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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Glycokonjugate Uben diverse, essentielle Funktionen bei unterschiedlichen biologischen
Vorgdngen aus. Sie sind unter anderem bei der Zellerkennung und in
Signaltransduktionskaskaden involviert. Bei pathologischen Veranderungen, wie
beispielsweise der Entstehung von Krebs, kdnnen veranderte Glycanstrukturen nachgewiesen
werden. lhre Analyse tragt dazu bei zelluldre und physiologische Prozesse zu verstehen und
im Falle pathologischer Veranderungen in einem therapeutischen Sinne beeinflussen zu

koénnen.

Der Aufbau von Glycokonjugaten erfolgt durch eine spezielle Klasse von Enzymen: den
Glycosyltransferasen (GT). Ein wichtiger Kontrollmechanismus zum besseren Verstandnis der
biologischen Vorgange ist die spezifische Hemmung von Glycosyltransferasen.

Die Entwicklung und die Darstellung von selektiven und spezifischen Inhibitoren steckt heute
noch in den Kinderschuhen, da zum einen die enzymatisch katalysierten Reaktionen aufRerst
komplex sind und die Glycosyltransferasen als Transmembranproteine schwer zuganglich
sind. Aber auch der synthetische Zugang zu derartigen Strukturen ist sehr schwierig und

kostenintensiv.

Im Rahmen dieser Arbeit diente die humane Galactosyltransferase B (GTB) als Modellsystem
zur Entwicklung verschiedener Inhibitoren. Sie bietet sich als Modellsystem an, da die
dreidimensionale Struktur durch die Losung mehrerer Kristallstrukturen aufgeklart werden
konnte. Zudem lieferten mechanistische Studien erste Erkenntnisse Uber die Wirkungsweise

des Enzyms.

GTB katalysiert den finalen Schritt zur Bildung des Blutgruppenantigens B. Dabei findet die
Ubertragung einer Galactoseeinheit vom Donorsubstrat UDP-a-D-Galactose (UDP-Gal) auf
die O-3-Position der terminalen Galactose des Akzeptorsubstrates, dem H-Antigen statt.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Der erste Teil befasst sich mit der
Entwicklung und dem strukturbasierten Design, sowie der synthetischen Darstellung von
bisubstratbasierten Inhibitoren der GTB. Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der

Synthese und Analyse von nicht-substratbasierten Inhibitoren der GTB.

In einer frilheren Arbeit wurde das Disaccharidmimetikum 18 mittels molecular modelling
entwickelt. 18 stellt einen potentiellen Inhibitor der GTB dar. Das Disaccharidmimetikum setzt
sich aus zwei Motiven zusammen. Das Akzeptormotiv besteht aus einem L-Fucosebaustein,
der Uber einen Pentyllinker mit einem Teil des Donormotivs verknipft ist. Das Donormotiv

besteht aus einem D-Galactosebaustein. Durch die Verbindung des Akzeptormotivs mit dem
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Donormotiv verspricht dieser Ligand groRtmdgliche Spezifitdt sowie Selektivitat, da in ihm die
Strukturelemente des Akzeptorsubstrates und des Donorsubstrats miteinander vereint sind.
Aufbauend auf diese Struktur wurden weitere Inhibitoren in silico entwickelt und mittels
molecular modelling auf ihre Bindungseigenschaften hin untersucht.

Die in silico entwickelten Bisubstratanaloga dienten nachfolgend als Vorlage fir zu
synthetisierende Disaccharidmimetika. Das Disaccharidmimetikum 28 wurde ausgewahlt und
es wurde eine Synthesestrategie entworfen. Diese sah die Verwendung mehrerer Bausteine
vor. Ausgehend von Ligand 28 konnte Ligand 39 entwickelt werden, der noch einen grol3en
Teil des Akzeptors abdecken soll. Fir 39 wurde ebenfalls eine Synthesestrategie entworfen
und optimiert. 28 und 39 konnten nach Optimierung und Verifizierung erfolgreich dargestellt

werden. Beide stellen potentielle Inhibitoren der GTB dar.

Der zweite Teil der Arbeit umfasst die synthetische Darstellung und Ermittlung der
Bindungseigenschaften von nicht-substratbasierten Inhibitoren der GTB. Diese wurden von
Felix Niemeyer (F. Niemeyer, unveroffentlichte Ergebnisse) durch Docking-Studien als
erfolgversprechende Kandidaten zur Inhibierung der GTB ermittelt. Die ermittelten Strukturen
leiten sich von dem bereits bekannten Inhibitor 16 einem Phenylpiperazinothiadiazol (Ligand
382) der GTB ab.

Vier dieser Kandidaten (54, 55, 56, 57), die am Piperazin mit verschiedenen Resten amidiert
sind wurden erfolgreich synthetisiert und anschlieBend auf ihr inhibitorisches Potential hin
untersucht. Die Bindungseigenschaften von 54, 55 und 56 gegentber GTB wurden durch
SPR-Bindungsstudien ermittelt. Ligand 54 zeigte in dem untersuchten Konzentrationsbereich
keine Wechselwirkung mit GTB. Die kinetisch ermittelten Dissoziationskonstanten fur die
Verbindungen 55 und 56 liegen im niedrig mikromolaren Bereich. Das inhibitorische Potential
von 55, 56 und 57 gegeniiber GTB konnte durch kompetitive STD-NMR-Experimente und
Progresskurvenanalyse bestatigt werden. Die ermittelten K-Werte liegen im niedrig
mikromolaren Bereich und bestitigen damit die kinetisch-bestimmten Kp-Werte der SPR-
Bindungsstudien. Fir Verbindung 57 konnte zusatzlich durch Progresskurvenanalyse ein K-
Wert von 41.5 uM bestimmt werden. Damit zahlt 57 zu den starksten momentan bekannten
Inhibitoren der GTB.
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2 Abstract

Glycoconjugates play a key role in various biological processes e.g. cell recognition and signal
transduction cascades. Furthermore, they are involved in pathological processes such as
oncogenesis. Hence there is a great interest in their analysis to further understand their
biological role. Especially because of their involvement in cellular and physiological processes
it is important to include glycans as targets in therapeutic approaches.

The synthesis of glycoconjugates is carried out by a special class of enzymes:
glycosyltransferases (GT). The specific inhibition of glycosyltransferases is an important
control mechanism to understand biological processes. Considering the complexity of the
enzymatic reactions it is still challenging to find suitable inhibitors. Furthermore the synthesis
of inhibitors is very difficult and expensive.

In this work the human blood group B galactosyltransferase (GTB) served as a model system
for the development of various inhibitors. GTB catalyzes the transfer of a galactose unit from
UDP-galactose to the H-antigen forming the blood group B-antigen. The crystal structure of
GTB revealed the bioactive conformation of the donor and the location of the acceptor

substrate and further elucidates the mechanism of the binding event.

This thesis is divided into two parts. The first part describes the structure based approach of
the design and synthesis of new bisubstrate inhibitors for GTB. The second part deals with the
synthesis and the binding analysis of non-substrate based inhibitors of GTB. This is a class of
alternative inhibitor chemotypes that are not structurally derived from GT donors or acceptors.
The identified structures are derivates from the known inhibitor 16 (compound 382) a

piperazinyl phenyl thiadiazole.

In earlier work ligand 18 was designed in silico. This molecule was used as a lead structure
for disaccharide mimics. The selected disaccharide mimics combine both requirements of
bisubstrate analoges: selectivity and specifity. The selected molecules have a covalent linkage
between the donor motive and the acceptor motive. The disaccharide mimic 28 was selected
and a synthetic strategy consisting of two building blocks was developed. Another ligand 39
that should cover the acceptor site better was designed based on the structure of the ligand
28. Also for 39 a synthetic strategy was developed and optimized. After optimization and

verification 28 and 39 were successfully synthesized. Both are potential inhibitors of GTB.

The second part of this work focuses on the synthesis and analysis of binding affinity of non-
substrate based inhibitors of GTB. They were found by Felix Niemeyer (Niemeyer, F.

unpublished work) by docking studies. The non-substrate based inhibitors that are modified by
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amidation of the piperazinyl group are derivatives of a known inhibitor 16 of GTB. Four

candidates were selected.

The compounds 54, 55, 56 and 57 were synthesized and subsequently analyzed with a focus
on the inhibitory potential of GTB. The binding affinity of 54, 55, 56 was determined by surface
plasmon resonance experiments (SPR).

Ligand 54 exhibits no competitive behavior in the analyzed concentration range. The kinetically

determined dissociation constants of 55 and 56 were consistently in the low micromolar range.

The inhibitory potential of 55, 56 and 57 was determined by competitive saturation transfer
difference (STD) NMR experiments and progress curve analysis. The resulting K, values are
in low micromolar range. The results confirm the kinetically determined Kp values of the SPR
experiments. In addition for ligand 57 a K, value of 41.5 uM was determined by progress curve
analysis. Thus, 57 is currently the strongest known inhibitor of GTB without changes.
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3 Einleitung

Kohlenhydrate stehen nicht nur als Energiespeicher (Glucose, Glycogen, Starke) und
Strukturmaterialien (Cellulose, Chitin) zur Verfugung. Sie zéhlen zu einer der biologisch
bedeutsamsten Naturstoffklassen und zeichnen sich durch eine aufR3erordentliche strukturelle
Diversitat in Form von unterschiedlichen Monosacchariden, Oligo- und Polysacchariden sowie
von Verbindungen mit anderen wichtigen Biomolekulen wie beispielsweise Proteinen und
Lipiden aus. Derartige Verbindungen werden unter dem Synonym der Glycokonjugate

zusammengefasst.? 3

So sind pro- und eukaryontische Zellen in unterschiedlicher Weise von Kohlenhydratstrukturen
umgeben. Diese befinden sich bei Bakterien an einer der Zellmembran angrenzenden
extrazellularen Schicht. Die Kohlenhydrate liegen im Regelfall als Glycokonjugate vor. Diese

sind bei tierischen Zellen die Lipiddoppelschicht, welche die Zellmembran aufbaut, eingebettet.

Die Gesamtheit aller Zuckermolekile, die an Oberflachenproteine und -lipide der auf3eren
Seite der Zellmembran gekoppelt sind, wird z.T. unter dem Begriff Glycocalyx

zusammengefasst.

Der Aufbau der Glycocalyx st
.. zellspezifisch und zeichnet dadurch
N Zellen nach Entwicklungsstadium, Typ
und Status aus. Unter anderem verleiht
die Glycocalyx den Zellen Antigen- und
Blutgruppeneigenschaften und ist somit
fur Immunreaktionen sehr wichtig (z.B.

bei der Transplantatabstofl3ung).

Ein groRRer Beitrag liegt in ihrer
Beteiligung an vielen Vorgangen der
~ " Zellkommunikation. So sind

saccharidbindende Proteine (Lektine)

Abbild 1: Elekt ikroskopische Aufnah d .
naung exironenmIKroskopische Authahme der darauf spezialisiert, Teile der

Glycocalyx einer Endothelzelle einer Koronaraterie. ! . .
Zelloberflachensaccharide der

Glycocalyx als Liganden zu erkennen und zu binden.

Solche Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen sind fur zellulare Prozesse von zentraler
Bedeutung. lhre Analyse liefert die Vorraussetzungen um zelluldare und physiologische
Prozesse verstehen und, im Falle pathologischer Veranderungen, in einem therapeutischen

Sinne beeinflussen zu kénnen.


http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMEry.html
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In eukariotischen Zellen werden Oligosaccharide durch ein Wechselspiel von
Glycosylhydrolasen (GHs) und Glycosyltransferasen (GTs) dargestellt. Die Erforschung dieser
Enzyme kann demnach zum Verstandnis des biologischen Potentials von Kohlenhydraten
beitragen.

3.1 Glycosyltransferasen

Trotz der Schlusselrolle der GTs in der Biosynthese von komplexen Oligosacchariden,
Glycoproteinen, Glycolipiden und weiteren Glycoconjugaten, war lange Zeit nur sehr wenig
Information Uber die mechanistischen Details der GTs verfugbar. Erst mit Einsatz der
rekombinanten DNA-Technologien konnten die Probleme der geringen Verfugbarkeit und
Stabilitat weitestgehend bewaltigt werden. Dadurch konnte sich die Forschung an GTs enorm

weiterentwickeln.®!

Im Gegensatz zu den sehr detailliert charakterisierten Proteasen und Proteinkinasen sind die
Glycosyltransferasen (GTs) immer noch unzureichend beschrieben. Die Mehrheit der GTs sind
Typ Il Transmembranproteine, die im Golgi lokalisiert sind.[® 1 GTs (E.C. 2.4.x.y.) katalysieren
den Transfer einer Saccharideinheit eines aktivierten Donorglycosids auf spezifische
Akzeptormolekile. Die Substratspezifitat der GTs ist dabei der Schlussel zur strukturellen
Diversitat der Glycoside.®!

Da Glycosyltransferasen bei zahlreichen Biosynthesen beteiligt sind, ergibt sich ein sehr
breites Spektrum verschiedener Akzeptormolekiile. Diese beinhalten unterschiedliche Arten
von Biomolekilen z.B. Oligosaccharide, Proteine, Nucleinsauren, Lipide sowie auch unzahlige
Naturstoffe. Jedoch werden Uberwiegend mit etwa 90 % Nucleotidzucker als aktivierte Zucker
verwendet, man findet aber auch Dolicholphosphatmonosaccharide und unsubstituierte
Phosphatzucker.® 9 Die Ubertragung der Kohlenhydrat-Einheit von einem aktivierten
Donorzucker auf ein Akzeptorsubstrat erfolgt dabei regiospezifisch. Durch den sukzessiven
Einsatz mehrerer GTs kann so eine Vielzahl unterschiedlicher Glycanstrukturen bzw.

Glycokonjugate entstehen.

In der Regel handelt es sich bei der Akzeptorfunktion um die Hydroxyfunktion eines Oligo-
oder Monosaccharids. Ebenso konnen aber auch Lipide, Glycokonjugate, Proteine,

Nucleinsduren, Antibiotika und weitere kleine Molekile als Akzeptormolekiile fungieren.

Bei Proteinen werden die N-Glycosylierung und O-Glycosylierung voneinander differenziert.
Bei der N-Glycosylierung erfolgt die Bindung von Glycanen an die Amidgruppe von
Asparaginresten, wahrend bei der O-Glycosylierung die Bindung an Hydroxylgruppen von

Serin- und Threoninresten erfolgt.
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Enzymabhéangig erfolgt die Ubertragung der Kohlenhydrateinheit auf das Akzeptormolekiil
unter Inversion oder Retention am anomeren Zentrum. Somit ist die Synthese von a- und (-

Glycosiden aus einem identischen Donorsubstrat mdglich (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Allgemeine schematische Darstellung der GT-katalysierten Reaktion. Ein aktivierter
Zucker wird spezifisch auf ein Akzeptorsubstrat Gbertragen. Dabei kommt es zur Freisetzung eines
Nucleosidmonophosphates (NMP) oder Nucleosiddiphosphates (NDP) als Nebenprodukt.

Wahrend der Mechanismus von invertierenden Glycosyltransferasen bekannt ist, ist der

Katalysemechanismus von nicht invertierenden GTs in vielen Fragen noch ungeklart.

3.1.1 Klassifizierung und Strukturen von Glycosyltransferasen

Die Enzyme GTA und GTB sind fir die Differenzierung der Antigene verantwortlich. Obwohl
das ABO- Blutgruppensystem schon 1901 entdeckt wurde, konnte erst 1990 die
Nucleotidsequenz der ABO-Gene bestimmt werden. Basierend auf diesen Sequenzen wurden
die humanen Glycosyltransferasen GTA und GTB als Typ-ll-Transmembranproteine bestatigt.
Beide Enzyme gehéren zur Superfamilie mit GT-A-Faltung und werden in die GT6-Familie
eingeordnet GTA und GTB enthalten jeweils 354 Aminosauren und sind zu 99 % homolog

zueinander. Ihr Molgewicht betragt 41 kDa.[*"!

Unter allen bekannten Glycosyltransferasen konnte keine anndhernd so hohe Homologie wie
zwischen GTA und GTB festgestellt werden. Die Gene der zwei Enzyme unterscheiden sich
durch sieben Punktmutationen. Dies bewirkt, dass sich beide Enzyme in vier Aminosauren
(R176G, G235S, L266M, und G268A) unterscheiden. Die vier Aminoséuren sind im

katalytischen Zentrum lokalisiert.!*”
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Kristallstrukturanalysen beweisen, dass die Aminosaureresten 266 und 268 verantwortlich
sind fur die Donorspezifitat, wahrend die Aminosaurereste 235 und 266 eine Rolle bei der

Akzeptorerkennung und dem Umsatz spielen. % 1]

Sowohl GTA als auch GTB sind membranstandig und im Golgi lokalisiert. Sie sind aber auch
in I6slicher Form in Koérperflissigkeiten nachweisbar und enzymatisch aktiv.®! Seit Mitte der
1990er stehen rekombinante Gene zur Verfiigung, deren Produkte nur noch die ldsliche
Domaéne besitzen. Diese setzt sich aus der katalytischen Domé&ne und Teilen der Stammregion
zusammen. Diese Enzyme besitzen ein Molgewicht von ca. 35 kDa. In E.coli kdnnen sie in
grolReren Mengen synthetisiert werden (~95 mg/L Kultur), sie sind in ihrem Verhalten beziiglich
Kinetik und Substratspezifitat vergleichbar mit den aus humanen Seren isolierten I6slichen
Formen von GTA und GTB.[?14

Ublicherweise wurden Glycosyltransferasen anhand ihrer Donor-, Akzeptor- und
Produktspezifitat klassifiziert (EC-Klassifikation), wobei jedoch eine Verwandtschaft von
Sequenz oder Struktur unbertcksichtigt bleibt. Um diese Limitierung zu umgehen erfolgte
alternativ.  eine  Klassifizierung auf Grundlage der Aminosauresequenz der
Glycosyltransferasen. Diese sind in der CAZY Datenbank (www.cazy.org)® als Familien
gelistet. Bis heute sind 97 Glycosyltransferase-Familien (Stand September 2015) bekannt. Sie
machen ca. 1-2 % des jeweiligen Genoms aus; dies unterstreicht noch einmal die Wichtigkeit

dieser Enzymfamilie.

