne, um einen Gleichgewichtszust@@sl Bindungsmodus zu erreichen
(Abbildung 22). Furl wurde eine theoretische Maximal-Antwort von RW= 32 RU
bestimmt. Um zu gewahrleisten, dass sich das uwtets System in einem
Bindungsgleichgewichtszustand befindet, wurde dientkkzeit auf 300 s erhoht. Die
Dissoziation betreffend, wurde Ahnliches beobachber vollstandig dissoziierte Zustand
zwischen GTB und Ligand wurde erst nach langergieRerationszeit wieder hergestellt. Die
verlangsamte Assoziation und Dissoziation des ldgankonnte durch die Bestimmung der
kinetischen Konstanterk, und ky bestétigt werden. So ergab sich flr fir die
Assoziationsgeschwindigkeik, = 4.7 M's® und fir die Dissoziation vom Protein
ke=6.4-10 s*.
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Abbildung 22: Sensorgramme der SPR Experimente von GTB in Aemest unterschiedlicher
Konzentrationen arl bzw. 2 und 5 mM MA" (rot: Sensorgramme in Anwesenheit des Inhibitapsgu:
Sensorgramme in Abwesenheit vbibzw. 2). Links: Die Sensorgramme in Gegenwart vbaeigen deutlich,
dass eine konzentrationsabhangige Bindung zwis@iER und 1 stattfindet. Das Assoziationsgleichgewicht
zwischen GTB und. stellt sich, verglichen mit UDP, nur sehr langsaim Nach der Injektion (voh= 0 s bis

t = 300 s) erfolgt die Dissoziation des Ligandent(ah300 s) langsamer als der natirliche Ligand desy/Bs.
Der Ausgangszustand wird erst nach einer Regeoasgthase wieder erreictRechts In Gegenwart vorP
zeigt sich, dass auch hier eine konzentrationsapigpérBindung zur GTB stattfindet. Die Bindung zumzgm

ist jedoch schwécher ausgepragt alslbei

Aus den Sensorgrammen zu erkennende Eigenschajsdme Assoziation und Dissoziation
von 1 und GTB, zeigen, dass dieser Ligand gutes Poteatsalnhibitor hat, da seine
Verweildauer am Enzym um ein Vielfaches langeid#&sBindung von UDP an GTB ist.

Aus den erhaltenen Daten wurde fiireine Dissoziationskonstante vé =899 pM in
Anwesenheit von Mangan als Kation erhalten. Soshitlie daraus resultierende Affinitat des
Liganden in etwa 18-mal schwéacher, als die Binddeg natlrlichen Substrats UDP-Gal
(Kp~50 pM; N. Sindhuwinata, miundliche Mitteilung) undn einen Faktor von 27
schwécher als UDP, desskp in dieser Studie zp = 33 pM unter Verwendung von Kfh
bestimmt wurde (Abbildung 23).

Um die Bindungseigenschaften véhund GTB zu Uberprufen, wurde der Ligand unter
gleichen Bedingungen analysiert (Abbildung 22, techHierbei stellte sich heraus, ddss
eine schwachere Bindung zur GTB eingeht, lal®ie Dissoziationskonstante, wurde in
diesem Fall ziKKp = 2.3 mM bestimmt (Abbildung 23). Dieser Wert gmisht in etwa der
inhibitorischen Konstante von Harnsaure in Gegehwan Uracil, die zu K= 1.7 mM
mittels STD NMR bestimmt wurde” Im Gegensatz zul konnten keine kinetischen

Parameter bestimmt werden.
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Abbildung 23: Bestimmung der Dissoziationskonstanten von UDP,1 und 2 nach einenone-site binding
Modell in Anwesenheit von GTB und Mhmittels SPROben links Der Kp-Wert vonl wurde zuKp = 899 pM
bestimmt.Oben rechts Der Kp-Wert von2 wurde zuKp =2.3 mM bestimmtUnten links. Der Kp-Wert von
UDP wurde zWKp = 33 uM bestimmt.

Die SPR Experimente wurden erganzend mit'Majs bivalentes Kation durchgefiihrt. Wie
erwartet und beschrieben, zeigte UDP in diesemdiad schwachere Bindung zur GTB als in
der Anwesenheit von Mangan (Abbildung 24). Dies &tf die Komplexierung des

Manganions durch die Pyrophosphat-Einheit zu ezkiadie im Falle von Magnesium nicht
so stark ausgepragt ist. Die daraus resultierendsobiationskonstante ist mit 330 uM um
einen Faktor 10 schwacher in der Anwesenheit vofi g Cofaktor (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Sensorgramme vah 2 und UDP in Gegenwart von 5 mM KfgLinks oben Sensorgramm von
1 in Gegenwart von der GTHRechts obenSensorgramm vof in Gegenwart des Enzyms GTBnks unten
Sensorgramm von UDP. Die Bindung von UDP an dag/irist durch das anwesende ¥ém Vergleich zur
Bindung in Anwesenheit von Mhgeschwécht.

Im Gegensatz dazu konnten filund2 Kp-Werte bestimmt werden, die eine deutlich erhdhte
Bindung in der Anwesenheit von Magnesium aufweis&o wurde fur 1 eine
Dissoziationskonstante vdfp = 366 UM erhalten, wahrend sich der Wert fir degahden2
auf Kp = 828 uM verbesserte (Abbildung 25). Scheinbaitbas die Hydroxygruppen id
und 2 eine héhere Affinitat zu Magnesium, als zu¥mie kinetischen Parametky und kq

konnten in Anwesenheit von Mgnicht bestimmt werden.

In dieser ersten Analyse der synthetischen UDP Mkad und 2 konnte gezeigt werden,
dass beide Verbindungen in der Lage sind, an GTBiaden und sich als Basis fir eine
weitere Entwicklung eines donorsubstratanalogeibitdn zu dienen. Um zusatzlich zu den
ermitteltenKp-Werten weitere Informationen Uber die Bindung duaéien, sollten nun STD
NMR Experimente durchgefiihrt werden, die nebenBistimmung de&p-Werts zuséatzlich

die Bestimmung eines Bindungsepitops ermdglichen.
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Abbildung 25: Bestimmung der Dissoziationskonstant€n von 1, 2 und UDP nach einerane-site binding
Modell in Anwesenheit von GTB und Mgmit Hilfe von SPR.Links oben Der Kp-Wert von1 wurde zu
Kp = 366 UM bestimmtRechts obenDer Kp-Wert von2 wurde zuKp = 828 uM bestimmtLinks unten: Der
Kp-Wert von UDP wurde z§p = 330 pM bestimmt.

3.1.3.2 Bindungsstudien mitteBaturation Transfer DifferenddMR Spektroskopie

Die Nutzung eines zweiten Verfahrens zur BestimmadeigDissoziationskonstante sollte die
SPR Experimente verifizieren. Dies sollte durch Werwendung vonSaturation Transfer
Difference (STD) NMR Spektroskopie durchgefiuhrt werden. Diethde der STD NMR
Spektroskopie ermoglicht es, die Bindung eines nklei Liganden an ein Protein zu
beobachten, ohne beide Bindungspartner chemischvemdndern. Dabei wird das
Bindungsereignis von Seiten des Liganden betrachdeis Verfahren beruht auf der
Mdglichkeit, das Protein gezielt durch einen Pulssattigen und diese Sattigung auf einen
gebundenen Liganden durch Spindiffusion zu Ubeetmad@iffundiert der gesattigte Ligand

wieder in Losung, kann dieser Zustand detektierdes. Das STD Spektrum ergibt sich nun
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aus der Differenz von zwei Spektren, in denen datel je einmal gesattigbf-resonance
und ungesattigtoff-resonancgvorliegt. Da die Sattigungsiubertragung vom Protaif den
Liganden in Abhéangigkeit von der rdumlichen Na&her deinzelnen beobachteten
Molekulfragmente stattfindet, kann Uber diese Mdéhausatzlich einepitope mapping
durchgefuhrt werden, in dem die fur die Bindung Migsten Strukturelemente bestimmt

werden konneH: "

Da dieses Verfahren auch in Anwesenheit mehrerakoierender Liganden mdglich ist,
kann durch kompetitive Titration mit einem natiinkn Substrat(-analogon) dEEZs-Wert
eines Inhibitors bestimmt werden. Gleichzeitig witarch die Konkurrenzsituation deutlich,
ob der potenzielle Inhibitor an der gewiinschtenll&téhier in der Bindungstasche des
Donorsubstrats) bindet. Wird ein STD Effekt destnathen Substrats beobachtet, der sich
abhangig von der Inhibitorkonzentration abschwakahn davon ausgegangen werden, dass
dieselbe Bindungstasche besetzt wird. Der gegegediall wirde darauf hindeuten, dass der

Inhibitor an einer anderen Stelle des Enzyms bindet

Zur Bestimmung deXp-Werts wurden die STD NMR Experimente mit 19 uM GirB
50 mM BisTrisd;g Puffer durchgefuihrt. Da sich Mangan durch seinaramagnetischen
Charakter nicht fur NMR spektroskopische Untersugan eignet, wurden alle NMR
Experimente in Gegenwart von 10 mM ftdonen durchgefiihrt. Das UDP Analogdn
wurde in Konzentrationen von 0.45 bis 1.5 mM verdetn was einem Ligandentberschuss
gegenuber dem Protein von 24 bis 87 entspricht. dars erhaltenen Daten konnte durch
Auftragung der Ligandkonzentration gegen den STDpAfiRationsfaktor eine
Dissoziationskonstante vafy = 205 uM fur H-2° bestimmt werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Bestimmung der Dissoziationskonstaktg von 1 mit Hilfe von STD NMR Spektroskopie. Die
Experimente wurden mit 19 pM GTB in BisTidgs und bei 298 K durchgefiihrt. Der Ligandenubersclamsb
gegeniber der Konzentration an GTB betrug 24 bi&rKy-Wert wurde nach einewne-site bindindviodell
zuKp = 205 puM bestimmt.

Die Berechnung des STD Amplifikationsfaktors erfelgachGl-2.

Ip—Isqr [Llges
STD — 0 sat l~lges G|-2
Amp Iy [Plges (Gl-2)
mit o Signalintensitat inoff-resonancespektrum

lsat  Signalintensitat inon-resonanc&pektrum
[L] ges Gesamtkonzentration des Liganden

[L] ges Gesamtkonzentration des Proteins

Fur die Bestimmung der Dissoziationskonstante 2amurde das gleiche Puffersystem und
dieselbe Konzentration an GTB wie Heigenutzt (19 uM GTB in 50 mM BisTridr und
10 mM MgCh). Die Konzentration vor2 wurde zwischen 0.25 und 1.5 mM variiert, was
einem LigandenlUberschuss von 13 bis 87 entspritht. diesem Fall wurde die
Dissoziationskonstante akif, = 388 uM bestimmt (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Bestimmung der DissoziationskonstaKig von 2 mit Hilfe von STD NMR Spektroskopie. Die
Experimente wurden mit 19 uM GTB in BisTidgg und bei 298 K durchgefiihrt. Der Ligandenibersclaumes
gegeniber der Konzentration an GTB betrug 13 bi&rKy-Wert wurde nach einemne-site bindindviodell
zuKp = 388 uM bestimmt.

Damit ist derKp-Wert von2 um einen Faktor von zwei hoher als der flerhaltene Wert.
Trotz der Differenz sind die erhaltenen Werte inmang mit den SPR Experimenten, in
denenl eine bessere Bindung zur GTB eingeht ZalZudem scheint die Diskriminierung
durch das Enzym zwischen beiden Molekilen niclzuadrol3 zu sein, was durch diesilico

berechneten Bindungsenergien vorhergesagt wurde.

So ist auch das Bindungsepitop beider Molekile sdimiich. Dasepitope mappingvurde
mit 19 puM GTB und 1.5 mML bzw. 2 in BisTrisd;g durchgefuhrt. Da in deuterierten
Lésungsmitteln NH- und OH-Protonen gegen Deuter@ustauschen, ist die Bestimmung des
Epitops des Harnsaurefragments der Inhibitorentmuabglich. Dementsprechend konnte nur
fur das Linkerfragment eine Aussage getroffen werden Falle vonl konnte gezeigt
werden, dass die Protonéhl’, H-2° und H-4‘ die grol3te Nahe zu dem Enzym aufweisen
Ahnliches gilt fir 2 (Abbildung 28). Hier sind es die Protonéhl’ und H-2, die den
hochsten STD Effekt im Vergleich zu allen anderetrdchteten Protonen des Molekiils
zeigen. Bei den betrachteten Verbindungen zeigth s beiden Féllen, dadd-2' am
nachsten zur GTB lokalisiert ist, gefolgt véhil’. Daraus lasst sich die Schlussfolgerung
ziehen, dass die unterschiedliche Stereochemf(@-ankeinen signifikanten Einfluss auf das

Bindungsepitop des Liganden zu haben scheint.
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Abbildung 28: Bestimmung des Bindungsepitops vdnund 2 in Gegenwart von 19 pM GTB. Das
Harnsaurefragment konnte auf Grund seiner nichtktietbaren NH-Protonen nicht untersucht werders Da
Bindungsepitop beider Liganden stellte sich als sé¢inlich heraus. In beiden Féllen ist das Prdte?’ am
nachsten zur GTB lokalisiert, gefolgt vbhl‘. Die unterschiedliche StereochemieGu2' scheint somit keinen
sichtbaren Einfluss auf das Bindungsepitop der Melimgen zu haben.

3.1.3.3 Analyse der Konformation der UDP Mimetikand2 in Losung

Neben dem Einfluss der Stereochemie @G2' beider Linkerfragmente wurde nun die
Konformation der Liganden in Losung betrachtet. \Wheer 3.1.1 erwéahnt, besitzen die freien
Alditole von denen sich die Zuckerfragmente vdanund 2 ableiten p-Ribitol und
D-Arabinitol), eine stark unterschiedliche Konforiatin Losund®>**"* Aus diesem Grund
wurde die Konformation der Alditolreste ih und 2 in Losung mittels NMR untersucht,
indem die erhaltenen Kopplungskonstanten in Bisdigsmit den veréffentlichten Daten von
Horton et al.®*"* verglichen wurden. Dabei wurden die Kopplungskantgn nur nach erster
Ordnung analysiert. Einen wichtigen Hinweis auf dierliegende Konformation des
Linkerfragments liefert die Kopplung zwischeH-3° und H-4‘. Die theoretischen
Kopplungskonstanten wuirden fir diese Kopplung im déckzack-Konformation eine
Konstante von®J = 9.8 Hz (Zickzack entsprichtrans) erwarten lassen und fiir die
sichelfsrmige Konformation eine Kopplungskonstanten °J = 3.6 Hz (gebogene
Konformation entsprichigauchd. In der Verbindungl wurde sie zu*Jugjms = 6.7 Hz
bestimmt (Abbildung 29, oben). Diese Kopplungskanst scheint somit eine Mischung der
Zickzack- und der sichelférmigen Konformation widéspiegeln, in denen beide

Konformationen in einem Verhaltnis von 1:1 vorliag®ies bedeutet, dadseine geringere
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Tendenz als die bekannten-Ribitolderivate aufweist, eine gebogene Konformati
einzunehmen und zu ca. 50% in der nicht bevorzudiekzack-Konformation vorliegt.
Betrachtet man im Vergleich-Arabinitolderivate, so zeigen sie in Lésung beugt die
gestreckte Zickzack-Konformatidff! was sich in einer Kopplungskonstante von
3J4ama = 8.5 Hz zwischeid-3* undH-4* duBert. MittJyssua = 8.1 Hz wurde ir2 fast genau
diese Kopplungskonstante beobachtet (Abbildungu®®n). In diesem Fall ist also davon
auszugehen, dass das Pentitylfragmen? fiast ausschlie3lich die Zickzack-Konformation

einnimmt, in deH-3 undH-4‘ antiparallel zueinander angeordnet sind.

6.7 Hz

H-4'

—— ——r
1 3.87 3.85 3.83 3.81

H-3" ‘_|

4.2 4.0 38 36 34 [ppm]

—————

e . e
346 344 342 340 341
[ppm]

Abbildung 29: 'H-NMR Spektren voril und 2 (700 MHz, BisTriseys, 298 K).Links: Die *"H-NMR Spektren

beider UDP Mimetika im Bereich voh = 3.25 bis 4.35 ppnRRechts obenH-4‘ von 1 in einer vergréferten
Ansicht. Die Kopplungskonstante wurde Zlsn. = 6.7 Hz bestimmt.Rechts unten H-3‘ von 2 in einer

vergroRerten Ansicht. Die Kopplungskonstante wumal&, 5., = 8.1 Hzbestimmt.

Die Ergebnisse demolecular modelindie3en erwarten, dass das Enzym die Ligaridend

2 in der gestreckten Zickzack-Konformation bindeed2 Konformation ist i@ zu 100% und

in 1 nur zu 50% zu beobachten. In Konsequenz vediainen Anteil der Bindungsenergie
von etwa AG = 0.4 kcal/mol nur allein durch die geringere Praseler bevorzugten
Konformation fur die Bindung an GTB. Experimenteésitztl einen um den Faktor von 2
niedrigerenKp Wert als2 gegentiber GTB. Somit wurde davon ausgegangen, diass
Koordination des M@-Kations durch die zweite Hydroxyfunktion ih effektiver zu sein
scheint. Dies entsprache einem Beitrag zur Bindemggyie von annahernd 0.8 kcal/mol und

wirde den Entropie-Effekt Uberkompensieren.
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3.1.3.4 Inhibitionsstudien mitte&aturation Transfer DifferenddMR Spektroskopie

Durch die bisherigen Experimente konnte gezeigtesmy dass die UDP Mimetikaund2 in

der Lage sind, an GTB zu binden. Um nun zu klamm,die Verbindungen auch die
Bindungstasche des Donorsubstrats besetzen, wkothepetitive Experimente durchgefiihrt.
Dazu wurde das naturliche Produkt UDP in verscimedeKonzentrationen in Anwesenheit
von GTB und dem jeweiligen UDP Mimetikum mittelsS3NMR Spektroskopie untersucht.
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass UDP anbzw. 2 um dieselbe Bindungstasche

konkurrieren.

Fur die Bestimmung dd€so Werts und der daraus resultierenden inhibitorisdkenstante
K; von 1 wurden weitere STD NMR Experimente mit 10 uM GTBdul mM UDP
durchgefuhrt. Die Konzentration vdnwurde von 0.4 bis 2.5 mM variiert. Aus den erhadie
Daten wurde eifCso Wert vonlCsp = 1.2 mM ermittelt (Abbildung 30).

Aus dem experimentell bestimmten Wert ergibt siekemder Cheng-Prusoff-Gleichuifiy
die konzentrationsunabhangige inhibitorische Kamtsti; nach Gleichung 3:

— IC
Ky = —Ggema (GIp
1+
Kp
mit  1Cso: mittlere inhibitorische Konzentration des Inikiios
[Ligand]: Konzentration des zu kompetitierenden Liganden
Kp: Dissoziationskonstante des Liganden

Unter vergleichbaren Bedingungen wurde durch STDRNEXperimente deKp Wert von
UDP zuKp = 0.43 mM bestimmt (N. Sindhuwinata, T. Petersispeliche Mitteilung),
wodurch sich fud eine inhibitorische Konstante vét = 361 uM ergibt.

Auch 2 wurde hinsichtlich seines inhibitorischen Potelsziatersucht, wobei die STD NMR
Experimente bei 10 puM GTB, konstanter Konzentratian UDP (1 mM) und
unterschiedlichen Konzentrationen ah durchgefihrt wurden. Durch logarithmische
Auftragung der Konzentration vad gegen den STD Amplifikationsfaktor vadf-5° von 2
wurde eine mittlere inhibitorische KonzentrationnviCso = 1.9 mM erhalten. Naclsl-3
ergibt sich demnach fi& eine inhibitorische Konstante vétq = 571 puM.
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Abbildung 30: Bestimmung de$Csq Werts vonl und 2 in Gegenwart von 10 uM GTB und 1 mM UDP mit
Hilfe von STD NMR Spektroskopig.inks: Unter Verwendung einame-site competitioModells wurde furl
ein Wert vonlCso = 1.2 mM bestimmtRechts Unter Verwendung eineme-site competitioModells wurde fiir

2 ein Wert vonCsy = 1.9 mM bestimmt.

3.1.3.5 Inhibitionsstudien mit Hilfe eines radioofieschen Enzymassays

Durch die Verwendung von einem radiochemischen Ea®gay sollte die inhibitorische
Aktivitat der UDP Mimetika erganzend analysiert dem. Fur die Durchfihrung dieses
Assays wurde GTB, radioaktiv markiertes Donorsw#bsindo-L-Fuc-(1-2)$-D-Gal-octyl als
Akzeptorsubstrat eingesetzt. Durch df€-Markierung an C-1 des Galactosylrests in UDP-
Gal kann so die Bildung des Trisaccharidproduktas Hilfe eines Scintillationszéhlers
verfolgt und demnach die Inhibitionsfahigkeit der untersuchenden Verbindung bestimmt
werden. Fur die Durchfiihrung des Assays wurde aicBindhuwinatat al. orientiert®? In
diesem Assay erfolgt die Trennung von nicht umgeset UDP-{*C)Gal und dem
radioaktiven Produkt durch die Verwendung WB-Chromatographie, in dem das Produkt
durch die Anwesenheit des Octyl-Aglycons und UDR-Gamter unterschiedlichen
Bedingungen eluiert werden. Nach der beschrieb&nanhfihrung des Aktivitatsassays fur
die GTB wurde fur den Inhibitionsassay ein MOPSt&fder 1 mg/mL BSA und 20 mM
eines bivalenten Kations beinhaltete, als Ausgangg®on gewahlt. Fir die Ermittlung der
idealen Bedingungen des Inhibitionsassays wurdenveuschiedene Parameter variiert. Um
Ungenauigkeiten in den Messungen zu vermeiden, evudigé@ Enzymkonzentration so
gewahlt, dass nicht mehr als 10% des gdpsiVerts (dpm: Zerfall pro Minute) erreicht
wurde. Zudem sollte bei Zugabe des Inhibitors elmereichend starke Inhibition zu
beobachten sein, um eine Variation seiner Konztotraund damit die Bestimmung des

ICso-Werts zu ermoglichen. So wurde neben der AndedsrgKonzentration an GTB und
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UDP-Gal auch der Einfluss der Verwendung von“Mimd Md"* untersucht, da bekannt ist,
dass das naturliche Donorsubstrat eine wesentlichwd&chere Bindungsaffinitat in
Anwesenheit von Mg zu GTB aufweist, als im Beisein von KfnDurch Verwendung von
Mg** wurde erhofft, eine wesentlich deutlichere Verduimg des UDP-Gals durch den
Inhibitor beobachten zu kénnen. Die Konzentraties #i-Antigen-Disaccharids wurde stets
bei seineKy - KonzentrationKy = 54 uM) belassen.

Tabelle 2 Allgemeine Bestimmung der Assaybedingungen fiér ldhibition von GTB. Durch Variation der
Enzymkonzentratiorr (GTB), der Donorsubstratkonzentratio(UDP-Gal) und der Inkubationszet (vurde
eine Einschatzung der bestmdglichen Bedingungendéir Inhibitionsassay erméglicht. Dabei musstea all

beteiligten Reaktionspartner innerhalb der Reaktieit so abgestimmt sein, dass der lineare Bergah
Michaelis-Menten-Kinetik nicht verlassen wurde. Dielversprechendsten Bedingungen sind grau hagerl

M2 c (GTB) ¢ (UDP-Gal) [uM] ¢ (H-Antigen Disacch.) [uM] t [min]
Mg** 1uM 34 54 30
Mg** 10 pM 34 54 30
Mg** 10 pM 34 54 20

Mn?* 1 nM 3.4 54 10
Mn** 10 nM 3.4 54 10
Mn** 10 nM 34 54 10
Mn** 2 nM 3.4 54 20
Mn** 20 nM 34 54 20
Mn?* 4nM 3.4 54 20

Mn?* 40 nM 34 54 20

Aus den in Tabelle 2 gezeigten Variationen der jssdingungen zeigte sich, dass sich eine
Inhibition der GTB am besten bei Verwendung vonM @TB in Anwesenheit von M,

3.4 uM UDP-Gal bzw. 40 nM GTB und 34 uM UDP-Gal o6 uM GTB und 34 uM UDP-
Gal bei einer Inkubationszeit von 20 Minuten gutfelgen lasst. Bei allen drei Bedingungen
befand sich die Enzymaktivitat bei etwa 10% des ggpWerts, was einem Experiment im
linearen Bereich der Michaelis-Menten-Kinetik emisipt. Dieser wurde bei den
Experimenten abhéngig von der Donorsubstratkonagotr zu dpraax = 51578 fur 34 uM
UDP-Gal und dpmax = 44809 fur 3.4 uM UDP-Gal bestimmt. Durch die Zbg von 5 mML

bzw.2 wurde die Auswahl der Assaybedingungen weiteresogrankt (Tabelle 3).
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Tabelle 3 Bestimmung der Assaybedingungen durch punktugligabe der UDP Mimetika und einer
Inkubationszeit von 20 min bei 37 °C. Gezeigt ist Abhangigkeit der Restaktivitat von GTB bei Vendeng
unterschiedlicher Assaybedingungen. Bei Zugabe5/amM der Inhibitorerl oder2 wurde je nach gewahlten
Rahmenbedingungen ein unterschiedlich starker Rimgkgan Enzymaktivitdat beobachtet. Um auch bei
niedrigen Inhibitorkonzentrationen eine Verringeguam GTB Aktivitat detektieren zu kénnen, wurdehsiar

die Inhibitionsexperimente fiir Mfj 4 nM GTB und 3.4 pM UDP-Gal entschieden.

M% | ¢(GTB) | c (UDP-Gal) | Inhibitor [5 mM] dpm Restaktivitat v. GTB
Mg? | 10 uM 34 uM - 4418

Mg®* | 10 uM 34 uM 1 1955 A4%

Mg®* | 10 uM 34 uM 2 2135 48%

Mn?* | 40 nM 34 uM - 3239

Mn?* | 40 nM 34 uM 1 2527 78%

Mn?* | 40 nM 34 uM 2 2649 82%

Mn?* | 4 nM 3.4 uM - 4558

Mn?* | 4nM 3.4 uM 1 1150 25%

Mn®* | 4nM 3.4 uM 2 1552 34%

Durch die Beobachtung der Restaktivitdt des Enziomte so abgeschétzt werden, ob die
gewdéhlten Bedingungen eine detektierbare Inhibiéioch bei niedrigen Konzentrationenlan
und 2 ermdglichen. Hieraus resultierte, dass sich démnbliionsassay bestmdglich bei
Verwendung von 4 nM GTB, 3.4 uM Donorsubstrat, 3 @Akzeptorsubstrat und einer
Inkubationszeit von 20 Minuten bei 37 °C durchfiini&sst, da die Restaktivitat von GTB bei
der Verwendung der alternativen AssaybedingungehSumM des jeweiligen Inhibitors zu
stark war, um bei niedrigeren Inhibitorkonzentraén noch eine signifikante Anderung der

Enzymaktivitat zu detektieren.

Durch die Verwendung einer frisch exprimierten Bnziiarge wurden fur die eigentliche
Bestimmung dedCsoe-Werts erneut die Assaybedingungen bestimmt, waligh an den
vorangegangenen Experimenten orientiert wurde. Siedev Mrf™ als bivalentes Kation
verwendet und das Donorsubstrat UDP-Gal konstah3mi uM eingesetzt. Nur die ideale
Konzentration an GTB wurde neu bestimmt und vonnd5bis 5 nM variiert und die
Inkubationszeit erneut festgelegt. Aus den erhaleWerten wurde sich fur die Verwendung
von 0.5 nM GTB, 3.4 uM UDP-Gal, 54 puM H-Antigen-Bezharid und 20 mM Mnglin
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BSA-haltigen MOPS-Puffer entschieden. Die Inkubaieit wurde auf 15 Minuten bei
37 °C festgelegt (Tabelle 4).

Tabelle 4 Erneute Bestimmung der Assaykonditionen auf Glagel der vorab erzielten Ergebnisse. Durch die
Bestimmung der Enzymaktivitat wurde die Durchfilguder Experimente im linearen Bereich der Michaelis
Menten-Kinetik verifiziert. Der dpmy,-Wert bei den durchgefiihrten Experimenten wurdelgoy,,, = 43399
bestimmt. Dies bedeutet fir eine ideal nutzbareyBEwktivitat, dass diese im Bereich von dpm = 4060dn
sollte. Die schlie3lich genutzten Assaybedingurgiad grau hinterlegt.