Trotz der weitreichenden Diversitat der Gensequenzen, sind bisher nur drei Faltungstypen fur
GTs bekannt. Diese heil3en GT-A, GT-B und GT-C.

Der GT-C Faltungstyp wurde anhand von Sequenzanalysen vorhergesagt. Es konnten
mittlerweile Strukturen aufgeklart werden, die diesem Faltungstyp entsprechen. GTs vom GT-
C Typ sind in der ER- oder Plasma-Membran lokalisiert.'® 71 Sie besitzen mehrere

Transmembranhelices und tbertragen vorwiegend Lipidphosphatzucker als Donorsubstrate.

Die GT-B Faltung wird durch zwei separate B/a/B-Rossmann-dhnliche Domanen, welche
locker durch eine Linker-Region miteinander assoziiert sind, charakterisiert. Das katalytische
Zentrum ist in der Mitte der beiden Doménen lokalisiert. Das ubliche Rossmann-Motiv
beinhaltet sechs B-Faltblatter verbunden durch a-Helices, wobei die B-Faltblatter dabei ein
gedrehtes paralleles Faltblatt bilden. Rossmann-Falten stellen typischerweise
Nukleotidbindungsstellen dar. GTs die der GT-B Faltung entsprechen sind metallionen-

unabhéangig.[8 19

Die GT-A Faltung weist zwei im Gegensatz zur GT-B sehr eng beieinanderliegende B/a/B-
rossmanndhnliche Domanen auf. Durch diese kompakte Anordnung ergibt sich nur eine

Doméne, die Bindungsstellen fir Akzeptor- und Donorsubstrat sind jedoch deutlich

8
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voneinander separiert. Viele der GT-A-Enzyme besitzen ein DXD-Motiv (Asp-X-Asp), welches
ein zweiwertiges Kation, meist Mn?*, bindet. Das Metall-lon ist essentiell fur die Katalyse, da
es die Bindung der aktivierten Phosphatgruppe des Donorzuckers, unterstiitzt. Das DXD-
Motiv ist jedoch nicht konserviert, es gibt GTs, die der GT-A Faltung folgen aber kein DXD-
Motiv beinhalten.®

A B

A

~

Abbildung 3: Proteinfaltungen der Glycosyltransferasen (A) Die GT-A Faltung dargestellt durch das
invertierende Enzym SpsA aus Bacillus subtilus, protein Data Bank (pdb) 1 QGQ (B) die GT-B Faltung
dargestellt durch die T4-Glucosyltransferase Bacteriophage, pdb 1JG7.°!

Fast alle golgistandigen GTs sind identisch in ihrem Aufbau.’! Sie gehdren zu den
Typ-lI-Transmembranproteinen. Ihr Aufbau erfolgt aus einem N-terminalen cytoplasmatischen
Schwanz, gefolgt von einer Transmembranregion, einer Stammregion und einer grof3en C-
terminalen katalytischen Doméane. Die katalytische Stammregion ragt dabei in das Golgilumen
hinein. Die l6slichen Formen der GTs entstehen durch protolytische Spaltung im Bereich der

Stammregion aus dem membranstandigen Teil.
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Abbildung 4: Die schematische Darstellung zeigt, wie durch proteolytsche Spaltung die I6slichen

Formen der GTs entstehen.[10]

3.1.2 Katalysemechanismen

Die Ubertragung des Donorsaccharids erfolgt in von GTs katalysierten Reaktionen unter Erhalt
oder Inversion der Konfiguration des anomeren Kohlenstoffatoms des zu Ubertragenden
Zuckers. Dadurch ist eine Klassifizierung der Glycosyltransferasen aus mechanistischer Sicht
in nicht-invertierende und invertierende Glycosyltransferasen moglich. Diese Einteilung ist

unabhangig vom Faltungstyp der GTs.

Der Mechanismus der invertierenden Glycosyltransferasen folgt wahrscheinlich dem
Sn2-Mechanismus, d.h. einer nucleophilen Substitutionsreaktion. Dabei fungiert eine aktive
Seitenkette des Proteins als Base. Sie katalysiert die Abstraktion des Protons des
Akzeptorsubstrats. Dieses greift dann nucleophil das anomere Kohlenstoffatom des
Donorsubstrats an. Unter Abspaltung der aktivierten Phosphatgruppe entsteht die
glycosidische Bindung.*9
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Abbildung 5: Invertierende Glycosyltransferasen nutzen einen direkten Sn2-artigen Mechanismus,
wodurch Inversion am anomeren Kohlenstoff auftritt. R = Nucleosid oder Nucleosid-Monophosphat,
R"OH = eine Akzeptor-Gruppe z.B. ein weiteres Saccharid.

Hingegen ist der Katalysemechanismus nicht-invertierender GTs noch nicht eindeutig
aufgeklart. Zur Diskussion stehen zwei Mechanismen, einmal ein Syi-Mechanismus und ein

doppelter Sy2- Mechanismus. % 20

T - x

Glycosid-Enzym-Komplex

Abbildung 6: Angenommener doppelter Sn2-Mechanismus  der  nicht-invertierenden
Glycosyltransferasen. Dabei wird die Bildung eines kovalent gebundenen Glycosid-Enzym-Komplex-
Intermediats vermutet, R = Nucleosid oder Nucleosid-Monophosphat R"OH = ein Akzeptor-Gruppe z.B.
ein weiteres Saccharid.

Bei der doppelten Substitution greift im ersten Schritt eine nucleophile Seitenkette des aktiven
Zentrums des Enzyms unter Austritt der Phosphatgruppe das Donorsubstrat an. Unter
Inversion der Konfiguration am anomeren Zentrum wird intermedidr ein Glycosid-Enzym-
Komplex gebildet. Die Phosphatgruppe deprotoniert anschlieRend das Akzeptorsubstrat,
wodurch dieses unter erneuter Inversion der Konfiguration und Zerfall des Glycosid-Enzym-

Komplexes an das Donorsubstrat bindet.

Der alternativ diskutierte Sni-Mechanismus geht von der Bildung eines Oxocarbeniumions

bzw. von der Bildung eines oxocarbenium-ahlichen Ubergangszustandes aus.
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Abbildung 7: (A), (B) Schematische Darstellung der zwei vorgeschlagenen Sni-Mechanismen. Die

Reaktion kdnnte entweder schrittweise (A) Gber ein kurzlebiges lonenpaar oder (B) konzertiert ablaufen.

R = Nucleosid oder Nucleosid-Monophosphat, R"OH = eine Akzeptor-Gruppe z.B. ein weiteres

Saccharid.

Durch Erkenntnisse aus Untersuchungen mit Glycosylhydrolasen wird eher von einer

doppelten Substitutionsreaktion ausgegangen, dies konnten jedoch bis heute nicht eindeutig

belegt werden.?!
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3.2 Einflhrung in das ABO Histo Blutgruppensystem

Das menschliche Blut kann in verschiedene Gruppen, die Blutgruppen eingeteilt werden.
Diese werden durch ein genetisch festgelegtes Sortiment von Antigenen, welche sich aus
Glycoproteinen und Glycolipiden zusammensetzen, unterschieden. Diese werden an der
Membran der roten Blutkdrperchen (Erythrozyten) und auf vielen weiteren Zellen
verschiedener Epithelien exprimiert. Darliber hinaus sind einige Gewebetypen in der Lage, die
Blutgruppendeterminanten zu sezernieren, sodass sie auch in Kaorperflissigkeiten

nachgewiesen werden kénnen.®

Das ABO-Histo-Blutgruppensystem gehért zu den wichtigsten Blutgruppensystemen der
Transfusionsmedizin. In diesem System werden die Blutgruppen in vier Hauptklassen
unterteilt: A, B, AB und O (null). Es basiert auf den Glycolipid-Antigenen A und B. Sie wurden
erstmals 1900 von K. Landsteiner beschrieben.!??!

Personen mit Blutgruppe A besitzen nur das Antigen A. Bei Blutgruppe B ist nur das Antigen
B prasent. Bei Individuen mit Blutgruppe AB sind Antigen A und Antigen B vorhanden. Und
Personen mit Blutgruppe 0 besitzen keine der Antigene.

Zusatzlich sind im Blutplasma noch Antikérper, die Agglutinine enthalten. Diese sind gegen
die fehlenden Blutgruppenantigene gerichtet. Personen mit Blutgruppe A Dbesitzen
anti B-Antikorper. Personen mit Blutgruppe B anti-A-Antikdrper. Im Falle von Blutgruppe AB
sind beide Antigene auf den Erythrozyten vorhanden und keine Antikérper im Serum enthalten.

Keine Antigene, aber A-Antikérper und B-Antikorper, sind bei der Blutgruppe 0 prasent.

Bei den Glycolipid-Antigenen A und B handelt es sich um Oligosaccharide, die sich nur durch
eine Monosaccharid-Einheit unterscheiden. Die Oligosaccharide sind tber ein Tragermolekl

in der Zellmembran verankert, liegen aber auch zum Teil in I6slicher Form vor.2!
Die Grundstruktur der Histo-Blutgruppenantigene bildet das H-Antigen.

Personen mit Blutgruppe 0 bilden nur das H-Antigen. Es besteht aus dem terminalen

Disaccharid a-L-Fucp-(1,2)-B-D-Galp. Dieses ist mit Glycolipiden oder Glycoproteinen
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verknupft. Es werden funf grundlegende H-Antigenstrukturen unterschieden (Abbildung 8).124

a2
B3

a2 @ p3 (O Galactose (Gal)

B3

B4 a2 o4 a2 [] N-Acetylgalactosamin (GlaNac)
B3 B3 B3 p4 p4
@ Glucose
a B B
R R R Ser/Thr Ceramid [l N-Acetylglucosamin (GlcNac)
H-Antigen H-Antigen H-Antigen  H-Antigen H-Antigen

Typ | Typ Il Typ I Typ IV Typ V A Fucose (Fuc)

Abbildung 8: H-Antigene vom Typ | - V. R steht fiir ein N- oder O-Glycan oder ein Glycolipid.[* 24

Durch Identifizierung von Oligosacchariden als Determinanten des ABO-Systems erfolgte die
Grundlage zur Charakterisierung der an der Biosynthese beteiligten GTs.?> 268 Die
blutgruppenbildenen Glycosyltransferasen A und B (GTA bzw. GTB fir die humanen GTs) sind
fur die Synthese der A- und B-Antigene verantwortlich.?”: 281 Bei der Bildung des A-Antigens
(3) wird ein N-Acetylgalactosamin-Monosaccharid vom Donorsubstrat UDP-GalNAc (2) auf

das H-Antigen (1) durch die a-1,3-N-Acetylgalactosaminyltransferase (GTA) libertragen.

Die Veranderung des H-Antigens erfolgt bei der Antigen B-Bildung durch die
a-1,3-Galactosyltransferase B (GTB). Diese Ubertragt eine Galactose vom aktivierten
Donorsubstrat UDP-Gal (4) auf das H-Antigen. (Abbildung 9).2°
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Abbildung 9: Bildung der Blutgruppen A- und B-Antigene durch GTA bzw. GTB. Die Anwesenheit eines

bivalenten Kations, Mn?* oder Mg?*, ist fiir die Katalysereaktion essentiell.

GTA und GTB unterscheiden sich nur in vier Aminosauren ihrer Sequenz und gehéren damit

bis heute zu den Glycosyltransferase-Paaren, die die htchste Homologie aufweisen.!*!!

Veranderte Expressionslevel der Antigene sind beim Menschen in den verschiedenen
Entwicklungsstadien normal. Neugeborene besitzen ca. 20-25 % weniger A/B-Antigene auf
den Oberflachen ihrer Erythrozyten als Erwachsene.%

Ebenso scheint die Expression der Antigene in pathologischen Prozessen, vorrangig in der
Carcinogenese, einen entscheidenden Einfluss zu haben. Der Verlust der Expression der
ABO(H) Antigene ist dabei am héaufigsten zu beobachten und wurde erstmalig 1957 in
Zusammenhang mit Leukamie beschrieben.BY Dieses wurde spater mit der Verringerung der
Enzymtatigkeit erklart. Im Gegensatz dazu wurde bei Dickdarmkrebs eine gesteigerte
Expression von A/B-Antigenen beobachtet. Im fortschreitenden Entwicklungsverlauf verringert

sich diese Expression im Darm normalerweise.23%
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3.3 Die humane Galactosyltransferase B

Die humane a-(1,3)-Galactosyltransferase B (GTB) gehort zur Gruppe der nicht-invertierenden
Galactosyltransferasen. Sie katalysiert die Bildung des Blutgruppen B-Antigens, wobei die
katalysierte Reaktion von einem bivalenten Kation abhangig ist. Bei der Katalyse erfolgt die
Ubertragung von a-Galactose vom aktivierten Donorsubstrat UDP-Gal auf das terminale
Disaccharid a-L-Fuc-(1,2)-B-D-Gal-OR des H-Antigens. Dabei wird eine neue a-(1,3)-
glycosidische Bindung zwischen dem H-Antigen und der Galactose gebildet. Im Jahr 20026
gelang die Strukturaufklarung der humanen GTB mittels Rontgenkristallographie. Mittels
massenspektrometrischer Untersuchung konnte gezeigt werden, dass GTB in wassriger
neutraler Losung als Homodimer vorliegt. Monomere kénnen erst bei einem pH Wert < 3.7
detektiert werden.

Die GTB-Struktur weist eine GT-A Faltung auf.!*% 11 Die katalytische Domane besteht aus zwei
Halften, in deren Mitte das aktive Zentrum lokalisiert ist. Im katalytischen Zentrum sind die vier
Aminosauren, durch die sich die GTA und GTB unterscheiden, lokalisiert. Die Domé&nen sind
durch eine flexible Schleife verbunden, die in der Rontgenkristallstruktur von 2002, ebenso wie
die letzten zehn Aminosaurereste des C-Terminus nicht vollstdndig aufgeldst ist. Beide
Doménen sind fur die Substraterkennung der GTB verantwortlich. Dabei erfolgt an der C-
terminalen Halfte die Akzeptorsubstraterkennung. An der N-terminalen Halfte findet hingegen
die Donorsubstratbindung statt. Das konservierte DXD-Motiv (?*:DVD?'3), welches die Bindung
des bivalenten Kations koordiniert, befindet sich im aktiven Zentrum, dieses kann durch eine

flexible loop geschlossen und gedtffnet werden.
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Abbildung 10: Verschiedene Kristallstrukturen der GTB. Dargestellt sind jeweils die l|8slichen
Domaénen. Die Liganden UDP und H-Dis-octyl sind griin und Mn?* in gelb dargestellt. (A) GTB-Dimer
(PDB ID: 3UOX), (B) GTB-Monomer ohne Liganden (PDB ID: 2RIT) und (C) GTB-Monomer mit UDP
und H-Dis-octyl (PDB ID: 2RJ8).

2008 verdffentlichten Alfaro et al.B”! Kristallstrukturen von GTB und den GTB/GTA-Mutanten
ABBB und AABB. Neben den C-terminalen Resten konnte auch der interne loop, der von
Aminosaure 176 bis 195 reicht, aufgeltst werden. Es zeigte sich das die Enzyme eine
Konformationsanderung wahrend der Substratbindung durchlaufen. Dabei wurden drei
konformationelle Anderungen detektiert: ein geschlossener, ein halboffener und ein offener

Zustand.

Die offene Konformation liegt vor, wenn kein Ligand oder nur das Akzeptorsubstrat H-Dis-Octyl
gebunden ist. Zwei a-Helices bilden die interne loop, diese und die flexible C-terminale loop
lagen ungeordnet vor und sind daher nicht in der Struktur aufgelost.

Bei Bindung von UDP kommt es zu einer konformationellen Umordnung. Die zwei a-Helices
verbinden sich zu einer, dadurch bewegt sich die interne loop und bildet so Wechselwirkungen

zum UDP aus. Dieser Zustand wird als halbgeschlossen definiert. Der geschlossene Zustand
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wird bei Bindung von H-Dis-Octyl und UDP erreicht. Dabei liegen die interne und die C-
terminale loop Uber dem aktiven Zentrum in einem geordneten Zustand vor. Die C-terminale
loop bildet dabei Wechselwirkungen zur internen loop, Akzeptor- und dem Donorsubstrat aus.
Dabei ist es wahrscheinlich, dass nur aus dieser Konformation eine effiziente Katalyse méglich

ist.

Abbildung 11: Schematische Darstellung der konformationellen Anderung welche durch die
Substratbindung hervorgerufen wird. (A) Uberlagerung der Strukturen der ungebundenen Mutante
ABBB in der offenen Konformation (weiss) mit ABBB, UDP-Gal und dem H-Dis-Octyl in der
geschlossenen Konformation (gelb, rot). Die interne loop und die C-terminale loop sind in rot UDP-Gal,
H-Dis-Octyl in orange und Mangan in grin dargestellt. (B) Vergrof3erter Ausschnitt des katalytischen
Zentrums von ABBB. Der Pfeil deutet die Bewegung der internen loop bei der konformationellen

Umordnung der gedffneten zur halbgeschlossenen Konformation an.[3"!

Zudem lassen bisherige Erkenntnisse die Annahme zu, dass die Donorsubstratbindung der
Akzeptorsubstratbindung ~ vorangeht.®%9  Dabei  zeigen =~ NMR-spektroskopische
Untersuchungen, dass UDP-Gal in einer zuriickgefalteten Konformation gebunden wird. Die
zu Ubertragende Galactose liegt dabei tGber der Nucleotideinheit.*® Das Akzeptorsubstrat
H-Dis-Octyl wird ebenfalls in einer dominierenden Konformation gebunden. Dabei beweisen
sowohl Kristallstrukturen als auch STD-NMR-Experimente eine Dominaz der Galactose bei
der Bindung. Kinetische Studien hingegen zeigen, dass der Fucoserest von Bedeutung fir

eine effiziente Katalyse ist.*!
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3.4 Glycosyltransferaseinhibitoren

Wie in den vorherigen Abschnitten beschrieben, leisten GTs und Glycokonjugate einen
elementaren Beitrag in biologischen Prozessen. Trotzdem ist das komplette Spektrum ihrer
Funktionen bis heute nicht aufgeklart. Die spezifische Regulation sowie die genaue
Untersuchung der Glycosylierung und deren Funktionen im Zellgeschehen, stehen daher im

Fokus der naturwissenschaftlichen Forschung.