¢ (GTB) [nM] t [min] dpm
5 22 31095
1 22 11439
0.5 22 6429
5 17 28712
0.5 17 4876
0.5 15 4031

Fiur die Bestimmung dd€so-Werts vonl wurde diese Verbindung nun in Konzentrationen
von 0 bis 10 mM hinzugefigt und anhand der vernriedeAktivitat von GTB innerhalb des
Assays detektiert. Fir ergab sich aus der Anpassung der erhaltenen Datdneinenone-

site-competitiorModell einlCsg-Wert vonlCso = 1.6 mM.
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Abbildung 31: Bestimmung delCgs-Werts vonl in Gegenwart von 0.5 nM GTB, 3.4 uM UDP-Gal und8v
a-L-Fuc-(1-2)B-D-Gal-octyl als Akzeptorsubstrat mit Hilfe eines imhemischen Enzymassayk.wurde in
Konzentrationen von 0 bis 10 mM verwendet. Die Kanmtzation von 10 M (log & = 1 [M]) ist virtuell. Unter
Verwendung einesone-site competitionModells wurde eine mittlere inhibitorische Konzmtion von
ICs0 = 1.6 mM erhalten.
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Das UDP Mimetikum2 wurde unter identischen Bedingungen untersuchfgiyad der
schlechteren Lo6slichkeit vo2 in Wasser (verglichen mit), konnte2 nur bis zu einer
Konzentration von 7.5 mM vermessen werden. Zérgab sich fur die mittlere inhibitorische

Konzentration ein Wert volCsp = 2.4 mM.
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Abbildung 32: Bestimmung delCgs-Werts von2 in Gegenwart von 0.5 nM GTB, 3.4 uM UDP-Gal und8v
a-L-Fuc-(1-2)p-D-Gal-octyl als Akzeptorsubstrat mit Hilfe eines imhemischen Enzymassay®.wurde in
Konzentrationen von 0 bis 7.5 mM verwendet. Die Kemtration von 10 M (log &f = 1 [M]) ist virtuell. Unter
Verwendung einesone-site competitionModells wurde eine mittlere inhibitorische Konzetibn von
ICs0 = 2.4 mM erhalten.

Mit Hilfe der Cheng-Prusoff Gleichunds(-3) ergeben sich somit fir die UDP Mimetika
und 2 inhibitorische Konstanten vag(1) = 1.5 mM undK;(2) = 2.2 mM in Konkurrenz mit
dem Donorsubstrat UDP-Gal. Vergleicht man nun dieakenen Ergebnisse der beiden
Mimetika untereinander, so kann festgestellt werdaémss GTB durchl etwas starker

inhibiert wird als durcl?.

Betrachtet man abschliel3end die experimentellestifrigse, die mit den synthetisierten UDP
Mimetika durchgefihrt wurden, so gibt es deutliehieweise, dass die Pentityllinker inund

2 die Pyrophosphatgruppe des natlrlichen Donorsatsérsetzen kénnten. Obwohl durch
den Ersatz ein Verlust an Bindungsaffinitat in Asesheit von Mfi" in Kauf genommen
werden muss, konnte gezeigt werden, dass Harngalt@mbination mit einem Pentitylrest
in der Lage ist, die Bindungstasche von UDP in Asewheit von Mg als Cofaktor mit
vergleichbarer Affinitat zu besetzen und die Intdisfahigkeit von nicht derivatisierter
Harnsaure zu verbessern. Wahrend fur Harnséaureeinehnhibitionskonstante vdt = 1.7
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mM (gegenuber Uraclf’! bestimmt wurde, so wurden flirund 2 inhibitorische Konstanten
von K, = 361 puM (, gegenuber UDP) unl, = 571 uM R, gegenuber UDP) mittels STD
NMR Spektroskopie erhalten. Somit sini sowie 2 geeignete Fragmente fur die
Weiterentwicklung zu einem entsprechenden donotsathsalogen Inhibitor, dem der
ionische und energiereiche Pyrophosphatrest féhitt.diesen Eigenschaften sollten beide
Verbindungen in ihrer acetylierten Form in der Lageein, Membranen und
Zellkompartimente zu Gberwinden, um die membramsggnGTB im Golgi zu erreichen. Die
Entwicklung eines entsprechenden donorsubstratgealnhibitors soll nun im zweiten Teil

der Diskussion vorgestellt werden.

3.2 Design, Synthese und Analyse eines UDP-Gal avgén Inhibitors

3.2.1 In silico Analyse eines UDP-Galactose Mimetikums

Mit der Entwicklung eines donorsubstratanalogenbiivbrs wird immer eine Klasse an GTs
angesprochen. Dies liegt an der ubiquitdren Verwegddieses Substrates innerhalb einer
Klasse. So nutzen z.B. alle Galactosyltransfera#®R-Gal als Donorsubstr&t” In diesem
naturlichen Substrat besitzt dem-Galactopyranosylrest einen aul3erst wichtigen Artei
der Spezifitat des Donorsubstrats gegeniiber & Bementsprechend ist die Anwesenheit
dieser Kohlenhydratstruktur innerhalb des Inhiliitolektlils gewinscht, um so die Spezifitat
z.B. gegenuber Galactosyltransferasen zu gewdterteiBieser nachste Schritt ist im Design
eines spezifischen Inhibitors entscheidend, dadieDiskriminierung aller anderen Klassen

von Glycosyltransferasen vollzogen werden soll.

Die Durchfihrung der hier beschriebenen computéiigagen Experimente sollte nun klaren,
ob die Einbeziehung einer-D-Galactopyranosyleinheit, die als Glycosid an drenpre
Hydroxyfunktion von 1 bzw. 2 gebunden ist, neben einer idealen Positionieruag d
Galactoserestes auch einen Energiegewinn gegemwmignetJDP Mimetika ergeben wiurde.
Schon in Studien, in denen ein Homologiemodell@&B verwendet wurde, konnte gezeigt
werden, dass sich zumindest 9€5a-D-Galactopyranosylp-arabinityl-1,3,7-trinydropurin-
2,6,8-trion (3) gut in der Donorbindungstasche positioni&tt.Die alternativ sicherlich

einfacher zu synthetisierende Variante eifles-Galactopyranosylrestes wurde nicht in
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Betracht gezogen, da schon durch Blughal. gezeigt wurde, dagsD-Galactose sehr stark
mit dem H-Antigen Disaccharid um die Akzeptorbindgstasche konkurriert. Zudem wird
B-D-Galactose sehr leicht von UDP-Gal aus der Dondibigstasche verdrangt! Aufgrund
dieser Erkenntnisse wurde davon ausgegangen, dad&edvendung eines-Glycosids der
D-Galactose eine bessere Wahl fur die Entwicklumgsilnhibitors ist, der bevorzugt die

Donorbindungstasche besetzen soll.

Die in silico Experimente wurden in der geschlossenen Form viB<8 durchgefiihrt, deren
nicht aufgeloste Bereiche durch ein Homologiemedekerganzt wurdehi! Alle weiteren

Parameter wurden so verwendet, wie schon untet Belschrieben.

In beiden Fallen wurde beobachtet, dass sich dien@erung der Inhibitormolektle in der
Bindungstasche des naturlichen Donorsubstrats denti2rung des eigentlichen Substrat
UDP-Gal ahnelt (vgl. Abbildung 13). Betrachtet mdre Lage von3 innerhalb der

Donorbindungstasche, so zeigt sich deutlich, des8ihdungstasche der Nucleobase Uracil
durch das Harnsaurefragment besetzt wird, wahraarda-a-Galactopyranosylrest in der
Bindungstasche fur den Zuckerrest von UDP-Gal geennwird (Abbildung 33). Beide

Molekilfragmente werden durch den Pentityllinkerer ddas bivalente Mangankation

koordinieren kénnte, gut positioniert.

Abbildung 33: Crossed-eyeDarstellung von 9-(%3-a-D-galactopyranosylp-arabinityl-1,3,7-trihydropurin-
2,6,8-trion @) in der Bindungstasche fir das Donorsubstrat v&B.(as Harnsaurefragment v8ratom-typé
wird in der Bindungstasche fiir die Nucleobase Urgebunden und zeigt eine gute Ubereinstimmungemu d
Lage des natlrlichen Substrats. Die Hydroxyfunkgioim Linkerfragment kénnten behilflich sein, dagalbente
Mn*"-lon (magenta) zu koordinieren. Die primare Hydmpuppe de-Arabinityllinkers ist in Richtung der
Bindungstasche fiir die zu Ubertragende-Galactose ausgerichtet, in der das-Galactopyranosylfragment
gebunden wird.
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Eine entsprechende Anordnung wird filbeobachtet (Abbildung 34). Auch hier wird die
D-Galactopyranosyleinheit in der Bindungstasche das Zuckerfragment von UDP-Gal

positioniert.

Abbildung 34: Crossed-eydarstellung von 9-(%3-a-D-galactopyranosylp-ribityl-1,3,7-trinydropurin-2,6,8-
trion (4) in der Bindungstasche fur das Donorsubstrat vdB.GDas Harnsaurefragment vdr(atom-typé wird

in der Bindungstasche fiir die Nucleobase Uracilugelen und zeigt eine gute Ubereinstimmung zu deela
des natirlichen Substrats. Die Hydroxyfunktionen limkerfragment kénnten behilflich sein, das bivate
Mn*"-lon (magenta) zu koordinieren. Die primare Hydmmuppe desp-Ribityllinkers ist in Richtung der
Bindungstasche fir die zu tUbertragende-Galactose ausgerichtet, in der das-Galactopyranosylfragment
gebunden wird.

Bei genauer Gegenuberstellung des natirlichen Babstrat und der Mimetika fallt auf,
dass die Orientierung desb-Galactpyranosids i8 und 4 auf den ersten Blick nicht exakt
der Bindung des Kohlenhydratteils im Falle von UBB}Fzu entsprechen scheint (Abbildung
35). Dabei sollte aber bericksichtigt werden, dbass jetzt die reale Orientierung des
a-D-Galactopyranosylrestes innerhalb der Bindungstasath nicht vollstéandig geklart ist.
Zudem wurde die Positionierung des natirlichen Batssentsprechend der Orientierung in
der RoOntgenkristallstruktur in der GTB-Chimare AABBurchgefuhrt, wéahrend der
Galactosylrest ir8 und4 aufgrund von vorangegangenieomology modelingtudien von T.
Peters (personliche Mitteilung) positioniert wurdie.Abbildung 33 sind die verschiedenen

Anordnungen der Zuckereinheit noch einmal vergkeichgezeigt.
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Abbildung 35: Crossed-ey®arstellung der Bindungstasche fiir das Galactasyffient des Donorsubstrats von
GTB bei gleichzeitiger Anwesenheit von UDP-Gafolet) und 3 (atom typg Es zeigt sich, dass der
Galactoserest voA leicht in die Bindungstasche hineingedreht votli€da die Position der zu Ubertragenden
Galactose in UDP-Gal der Rontgenkristallstrukty? 2ntstammt, und demnach die exakte Position Alleme
aufgrund der mdoglichen Auflésung nicht zweifelsfbeistimmt ist, kann davon ausgegangen werden, diass
Orientierung der Galactose &einer moglichen Orientierung entspricht.

Neben der Bestimmung der Orientierung innerhalb @&&ndungstasche wurden die
Bindungsenergien voB und 4 nachGI-1 berechnet und anschlieBend mit den erhaltenen
Ergebnissen vod und 2 verglichen. Die berechneten Bindungsenergier8fiind4 zeigten,
dass diese bedeutend gunstiger als ihre entsprebehmedDP Mimetikal und 2 waren
(Tabelle 5). Die erhaltenen virtuellen Werte waoem 12 kcal/mol niedriger, und auch wenn
dies noch nicht der berechneten Energie von UDPe@@bricht, so ist doch der Effekt durch
die zusatzliche Galactosyleinheit3rund4 beachtlich.

Tabelle 5 Relative berechnete Bindungsenergien der UDP-Mkael und 2 im Vergleich zu den UDP-Gal

Mimetika 3 und 4. Die erhaltene virtuelle Bindungsenergie fir di®RJGal analogen Verbindungen ist
energetisch deutlich glinstiger als die berechnetduBgsenergie der UDP analogen Inhibitoren.

Minimierter Ligand E?nordnung der_ relati_ven berechneten
Bindungsenergien mit GTB [kcal/mol]
1 0.00
2 0.01
3 -11.97
4 -11.99
UDP-Gal -31.95
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Vergleicht man nun die Bindungsenergien der UDP{@iahetika 3 und4 untereinander, so
wird deutlich, dass beide eine fast identischeueité Bindungsenergie aufweisen. Dieses
Ergebnis ist nicht ganz Gberraschend, dardslico Studien fur die UDP Mimetika auch sehr
ahnliche Ergebnisse fur die Bindungsenergie liefe(s. 3.1.1).

Die erhaltenen Ergebnisse de®lecular modelingegten nahe, dass si¢hund 4 fir die
Synthese anbieten wirden, da beide Molekiiesilico eine effektive Nutzung der
Bindungstasche aufweisen, sowie eine verbesseriduBgsenergie im Vergleich zu den
entworfenen UDP Mimetika mitbringen.

3.2.2 Synthese eines UDP-Gal Mimetikums

Aufgrund derin silico Daten schien es sinnvoll, die MolekiBeund 4 (Abbildung 36) zu
synthetisiere®”’® Dabei wurde schnell klar, dass der Zugang 4uaufgrund der
Stereochemie an C-2 des Linkerfragments weitauséndiger ist, als z@.

oH OH oH OH

HO HO

Abbildung 36: 9-(5-0-a-D-Galactopyranosylp-arabinityl-1,3,7-trihydropurin-2,6,8-trior3) und 9-(50-a-D-
Galactopyranosylp-ribityl-1,3,7-trihydropurin-2,6,8-trion4) eignen sich nach den Ergebnissen me¢ecular
modelingprinzipiell fir die Synthese als UDP-Gal Mimetika.

Da die Verbindunge® und 4, wie die schon beschriebenen UDP Mimeti@&a\-alkylierte
Harnsaurederivate darstellen, muss in diesen Denyantsprechend wie bgiund 2, das
Harnsauregerust aufgebaut werden, um die selekfillg/lierung der 9-Position zu
gewdéhrleisten. FlUr eine analoge Syntheseroute emissd die entsprechenden Amine
synthetisiert werden, um die anschlielende Umsgtzunihren 6-Aminopyrimidinderivaten
zu ermdglichen, die dann analog zwnd 2 cyclisiert werden koénnten. Dabei sind fir die

Synthese des Amins zwei Eigenschaften ausschlagde@@m einen muss gewahrleistet
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sein, dass dep-Galactopyranosylrest ale-Anomer vorliegt, zum anderen muss, je nach
Derivat, an C-2 die richtige Stereochemie vorhargkn (Abbildung37). Dies erfordert fu8
und4 je eine individuelle Synthesestrategie.

oH PH
o
HO
o
OH OH
o
N c2' 0
HO ’;l‘;%
HO “T «_NH
AN
)\N o
°© H
oH PH
o
o
Ho " NH
OH OH
0 Cl o]

==

C-2

NH>

T
Oy,

HO

Abbildung 37: Betrachtung der UDP-Gal Mimetika unter retrosytigthen Gesichtspunkten. Analog zu den
UDP Mimetika sollten die UDP-Gal Mimetika aus 6-Ghlracil und einem entsprechenden Amin darstellbar
sein. Dabei sollte im zu synthetisierenden Amin di@nfiguration am anomeren Zentrum der
a-D-Galactopyranosyleinheit gewahrleistet sein, sodve stereochemische Information an C-2 berickgjthti
werden. Nach Einfuhrung eines weiteren Stickstoffat innerhalb des Pyrimidinderivats kann diese$ dam
gewlnschten Produkt cyclisiert werden.

Wahrend das Amin fur4 durch Glycosylierung zweier orthogonal geschitzter
Monosaccharide synthetisiert werden muss, um inmdkekul die richtige Orientierung der
Hydroxyfunktion an C-2 zu gewéhrleisten, kann inld-gon 3 die richtige Stereochemie an
C-2 und gleichzeitig die-Konfiguration desd-Galactosylrests durch einen Wohlabbau von
D-Melibiosd’®"" erhalten werden (Abbildung 38!

oH OH oH OH oH H
0 9 0

HO
OH OH
OH

HO o
OH
— o L o
H _—o o
HO HO'
HO OH
OH

Abbildung 38: Retrosynthetische Betrachtung des fiir die Syethes 3 bendtigten Amins aus-Melibiose.
Fur eine analoge Reaktion 2wnd?2 kann das fiB bendtigte Amin aus-Melibiose unter Verwendung eines
Wohlabbaus erhalten werden. Durch den Abbau wiiotleder benétigte Pentityllinker aus deGlucoseeinheit
von D-Melibiose mit der gewtiinschten StereoinformatiorCa® des Produktes (roter Kreis) ergeben.
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Durch diesen schnelleren synthetischen Zugang 3/evurde ein Fokus auf die Synthese
dieses Molekiils gelegt. Zudem kann so festgestelttien, ob die Umsetzung analog zu den
UDP Mimetika mit einem Amin, welches durch den Pwrsering sterisch erheblich an

Anspruch gewonnen hat, tberhaupt méglich ist.

So wurded-Melibiose (L6) mit Hydroxylamin in Ethanol fur 2 Stunden bei 70 geruhrt und
D-Melibioseoxim (7) mit einer Ausbeute von 99% erhalten. Dieses wdaten mit Hilfe von
Natriumacetat und Essigsaureanhydrid in Octaacetyonitril (18) Uberfihrt, aus dem
durch Abspaltung des Cyanids das um ein Kohlerstwfi geklrzte Pentosederivh®
dargestellt wurde. Dazu wurd@® mit Natriummethanolat in Chloroform fur 20 Minutenter
gleichzeitigem Verlust des Cyanids deacetyliert. Wom das gewilnschte Amigl zu
erhalten, wurde ausgehend vb&das entsprechende Oxi®® mit einer Ausbeute von 97%
dargestellt, welches im Anschluss unter Verwendwog PtQ hydrogenolytisch zum
gewilnschten Produkl umgesetzt wurde. Die Gesamtausbeute Uber 5 Sh&w®ng 35%
(Abbildung 39).

HO OH Ho OH AcO OAc
Q Q Q
H,NOH, EtOH Ac,0, NaOAc,
HO 60-65°C,2h HO 110°C,2h AcO
OH - OH —_—
o 99% o OH 56%
Q OH
HOHO H(f
OH HO =N
OH
“oH
16 17
73% NaOMe, CHC13
-10 °C - 0 °C, 20 min
HO OH Ho OH Ho OH
o) O o)
o PO, 1y, 10, | H,NOH, EtOH
tt, 24 h, pH8 60-65°C, 2 h HO
OH OH OH © OH
o oH 99% °© o 97% d
HO\\\S H0§ HO' OH
HO NH, HO N—OH
21 20 19

Abbildung 39: Synthese von B-o-D-Galactopyranosyb-arabinitylamin  21). Ausgehend von
D-Melibiose (L6) wurde durch die Durchfiihrung eines Wohlabbaus dbei Stufen 59-a-D-Galactopyranosyl-
p-arabinose 19) erhalten. AnschlieRende Uberfiihrung in das eatsande Oxin20 wurde das Amir21 durch
Reduktion mit Pt erhalten.

Das Amin21 sollte nun in eine analoge Synthesestrategie aiHaensaurederivatehbzw. 2

integriert werden. Fir diese Schlusselreaktion w#il mit 6-Chloruracil §) und dessen
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5-Nitroderivat8 umgesetzt. Dabei stellte sich nur die SyntheseNitesaminoderivat22 als
erfolgreich heraus (Abbildung 40).
HO OH

Q
HO

HZO 100°C, 24 h

&ﬁ

Ho OH HO OH
0 0
HO H,0, EtOH, HO
PHE M 24h 8, 11,24 h OH
o OH
43% 0N 0

o\\ HO )
HO HN NH

HN

8 22

Abbildung 40: Substitutionsreaktion vor21 mit 6-Chloruracil ) und 6-Chlor-5-nitrouracil ). Bei der
Umsetzung vor21 mit 5 konnte kein Produkt isoliert werden (oben). DientBgse des Nitroaminouracilderivats
22 erfolgte erfolgreich unter Verwendung v8ifunten).

Durch Erhalt der Verbindung2 wurde die Synthese des gewilnschten Produktesgamalo
den Verbindunged und 2 weiter verfolgt. Dazu wurd22 durch Verwendung von Pd/C und
H, zum entsprechenden reaktiven Dian28 reduziert undin situ mit Ethylchlorformiat
erfolgreich in das Carbam&4 uberfuhrt. Das gewlnschte Harnsaurederi8atvurde
anschlieBend aus unter Ruckfluss in 0.03 M Natriumethanolat-Losunig einer Ausbeute
von 60% erhalten (Abbildung 41).

Mit der Synthese von3 konnte somit gezeigt werden, dass die Verwendung v
anspruchsvollen Aminen in der Synthese vak-8lkylierten Harnsaurederivaten maoglich ist,
wobei die Ausbeute innerhalb des Schlisselsclmut? von 18% auf 43% optimiert werden
konnte. Weiterhin stand m& nun ein Molekul zur Verfigung, dass nicht nur ¢etischen
Nucleotidteil von UDP-Gal mimikriert, sondern diegnBung des natirlichen Donorsubstrats
von GTB durch die Galactoseeinheit noch starkerinolnin kénnte. Das inhibitorische
Potenzial sollte nun durch SPR Experimente, STD NM&ssungen und der Verwendung

von Enzymassays charakterisiert werden.
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Abbildung 41: Synthese des UDP-Gal MimetikurBsDas Nitroaminouracilderivé22 wurde hydrogenolytisch
in das Diaminouracil3 Uberfuhrt und sofort in das entsprechende Carb@#faimgesetzt. Anschlie3ende
Cyclisierung in 0.03 M NaOEt-Ldsung ergab das gesgtite Produk3.

3.2.3 Analyse des inhibitorischen Potenzials desPt@al Mimetikums

gegeniber GTB

3.2.3.1 Bindungsstudien mitteBurface Plasmon Resonar8pektroskopie

Um den Einfluss dea-D-Galactopyranosyleinheit i@ beztglich der Bindungseigenschaften
naher zu untersuchen, wurde in einer ersten An&y¥e Studien durchgefihrt. Daflr wurde
GTB auf einem Sensorchip immobilisiert uBdn Konzentrationen von 0 bis 1 mM uber die
Chipoberflache geleitet. Fir die durchgefiihrten dfipente wurde ein Mfthaltiger

BisTris-Puffer verwendet, da das Enzym fir die e ein bivalentes Kation benétigt, und

eine Flussrate von 30 pL/min bei 25 °C genutzt.

Anhand der in Abb. 40 gezeigten Sensorgramme werdlidh, dass sich die Assoziation und

Dissoziation vor3 zur GTB uber eine langere Zeitphase erstreckiwislen jedoch keine
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sinnvollen Werte fiur die kinetischen Paramekgrund ky erhalten. Trotzdem zeigt das
Verhalten des Liganden, dass s&cpotenziell als Inhibitor nutzen lasst.

30
25 1024 pM
20

15

10

SPR-Antwort [RU]

Abbildung 42: Sensorgramme der SPR Experimente von GTB in Aemlest unterschiedlicher
Konzentrationen vof (rot: Sensorgramme in Anwesenheit V@irgrau: Sensorgramme in Abwesenheit V@)n
Die Sensorgramme zeigen deutlich, dass eine komtemsabhangige Bindung zwischen GTB @stattfindet.
Das Assoziationsgleichgewicht zwischen GTB Gratellt sich nach der Injektion € 0 s) des Liganden ein und
zeigt einen gulnstigen Bindungsverlatif=(0 bis 300 s) fir einen Inhibitor. Die Dissoziatierfolgt nach der
Beendigung der Injektion vadi(abt = 300 s).

Die Analyse der Sensorgramme und damit die Bestingmier Dissoziationskonstankg,
nach einenone-site bindingModell ergab einen Wert vokp = 254 pM. Vergleicht man
diese Konstante mit der Dissoziationskonstante B Mimetikums 2, welche unter
identischen Bedingungen erhalten wurde, so konntechd die Anwesenheit der
a-D-Galactopyranosyleinheit i3 die Dissoziationskonstante um einen Faktor von 9

verbessert werden.
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Abbildung 43: Bestimmung der Dissoziationskonstamtg von 3 nach einemone-site bindingModell in
Anwesenheit von GTB und Mhmit Hilfe von SPR Spektroskopie. Dp-Wert von3 wurde zuKp = 254 uM
bestimmt.

3.2.3.2 Bindungsstudien mitteBaturation Transfer DifferenddMR Spektroskopie

Die Bindungseigenschaften véhan der GTB wurden ebenfalls mit Hilfe von STD NMR
Experimenten tberprift. Dazu wur@en Konzentrationen von 95 bis 564 uM (entsprechend
einem Ligandiberschuss von 15 bis 99) in Anweséntogi 6 UM GTB vermessen. Durch
die Auftragung der Inhibitorkonzentration gegen d&TD-Amplifikationsfaktor von
H-2* konnte eine Dissoziationskonstante W = 182 uM bestimmt werden (Abbildung
44).
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Abbildung 44: Bestimmung der DissoziationskonstaKig von 3 mit Hilfe von STD NMR Spektroskopie. Die

Experimente wurden mit 6 pM GTB in BisTtisg und 298 K durchgefiihrt. Der Ligandentberschuss3 an
betrug 15 bis 99. Ddfy-Wert wurde nach einewne-site bindingModell zuKp = 182 pM bestimmt.

Dieser Wert hat die gleiche Gréf3enordnung wie drelfund 2 ermitteltenKp Werte (205

UM bzw. 388 uM), die unter vergleichbaren experitaen Bedingungen erhalten wurden.
Wahrend die SPR Experimente noch eine VerbessedamngDissoziationskonstante im
Vergleich zu2 von fast 9 ergab, konnte hier eine nur um einéiidfaron 2 starkere Bindung

festgestellt werden.

Die detailliertere Charakterisierung des Bindungggrisses durch Erstellung eines
Bindungsepitops voB zeigte, dass das Linkerfragment3rweiterhin stark an der Bindung
beteiligt ist (Abbildung 45). Dabei zeigte sich,sdad-2° und H-4' des Arabinityllinkers
innerhalb dieses Fragments die grof3te Nahe zureiRmatfweisen. Schon bgiund 2 wurde
festgestellt, dassH-2‘ signifikant zur Bindung beitragt und somit auch & dieses
Bindungsepitop erhalten bleibt. WahreHeé4' nur beil eine Rolle bei der Bindung spielte
und bei2 kein signifikanter STD Effekt beobachtbar war, Bestimmt H-4‘ in 3 das
Bindungsepitop mit 68% mit. Innerhalb de®-Galactopyranosylrestes konnte nur zwischen
H-2* und GTB ein hinreichend grofRer Kontakt beobachtstien, wobei dieses Proton aber

insgesamt die hochsten Amplifikationsfaktoren adletektierbaren Protonen zeigte.
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Abbildung 45: Bestimmung des Bindungsepitops \®im Gegenwart von 6 pM GTB. Das Harnsaurefragment
konnte auf Grund seiner nicht detektierbaren NHtren nicht untersucht werdeR-2* bildet mit dem
hochsten STD Amplifikationsfaktor den Bezugspunéih \i00% ¢(unkelblauer Kreis Alle anderen Werte der
anderen Protonen sind relativ B2 angegeben. Protonen mit einem STD Effekt unter 80 nicht farblich
hervorgehoben.

Diese Beobachtung ist erwéahnenswert, da dieseigtositscheidend fur die Diskriminierung
zwischen UDP-Gal und UDP-GalNAc durch GTB respekt@TA ist und sich somit

schlieBen lasst, dass sich die Galactopyranosyeinantsprechend dem natirlichen
Donorsubstrat zu positionieren scheint und ahrditdannt wird. Da auch das Linkerfragment
die Kontakte zum Protein &hnlich den UDP-Mimetikeibehalt, scheinen die Absténde

zwischen dem Zuckerfragment und des Harnsaurergstegewahlt.

Alle anderen Protonen sind mit weniger als 50% SHifekt nicht in die Bildung des
Bindungsepitops mit einbezogen worden. Dabei medsgh beriicksichtigt werden, dass das
Harnsaurefragment durch seine austauschbaren Brotocht detektiert werden konnte und

somit keine Aussage Uber dieses Fragment gemactiemw&ann.

Die NMR spektroskopische Untersuchung der Binduog ¥ an die GTB sollte nun durch

kompetitive Experimente mit UDP als natirliches Stdt erweitert werden.