Als ein Ansatzpunkt zur gelenkten Regulation gelten GT-Inhibitoren. Ebenso sind spezifische
Inhibitoren fur therapeutische Applikationen und die Produktion von Glycokonjugaten mit

speziellen Glycosylierungsmustern von Belang.®

Traditionell stellen Substratanaloga dabei den Grof3teil, der bis heute entwickelten Inhibitoren
dar. Zu ihnen z&hlen die Donor- Akzeptor und Bisubstratanaloga.

Donorsubstratanaloga enthalten haufig ein NDP- bzw. NMD-Motiv. Alternativ mimikrieren sie
die Diphosphateinheit des Donorsubstrats.

Akzeptorsubstratanaloga hingegen leiten sich vom Akzeptormotiv ab, bei ihnen handelt es sich
haufig um modifizierte Disaccharide.

Bisubstratanaloga enthalten Strukturmotive der Donor- und der Akzeptor-Einheit, wobei diese
kovalent miteinander verlinkt sind. Daneben wurden auch Ubergangszustandsanaloga des
Donorsubstrats entwickelt. Diese leiten sich meist von den entsprechenden Glycalen ab, da

man annimmt, dass sie den Ubergangszustand nachahmen. 3 44

Akzeptorsubstratanaloga besitzen i.d.R. eine hohere Spezifitédt als Donorsubstratanaloga,
jedoch ist ihre Affinitat haufig gering. Donor- und Ubergangszustandsanaloga zeigen hingegen
aufgrund der starken Affinitstt der GTs zu ihren Donorsubstraten gute
Inhibierungseigenschaften (normalerweise im mikromolaren Bereich). Jedoch ist es schwierig
eine selektive Inhibition basierend auf dem Donorsubstratmotiv zu erreichen, da gleiche oder

ahnliche Substrate mehrheitlich von verschiedenen GTs genutzt werden. !

Das groRte Potential der substratbasierten Inhibitoren besitzen daher Bisubstratanaloga, da in

ihnen die bendtigten Eigenschaften der Selektivitat und Affinitat vereint sind.[!

Die Entwicklung von Verbindung 7 gelang unter Verwendung struktureller und mechanistischer
Informationen. Verbindung 7 stellt ein Donorsubstratanalogon verschiedener GTs u.a. auch
der GTB dar. Die inhibitorische Konstante wurde auf K= 0.45 uM bis 38.8 UM gegenuber
verschiedenen GTs bestimmt. Der K; wurde fir GTB in Gegenwart von UDP-Gal auf K= 2.4 uM

bestimmt.
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Abbildung 12: Donorsubstratanalogon fur zwei verschiedene GalTs. Kristallstrukturen belegen eine
Besetzung der Bindungstasche des Basenfragments. Durch eine Einstufenreaktion gelang die
Derivatisierung der 5-Position innerhalb der Pyrimidinbase von UDP-Gal. Mit 7 gelang in Gegenwart

von UDP-Gal eine Inhibition der a-(1,4)-Galactosyltransferase (Nesseria meningitidis) mit Ki= 0.45 uM.

Rontgenkristallstrukturen deuten darauf hin, dass die Inhibierung von solchen
Uracil-modifizierten Basen dadurch erreicht wird, dass eine wichtige loop-Bewegung nicht
mehr ausgefuhrt werden kann, wodurch die geschlossene Konformation des Enzyms nicht

mehr eingenommen werden kann.

K.Schaefer et al.l*® gelang die Synthese des donorsubstratanalogen Inhibitors 8
(Abbildung 13). Dieser verspricht aufgrund seiner nichtionischen Eigenschaften eine
bessere Bioverfiugbarkeit. Der Ki wurde per kompetitiver STD-NMR fur GTB in Gegenwart
von Magnesium auf K= 117 uM bestimmt.

Ho OH

HO

Abbildung 13: Der von Schaefer et al. nichtionische Inhibitor. 8. Dieser weist donorsubstratanaloges
Verhalten auf. Fir GTB konnte eine inhibitorische Konstante von Ki= 117 pM bestimmt werden. Eine

Inhibierung von GTA konnte nicht nachgewiesen werden.
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Ein naturlich vorkommendes Bisubstratanalogum stellt Tunicamycin (9) dar, es inhibiert die
N-Acetylglucosaminyl-Phosphotransferase. Dagegen stehen nur eine geringe Anzahl
synthetisch dargestellter Bisubstratanaloga zur Verfigung. Interessante Beispiele stellen die
Verbindungen 11, 12 und 13 dar (Abbildung 14). Sie inhibieren die a-1,3-Galactosyltransferase
(a-1,3-GalT) des Schweins. a-1,3-GalT ist eine nicht-invertierende Glycosyltransferase. Sie
katalysiert die Bildung des Gala-(1—3)-Gal-Epitops, welches fir hyperakute
AbstoRungsreaktionen bei Xeno-Transplantationen verantwortlich ist. Die dargestellten
Verbindungen sind die einzigen, bis dato entwickelten Bisubstratinhibitoren einer nicht-
invertierenden Glycosyltransferase.*® 4 Die geringe Anzahl an Inhibitoren fir nicht-
invertierende GTs resultiert aus der erschwerten synthetischen Realisierung solch komplexer
Strukturen.

HO

o) OH OH

OH

Tunicamycin 9 Bisubstratanalogon der a-1,3-GalT nach Schmidt et al.

OH

OH OH
1" 12

Bisubstratanaloga der a-1,3-GalT nach Izumi et al.

Abbildung 14: Gezeigt ist eine Auswahl an Bisubstratinhibitoren: Tunicamycin (9) ist ein naturlich
vorkommendes Bisubstratanalogum, es inhibiert die N-Acetylglucosaminyl-Phosphotransferase. Die
Verbindungen 10, 11 und 12 sind synthetisch dargestellte Inhibitoren der a-1,3 GalT vom Schwein.

Verbindung 10 wurde von Schmidt et al. und 11 und 12 wurden von Izumi et al entwickelt.[43: 45]

Als wichtige Erganzung der Klasse von Inhibitoren gelten die nicht-substratbasierten
Inhibitoren. Sie leiten sich nicht von den nattirlichen Substraten der GTs ab. Ihre Identifizierung
erfolgt v.a. in Programmen zur ldentifizierung neuartiger Wirkstoffe wie z.B. Hochdurchsatz-
Screenings.
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Strukturell lassen sich diese Inhibitoren in die unterschiedlichsten chemischen Gruppen
einteilen. Als wichtige Beispiele seien die Iminozucker und die synthetisch dargestellten
Heterozyclen erwahnt.

Ein prominentes Beispiel eines Iminozuckers stellt Miglustat (13) dar. Es wird klinisch zur
Inhibitortherapie zweier seltener erblicher Stoffwechselkrankheiten dem Morbus Gaucher
Typ 1 und der Niemann-Pick-Krankheit Typ C eingesetzt. Beide Krankheiten zahlen zu den
lysosomalen Speicherkrankheiten. Miglustat  wirkt durch Blockierung der
Glucosyltransferaseceramidsynthase (GCS), wobei es das native Akzeptorsubstrat Ceramid
(14) mimikriert. Durch die Therapie mit Miglustat wird die krankhafte Akkumulation von

Glycospingolipiden in den betroffenen Organen vermindert. Miglustat weist einen 1Cso von

20 uM auf.
OH
N
HO o HO H

13 14
Abbildung 15: N-Butyl-1-desoxynojirimycin (13) (Miglustat, Zavesca®) und Ceramid 14.

Thiazolidinone werden zu den synthetischen Heterocyclen gezéahlt. Sie konnten in

unterschiedlichen Screenings als Inhibitoren fir verschiedene GTs identifiziert werden.

Thiazolidinone der core-Struktur 15 inhibieren Dolicholphosphatmannosesynthase (DPMS)
von T. brucei. T. brucei bezeichnet einen parasitdren Erreger, welcher beim Menschen
Ausloser fur die Afrikanische Schlafkrankheit ist. Bei Nichtbehandlung verlauft diese Krankheit
letal.[4")

DPMS katalysiert eine essentielle Glycokonjugatbiosynthese von T. brucei Verbindung 15
inhibiert bei einer Konzentration von 1 mM 80 % DPMS Aktivitat.

R4
R3 o .o
s
R2 F S
R’ 15
R’ R? R® R*
H BnO  BnO CH,CO,H

Abbildung 16: Thiazolidinone-core-Struktur 15 stellt einen Inhibitor fur DPMS von T.brucei dar. Der
parasitare Erreger wird durch die Tsetsefliege Ubertragen und 16st beim Menschen die todliche

Schlafkrankheit aus.
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Strukturell @hnliche Thiazolidinone zeigen ebenfalls donorkompetitives Verhalten bei drei

verschiedenen anderen GTs.

3-Phenyl-5-piperazinyl-1,2,4-thiadiazol (nachfolgend als Ligand 382 bezeichnet) ist ebenfalls
ein Vertreter der nicht-substratbasierten Inhibitoren. Ligand 382 (16) wurde 2010 erstmalig von

Rademacher et al.*®! in einem NMR-basierten-Screening als Inhibitor fir GTB identifiziert.

N
/

—s
/)\N/\\

N \__NH

Ligand 382 (16)

Abbildung 17: 3-Phenyl-5-piperazinyl-1,2,4-thiadiazol stellt einen potentiellen Inhibitor fir verschiedene
GTs in Anwesenheit der jeweiligen Donorsubstrate dar: GTB Ki= 0.8 mM, GTA Ki= 5.1 mM, a-1,-3-GalT
Ki= 6.3 mM, AAGIyB Ki= > 15.0 mM.

In einem radiochemischen Assay wurde 2012 von Jgrgensen et al.*®! die Inhibitionskonstante
fur GTB in Anwesenheit der natirlichen Substrate und Ligand 382 auf Ki= 0.8 mM bestimmt.
Untersuchungen an weiteren GTs zeigten schwacheres inhibitorisches Verhalten. Fiur GTA
wurde Kizu 5.1 mM und fir die Mutante AAGIlyB > 15.0 mM bestimmt.

Fir bovine a-1,3 GalT konnte ebenfalls inhibitorisches Verhalten mit Ki= 6.3 mM detektiert

werden.

Zusatzlich konnten fir GTB und AAGIlyB Rontgenkristallstrukturen in Gegenwart von
Ligand 382 erzeugt werden. Diese liefern Hinweise auf einen neuen Bindungsmodus. Das
Verhalten kann vorsichtig als bisubstratanalog gedeutet werden. Denn der 3-Phenyl-1,2,4-
thiadiazol-Rest besetzt innerhalb der Kristallstrukturen Teile der Akzeptorbindungstasche,
zusatzlich werden noch Teile der Donorbindungstasche besetzt. Dadurch orientiert sich der
Piperazin-Ring so in der Bindungstasche, dass Wasserstoffbriickenbindungen an das DXD-
Motiv koordiniert werden. Dadurch wird das fir die Katalyse benétigte Mangan aus der

Bindungstasche verdrangt.
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3.5 Strukturbasiertes Liganddesign: Die Entwicklung eines Inhibitors

Die Suche von neuartigen Liganden mit neuen Zielstrukturen ist schwierig und sehr komplex.

Bei der Suche nach derartigen Strukturen werden zwei alternative Ansatze verfolgt.

Das in der kombinatorischen Chemie verfolgte Hochdurchsatz-Verfahren (high throughput
screening, HTS) ermdglicht durch Automatisierung, das screening einer groRen Anzahl von

Substanzen, wobei diese mehr oder weniger nach dem Zufallsprinzip dargestellt wurden.®

Beim strukturbasierten Ligand-/Wirkstoffdesign liegt der Fokus in der Entwicklung und der
Optimierung eines Zielmolekils. Der so entwickelte Ligand soll dabei energetisch glnstige

Wechselwirkung mit dem Zielprotein ausiben.

Um verlassliche Aussagen von Ligand-Protein-Interaktionen treffen zu koénnen, gilt die
Kenntnis der Struktur des Zielmolekiils in der Bindungstasche des zu inhibierenden Proteins,
als Grundvoraussetzung flr das strukturbasierte Wirkstoffdesign.®Y

Die Analyse der Struktur des Zielmolekils kann durch NMR-spektroskopische Experimente,
massenspektrometrische Methoden, Réntgenstrukturanalyse sowie durch computergestitzte
Methoden erfolgen.[?

Im besten Fall stehen hochaufgeltste kristallographische Daten der Protein-Ligand-Komplexe
mit den verwendeten Leitstrukturen zur Verfigung, auf Grundlage derer entsprechende
Design-Entwurfe erfolgen kdnnen. Jedoch sind kristallographische Daten meist nur unter
groBem Aufwand zu erhalten. Als Alternative steht die computergestitzte Methode des

molecular modellings zur Verfugung.®®
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4 Aufgabenstellung

Glycanstrukturen sind an der Zellkommunikation, der Zellerkennung und vielen weiteren
essentiellen biologischen Vorgéngen beteiligt. So werden bei vielen pathologischen
Veranderungen, wie beispielsweise der Entstehung von Krebs, veranderte Glycanstrukturen
beobachtet. Der Aufbau dieser bedeutsamen Klasse von Naturstoffen erfolgt durch
Glycosyltransferasen (GT). Diese Enzyme katalysieren dabei hochspezifisch den Transfer
eines aktivierten NDP- oder NMP-Saccharids auf ein Akzeptorsubstrat. Bei dem
Akzeptorsubstrat handelt es sich haufig um die Hydroxyfunktion eines Oligo- oder
Monosaccharids. Zum besseren Verstandnis der biologischen Vorgénge ist die spezifische
Hemmung von Glycosyltransferasen ein wichtiges Werkzeug. Die Entwicklung von
spezifschen und selektiven Inhibitoren fir GTs stellt eine komplexe Aufgabe dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die humane Galactosyltransferase B (GTB) als Modellsystem
zur Entwicklung verschiedener Inhibitoren ausgewahlt. Die GTB ist ein geeignetes
Modellsystem, da von ihr bereits eine Vielzahl verschiedener Kristallstrukturen sowohl mit als
auch ohne Liganden zur Verfligung stehen. Dies ermdglicht die Entwicklung von potentiellen
Inhibitoren durch substratbasiertes, sowie auch nicht-substratbasiertes Liganddesign durch

molecular modelling.

Durch substratbasiertes Liganddesign sollten aufbauend auf den Ergebnissen einer friiheren
Arbeit weitere bisubstratahnliche Liganden entwickelt und synthetisiert werden. Um eine
grolBtmogliche Spezifitat zu erreichen, sollten die Liganden das Galactosemotiv als Teil des
Donorsubstrats beinhalten. Zur Gewahrleistung der Selektivitat, sollte die Fucose als Teilmotiv
des Akzeptorsubstrats enthalten sein. Zur Erzielung des inhibitorischen Potentials sollten die
Strukturmotive kovalent Uber einen Linker miteinander verbunden sein. Die in silico designten
Bisubstratanaloga sollten als Vorlage fur Disaccharidmimetika dienen. Diese enthalten die
naturlichen Substrate Fucose und Galactose. Damit besitzen sie die fur einen
bisubstratahnlichen Inhibitor bendtigten Forderungen von Selektivitdt und Affinitat. Fir die
Disaccharidmimetika sollte eine geeignete Syntheseplanung stattfinden und nachfolgend

verifiziert werden.

Im Rahmen eines nicht-substratbasierten Liganddesigns sollten aufbauend auf den
Ergebnissen von F. Niemeyer (F.Niemeyer, unverotffentlichte Ergebnisse) nicht-
substratbasierte Thiadiazolderivate synthetisiert werden. Diese sollten im Anschluss auf ihr

inhibitorisches Potential gegentiber GTB untersucht werden.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In meiner Diplomarbeit® habe ich das Bisubstratanalogon 17 durch molecular modelling
entworfen. Es stellte das Leitstrukturmotiv zu dem Disaccharidmimetikum 18 dar. Dieses ist
ein potentieller Inhibitor der GTB. Die Struktur enthalt eine thiomethylierte Fucose. Die
Thiomethylgruppe an Position 1 bietet die Mdglichkeit einer nachfolgenden Verknupfung mit
einer Galactose. Die Verknipfung mit einer weiteren Galactoseeinheit kann zu einer grol3eren

Selektivitat des Inhibitors fuhren.
HOOH
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Abbildung 18: Das in meiner Diplomarbeit> entworfene Bisubstratanalogon 17, R= Octyl, R"'= UDP
(links). Dieses stellte das Leitstrukturmotiv zur Darstellung des sich daraus ableitenden
Disaccharidmimetikums 18 (rechts) dar.

Die Vorstufe 21 des Disaccharidmimetikums 18 konnte erfolgreich Uiber acht Stufen dargestellt

werden.
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Abbildung 19: Die Darstellung der Vorstufe 21 des Disaccharidmimetikums 18 gelang lUiber acht Stufen.

Gezeigt ist die Verknipfung des Galactose- mit dem Fucose-Baustein.

Um zur Zielverbindung 18 zu gelangen, wurde nachfolgend eine saurekatalysierte Abspaltung
der Isopropylidenschutzgruppen durchgefiihrt.

SMe o
O o SMe
HO
OH
Amberlite IR120 (H),
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H,0/MeOH (1:4)
00 HO O
O
HO
OH%,
OH
# )

Abbildung 20: Um zur Verbindung 18 zu gelangen wurde nachfolgend eine Abspaltung der
Isopropylidenschutzgruppen durchgefihrt.

Es zeigte sich, dass die Abspaltung der Isopropylidenschutzgruppen zwar im Gemisch gelang,
jedoch konnte nur ein massenspektrometrischer Nachweis der Verbindung 18 erbracht

werden. Die NMR-spektroskopische Untersuchung zeigte eine Vielzahl verschiedener
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Nebenprodukte. U.a. wiesen die Nebenprodukte eine unvollstandige Abspaltung der
Isopropylidenschutzgruppen auf. Eine Trennung der verschiedenen Substanzen konnte nicht
erfolgreich durchgefuhrt werden. Daher sollte zunéchst die Abspaltung der Schutzgruppen

optimiert werden.