3.2.3.3 Inhibitionsstudien mitteSaturation Transfer DifferenddMR Spektroskopie

Wie schon firl und2 beschrieben, kann das inhibitorische Potenziare#erbindung durch
kompetitive Experimente mit einem naturlichen Srtdisides zu inhibierenden Proteins

ermittelt werden.
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Fur die Bestimmung der inhibitorischen Konstaik{eon 3 wurde zunachst eine kompetitive
STD Titration durchgefiihrt, in der UDP als natimks Substrat aus der Bindungstasche von
GTB verdrangt werden sollte. Die Experimente wurbden298 K durchgefiihrt und UDP in
einer Konzentration von 1 mM vorgeletwurde in Konzentrationen von 95 pM bis 2.5 mM
hinzugegeben und die Anderung der STD Amplifikatfaktoren auf Seiten von UDP und
des Inhibitors beobachtet. Wahrend die STD-Ammdifiknsfaktoren der Protonen von UDP
bei steigender Konzentration v8rabnahm, konnte fir das ProtbR2* von 3 bei Auftragung
des STD Amplifikationsfaktors gegen den dekadisdbegarithmus der Konzentration vén
einCso Wert vonlCsp = 389 uM bestimmt werden.

STD-Amp.faktor v. 3 H-2°

s 4 2 0 2
log ¢ (3) M

Abbildung 46: Bestimmung deKCs, Werts von3 in Gegenwart von 10 uM GTB und 1 mM UDP mit Hitfen
STD NMR Spektroskopie. Unter Verwendung eimee-site competitioModells wurde fiir3 ein Wert von
IC50 = 389 uM bestimmt.

Die inhibitorische Konstante wurde naGi3 zu K, = 117 puM bestimmt. Dies entspricht im
Vergleich mit denK; Wert von2 einer Verbesserung der Inhibition um einen Faktor fast

5, der unter vergleichbaren experimentellen Bedigga erhalten wurde.

Um die kompetitiven STD NMR Experimente zu valigier wurde auch mit3 ein
radiochemischer Enzymassay durchgefihrt, in dentQigWert in Gegenwart von UDP-Gal
und dem H-Antigen Disaccharid bestimmt werden sollt
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3.2.3.4 Inhibitionsstudien mit Hilfe eines radionfieschen Enzymassays

Der radiochemische Enzymassay sollte die durchSdi® NMR Experimente bestimmte
InhibitionskonstanteK, tberpriifen und zeigen, dass GTB auch in Anweseribsder
natirlichen Substrate, dem H-Antigen Disaccharid UDP-Gal, durcl8 in seiner Aktivitat
gehemmt wird. Fur die Durchfiihrung der Experimemtede, wie furl und 2 beschrieben,
“C-markiertes UDP-Gal als Donorsubstrat und-L-Fuc-(1-2)g-p-Gal-octyl ~ als
Akzeptorsubstrat genutzt. Der Assay wurde in MORS8dP durchgefiihrt, der 1 mg/mL BSA
und 20 mM MnC]J enthielt. Die Konzentration an GTB und UDP-Gal daivor Beginn der
Experimente bestimmt, um zu gewahrleisten, das8esimmung der Aktivitat von GTB im
linearen Bereich der Michaelis-Menten-Kinetik dtattet, um den Fehler innerhalb der
Messungen moglichst gering zu halten. Dazu wurd® Gid UDP-Gal in verschiedenen
Konzentrationen und mit verschiedenen Inkubatiotszevermessen, wobei sich in einer
ersten Bestimmung die Verwendung von 4 nM GTB, 3K UDP-Gal und eine
Inkubationszeit von 20 Minuten bei 37 °C als sirlheowies (s. Tabelle 2 und Tabelle 3).

dpm

log ¢ (3) [M]

Abbildung 47: Bestimmung dekCso Werts von3 mittels eines radiochemischen Inhibitionsassays.Nlessung
wurde zweimal untesteady stat®Bedingungen durchgefuhrt. Unter Verwendung voiM4GiTB, 3.4 uM UDP-
Gal und 54 uM H-Antigen Disaccharid Uber eine Rieaisidauer von 20 Minuten wurde dils, Wert zu
IC50 = 1.3 mM bestimmt (Quadrate, durchgezogene Lirile¢ Durchfihrung des Assays mit 0.5 nM frisch
exprimierter GTB, 3.4 uM UDP-Gal und 54 uM H-Antig®isaccharid Uber eine Zeitdauer von 15 Minuten
ergab eine mittlere inhibitorische KonzentratiomV¥Gs, = 1.9 mM (Punkte, gestrichelte Linie).

Unter diesen Bedingungen wurde eine Einfachbestingmmit 3 in Konzentrationen von 0

bis 12.5 mM durchgefuihrt. Dabei wurde eine konzagiinsabhangige Abnahme der Aktivitat
von GTB beobachtet, wobei die Bestimmung W& Werts sich hier zu 1.3 mM ergab. Die

59



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bestimmung de$Cso Werts wurde erneut mit frisch exprimierter GTB chgefihrt, wobei
hier 0.5 nM GTB, 3.4 uM radioaktiv markierte UDPiEa4 uM H-Antigen Disaccharid und
der Inhibitor Gber einen Zeitraum von 15 Minutehkuhiert wurden (Abbildung 47).

Die Messdaten dieser zweiten Bestimmung ergabesn &y, Wert von 1.9 mM. Mit Hilfe
der Cheng-Prusoff-Gleichungs(-3) ergibt sich somit aus beiden Bestimmungen im aMitt

eine Inhibitionskonstante vdfy = 1.5 mM.

Die Analyse vor3 zeigt somit deutlich, dass sich mit Hilfe diesesl®kils GTB inhibieren
lasst. So besetadie Bindungstasche des Nucleotids, was durch ahepletitiven STD NMR
Experimente gezeigt werden konnte. Auch die BestimgndesiCsy Werts in Anwesenheit
von Md¢f* und UDP wurde unter den experimentellen Bedingnregéolgreich durchgefiihrt.
Vergleicht man nun3 mit dem UDP Analogor?, welches dem donorsubstratanalogen
Inhibitor zu Grunde liegt, so konnte auch mit Hitfes Enzymassays gezeigt werden, dass die
D-Galactopyranosyleinheit in dem erweiterten Inlobitolekil eine Verbesserung der
Inhibitionskonstante um einen Faktor von 1.5 ernobgg. In Tabelle 6 sind die
Dissoziationskonstantdfs und die Inhibitionskonstantdfy der Inhibitormolekilel, 2 und3
noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 6 Kp und K, Werte der Inhibitoreri, 2 und 3. Es wird deutlich, dass alle entwickelten Inhibéo in
Kombination mit Mg" eine hohere Affinitait zur GTB aufweisen, als mind als Cofaktor. Durch die

Anwesenheit demi-D-Galactopyranosyleinheit i3 konnte derKp- sowie derK,-Wert im Vergleich zu2
gesteigert werden.

Ko [uM] Ki [uM]
Inhibitor Mg”* MnZ* Mg Mz
SPR STD NMR SPR STD NMR Enzym Assay
1 366 205 899 361 1500
2 828 388 2300 571 2200
3 - 182 254 117 1500

Um zu testen, ob die hier vorgestell@iN-alkylierten Harnsaurederivafie 2 und3 generell
als UDP(-Gal) Inhibitoren wirken, wurden unterschiehe GTs getestet, die wie GTB UDP-

aktivierte Kohlenhydrate Ubertragen.
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3.3 Progresskurvenanalyse der Inhibition gegeniberverschiedenen
Glycosyltransferasen

Mit Hilfe von weiteren GTs, die UDP-aktivierte Kamlhydrate als Donorsubstrat verwenden,
sollte nun das allgemeine inhibitorische PoterndéalInhibitorenl, 2 und3 tberprift werden.
Erganzende Experimente zu den bis dato durchgefiilhtersuchungen sollten aufzeigen,
ob sich zum einef und2 auch bei weiteren GTs eignen wirden, ein adaquidér Ersatz
zu sein und zum anderen, 8ln der Lage ist, spezifisch eine Klasse an Glyltoamysferasen,
d.h. Galactosyltransferasen, zu inhibieren. Dazltesonun verschiedene GTs in einem
Inhibitionsassay genutzt werden. Fir dieses Vormhalerde ein NMR basierter Assay

genutzt.

3.3.1 Bestimmung der Enzymkinetik von GTs durcherilNMR basierten

Enzymassay

Die Bestimmung der Inhibitionskonstarke von Inhibitormolekilen wird im Allgemeinen
Uber die Variation der Inhibitorkonzentration unBedingungen durchgefihrt, in denen sich
die Konzentration des Enzymsubstratkomplexes uber edperimentelle Messzeit nicht
verandert gteady stafe Alternativ zu dieser Methode, die auch in die&gyeit innerhalb des
radiochemischen Inhibitionsassays angewandt wikd®en die kinetischen Parameter einer
Enzymreaktionauch tber die Analyse von Progresskurven erhalterdem. Durch die
Verwendung der Lambert-W-Funktion flr die Losungr déichaelis-Menten-Gleichung

(Gl-4) ist die Bestimmung der kinetischen Daten aus reiemzigen Progresskurve

maoglich!™®
ﬂ - _ Vimax[S] Gl-4
dt Ky +[S]
mit  [S]: Substratkonzentration
Vimax Maximalgeschwindigkeit
Kwm: Michaelis-Menten-Konstante
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Km Km
mit W Lambert-W-Funktion
[S]o: initiale Substratkonzentration

Die von Goudaet al. beschriebene Lambert W Losungl{5) kann dabei nicht nur auf die
eigentliche Michaelis Menten Gleichung angewendetden, sondern auch eine Ldsung fur
analoge Gleichungen bieten. Dies bedeutet, dasHiifétdieser Lésung auch die kompetitive
Inhibition einer Enzymreaktion analysiert werdemia Fir diesen Fall wirde sich die
Umsatzgleichung der kompetitiven InhibitioBl(6) analog zuiGI-4/GI-5 zu der eindeutigen
Lambert W LAsung der Inhibitior-7) ergeben:

D= Tmardl Gl-6
t KM<1+K—I)+[S]
mit  [l] : Inhibitorkonzentration
K: Inhibitionskonstante
_ ! % ([S]O_Vmaxt)} _
[S] = Ky, W{KM, exp (e mes GI-7
mit Ky = Ky (1 + 2
K1

Ein Vorteil dieser Methode der Progresskurvenamabesteht darin, dass die Enzymreaktion
Uber den vollstandigen zeitlichen Verlauf der Remakbetrachtet wird und sich somit nicht
nur auf dersteady statdeschrankt. Dies erlaubt die Bestimmung der kicegn Parameter
bei einer einzigen Substratkonzentration. Der Emsan NMR Spektroskopie erméglicht
zudem den Einsatz unveranderter Verbindungen, ss dadioaktive oder fluorophore
Markierungen nicht nétig sind®2”

Durch  Verwendung des Computerprogramms MATLAB undichtlinearer
Regressionsanalyse der eindeutigen Lambert-W-L6sdgrg Michaelis-Menten-Gleichung
kénnen so die gewinschten Paraméigr Vmax und unter Inhibitionsbedingungen aukh

erhalten werden.
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Fur die Untersuchung des inhibitorischen PotenzialsVerbindunger, 2 und3 gegeniber
weiteren Glycosyltransferasen, die UDP-aktiviertecl&er als Donorsubstrate verwenden,
wurden verschiedene GTs ausgewahlt. Als Vertreferweitere GT Klassen, d.h. keine
Galactosyltransferasen, sollte die Inhibition voer ¢humanen Blutgruppe A spezifischen
N-Acetylgalactosaminyltransferase (GTA) und POGLU®@&iner O-Glucosyltransferase,
untersucht werden. Die Kenntnis tUber das Inhibgi@mmaogen der Inhibitoren innerhalb der
Klasse der Galactosyltransferasen sollte zudem hdwte Verwendung dera(1,3)-
Galactosyltransferase der Hausmaomug musculysa(1,3)GalT) und der humangs(1,4)-
Galactosyltransferasep((L,4)-GalT) erweitert werden. Da bei keiner diegBifs die
kinetischen Parameter unter den bendtigten Messgedgen bekannt sind, wurde vor
Beginn des eigentlichen Inhibitionsassays die MetisaVienten-Konstanty, unter den
gewdahlten experimentellen Bedingungen bestimmt. hAGGTB wurde unter gleichen
Bedingungen untersucht, um so einen besseren Wdrgla den bisherigen Daten zu erhalten

und die ergdnzenden Ergebnisse flr die verschiedeis besser einschatzen zu kdénnen.

3.3.1.1 Bestimmung der kinetischen ParamifeundV, s von GTA

Die humane Blutgruppe A spezifischdl-Acetylgalactosaminyltransferase A (GTA)
katalysiert die Synthese des Blutgruppenantigens #dem sie einen N-
Acetylgalactosaminrest auf die terminale Galactodest des H-Antigen Disaccharids
ubertragt?*?** Fur diese Reaktion nutzt sie, wie auch GTB, eiralentes Kation. Fur die
Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstant&ky, wurde dementsprechend die
Enzymreaktion von GTA in Mg-haltigen 50 mM BisTrishe Puffer (50 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 1 mM DTT-d 1 pg/pLl BSA, 10 U alkalische Phosphatase, pH 6&l)37 °C
durchgefuhrt. Die Zugabe von alkalischer Phospleatiente der Umsetzung des bei der
Reaktion entstehenden UDP in UMP, um so die Prachikition des Enzyms zu vermeiden.
Als Akzeptorsubstrat dienteL-Fuc-(1-2)$-b-Gal-octyl. Da die Anderung der Konzentration
des Donorsubstrats in Anwesenheit des Inhibitoxsbaehtet werden sollte, wurde das H-
Antigen Disaccharid in einem zehnfachen Uberschgegeniiber dem Donorsubstrat
eingesetzt, um eine quasi konstante Konzentratider iden Reaktionsverlauf zu
gewahrleisten. Das Donorsubstrat UDP-GalNAc sotiteiner Konzentration entsprechend
seinesKy Werts eingesetzt werden, der unter den verwendeeaktionsbedingungen auf
150 uM geschatzt wurde. Als Grundlage fir dieses&hiétzung diente zum einen d&y
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Wert fiir das Donorsubstrat, der unter Verwendung Mo?* als Cofaktor zKy = 15 pMeH
bestimmt wurde und zum anderen die Tatsache, das8iddung zwischen Enzym und
Donorsubstrat in Anwesenheit von Kgleutlich geschwacht wird. Die Konzentration von
GTA betrug 15 nM. Die Zugabe von UDP-GalNAc dieake Startpunkt der Reaktion, welche
anschlieBend fiir 18.5 Stunden bei 37 °C verfolgtdepwobei alle 7 Minuten eitH NMR
Spektrum mit 120scansund excitation sculptingzur Wasserunterdriickung aufgenommen
wurde. FiUr die Reaktionsverfolgung wurden die Rreto von UDP-GalNAc genutzt, die
isoliert von derbulk-Signalen der Kohlenhydratstrukturen des H-Antigend UDP-GalNAc
vorlagen (Abbildung 48).

H-6 H-5/H-1°
' ' LJ 150 uM UDP-GalNAc
). ) 1.5 mM a-L-Fuc-(1,2)--D-Gal-octyl
P U MJ_LJ . o . UDP-GalNAc
I T T ] ] T T T I 1 1 T I ] ] 1 I
8 6 4 2 [ppm]

Abbildung 48: "H-NMR Spektrum von UDP-GalNAc und dem H-Antigen &isharid (700 MHz, 310 K).
Oben UDP-GalNAc und das Akzeptorsubstratanalogen-Fuc-(1,2)p-D-Gal-octyl (in 50 mM BisTrisdg)
zeigen starke Signaliiberlagerungen im Bereich deméschen Verschiebung vén= 3 ppm bisd = 4.5 ppm.
Die Protonen des Aglycons des H-Antigen Disacclatiéfinden sich im hochfeldverschobenen Teil des
Spektrums. Im tieffeldverschobenen Bereich des Bpekbefinden sichid-6 und H-5/H-1 von UDP-GalNAc.
Unten: *H-NMR Spektrum von 150 pM UDP-GalNAc in,O (700 MHz, 310 K). Nebehi-6 und dem Signal
fur H-5/H-1" ist die N-Acetylgruppe von UDP-GalNAc mit einer chemischear&thiebung vold = 2.13 ppm
deutlich separiert und kénnte fiir die Reaktionsslgtfing genutzt werden, sollte die Anderung der déeelen
Verschiebung der aromatischen Protonen fur einev@tising nicht ausreichen.

Fur die Auswertung der Enzymreaktion wurden dieratischen Protonen von UDP-GalNAc
genutzt, da hier eine deutliche Anderung der chemeis Verschiebung zwischen dem Edukt
(UDP-GalNAc) und dem in diesem Assay resultieren®eadukt (Uridinmonophosphat)
detektiert werden konnte (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Anderung der chemischen Verschiebung ¥#b6 und H-5/H-1' innerhalb des Uridinfragments
im zeitlichen Verlauf der Enzymreaktion von GTA. Beginn der Reaktiort £ 521 s) entspricht die chemische
Verschiebung der aromatischen Protonen UDP-GalNczeitlichen Verlauf nimmt die Intensitat der Sadgm
ab und es wird je ein neues Signal beobachtet,heslsich in beiden Fallen leicht hochfeldverschobmyibt
(roter Kasten). Nach 18.5 Stundér=(66 052 s) sind die Signale, die charakteristfficlias Donorsubstrat sind,
nicht mehr zu detektieren und die Enzymreaktiobéstndet.

Dieser Bereich lieR sich gut verwenden, da er nian Uberlagerungen durch weitere
Signale betroffen war. Hinsichtlich des Inhibitiassays, der im Anschluss an die
Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante durchigefiverden sollte, sind die gewahlten
Signale ideal gelegen, da auch alle drei Inhibitekiile in diesem Bereich keine Signale

aufweisen.

Die Auftragung der Konzentrationsdnderung von UDE®NAc gegen die Zeit und
anschlieende Progresskurvenanalyse ergab fur elagewdete System eine Michaelis-
Menten-Konstante vonKy = 115 pM und einer Maximalgeschwindigkeit von
Vimax = 8.3-10 M/s anhand vom5-/H-1‘ (Abbildung 50)
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Abbildung 50: Progresskurve der Konzentration des DonorsulssttddP-GalNAc anhandH-5/H-1° im
zeitlichen Verlauf der enzymatischen Reaktion vohrAGUnter Verwendung der Lambert-W-Losung fir die
integrierte  Michaelis-Menten-Gleichung wurdeKy, zu Ky = 115 pM wund die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit A= 8.3-1F M/s bestimmt.
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Die Auftragung der Konzentration anhand Jd+6 liefert eine Michaelis-Menten-Konstante
von Ky = 53 uM. Wegen der wesentlich starkeren Streuwmngethzelnen Messpunkte wurde

dieser Wert aber nicht bertcksichtigt.

3.3.1.2 Bestimmung der kinetischen ParamitgundV,,» von GTB

Die Enzymreaktion von GTB wurde in Analogie zu den GTA katalysierten Reaktion in
50 mM BisTriseig Assay Puffer (50 mM NaCl, 5 mM Mg& Il mM DTT-dig, 1 pg/uL BSA,

10 U alkalische Phosphatase, pH 6.7) bei 37 °Chajaftihrt. Als Akzeptorsubstrat diente
auch hier a-L-Fuc-(1-2)8-D-Gal-octyl. Um derKy Wert des Donorsubstrats bestimmen zu
konnen, wurde auch hier das H-Antigen Disaccharideinem zehnfachen Uberschuss
gegenuber dem Donorsubstrat eingesetzt. Das Ddrgirati UDP-Gal wurde mit 250 uM
eingesetzt und GTB in einer Konzentration von 120 werwendet. Die erhohte
Konzentration an Enzym bei diesem Experiment restdt aus der niedrigeren Wechselzahl
keat VOn GTB im Vergleich zu GTA und sollte die Dau@sdExperiments verkirzen. Mit der
Zugabe von UDP-Gal wurde die Reaktion gestarteligiveeanschliel3end fur 18.5 Stunden bei
37 °C verfolgt wurde, wobei alle 7 Minuten efti NMR Spektrum mit 120scans

aufgenommen wurde.
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Abbildung 51: *H-NMR Spektrum von UDP-Gal und dem H-Antigen Digeadd (700 MHz, 310 K)Oben
UDP-Gal und das Akzeptorsubstratanalogein-Fuc-(1,2)p-D-Gal-octyl (in 50 mM BisTrisd;g) zeigen starke
Signaliiberlagerungen im Bereich der chemischenctiegbung vords = 3 ppm bisd = 4.5 ppm. Die Protonen
des Aglycons des H-Antigen Disaccharids befindai $im hochfeldverschobenen Teil des Spektrums. Im
tieffeldverschobenen Bereich des Spektrum befirslen H-6 und H-5/H-1* von UDP-Gal.Unten: 'H-NMR
Spektrum von 300 uM UDP-Gal in,D.
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Wie schon fur die GTA und UDP-GalNAc beobachtet aeyreignen sich auch in diesem
System die Protonen der Nucleotidbase von UDP-@har gut fur die Verfolgung der
Reaktion durch ihre tieffeldverschobene Lage (Adumilg 51).

Anhand vonH-5/H-1‘ ergab sich somit fur die untersuchte EnzymreakéimrkK,, Wert von
Km = 260 UM fir UDP-Gal (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Progresskurve der Konzentration des Donorsulssty@tP-Gal anhandi-5/H-1' im zeitlichen
Verlauf der enzymatischen Reaktion von GTB. Unterwendung der Lambert-W-Lésung fur die integrierte
Michaelis-Menten-Gleichung wurdk, zu Ky = 260 pM und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Vinax = 2.0- 16 M/s bestimmit.

Vergleicht man den erhaltenen Wert mit der enzysshen Reaktion von GTA, so ergibt
sich, dass die Michaelis-Menten-Konstante von GTBAJGal um einen Faktor von 2.26
grofRer ist als die von GTA/UDP-GalNAc. Dieses Véiriia entspricht genau dem Verhaltnis
beider Konstanten in Anwesenheit von M

3.3.1.3 Versuche zur Bestimmung der kinetischearRatemweiterer GTs

Als weiterer Vertreter der Galactosyltransferasenifa wurde a(1,3)GalT genutzt. Dieses
Enzym ist fur die Bildung des Gal(-3)Gal Epitop verantwortlich, welches von etwa dét
humanen Antikorper erkannt wiltf! Dieses Epitop unterscheidet sich von dem Blutgespp
B-Antigen durch die Abwesenheit deg~ucoserestes und wird von fast allen Saugetieren
gebildet. FUr die Bestimmung der kinetischen Patamky und Vna flr die durch
a(1,3)GalT katalysierte Reaktion wurden 80 nM degyims, 800 uM UDP-Gal und 8 mM
LacNAc bei 37 °C in BisTrighg Assay Puffer verwendet. Die Reaktion wurde bei°G7
durchgefiihrt und tiber 4.5 Stunden alle 7.5 MingiertH-NMR Spektrum aufgenommen. Es

konnte jedoch keine Anderung der Intensitat dem&& des Donorsubstrats festgestellt
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werden. Demnach wurde davon ausgegangen, dassodiegendea(1,3)GalT nicht aktiv

war.

Die humaneO-Glucosyltransferase 1 (POGLUT) modifiziert durdk dibertragung eine-
D-Glucoseeinheit auf die Hydroxyfunktion von Serimoteine, die Wiederholungen der
epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) Sequenz in iBremosauresequenz aufweiséht
Zu diesen Proteinen zahlen z.B. Faktor VII und K& Auch wenn nicht viel tber die
Bedingungen fur dig-Glucosylierung durch POGLUT bekannt ist, wurde def Basis
vieler bekanntelO-Glucosylierungsstellen eine wahrscheinliche CosssfSequenz fir die
Glycosylierung mit HN-Cys-Xxx-Ser-Xxx-Pro-Cy&COOH postuliert®® Dabei sind beide
Cysteine in der Sequenz in die Bildung von Disdifittken involviert. Fir die Durchfiihrung
des Enzymassays wurde dementsprechend ein Peptittn$equenz #-Cys-Gly-Ser-Thr-
Pro-Cys-C(O)NH bendtigt, welches mittels manueller Festphasemgpithese unter
Verwendung der Fmoc-Strategie synthetisiert wurdabei wurden die Thiolfunktionen
beider Cysteinreste durch eine orthogonale Schuppgr ($Bu) geschiitzt, um die Oxidation
der Thiole zu vermeiden. Zudem ermdéglicht dieseugdruppe eine eventuelle Cyclisierung
des Peptids, sollte POGLUT nicht in der Lage sdéi®,Peptidsequenz in seiner offenen Form

zu erkennen. Die Synthese des Peptids konnte jedokbhzweifelsfrei geklart werden.

Die Untersuchung der enzymatischen Reaktion ¢h,4)GalT war auf Grund von

Lieferschwierigkeiten seitens SigmaAldrich leidas&eitgrinden nicht maglich.

Somit wurde der Inhibitionsassay mit GTA durchgefiitvobei die Enzymreaktion von GTB

in Anwesenheit voR als Vergleichssystem diente.

3.3.2 Inhibitionsstudien mit Hilfe eines NMR basegr Enzymassays

3.3.2.1 Untersuchung der Inhibition von GTB

Fur die Einschatzung der inhibitorischen Konstantenerhalb des NMR basierten

Inhibitionsassays wurde die Inhibition von GTB duBcuntersucht. Dieses sollte als Referenz

fur das Inhibitionsvermogens vahgegeniber anderen GTs dienen. Fur den Inhibitssasa

wurde die Konzentration von GTB auf 0.48 puM erhtéam die Experimentdauer zu

verkirzen. UDP-Gal wurde in einer Konzentration \250 uM verwendet, wobei das H-
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Antigen Disaccharid in einem zehnfachen Uberscliags mM) vorlag. Diese Bedingungen
wurden gewahlt, da so eine Ermittlung der inhiltcien Konstante untég, Bedingungen
des Donorsubstrats maglich id€y(= 260 uM, s. 3.3.1.2). Der Inhibit@ wurde in einer
Konzentration von 1.5 mM hinzugefiugt, da diese Kanmtion dem innerhalb des
radiochemischen Inhibitionsassays ermittell@nWerts entsprach. Fiur die Aufnahme der
Progresskurve wurde fur 12 Stunden alle 7 MinutenSpektrum mit 12Gcansmit einer
Wasserunterdriickung dur@xcitation sculptingaufgenommen. Die Messtemperatur betrug
37 °C. Als Startpunkt der Reaktion diente die Zwgdbs Donorsubstrats. Nach Auswertung
der Daten unter Verwendung vd@si-7 ergab sich fUi3 eine inhibitorische Konstante von
565 uM (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Progresskurve der Konzentration des Donorsulsst@itP-Gal anhandH-5/H-1‘ im zeitlichen
Verlauf der enzymatischen Reaktion von GTB in Anevéweit von 1.5 mMB. Unter Verwendung der Lambert-
W-Ldsung fur die integrierte Michaelis-Menten-Gleimg bei kompetitiver Inhibition wurde, zuK, = 565 pM
und die maximale Reaktionsgeschwindigkeilzi,= 1.8-10 M/s bestimmt.

3.3.2.2 Untersuchung der Inhibition von GTA

FiUr die Untersuchung des inhibitorischen Potenzials1, 2 und 3 gegentber GTA wurde
der Enzymassay fur die Bestimmung véty modifiziert. Da durch die Zugabe der
Inhibitoren mit einer langeren Gesamtdauer der Emegktion gerechnet werden musste,
wurde die Konzentration an GTA innerhalb des Assay$ 60 nM vervierfacht. Die
Inhibitoren wurden in Konzentrationen hinzugefudte ihrer im radiochemischen Assay
ermittelten inhibitorischen Konstante gegeniber GEBtsprach. Da die eingesetzte

Konzentration an UDP-GalNAc mit 150 uM sehr nahelam ermittelterky Wert unter den
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verwendeten Bedingungen lag, wurde diese Konzémtratind dementsprechend der
zehnfache Uberschuss an H-Antigen Disaccharid nmaitrdM aus dem vorangegangenen
Enzymassay mit GTA Ubernommen. Der Inhibitionsasgasde bei 37 °C durchgefuhrt und
mit der Zugabe des Donorsubstrats begonnen. Diesivigen der Enzymreaktionen in
Anwesenheit der UDP-Mimetika und2 wurden jeweils fur 15 Stunden durchgefuhrt, wobei
alle 7 Minuten eirtH Spektrum mit 12@cansundexcitation sculptingaufgenommen wurde.
Die Analyse der Reaktion wurde analog zum Enzymaashand vorH-5/H-1‘ von UDP-
GalNAc durchgefuhrt. Die Auswertung der experim#ate Daten nachGl-7 ergab eine
Inhibitionskonstante fiit vonK; = 712 uM (Abbildung 54).