5.1 Design und Synthese bisubstratahnlicher Inhibitoren der GTB

Zahlreiche Versuche der Abspaltung der Isopropylidenschutzgruppen wurden durchgefuhrt.
Die  Untersuchung der einzelnen Ansatze erfolgte  zunachst nur  durch
dunnschichtchromatographische Kontrolle. Daflir wurde zunachst eine methanolische
Stammldsung hergestellt und auf die Anzahl der Ansétze verteilt. AnschlieRend wurde die
Abspaltung der Schutzgruppen Uber vierzehn Tage mit verschiedenen Sauren bei RT und

40 °C diunnschichtchromatographisch untersucht.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Reaktionsbedingungen zur Abspaltung der

Isopropylidenschutzgruppe zur Darstellung von 18.

Ansatznr. LM Reagenz Temperatur
1 H>O/MeOH (1:1) CSA 40°C
2 H.O/MeOH (1:1) CSA RT
3 H.O/MeOH (1:1) TFA 40 °C
4 H.O/MeOH (1:1) TFA RT
5 H.O/MeOH (1:1) p-TSOH 40 °C
6 H.O/MeOH (1:1) p-TSOH RT
7 AcOH/H>0O/MeOH (1:1:1) AcOH 40 °C
8 AcOH/H,0O/MeOH (1:1:1) AcOH RT
9 AcOH/H.0 (1:1) AcOH 37°C
10 AcOH/H,0 (1:1) AcOH RT
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Die Ansatze in welchen TFA und Essigsaure als Reagenz verwendetet wurden, wiesen den
Retentionswert des Produkts auf. Diese Bedingungen wurden anschlieend weiter untersucht.
In  einem weiteren Ansatz wurden diese Bedingungen erneut variiert und
dunnschichtchromatographisch untersucht. Es wurde ebenfalls eine methanolische
Stammldsung hergestellt. Jedoch wurde das Methanol nach Aufteilung der Ansétze entfernt,
da befurchtet wurde, dass im sauren Milieu, welches zur Abspaltung der
Isopropylidenschutzgruppe bendtigt wird, eine zuséatzliche Glycosidierung der Hydroxygruppe
in Position 1 der Galactose stattfinden konnte. Die Reaktionen wurden insgesamt fur
32 Stunden geruhrt und dabei mehrmals dinnschichtchromatographisch untersucht. Eine
anschliel3ende massenspektrometrische Untersuchung zeigte, dass bei Verwendung von TFA
(Ansatz 13 und 15) neben der Abspaltung der Schutzgruppen, eine Substitution der

Thiomethylgruppe an Postion 1 der Fucose durch eine Hydroxygruppe stattfand.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Reaktionsbedingungen zur Abspaltung der

Isopropylidenschutzgruppe zur Darstellung von 18.

Ansatznr. LM Reagenz Temperatur
11 AcOH 80 % AcOH 80 % 55°C
12 AcOH 60 % AcOH 60 % 55°C
13 THF/H20 (4:1) TFA 0°C-RT, 55 °C
14 HCI 1 mol/L HCI 1 mol/L 55°C
15 THF/H20 (4:1) TFA 55°C

In Ansatznummer 12 hingegen konnte massenspektrometrisch nur das gewunschte Produkt
nachgewiesen werden. Ein anschlieBendes upscaling des Reaktionsansatzes und
anschlielende NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten als Hauptprodukt ein einfach

Isopropyliden-geschuiitztes Produkt.
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Abbildung 21: Versuch der Darstellung von 18. Abspaltung der Isopropylidenschutzgruppen unter
essigsauren Bedingungen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass keine der durchgefiihrten Bedingungen zu

einem zufriedenstellenden Ergebnis fiihrte.

Um aus dieser synthetischen Sackgasse zu entkommen, wurde die bisherige Leitstruktur
modifiziert. Der Focus dieser Weiterentwicklung sollte dabei auch zu einer Reduzierung des
synthetischen Aufwandes fuhren.

5.1.1 Weiterentwicklung der Leitstruktur mittels molecular modelling

Die Modifizierung der Leitstruktur erfolgte unter Verwendung der Software SYBYL-X 1.1.
Zunachst wurde die 2008 von Alfaro et al. publizierte Kristallstruktur der humanen GTB (pdb
2RJ8) in SYBYL-X 1.1 geladen. Rontgenkristallstrukturen sind Uber die RCSB Protein Data
BancB® zuganglich. Die Kristallstruktur pdb 2RJ8 beinhaltet das native Protein als Monomer
cokristallisiert mit Uridindiphosphat (UDP) als Donorsubstrat, dem H-Antigen-
Akzeptoranalogon Octyl-2-O-(a-L-fucopyranosyl)-B-D-galactopyranosid (BHE, 22), sowie
Mangan als Cofaktor und Kristallwasser. Aufgrund der hohen Hydrolaseaktivitédt der GTB
gelang bis dato keine Kristallisation des nativen Proteins mit dem naturlichen Donorsubstrat
UDP-Gal. Um die fehlende Galactose des Donorsubstrats zu ersetzen, wurde UDP entfernt
und durch das natlrliche Donorsubstrat UDP-Gal (4) ersetzt. Verbindung 4 stammt aus der
Rontgenkristallstruktur pdb 2RJ7. Diese ist eine Chimare der GTB mit zwei Punktmutationen
(Gly 176 Arg und Ser 235 Gly). Mit dieser Chimare gelang die Cokristallisation von dem
naturlichen Donorsubstrat UDP-Gal mit Mangan als Cofaktor und BHE (22) als

Akzeptorsubstrat.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der miteinander zu verkniipfende Liganden 4 und 22.

Um eine groRtmagliche Spezifitat fur einen Inhibitor zu erreichen, sollten die Bisubstratanaloga
das Galactosemotiv als Teil des Donorsubstrats beinhalten. Zur Gewahrleistung der
Selektivitat, sollte die Fucose als Teilmotiv des Akzeptorsubstrats enthalten sein. Zur Erzielung
der Affinitat wurden die Strukturmotive kovalent Uber einen Pentyllinker miteinander
verbunden. Die Galactose des Donorsubstrats (Galponor) ISt optimalerweise weiterhin tber
einen Pentyllinker in Position 6 mit der Fucose des Akzeptors (FUCakzeptor) in Position 2
verknupft. Jedoch sollte die Galactose des Akzeptors (Galakzepor) durch eine einfachere
Ringstruktur substituiert werden, da dies eine erhebliche Reduzierung des synthetischen
Aufwands bedeutet. Die Verknipfung der Galactose-ersetzenden Ringstruktur durfte nur in a-
Position erfolgen. Eine R-Orientierung der Ringstruktur ist nicht mdglich, da die GroRRe der
Bindungstasche einen limitierenden Faktor darstellt. Zudem wurde der Octyllinker des

Akzeptorsubstrats entfernt.

Die Verknipfung und die Substitution der Galponor Wurden wie beschrieben durchgefihrt.
AnschlieRend wurden die erhaltenen Strukturen mit 1000 Iterationen minimiert. Um einen
Vergleich der Liganden unter einander zu ermdglichen, wurden nachfolgend die

Bindungsenergien berechnet.

Dazu wurde jeweils die Energie des Protein-Ligand-Komplexes Exqmpiex bErechnet und die
Energien des Proteins ohne Liganden Ep,,;n Und die Energie des freien Liganden Ej; qnq

von dieser subtrahiert.

EBindung = EKomplex - (EProtein + ELigand) (1)

Die erhaltenen Bindungsenergien stellen jedoch keine absoluten, sondern relative Werte dar.
Sie bieten damit eine Mdglichkeit zur Beurteilung, ob die Liganden im Vergleich zur

Ausgangsverbindung verbesserte oder schlechtere Bindungsenthalpien erzielen.

Zunachst wurde die kombinierte Bindungsenergie der natirlichen Substrate 22 und 4
berechnet. Diese betragt -112.7 kcal/mol. Eine Berechnung der Bindungsenergie von 4 ohne

das Akzeptorsubstrat 22 ergibt einen Wert von -65.6 kcal/mol.5®l
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HOOH Tabelle 3: Berechnete Bindungsenergie der beim
0 molecular modelling verwendeten natirlichen
HO S OR Liganden 22 und 4 (inkl. Mangan).
0 Ligand Bindungsenergie
OH
@)
OH [kcal/mol]
22
on R= Octyl 22und 4 -112.7
HO o
0 4 -65.6
HO or | NH
o O
(Ol /O\ I /O N/go
PP o
Il I
O
OH OH
UDP-Gal 4

Abbildung 23: Schematische Darstellung der im molecular modelling verwendeten Liganden 22
(R=Octyl) und 4. An ihnen erfolgte die Modifizierung zu den nachfolgend vorgestellten
Bisubstratanaloga. Die Galactose des Donorsubstrats (Galponor) ist in rot, die des Akzeptoranalogons in

blau (Galakzeptor) und die Fucose des Akzeptors (FuCakzeptor) in pink dargestellt.

In Abbildung 24 ist ein Ausschnitt der Bindungstasche der GTB mit den beiden Liganden
dargestellt. Das Donorsubstrat ist auf der Donorseite der Bindungstasche orientiert und das
Akzeptorsubstrat auf Akzeptorseite der Bindungstasche. Zwischen beiden Verbindungen

bietet die Bindungstasche einen begrenzten Raum fir eine Verknipfung der beiden Substrate.
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Abbildung 24: Ausschnitt der Bindungstasche der GTB mit den naturlichen Liganden 22 und 4 (crossed

eye stereo Modus). Die Oberflache des Enzyms ist anhand des elektrochemischen Potentials

eingefarbt, negative Oberflachenladungen sind in Rot, positive in Blau dargestellt.

In Verbindung 23 wurde, wie erwahnt, die Position 2 der FuCakzeptor Mit der Galponor in Position
6 Uber einen Pentyllinker verknupft. Die Galakzepor Wurde durch einen Cyclohexylring ersetzt.
Die ermittelte Bindungsenergie betragt -87.7 kcal/mol und ist damit 25.0 kcal/mol schlechter
als die Summe beider Ausgangsverbindungen, jedoch 22.1 kcal/mol besser als 4. Dies ist nicht
verwunderlich, da ein Grof3teil zur Protein-Ligand-Interaktionen durch die Galakzeptor

beigetragen wird.
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Tabelle 4: Berechnete Bindungsenergie des mittels molecular
/O modelling entworfenen Liganden 23.
(0]
Ligand | Bindungsenergie | AEzu 22+ 4| A E zu 4
O
o) [kcal/mol] [kcal/mol]
s [kcal/mol]
OH
23 -87.7 +25.0 -22.1
HO O
(@)
HO
OH|
23 OR
R’= UDP

Abbildung 25: Schematische Darstellung des mittels molecular modelling entworfenen Liganden 23,
R’= UDP. Die Galponor ist in Rot, der Cylohexylring, der die Galakzeptor €rsetzt ist in Blau, die FucCakzeptor in
Pink und der Pentylspacer ist in Griin dargestellt.

Die so erhaltene Struktur nimmt eine Orientierung ein, die nahezu identisch ist mit der
urspringlichen Lage der nativen Liganden in der Kristallstruktur. Der Cyclohexylring nimmt
dabei exakt den Platz der urspringlichen Galaepor €in. Der Pentyllinker nimmt den
ursprunglich freien Raum zwischen der Donorseite und der Akzeptorseite der Bindungstasche
ein.
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Abbildung 26: Ausschnitt der Bindungstasche der GTB mit dem Liganden 23 (crossed eye stereo

Modus). Die Galakzeptor Wurde durch einen Cyclohexylring ersetzt. Die Fucakzeptor Wurde in Position 2 tiber
einen Pentyllinker mit der Galbonor in Position 6 verknipft. Die Oberflaiche des Enzyms ist anhand des
elektrochemischen Potentials eingefarbt, negative Oberflachenladungen sind in Rot, positive in Blau
dargestellt.

Die Galakzeptor Wurde im Falle der Verbindung 24 durch einen Benzylring ersetzt. Die ermittelte
Bindungsenergie betragt -87.1 kcal/mol und ist damit 25.6 kcal/mol schlechter als die beiden
Ausgangsverbindungen 22 und 4. Jedoch -21.5 kcal/mol besser als das alleinige

Donorsubstrat 4.
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OBn
o Tabelle 5: Berechnete Bindungsenergie des mittels
G 0 molecular modelling entworfenen Liganden 24.
OH
Ligand | Bindungsenergie | AEzu 22 |A E zu 4
[kcal/mol] + 4 | [kcal/mol]
[kcal/mol]
HO O
o 24 -87.1 +25.6 -21.5
HO
OH
24 OR’
R’= UDP

Abbildung 27: Schematische Darstellung des mittels molecular modelling entworfenen Liganden 24,
R’= UDP. Die Galakzptor (rot) wurde durch einen Benzylring (blau) ersetzt. Fucakzeptor ist in Pink und
der Pentylspacer ist in Grin dargestellt.

Struktur 24 nimmt ebenfalls eine nahezu identische Orientierung, wie die nativen Liganden, in

der Bindungstasche ein.

Abbildung 28: Ausschnitt der Bindungstasche der GTB mit dem Liganden 24 (crossed eye stereo
Modus). Die Galakzeptor wurde durch einen Benzylring ersetzt. Die Fucose wurde in Position 2 Uber einen
Pentyllinker mit der Galbonor in Position 6 verknilpft. Die Oberflache des Enzyms ist anhand des
elektrochemischen Potentials eingefarbt, negative Oberflachenladungen sind in Rot, positive in Blau
dargestellt.
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In  Struktur 25, wurde die Galawepor durch einen Phenylring ersetzt. Die ermittelte

Bindungsenergie betragt -84.3 kcal/mol.

OPh
o Tabelle 6: Berechnete Bindungsenergie des mittels molecular
s O modelling entworfenen Liganden 25.
OH
Ligand | Bindungsenergie | AEzu 22+ | A E zu 4
[kcal/mol] 4 [kcal/mol] | [kcal/mol]
HO O 25 -84.3 +28.4 -18.7
0
HO
OH
25 OR
R’= UDP

Abbildung 29: Schematische Darstellung des mittels molecular modelling entworfenen Liganden 25,
R’= UDP. Die Galakzeptor (rot) wurde durch einen Phenylring (blau) ersetzt. FucCakzeptor ist in Pink und

der Pentylspacer ist in Griin dargestellt.

Die Galakzepior Wurde durch einen Phenylring ersetzt (siehe Abbildung 30). Durch die
Verkirzung der Ringstruktur um eine Methyleneinheit ergibt sich eine leicht andere
Orientierung des aromatischen Ringes in der Bindungstasche (nahe des C-Terminus).
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Abbildung 30: Ausschnitt der Bindungstasche der GTB mit dem Liganden 25 (crossed eye stereo

Modus). Die Galakzeptor Wurde durch einen Phenolring ersetzt. Zusatzlich wurden die Fucakzeptor in Position
2 Uber einen Pentyllinker mit der Donorca in Position 6 verknlpft. Die Oberflache des Enzyms ist anhand
des elektrochemischen Potentials eingeférbt, negative Oberflachenladungen sind in Rot, positive in Blau

dargestellt.

In Analogie zu den vorherigen Strukturen, wurden die Galakzeptor in diesem Falle durch einen
Thiophenylring  ersetzt (siehe Abbildung 32). Die ermittelte Bindungsenergie
betragt -84.9 kcal/mol.
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SPh Tabelle 7: Berechnete Bindungsenergie des mittels molecular
modelling entworfenen Liganden 26.
O
(0]
OHHO Ligand | Bindungsenergie |AEzu 22+ 4|A E zu 4
[kcal/mol] [kcal/mol] [kcal/mol]
26 -84.9 +27.4 -19.3
HO O
0]
HO
OH
26 OR’
R’= UDP

Abbildung 31: Schematische Darstellung des mittels molecular modelling entworfenen Liganden 26,

R’= UDP. Die Galactose des Akzeptorsubstrates (Galakzeptor) Wurde durch einen Thiophenylring

ersetzt.

Die Verkurzung der Ringstruktur bewirkt auch hier eine leicht andere Orientierung der

Ringstruktur im Gegensatz zu der nativen Galakzeptor. Die Orientierung des Liganden 26 ist fast

identisch zur Struktur 25.

Abbildung 32: Ausschnitt der Bindungstasche der GTB mit dem Liganden 26 (crossed eye stereo

Modus). Die Galakzeptor Wurde durch einen Phenolring ersetzt. Analog zur Verbindung 25 wurden die
Fucose in Position 2 Uber einen Pentyllinker mit der Donorca in Position 6 verknlpft. Die Oberflache

des Enzyms ist anhand des elektrochemischen Potentials eingefarbt, negative Oberflachenladungen

sind in Rot, positive in Blau dargestellt.
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Die erhaltenen Verbindungen weisen zwar insgesamt eine schlechtere Bindungsenergie als
die urspringlichen Liganden 22 und 4 auf, jedoch war sie in allen Fallen etwa 19 kcal/mol
besser als das alleinige Donorsubstrat 4. Dabei ist zu beachten, dass die untersuchten
Systeme sehr unterschiedlich sind. Zudem lag der Fokus ihrer Entwicklung nicht in der
Verbesserung der Bindungsenergien, sondern in der Entwicklung neuer Leitstrukturmotive, die

eine Minimierung des synthetischen Aufwandes ermdglichen sollte.
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5.1.2 Entwicklung der neuen Synthesestrategien

Die in silico designten Bisubstratanaloga wurden anschlie@end als Leitstrukturmotive fur
funktionalisierte Disaccharidmimetika genutzt. Es wurden zwei Bisubstratanaloga (25, 26)

ausgewahlt und modifiziert.

SPh OPh
(0] (0]
0] (0]
HO HO
OH OH
HO @ HO O
(@) (@)
HO O~~~ HO SN
OH OH
27 28

Abbildung 33: Disaccharidmimetika 27 und 28. Die Strukturen leiten sich aus den durch molecular
modelling entwickelten Bisubstratanloga 25 und 26 ab. Der UDP-Teil der Verbindungen, der sich an

Position 1 der Galactosen befand, wurde jeweils durch eine Pentylkette ersetzt.

Die retrosynthetische Betrachtung der beiden Inhibitoren sah eine konvergente
Synthesestrategie bestehend aus zwei Synthesebausteinen vor. Beide Inhibitoren lassen sich
in einen L-Fucose- und einen D-Galactosebaustein aufteilen. Beide Saccharide sind durch zwei
Etherbindungen Uber einen Pentyllinker miteinander verbunden. Das C-1-Atom der Galactose
soll mit einer Pentenylgruppe funktionalisiert werden, um das anomere Zentrum wahrend der

Synthese zu schitzen.

Zunachst sollte der Pentyllinker an den Galactosebaustein durch die Veretherung mit einem
Dihalogenalkan gekuppelt werden. Nachfolgend sollte die Verknipfung beider Bausteine
erfolgen. AnschlielRend sollen die Schutzgruppen entfernt werden. Die Pentylgruppe am
anomeren Zentrum der Galactose bleibt erhalten. Die Wahl der Schutzgruppen muss je nach

Wahl der Methode zur Glycosylierung entsprechend angepasst werden.
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Y\/\/\/X + 0
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Abbildung 34: Retrosynthetische Analyse der Disaccharidmimetika, R= SPh oder OPh, X, Y=
Halogensubstituent. Die konvergente Synthese setzt sich aus einem L-Fucose- und einem
D-Galactosebaustein zusammen. Die Einfihrung des Pentyllinkers in Position 6 der Galactose sollte

durch eine Veretherung des Galactosebausteins mit einem Dihalogenalkan erreicht werden.

5.1.2.1 Synthetische Studien zur Darstellung des Thioglycosids 27

Darstellung des L-Fucose-Bausteins

Bei der Darstellung des Fucosebausteins stellte sich die grundsatzliche Frage einer
geeigneten Glycosylierungsmethode zur selektiven Darstellung des a-Thioglycosids. Es

stehen mehrere maogliche Verfahren zur Verfiigung.

Zu einer der popularsten Methoden zahlt die von R.R. Schmidt®”? entwickelte

Trichloracetimidat-Methode. Das Prinzip der Methode beruht auf einer Kupplung des
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aktivierten Glycosyldonors an die Hydroxyfunktion eines geeigneten Akzeptors. Als

Katalysatoren werden Lewis-S&ure verwendet.

Als Donoren werden Glycosyltrichloracetimidate verwendet. Diese werden aus den
Kohlenhydraten, die an Position 1 ungeschutzt vorliegen unter basenkatalysierter Addition von
Trichloracetonitril dargestellt. Durch die Wahl der Base, sowie der Art der Reaktionsfiihrung
(thermodynamische oder kinetische Reaktionskontrolle) lasst sich die Konfiguration des
entstehenden Trichloracetimidates steuern. Mit einer schwachen Base wie z.B.
Kaliumcarbonat wird unter kinetischer Reaktionskontrolle bevorzugt das 3-Produkt gebildet.
Unter thermodynamischer Kontrolle und einer starken Base wie z.B. Natriumhydrid oder DBU
entsteht bevorzugt das a-Produkt.

Die Trichloracetimidate lassen sich unter Lewis-saurer Katalyse mit z.B. BFs-(OEt), oder
TMSOTTf mit verschiedenen Nucleophilen zu dem entsprechenden Glycosid umsetzten. In den
anderen klassischen Glycosidsynthesen werden mit nachbargruppenaktiven Substituenten an
C-2i.d.R. vorwiegend B-Glycoside erhalten. Hier liegt der grof3e Vorteil der Trichloracetimidat-
Methode, denn bis zu einem gewissen Grad lasst sich mit dieser Methode die Stereochemie
durch die geeignete Wahl der Lewissaure, des Losungsmittels, der Reaktionstemperatur und

der Reaktionszeit steuern.

Jede Glycosidsynthese erfordert jedoch einen individuellen Lésungsansatz. Das bedeutet,
dass die moglichen Variablen, wie z.B. die Wahl der Schutzgruppen, Lésungsmittel,
Katalysatoren, Reaktionstemperatur und Zeit fir jedes Problem aufeinander angepasst
werden missen, um bei so schwierigen synthetischen Aufgaben, wie Saccharidsynthesen

Uberhaupt zum gewiinschten Produkt gelangen zu kdnnen.
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Trichloracetimidat-Methode

In einem ersten Verfahren wurde sich fir die Trichloracetimidat-Methode mit
Acetylschutzgruppen zur Darstellung des L-Thiofucosebausteins entschieden.

Die entsprechenden Trichloracetimidate wurden ausgehend von L-Fucose (29) synthetisiert.
Dafur wurde L-Fucose (29) zunachst peracetyliert. AnschlieBend folgte die selektive

Entschitzung der Hydroxylgruppe am anomeren Zentrum Uber Hydrazinolyse mit
Hydraziniumacetat.

OH OAc
o]
O oH Ac,0,0°C, rt,12h OAc
ou Pyridin, 96% one
OH 29 30
o]
NoH,4 ')J\OH,
50 °C,4.5h
DMF, 39 %
OH
o]
OAc
OAc
OAc
31

Abbildung 35: FiUr die Darstellung von 31 wurde L-Fucose zunachst peracetyliert und durch
Hydrazinolyse mit Hydraziniumacetat selektiv in Position 1 entschiitzt.

Fur die weitere Umsetzung zum Thioglycosids wurden zwei Varianten getestet. In den beiden
Varianten wurde die Darstellung des Thioglycosid aus den unterschiedlichen Anomeren des
acetylgeschitzen Trichloracetimidates getestet.
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Variante A OH Variante B
CCI5CN, NaH,12 h, rt 0 CCI3CN, K,CO3 4 h, rt
DCM, 41 % OAc DCM, 25 %
OAc
OAc
31
NH )I\
O O (0] CCl
OAc OAc 8
OAc OAc
OAc OAc
32-a 328

SHPh, BF3Et,0, SHPh, BF3Et,0,

55h,rt 3h,rt

abs. DCM, N,, 16 % abs. DCM, N,,10 %

) o,
(0] 0]
OAc OAc
OAc OAc
OAc OAc
33 33
o:p=1:5 o:p=1:4

Abbildung 36: Selektive Darstellung der Trichloracetimidate 32-a und 32-. Nachfolgend erfolgte die

Umsetzung zum Thioglycosid.

Fur Variante A konnte das a-Trichloracetimidat mit Natriumhydrid unter thermodynamischer
Reaktionskontrolle mit einer Ausbeute von 41 % anomerenrein dargestellt werden. Nach
Schmidt et. al.’® erfolgte die anschlieBende Lewissaure-katalysierte Glycosylierungsreaktion
von 32-a mit Bortrifluorid. Die Synthese fiihrte zu einem Anomerengemisch mit einem
Anomerenverhaltnis von a:f = 1:5. Das a-Anomer konnte saulenchromatographisch

abgetrennt werden und in einer Ausbeute von 16 % isoliert werden.

Im Gegensatz zu Schmidt et. al.®® gelang die selektive Umsetzung zum reinem a-Anomer
nicht. Der Mechanismus der Bildung des Thioglycosides ist unklar, es ist jedoch von einem

nenneswerten Anteil von Sy1 auszugehen.

In Variante B wurde das [-Trichloracetimidat 32-3 unter kinetisch kontrollierter
Reaktionskontrolle mit Kaliumcarbonat als Base, in einer Ausbeute von 25 %, anomerenrein

erhalten. Fiur die anschlielende Umsetzung des B-Trichloracetimidates zum Thioglycosid 33
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wurden die analogen Reaktionsbedingungen, wie zur Darstellung von 33 aus dem a-
Trichloracetimidat, gewahlt.  Ausgehend vom  B-Trichloracetimidat konnte ein
Anomerenverhaltnis von a:3 = 1:4 erreicht werden. Das a-Anomer des Thioglycosids konnte
ebenfalls sdulenchromatographisch abgetrennt werden, jedoch konnte lediglich eine Ausbeute
von 10 % isoliert werden.

Der mogliche Grund fir den Uberschuss des R-Anomers bei der Darstellung des Thioglycosids
ausgehend vom [R- sowie vom a-Trichloracetimidat, koénnte die bereits erwahnte

Nachbargruppenaktivitat der Acetylschutzgruppe an C-2 der L-Fucose sein.

Nach Aktivierung des Trichloracetimidates durch die Lewissaure kommt es zur Abspaltung von
Trichloracetonitril, dadurch kommt es zur Bildung eines Oxocarbeniumions. Anschliel3end
kommt es zum nucleophilen Angriff des Sauerstoffatoms der Acetylgruppe an das anomere
Kohlenstoffatom der Fucose. Dies filhrt zur Bildung des Acetoxocarbeniumions, wodurch die
a-Position fur den Angriff des Thiophenols blockiert wird. Es ist mdglich durch eine Erhéhung
des Anteils der Lewissaure eine Komplexierung der Acetylgruppe an C-2 durch die Lewissaure
zu erreichen und so die Nachbargruppenaktivitéat zu reduzieren. In Versuchen zu diesem
Verfahren konnte keine Verbesserung des Anomerenverhaltnisses zugunsten des a-Anomers
erreicht werden.

CCl
\;”/ 3 {
X NH
o BF3 Et,0 OAC
OAc OAc OAc
OAc

OAc OAc
OAc
HSPh
OAc
OAc

OAc

Abbildung 37: Schematische Darstellung zur Bildung des R-Thioglycosids durch
Nachbargruppenbeteiligung der Acetylschutzgruppe an C-2. Nach Abspaltung von Trichloracetonitril
kommt es zur Bildung eines Oxocarbeniumions, welches sich durch O-nucleophilen Angriff der
Acetylschutzgruppe an C-2 zum Acetoxocarbeniumion umlagert. Dieses blockiert die a-Position des

Glycosids, wodurch die Bildung des R-Thioglycosids bevorzugt stattfindet.

Durch die Darstellung des Thioglycosids aus dem R-Trichloracetimidat konnte eine

Verbesserung des Anomerenverhdltnisses zugunsten des gewinschten a-Anomers erreicht

werden. Das dabei erhaltene Anomerengemisch ist s&ulenchromatographisch trennbar.
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Jedoch ist aufgrund des hohen Preises von L-Fucose das erhaltene Anomerenverhéltnis von
a:3= 1:4 fur eine effiziente Synthese nicht tragbar. Daher wurde eine neue Glycosidsynthese
zur selektiven Darstellung des a-Thioglycosids erprobt.

Lemieux in situ Anomerisierung

Lemieux et al.¥

entwickelten eine Glycosylierungsmethode ausgehend von a-Halogenosen.
Dabei wird in einer in situ Anomerisierung der a-Halogenose die Bildung zu dem reaktiveren
3-Halogenosid forciert. Diese reagieren aufgrund des anomeren Effekts bevorzugt zu den
thermodynamisch stabileren a-Glycosiden. Wichtig ist, dass die gewahlten Schutzgruppen des

Glycosids keine Nachbargruppenaktivitat aufweisen dirfen.

Es wurde sich fur Benzylschutzgruppen entschieden. Entsprechend wurde L-Fucose zunéchst
perbenzyliert. Ursachlich fur die schlechte Ausbeute von 22 % war die Bildung von
Furanoseformen der Fucose, deren sdulenchromatographische Abtrennung sich schwierig
gestaltete.

AnschlieBend folgte die selektive Entschitzung an Position 1 der Fucose durch saure
Hydrolyse mit 80 %iger Essigséaure

OH
OH 10 min, 0 °C, 2 h, rt OBn

on 2. BnBr, TBAI,12 h, rt > OBn
OH abs. DMF, 22 %
29 34
CH3COOH 80 %, HCI (konz.)
2h,95-100 °C
37 %
OH
(0]
OBn
OBn
OBn
35

Abbildung 38: Zur Darstellung des L-Fucose-Bausteins 35 wurde L-Fucose zunachst perbenzyliert und

anschlieend durch saure Hydrolyse an der 1-O-Position entschitzt.

Nachfolgend sollte die Umsetzung zum Thioglycosid tber eine in situ Anomerisierungsreaktion
nach Lemieux erfolgen. Dabei erfolgt erst die Umsetzung der tribenzylierten Fucose zum a-

Bromid durch Umsetzung mit Oxalyloromid unter DMF-Zugabe. Die nachfolgende in situ
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Anomerisierung zum R-Bromid erfolgt durch Zusatz von Tetrabutylammoniumbromid. Durch

nachfolgende Zugabe von Thiophenol soll die Umsetzung zum a-Thioglycosid erfolgen.

Br
OH O
1.5e (0]
OBn Br( a) oBn
OBn abs DMF (5.8 eq) OBn
OBn abs DCM, Ny, rt, 1 h OBn
TBAB (1eq)

abs. DCM, Ny, 1h, rt

S :
o) O B
OBn <HSPh (1eq) OBn

OBn abs. DCM, Ny, rt, 2 d OBn
37

Abbildung 39: Schematische Darstellung des Thioglycosids 37 (ber eine insitu

Anomerisierungsreaktion nach Lemieux.

Da bisher keine Daten zur Umsetzung von Fucosylhalogeniden mit Thiolen in einer in situ
Anomerisierungsreaktionen vorliegen, wurde zunachst eine Reaktionsverfolgung per NMR
durchgefiihrt. Dadurch sollte sichergestellt werden, ob auf diesem Wege die bevorzugte

Bildung des a-Thioglycosids erreicht werden kann.

Fur die Reaktionsverfolgung zur Bildung des a-Thioglycosids wurde CDCls als Losungsmittel
verwendet. Die Probe wurde im Na-Gegenstrom in einen NMR-Roérchen angesetzt. Die
Umsetzung zum a-Bromid wurde, eine Stunde nach Zugabe von Oxalybromid und DMF zu
einer Losung aus Tribenzylfucose in CDCls; durch Aufnahme eines 'H-NMR-Spektrums
Uberprift. Nach Einstellung aller wesentlichen NMR-spektroskopischen Parametern erfolgte
die Zugabe von TBAB, DIPEA und des Thiophenols. Die Zugabe der Reagenzien erfolgte
direkt am Spektrometer und die Aufnahme des Spektrums wurde umgehend gestartet. Die
Reaktion wurde dabei fiir 28 Stunden bei 27 °C verfolgt, wobei alle 30 Minuten ein *H-NMR

Spektrum mit 64 scans aufgenommen wurde.
Die NMR-spektroskopische Untersuchung bestatigte die Bildung des a-Thioglycosids.

Fur die Auswertung wurden die Protonen H-6 und H-1 des a-Bromids sowie die Protonen H-6

und H-1 des sich bildenden a-Thioglycosids untersucht (siehe Abbildung 40).
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Abbildung 40: Konzentrationsverlauf anhand des H-6 und des H-1-Integrals des a-Fucosylbromids und

des sich bildenden a-Thioglycosids als zeitlicher Verlauf der Reaktion.

Neben der Bildung des a-Thioglycosids konnte der unvollstindige Umsatz des
a-Fucosylbromids sowie die Bildung unerwiinschter Nebenprodukte beobachtet werden.

Die Reaktion konnte anschliel3end so optimiert werden, dass ein vollstandiger Umsatz der
Edukte erreicht wurde. Dies geschah durch eine Senkung der Temperatur auf -85 °C bei
Zugabe des Thiophenols, sowie eine Erhéhung der Aquivalente des Thiophenols von einem
Aquivalent auf fiinf Aquivalente. Das so erhaltene Produkt konnte abschlieRend ohne weitere

Reinigung verwendet werden.

S
OH 1. Oxalylbromid (1.5 eq) @

0 abs. DMF (5.8 eq), rt, 20 min

0]
OBn 2. TBAB (1eq) OBn
OBn _QrE o~ OBn
OBn 3. DIPEA (1.9 eq), HSPh (Seq), -85 °C-rt, 1d_ L2
35 abs. DCM, N2, 95 % 37

Abbildung 41: Darstellung des vollgeschiitzten a-Thioglycosids, durch eine in situ Anomerisierung

nach Lemieux.
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Die Standardreaktion zur Abspaltung von Benzylschutzgruppen ist die Palladium-katalysierte
Hydrogenolyse. Diese Methode ist fir das dargestellte Thioglycosid nicht geeignet, da
Schwefelverbidungen den Katalysator vergiften, wodurch die Aktivitat des Katalysators stark
herabgesetzt wird. Als Alternative wurde die Lewissaure Kkatalysierte Abspaltung der
Benzylgruppen getestet. Hierbei wird eine Kombination einer Lewis-Saure und eines
Nucleophils verwendet. In Tabelle 8 ist eine Ubersicht der durchgefuhrten Reaktionen zu

finden.

Tabelle 8: Ubersicht der Versuche zur Abspaltung der Benzylgruppen unter Verwendung der
Lewissaure BFs:(OEt)2.

Ansatznr. BFs-(OEt), LM Zusatz (eq.) T [°C]

1 1eq. abs. MeCN Nal (1 eq.) 0°C,RT

2 30 eq. abs. MeCN Nal (3 eq.) 0°C,RT

3 3 eq. abs. MeCN Nal (3 eq.) 0°C,RT

4 1 eq. abs. CHCI, Nal (1 eq.) 65 °C
abs. CHCI Nal (3 eq.), TBAI °

5 3 eq. 3 (1eq) 65 °C

6 8 eq. EtSH (abs. DCM als / RT
Co-Solvens)

In den Ansatzen 1-5 konnte das gewinschte Produkt massenspektrometrisch nicht
nachgewiesen werde. Die NMR-spektroskopische Untersuchung von Ansatz 3 bewies den

Verbleib einer Benzylgruppe an Position 2 der Fucose.

In Ansatznummer 6 konnte NMR-spektroskopisch die Abspaltung aller Benzylgruppen
nachgewiesen werden, zusatzlich wurden deutliche Anderung der Kopplungskonstanten
beobachtet. Diese stimmten nicht mehr mit einer Pyranosestruktur der Fucose Uberein, dies

deutet auf eine Ring6ffnung der Fucose hin.
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s—< > s—< >
BF,Et,0, Nal

¢} 0°C, 24 h,, _ o)
OBn abs. LM 7’ - OH
OBn OH
OBn OH
37 38

Abbildung 42: Versuch zur Darstellung von 37.