= 160 A 4

= 4%

= kN

S 120 | %

0 S

T T v

< 80 A ,

% 4 ™ % o

O 0%

o 40 A T

o *” e".,‘

2 1 e ha o VRO NS N

o 0 - DR KN 00"””"’*“’”&’. ﬁ"*“-&.:‘-‘é’.‘é‘v‘”
0 10 000 20000 30000 40 000 50 000

t[s]

Abbildung 54: Progresskurve der Konzentration des DonorsulssttibP-GalNAc anhandH-5/H-1' im
zeitlichen Verlauf der enzymatischen Reaktion vomAGIn Anwesenheit vonl. Unter Verwendung der
Lambert-W-Lésung fur die integrierte Michaelis-MentGleichung bei kompetitiver Hemmung wurlde zu
K, = 712 uM und die maximale Reaktionsgeschwindigk@N .= 4.2- 1 M/s bestimmit.

Die Inhibition von GTA durcl2 wurde unter analogen Bedingungen durchgefuhrten®n
einer Konzentration von 2.2 mM vorlag. Unter dieBadingungen wurde eine inhibitorische
Konstante vorK; = 1.1 mM fir2 ermittelt (Abbildung 55). Dieses Ergebnis zeigissl beide
UDP Mimetika in der Lage sind, nicht nur GTB zuilibren, sondern auch GTA. Zudem
fallt auf, dass GTA durch um einen Faktor von 1.5 starker inhibiert wirds durch2. Dieses
Verhaltnis wurde schon bei der Inhibition von GTi#gch 1 und2 beobachtet (s. Tabelle 6).
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Abbildung 55: Progresskurve der Konzentration des DonorsulssttdDP-GalNAc anhandH-5/H-1° im
zeitlichen Verlauf der enzymatischen Reaktion vomAGIn Anwesenheit von2. Unter Verwendung der
Lambert-W-Lésung fur die integrierte Michaelis-MentGleichung bei kompetitiver Hemmung wurkde zu
K,=1.1 mM und die maximale ReaktionsgeschwindigkeN .= 2.3-1¢ M/s bestimmt.

Auch die Inhibition von GTA durch3 wurde untersucht, um die Spezifitat des
donorsubstratanalogen Inhibitors zu Uberprifen. Bgseriment wurde analog zuund 2
durchgefihrt und der Inhibitd in einer Konzentration von 1.6 mM verwendet. lesim
Fall konnte fur3 keine Inhibitionskonstante ermittelt werden, dehsiir die Lambert-W-
Funktion keine sinnvolle Lésung fur die inhibitaige Konstante ergab. Betrachtet man die
Progresskurve im Vergleich zu den erhaltenen Ddézrinhibition durci2, so wird deutlich,
dass UDP-GalNAc sehr viel schneller in Anwesenbait3 umgesetzt wird (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Progresskurven der enzymatischen Reaktion von @TAnwesenheit vor2 bzw. 3. Fur die
Progresskurve der Inhibition durch konnte keine eindeutige Losung fir die Inhibitiomsstante erhalten
werden. Vergleicht man jedoch den Umsatz von UDINGa gegen die Zeit mit der Reaktion in Anwesenheit
von 2, so wird deutlich, dass GTA das Donorsubstratimv@senheit vo8 wesentlich schneller umsetzt.

Die durchgefiihrten Experimente mit GTA lassen denlis zu, dass sichund2 durchaus
auch fur andere GTs, die UDP-aktivierte ZuckerCasorsubstrat nutzen, als UDP Mimetika
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nutzen lassen kénnen. Durch die sehr hohe Homoldgjiebeiden Enzyme GTA und GTB
kénnte aber die Inhibition auch durch den Aufbausir dhnlichen Bindungstasche fur das
Donorsubstrat hervorgerufen sein, die eventuelbbdieren GTs etwas weniger Raum fir das
Harnsaurefragment bieten kdnnte. Im Gegensatz geigti der Vergleich der Inhibition von
GTA und GTB durch das InhibitormolekiB deutlich, dass die Anwesenheit der
a-D-Galactopyranosyleinheit nur im Fall der GTB einsignifikanten Einfluss auf die
enzymatische Reaktion von nimmt. Wéahrehdund 2 in der Lage waren, die GTA zu
inhibieren, scheint i3 die Spezifitdt des Inhibitors deutlich erhdht,dass3 nicht mehr mit
dem eigentlichen Donorsubstrat UDP-GalNAc konkutri®b 3 auch durch weitere GTs, die
nicht b-Galactose Ubertragen, diskriminiert wird, musstecd weitere Experimente mit

anderen Glycosyltransferasen deutlich werden.

Trotz dieser noch nicht vollstandig abgeschlossendmerpriifung hinsichtlich des
Inhibitionspotenzials vor3 gegenuber weiteren Glycosyltransferasen soll rmureinem
abschlieBenden Teil ein erster Ansatz fur eine &ueitwicklung von3 zu einem

bisubstratanalogen Inhibitor von GTB vorgestelltaen.

3.4 Entwicklung eines bisubstratanalogen Inhibitors

Fur die Entwicklung eines bisubstratanalogen Irtbisi der in diesem Fall nur die GTB
spezifisch inhibieren soll, muss neben dem Donatsat)y welches die hohe Affinitat
mitbringt, auch die Struktur des Akzeptorsubstinatden potenten Inhibitor mit einflie3en, da
hier der grof3te Anteil an Spezifitit gegentber reiGd lokalisiert ist. Innerhalb des
Akzeptorsubstrats sind spezifische Molekulfragmerfite die Substraterkennung von
unterschiedlicher Wichtigkeit, so dass Fragmente, fir die Spezifitat eine grofRe Rolle

spielen, nicht vernachlassigt werden sollten.
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3.4.1 Beurteilung der Lage von UDP-Gal und des Higlem Disaccharids in

der Bindungstasche von GTB

Fur die GTB ist beschrieben, dass innerhalb desepkzsubstrats das Bindungsepitop durch
das H-Antigen Disaccharid gebildet wird. Innerhdibses Disaccharids bewirkt vorrangig die
B-D-Galactopyranosyleinheit den grof3ten Anteil derz8pét, wahrend die Anwesenheit des
L-Fucosylrestes die Katalysegeschwindigkeit beeisftitf’ Die Betrachtung der Lage von
UDP-Gal und dep-Galactoseeinheit des H-Antigen Disaccharids inRBladungstasche von
GTB sollte nun Aufschluss dartiber geben, wie eieekRupfung beider Galactoseeinheiten
aussehen musste, um moglichst gut die Bindungstasaer Kohlenhydratfragmente

auszufillen.

/

Abbildung 57: Crossed-eyédarstellung von UDP-Gal und dem H-Antigen Disacahin der Bindungstasche
fur das Donor- und Akzeptorsubstrat von GTB. Das@seubstrat UDP-Gakfom-type rechts oben) bindet in
der fur das Donorsubstrat spezifischen Bindungbetgsmobei dier-D-Galactopyranosideinheit von UDP-Gal so
positioniert ist, dass das anomere Zentrum in dibeNdelO3-Position des terminalem+Galactopyranosids des
H-Antigens &tom-type links unten) zeigt. Das H-Antigen Disaccharid dies die Bindungstasche des
Akzeptorsubstrats, wobei das jeweilige Monosacdhareiner eigenen Tasche gebunden wird.

Um sich ein Bild von der raumlichen Nahe beidera@taiseeinheiten zu machen, wurde die
relative Lages des UDP-Gals und des H-Antigen Risakgds in der Bindungstasche von
GTB analysiert. Dazu wurde mit der Rontgenkristallsur von GTB in der geschlossenen
Form (pdb: 2rj8) gearbeitet. In dieser Kristall&tur besetzenu-L-Fuc-(1-2)$-D-Gal-octyl
als Akzeptorsubstratanalogon und UDP das aktivetrden Fir die Betrachtung der
raumlichen Nahe der Substrate wurden die naturicBabstrate mittels des Programms

SYBYL in ihrer Bindungstasche angeordnet. Das Higent Disaccharid wurde wie in der
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Kristallstruktur dargestellt verwendet, wahrend UGRI aus der Struktur der Chimare aus
GTA und GTB (AABB, pdb: 2rj7) extrahiert und UDPtearnt wurde. Man erkennt, dass das
anomere Zentrum in UDP-Gal in der Nahe der 3-Hydfaxktion positioniert ist, um in der

eigentlichen Enzymreaktion die neue glycosidischreléng zu bilden (Abbildung 57).

Fur die Entwicklung eines bisubstratanalogen Inbiki ist die Nutzung der anomeren
Position an der zu Ubertragenden Kohlenhydrateindigsgeschlossen, da der Inhibi®r
(oder ein Analogon) an dieser Stelle das Nucleana#tikum als Aglycon tragt. Auf Seiten
des H-Antigens schien es sinnvoll, die 3-Hydroxytion flr die Bindung an einen
donorsubstratanalogen Inhibitor zu nutzen, da IsifAkzeptor keine signifikanten Kontakte
mit dem Enzym eingeht. Im Gegensatz dazu kann -tHgdtoxygruppe, die durch ihre Lage
innerhalb der Bindungstasche auch eine alterndBiricke zum Donorzucker darstellen
kénnte, nicht ohne Schwéachung der Bindung zur GEButgt werden, da sie wichtige
Wechselwirkungen mit der GTB eingeht (Abbildung B8) Um den Beitrag dieser
alternativen Hydroxyfunktion zur Bindung nicht zchgvachen, wurde die 3-OH Gruppe als
beste Wahl angesehen.

wichtige Wechselwirkung

mit der GTB
steht in einem Inhibitor- 2 ﬂ
Ho P molekiil nicht zur Verfugung Ho OH
o j | NH natiirlicher Glycosylakzeptor o
/K innerhalb der Enzymreaktion Xy groBter Anteil an der Spezifitit
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Abbildung 58: Betrachtung von UDP-Galactose und des H-Antig&saczharids beziiglich der Mdglichkeiten
einer Verknupfung zur Besetzung des aktiven Zergrum

Fur die Erweiterung des UDP-Gal Mimetikums zu einkibitor, der mdglichst gut das
katalytische Zentrum von GTB abdeckt, wurde riranstelle von UDP-Gal in dessen
Bindungstasche positioniert. Fir eine neue kovalenBindung zwischen den
Galactosyleinheiten beider Verbindungen wurde naéiglichst kurzen Distanzen gesucht,
die die im Voraus festgelegten Rahmenbedingungg&illear. Betrachtet man nu8 in der
Donorbindungstasche, so fallt auf, dass neben deomeren Zentrum i3 auch die
6-Hydroxygruppe in relativer Nahe der 3-OH Gruppes dH-Antigens positioniert ist
(Abbildung 59). Dies wirde eine Bindung beider Kafflydrateinheiten mittels einer
etherischen Verknipfung tber diese Hydroxygrupp&gtichen.
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Fur eine Beurteilung der Hypothese schien die S3ggheines entsprechenden Disaccharids
sinnvoll, da so festgestellt werden kann, ob eirveelferung des Inhibitors mit einem zweiten
Galactosylrest in einer erhohten Spezifitdt und haueventuell in einem gréf3eren

Inhibitionspotenzial resultieren wirde.

/

Abbildung 59: Crossed-eyeDarstellung von UDP-Gal un@ in der Bindungstasche fur das Donor- und
Akzeptorsubstrat von GTB. Der Inhibit@ (atom-type rechts oben) bindet in der fur das Donorsubstrat
spezifischen Bindungstasche. Das H-Antigen Disatthgatom-type unten) ist entsprechend der
Rontgenkristallstruktur  von GTB (pdb: 2rj8) positiert. Neben dem anomeren Zentrum der
a-D-Galactopyranosylfragmentes v8rbefindet sich auch die 6-Hydroxygruppe in relatidéhe zuO3-Postion
des Galactopyranosids des H-Antigens. Da das amordentrum der Galactose-Einheit v@nnicht zur
Verfugung steht, wurde sich fur eine 36Bindung zwischen deb-Galactose-Einheiten des H-Antigens uhd
entschieden.

3.4.2 Synthesestrategie zur Darstellung eines bigathnalogen Inhibitors fir
GTB

3.4.2.1 Syntheseplanung fir einen bisubstratanalogebitor

Fur die Synthese eines bisubstratanalogen Inh&hider sowohl die Charakteristika der in
dieser Arbeit entwickelten und analysierten UDPd WwDP-Gal Mimetika beinhaltet, als
auch die Bindungstasche des H-Antigens besetzem, lsghien es sinnvoll, das gewlnschte
Disaccharid auch ohne den UDP-Ersatz auf seine uBigshffinitit gegeniber GTB zu
untersuchen. Diese Mdglichkeit wirde bei keinerrdaols einer unspezifischen Bindung die
Madglichkeit bieten, die Verknlipfung beider Substahlenhydrate neu zu tUberdenken und
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nach Alternativen zu suchen, die dann hinsichtiigkr verbesserten Bindungseigenschaften

untersucht werden kdénnen.
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Abbildung 60: Donor- UDP-Gal), Akzeptorsubstrat{-Antigen) und ProduktB-Antigen) der Enzymreaktion
von GTB im Vergleich zu bisubstratanalogen Inhit@to £5). Der Nucleotidteil von UDP-Gal ist durch ein
Harnsaurederivat mit Pentityl- bzw. einem Ethoxy#ihker ersetzt, an dessen primarer Hydroxygrupieo-
D-Galactopyranosylrest glycosidisch gebunden isesBi Saccharidrest ist Uber sei@é-Position an die
O3-Position einep-D-Galactopyranosid-Einheit verbriickt.

In Abbildung 60 sind beide Substrate und das Prodek GTB im Vergleich zu mdglichen
bisubstratanalogen Inhibitorer25.1 — 25.3 gezeigt, die basierend auf den bisherigen
Ergebnissen fur die UDP-Gal Mimetika denkbar sind.

Fur die Synthese aller drei Inhibitor@b kann das Molekil in zwei Hauptbestandteile geteilt
werden, aus denen der Inhibitor aufgebaut werden.kBurch diesen Schnitt ergibt sich ein
Kohlenhydratteil, der die Zuckerbindungstaschen Besor- und Akzeptors im aktiven
Zentrum von GTB besetzen soll, und die UDP Mimetika 2 oder 26. Da die
Syntheseplanung fir alle drei Molekile ahnlich &eft, ist die weitere Vorgehensweise
exemplarisch a@5.3verdeutlicht (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Retrosynthetische Betrachtung v@5.3 Fir die Synthese werden 2 Hauptbestandteile lggnot
die sich zu dem UDP Mimetikur®6 und einem Disaccharid ergeben, welches die beiactosideinheiten
beinhaltet, die die zuckererkennenden Donor- undzeptordomanen besetzen sollen. Fir die
Glycosylierungsreaktion dieses Molekils n#6 muss das Disaccharid entsprechend geschitzt und al
Glycosyldonor vorliegen.

Da 26 im Linkerfragment im Gegensatz 2uund 2 keine Hydroxyfunktionen besitzt, die an
der Glycosylierungsreaktion teilnehmen kdnnten, ste@6 fur die Glycosylierungsreaktion
nicht weiter geschitzt vorliegen. Diese Eigenschaftllite die Darstellung des
Inhibitormolektils stark vereinfachen. Fir die Dallsihg von25.1 und 25.2 kdnnte durch
Acetylierung der sekundéaren Hydroxygrupperiliond2 aber analoge Bedingungen fiur die

Glycosylierungsreaktion mit dem Disaccharid gesigmaiverden.
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Abbildung 62: Betrachtung der Synthese eines Disaccharids i@rDdrstellung eines bisubstratanalogen
Inhibitors. Fir die Synthese werden zweiGalactopyranosidderivate benétigt, die entspredheler
gewlnschten O(3,6)-Bindung geschiitzt vorliegen missen. Wahreng @©3-Position des Methyl
B-D-Galactopyranosids frei vorliegt, muss die 6-Hydffoxktion der zweitem-Galactopyranosideinheit in eine
gute Abgangsgruppe Uberfiihrt werden, um bei einaoleophilen Angriff die gewlinschte Etherbindung zu
ermoglichen.

Die Synthese des Disaccharids sollte aus zwei @gé&deim b-Galactopyranosid-Derivaten
maoglich sein. Fir diese Synthese sollte daeGalactopyranosid-Einheit, welche die
Akzeptorbindungstasche besetzen soll, im Produktpahnomer vorliegen, da dies der

naturlichen Konfiguration im H-Antigen entspricldfudem sollte die 3-Hydroxygruppe in
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diesem Kohlenhydratderivat ungeschitzt sein, umdeser Position selektiv die neue
Bindung zur ©-Position der zweiten-Galactoseeinheit zu gewéhrleisten. Weiterhin sollt
dafir die 2,4,60-Positionen fur die Synthese geschiitzt vorliegdb{llung 62).

Fur die Synthese des zweitenD-Galactopyranosidderivats, welches der
D-Galactopyranosideinheit des Donorsubstrats ewrts#pnmuss die ®-Position in eine gute
Abgangsgruppe Uberfihrt werden, um die gewlnschiaduBg zwischen beiden
Monosacchariden zu erhalten. Weiterhin ist am ameme&entrum die Mdglichkeit der
Einfuhrung einer aktivierende Gruppe fir die Glyd@msungsreaktion mit einem UDP
Mimetikum notig, um den bisubstratanalogen Inhibigynthetisch darstellen zu kénnen
(Abbildung 62). Dies bedeutet fur die Synthese elePerivats, dass bei der Wahl der
Schutzgruppe a®2 auf eine nachbargruppeninaktive Schutzgruppeckgegriffen werden

muss, um am anomeren Zentrum @ionfiguration zu erhalten.

Diese  Uberlegungen resultierten in  den in  Abbildungg3  gezeigten
D-GalactopyranosidderivateétY und28, die fur den Aufbau des gewiinschten Disacch&®ds
eingesetzt werden sollten.
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Abbildung 63: Geschutzted-Galactopyranosidderivate, die durch eine nucldepRieaktion das gewtinschte
Disaccharid29 eines bisubstratanalogen Inhibitors ergeben sol®@ ist in diesem Fall der Glycosylakzeptor,
welcher anO3-Position ungeschiitzt vorliegt. DasGalactosylderiva8 besitzt anO6 eine Mesylgruppe als
gute Abgangsgruppe, um die Substitutionsreaktionemuadglichen. Die Positionen 2, 3 und 4 sind durch
Benzylether geschiitzt, da an Position 2 fir weiReaktionen eine nachbargruppeninaktive Gruppevéitere
Syntheseschritte bendtigt wird. Das anomere Zentsindurch eine Pentenylgruppe geschitzt, da diese
gegenuber vielen Reaktionsbedingungen ist undzsiasinem aktiven Glycosyldonor umsetzen lasst.

Die Schutzgruppenstrategie f2ir sieht eine Benzylidenschutzgruppe an den Positidnend

6 vor, wahrend die Hydroxyfunktion aB2 durch einen Benzylether geschutzt ist. Diese
wurde gewahlt, weil8 perbenzyliert vorliegen sollte und somit alle vartlanen Benzylether
im Produkt in einem Schritt entfernt werden konn28.sollte durch Benzylether an den
Positionen 2, 3 und 4 geschiitzt werden, da flurefudg Glycosylierungsreaktionen eine
nachbargruppeninaktive Schutzgruppe an Position e2wendet werden muss. Die
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Verwendung eines Mesylrests an C-6 sollte als gbigangsgruppe genutzt werden. Fir die
Schitzung des anomeren Zentrums wurde sich fir eRgntentschieden, da diese
Schutzgruppe unter den verwendeten Reaktionsbeugegustabil sein sollte und sich im
Anschluss an die geplante Substitutionsreaktioohtein einen Glycosyldonor Uberfuhren
lasst. Dieser kann dann mit Methanol in das entéigmrede Methylglycosid umgesetzt werden,
wodurch die Untersuchung des Disaccharids hinsith#einer Bindungsaffinitat gegeniber
GTB mdglich sein sollte. Im Falle von gunstigen diingseigenschaften konnte aus
demselben Donor durch eine Glycosylierungsreaktioih einem UDP Mimetikum ein
bisubstratanaloger Inhibitor dargestellt werdempeoldie Synthese des Disaccharidderivats
umstellen zu miussen. Die Synthese der einzelnahitoifiragmente soll nun im Folgenden

beschrieben werden.

3.4.2.2 Synthese eines UDP Mimetikums mit reduerdpolaritat im Linkerfragment

Die Harnsaurederivateund?2 besitzen beide polare Fragmente, die den Pyroplatgst des
UDPs mimikrieren. Zusatzlich wurde eine Variantatbgtisiert, die eine verringerte Polaritat
des Linkerfragments aufweist. Zudem sollte eine Mbgeit geschaffen werden,
Glycosylierungsreaktionen an dem Linker durchfihrerkénnen, ohne eine sehr aufwéandige
Schutzgruppenstrategie anwenden zu missen. Ausndigberlegungen wurde als dritte
Maoglichkeit nun 2-(2-Aminoethoxy)ethanol als Link&gment in Erwagung gezogen,
welches nur noch eine primare Hydroxyfunktion austveund keine sekundaren
Hydroxyfunktionen wie inl und 2, wodurch eine verminderte Polaritdt innerhalb ekes
Fragments resultiert. Um die Polaritat nicht konttpeufzugeben, sollte diese Eigenschaft
durch die Etherfunktion des Molekuls widergespiegadrden. So wurden mit der gewahlten
Synthesestrategie auch 2-(2-Aminoethoxy)ethanol&ifid 24 Stunden bei Raumtemperatur
zum  entsprechenden  6-Amino-5-nitrouracilderivaBO umgesetzt.  Anschlie3ende
Hydrogenolyse unter Verwendung von Pd/C ung dfigab dann das Carbamai. Die
Cyclisierung zu26 wurde erfolgreich in 0.03 M Natriumethanolat-Légudurchgefihrt
(Abbildung 64).
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2-(2Aminoethoxy )ethanol,

no, H,O, EtOH N NO;
HN | rt,24 h, pH 8 )\ |
(o}
)\ 36% o N NN T
e} N cl i N
8 30

1. Hy, Pd/C (10%),
H,O,rt, 12h

2. Ethylchlorformiat, NEt;, MeCN,
H,0,0°C-rt,12h

68%

N, 0. OEt
HN (0]
| —o
o N NaOFEt, EtOH, NH
H I reflux, 24 h HN |
O
. 55% o N H/\/ S on

Abbildung 64: Synthese vor26. Die Synthese des HarnsaurederiZsrfolgte analog zur Synthese van2
und 3. 6-Chlor-5-nitrouracil § wurde mit einem entsprechenden Amin zu dem Amiacilderivat 30
umgesetzt, welches nach Hydrogenolyse in das Catbainiberfuhrt wurde.26 wurde erfolgreich durch
Cyclisierung vor81 mit einer Gesamtausbeute von 13% erhalten.

3.4.2.3 Synthese der Monosaccharidderivate zurt&€lhnmg des Kohlenhydratteils
eines bisubstratanalogen Inhibitors

Das wichtigste Fragment fir die Spezifitdt des fs$tatanalogen Inhibitors ist in seinem
Kohlenhydratteil zu finden, der moglichst gut dieindungsstellen der beiden

D-Galactopyranosideinheiten der Substrate von GT&tzen sollte. Die vorangegangenen
Uberlegungen resultierten nun in Synthesen, diegdigiinschten Monosaccharidderiva®

und 28 liefern sollten.

Als Ausgangspunkt fur die Synthese v@d diente Methyl B-D-galactopyranosid 3Q),
welches unter Standardbedingungen a«Galactose dargestellt wurde. Dieses wurde nach
literaturbekannter Prozedur unter Verwendung vonnzBkdendimethylacetal bzw.
Benzaldehyd in das 4®-Benzylidenderivat 33 (berfuhrt®®® Um die freie
Hydroxyfunktion in27 zu erhalten, wurde nun di€3Position durch die Verwendung von
Benzoylchlorid und HOBt selektiv geschif?t. Durch diesen Schritt sollte die folgende
Benzylierung der freien Hydroxygruppe B% in mdglichst hoher Ausbeute durchgefiihrt
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werden kénnen, da normalerweise eine regioselel®gaktion anO2 bei gleichzeitiger
Anwesenheit eines Reaktionszentrums @# schwer durchzufiihren isB4 konnte unter

Verwendung von HOBt/BzCl erfolgreich mit 89% Austbedargestellt werden.

Ph Ph
OHOH Benzaldehyd, ZnCl,, 00 HOBt, BzCl, 00
o 1t, 24 h o DCM. NE, tt, 18 h o
HO OMe 62% HO OMe 89% BzO OMe
OH OH OH
32 33 34

Abbildung 65: Darstellung deg3-D-Galactosederivat84 ausgehend vor82. Durch die Einfihrung einer
Benzylidenschutzgruppe &4 undO6 konnte nun regioselektiv di@3 Position mit Hilfe von HOBt durch eine
Benzoylgruppe geschitzt werden.

Die anschlielBende Schitzung der Hydroxyfunktio®@arwurde nun mit Benzylbromid unter
Verwendung von NaH in DMF durchgefuhrt. Unter dreg@aktionsbedingungen konnte das
gewunschte Produl5 nur mit einer Ausbeute von 12% erhalten werdemndigser Reaktion
wurden neben dem Produkt das ©®Benzylderivat und Methyl ®-benzyl-4,60-
benzylidenp-D-galactopyranosid isoliert, was auf den Verlust eme Acylwanderung der
Benzoylgruppe vonO3 auf O2 unter den verwendeten Bedingungen schliel3en. lasst
Dementsprechend wurden die Reaktionsbedingungemdgg&dund die Reaktion unter
Phasentransferkatalyse durchgefiihrt. Dazu wusdein Dichlormethan und 10%-iger
wassriger NaOH mit Tetrabutylammoniumbromid und Bdioromid fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur geriiHtt! Jedoch konnte auch in diesem Ra&inur mit einer Ausbeute von
11% erhalten werden. Um die Ausbeute \Bfnzu steigern, wurde anstelle der basischen
Reaktionsbedingungen der bis dato durchgefuhrtemaktitmen eine saurekatalysierte
Benzylierung von 34 durchgefihrt. Unter diesen Umstanden kann  mit
Benzyltrichloracetimidat bei Anwesenheit von baabiten funktionellen Gruppen eine
Alkylierung  der  Hydroxyfunktion erfolgeli*®® Bei  Verwendung dieser

Reaktionsbedingungen wur88 massenspektrometrisch jedoch nicht nachgewiesen.
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Phﬁ\ Ph\'\
0 0 NaH, BnBr, /BuNH,I, 00
o DMF,0°C-rt,2h o
BzO OMe 12% BzO OMe
OH OBn
34 35
Ph\'\ Ph
0 0 BnBr, /BuNH,Br,10% aq. 00
o NaOH, DCM, rt, 24 h o
BzO OMe 11% BzO OMe
OH OBn
35
34
Ph Ph
TN Bn-trichloracetimidat, TN
00 Tf-sdure, Hexan-DCM =2:1, 0 O
o rt, 12h o
BzO OMe BzO OMe
OH OBn
34 35

Abbildung 66: Darstellung des vollstandig geschitzfep-Galactopyranosylderivat3s unter verschiedenen
Reaktionsbedingungen.

Um dieses Galactosederivat fur die Synthese descEhsirids nutzen zu kénnen, wutean
PositionO3 unter Verwendung von 1% Natriumhydroxid in Metblaantschiitzt un@7 in
einer Ausbeute von 96% erhalten (Abbildung 67).

Ph Ph
j\o 1% NaOH, MeOH \C’)\O
o i, 15 h o
BZO&OMe 96% HO&OMe
OBn OBn
35 27

Abbildung 67: Darstellung vor7 durch Entfernung der Benzoylschutzgrupped8mwon35. Die Entschiitzung
der Hydroxyfunktion unter Verwendung von 1% NaOHMethanol fihrte mit 96% Ausbeute zum gewiinschten
B-D-Galactopyranosylderivat?.

Somit konnte27 Uber vier Stufen erfolgreich erhalten werden.

Fur die Synthese va28 wurde von Pent®-acetylb-galactopyranosid3g) ausgegangen, das
durch Peracetylierung vamGalactose erhalten wurde. Dieses wurde durch disvehdung
von HBr/Eisessig in das entsprechende-Galactopyranosylbromid3p) dberfihrt, um das
4-Pentenylaglycon in die Verbindung einzufiihren.ziDavurde 37 unter Koenigs-Knorr
Bedingungen mit 4-Penten-1-ol umgedétztind 38 mit einer Ausbeute von 54% erhalten.
Da die bendttigte Verbindung8 fur weitere Reaktionen an den Positionen 2, 3 dnd

perbenzyliert vorliegen und eine freie Hydroxyfuoktan Position-6 besitzen sollte, wurden
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die Acetylschutzgruppen 88 unter basischen Bedingungen entfernt B8&mit 77%
Ausbeute dargestellt (Abbildung 68).