Alternativ ist auch mdoglich Benzylether mit Lewis-S&uren unter sauren Bedingungen in
Gegenwart von Essigsaureanhydrid in die entsprechenden Acetate zu Uberfihren. Das
gewilnschte Produkt konnte massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden. Die

NMR-spektroskopische Untersuchung zeigte zwei Acetylgruppen und eine verbleibende

Benzylgruppe.
s—< > s—< >
TMSOTTf, -40 °C,

(0] _ o (0]

OBn r12°C,4hn . OAc
OBn Ac,0 OAc
OBn OAc
37 33

Abbildung 43: Versuch der Uberfilhrung der Benzylschutzgruppen in Acetatschutzgruppen.

Da die vollstandige Abspaltung aller Benzylgruppen sich als &ufert problematisch erwies,

wurde von dem Versuch der Darstellung des Disaccharidmimetikums 27 abgesehen.

5.1.2.1 Darstellung von n-Pentyl-6-O-(5-(methyl-a-L-fucopyranosid-2-yl)-n-pent-1-yl)-
[3-D-galactopyranosid (39)

Um die Syntheseroute zur Darstellung des Disaccharidmimetikums 28 zu verifizieren wurde
zunéchst der Fucose-Baustein des Disaccharidmimetikums simplifiziert. Die Phenylgruppe an
Position 1 der Fucose wurde durch eine Methylgruppe ersetzt. Dies verspricht eine einfachere
Synthese als die Darstellung des Phenylglycosids. Denn das bendtigte Methylglycosid lasst
sich Uber eine Fischer-Glycosylierung in nur drei Stufen darstellen. Die Darstellung des

Phenylglycosids ist wesentlich aufwandiger.

51



Ergebnisse und Diskussion

OPh OMe
0] (0]
(0] (0]
OH OH
OH OH
HO O HO O
(0] 0]
HO O~ "~. HO O~
OH OH
28 39

Abbildung 44: Disaccharidmimetikum 28 (links). Zur Verifizierung der Syntheseroute des
Disaccharidmimetikums 28 wurde der Fucosebaustein simplifiziert, hierzu wurde die Phenylgruppe zu
einer Methylgruppe vereinfacht (rechts). Das Ergebnis der Vereinfachung stellt das
Disaccharidmimetikum 39 dar. Der synthetische Zugang zum Methylglycosid 39 ist einfacher, als der
zum Phenylglycosid.

Darstellung des b-Galactose-Bausteins

Die Vorstufe 44 des D-Galactose-Bausteins 45 erfolgte Uber 4 Stufen ausgehend von der

ungeschiitzten b-Galactose nach einer Syntheseroute von Clausen et al.[5%
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OH OAc
OH AcO
0 NaOAc > °
HO OH Ac,0, 12 h, 120 °C, 55 % AcO OAc
OH OAc
40 41
1. Pent-4-en-1-ol,
BF3'Et20,
abs. DCM, N,, 10 h, rt
2. NaOME, 2 hy N21 rtv
abs. MeOH, 61 %
o OTr HO o
H 0]
0 = < TrCl.3h,90°C, o
HO o abs. Pyridin, 64 %  HO
— OH
43 42

1. BnBr, Nal, NaH,
0°C,30min, rt,12 h
N,, abs. DM,

2. HzSO4, 1 h, rt,
MeOH, 32 %

OH
BnO
o —
BnO 0
OBn
44

Abbildung 45: Darstellung von 44 ausgehend von D-Galactose (40) Uber 4 Stufen nach einer
Syntheseroute von Clausen et al.l6%

Ausgehend von der geschiitzten Galactose 44 wurde an der freien 6-Hydroxylgruppe durch
eine Ethersynthese der 5 -Chlorpentyllinker eingefiihrt. Dieser wurde in einer nucleophilen
Substitutionsreaktion eingefihrt. In dieser Reaktion reagiert das Alkylhalogenid mit einem
Alkoholat zu einem Ether. Zunéchst erfolgte die Darstellung des Alkoholats durch
Deprotienierung mit NaH unter Schlenk-Bedingungen. Anschlie3end erfolgte die Zugabe des
Dihalogenalkans. Zwar gelang nach saulenchromatographischer Reinigung die Isolierung von
45 unter diesen Bedingungen. Jedoch waren die erreichten Ausbeuten 37-42 % nicht
zufriedenstellend. Es erfolgte ein Wechsel der Base auf 50 %ige NaOH-L6sung. Nach

Variation der Menge des Dihalogenalkans konnte so eine Ausbeute von 99 % erreicht werden.
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OH 07 "
BnO 0
BnO . 0 > DMSO, rt, 12 h 8O o
OBn OBn
44 45

Abbildung 46: Die Darstellung von 45 erfolgte durch Kupplung von 44 mit 1-Brom-5-chlorpentan. Als

Base wurde 50 %ige NaOH-L&ésung verwendet. Es konnte eine Ausbeuten von 99 % erreicht werden.

Das nach Aufarbeitung und Extraktion erhaltene Rohprodukt konnte anschlieBend ohne
weitere Reinigung fiir die nachste Stufe eingesetzt werden. Tabelle 9 zeigt einen Uberblick zur

Variation der Reaktionsbedingungen mit den erhaltenen Ausbeuten.

Tabelle 9: Ubersicht zur Variation der Reaktionsbedingungen zur Darstellung von 45.

Ansatznr. Base 1-Brom-5-chlorpentan Losemittel Ausbeute
1 NaH 1.7 eq. 5 eq. abs. DMSO 37 %

2 NaH 2 eq. 1.8 eq. abs. DMSO 42 %

3 NaOH (50 %ig) 2 eq. DMSO 30 %

4 NaOH (50 %ig) 5 eq. DMSO 37 %

5 NaOH (50 %ig) 1.8 eq. DMSO 99 %*

* Das Rohprodukt kann nach Aufarbeitung und Extraktion ohne weitere Reinigung verwendet

werden.

Der so erhaltene Galactose-Baustein 45 stand damit fur die nachfolgende Kupplung mit dem

L-Fucose-Baustein 47 zur Verfligung.

Darstellung des L-Fucose-Bausteins

Die Darstellung des L-Fucose-Bausteins 47 erfolgte ausgehend von L-Fucose in drei Stufen.

Im ersten Schritt wurde L-Fucose in einer Fischer Glycosylierung zum Methylglycosid 46
umgesetzt. Das Produkt 46 wurde mit einer Ausbeute von 13 % dargestellt.®Y) Das a-Anomer
wurde im Uberschuss (a:f = 5:1) erhalten. Fur die Kupplung mit dem Galactose-Baustein
musste die 2-Hydroxylgruppe frei sein, hingegen mussten die Hydroxylgruppen in Position 3

und 4 geschitzt vorliegen. Daher folgte im Anschluss die Benzylidenschitzung dieser
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Positionen. Das Produkt 47 wurde als (R)/(S)- Epimerengemisch (bezogen auf die
Konformation der Benzylidengruppe) im Verhéltnis (R)/(S) = 0.8:1 erhalten. Die Synthese
erfolgte nach Demchenko!®?. Eine chromatographische Trennung des Gemisches wurde nicht
angestrebt und das Gemisch konnte in einer Gesamtausbeute von 70 % erhalten werden. Es

folgte die Kupplung mit dem Galactose-Baustein 45.

OH OMe

o Amberlite IR120 (H") _
OH abs. MeOH, N,, Rickfluss, 12 h,13 %
OH
OH OH

OH OH
29 46

PhCH(OMe),, CSA
Rickfluss, 30 min
abs. MeCN, N,, 70 %

OMe
o}
OH
0
Og
Ph 47

Abbildung 47: Die Darstellung von 47 erfolgte tUber 3 Stufen. Im ersten Schritt wurde L-Fucose
methyliert. Aus der so dargestellten Verbindung 464 wurde durch Benzylidenschiitzung nach
Demchenkol®2 L -Fucose-Baustein 47 erhalten. Dieser wurde nachfolgend mit dem Galactose-Baustein

45 gekuppelt.

Darstellung des Disaccharids 39

Die Verknupfung der beiden Saccharid-Bausteine 45 und 47 erfolgte durch basische
Veretherung. Dafur wurde 47 zunéchst mit NaH deprotoniert. Nach zwei Stunden erfolgte die
Zugabe des Galactose-Bausteins 45. Das Produkt 48 konnte bereits nach 30 Minuten
dunnschichtchromatographisch detektiert werden. Um einen vollstandigen Umsatz zu

erreichen wurde die Reaktion insgesamt fiir zwolf Stunden geriihrt.

Das Produkt konnte nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung mit einer

Ausbeute von 26 % erhalten werden.
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Abbildung 48: Verknipfung des Galactose-Bausteins 45 mit dem Fucose-Baustein 47 zur Darstellung
von Verbindung 48. Die Kupplung der beiden Saccharid-Bausteine wurde unter basischen Bedingungen

durchgefuhrt.

Nach der erfolgreichen Synthese von 48 erfolgte die hydrogenolytische Abspaltung der
Benzyl- und der Benzyliden-Schutzgruppe. Zuséatzlich erfolgte die Reduktion der
Doppelbindung der Alkenylgruppe. Die gewiinschte Zielverbindung 39 wurde nach der

Aufarbeitung im Gemisch detektiert.

OMe OMe

O,
O
o
@)
o

OH
OH

Pd/C, H, _
EtOH/Dioxan (1:1), 5 h, rt

(@) (@]
BnO HO
m — %
BnO o) HO 0
OH
39

OBn

48

Abbildung 49: Darstellung von 39. Die Hydrierung wurde mit Pd/C als Katalysator durchgefihrt.
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5.1.2.1 Darstellung von n-Pentyl-6-O-(5-(phenyl-a-L-fucopyranosid-2-yl)-n-pent-1-yl)-
[3-D-galactopyranosid (28)

Zur Darstellung des Disaccharids 28 wird wie zur Darstellung des Disaccharids 39, der

Galactosebaustein 45 verwendet.

Darstellung des L-Fucose-Bausteins 52

Die Darstellung des L-Fucose-Bausteins 52 gelang ausgehend von L-Fucose in sechs Stufen.
Fur die Darstellung des zweiten L-Fucose-Bausteins sollte eine Glycosylierung an der 1-O-
Positon erfolgen, zusatzlich sollte die Kupplung mit dem Galactose-Baustein an der 2-O-
Position durchgefiihrt werden. Die Darstellung der tribenzylierten Fucose 45 wurde in Kapitel
5.1.2.1 beschrieben. Nachfolgend gelang die Umsetzung zum Trichloracetimidat 50. Der
Einsatz von Casiumcarbonat als Base ermdglichte hierbei eine quantitative Ausbeute des
Trichloracetimidates 50. Dies ist u.a. auf die bessere Loslichkeit von Casiumcarbonat im
Gegensatz zu anderen Basen wie z.B. Kaliumcarbonat im organischen Losemittel sowie auf
die nicht notwendige s&ulenchromatographische Reinigung zurickzufuhren. Der
Reaktionsansatz wurde zur Entfernung der anorganischen Base mehrfach mit Wasser
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Bei diesem Vorgang konnte
dunnschichtchromatographisch keine Zersetzung des Trichloracetimidates 50 festgestellt
werden. Das auf diese Weise gewonnene Produkt konnte ohne weitere Reinigung direkt in der

sich anschlielRenden Glycosylierungsreaktion eingesetzt werden.

NH
OH )k

(0] o) 0] CCl
OBn CSch3’ CClaCN - OBn 3
OBn abs.DCM, N, 2 h, rt, quant. OBn

OBn OBn
45 49

Abbildung 50: Die Darstellung vom Trichloracetimidat 49, wurde unter thermodynamischer

Reaktionskontrolle durchgefihrt.

Fur die nachfolgende Glycosylierung mit Phenol wurde auf das konventionelle Verfahren von
Schimdt et al.b7 zuriickgegriffen. Als Aktivator wurden 0.8 eq. TMSOTf bezogen auf 50,
verwendet. Die Reaktion wurde fir drei3ig Minuten unter strikter Einhaltung der Temperatur
bei -20 °C gerthrt. Nach dem Neutralisieren und s&ulenchromatographischer Reinigung

konnte 51 in einer befriedigenden Ausbeute von 51 % isoliert werden.
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NH

J\ OPh
o~ “ccl
mﬂ ® PhOH, TMSOTf . 2/ oen
OBn abs. DCM, N, 20 °C, 30 min, 52 % OBn

OBn OBn
49

50

Abbildung 51: Glycosylierungsreaktion zur Darstellung von 50. Fir die Glycosylierung wurde das

Trichloracetimidat 50 mit Phenol umgesetzt. Die Reaktion wurde Lewis-sauer mit TMSOTTf aktiviert.

Nach Abspaltung der Benzylgruppen durch Hydrogenolyse mit Pd/C als Katalysator im

Autoklaven bei 30 bar, wurde das a-Fucosid in einer Ausbeute von 62 % erhalten.

Fur die angestrebte Kupplung mit dem Galactose-Baustein 45 in der 2-O-Position wurden die
Hydroxylgruppen an Position drei und vier mit der bereits erprobten Benzylidenschutzgruppe
versehen. Das Verhaltnis des (R)- Epimers zum (S)- Epimer betrug 0.9:1. Auch hier wurde
keine Trennung der Epimere durchgefiihrt. Das Epimerengemisch wurde in einer Ausbeute
von 85 % erhalten.
OPh OPh

H,, Pd/C, 30 bar, rt, 2 h

oBn EtOH/Dioxan (1:1),53 % O

OBn OH
OBn OH

50 51

O
OH

PhCH(OMe),, CSA
abs. MeCN, Ny,
Ruickfluss, 30 min, 85 %

OPh

OH

52
Ph

Abbildung 52: Nach erfolgter Hydrogenolyse mit Pd/C als Katalysator wurde 51 benzylidengeschiitzt.

58



Ergebnisse und Diskussion

Darstellung des Disaccharids 28

Nachfolgend erfolgte die Kupplung des Fucose-Bausteins 52 mit dem Galactose-Baustein 45
ebenfalls unter identischen Bedingungen, wie zur Darstellung des Disaccharids 39. Das
gewinschte Disaccharid 53 konnte nach zweimaliger sdulenchromatographischer Reinigung
isoliert werden. Die Gesamtausbeute betrug dabei 22 %.

OPh
O
S (0]
OPh 1.) NaH ,N,, abs DMF, 0°C,2h O
2.) TBAI, o/\/\/c' \é
(o) BnO Ph
OH = B
O o Bno OBn °
\é 52 45
Ph abs. DMF, Ny, 12 h, rt, 22 % BnOO
O p——
BnO (0]
OBn

53

Abbildung 53: Kupplung des Fucose-Bausteins 52 mit dem Galactose-Baustein 45.

AnschlieRend wurde analog zur Darstellung von 39 eine Palladium-katalysierte Hydrierung
durchgefihrt. Diese diente zur Abspaltung der Benzyl- und Benzylidenschutzgruppen sowie
zur Reduktion der Doppelbindung. Fir eine schnellere Umsetzung wurde die Reduktion mit
30 bar Uberdruck durchgefiihrt. Die gewiinschte Zielverbindung 28 wurde nach Aufarbeitung
im Gemisch detektiert.

Pd/C, H,, 30 bar, _
Dioxan/EtOH (1:1), 2h, rt

(0] (0]
BnO OH
0 _ 0
BnO ) HO )
OH
28

OBn

53

Abbildung 54: Darstellung von 28. Die Hydrierung wurde mit Pd/C als Katalysator im Autoklaven, bei
30 bar Uberdruck durchgefhrt.
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5.2 Design, Synthese und Analyse von Thiadiazolderivaten als nicht-

substratbasierte Inhibitoren der GTB

Aufbauend auf den Ergebnissen von Rademacher et al.l*® gelang es Felix Niemeyer
(F. Niemeyer, unveroffentlichte Ergebnisse) durch Docking-Experimente, welche den
382-Korper als Grundgerust enthielten, weitere mdgliche nicht-substratbasierte Inhibitoren der

GTB zu identifizieren.

Die zu dockenden Strukturen der Zinc-Datenbank®® wurden daher nach bestimmten Kriterien
gefiltert, u.a. sollten die Strukturen gewerblich erhdltlich sein. In Kooperation mit F. Niemeyer
wurden anschlieBend bestimmte Strukturen zur Synthese ausgewahlt. Die ausgewahlten
Strukturen sollten in Hinblick auf eine Kupplung mit Ligand 382 ein Halogen-Acetamidrest
enthalten. Ziel war es Ligand 382 mit dem entsprechenden halogensubstituierten Acetamid in
einer nucleophile Substitutionsreaktion umzusetzen, da dies in einer einstufigen Synthese
maoglich sein sollte. Zur besseren Ansicht ist in Abbildung 55 die retrosynthetische Analyse der
gedockten Strukturen dargestellt.

)
7N Hal
N\S/“\ \)LNHR
N/ﬁ i Hal= Halogen
N R= aromatischer Rest
555 NHR ——

+

I
\S N
g

Abbildung 55: Retrosynthetische Analyse zum Aufbau der Thiadiazolderivate. Die Zerlegung ergibt

Ligand 382 und einen entsprechend substituierten Halogen-Acetamidrest.

Tabelle 10 gibt eine Ubersicht der Strukturen, die nach den erwahnten Kriterien ausgesucht

wurden.
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Tabelle 10: Gezeigt sind die zur Synthese ausgewahlten Liganden 54, 55, 56 und 57. Diese wurden

von F. Niemeyer in silico entworfen. Sie leiten sich von Ligand 382 ab.

7N N
ey oS Ive
A, o
54 55
7~N N

Fur die Darstellung der gewahlten Liganden 54, 55, 56 und 57 war eine einheitliche
Synthesestrategie mdglich. Wie geplant war die Darstellung aller Liganden in einer einstufigen
Reaktion ausgehend von 382 und dem zu kuppelnden halogensubstituierten Acetamid in einer

nucleophilen Substitutionsreaktion maoglich.

Als weiteren Substituenten enthielten die gewahlten Halogenacetamide einen Aromaten.

Diese zeichnen sich durch eine besondere Stabilitdt unter z.T. drastischen Bedingungen aus.

Ligand 382 wurde daher entsprechend mit 1 bis 2.1 Aquivalenten des zu kuppelnden
Acetamids in einer nucleophilen Substitutionsreaktion umgesetzt. Dafiir wurden 1 bis 1.1
Aquivalente Casiumcarbonat als milde Base verwendet. Die anschlieBende Darstellung der

ausgewahlten Liganden verlief in Ausbeuten von 55-84 %.