AcO OAc 0 O
HBr/Eisessig (33%), AoQ Phe
Q Ac,0,0°C-r1t,2h Q
AcO OA
¢ OAc ¢ 90% Aeo ACO
Br
36 37
4-Penten-1-ol, Drierite,
51% | Ag,CO;, DCM, rt,
iiber Nacht
HO OH AcO OAc
o 0.04 M NaOMe, o
MeOH, rt, 3 h
¢} ‘ AcO O\/\/\
Ho OH RN 77% ¢ OAc I
39 38

Abbildung 68: Darstellung des Pentenylgalactos® ausgehend von peracetylierteiGalactose 36). Die
Verbindung 38 wurde Uber die Darstellung des Galactosyldor®fsund anschlieRender Umsetzung unter
Koenigs-Knorr Bedingungen mit einer Ausbeute vofiSdrhalten.

Mit einer alternativen Syntheseroute 3@ konnte der synthetische Aufwand stark reduziert
werden. Durch die Verwendung von BELO konnte die Glycosylierungsreaktion
Lewissaure-katalysiert mit 4-Penten-1-ol WB&idurchgefiihrt werdeli” Dies bedeutete, dass
der Glycosyldonor 37 nicht mehr synthetisiert werden musste. Die amsi8bhde
Entschitzung vo8 ergab39 mit 67% Ausbeute Uber zwei Stufen (Abbildung 69).

1. 4-Penten-1-ol, BF5 Et,0,
DCM, rt, 10 h
AcO OAc HO OH

2. 0.04 M NaOMe, MeOH,
AcO OAc 67% HO oH O\/\/\
(2 Schritte)
36 39

Abbildung 69: Lewissaure-katalysierte Glycosylierung v86 zur Darstellung des Pentenylgalactosg&®s
Durch Verwendung von Bortrifluorid-Etherat konr&6 direkt zum acetylierten Pentenylglycos§il umgesetzt
werden, welches dann durch basische EntfernunédakylschutzgruppeB9 ergab.

AnschlieRend wurde der Zucker durch Einfuhrung reietylgruppe an der priméaren
Hydroxygruppe an Position 6 fur die anschlieiendezylierung vorbereitet. So wurdé

unter Verwendung von Tritylchlorid in Pyridin mit 8% Ausbeute erhalten. Die
Perbenzylierung wurde dann durch Verwendung vorribvahydrid und Benzylbromid in

DMF durchgefuhrt und resultierte in der Verbindudd. Nach Isolierung wurde das

83



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

vollgeschiitzte Monosacchardil in DCM geldst und mit 1.83 M Trifluoressigsauredun
1.83 M Trifluoressigsaureanhydrid in DEM versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde nun so
lange gerthrt, bis eine vollstdndige Entfernung deitylschutzgruppe anO6 mittels
Dunnschichtchromatographie zu beobachten war. Udtesen gewahlten Bedingungen
konnte 42 mit 68% Ausbeute erhalten werden. Durch Verwendenger alternativen
Darstellungsmethode, in dét ohne weitere Reinigung eingesetzt und die Tritylszgruppe
unter schwefelsauren Bedingungen entfernt whifdepnnte42 mit einer Ausbeute von 95%
Uber 2 Schritte erhalten werden (Abbildung 70).

HO OH HO OTr

TrCl, Pyridin,
O _—
HO on \/\/\ 58% HO o O\/\/\
39 40
BnBr, BuyNI, NaH,
DMF, 0 °C -rt,
iiber Nacht
BnO OH 1.83 M BnO OTr
o TFA/TFAA o
DCM, rt, 2h
o
BnO — 0\/\/\ 68% BnO — \/\/\
(2 Schritte)
2 41
95% 1% HQSO4, MCOH,

(2 Schritte) | rt, 1 h
BnO OH

BnO O

OBn

42

Abbildung 70: Darstellung des perbenzylierten Pentenylgalactomsids42. Durch die Verwendung einer
Tritylschutzgruppe an Position 6 v@&9® konnten anschlieRend die restlichen freien Hydfuxitionen mittels
BnBr und NaH alkyliert werden. Durch die Verwendumijeser Schutzgruppe koénnen in folgenden
Glycosylierungsreaktionea-selektiv ohne stérende Nachbargruppenaktivitégreianktionellen Gruppe a@2
durchgefuihrt werden. Anschlieend wurde die Trityigzgruppe mit TFA/TFAA bzw. schwefelsaurem
Methanol entfernt und2 mit 68% bzw. 95% Ausbeute erhalten.

Im finalen Schritt in der Syntheseroute v sollte nun die primare Hydroxyfunktion #2
in eine Mesylgruppe uberfihrt werden, um so bei $lgostitutionsreaktion mR7 als gute
Abgangsgruppe zu fungieren. Dazu wuddzmit Mesylchlorid in Pyridin fur 2.5 Stunden
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geruhrt. Nach Isolierung des Produkts korz8enit einer Ausbeute von 92% erhalten werden
(Abbildung 71).

BnO OH BnO OMs
MsCl, Pyridin,
Q 1t,2.5h 0
BnO o) BnO 0]
n OBn \/\/\ 92% n \/\/\

42 28

Abbildung 71: Darstellung vor28 durch Reaktion vod2 und Mesylchlorid. Das gewilnschte Produkt konnte
mit 92% Ausbeute durch Reaktion véa mit Mesylchlorid in Pyridin isoliert werden.

Somit konnte das zweite wichtigeGalactopyranosylderivé8, welches fur den Aufbau des
Kohlenhydratteils eines potenten bisubstratanaldghibitors bendétigt wird, erfolgreich mit

einer Gesamtausbeute von 34% Uber 6 Stufen erhadtaten.

Mit der Darstellung der beiden Monosacchariddee2atund 28 konnte nun die Synthese zu

dem gewuinschten Disaccharid erfolgen.

3.4.2.4 Versuch der Synthese des Kohlenhydratféitseinen bisubstratanalogen
Inhibitor

Fur die Darstellung des Disacchari2i wurden die Monosaccharid¥ und 28 genutzt. Da
die 3-Hydroxyfunktion von27 fur die Produktbildung mit mdglichst hoher Nucléd
agieren sollte, wurde sich fur NaH als basischesgBez entschieden und die Reaktion fur
eine erste Untersuchung in DMF und bei unterscitleeh Temperaturen (rt,
0°C, -10°C, -50°C) durchgefuhrt. Die Reaktionsoilgung erfolgte dabei per
Dunnschichtchromatographie. Nach saulenchromatbggetper Trennung des
Produktgemisches wurden die Fraktionen massengpegtrisch untersuch29 wurde jedoch

in allen Fallen nicht isoliert. Es konnten lediglidie Edukte und das Eliminierungsprodukt

aus28 detektiert werden.
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Ph\[\

Ph Q7
\c[>\o BnO OMs 0,
o} + OBn
0,
HO OMe BnO- O\/\/\
oBn OBn N Bno °
\/\/\

©Bn
27 28 29

Abbildung 72: Versuch der Darstellung des Disaccha@@sDie Monosaccharidderiva&7 und 28 wurden in

DMF bei unterschiedlicher Temperatur zur Reaktiehrgcht. Das gewtinschte Produkt konnte jedoch deter
gewahlten Bedingungen nicht isoliert werden.

Um die Eliminierung zu vermeiden, sollte die Abgsgyippe verandert und anstelle des

Mesylrestes ein Triflat genutzt werden. Daflur wud@amit Triflatanhydrid umgesetzt, wobei
43 nicht isoliert werden konnte (Abbildung 73).

Bno OH Bno OTF

Tf-Anhydrid, NEt;
o Toluol, 0 °C, 5 min

BnO O\/\/\ BnO O\/\/\

OBn

42 43

Abbildung 73: Darstellung von 43. Mit Hilfe von Trifluormethansulfonsdureanhydridoliée die
6-Hydroxyfunktion vor2 in eine gute Abgangsgruppe uberfuhrt werden.

Des Weiteren wurde ein Versuch zur Darstellung 28niber das Derivad4 unternommen.

Dazu wurde28 mit Hilfe von Lithiumbromid ird4 mit 12% Ausbeute Uberfihrt.

BnO OMs

LiBr, Butanon, BnO &
o Rickfluss, 2.5 h o
0
BnO e X 12% BnO X
OBn OBn
28 44

Abbildung 74: Darstellung des 6-Bromo-6-deoxy-derivatsunter Verwendung von LiBr.
Unter Verwendung vor27 und NaH als Base sollte nun das Bromid 44 als gute
Abgangsgruppe fungieren, ohne zur Eliminierungdieak zu neigen. Unter den

Reaktionsbedingungen wur@® nicht isoliert. Es wurde kein Eliminierungsprodwdndern
vorrangig44 nachgewiesen (Abbildung 75).
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Ph\[\

o 0

Ph
\(L\o BnO Br &/
NaH, THF, rt,2 h BnO O OMe
o] + O
HO&/OMe Bno

o 0,
S X
OBn OBn X Bno&/o NP

OBn

27 44 29

Abbildung 75: Versuch der Darstellung vo29 mit Hilfe des Bromoderivatéd4. Es wurde NaH als Base
verwendet, wobei auf die Zugabe von 18-Krone-6ichtet wurde. Das Produk® wurde nicht nachgewiesen.

Dies lasst darauf schlieBen, dass das 6-Bromo-Bydeovat 44 flr die gewéhlten
Reaktionsbedingungen zu trdge zu sein scheint woiddementsprechend eine Umsetzung
von 28 unter alternativen Reaktionsbedingungen vorteiéhiafvére. So wurde versuctty
unter Verwendung von £ O3 zu deprotonieren und anschlie3end 28ibei Raumtemperatur
fur 2 Stunden zur Rektion zu bringen. Auch in dmsé€all konnte kein Produk9
massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Beievielimg der MesylverbindurZg und

K,CGQO; als Base ware somit eine langere Reaktionszeitvslhund vielversprechend.
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4  Zusammenfassung

Die Suche nach spezifischen Inhibitoren fur Glyttonagsferasen ist bis heute anspruchsvoll.
Dies liegt einerseits an der komplexen Reaktioa,wtin den Enzymen katalysiert wird und
wird andererseits durch die Lage der Enzymklasseherert, die als Transmembranproteine
vorrangig im Golgi lokalisiert sind. Zusatzlich wanden verschiedene GTs identische
Donorsubstrate, so dass dadurch flir die spezifisghibition eines einzigen Zielenzyms viele

Faktoren bertcksichtigt werden mussen.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Uberprifunoes innovativen Konzepts zur
spezifischen Inhibition einer einzelnen Glycosyisterase erfolgreich an dem Modellsystem

der humanen Blutgruppe-B-spezifischen Galactoswyfexase durchgefiihrt werden.

Zwei 9-N-Pentityl Harnsdurederivaté (ind2), die sich in computergestitzten Experimenten
als vielversprechende Kandidaten fur den Ersatz WB®s im Donorsubstrat UDP-Gal
herausstellten, wurden erfolgreich synthetisiert d uranschlieBend analysiert. Die
Bindungseigenschaften der UDP Mimetika konnte duBPR-Studien und STD-NMR
Experimente charakterisiert und zudem ein Bindupigse fur das Linkerfragment der
Mimetika erstellt werden. lhre inhibitorische Wirky gegentber GTB konnte in
kompetitiven STD NMR Experimenten und mit Hilfe e& radiochemischen
Inhibitionsassays nachgewiesen werden. Dabei wigdtgestellt, dasd GTB um einen
Faktor von 1.5 starker inhibiert a5 so dass sich die inhibitorischen Konstanten eide
Verbindungen in einer ahnlichen GrélRenordnung bewe®ie UDP Mimetika sind in der
Lage, den energiereichen und ionischen Pyrophosihdes Donorsubstrats zu ersetzen,
wobei bei Anwesenheit von My als bivalentes Kation eine zu UDP vergleichbare
Bindungsaffinitat erhalten wird.

Die Ergebnisse resultierten in einer Erweiterung t®P-Mimetika zu den UDP-Gal
Mimetika 3 und4 in silico, wobei3 auf Grund eines effizienteren synthetischen Zugdiig
die Darstellung ausgewahlt wurde. Die Bindungsesgkaften vor8 gegeniber GTB wurden
mit Hilfe von SPR und STD NMR Experimenten untergucAuch hier konnte ein
Bindungsepitop mittels STD NMR Spektroskopie elstwkerden. Die Inhibition von GTB
durch 3 wurde anhand von einer kompetitiven STD Titratiomd eines radiochemischen
Enzymassays bestimmt, wobei sich zeigte, @83 B um einen Faktor von knapp 5 (STD
NMR) starker inhibiert al2, von dem sicl3 ableitet.
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Die drei neuen Inhibitorerd, 2 und 3 wurden auf ihr Inhibitionspotenzial gegenlber der
Glycosyltransferase GTA analysiert. Fir dieses ¥bdn wurde ein neuer NMR basierter
Inhibitionsassay entwickelt, der sich auf die Pesgkurvenanalyse der Enzymreaktion stitzt.
Dabei konnte erfolgreich gezeigt werden, dassd2 auch GTA inhibieren. Dieses Enzym
nutzt, wie GTB, ein UDP-aktiviertes Donorsubstré¥ahrend die UDP-Mimetika sich
scheinbar auch fur andere GTs nutzen lassen, die-&Kivierte Zucker tbertragen, konnte
bei Anwesenheit vo8 keine messbare Inhibition von GTA festgestellt degr. Dies weist
darauf hin, dass die Spezifitat3nim Vergleich zul und2 so weit erhoht ist, dass mit dieser
Verbindung GTs, die keine-Galactose Ubertragen, erfolgreich diskriminierraes. Somit

ist die Darstellung eines Inhibitors, der spezifiseine Klasse an GTs, die

Galactosyltransferasen, inhibiert, gelungen.

Um nun spezifisch nicht nur Galactosyltransferasemdern gezielt nur GTB zu hemmen,
wurden ersten silico Untersuchungen und Synthesen durchgefihrt, um pieiftat durch

die Einbindung des Akzeptorsubstrats weiter zu eeho Durch die Verwendung einer
Etherbindung zwischen de€d6-Position derdb-Galactoseeinheit des donorsubstratanalogen
Inhibitors und derO3-Position desD-Galactoserestes des Akzeptorsubstrats sollte die
Bindungstasche fur beide Substrate von GTB besaten. Fir dieses Vorhaben wurde eine
Synthesestrategie erstellt und die Monosacchaiidater fir die Darstellung des

Kohlenhydratteils des bisubstratanalogen Inhibiasfslgreich dargestelit.
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5  Summary

Finding suitable inhibitors for one specific glygtieansferase (GT) is still challenging since
the three-dimensional structures of only a few Gdage been solved. Additionally, the search
for enzyme specific inhibitors is complicated besmua GT class transfers the same
carbohydrate residue to an acceptor substrate laeygl always use the identical donor

substrate. Depending on the enzyme, often a bivabgion is used for catalysis.

Here, a new concept for the development of spedifigbitors for glycosyltransferases is

presented using the human blood group B galactasgterase (GTB) as a model system.

Two uric acid derivativesl(and2), both exhibiting a pentityl moiety &t-9, were designed as
mimics of the UDP part of the donor substrate UD&-@ing molecular modeling. These
compounds were synthesized and subsequently adahjite a strong focus on the inhibitory
potential against GTB. The binding affinity of thlOP mimics was determined by surface
plasmon resonance (SPR) and saturation transféerefite (STD) NMR experiments

resulting inKp values in the hundred micromolar and low millimaiange.

The inhibitory activity ofl and2 was characterized by competitive STD NMR experitsen
using UDP as natural substrate analog and by adalaeimical enzyme inhibition assay
competing against UDP-Gal. In these experimenigmg observed that bothand2 are able
to inhibit GTB, whilel was slightly more potent théh It could be shown that B-pentityl
uric acid derivatives could serve as UDP mimics and able to replace the ionic
pyrophosphate fragment of the donor substratehénpresence of Mg a binding affinity

equivalent to UDP was observed.

Extension of the UDP mimics to a UDP-Gal mimic gsin silico experiments resulted in the
synthesis and analysis of mgalactopyranosyl uric acid conjugate derived fr@mThis
compound exhibits an-D-galactopyranosyl residue attached to the perftiggment. Using
SPR, STD NMR experiments and a radiochemical enzassay the dissociation const&nt
and the inhibitory constamg, of 3 could be determined and improved by a factor wfost 5
(STD NMR) compared t@.

To determine the inhibitory potential of these bitors against different GTs that use UDP
activated sugars as donor substrates, a novelitiohitassay was developed. This enzyme

inhibition assay uses progress curve analysis eerirom tracking the enzymatic reaction by
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NMR. It could be shown that both UDP mimitsand2 were able to inhibit GTA. However,
no decrease of the enzymatic activity of GTA wasenbed in the presence 8f This
indicates that the specificity oB compared tol and 2 is increased by theu-D-
galactopyranoside fragment present in the UDP-Qalien3 since GTA uses UDP-GalNAc
as donor substrate. Thus, an inhibitor for a claksenzymes, in this case addressing

galactosyltransferases, was successfully developed.

The search for an inhibitor that only inhibits GWBs extended to also involve the acceptor
substrate to further increase the specificity @ itthibitor. In computational studies it could
be shown that the attachment of3-@-galactopyranosyl moiety to th®6 position of the
galactoside residue of8 could enhance the specificity of the inhibitory lecule.
Consequently, a synthetic strategy was developeédtla monosaccharides derivatives that
are needed for the synthesis of the carbohydratgrfent of a bisubstrate analogous inhibitor

were successfully synthesized.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Gerate und Software

Gerat

Geratetyp

Hersteller

ESI-MS Spektrometer

Gefriertrockenanlage
HPLC

Mikrowellenreaktor
NMR 400 MHz

NMR 500 MHz

NMR 700 MHz

NMR Probenrdhrchen

pH-Meter

Photometer

Polarimeter
Reinstwasseranlage
Rotationsverdampfer
Schmelzpunktbestimmung
SPR

SPR Sensorchip
Szintillationszahler
Ultrafiltrationszelle
Ultraschallbad
Zentrifugen

MATO95XL
6224 TOF LC/MS
Alpha 1-2, Alpha 1-4
L-7100
1200 Serie/6120 Quadrupol
LC/MS
Discover
AMX 400
DRX 500
Avance 700
3 mmatch
Typ507-HP7
pH 526
NanoDrop UV
P8000
SG Ultra Clear UV 182 M
Laborota 4000
Apotec
T100
3000
CM5
1409
Amicon Ultra 10 000 MWCO
Sonorex Super, RK512H
5804R, 5417R, 5415D

ThermoQuest Finnigan
Agilent
Christ
MerckHitachi
Agilent

CEM
Bruker
Bruker

Bruker

Hilgenberg
Norell
WTW
Peqglab
A. Kruss Optronic
SGwater
Heidolph
Otto Stein
Biacore
Biacore
Biacore
Wallac
Miiiore
Bandelin
Eppendorf
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Software Hersteller
Adobe lllustrator CS4 Adobe
Biacore 3000 Control Biacore
Biaeval 3.0
Biacore T 100 Control GE Healthcare
Biacore T 100 Evaluation
MATLAB R2011b MathWorks
Origin Pro 7.5, Origin Pro 8.5G Origin Lab
Topspin 2.1, Topspin 3.1 Bruker
Sybyl X 1.1 Tripos
6.2 Verwendete Chemikalien und Materialien
Hersteller Chemikalie

Acros Organics

Alfa Aesar

Am. Radiolabeled Chemical
Applichem

Biacore

BioRad

Cambridge Isotope Lab. Inc
Deutero

Dowex

Eurisotop

Fluka

5

2-(2-Aminoethoxy)ethanol, Trifluortm@nsaureanhydrid,
Tritylchlorid

2,4,6-Trichlorpyrimidin
Uridin-5‘-diphosphatagabse {'C(U)]

D-Melibiose Monohydrat, Silbercarbonat

Ethanolamin

Anionentauscher AG 1x2, Acetat, Biogel P2
BisTrilsg

CDd, DO

Dowex 1x8, 50Wx8, 50Wx2

DTTélo,

Acetonitril, Amberlite IR-120, Benzaldehyddithylacetal,
Chloroform, DCM, DMF, DMSO, Methanol, NaH in 60%
Oldispersion, Pd/C(10%), Pyridin, THF
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Hersteller Chemikalie

Grussing Ameisensaure 98%, EssigsaureanhydridiuNscetat,
NaCl, NaOH, Salzsaure 37%, Triethylamin

Honeywell Calciumchlorid, Essigsaure, Heptan, @,

Iris Biotech DIPEA, Piperidin, RINK-Amid Harz, FmacCys(SBu),
Fmoc-Gly-OH, Fmoa--Pro-OH, Fmoa--Ser¢Bu), Fmoct-
Thr(tBu), TBTU

Lancaster BE E£O

Merck

Nova Biochem
Riedel de Haen
Roche Diagnostics
Roth

SigmaAldrich

Senn Chem
TCI
Westphalen
Zinsser Analytik

Ammoniak 25%, Benzoylchlorid, Benzylbromid,
Benzyltrichloracetimidat, Calciumsulfat, Diethylplaiat,
Drierite, Ethylchlorformiat, HBr/Eisessig (33%),
Hydroxylammoniumchlorid, Kieselgel 60, Mesylchlgrid
MnCly,Molekularsieb 4A, FOs, PtQy, Schwefelsaure 98%

HOBt

Natrium, Maos;, NaHCQ

Alkalische Phosphatase

MOPS

BisTris, BSA, Camphersulfonsaureizalactose, LacNAc,
MgCl,, Rauchende SalpetersaureRibose, Tetrabutyl-
ammoniumiodid, Tetrabutylammoniumbromid, UDP-Gal,
UDP-GalNAc
D-Arabinose
4-Penten-1-ol

B

Szintillationsflussigkeit AQuas&860
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6.3 Verwendete Puffer

Puffer Zusammensetzung

50 mM BisTris (Mrf*-haltig) 50 mM BisTris
100 mM NaCl
5 mM MnClh,
pH 6.7

50 mM BisTris (Md*-haltig) 50 mM BisTris
100 mM NacCl
5 mM MgCh
pH 6.7

50 mM BisTrisd;o 50 mM BisTrisé;g
10 mM MgCb

50 mM NacCl

1 mM DTT-dss
pH 6.7

50 mM BisTris€ig Assay 50 mM BisTrighg

10 mM MgCb

50 mM NacCl

1 mM DTT-dss

10 U/180 pL alkalische Phosphatase
1 mg/mL Rinderserumalbumin (BSA)
pH 6.7

A/B Assay Puffer 50 mM MOPS

20 mM MnCp

1 mg/mL Rinderserumalbumin (BSA)
pH 7.0
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6.4 Surface Plasmon Resonan¢&PR) Experimente

SPR-Experimente wurden mit Hilfe des Biacore T10DR, 1 und3) oder Biacore 3002}
durchgefiihrt. Fir die Experimente wurde GTB in“fMrbzw. Md*-haltigen BisTris Puffer
Uberfuhrt. Dazu wurden 500 pL der Enzymlésung (kage in 50 mM MOPS, 1mM DTT, 5
mM MnCl,, 100 mM NaCl bei 4 — 6 °C) 4 mal mit 2 mL des vendeten 50 mM BisTris
Puffers bei 4 °C und 4000 G in einem Amicon UltranZifugationsréhrchen mit einer
AusschlussgroRe von 10 000 g/mol zentrifugiert. Bienzentration der enzymbhaltigen

Losung wurde photometrisch bestimmt.

Die Immobilisierung des Enzyms wurde auf CM5 Secisips der Firma Biacore
durchgefuhrt. Nach Aktivierung der Chipoberflachéeiiwvendung von EDC/NHS) wurde
GTB so lange mit einer Flussrate von 5 pL/min Uber Chipoberflache der Messzelle
(Flusszelle 2) geleitet, bis eine Belegung von e#tf@0 RU erreicht war. Anschliel3end

wurde die Oberflache der Fluss- und Referenzzelié&thanolamin deaktiviert.

Die Liganden wurden im jeweiligen Messpuffer geldsd in Konzentrationen zwischen O
und 1 mM bei einer Flussrate von 30 puL/min und 25iber die Chipoberflache geleitet.
UDP wurde in Konzentrationen von 0 bis 512 uM verdet. Die Kontaktzeit betrug in allen
durchgefuhrten Experimenten mit Inhibitoren 300 B&len, bei Verwendung von UDP 120

Sekunden.

6.5 Saturation Transfer DifferencdSTD) NMR Experimente

STD NMR-Experimente wurden mit einem 700 MHz Speakteter, teilweise ausgestattet mit
einem Cryoprobenkopf, in 3 mm Probenréhrchen b8iR@urchgefihrt.

Fur die Messungen wurde GTB in 50 mM BisTdis-Puffer tberfihrt. Da das Enzym im
Allgemeinen in MA*-haltigen MOPS-Puffer gelagert wurde, sollte diebslente Kation
durch grundliche Dialyse mit Mélonen ersetzt werden. Dazu wurde das Enzym unter
Verwendung von Amicon Ultra ZentrifugationsrohrchéusschlussgréRe 10 000 g/mol)
5-mal mit 50 mM BisTrisdig Puffer bei 3000G und 4 °C zentrifugiert. Der
Volumenuberschuss des Messpuffers bei diesem Vgrgatrug mindestens 3:1, wobei das
Gesamtvolumen wahrend der Dialyse auf die Halfteduzeert wurde. Die
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Proteinkonzentration wurde anschlieBend photonogtribestimmt und GTB auf die

gewtulnschte Konzentration verdunnt.

Die Aufnahme der STD-Spektren erfolgte mit dem pudgrammstddiffesgp2d.thmit 2k
scans(mit Cryoeinheit) bzw. 4lscans(ohne Cryoprobenkopf). Die Proteinséttigung etilg
bei einem Einstrahlpunkt von -1 ppm, wobei der i§étigspuls eine Starke von 73 Hz besal}
und die Sattigungszeit 2 s betrug. Der 180 °-Puisde mit einer LaAnge von 2 ms verwendet.
Alle Messpunkte wurden mit einem Spinlock-Pulg {yB1 = 6.25 kHz fir 10 ms) erhalten,

um den Proteinhintergrund besser zu unterdriicken.

Die Bestimmung deKp Werte wurde mit einem Liganduberschuss zwischemrid 100
gegeniber GTB vermessen. Fur die BestimmundQigiWerte wurde ein Liganduberschuss
von 41 bis 293 und2) bzw. 20 bis 2803) gegentber GTB in Anwesenheit von 1mM UDP
verwendet. Fir jede untersuchte Substanz wurdérefaktspektrum in Abwesenheit von
GTB unter identischen experimentellen Bedingungarcligefihrt. Bei allen verwendeten
Inhibitoren konnten keine Artefaktsignale detektigerden.

6.6 Radiochemische Enzymassays

Die Aktivitdt von GTB in Anwesenheit der Inhibitarevurde mit einem radiochemischen
Enzymassds® tiberpriift. In diesem Assay wird eine radioaktivrkierte b-Galactose durch
GTB vom Donorsubstrat auf ein H-Antigen-Disacchaiidertragen, welches durch ein
hydrophobes Aglycon mit Hilfe voRP Chromatographie von nicht umgesetzten UBEX

Gal trennbar ist.
Rekombinante GTB wurde durch N. Sindhuwinat& icoli exprimiert

Fur die Durchfiihrung des Enzymassays wurde vorreder eigentlichen Messung immer
die maximale (dpmay und die minimale (dpmn) Geschwindigkeit der Enzymreaktion
gemessen, um sicherzustellen, dass der Assayeaay stateler Reaktion durchgefiihrt wird
und der Fehler wahrend des Assays moglichst ggehglten wird. Fir dessen Durchflhrung
wurden dann Enzymkonzentrationen gewéhlt, die ehidivitdt von 10% des erhaltenen

dpmmax Werts entsprachen.
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Nach der Optimierung wurde fur den Enzymassay M337B, 3.4 uM radioaktiv markiertes
UDP-(“C)-Gal und 54 pMao-L-Fuc-(1-2)p-D-Gal-octyl als Akzeptorsubstrat mit einer
definierten Konzentration an Inhibitor in A/B Ass&uffer in einem Gesamtvolumen von
20 pL far 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktiamurde durch die Zugabe von 170 pL
eiskaltem Wasser unterbrochen und anschlieRenRekgionsgemisch auf eine RP-18 Saule
(Sep-Pak® Vac RC C18) aufgetragen. Diese wurderzonto4 mL bidest. HO gespdult. Es
wurde 2-mal mit je 2 mL bidest. @ gewaschen. Nun wurde das Produkt 3-mal mit 2 mL
MeOH eluiert und das Filtrat in einem Szintillatsgefal aufgefangen. Zu der
Produktfraktion wurde 6 mL Szintillationsflissigkejegeben und gut durchmischt. Die

Radioaktivitat wurde mit einem Szintillationszahdtektiert.

Aufgrund des verschiedenen LdslichkeitsverhaltesrsLiganden in wassriger Lésung wurde
1 in Konzentrationen von 0 bis 10 mM zur Inhibitibmzugeftigt,2 von 0 bis 7.5 mM un@
konnte in Konzentrationen von 0 bis 12.5 mM zurtBesiung derlCso Werte herangezogen

werden.

6.7 NMR basierte Enzymassays

Bestimmung von Kund Vnax

Die Experimente fur die Verfolgung der Enzymreaktfar die Bestimmung voKy undVmax
wurden mit Hilfe eines 700 MHz Spektrometers in B1iNMR Probenréhrchen und einem
Gesamtvolumen von 180 pL bei 310 K durchgefiuihrtr Hie Messungen wurde das
entsprechende Enzym in BisTdsy Assay Puffer Gberfuhrt. Fir den Pufferwechsel ward
Amicon Ultra Zentrifugationsréhrchen (Ausschlus$tg610 000 g/mol) verwendet und das
Enzym bei 4 °C und 3000 G in 50 mM BisTdsgy Puffer Gberfuhrt. Dieser Vorgang wurde 4
bis 5 Mal widerholt. Anschlie3end wurde die Prokeimzentration photometrisch bestimmit.
Fur die Reaktionsverfolgung wurde zu der Probe ImmgBSA und 10 U alkalische
Phosphatase in BisTridy hinzugeflgt.

Fir den Assay wurde eifH-NMR Spektrum mitexcitation sculpting(zgesgp) von dem
jeweiligen Donorsubstrat aufgenommen, in dem diésesiner dem Assay entsprechenden
Konzentration vorlag. Anhand dieses Spektrums wudideAnzahl arscansim eigentlichen

Assay-Experiment festgelegt. Nun wurden das Enzgthdas Akzeptorsubstrat ohne Zusatz
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des Donorsubstrats in einem wasserunterdriicklenSpektrum unter identischen
Bedingungen aufgenommen. Diese Zeit wurde zudemtggrum die Probe auf 310 K zu
aquilibrieren, um Blaschen, die sich an der Gladtimhe bildeten, durch leichtes Klopfen zu
entfernen. Dieser Vorgang war nach 20 — 30 Minusdgeschlossen. Nun wurde das
Donorsubstrat in der gewlinschten Konzentrationugegeben und das Experiment gestartet.
Die bendtigte Zeit ab Zugabe des Donors bis zum irBegder eigentlichen
Reaktionsverfolgung wurde als Totzeit mit in dier&#nung aufgenommen. Fur die
Reaktionsverfolgung wurde ein Pseudo-2D Experinvemivendet, in dem eine Schleife an
zgesgp Experimenten implementiert war (zgesgp2)4.Bie Ladnge des Experiments

entsprach im Mittel 18 Stunden.

Fur die Bestimmung wurden folgende Systeme untatsuc

Tabelle 7 Verwendete GTs, Donorsubstrate, AkzeptorsubstnatePuffer fir die Bestimmung dig undVi,ax
Werts mittels NMR Spektroskopie. Fir die Lange Beperimente und Konzentration an Enzym wurde sith a
Kcat Orientiert.

Enzym Donorsubstrat Akzeptorsubstrat Puffer K[sY
GTB UDP-Gal  o-L-Fuc-(1-2)p-D-Gal-octyl  BisTrisdigAssay  6.5°
GTA UDP-GaINAc o-L-Fuc-(1-2)p-D-Gal-octyl ~ BisTrisehoAssay 4.4
a(1,3)GalT UDP-Gal LacNAc BisTrighg Assay 1.9

a) keat fir a(1,3)GalT pos tauruy” "

GTB und GTA unda-L-Fuc-(1-2)$-D-Gal-octyl wurden durch die Arbeitsgruppe von Prof.
Peters (Universitat Lubeck) freundlicherweise zuerfUgung gestellta(1,3)GalT wurde
durch Frank Bantleon (AK Bredehorst, Universitatntbaurg, Institut fir Biochemie und

Molekularbiologie) exprimiert.

Fur die Experimente wurden folgende Konzentratiomerwendet, mit deren Hilf&,, und

Vmax Mittels Progresskurvenanalyse erhalten wurden:

Tabelle 8 Verwendete Konzentration an GT, Donor- und Akeepibstrat sowie die jeweiligen resultierenden
kinetischen Parameter der einzelnen Enzymreaktionen

Enzym c(Enzym) c(Donorsubstrat) c(Akzeptorsubstrat) Ky [mM] Vmax

[LM] [LM] [mM] [M/s]
GTB 0.12 250 2.5 0.260  2.00°
GTA 0.015 150 1.5 0.115  8:30°
a(1,3)GalT 0.08 800 1.8 - -
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Die Reaktion wurde anhand der Anderung der arowotais Protonen innerhalb des
Uracilfragments bewertet und so die Konzentratiodséung des Substrates bestimmt. Die
Konzentration bet = 0 und der Startwert fiWnax wurde durch lineare Regression uber die

ersten Datenpunkte ermittelt.
Bestimmung der inhibitorischen Konstante K

Die Bestimmung deX;, Werts der jeweiligen inhibitorischen Verbindung rde unter
analogen Bedingungen zu der Bestimmung der kiretiscKonstantenKy und Vpax
durchgefuhrt (s. Tabelle 7). Die Enzymkonzentratisrurde je nach beobachteter
Geschwindigkeit der eigentlichen Enzymreaktion pdoangepasst. Die eingesetzte
Inhibitorkonzentration entsprach denkK, Wert, der durch den radiochemischen
Inhibitionsassay ermittelt wurde. Da sich die Arnzddr scanswahrend der Bestimmung von
Kwm bewahrt hatte, wurde die Dauer der einzelnen Ex@aite beibehalten (1Ztans 420 s).

Tabelle 9 Verwendete Konzentrationen an GT, Donor-, Akzeptbstrat und Inhibitor sowie die resultierenden
inhibitorischen Konstanten.

Enzym  c(Enzym) c(Donorsubstrat) c(Akzeptorsubstrat) c(Inhibitor) K;[mM]

[1uM] [uM] [mM] [mM]
GTB 0.48 250 2.5 1.5 0.565
GTA 0.06 150 1.5 1.51) 0.712
GTA 0.06 150 1.5 2.2] 1.1
GTA 0.06 150 1.5 1.63) -
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6.8 Synthesen

Die Reaktionen wurden, sofern nicht anders vermenkter einer Stickstoffatmosphare als
Schutzgas durchgefuhrt. Bei Verwendung von trockeb@sungsmitteln wurden Produkte
der Firma Fluka und SigmaAldrich verwendet. FurTiecknung von Chloroform wurde mit
CaCl vorgetrocknet und anschlie3end fir 2 Stunden &8¢ refluxiert und abschliel3end
destilliert. Ethanol wurde mit Hilfe von Natrium dirDiethylphthalat getrocknet und tber
Molsieb 4A gelagert. Hexan wurde {iber Natrium geknet und anschlieRend destilliert. Die
dunnschichtchromatographische Detektion wurde duehLicht oder durch Verbrennung
nach Verwendung eines Schwefelsaure-Tauchbads (53O durchgefuhrt. Die
Charakterisierung wurde mit den unter 6.1 aufgeéiihr Geraten durchgefihrt.
Schmelzpunkte sind nicht Kkorrigiert. Fur literatekbnnte Verbindungen ist nur die

Charakterisierung angegeben.

6.8.1  6-Chlorpyrimidin-2,4(H,3H)-dion ()

5 wurde nach Cresswedt al dargestellt®

C4H3CIN2O,
M = 146.53 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff
'H-NMR (400 MHz, DMSO6g): 8/ppm = 12.04 (s, 1H, N-1), 11.27 (s, 1H, N-3), 5.74 (s,
1H, H-5).
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13C-NMR (125 MHz, DMSOdg): 8/ppm = 162.7C-4), 150.3 C-2), 144.7 C-6), 99.6 C-5).
EI-MS: m/iz= 146 (M), 103 (M-NHCO), 68 (M-NHCO-CI).

Smp 300 °C (Zersetzung)

6.8.2 D-Ribitylamin (6)

6 wurde nach literaturbekannter Prozedur mRibose (ibep-Riboseoxim dargestel >

OH OH

CsH13NO,
M = 151.16 g/mol

Charakterisierung:

Hochviskoser Sirup

'H-NMR (400 MHz, BO): &/ppm = 3.79-3.65 (m, 3HH-5, H-3, H-4), 3.63-3.54 (m, 2H,
H-2, H-5), 2.84 (dd, 1H2) = 13.5 Hz,3J = 3.3 Hz,H-1), 2.64 (dd, 1H2J = 13.5 Hz,
3)=8.3 HzH-1).

3C-NMR (100 MHz, BO): 8/[ppm = 73.2 C-2), 72.5 C-4), 72.1 C-3), 49.8 C-5), 42.3
(C-1).

HR-ESI-MS:m/z=  152.0916 [M+H] (gef.), 152.0845 [M+H] (ber.)

[a]3 = -5.9° (c = 1.0, kD)

102



EXPERIMENTELLER TEIL

6.8.3  6-Chlor-5-nitropyrimidin-2,4H,3H)-dion 8)

8 wurde nach Al-Hassaet al dargestellt®®

NO,

C4H2CIN3O4
M =191.53 g/mol

Charakterisierung:

Hellgelber Feststoff
13C-NMR (125 MHz, HO:D,O = 9:1):8/ppm = 162.1C-4), 159.1 C-2), 149.7 C-6).

EI-MS: m/z= 191 (M), 173 (M-H,0), 173 (M-H,0-0).
ESI-MS: m/z = 189.9661 [M-H]gef.), 189.9650 [M-H](ber.).
Smp: =168 °C

6.8.4  5-Nitro-6p-ribitylaminopyrimidin-2,4@LH,3H)-dion )

Die Durchfilhrung erfolgte in Anlehnung an die Lier®>°® Zu einer Lésung aus 1.17 g
(7.74 mmol)6 in 37 mL HO wurden 720 mg (3.76 mmo§ in 37 mL EtOH langsam
hinzugeflgt. Die resultierende Losung wurde mit @vMmoniakalischer Lésung auf pH 8-9
eingestellt und fur 24 h bei rt gertihrt. Das Remldgemisch wurde unter verminderten Druck
eingeengt und der Ruckstand mit 25%iger ammonisdadir Losung auf pH 10.7 eingestellt.
Eventuell entstandener Feststoff wurde abfiltriertl das Filtrat auf eine Anionentauscher-
Séaule Dowex 1x8 (9 x 2,5 cm, HCQQaufgetragen. Die Saule wurde mit 100 mgOH
100 mL 0.01 M Ameisensaure und 500 mL 0.1 M Amesgene eluiert. Produkthaltige
Fraktionen wurden vereinigt und gefriergetrocknet.
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0
NO,
HNY 4 5‘ OH
){1 ; 2 AN
0 N N7 3 5' SOH
H H
OH OH
9
CoH14N4Os

M = 306.23 g/mol
Charakterisierung:

Farbloser, amorpher Feststoff

'H-NMR (400 MHz, BO): 8/ppm = 4.13-4.07 (m, 1H-2"), 4.84-4.59 (m, 6HH-1', H-5',
H-4', H-3", H-1', H-5Y).

13C-NMR (100 MHz, HO:D,0 = 9:1):8/ppm = 159.3 C-4), 154.4 C-2), 149.2 C-6), 72.7
(C-3Y, 72.4 C-4"), 69.5 C-2"), 62.7 C-5'), 45.2 C-1)).

ESI-MS: m/z = 307.0886 [M+H](gef.), 307.0884 [M+H] (ber.)
329.0669 [M+Nd] (gef.), 329.0704 [M+Nd](ber.)

[a]% = +0.02 (c = 0.9, D)

Smp 149 °C
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6.8.5  5-Ethylcarbamoyl-6-ribitylaminopyrimidin-2,4(H,3H)-dion (11)

11 wurde nach Cushmaet al dargestell®®

0 OEt

NH

T

z

~
llll{e}
T

(@)
SNW

Z —~
o W
N

)
&

5' “OH

OH OH

C12H20N4Og
M = 348.31 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser, amorpher Feststoff

'H-NMR (500 MHz, BO): 8/ppm = 4.10 (q, 2H>J = 7.1 Hz, OG{,CHs), 3.87 (ddd, 1H,
3)=2.8Hz,*) = 6.8 Hz, 3J = 10.1 Hz,H-2"), 3.77-3.68 (m, 2HH-4, H-5°), 3.65-3.56 (m,
2H, H-3*, H-5%), 3.50 (dd, 1H2J = 14.7 Hz,*J = 2.8 Hz,H-1%), 3.42 (dd, 1H2J = 15.3 Hz,
3)=7.2 HzH-1%, 1.20 (t, 3H3J = 7.1 Hz, OCHCH>).

13C-NMR (100 MHz, HO:D,0 = 9:1):5/ppm = 163.2C-4), 158.8 C-5), 154.6 C-2), 151.3

(C-6), 72.3 C-3"), 72.2 C-4'), 70.5 (C-2"), 62.7 (QCH,CHy), 62.4 C-5Y), 44.1 C-17), 13.7
(OCH,CHa).

ESI-MS:m/z= 349.1344 [M+H] (gef.), 349.1354 [M+H] (ber.).
[a]33 = +3.9°(c=1.27, DMSO)
Smp 80 °C
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6.8.6  9p-Ribityl-1,3,7-trihydropurin-2,6,8-trionl(

1 wurde nach Cushmaet al dargestellf®

C10H14N4O7
M = 302.24 g/mol

Charakterisierung:

Hellgelber, amorpher Feststoff

'H-NMR (400 MHz, BO): 8/ppm = 4.05-3.97 (m, 2HH-2’, H-1°), 3.87 (dd, 1H,
2J=15.5Hz,%) = 9.6 Hz, H-1Y), 3.81-3.75 (m, 1HH-4%), 3.73 (dd, 1H,%J=11.6 Hz,
3)=2.5 Hz,H-5, 3.65 (dd, 1H3J = 6.3 Hz,H-3"), 3.59 (dd, 1H2J = 11.6 Hz,3) = 6.7 Hz,
H-5Y).

13C-NMR (100 MHz, BO): 8/ppm = 72.7 (C-4"), 72.1 (C-3"), 69.5 (C-2'), 626-5'), 44.0
(C-19).

ESI-MS:m/z= 303.0934 [M+H] (gef.), 303.0935 [M+H] (ber.).
[a]® = +3.3° (c = 1.02, DMSO)
Smp 147 °C
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6.8.7 D-Arabinitylamin (12)

12 wurde nach literaturbekannter Prozedur amArabinose UberD-Arabinoseoxim

dargestellt®”]

HoN

12

CsH13NOy
M = 151.16 g/mol

Charakterisierung:

Hochviskoser Sirup

'H-NMR (500 MHz, BO): 8/[ppm = 3.76-3.69 (m, 2Hd-5, H-2), 3.67-3.61 (m, 1HH-3),
3.55 (dd, 1H,2J = 11.7 Hz,3 = 6.4 Hz,H-5), 3.40 (dt, 1H2J=8.6 Hz,3) = 1.6 Hz,H-4),
2.70 (dd, 1H2) = 13.5 Hz3J = 8.3 Hz,H-1), 2.65 (dd, 1H2 = 13.5 Hz2J = 4.7 Hz H-1).

13C-NMR (125 MHz, BO): 8/ppm = 71.4 C-4), 71.0 C-2), 70.9 C-3), 62.9 C-5), 43.4
(C-1).

ESI-MS:m/z= 152.0913 [M+H] (gef.), 152.0917 [M+H] (ber.),
174.0740 [M+Na] (gef.), 174.0737 [M+Nd](ber.).

[a]3® = +4.7°(c=1.04, D)
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6.8.8  6b-Arabinitylamino-5-nitropyrimidin-2,4{H,3H)-dion (13)

511 mg (2.67 mmolB in 26 mL EtOH wurden langsam zu einer Lésung a86 ihg
(5.20 mmol)12 und 26 mL HO hinzugefigt. Der pH wurde mit 1 M NaOH auf pH 8
eingestellt und das Reaktionsgemisch fur 24 h begerthrt. Anschlielend wurde das
Volumen unter verminderten Druck auf etwa die Haltingeengt und der pH mit konz.
Ammoniakalischer Lésung auf pH 10.7 eingestelltr Brestandene Feststoff wurde abfiltriert
und das Filtrat auf eine Anionenaustauscher-Sauteve® 1x8 (3x2.5 cm, HCOD
aufgetragen. Es wurde mit 80 mL,® 80 mL 0.01 M Ameisensaure und 200 mL 0.1 M
Ameisenséure eluiert und produkthaltige Fraktioemmgeengt. Der Riuckstand wurde ipCH

aufgenommen und gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 546 mg (1.81 mmol, 67% bezegéi8) eines farblosen, amorphen

Feststoffes erhalten.

CoH14N4Og
M = 306.23 g/mol

Charakterisierung:

Hellgelber Feststoff

'H-NMR (500 MHz, DO): &/ppm = 4.20 (t, 1H2) = 5.7 Hz, H-2), 3.80 (dd, 2H,
2)=11.7 Hz,*J = 2.8 Hz,H-5’), 3.74-3.68 (m, 3HH-4’, H-1'), 3.55 (dd, 1H2J = 8.8 Hz,
3J=1.1 Hz H-3)).

3C-NMR (125 MHz, HO:D,0 = 9:1):5 = 71.3 C-3'), 70.8 C-4'), 67.6 C-2'), 62.9 C-5),
46.4 C-1)).

HR-ESI-MS:m/z = 305.0747 [M-H] (gef.), 305.0739 [M-H](ber.),
307.0879 [M+H] (gef.), 307.0871 [M+H] (ber.).
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[a]2? = +14.0 (c = 1.1, DMSO)

Smp: 223 °C

6.8.9  6b-Arabinitylamino-5-ethylcarbamoylpyrimidin-2,2K,3H)-dion (15)

13.5 mg Pd/C (10%) und 2.3 mL,® wurden fir 5 min bei rt unter einertAtmosphare
gerahrt. Nun wurden 45 mg (0.15 mmaB hinzugefigt und das Reaktionsgemisch fur 12 h
bei rt unter der HAtmosphéare gerihrt. Das Gemisch wurde nun auf §ektihlt und 230 pL
NEt;, 1.13 mL Acetonitrii und 135 pL (1.41 mmol) Ethglorformiat hinzugegeben.
AnschlieRend wurde fur 12 h bei rt gerthrt und Hetalysator abfiltriert und mit O
gewaschen. Das Filtrat wurde unter verminderten cPBrieingeengt und auf eine
Kationenaustauscher-Saule Dowex 50Wx2 (3 0, atifgetragen. Es wurde mit 25 mL,®
eluiert und die Fraktion auf eine Anionenaustaus8@le AG 1x2 (3 g, HCOD
aufgetragen und mit 30 mL ;B sowie 75 mL 10 %iger Ameisensdure gewaschen.

Produkthaltige Fraktionen wurden eingeengt, J@tufgenommen und gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 37 mg (0.11 mmol, 72 % bezagegl3) eines hellgelben amorphen

Feststoffes erhalten.

C12H20N4Og
M = 348.31 g/mol
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Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

'H-NMR (500 MHz, BO): 8/ppm = 4.09 (q, 2HJ = 7.2 Hz, ®&1,), 3.96 (t, 1H3J = 6.4 Hz,
H-27), 3.76 (dd, 1H? = 11.9 Hz2J = 2.9 Hz,H-5"), 3.69-3.64 (m, 1HH-4), 3.58 (dd, 1H,
2J=11.9 Hz2) = 6.1 Hz H-5), 3.47 — 3.37 (m, 3H, 2 K-1’, H-3"), 1.19 (t, 3H3J = 7.2 Hz,
CHa).

13C-NMR (125 MHz, BO): 3/ppm = 163.2C-4), 154.8, 154.5G-2, C-5), 151.3 C-6), 70.8
(C-3"), 70.7 C-4), 68.7 C-2"), 62.9 C-5'), 62.7 CH>), 44.8 C-1'), 13.7 CHa).

HR-ESI-MS:m/z=  349.1354 [M+H] (gef.), 349.1354 [M+H] (ber.).
[a]® = 57.4° (c = 1.0, bD)

Smp: 126 °C

6.8.10 9p-Arabinityl-1,3,7-trihydropurin-2,6,8-trion2j

26 mg (0.07 mmol) 15 wurden in 6.5 mL 0.03 M Na@EEtOH suspendiert und fur 24 h
unter Ruckfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wuwmater verminderten Druck eingeengt
und auf eine Anionenaustauscher-Saule AG 1x2 3QO) aufgetragen. Die Saule wurde
mit 25 mL HO gewaschen und mit 85 mL 10%iger AmeisensauresreluProdukthaltige

Fraktionen wurden vereinigt und unter vermindemgack eingeengt. Der Ruckstand wurde

in H,O aufgenommen und gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 18 mg (0.06 mmol, 80 % bezay#ri5) eines farblosen, amorphen

Feststoffes erhalten.
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C10H14N4O7
M = 302.24 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

'H-NMR (500 MHz, BO): 8/ppm = 4.16 (ddd, 1HJ = 8.8 Hz,3J = 1.4 Hz,%J = 4.4 Hz,
H-27), 3.95 (dd, 1H2J = 14.8 Hz,*J = 8.8 Hz,H-1"), 3.87 (dd, 1H2J = 14.8 Hz 2] = 4.4 Hz,
H-1"), 3.79 (dd, 1H2J = 11.8 Hz3J = 2.8 Hz,H-5'), 3.73-3.68 (m, 1HH-4"), 3.64-3.58 (m,
1H, H-5"), 3.51 (dd, 1H3J = 8.8 Hz,3J = 1.5 Hz H-3").

3C-NMR (125 MHz, DMSOeg): 8/ppm = 153.3 ¢-6), 151.7 C-8), 150.3 C-2), 138.2
(C-4), 95.8 C-5), 71.0 C-3), 70.8 C-4), 67.5 C-2)), 63.5 C-5), 44.3 C-1).

HR-ESI-MS:m/z = 303.0934 [M+H] (gef.), 303.0935 [M+H] (ber.).
[a]® = +17.5° (c = 1.1, DMSO)

Smp: 145 °C
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6.8.11 D-Melibioseoxim (7)

17 wurde nach Deferrast al dargestellt’®

OHOH

17

C12H23NO1;
M = 357.31 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser, viskoser Sirup

'H-NMR (400 MHz, DO): 8/ppm = 7.44 (d, 1H3J = 6.6 Hz,H-1, E-Isomer), 6.79 (d, 1H,
%)= 6.6 Hz,H-1, Z-Isomer), 4.89 (d, 1HJ = 3.5 Hz,H-1"), 4.31 (d, 1H3J = 6.6 Hz,H-2),
3.91-3.72 (m, 7HH-3, H-4‘, H-5', H-5, H-4, H-3*, H-2), 3.55 (d, 2H,%J = 6.2 Hz,H-6),
3.61-3.57 (m, 2HH-6").

Das Isomeren Verhaltnis wurde zu E:Z = 5:1 bestimmt

13C-NMR (100 MHz, BO): 8/ppm = 151.5C-1), 98.3 (C-1%), 70.9C-5), 70.4 C-5), 70.3
(C-4"), 70.1 C-3), 69.9 C-6'), 69.6(C-2), 69.3 C-4), 68.6 C-3"), 68.3 C-2'), 61.2 C-6).

HR-ESI-MS:m/z = 380.1156 [M+Na] (gef.), 380.1163 [M+Nd](ber.).

[a]3® = +95.9 ° (c = 0.5, }D)
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6.8.12 Octad-acetylmelibionitril (L8)

18 wurde nach Deferrast al dargestellt’®

AcO OAc

18

CogH37NO1g
M = 675.30 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

'H-NMR (500 MHz, CDCY): &/ppm = 5.62 (d, 1H3J = 5.9 Hz, H-2), 5.58 (dd, 1H,
3)=7.7Hz,*) = 3.6 Hz,H-4"), 5.47 (d, 1H3J = 2.8 Hz,H-4), 5.43-5.40 (m, 1HH-3), 5.35
(dd, 1H,% = 3.3 Hz, 2J = 10.8 Hz,H-2), 5.17-5.04 (m, 3HH-1*, H-3*, H-5'), 4.16 (t, 1H,
%) = 6.5 Hz,H-5), 4.09 (d, 2H3J = 6.5 Hz,H-6), 3.69 (ddd, 2H%J = 11.5 Hz,>J = 6.5 Hz,
%)= 4.9 HzH-6"), 2.22/2.19/2.16/2.14/2.11/2.06/2.05/1.99 (%, B, C(O)CH ).

YC.NMR (125 MHz, CDGJ): &/ppm = 170.6/170.1/169.8/169.5/169.4/169.1/168.4
(C(O)CHs), 114.0 C-1), 96.2 C-1), 68.3 C-5°), 68.0 C-3'), 67.8 (C-4), 67.7 C-4°), 67.5
(C-3), 67.2 C-2Y, 66.8 C-5), 65.3 C-6°), 61.6 C-6), 58-9 (C-2), 20.7/20.6/20.4/20.1
(C(O)CH).

HR-ESI-MS:m/z = 698.1902 [M+Nal] (gef.), 698.1903 [M+Nd](ber.).
[a]3® = +100.6° (c = 0.8, CHQ)
Smp: 55 °C

R = 0.5 (PE: EtOAC = 1:2)
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6.7.13 50-0-D-Galactopyranosyb-arabinoseX9)

2.03 g (3.01 mmol1i8 wurden in 5 mL trockenem CHELgelost und bei -10 °C mit 15 mL
NaOMe in MeOH (400 mg Na in 15 mL trockenem MeOldjsetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde 20 min bei 0 °C gerthrt und anschlieBendldiL Eiswasser und 2 mL Essigsaure
versetzt. Die wassrige Phase wurde abgetrenntndtenit je 10 mL CHG gewaschen und
anschlieBend unter verminderten Druck eingeengt.Rdekstand wurde dreimal mit 10 mL
EtOH coevaporiert, in $#0 aufgenommen und gefriergetrocknet. Das Rohproduktle in
wenig HO geldst und mit Hilfe von GréRenausschlusschrografuhie gereinigt (Biogel P2).

Ausbeute: Es wurden 686 mg (2.20 mmol, 73% bezagdnl8) eines farblosen Sirups

erhalten.

C11H20NOqg
M =312.27 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Sirup
Das Anomerenverhéltnis wurde zup = 0.7:1 bestimmt. Die Angabe der NMR Daten

beziehen sich nur auf d@sAnomer.
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'H-NMR (500 MHz, BO): 8/ppm = 5.35 (d, 1HJ = 3.8 Hz,H-10), 5.31 (d, 1H3J = 2.2 Hz,
H-1p), 5.02 (d, 1H,%J = 6.5 Hz,H-1"), 4.33-4.28 (m, 1HH-4), 4.11-4.05 (m, 1HH-2),
4.05-3.81 (m, 6HH-3,H 4’, H-5', H-3', H-2") 3.80-3.69 (m, 3HH-6', H-5).

13C-NMR (125 MHz,D,0): 8/ppm = 101.6 C-1p), 98.3 C-1'), 95.3 C-1a), 71.2 C-5°), 71.1
(C-3", 69.6 C-3), 69.5 C-2'), 69.4 C-2), 68.5 C-4), 67.2 C-6"), 61.3 C-5).

HR-ESI-MS:m/z= 335.0953 [M+Na] (gef.), 335.0954 [M+Nd](ber.).

[a]23 = +178.1° (c = 1.0, $D)

6.7.14 50-0-D-Galactopyranosyb-arabinoseoximZ0)

Eine Suspension aus 446 mg (6.42 mmol) Hydroxylamomochlorid und 4 mL trockenem

Ethanol wurde bei -12 °C mit einer Natriumethanal@dsung (92 mg (4 mmol) Na in 2.8 mL
EtOH) versetzt und anschliel3end fur 20 min bei Og&tihrt. Ausgefallenes NaCl wurde
abfiltriert und mit wenig Ethanol gewaschen. Da#ir& wurde bei 60 °C zu 481 mg
2.54 mmol) 19 in 7.2 mL EtOH:HO (1.3:1) langsam hinzugefigt und die
Reaktionsmischung fir 1 h bei 65 — 70 °C geruhdchN Abkihlen der Reaktionslosung
wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand H,O aufgenommen und

gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 487 mg (1.49 mmol, 97 % bezege#ni9) eines farblosen, viskosen

Sirups erhalten.
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20

C11H21NOqg
M = 327.29 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser, viskoser Sirup

'H-NMR (400 MHz, DO): &/ppm = 7.49 (d, 1H3J = 5.8 Hz,H-1, E-isomer), 6.87 (d, 1H,
3)=5.8 Hz,H-1, Z-isomer), 4.88 (d, 1H) = 3.7 Hz,H-1"), 4.45 (d, 1H3J = 5.9 Hz,H-2),
3.90-3.70 (m, 6HH-4’, H-5', H-4, H-3, H-2"), 3.68-3.56 (M, 4HH-5, H-6").