RX {

N
N— Cs,CO4 N M N
//\N/( N VeCN,8090°C 12h > [ NTs
R/N\/’

Abbildung 56: Synthese der Thiadiazole 54, 55, 56 und 57. Ligand 382 wurde in einer nucleophilen
Substitutionsreaktion mit dem entsprechenden Halogen-Acetamid umgesetzt. R= aromatischer Rest,

X= Halogen.
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Tabelle 11: Ubersicht der eingestzten Menge an Edukt bei der Darstelllung von 54, 55, 56 und 57.

Zusatzlich sind die erhaltenen Ausbeuten aufgelistet.

Verbindung RX Eingesetzte Ausbeuten
~ Menge an
Agquivalenten von
RX
54 o 2.1 eq. 56 %
R= J\NUI\/NHZ
X=1
58
55 0 /\/@ 1eq. 84 %
R:MN
X= Br H
59
56 o Cl 1 eq. 55 %.
R%«Ff\/”\NO
X=Br H
60
57 o Me 1eq. 78 %
R= MNQ
X=Br H
61

Zur Entwicklung der geeigneten Reaktionsbedingungen wurde zunéchst ein Testansatz zur
Darstellung von 54 gefiihrt. Ligand 382 und 58 wurden in Acetonitril aufgenommen und mit
Casiumcarbonat versetzt. Es wurde fir zwolf Stunden bei RT gerthrt. Durch
dunnschichtchromatographische und massenspektrometrische Kontrolle konnte die
Produktbildung von 54 detektiert werden. Um die Reaktion zu beschleunigen wurde
anschlieRend fiur zwolf Stunden zum Rickfluss erhitzt. Dieses Vorgehen fihrte zum
kompletten Umsatz der eingesetzten Edukte. Nachfolgende Darstellungen der Liganden
wurden nur noch unter Ruckflussbedingungen unter Variation der eingesetzten Menge an

Aquivalenten des Halogenacetamides durchgefiihrt.
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5.2.1 Bindungsstudien mittels Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)

Um festzustellen ob die synthetisierten Thiadiazolderivate in der Lage sind eine Interaktion mit
dem Zielenzym GTB einzugehen, wurden SPR-Bindungsstudien durchgefinhrt.

SPR ist einzigartig in der Hinsicht, da es unter optimalen Bindungen die Bestimmung von
Bindungskonstanten (Affinitat) und die kinetische Analyse des Bindungsereignisses in einer
Messung ermdglicht. SPR ist eine optische, biosensorische Technik. Ein grol3er Vorteil der
SPRist, dass es sich um eine label-freie Analysenmethode handelt. Zudem handelt es sich im
Gegensatz zu STD-NMR (statisches System) um ein stromendes Messsystem, dadurch wird
eine bessere Annaherung an ein biologisches System, mit membrangebundenen Enzymen

erreicht.

Die SPR beruht auf dem Phanomen der Oberflachenplasmonenresonanz. Diese tritt auf, wenn
planar polarisiertes Licht von einem Prisma, welches mit einem diinnen Metallfilm (z.B. Gold)
beschichtet ist, reflektiert wird.64 85 Unter bestimmten Grundvoraussetzungen (Wellenlange,
Polarisation und Einfallswinkel) werden die Photonen des polarisierten Lichts von freien
Elektronen  der  Metalloberflaiche  absorbiert und in  Oberflachenplasmonen
(elektromagnetische Wellen) umgewandelt. Unter diesen SPR-Bedingungen kommt es zu
einem Abfall der Intensitat des reflektierten Lichts. Der genaue Winkel ist abhangig vom

Brechungsindex sowohl im optisch dichteren als auch im diinneren Medium.

Im SPR-Experiment wird ein Bindungspartner auf einer gold- und matrixbeschichteten
Sensorchipoberflache immobilisiert. Der zweite Bindungspartner wird anschlieRend Uber ein
internes mikrofluidisches System (Integrated Fluidic Cartrige = IFC) Uber die Chipoberflache
geleitet. Der hier verwendete CM5-Chip besitzt vier identische Flusszellen (Fcl bis Fc4). Dabei
dient eine Flusszelle als Referenzzelle. Diese wird normalerweise nicht oder mit einem nicht

aktiven Protein belegt.

Findet ein Bindungsereignis statt, tritt eine Anderung der Resonanzbedingungen auf. Diese
spiegelt sich wiederum in messbaren Anderungen des Winkels, bei dem
Oberflachenplasmonenresonanz stattfindet wider. Dadurch kommt es zur Verschiebung des
Intensitatsminiums. Dieser Vorgang wird in Echtzeit detektiert. Das dabei aufgezeichnete
Signal entspricht der Anderung des SPR-Winkels. Es wird in RU (response units) in Form
eines Differenzsensorgramms aus Messzelle und Referenzzelle ausgegeben. Die Messung
gegen eine Referenzzelle ist zum einen no6tig, um spezifische Bindungsereignisse von
unspezifischen Bindungsereignissen welche z.B. an der Matrix auftreten kénnen, zu
unterscheiden. Zusatzlich dient es der Differenzierung von durch bulk-Effekte hervorgerufenen
Anderungen im Brechungsindex wahrend der Injektionen. Als bulk-Effekt werden Differenzen

im Brechungsindex zwischen dem Laufpuffer und der Injektionsldsung bezeichnet.
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Im Falle des Bindungsereignisses tritt ein Gleichgewichtszustand zwischen den beteiligten
Bindungspartnern auf. Liegt ein 1:1 Bindungsereignis vor, lasst sich die thermodynamische
Dissoziationskonstante Kp Giber Vermessung von Konzentrationsreihen bestimmen (Gleichung
2):

RU — RUpax[Ligand]
"~ Kp + [Ligand]

(2)

Dabei werden die Gleichgewichtswerte der SPR-Antworten (RU) bestimmt und gegen die

Konzentration an geldstem Liganden [Ligand] aufgetragen.

Alternativ kann die Ermittlung der Bindungseigenschaften durch kinetische Analyse der
Messungen erfolgen. Ausgehend von einer einfachen bimolekularen Interaktion, in der ein
Ligand [A] mit dem immobilisierten Protein (B) unter Bildung des Komplexes AB interagiert,
kann der zeitliche Verlauf der RU-Antwort mit der Zeit (R;) durch Gleichung 3 beschrieben

werden.

R; = M (1 — e_(kon[A]"'kOff)t) 3
konlA]l + Kogr

Die  Konstanten kon und ko beschreiben die  Assoziations- und die
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten fiir die Bildung und den Zerfall des Komplexes AB.

Dabei ist R: proportional zur Menge des gebildeten Komplexes AB. Bmax beschreibt die

maximale Bindungskapazitat der Sensorchipoberflache.

Die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation kor wird aus dem Abfall der
Bindungskurve ermittelt. Aus der Bestimmung der Assoziationsphase ergibt sich der neue

Parameter kobs. Dieser wird definiert nach:
kops = kon[A] + koff (4)

Bei Auftragung von kons gegen die Ligandkonzentration [A] ergibt sich aus der Steigung der

Geraden kon und aus dem Ordinatenabschnitt Kos.

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante Kb erfolgt mittels der

Geschwindigkeitskonstanten kon und Kot Nnach Gleichung 5:

k
Kp =2 (5)
on

Die Auswertung der thermodynamischen Analyse und der kinetischen Analyse kdnnen stark

voneinander abweichen. Dies ist u.a. davon abhéngig, dass eine kinetische Analyse sehr
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sensibel auf Massentransporteffekte (mass transfer limitation, MTL) reagieren kann. Ebenso
Uben bulk-Effekte einen starken Einflul? auf das Ergebniss einer Analyse aus. Diese Effekte
konnen somit zu einer Verfalschung der Geschwindigkeitskonstanten kon und Kot fiihren.

5.2.1.1 Methodenentwicklung fiir die SPR Messungen

Die Untersuchung mittels SPR brachte unerwartet viele Schwierigkeiten mit sich, ursachlich
hierfur waren die geringe Lo6slichkeit der Thiadiazolderivate  unzureichende
Regenerationsbedingungen und Instabilitat des Proteins unter den benétigten Parametern der
Messungen. Daher wurden die Messungen auf verschiedenen Chips durchgefihrt.

Zunéchst wurde GTB auf einem CMS5-Sensorchip immobilisiert (ca 4000 RU). GTB wurde
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Peters (Universitat Libeck) zur Verfligung
gestellt.  Zur Uberprifung des Messsystems wurden UDP als natirliches
Donorsubstratanalogon in Konzentrationen von 13.3 pM bis 2 mM vermessen. Als Laufpuffer
hierfir wurde MOPS pH 6.7 (SPR-Puffer 1) verwendet. GTB bendtigt zur Katalyse ein
zweiwertiges Kation. Dies kann entweder Mn?* oder Mg?* sein. Um eine bessere
Vergleichbarkeit mit anschlieBenden STD-NMR Experimenten zu gewdahrleisten wurde dem
Puffer 5 mM Mg?* zugesetzt. Durch die paramagnetische Natur von Mangan ist es nicht fir
NMR-Experimente geeignet. Der pH-Wert von 6.7 entspricht dem Optimum der Enzymaktivitat
von GTB. Die Messungen wurden bei 25 °C und einer Flussgeschwindigkeit von 10 pL/min

durchgefihrt.

5.2.1.2 SPR Bindungsstudien von UDP
Die Untersuchung von UDP in MOPS pH 6.7 erfolgte im Konzentrationsbereich von 0-2 mM.

Die zugehorigen Sensorgramme und die Anpassung an das one site binding Modell sind in
Abbildung 57 dargestellt. Betrachtet man die Sensorgramme, zeigt sich ein charakteristisches
Verhalten fir eine Enzym-Substrat-Wechselwirkung. Trotz deutlicher Injektionspeaks ist eine
Assoziationsphase zu beobachten, diese ist die Kontaktzeit Gber konstant. Dies erklart sich
durch die Gleichgewichtseinstellung der beiden Bindungspartner. Nach Beendigung dissoziiert

der Enzym-Substrat-Komplex sofort wieder, dies spricht fur eine schwache Bindung.
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Abbildung 57: Links: Sensorgramme der SPR-Experimente von GTB in Anwesenheit von 13.3 pM-
2.00 mM UDP in MOPS-Puffer pH 6.7 mit 5 mM Mg?* als Kation. Gezeigt ist die SPR-Antwort in
Abhangigkeit von der Zeit. Die Injektionsspikes zu Beginn und Ende der Injektionsdauer kommen durch
leichte Unterschiede zwischen Analyt- und Laufpuffer, sowie durch eine leichte Differenz im Volumen
der beobachteten Flusszelle gegeniiber der Referenzzelle zustande. Die Referenzzelle besitzt durch
das fehlende Protein ein grofl3eres freies Volumen. Trotz des starken Injektionspeaks ist eine deutliche
Assoziation erkennbar. Es gibt eine schnelle Gleichgewichtseinstellung zwischen den an der Bindung
beteiligten Partnern. Der Enzym-Substrat-Komplex dissoziiert direkt nach Beendigung der Injektion
wieder. Dies ist durch den starken Abfall der SPR-Antwort auf Basislinienniveau nach Wechsel auf
Laufpuffer bei t=120 s erkennbar. Rechts: Bindungsisotherme von UDP an GTB. Aufgetragen sind die
Konzentrationen von UDP gegen den Maximalwert der SPR-Antwort [RUmax]. Gefittet nach dem one site

binding Modell ergibt sich eine Dissoziationskonstante von Kp= 905 uM.

Es zeigte sich, dass die zu untersuchenden Liganden sich kaum im Laufpuffer MOPS pH 6.7
(SPR-Puffer 1) losen lieRen. Konzentrationen von 50 uM prazipitierten bereits. Um eine
Loslichkeitsverbesserung zu erzielen wurde daher das Puffersystem Uberarbeitet. Der pH-
Wert des Puffers wurde auf pH 4.5 gesenkt. Da MOPS nur im pH-Bereich von 6.5 bis 7.9
puffert, wurde Acetat als neuer Puffer gewabhlt; die lonenstarke wurde beibehalten. Zusatzlich
wurden 5 % DMSO als Losungsvermittler hinzugesetzt (SPR-Puffer IIl). Der Laufpuffer und die
Probenldsungen sollten die gleiche Konzentration an DMSO beinhalten, da DMSO einen
hohen Brechungsindex besitzt und so schon kleine Unterschiede deutliche bulk-Effekte
hervorrufen. Eine 1 %ige Differenz resultiert in einem bulk-Effekt von ~1200 RU. Dies
bedeutet, dass kleine Differenzen der Konzentration, welche unvermeidbar in der
Probenpraparation sind, zu groRen Unterschieden in den bulk-Effekten der einzelnen Proben
fuhren kdonnen. Es gibt die Moglichkeit diese Differenzen durch eine solvent-correction
auszugleichen. Diese muss bedingt durch die verwendete Biacore®-Messsoftware nach

Messung einer Konzentrationsreihe erfolgen und im Messzyklus implementiert sein. Dabei
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werden Konzentrationen 4.5-5.8 % DMSO vermessen. AbschlieRend kann entschieden
werden, ob die Messung durch die solvent-correction korrigiert werden muss. Zu beachten ist,
dass sich die wiederholenden héheren DMSO-Expositionen wie sie bei der solvent-correction
bendtigt werden, negativ auf die Enzymaktivitat und Lebensdauer des Enzyms auswirken
kénnen.

Da unbekannt war ob GTB noch Aktivitat unter diesen neuen nicht-nativen Parametern
aufwies, wurden zunéachst Messungen mit dem nattrlichen Donorsubstrat UDP durchgefuhrt.
Abbildung 58 zeigt eine exemplarische Messung von 13.3 uM - 2 mM UDP in Acetat-Puffer pH
4.5 mit 5 % DMSO, welche nachfolgend auf die Messung von UDP in MOPS pH 6.7 (Abbildung
57) durchgefiihrt wurde. Eine solvent-correction der Daten war nicht notwendig. Jedoch zeigte
sich, dass GTB unter diesen neuen Bedingungen eine ca. 3-fach schlechtere Aktivitat aufwies.
Weitere Messungen an verschieden Chips bestatigten diesen Trend, so konnte eine Abnahme
der Aktivitat bis zum 10 fachen beobachtet werden. Diese lasst sich u.a. dadurch erklaren,
dass GTB bei einem pH-Wert von 4.5 eine geringere Enzymaktivitat aufweist. Ebenso

scheinen die héheren DMSO-Konzentrationen der solvent correction einen negativen Einfluss

zu haben.
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Abbildung 58: Darstellung der von UDP in Acetat pH 4.5 erhalten Sensorgramme (links) und der dazu
gehorigen Bindungsisotherme (rechts). Durch Anpassung der Daten an das one site bindung Modell

ergab sich eine Dissoziationskonstante von Kp= 2.5 + 1.5 mM.

5.2.1.3 SPR Bindungsstudien von 54

Nachdem das Messsystem durch Vermessung von UDP in MOPS pH 6.7 und UDP in Acetat
pH 4.5 (5 % DMSO) validiert worden war, erfolgte die Vermessung der Liganden. Nachdem
ein Ligand vermessen wurde, erfolgte eine erneute Validierung des Proteins mit UDP in Acetat

pH 4.5 (5 % DMSO) um zu gewéhrleisten, dass das Enzym noch gentigend Restaktivitat fur
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weitere Messungen aufwies. War dies nicht der Fall, wurde auf einer neuen Flusszelle erneut

GTB immobilisiert und das System wie beschrieben validiert.

Die Untersuchung von 54 erfolgte im Konzentrationsbereich von 0-600 uM. In dem
untersuchten Konzentrationsbereich konnte keine spezifische Bindung an GTB beobachtet
werden. Dies zeigt sich deutlich am linearen Verlauf der Bindungsisotherme bei Auftragung
der SPR-Antworten [RUmax] gegen die Konzentration des Liganden, zudem wird keine
Sattigung der Bindungskurve erreicht (Abbildung 59). Eine solvent-correction der Daten war
daher nicht notwendig. Eine Anpassung an das one site binding Modell brachte keine
Ergebnisse. Dieses Ergebnis fihrte dazu, dass Verbindung 54 fir weitere Untersuchungen

nicht in Frage kam, da nur niedrig pmolare Inhibitoren der GTB né&her untersucht werden

sollten.
4880 - 30+
4860 lEEE ’s -
4 ) 7
5 4840 -f:_—rﬁf e
4 1 = W 20
= 4820 0586 M E
S 1 — 112uM 3
2 4800 2.34 uM ;15-
< | 469uM S
X 47804 938uM ©
o ] — 188uM 101 -
4760 4 75UM @ |
.. - 4 . . 5uM @
] 150 pM 5
4740 ] 300 pM | .
600 uM =
4720 4 0.586 ﬂM oO{gn"
T T T T T T T T T T T . T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6
Zeit [s] ¢, [M]

Abbildung 59: Darstellung der von 54 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazugehdrigen
Bindungsisotherme (rechts). Eine Dissoziationskonstante durch Anpassung der Daten an das one site

binding Modell konnte nicht bestimmt werden.

5.2.1.4 SPR Bindungsstudien von 56

Testmessungen von 56 zeigten eine starke Assoziation an GTB. Um die Dissoziationsphase
in Vorbereitung fir weitere Messungen abzukirzen, wurden Regenerationslosungen getestet.
Diese sollen den gebundenen Analyten wieder von der Oberflache entfernen. Idealerweise
wird eine vollstandige Regeneration ohne Verlust der Bindungsaktivitdt des immaobilisierten
Liganden erhalten. Es wurde jeweils mit einem 30 Sekunden Puls bei 30 pL/min 10 mM Glycin
HCI pH 1.5, 2.0 und 2.5 getestet. Diese Art der Regeneration funktioniert bei einer Vielzahl
von Proteinen, da diese bei einem kleinen pH-Wert positiv geladen vorliegen und sich teilweise

entfalten. Dadurch stol3en sich die Proteinbindungsstellen voneinander ab und die
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gebundenen Molekile losen sich. Jedoch erwiesen sich die getesteten Bedingungen als

unwirksam.