3C-NMR (100 MHz, BO): 8/ppm = 152.9C-1), 98.7 C-1), 72.1 C-5'), 71.3 C-4), 69.9
(C-3), 69.6 C-4'), 69.4 (C-2), 69.0 C-2'), 68.9 (C-6'), 61.5 (C-5).

HR-ESI-MS:m/z= 350.1055 [M+Na] (gef.), 350.1063 [M+Nd](ber.).

[a]3 = +211.8 ° (c = 1.0, $D)

6.8.15 50-a-D-Galactopyranosyb-arabinitylamin 21)

484 mg (1.48 mmol)20 wurden in 20 mL HO gelést und 25 mg PtOhinzugeflugt.
AnschlielRend wurde der pH-Wert auf pH 3 eingestatitl das Reaktionsgemisch fur 2 d
unter B-Atmosphéare gerthrt. Der Katalysator wurde entfemmt H,O gewaschen und das

Filtrat auf pH 8 eingestellt und gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 460 mg (1.47 mmol, 99% bezagdn20) eines farblosen Sirups

erhalten.
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OHOH

21

C11H23NOg
M = 313.31 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Sirup

'H-NMR (400 MHz, BO): 8/[ppm = 4.73 (d, 1H3J = 3.1 Hz,H-1"), 4.12 (t, 1H3) = 6.5 Hz,
H-2), 3.95-3.75 (m, 5HH-4", H-5", H-4, H-3', H-2'), 3.69 (d, 2H,%J = 5.9 Hz,H-6"),
3.65-3.59 (M, 2HH-5), 3.58-3.53 (m, 1H4-3), 3.11 (d, 1H3J = 6.6 Hz,H-1).

3C-NMR (100 MHz, BO): 8/ppm = 98.5C-1'), 71.04 C-3), 71.02 C-5), 69.6 C-3'), 69.3
(C-4), 68.7 C-5), 68.5 C-2), 66.5 C-2), 61.2 C-6"), 42.6 C-1).

HR-ESI-MS:m/z= 314.1450 [M+H] (gef.), 314.1451 [M+H] (ber.).

[a]3® = +121.0 ° (c = 1.0, $D)

6.8.16 5-Nitro-6-(5-Ox-D-galactopyranosyl)-®-arabinitylaminouracil Z2)

200 mg (0.63 mmol21in 3.5 mL HO wurden langsam mit 63 mg (0.33 mm8Ilin 3.5 mL
Ethanol versetzt. AnschlieBend wurde der pH-WettIri NaOH auf pH 8 eingestellt und
das Reaktionsgemisch fir 24 h bei rt gerihrt. Disschung wurde eingeengt und mit
Ammoniumformiat-Lésung (0.1 M bezogen auf Formg@t 10.7) auf pH 10.7 eingestellt.
Die Losung wurde auf eine Anionentauschersaule Dowe8 (3.5 x 2.5 cm, Formiat)
aufgetragen und mit 80 mL,B, 100 mL 0.01 M Ameisenséaure, 200 mL Ameisensaoce
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100 mL 10%iger Ameisensaure eluiert. Produkthalkgektionen wurden vereinigt und das

Losungsmittel entfernt.

Alternative Reinigung:Die produkthaltige Losung wurde auf eine Anionestherséaule
Dowex 1x8 (3.5 x 2.5 cm, Formiat) aufgetragen, \tbener mit Ammoniumformiat-Losung
(0.1 M Ameisensaure, pH 10.7) gewaschen wurde. Nuarde mit 100 mL
Ammoniumformiat-Loésung (0.1 M Ameisenséaure, pH JQAd anschlieend mit 100 mL
Ammoniumformiat-Loésung (0.1 M Ameisenséure, pH 7géppult. Das Produkt wurde mit
200 mL Ammoniumformiat-Lésung (0.1 M Ameisensaungtd 4) eluiert und das
Losungsmittel entfernt. Der Rickstand wurde zweimél heiBem Ethanol gewaschen, der

Ruckstand in Wasser aufgenommen und gefriergeteackn

Ausbeute: Es wurden 66 mg (0.14 mmol, 43% bezogéR)aeines leicht gelben, amorphen

Feststoffes erhalten.

Ci15H24N4013
M = 468.37 g/mol

Charakterisierung:

Gelblicher Feststoff

'H-NMR (500 MHz, BO): & [ppm] = 4.90 (d, 1H3J = 3.7 Hz, H-1"), 4.07 (t, 1H,
3)=7.1-Hz,H-2'), 3.94 (dd, 1H?J = 10.2 Hz,%J = 3.8 Hz,H-5"), 3.88-3.72 (m, 4HH-4’,
H 4", H-1', H-2"), 3.69-3.64 (m, 4H, 2 }-6", H-5", H-3"), 3.60 (dd, 1H,%J = 9.3 Hz,
3)=0.9 HzH-3), 3.55 (dd, 1H2J = 10.2 Hz2J = 2.2 Hz H-5"), 3.54-3.49 (m, 1HH-1").

3C-NMR (125 MHz, DO): § [ppm] = 98.1 C-1"), 71.0 (C-4"), 69.7 (C-3"), 69.33 (C-5"),
69.31 C-3'), 68.8 C-4'), 68.6 C-2"), 68.3 (C-5"), 68.2 C-2'), 61.3 C-6"), 43.3 (C-1).
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HR-ESI-MS:m/z=  469.1414 [M+H] (gef.), 469.1413 [M+H] (ber.),
491.1232 [M+N4] (gef.), 491.1232 [M+Nd](ber.).

[a]2 = +12.8° (c = 1.0, kD)

Smp: 145 °C (Zersetzung)

6.8.17 5-Ethylcarbamoyl-6-(5-@-D-galactopyranosyl)-m-
arabinitylaminouracil Z4)

11.6 mg Pd/C (10%) wurden in 5.6 mL® suspendiert und fur 5 min unter eines- H
Atmosphare geruhrt. AnschlieBend wurde unter eibgpStrom 58 mg (0.12 mmoR2 in

1 mL HO hinzugefigt und bei rt fir 12 h unter einep-Atmosphare gerthrt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf 0 °C gekuhlt und 191NHt;, 957 pL MeCN und 114.8 pL
(2.2 mmol) Ethylchlorformiat zugefligt. AnschlieRemdirde bei rt fir 12 h gerthrt, der
Katalysator abfiltriert, mit HO gewaschen und das Filtrat eingeengt. Der Rickstamde in

2 mL H,O gelost und auf einen Kationenaustauscher Dow&x20(3 g, H) aufgetragen
und mit 25 mL HO eluiert. Die Fraktionen wurden nun auf einen Amioaustauscher AG
1x2 (3 g, Formiat) aufgetragen und mit 30 miOHund 75 mL 10%iger Ameisensaure eluiert.

Die wassrige Fraktion wurde gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 42 mg (8.23 mmol, 67% bezogér2d eines farblosen Feststoffes

erhalten.

Ci18H36N4013
M = 510.45 g/mol
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Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

'H-NMR (700 MHz, BO): 8/[ppm = 4.90 (d, 1H3J = 3.3 Hz,H-1"), 4.11 (g, 2H,3) = 7.1 Hz,
CH,), 3.99-3.95 (m, 1HH-2"), 3.92-3.87 (m, 3HH-5’, H-4", H-5"), 3.87-3.83 (m, 2H,
H-4', H-3"), 3.79-371 (m, 1H, H-2"), 3.67 (d, 2H3J = 6.2 Hz,H-6"), 3.58 (d, 1H,
3)=9.7 Hz,H-5'), 3.54 (d, 1H,%J = 9.1 Hz,H-3"), 3.50-3.38 (m, 2HH-1"), 1.22 (t, 3H,
3)=7.1 Hz, ®3).

13C-NMR (350 MHz)3/ppm = 163.3 (C-4), 158.8 (C-5), 98.2-("), 71.0 (C-5"), 69.7
(C-3"), 69.6 C-3"), 69.3 (C-4"), 69.0 (C-4’), 68.7 C-2), 68.5 C-2"), 68.4 (C-5), 62.6
(CH,), 61.2 C-6"), 44.1 (C-1"), 13.8 CHs).

HR-ESI-MS:m/z= 511.11879 [M+H] (gef.), 511.1882 [M+H] (ber.),
533.1698 [M+Nad] (gef.), 533.1702 [M+Nd](ber.).

[a]% = +39.5° (c = 0.8, kD)

6.8.18 9-(5-Oa-D-Galactopyranosylp-arabinityl-1,3,7-trihydropurin-2,6,8-
trion (3)

30 mg (0.06 mmolR4 wurden in 6 mL 0.03 M NaOEt in Ethanol suspendisrtl fir 24 h
unter Rickfluss erhitzt. Das Lésungsmittel wurdscatieRend entfernt und der Rickstand in
2 mL HO geldst und auf eine Anionenaustauschersaule Ax5(3)g, Formiat) aufgetragen.
Die Saule wurde mit 25 mL @ gewaschen und mit 75 mL 10%iger Ameisensaurerelui
Die sauren Fraktionen wurden vereinigt und das hgsmittel entfernt. Der Ruckstand
wurde in HO aufgenommen und gefriergetrocknet. Nicht umgésetEdukt wurde durch

GroRRenausschlusschromatographie (Biogel, P2) adygetr

Ausbeute: Es wurden 16.5 mg (0.35 mmol, 60% bezagéR4) eines gelblichen Feststoffes

erhalten.
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C16H24N4O12
M = 464.38 g/mol

Charakterisierung:

Gelblicher Feststoff

'H-NMR (700 MHz, BO): &/ppm = 4.87 (d, 1H3J = 3.76 Hz,H-1"), 4.13 (t, 1H,
3)=7.45Hz,H-2)), 3.95 (dd, 1H,%) = 10.2 Hz,3J = 3.2 Hz, H-5’), 3.90 (dd, 1H,
2J=14.4 Hz,*J = 6.7 Hz,H-1), 3.70 (d,3) = 2.8 Hz,H-3"), 3.84 (td, 1H,3 = 9.2 Hz,
3)=2.8 Hz,H-4"), 3.80 (dd, 1H?J = 14.4 Hz,*J = 8.3 Hz,H-1'), 3.74-3.71 (m 2HH-2",

H-5"), 3.68-3.65 (m, 2H, 2 H-6'), 3.53-3.47 (m, 3HH-3", H-5", H-4").

3C-NMR (350 MHz, BO): 8/ppm = 155.2C-6), 154.2 C-8), 151.4 C-2), 150.0 C-4), 98.0
(C-1"), 71.1 (C-5"), 69.7 (C-3"), 69.3 (C-3'), 68.7 C-2"), 68.6 (C-4"), 68.4 (C-4’), 68.1
(C-5), 66.7 C-2'). 61.3 C-6"), 41.5 (C-1").

HR-ESI-MS:m/z=  465.1471 [M+H] (gef.), 465.1463 [M+H] (ber.),
487.1303 [M+Nad] (gef.), 487.1283 [M+Nd](ber.).

[a]3 = +57.8 ° (c = 0.5, DMSO)
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6.8.19 6-(2-Ethoxyethyl)amino-5-nitropyrimidin-2J44,3H)-dion 30)

350 mg (1.83 mmolB in 17.5 mL EtOH wurden zu einer Lésung aus 366 6§ mmol)
2-(2-Aminoethoxy)ethanol und 17.5 mL® langsam hinzugefigt und das Reaktionsgemisch
fur 24 h bei rt gerihrt. AnschlieBend wurde die wig auf die Halfte des Volumens
reduziert, der Feststoff abfiltriert und das Filtaaf pH 10.7 mit wassriger ammoniakalischer
Losung eingestellt. Die Losung wurde auf eine Apimustauscher-Saule (Dowex 1x8,
3x2.5 cm, HCOQ aufgetragen und mit 100 mL,8, 100 mL 0.01 M Ameisenséaure und
200 mL 0.1 M Ameisenséaure eluiert. ProdukthaltigeakBonen wurden vereinigt und

eingeengt. Der Ruckstand wurde isgHaufgenommen und gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 171 mg (65.3 mmol, 36% bezagdn8) eines leicht gelblichen

Feststoffes erhalten.

(0]
NO,
j3\4 : |
2 16 » o 3
o N N Nt
H H
30
CgH12N4Og

M = 260.20 g/mol

Charakterisierung:

Gelblicher Feststoff
'H-NMR (400 MHz, O): é/ppm = 3.74 (t, 2H3 I = 4.7 Hz,H-4"), 3.70-3.63 (m, 4HH-3’,
H-2"), 3.62-3.58 (m, 2HH-1").

13C-NMR (100 MHz, BO): 8/[ppm = 159.5C-4), 154.9 C-4), 150.0C-6), 71.9 C-3"), 68.4
(C-2), 60.3 C-4'), 42.6 C-1).

HR-ESI-MS:m/z= 261.0828 [M+H] (gef.), 261.0830 [M+H] (ber.),
283.0638 [M+Nad] (gef.), 283.0649 [M+N4](ber.),
259.0680 [M-H] (gef.), 259.0684 [M-H](ber.).
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Smp 199 °C

6.8.20 6-(2-Ethoxyethyl)amino-5-ethylcarbamoylpyidm-2,4(1H,3H)-dion
(31

48 mg Pd/C (10%) wurden untep+4Atmosphare in 8 mL kD bei rt gerthrt. AnschlieRend
wurden 136 mg (0.52 mmo80 hinzugefigt und das Reaktionsgemisch fir 12 htbenter

H, gerthrt. Nun wurden 0.8 mL Nit4 mL MeCN und 481 pL (5.05 mmol)
Ethylchlorformiat bei 0 °C hinzugefigt und das Gsechi fir 12 h bei rt geruhrt. Der
Katalysator wurde entfernt, mit wenig,® gewaschen und das Filtrat unter verminderten
Druck eingeengt. Der Rickstand wurde in,OH aufgenommen und auf eine
Kationenaustauscher-Saule Dowex 50Wx2 (7 0, adifgetragen. Es wurde mit 50 mL,®
eluiert und die Fraktion auf eine Anionenaustaus&#ile AG 1x2 (7g, HCOQpaufgetragen
und mit 50 mL HO sowie 120 mL 10 %iger Ameisenséure gewascherduRtioaltige
Fraktionen wurden eingeengt, in® aufgenommen und gefriergetrocknet. Der Rickstand
wurde mit DCM:MeOH = 6:1 aufgenommen und der Fefitsibgetrennt. Dieser wurde

anschlieend in ¥ gel6st und gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 107 mg (0.35 mmol, 68% bezagéiB30) eines farblosen, amorphen

Feststoffes erhalten.

o) OEt
(0]
NH
HNT 4 5|
2 6 2» 0O 3
o N N/l'\/ \/“'\OH
H H
31
C11H18N4Oe

M = 302.28 g/mol
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Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

'H-NMR (500 MHz, BO): 8/ppm = 4.09 (q, 2H2J = 7.0 Hz, Gi,CHs), 3.65 (t, 2H,
3)=4.3 HzH-4'), 3.62 (t, 2H2) = 5.1 HzH-2'), 3.58 (t, 2H*J = 4.4 Hz,H-3"), 3.45 (t, 2H,
3)=5.1 HzH-1"), 1.20 (t, 3H3J = 7.0 Hz, CHCH3).

13C-NMR (100 MHz, BO): 3/ppm = 171.0C-2), 163.3 C-4), 158.7 C-5), 151.7 C-6), 71.9
(C-3"), 69.6 C-2"), 62.7 CH,CHy), 60.4 C-4'), 41.7 C-1), 13.7 (CHCHb).

HR-ESI-MS:m/z= 303.1297 [M+H] (gef.), 303.1299 [M+H] (ber.),
325.1118 [M+Nad] (gef.), 325.1119 [M+N&](gef.).

Smp 124 °C

6.8.21 9-(2-Ethoxyethyl)-1,3,7-trihydropurin-2,&58n (26)

21.5 mg (0.07 mmol28 wurden in 6.5 mL frisch praparierter 0.03 M NaQsung in EtOH

fur 24 unter RuUckfluss erhitzt. Nach Abkihlen degaRionsgemischs wurde das
Losungsmittel entfernt und der Rickstand in 2 mkOHaufgenommen und auf eine
Anionenaustauschersaule (AG 1x2, 3 g, HCCO&ufgetragen. Die Saule wurde mit 25 mL
H,0 gespult und mit 85 mL 10%iger Ameisensaure eluimodukthaltige Fraktionen wurden

eingeengt, in KO aufgenommen und gefriergetrocknet.

Ausbeute: Es wurden 9 mg (0.04 mmol, 55%) eineblgjelben Sirups erhalten.

0
H
HN? 6 N
7
)]2\5| 8/\7*0
4 9
3
0 N N
H I

21

(@)
26 IRVE
OH

CoH12N40O5
M = 256.22 g/mol
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Charakterisierung:

Leicht gelblicher Sirup

'H-NMR (500 MHz, DO): 8/ppm = 3.88 (t, 1H3J = 5.4 Hz,H-1Y), 3.74 (t, 1H,) = 5.3 Hz,
H-39, 3.71 (t, 1H,%) = 5.0 Hz,H-2), 3.67-3.63 (m, 1HH-3"), 3.59-3.52 (m, 3HH-3",
H-4Y).

13C-NMR (125 MHz, BO): 8/ppm = 71.8 C-3"), 67.6 C-2"), 60.4 C-4’), 39.5 C-1)).

HR-ESI-MS:m/z= 257.0884 [M+H] (gef.), 257.0880 [M+H] (ber.).

6.8.22 Methyl 20-benzyl-30-benzoyl-4,60-benzylidenp-p-galacto-
pyranosid 85)

Variante A:

189 mg (7.88 mmol) mit Heptan gewaschenes und &eBeimd getrocknetes NaH wurden
vorgelegt und in 5 mL trockenem DMF suspendiert.sémie3end wurden 1.88 g
(4.87 mmol)348789%lin 5 mL trockenem DMF bei 0 °C langsam hinzugefiigtl 20 min
bei rt geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde wiedé0gC gekihlt und 51 mg (0.14 mmol)
Tetrabutylammoniumiodid und 900 pL (7.58 mmol) Bdhmomid langsam zugeflgt.
Anschliel3end wurde 2 h bei rt gertihrt und mit Zweggabn 15 mL MeOH beendet, mit 40 mL
H,O verdunnt und anschlieBend 4 mal mit 30 mL Diedthdr extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden zweimal mit 35 mL gesttNaCl-Loésung gewaschen, Uber
NaSO; getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das pRuodukt wurde
saulenchromatographisch (PE: EtOAc = 1:1) gereinigt

Ausbeute: Es wurden 274 mg (0.58 mmol, 12% bez@g#i34) eines farblosen Feststoffs
erhalten.

Variante B:

Die Darstellung wurde nach Maddadit al. unter Nutzung von Phasentransferkatalyse
durchgefihrf®®
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CagH2807
M = 476.52 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

'H-NMR (400 MHz, CDCY): 8/[ppm = 7.67-7.15 (m, 15H, arom.), 5.51 (s, 1#{-Bhe), 5.18
(dd, 1H,%J = 3.8 Hz,H-3), 4.89 (d, 1H?J = 11.5 Hz, Bn-@l,), 4.71 (d, 1H? = 11.5 Hz,
Bn-CHy), 4.49 (d, 1H3J = 3.4 Hz,H-4), 4.48 (d, 1H2J = 7.8 Hz,H-1), 4.39 (dd, 1H,
2)=12.3 HzH-6), 4.11 (dd, 1H2) = 12.3 HzH-6), 3.98 (dd, 1H>J = 7.8 Hz,H-2), 3.63 (s,
3H, -OCH3), 3.58 (M, 1HH-5).

3C-NMR (100 MHz, CDG)): 8/ppm = 133.2/129.9/128.8/128.4/128.2/128.0/127 BAI
126.2 (arom.), 104.90¢1), 100.8 CH-Phe), 76.1 ¢-2), 74.8 (Bn€H,), 74.0 C-3), 73.9
(C-4), 69.1 C-6), 66.3 C-5), 57.2 (-QCHsy).

HR-ESI-MS:m/z=  477.1908 [M+H] (gef.), 477.1913 [M+H] (ber.),
499.1719 [M+Nal] (gef.), 499.1733 [M+N4](ber.).

a5 = +79.6 (c = 1.0, CHG)

Smp: 56 °C

6.8.23 Methyl 20-benzyl-4,60-benzylideng-b-galactopyranosid2(’)

Es wurden 104 mg (0.22 mmd@p in 20 mL 1%iger NaOH in trockenem MeOH geldst und
1.5 h bei rt geruhrt. AnschlieRend wurde das Reaktiemisch eingeengt und der Riickstand
in 10 mL HO aufgenommen. Es wurde mit 20 mL Toluol und dréima je 20 mL EtO
extrahiert. Die organische Phase wurde mit 30 mO igewaschen, tGber b0, getrocknet
und das Lésungsmittel entfernt.
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Ausbeute: Es wurden 77 mg (0.21 mmol, 96% bezogér8%) eines farblosen Feststoffes

erhalten.

C21H2406
M = 372.41 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

'H-NMR (400 MHz, CDC}): 8/ppm = 7.41-7.13 (m, 10H, arom.), 5.56 (s, 1Hi-Bhe), 4.95
(d, 1H,% = 12.0 Hz, Bn-E®l,), 4.72 (d, 1H2 = 12.0 Hz, Bn-E,), 4.36 (m, 1HH-6), 4.32
(d, 1H,%3 = 7.8 Hz H-1), 4.23 (d, 1H3J = 3.8 Hz,H-4), 4.09 (d, 1H%J = 12.3 HzH-6), 3.74
(d, 1H,3J = 3.8 Hz,H-3), 3.63 (d, 1H3J = 7.8 Hz,H-2), 3.59 (s, 3H, -OB3), 3.46 (s, 1H,
H-5).

13C-NMR (100 MHz, CDCJ): 8/ppm = 129.1/128.4/128.2/127.9/127.7/126.5 (arotO}.7
(C-1), 101.5 CH-Phe), 79.3C-2), 75.5 C-4), 74.8 (BnCH,), 72.5 C-3), 69.2 C-6), 66.5
(C-5), 57.1 (-GCH3).

HR-ESI-MS:m/z= 373.1646 [M+H] (gef.), 373.1651 [M+H] (ber.),
395.1473 [M+Nd] (gef.), 395.1471 [M+Nd](ber.).

[a]2 = +22.9 (c = 1.0, CHG)

Smp: 54 °C
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6.8.24 Pent-4-enyl 2,3,4,6-tet@xacetyl$-D-galactopyranosid3g)

38 wurde unter Koenigs-Knorr Bedingungen 8@ dargestellt*

38

C19H28010
M = 416.43 g/mol

Charakterisierung:

Hellgelber Sirup

'H-NMR (400 MHz, CDC}): 8/ppm = 5.91-5.72 (m, 1H-4), 5.38 (dd, 1H3J = 3.5 Hz,
3J=0.9 Hz,H-4"), 5.20 (dd, 1H2J = 10.6 Hz,3J = 7.9 Hz,H-2'), 5.04-4.95 (m, 3HH-5,
H-3"), 4.45 (d, 1H2) = 7.9 Hz,H-1"), 4.15 (dq, 2H2) = 11.2 Hz,*J = 7.0 Hz,%J = 6.5 Hz,
H-1), 3.93-3.86 (m, 2HH-5’, H-6), 3.49 (ddd, 1H2J = 9.8 Hz,% = 6.1 Hz,3J = 2.2 Hz,
H-6), 2.18-2.02 (m, 11 H, 3 xid5 + H-3), 1.98 (s, 3H, B3), 1.76-1.62 (m, 2HH-2).

13C-NMR (100 MHz, CDCJ): s/ppm = 170.3/170.2/170.1/169.8(Q)CHs), 137.8 C-4),
115.0 C-5), 101.4 C-1'), 71.0 C-3"), 70.7 C-5'), 69.3 C-6'), 69.0 C-2"), 67.1 C-4), 61.3
(C-1), 29.8 C-3), 28.6 C-2), 20.7/20.6/2 x 20.5 (C(GHs3).

HR-ESI-MS:m/z= 439.1560 [M+ N4&] (gef.), 439.1574 [M+ N&](ber.).

R = 0.6 (PE:EtOAC = 1:1)
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6.8.25 Pent-4-eny-D-galactopyranosid3Q)

39 wurde aus38 durch Entschiitzung unter Zemplénbedinguf§8nbzw. aus36 nach

Clauseret al'®¥ dargestellt.

oH ©OH

39

C11H2006
M = 248.27 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Sirup

'H-NMR (400 MHz, BO): 8/ppm = 5.82 (ddt, 1HJ = 17.5 Hz,*J = 10.4 Hz>J = 6.5 Hz,
H-4), 4.99 (dd, 1H2J = 1.5 Hz,3) = 17.5 Hz,H-5 trans), 4.93 (dd, 1H,2) = 0.9 Hz
3)=10.2 Hz,H-5 cis), 4.29 (d, 1H,3 = 7.9 Hz, H-1'), 3.90-3.80 (m, 2HH-1, H-4"),
3.74-3.53 (m, 5H, 2 H-6", H-1, H-5', H-3"), 3.41 (dd, 1H32J = 7.9 Hz,3J = 9.9 Hz,H-2)),
2.06 (g, 2H3J = 7.1 Hz H-3), 1.63 (quint, 2H>J = 6.8 Hz,J = 7.0 HzH-2).

3C-NMR (100 MHz, BO): 8/[ppm = 139.1 C-4), 114.9 C-5), 102.9 C-1'), 75.2 C-5),
73.0 €-3), 71.0 €-2’), 70.0 C-1), 68.8 C-4'), 61.1 C-6'), 29.4 C-3), 28.2 C-2).

HR-ESI-MS:m/z= 271.1147 [M+ N&](gef.), 271.1152 [M+ N&](ber.).

[a]= -21.0 (c = 1.0, CHG)

R = 0.33 (DCM:MeOH = 6:1)

129



EXPERIMENTELLER TEIL

6.8.26 Pent-4-enyl &-trityl- B-D-galactopyranosiddQ)

40 wurde nach Clauseet al.dargestellf®*!

HO OTr

C30H3406
M = 490.59 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

'H-NMR (400 MHz, CDCJ): 8/ppm = 7.51-7.43 (m, 5H, arom.), 7.34-7.20 (m, 1@rm.),
5.80 (ddt, 1H2J = 17.0 Hz,%J = 10.3 Hz,*J = 6.7 Hz,H-4), 5.02 (dd, 1H2J = 1.8 Hz,
3)=17.0 HzH-5 tran9), 4.95 ¢id, 1H,%J = 0.9 Hz,3J = 10.3 Hz,H-5 cis), 4.19 (d, 1Hdd,
1H, %) = 7.6 Hz,H-1"), 3.99 (t, 1H,dd, 1H,%J = 3.1 Hz,H-4"), 3.92 (dt, 1H,2) = 9.6 Hz,
3)=6.5 Hz,H-1), 6.68-3.51 (m, 4HH-5', H-3", H-2’, H-1), 3.44 (dd, 1H2) = 9.4 Hz,
3)=5.5Hz,H-6"), 3.36 (dd, 1H2J = 9.6 Hz,*J = 6.2 Hz,H-6"), 2.13 (g, 2H,3J = 6.8 Hz,
H-3), 1.74 (quint, 2H3J = 7.0 Hz,H-2).

*C-NMR (100 MHz, CDGJ): 8/ppm = 143.7 C(Ph)), 138.0 C-4), 128.6/127.9/127.2/127.0
(arom.), 114.9 €-5), 103.0 C-1'), 73.6 C-3), 72.2 C-2), 69.2 C-5), 69.1 C-1), 62.7
(C-4"), 60.3 C-6'), 30.1 C-3), 28.8 C-2).

HR-ESI-MS:m/z= 513.2246 [M+ Nd](gef.), 513.2248 [M+ Nd&](ber.).

[a]= -23.2 (c = 1.0, CHG)
Smp 90 °C

R = 0.5 (EtOAC)
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6.8.27 Pent-4-enyl 2,3,4-t0-benzyl-6O-trityl- B-D-galactopyranosid4(l)

41 wurde unter Verwendung vo#0, BnBr und NaH in DMF unter Standardbedingungen

erhalten®101

41

Cs1Hs206
M = 760.95 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Sirup

'H-NMR (400 MHz, CDC)): d/ppm = 7.35-7.01 (m, 30H, arom.), 5.73 (ddt, 1H,
3= 17.2Hz23 = 10.4 Hz2J = 6.5 Hz,H-4), 4.92 (dd, 1H2) = 1.7 HzJ = 17.2 HzH-5
trans), 4.86 ¢Id, 1H,%J = 1.3 Hz*J = 10.4 Hz H-5 cis), 4.83 (d, 1H?J = 10.8 Hz, Bn-El,),
4.73 (d, 1H,2) = 11.6 Hz, Bn-Ely), 4.69 (d, 1H,2J = 11.9 Hz, Bn-Ely), 4.66 (d, 1H,
2J=10.8 Hz, Bn-E,), 4.60 (d, 1H,2J = 11.9 Hz, Bn-El,), 4.41 (d, 1H,%) = 11.6 Hz,
Bn-CH,), 4.22 (d, 1H3J = 7.8 Hz,H-1’), 4.86 (td, 1H, 2J = 9.5 Hz*J = 6.3 Hz,H-1), 3.77
(d, 1H,3) = 2.7 Hz,H-4"), 3.69 (dd, 1H3J = 10.4 Hz3J = 7.8 Hz H-2"), 3.49-3.35 (m, 3H,
H-1, H-5", H-3"), 3.28 pseudet, 1H, 3J = 6.3 Hz,H-6"), 3.13 (dd, 1H,2J = 9.6 Hz,
3J=7.0 HzH-6"), 2.11 (m, 2HH-3), 1.66 (m, 2H3J = 6.7 Hz,H-2).

¥C.NMR (100 MHz, CDG): &/ppm = 143.9 C(Ph)), 138.2 (-4),
128.7/128.3/128.2/128.1/128.0/127.9/127.5/127.204@rom.), 114.8G-5), 103.9 C-1'),
82.2 C-3). 79.6 €C-2), 75.1 (BnCH,), 74.3 (BnCH,), 74.1 C-5'), 73.6 C-4), 73.1
(Bn-CH,), 69.2 C-1), 62.8 C-6"), 30.3 C-3), 29.0 C-2).

HR-ESI-MS:m/z=  783.3656 [M+ Nd](gef.), 783.3656 [M+ Nd](ber.),
799.3395 [M+ K] (gef.), 799.3395 [M+ K] (ber.).

[a]= -30.1 (c = 0.9, CHG)
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R = 0.4 (PE:EtOAc = 1:1)

6.8.28 Pent-4-enyl 2,3,4-t0-benzyl$-D-galactopyranosidd@)

Variante A:

190 mg (0.25 mmol%#1 wurden in 2 mL trockenem DCM geldst und mit 407 .wB3 M
TFA/1.83 M TFAA in DCM versetzt. Nach 2 h wurde diésung auf O °C gekuhlt, der pH
mit NEt; auf pH 8 eingestellt, 10 mL MeOH hinzugefiigt untsehlielend im Vakuum
eingeengt. Der Ruckstand wurde in 20 mL DCM geldsd mit je 20 mL 5%iger NaCl-
L6sung und HO gewaschen. Nach Trocknung UbepBIia, wurde das Losungsmittel entfernt
und das Rohprodukt saulenchromatographisch (PE:EtOR1) gereinigt.

Ausbeute: Es wurden 88 mg (0.17 mmol, 68% bezogdn4d) eines farblosen Sirups

erhalten.
Variante B:

42 wurde nach Clausest al.ohne Reinigung voal aus40 dargestellf®¥

BnO OH

BnO

C32H3806
M =518.27 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Sirup

'H-NMR (400 MHz, CDC)): &/ppm = 7.49-7.26 (m, 15H, arom.), 5.84 (ddt, 1H,
3)=17.0 Hz3) = 10.4 Hz3J = 6.5 Hz,H-4), 5.04 (dd, 1H2) = 17.2 Hz,*J = 1.5 Hz,H-5
trans), 5.01-4.94 (m, 3H%J = 11.5 Hz,%J = 10.8 Hz, 2 x Bn-B,, H-5 cis), 4.84 (d, 1H,
2J=11.8 Hz, Bn-@l,), 4.81 (d, 1H,%J = 10.9 Hz, Bn-G&l,), 4.77 (d, 1H,2) = 11.8 Hz,
Bn-CH,), 4.69 (d, 1H2J = 11.9 Hz, Bn-El,), 4.38 (d, 1H3J = 7.7 Hz,H-1"), 3.97 (td, 1H,
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2J= 9.3 Hz,%J = 6.2 Hz,H-1), 3.86 (dd, 1H3J = 9.8 Hz,*J = 7.8 Hz,H-2"), 3.82-3.75 (m,
2H, H-4', H-6"), 3.60-3.42 (m, 3HH-1, H-3', H-5'), 3.39 pseudet, 1H, %) = 5.9 Hz,
3)=6.3 HzH-6), 2.25-2.13 (m, 2HH-3), 1.85-1.70 (m, 2HJ = 6.8 Hz,H-2).

3C-NMR (100 MHz, CDGCJ): &/ppm = 138.1 C-4), 128.7/128.4/128.3/128.1/128.0/127.7/
127.6 (arom.), 114.9Q¢5), 104.1 C-1'), 82.3 C-3). 79.7 €C-2), 75.2 (BnCH,), 74.5
(Bn-CHy), 74.1 C-5), 73.4 C-4'), 72.9 (BnCHy), 69.4 C-1), 62.1 C-6'), 30.3 C-3), 29.0
(C-2).

HR-ESI-MS:m/z= 541.2561 [M+ Na&](gef.), 541.2563 [M+ N&](ber.).

[a]= -22.2 (c = 1.0, CHG)

R = 0.3 (PE:EtOAC = 2:1)

6.8.29 Pent-4-enyl 2,3,4-t0-benzyl-60O-methansulfonyB-p-galacto-
pyranosid 28)

70.5 mg (0.136 mmol¥2 und 20 pL (0.258 mmol) Mesylchlorid wurden in IndL
trockenem Pyridin gelést und fur 2.5 h bei rt getihAnschlieRend wurde die
Reaktionslosung mit 10 mLJ@ verdinnt und mit 10 mL DCM extrahiert. Die orgaufie
Phase wurde mit ges. NaHg@DOsung gewaschen, Uber J$&®, getrocknet und das
Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde aneBleind s&ulenchromatographisch
gereinigt (PE:EtOAc = 3.5:1).

Ausbeute: Es wurden 75 mg (0.125 mmol, 92% bezagdm?2) eines farblosen Sirups
erhalten.
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C33H4008S
M =596.73 g/mol

Charakterisierung:

Farbloser Sirup

'H-NMR (500 MHz, CDC)): &/ppm = 7.32-7.19 (m, 15H, arom.), 5.73 (ddt, 1H,
3J=17.0 Hz,*J = 10.3 Hz}J = 6.6 Hz,H-4), 4.97-4.84 (m, 4HH-5, 2 x Bn-CH,), 4.75 (d,
1H, 23 = 11.5 Hz, Bn-El,), 4.70 (d, 1H2) = 11.1 Hz, Bn-E®,), 4.67 (d, 1H2J = 12.1 Hz,
Bn-CH,), 4.55 (d, 1H2J = 11.5 Hz, Bn-@l,), 4.28 (d, 1H3J = 7.5 Hz,H-1'), 4.24 (dd, 1H,
2)=10.6 Hz3) = 6.9 Hz,H-6"), 3.97 (dd, 1H3J = 10.6 Hz3J = 5.1 Hz,H-6"), 3.83 (td, 1H,
2)=9.5 Hz,*J = 6.4 Hz,H-1), 3.78-3.71 (m, 2HH-2", H-4’), 3.56 (t, 1H2J = 6.0 Hz,H-5"),
3.50-3.42 (m, 2HH-3’, H-1), 2.85 (s, 3H, B3), 2.17-2.02 (m, 2HH-3), 1.74-1.60 (m, 2H,
3)=6.8 Hz,H-2).

3C-NMR (125 MHz, CDG)): d/ppm = 138.5 C-4), 128.6/128.4/128.3/128.1/127.9/
127.8/127.7/127.6 (arom.), 115.@-), 104.0 C-1), 81.9 C-3), 79.3 C-2), 75.3
(Bn-CHy), 74.4 (BnCH,), 73.6 (BNCH,), 73.0 C-4"), 72.2 C-5), 69.6 C-1), 68.8 C-6),
37.2 CH3), 30.2 C-3), 28.9 C-2).

HR-ESI-MS:m/z= 619.2334 [M+ N4](gef.), 619.2336 [M+ Nd](ber.),
635.2075 [M+ K] (gef.), 635.2075 [M+ K] (ber.).

[a]= +1.5 (c = 1.2, CHG)

R = 0.2 (PE:EtOAc = 3.5:1)
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6.8.30 Pent-4-enyl 6-bromo-6-deoxy-2,3,4-téd-dpenzyl$-D-galacto-
pyranosid 44)

58.1 mg (0.09 mmol28 wurde mit 280 mg (3.15 mmol) und 0.8 mL ButanonZib h unter
Ruckfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde ailigigkmit 1 mL HO versetzt und 3-mal
mit DCM extrahiert. Die organische Phase wurde uUbesSO, getrocknet und das
Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde saheomatographisch gereinigt
(PE:EtOAC = 4:1)

Ausbeute: Es wurden 6.6 mg (0.01 mmol, 12% bezagén8) eines gelblichen Ols erhalten.

C32H37BI’O5
M = 580.54 g/mol

Charakterisierung:

Gelbliches Ol

'H-NMR (400 MHz, CDC)): &/ppm = 7.38-7.26 (m, 15H, arom.), 5.80 (ddt, 1H,
3)=17.1 Hz23 = 10.2 Hz3J = 6.6 Hz,H-4), 5.06-4.99 (m, 2H-5, Bn-CH,), 4.97 (dd, 1H,

%) = 6.9 Hz,%) = 1.5 Hz,H-5 cis), 4.92 (d, 1H,2) = 11.0 Hz, Bn-@l,), 4.82 (d, 1H,
2J=11.9 Hz, Bn-El,) 4.78-4.72 (m, 2H%) = 10.6 Hz,2) = 11.9 Hz,2 x Bn-@>), 4.66 (d,
1H, %3 = 11.4 Hz, Bn-@l,), 4.35 (d, 1H3J = 7.7 Hz,H-1"), 4.00 (d, 1H3J = 2.8 Hz,H-4Y),
3.94 (td, 1H2) = 9.5 Hz,%J = 6.3 Hz,H-1), 3.81 (dd, 1H3J = 9.6 Hz,%J = 7.7 Hz,H-2),
3.56-3.49 (m, 3HH-3', H-5', H-1), 3.44-3.39 (m, 2HH-6), 2.20-2.09 (m, 2HH-3), 1.82-
1.67 (M) = 6.9 Hz,H-2).

YC.NMR (100 MHz, CDCJ): &/ppm = 138.1 C-4), 128.5/128.4/128.3/128.2/127.9/
127.7/127.6/127.5 (arom.), 114.&-6), 104.0 C-1'), 82.2 (-3, 79.2 €C-2'), 75.2
(Bn-CH,), 74.9 (BnCH,), 73.5 C-5'), 73.4 (C-4"), 69.5C-1), 30.2 C-3), 30.0 (C-6'), 28.9
(C-2).
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HR-ESI-MS:m/z= 603.1705 [M+ Na&] (gef.), 603.1722 [M+ N&](ber.),
605.1712 [M+ Nd](gef.), 603.1702 [M+ N&](ber.).

6.9 Syntheseversuche

6.9.1 Syntheseversuche zur Darstellung von 5-Mits-ribitylaminouracil

(7)

Variante A:

48.2 mg (0.33 mmol% und 96.3 mg (0.64 mmof wurden in 2 mL HO geldst und fur 24 h

unter Ruckfluss erhitzt. Nach Abkihlen der Realdiosung wurden 144.6 mg (2.10 mmol)
NaNG; bei 0 °C hinzugefugt, der pH Wert mit 10%iger gséure auf pH 4.5 eingestellt und
das Reaktionsgemisch fur 30 min bei 0 °C und 1lihrtbgertuhrt. Das Lésungsmittel wurde
entfernt, der Ruckstand in 1.5 mL 1.5 M ammoniadder Lésung aufgenommen und auf
eine Anionenaustauschersaule (Dowex 1x8, 1x2 cn@YTaufgetragen. Es wurde versucht,
mit H,O, 0.01 M Ameisensaure und 0.1 M Ameisenséure daduRt zu eluieren. Die

Bildung von7 konnte nicht nachgewiesen werden

Variante B:

14.6 mg (0.10 mmolp und 60.5 mg (0.40 mmof wurden in 1 mL HO gel6st und unter
Verwendung von Mikrowellen bei 50 W erhitzt. Die dk@onsdauer und die Temperatur
wurden dazu variiert (Tabelle 10). Es konnte innken Fall eine Produktbildung

nachgewiesen werden.
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Tabelle 1Q Variationen der Reaktionsbedingungen fir die Bgs¢ von @&-Ribitylaminouracil unter
Verwendung von Mikrowellenstrahlung.

Ansatz t [min] T [°C] Leistung [W]
A 15 100 50
B 20 100 50
C 40 105 50
D 60 105 50
Variante C:

48.2 mg (0.33 mmolp und 96.3 mg (0.64 mmolp wurden in 2 mL HO gel6ést und
anschlieRend das Losungsmittel unter verminderterckentfernt. Der Rickstand wurde fur
1 h bei 95 °C und anschlieRend fiir 2 h bei 110mM®ipumpenvakuum erhitzt. Das Gemisch
wurde nun bei 0 °C und 1 bar in 1.5 mk@Haufgenommen und mit 68.4 mg (0.99 mmol)
NaNQ; versetzt. Der pH Wert wurde mit 10%iger EssigsauwiepH 4.5 eingestellt und flr 2
h bei rt geriihrt. Dabei trat eine deutliche Rotféndp der Losung auf. Das Losungsmittel
wurde entfernt und der Ruckstand in 1 mL 0.15 M amiakalischer Loésung gel6st und auf
eine Anionenaustauschersaule (Dowex 1x8, 1x2 cmQ@&T aufgetragen. Es wurde mit 7
mL H,O, 10 mL 0.01 M Ameisensaure und 65 mL 0.1 M Amesseire eluiert. Rotgefarbte
Fraktionen wurden eingeengt, in® aufgenommen und gefriergetrocknet.

Das Produkt konnte durch massenspektrometrischéygeadentifiziert werden (ESI-MS:
313 [M+NaJ, 329 [M+K]"), jedoch konnte durch NMR Spektroskopie die Bilglwon 7
nicht zweifelsfrei geklart werden.

6.9.2 Syntheseversuche zu 5-Nitroso-6-(b-0-galactopyranosyl)-®-

arabinitylaminouracil

Variante A:

30 mg (0.1 mmolR1 und 7 mg (0.05 mmoB wurden in 2 mL HO fir 24 h unter Ruckfluss
erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde abgekuhlt uhang (0.3 mmol) NaN@hinzugefiigt
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der pH Wert auf pH 4.5 eingestellt (10%ige Essigspund fir 1 h bei rt gerthrt. Das

Losungsmittel wurde entfernt. Die Produktbildungnite nicht nachgewiesen werden.
Variante B:

15 mg (0.1 mmol ) 5 und 61 mg (0.2 mmol ) 21 wurded mL HO gelost und fir 13 min
bei 50 Watt bei 100 °C im Mikrowellenreaktor umgeseEs konnte jedoch kein gewiinschtes

6-(5-O-u-D-Galactopyranosyl)-®-arabinitylaminouracil nachgewiesen werden.

6.9.3 Syntheseversuch  von ,MCys(SBu)-Gly-Ser-Thr-Pro-Cys({Bu)-
C(O)NH;

Das Peptid bN-Cys-Gly-Ser-Thr-Pro-Cys-C(O)NH  sollte  durch manuelle
Festphasenpeptidsynthese dargestellt werden. Dith&e wurde in einem 200 uM Ansatz
durchgefuhrt, wobei die Aminofunktionen der Aminosgn Fmoc-geschiitzt eingesetzt
wurden. Die Cysteinreste wurden orthogonal gesthi(3Bu) eingesetzt, um

Polymerisierungen zu vermeiden. Threonin wuilegeschitzt eingesetzt.

Fur die Synthese wurden 210 mg Rink-Amid Harz (Befeg 0.95 mmol/g) in DMF Uber
Nacht gequellt. Fur die Entschitzung der Aminofiork{Fmoc-Abspaltung) wurde das Harz
mit 2 mL Piperidin:DMF = 1:4 versetzt und fir 20mbei 50 °C geschuttelt. Nach Entfernen
der Losung wurde der Vorgang einmal wiederholt. Basz wurde dreimal mit 2 mL DMF
gewaschen und mit einer frisch angesetzten Losusg0sb M TBTU in DMF und 1 M
DIPEA in DMF sowie 1.8 mL einer 0.5 M L6sung desten C-terminalen Aminosaure in
DMF versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde nun fi& RB-bei 50 °C geschuttelt und
anschlieBend dreimal mit 2 mL DMF gewaschen. Diak®enslésung wurde entfernt und
mit 2 mL 10% Essigsaureanhydrid in DMF versetzt, nioht reagierte Aminofunktionen zu

deaktivieren ¢apping. Dieser Vorgang wurde zweimal fur 30 — 60 minahgefihrt.

Nach einem erneuten Waschvorgang (3 x 2 mL DMF)dewfurch Entfernung der Fmoc-
Schutzgruppe an der terminalen Aminofunktion diggglung mit der ndchsten Aminosaure
vorbereitet und der Synthesecyclus erneut gestartet

Nach der Kupplung der letzten (N-terminalen) Amiéua® wurde das Peptid mit 10 mL
TFA:TIPS:HO = 95:5:2 fur 10 min bei rt geschittelt, um dagzHabzuspalten und der
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Vorgang wiederholt. Das Harz wurde mit der Abspgaliihg und TFA grundlich gewaschen
und das Filtrat in BD aufgenommen, im Ultraschallbad fir 5 min homogeni und
gefriergetrocknet.

Der Ruckstand wurde nun in 10 mL,8t aufgenommen, im Ultraschallbad fir 5 min
suspendiert und anschlielend fur 20 min bei 10 98 und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und der Riickstand erimeli® mL EtO aufgenommen und die
Prozedur wiederholt. Das Rohpeptid wurde g©OHaufgenommen und gefriergetrocknet. Die
Reinigung des Peptids erfolgte mittels préaparatit#?LC (Agilent; Macherey Nagel:
Nucleodur C18 Isis 5 um, 250 x 21 mm, 100¥©OHeCN = 95:52 0% HO:MeCN = 95:5,
27 min), wobei die Masse des gewtlinschten Produkds detektiert, aber keinem eindeutigen
UV-Peak zugeordnet werden konnte. Durch eine weeltbrerpriifung aller Fraktionen mittels
ESI-MS konnte die Produktfraktion nicht identifidieverden.

6.9.4 Versuch der Darstellung von Pent-4-enyl 2i8.0-benzyl-60O-
(trifluormethansulfonyl)B-D-galactopyranosidd@)

543 mg (1.04 mmol) 42 wurden in 10.8 mL trockeneatudl gelost und bei 0 °C 178 uL
NEt;  hinzugefugt. Nach 10 min  wurden 178 puL - (1.08 mmol)
Trifluormethansulfonsdureanhydrid langsam hinzugege 5 min bei 0 °C geruhrt und das
Losungsmittel unter verminderten Druck entferntr Deaune Rickstand wurde Uber 2.5 g
Kieselgel filtriert und mit 50 mL trockenem Tolugkewaschen. Das farblose Filtrat wurde
eingeengt, wobei sich in schwarzbrauner Rickstaltetb. Die NMR-spektroskopischen

Daten konnten nicht eindeutig dem Produkt zugednasheeden.
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6.9.5 Versuche zur Darstellung von Pent-4-enyl 42t8,0-benzyl-60O-
(methyl-2:0-benzyl-4,60-benzylidenp-p-galactopyranosid-&-yl)--D-
galactopyranosid?Q)

Variante A:

25.1 mg (70.1 mmol27 wurden in 3mL DMF gel6st und nach Zugabe von 1g8(A#bpmol)
NaH fur 2,5 h bei rt gertihrt. Dann wurde langsanediosung von 34 mg (57.0 mma@g in

1 mL DMF hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurdeén2eki rt gertihrt und anschlie3end
das Losungsmittel eingeengt. Das Rohprodukt wurdé&uleachromatographisch
(PE:EtOAc = 2:1) getrennt und die einzelnen Foaléh massenspektrometrisch untersucht.

Es konnte nicht das gewiinschte Produkt erhaltedemer
Variante B:

20 mg (0.53 mmol, 1.3 Aq37 wurden in 0.5 mL DMF gelost, mit 2 mg NaH (60%0)
und 8.1 mg 18-Krone-6- Ether versetzt und fur 1&ehrt gerihrt. Die Losung wurde auf die
in Tabelle 11 angegebene Temperatur gekihlt und@8.42 mmol, 1 Ag28in 1 mL DMF
hinzugeflgt. Das Reaktionsgemisch wurde fir 2 hgeeiihrt und anschlie3end Gber Nacht
auf rt erwarmt. Es wurden 5 mL DCM hinzugegeberirdal mit 5 mL HO gewaschen, tUber
NaSO, getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Nacliles&hromatographischer
Trennung wurden die Fraktionen massenspektrometriaoalysiert, wobei nur das

Eliminierungsprodukt (zwische@-5‘ und C-6') von 28 als Hauptprodukt identifiziert werden

konnte.
Tabelle 11 Variation der Temperatur bei dem Darstellungswehns/on29, Variante B.
Reaktion T [°C]
A 0
B -12
C -50
Variante C:

15 mg (4.0 umol)27 wurden in trockenem THF gelést und auf 0 °C gekiBl5 mg
(9.5umol) 44 in 500 pL trockenem THF wurden langsam hinzugefiugtd das
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Reaktionsgemisch bei rt fir 2 h gerthrt. Die Reaktivurde per DC verfolgt und nach 2 h
1.9 mg (7.9 umol, 2 Ag) NaH hinzugefiigt, um die Rem zu beschleunigen. Die Reaktion
wurde Uber Nacht bei rt geruhrt, mit EssigsdureNttd vernichtet und eingeengt.

Variante D:

23 mg (6.1 pmolR7 und 17 mg KCO; wurden in 1 mL trockenem THF suspendiert, 1 h bei
0 °C gerthrt und mit 44 mg (7.3 puma@8 in 0.5 mL trockenem THF versetzt. Die Reaktion

wurde fur 2 h bei rt gerthrt.
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7  Toxikologische Daten

Substanz Piktogramme H-Satze P-Satze

Aceton 225, 319, 336, EUH066 | 210, 233, 305 + 351
+338

Acetonitril 225,302 + 312 + 332, | 210, 305 + 351 +

N-Acetyllactosamin

Ameisensaure

2-(2-Aminoethoxy)ethanol

Ammoniakalische Losun

25%

Benzaldehyd

Benzaldehyddimethylaceta

Benzoylchlorid

Benzylbromid
Benzyl-2,2,2-
trichloracetmidat
BF;-ELO

BisTris, BisTrisdqg
2-Butanon
n-Butylammoniumiodid
Bromwasserstoffsaure [
Eisessig, 33%

Chloroform, CDC}

Camphersulfonséaure

Dichlormethan

Diethylether

Oty
D

Sb
O©

D

D

D

D

D
SHOOP
D

b

ok

O®

&b

142

319
315, 319, 335

226, 314

312, 314

314, 335, 400

302

302

302 + 312 + 332, 314,
317

319, 335, 315

302, 315, 319, 335

226, 302, 314, 330, 372

315, 319, 335

301, 311, 331, 370

302. 315, 319, 335

314, 335

302, 315, 351, 373

314

351

224,302, 336

338, 403 + 235

P261, P305 + P351
+ P338

P280, P305 + P351
+ P338, P310

P280, P305 + P351
+ P338, P310

P280, P273, P301 +
P330 + P331, P305
+ P351 + P338,
P309, P310

280, 301 + 330 +
331, 302 + 352, 305
+ 351 + 338

305 + 351 + 338,
302 + 352

261, 305 + 351 +
338

260, 280, 284, 305 +
351 + 338, 310

261, 305 + 351 +
338

260, 280, 301 + 310,
311

261, 305 + 351 +
338

261, 280, 305 + 351
+ 338, 310

281

280, 305 + 351 +
338, 310

281

210, 261



Substanz
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Piktogramme

H-Satze

P-Satze

Dioxan, Dioxanelg

DIPEA

DMF
DTT, DTT-dy
EtOH
EtOAC

Ethylchlorformiat

Essigsaure
Essigsaureanhydrid
Heptan

Hexan
Hydroxylaminhydrochlorid
LiBr

MeOH

Methansulfonylchlorid

MnCl,

MOPS

Natrium

NaNO,

NaH (60% in Oldispersion)

SO
SOS

O
b

®
&
SO

SO
SSD
SHHP
SHOHS
?@@@

O
OO

143

225, 319, 335-351

225, 301, 314, 412

226, 312, 319, 332, 360

302, 315, 319, 335

225

225, 319, 336

225, 302, 314, 330

226, 314

226, 302, 314, 332

225, 304, 315, 336, 410

225, 304, 315, 336, 3611{

373,411

290, 302, 312, 315, 3174
319, 351, 373, 400

302

225, 301, 311, 331, 370

300, 310, 314, 330, 335

301

315, 319, 335

260, 314

272,301, 400

260, 319

210, 261, 281, 305 +
351 + 338

210, P273, 280, 301
+ 310, 305 + 351 +
338, 310
D 201, 280, 305 + 351
+ 338, 308 + 313

261, 305 + 351 +
338

210

210, 261, 305 + 351
+ 338

210, 260, 280, 284,
305 + 351 + 338,
310

280, 305 + 351 +
338, 310

280, 305 + 351 +
338, 310

210, 261, 273, 301 +
310, 331, 501

, 210, 261, 273, 281,
301 + 310, 331

,273, 280, 305 + 351
+ 338

210, 260, 280, 301 +
310, 311

260, 264, 280, 284,
301 + 310, 302 +
350
301 + 310

261, 305 + 351 +
338

223, 231 + 232, 280,
305 + 351 + 338,
370 + 378, 422

220, 273, 301 + 310

223, 231 + 232, 305
+ 351 + 338, 370 +
378, 422
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Substanz Piktogramme H-Satze P-Satze
NaOH 314 280, 305 + 351 +

338, 310
4-Penten-1-ol 226

Petrolether 50-70

Piperidin

PtO,

Pyridin

Salpetersaure, rauchend

Salzsaure 37%

Schwefelsaure

Silbercarbonat

TBTU

Tetrahydrofuran

Toluol

2,4,6-Trichlorpyrimidin

Triethylamin

Trifluoressigséaure

Trifluoressigsaureanhydrid

Triisopropylsilan

Trifluormethansulfonsaure

Trifluormethansulfon-

saureanhydrid

TMS Triflat

®
RO A

SSG
O
S
SD
b

D
&b
SHP
D

S
SOD
SOD
&b
SOD
SD
SO

144

225, 304, 340, 350, 3611
373, 412

225, 311, 314, 331

272,319

225, 302, 312, 332

272,311, 314, 331

314, 335

314

315, 319, 335

315, 319, 335

225, 319, 335

225, 304, 315, 336,

361d-373

302, 312, 315, 319, 332
335

225,302, 312, 314, 332

314, 332, 412

314, 332

226, 315, 319, 335

302, 312, 314

302, 314

226, 314

, 201, 210, 273, 281,
301 + 310, 308 +
313
210, 261, 280, 305 +
351 + 338, 310

220, 305 + 351 +
338

210, 280

220, 261, 280, 305 +
351 + 338, 310

261, 280, 305 + 351
+ 338, 310

280, 305 + 351 +
338, 310

261, 305 + 351 +
338

261, 305 + 351 +
338

210, 261, 305 + 351
+ 338

210, 261, 281, 301 +
310, 331

261, 280, 305 + 351
+ 338

210, 280, 305 + 351
+ 338, 310

273, 280, 305 + 351
+ 338, 310

280, 305 + 351 +
338, 310

261, 305 + 351 +
338

280, 305 + 351 +
338, 310

280, 305 + 351 +
338, 310

280, 305 + 351 +
338, 310
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Substanz Piktogramme H-Satze P-Satze

Tritylchlorid 314 280, 305 + 351 +
338, 310

Wasserstoff @ @ 220 210

ZnCl, 302, 314, 410 273, 280, 305 + 351

OOL

145

+ 338, 310, 501
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