Daher wurde sich fur eine Regeneration mit 0.1 % SDS (30 Sekunden Puls, 30 pL/min)
entschieden.

Die Untersuchung von 56 erfolgte im Konzentrationsbereich von 0-12 uM. Die
Konzentrationen von 6 und 12 pM wiesen unspezifische Wechselwirkungen auf. Sie wurden
fur die Auswertung nicht berticksichtigt. Eine solvent-correction der Daten war nicht notwendig.
In Abbildung 60 sind die Sensorgramme (links) und die Anpassung an das one site binding
Modell (rechts) gezeigt.
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Abbildung 60: Darstellung der von 56 erhalten Sensorgramme (links) und der dazugehorigen
Bindungsisotherme (rechts). Durch Anpassung der Daten an das one site binding Modell ergab sich

eine Dissoziationskonstante von Kp= 5.8+ 0.8 nM.

Nach Anpassung der Daten an das one site binding Modell ergab sich eine
Dissoziationskonstante von Kp = 5.8 £ 0.8 nM. Deutlich in Abbildung 60 (links) zu erkennen ist
ein Abfall des Verlaufs der Basislinien, zusatzlich bleibt das Niveau der Basislinie unterhalb

der Messung von 0 pM. Dies deutet auf eine zunehmende Denaturierung des Proteins hin.

Nachfolgend wurde eine kinetische Analyse mit dem Programm Origin 9.1 durchgefihrt. Durch
den DMSO-haltigen Puffer ist ein sehr starker bulk-Effekt sichtbar. Dieser wirkte sich nachteilig
auf einen maoglichen fit der Kurven aus. Um diesen Effekt zu minimieren, wurden daher die
betroffenen Teile der jeweiligen Kurve nicht mit in die Bestimmung der fits einbezogen. Die
Grenzen wurden dabei willkiirlich so gesetzt, dass sie einen moglichst guten fit der Kurven

gewabhrleisten.
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Exemplarisch ist in Abbildung 61 (links) der fit der Assoziationsphase zur Bestimmung von Kops
dargestellt. Um einen fit der Assoziation zu gewahrleisten wurde ein virtueller Nullpunkt in den
Kurven gesetzt. Um eine Abschatzung fir kot zu erhalten, wurden die erhalten
Dissoziationskurven zusatzlich basislinien-korrigiert (Abbildung 61, rechts).
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Abbildung 61: Beispielhafte Darstellung der Assoziationsphase (links) und der Dissoziationsphase
(rechts) von 56 bei c= 0.047 pM. kot und kops wurden durch Anpassung an eine exponentielle Funktion
(ExpDecayl, Origin) erhalten.

Hieraus ergaben sich fur die Konzentrationen von 0.023 uM bis 3 uM Werte fir die
Geschwindigkeitskonstante ko zwischen 0.031 und 0.025 s. Tabelle 12 enthalt nachfolgend
eine Ubersicht der ermittelten Werte fir kot und Kops. Die Bestimmung von Ko aus Kobs ergab
negative Werte fir kon. Eine Bestimmung fir Kp nach Gleichung 5 war auf diesem Wege nicht

maoglich.

70



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 12: Ubersicht der erhaltenen Daten fiir kot und kops flr 56 im Konzentrationsbereich von
0.023 uM bis 3 uM.

Css [UM] to[S] Kot [S™] ton [S] Kobs [S]
0.023 32.55 0.031 54.00 0.019
0.047 32.14 0.031 58.76 0.017
0.094 34.59 0.029 59.30 0.017
0.19 38.42 0.026 58.85 0.017
0.38 40.13 0.025 60.73 0.016
15 37.67 0.027 57.92 0.017
3.0 36.46 0.027 59.13 0.017

Daher wurden nachfolgend die ermittelten Werte fir kops gegen die Ligandkonzentrationen
aufgetragen. Die Steigung der Kurve lieferte ein kon von 49.45 L/mol-s der Ordinatenbschnitt
entspricht kor= 0.017 s. Die nach Gleichung 4 ermittelte Dissoziationskonstante betragt Kp=
341.8 pM.
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Abbildung 62: Ermittlung von Kon und kot durch lineare Regression. Die ermittlten Werte von Keps wurden
gegen die Ligandkonzentration aufgetragen. Der Schnittpunkt mit der Y-Achse ergibt einen Wert fir die
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation von ko= 0.017 s'1. Die Steigung ergibt einen Wert fiir die
Geschwindigkeitskonstante der Assoziation von ko= 49.45L M1sl, Die daraus resultierende
Dissoziationskonstante wurde zu Kp= 341.8 uM bestimmt. Der Wert bei c= 0.023 uM wurde fir den fit
nicht bertcksichtigt, da eine zu groRe Abweichung zu den anderen Werten bestand. Die grol3e
Abweichung kommt dadurch zustande, dass bei kleineren Konzentrationen kleinere RU-Antworten
erreicht werden, wodurch der bulk-Effekt viel stéarker zum Tragen kommt.

5.2.1.5 SPR Bindungsstudien von 55

Die Untersuchung von 55 erfolgte im Konzentrationsbereich von 0-12 pM. Es wurde mit einem
Regenerationspuls von 30 Sekunden 0.01 % SDS regeneriert. Die Konzentrationen von 3, 6
und 12 uM wiesen eine unspezifische Wechselwirkung auf. Sie wurden fiur die Auswertung
nicht berlcksichtigt. Auch die Wiederholungsmessung von 0.0234 uM konnte aufgrund
unvollstandiger Regeneration nicht berticksichtigt werden. Eine solvent-correction der Daten
war nicht notwendig. In Abbildung 63 sind die Sensorgramme (links) und die Anpassung an

das one site binding Modell (rechts) gezeigt.
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Abbildung 63: Darstellung der von 55 erhaltenen Sensorgramme (links) und der dazugehérigen
Bindungsisotherme (rechts). Durch Anpassung der Daten an das one site binding Modell ergab sich
eine Dissoziationskonstante von Kp= 0.98 + 0.31 nM.

Nach Anpassung der Daten an das one site binding Modell ergab sich eine

Dissoziationskonstante von Kp= 0.98 + 0.31 nM.

Die hier gewahlten Regenerationsbedingungen sind zwar weniger harsch als bei 56, jedoch
ist immer noch ein Abfall der Basislinie zu beobachten, was darauf schlieRen lasst, dass das
Protein unter den gewahlten Bedingungen nicht Gber mehrere Messungen stabil ist. Diese
Annahme wird gestiitzt durch die Tatsache, dass im linearen Teil der Bindungsisotherme ein
Abfall der RU-Antworten zu verzeichnen ist. Ebenso konnte auch keine vollstandige
Regenerierung erreicht werden, was sich in einem Anstieg der Basislinie zu Beginn und Ende

der einzelnen Messungen zeigte. Dies wurde in der gezeigten Abbildung 63 korrigiert.

Analog zu 56 wurde eine kinetische Analyse durchgefiihrt. In Abbildung 64 (links) ist
exemplarisch der fit der Assoziationsphase zur Bestimmung von koys dargestellt. Im Gegensatz
zu 56 war der bulk-Effekt deutlich weniger ausgepragt, sodass mehr Datenpunkte zur
Bestimmung des fits herangezogen werden konnten. Um einen fit der Assoziation zu
gewahrleisten wurde ebenfalls ein virtueller Nullpunkt in den Kurven gesetzt. Um eine
Abschéatzung fir ko zu erhalten wurden die erhaltenen Dissoziationskurven basislinien-
korrigiert (Abbildung 64, rechts).
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Abbildung 64: Beispielhafte Darstellung der Assoziationsphase (links) und der Dissoziationsphase
(rechts) von 55 bei c= 0.047 uM. Koir und Kons Wurden durch Anpassung an eine exponentielle Funktion

(ExpDecayl, Origin) erhalten.

Hieraus ergaben sich fir die Konzentrationen von 0.023 uM bis 1.5 yM Werte fir die
Geschwindigkeitskonstante kot zwischen 0.031s? und 0.025s?. Tabelle 13 enthalt
nachfolgend eine Ubersicht der ermittelten Werte fiir kot und Kops. Die Bestimmung von kon aus
kobs €rgab negative Werte fir kon. Eine Bestimmung fiir Kp nach Gleichung 5 war auf diesem
Wege nicht mdglich.

Tabelle 13: Ubersicht der erhaltenen Daten fiir ko und kops fUr 55 im Konzentrationsbereich von
0.023 uM bis 1.5 uM

Css [UM] tor[S] Koft [S™] ton[S] Kobs [S™]
0.023 11.52 0.087 56.01 0.018
0.047 12.02 0.083 55.37 0.018
0.094 12.52 0.080 56.67 0.018
0.19 11.79 0.085 54.71 0.018
0.38 11.62 0.086 55.05 0.018
0.75 12.11 0.083 56.00 0.018
15 11.52 0.087 54.33 0.018
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Auch far 55 wurden nachfolgend die ermittelten Werte fir kos gegen die
Ligandkonzentrationen aufgetragen. Die Steigung der Kurve lieferte ein kon von
269.96 L/s-mol, der Achsenabschnitt entspricht ko= 0.018 s™*. Die nach Gleichung 4 ermittelte
Dissoziationskonstante betragt Kp= 66.3 pM.
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Abbildung 65: Ermittlung von kon und ket durch lineare Regression. Die ermittelten Werte von Kops
wurden gegen die Ligandkonzentration aufgetragen. Der Schnittpunkt mit der Y-Achse ergibt einen Wert
fur fur die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation von ko= 0.018 s'1. Die Steigung ergibt einen
Wert fiur die Geschwindigkeitskonstante der Assoziation von kon= 269.96 L M-lsl. Die daraus
resultierende Dissoziationskonstante wurde zu Kp= 66.3 UM bestimmt.

5.2.2 Kompetitive STD-NMR-Experimente der Thiadiazolderivate

Die Ergebnisse der SPR-Studien lassen die Aussage zu, dass die Thiadiazole 55 und 56 in
der Lage sind, an GTB zu binden. Zur Verifizierung der Dissoziationskonstanten, welche in
den SPR-Studien ermittelt werden konnten, wurden kompetitive Saturation Transfer Difference
(STD)-NMR Messungen durchgefuihrt. Die Dissoziationskonstante des Thiadiazols 57,
welches nicht durch SPR untersucht wurde, sollte ebenfalls durch kompetitive STD-NMR

bestimmt werden.

Mittels kompetitiver STD-Messung kann durch die vorliegende Konkurrenzsituation ermittelt
werden, ob die Thiadiazolderivate dieselbe Bindungstasche wie das naturliche Donorsubstrat
belegen. Wird ein STD Effekt des bekannten Binders detektiert, der sich abhangig von der

Inhibitorkonzentration abschwacht, kann davon ausgegangen werden, dass durch die
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vorliegende Konkurrenzsituation dieselbe Bindungstasche besetzt wird. Der entgegengesetzte
Fall wirde darauf hindeuten, dass der Inhibitor an einer anderen Stelle des Enzyms bindet.
Dabei wird durch schrittweise Zugabe des Kompetitors der Binder aus der Bindungstasche
verdrangt.

Die STD-NMR erlaubt dabei, die Beobachtung der Bindung eines niedermolekularen Liganden
an ein Protein. Das Bindungsereignis wird dabei aus Ligandsicht betrachtet.

Ursachlich fur den STD- Effekt ist eine Ubertragung der selektiven Proteinsattigung auf den
Liganden. Diffundiert der gesattigte Ligand wieder in L6sung, kann dieser Zustand detektiert
werden. Fur kleine Molekile liegt die Zeitkonstante der T1/T2-Relaxation in der
GroRenordnung von einer Sekunde. Die Ubertragung der Sattigung vom Protein zum Liganden
erfolgt in etwa 100 ms. Bei einer schnellen Kinetik und einem grof3en Ligandtberschuss kann
durch mehrmaliges Belegen derselben Bindungstasche mit unterschiedlichen Liganden

Sattigung in Losung akkumuliert und detektiert werden. !

Ein STD-Spektrum wird durch Differenzbildung eines on-resonance- und eines off-resonance
Spektrums erzeugt. Im on-resonance Spektrum sind die Ligandsignale durch die
Sattigungsibertragung vom Protein vermindert. Im off-resonance Experiment wird der
Sattigungspuls ebenfalls eingestrahlt, jedoch auRerhalb des Messbereiches wodurch keine
Proteinsattigung erzeugt wird. Die Einstrahlung des off-resonance Sattigungspulses ist nétig,

um Differenzartefakte durch Temperaturschwankungen zu vermeiden.

Es sei erwéhnt, dass im Falle der Thiadiazole von einer starken Wechselwirkung mit
langsamer Kinetik auszugehen war. Dies hatte zu Problemen bei der Analyse mittels
.Klassischer* STD-NMR fiihren kénnen. Bei Durchfiihrung einer kompetitiven STD-Analyse
werden diese Probleme vermieden, da nur die Kinetik des vorgelegten Kompetitors fir die

beobachteten Signale von Bedeutung ist.

Zudem  ermdglicht eine  kompetitive  STD-Messung, die  Bestimmung des
konzentrationsabhéngigen ICso-Wertes des Kompetitors in Anwesenheit eines bekannten

Binders. Daraus resultierend erfolgt die Bestimmung der inhibitorischen Konstante K;.

Die Bestimmung des ICso und des Ki-Wertes erfolgt durch Umformung der Cheng-Prusoff-
Gleichung®®” (Gleichung 6). Mithilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung wird die Korrelation
zwischen Ki und dem ICso-Wert  beschrieben. Der K-Wert ist die
Gleichgewichtsdissoziationskonstante des Protein-Inhibitor-Komplexes. Je niedriger er ist,
desto starker bindet die untersuchte Substanz an das Protein. Die Michaelis-Menten-
Konstante Ky gibt die Substratkonzentration an, bei der fir das untersuchte System die
Umsatzgeschwindigkeit halbmaximal ist (v= %2 vmax). K gibt damit die Substratkonzentration

an, bei der die Halfte der aktiven Zentren der an der Reaktion beteiligten Enzyme besetzt ist.
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Unter Kenntnis der Ligandkonzentration [Ligand] und Ku kann der Kiflr das beobachtete

System bestimmt werden.

ICso =K (1 oK ) 6
50 = [Ligand] ©
Umgeformt nach K ergibt sich:
1Cs
K = [Ligand] )
14+===
Km

Die Dissoziationskonstante Kp stellt einen Grenzfall der Michaelis-Menten-Konstante Ky dar.

Kwm ist nach Gleichung 8 definiert.

ke k
M — k1

©)

Im Falle einer kompetitiven Hemmung gilt k, « k_;, somit ist ko vernachlassigbar und
Gleichung 8 wird zu:

k_y
=— =K

Kwu
Dieser Ausdruck fur Ky wird als Dissoziationskonstante Kp bezeichnet. Daraus ergibt sich fir

die Bestimmung des ICso-Wertes:

ICso = K; (1 + L) (10)
[Ligand]

Wie auch bei den SPR-Studien konnte aufgrund der geringen Loslichkeiten der zu

untersuchenden Liganden (55, 56 und 57) kein ,klassischer® Ansatz einer STD-Titration

durchgefuihrt werden, zudem bedurfte es einiger Ansatze der Optimierung verschiedener

Parameter, die nachfolgend erlautert werden. 54 wurde nicht weiter untersucht, da der zu

erwartende K;-Wert im millimolaren Bereich liegt.

Im Falle einer klassischen NMR-Titrationsreihe mit z.B. Sacchariden erfolgt die schrittweise
Zugabe aus einer hochkonzentrierten Stammldsung zu einem einzigen NMR-Rd&hrchen.
Dieser Ansatz konnte hier nicht durchgefiihrt werden. Denn um eine Anndherung an
physiologische Bedingungen zu erreichen wurde der pH-Wert auf 5.0 (dies entspricht einem
korrigierten pD-Wert von pD 5.4, der abgelesene pH-Wert muss um den Wert 0.4 korrigiert
werden, da in deuteriertem Puffer gemessen wurde)® erhoht, wodurch sich jedoch die

Loslichkeit der Liganden noch weiter herabsenkte.
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NMR-Konzentrationsversuche in reinem Puffer zeigten, dass z.T. kein Ligand bzw. nur
nanomolare bis niedrig mikromolare Mengen der Liganden in Lésung gingen. Daher wurde
weiterhin DMSO als Losungsvermittler bendtigt.

Um eine Vergleichbarkeit mit den SPR-Ergebnissen zu erreichen, wurde eine konstante
Konzentration von 5 % DMSO-ds pro Messpunkt gewéahlt. Das Gesamtvolumen der Probe
betrug dabei 180 pL. Um dies zu erreichen, wurde der Ligand in DMSO-ds gel6st. Die
bendtigten Verdinnungsreihen wurden ebenfalls mit DMSO-ds angesetzt. Um die
Konzentration von 5 % DMSO nicht zu tUberschreiten, wurden die benétigten Titrationsreihen
nicht wie im ,klassischen Fall* in einem einzigen NMR-Rohrchen durchgefihrt, sondern es
wurde pro Messpunkt je ein R6hrchen mit der bendtigten Menge GTB und UDP als zu

verdrangender Ligand angesetzt.

Zunachst wurden die benétigten Mengen von GTB und UDP einzeln pro Messpunkt in ein
Rohrchen pipettiert. Es zeigten sich jedoch minimale Abweichungen der UDP-
Konzentrationen, welche durch den Standardfehler der Pipettel®® erklart werden konnen.
Daher wurde das Vorgehen dahingehend optimiert, dass eine Stammldsung bestehend aus
den bendétigten Konzentrationen von GTB und UDP vorab hergestellt wurde und diese auf die
einzelnen Roéhrchen aufgeteilt wurde. Durch dieses Vorgehen konnte eine gleichbleibende
Konzentration von UDP gewahrleistet werden. Das Gesamtvolumen wurde dabei je Probe auf

171 pL festgesetzt.

Um das Endvolumen von 180 pL zu erreichen, wurden im Anschluss 9 uL der zu
untersuchenden Ligandlésung zugegeben. Dabei war zu beachten, dass der Ligand in einer
entsprechend hoheren Konzentration in purem DMSO-ds gelost war, damit die
Endkonzentration von 5 % DMSO im NMR-RoOhrchen eingehalten werden konnte. Die
Konzentration der Stammldsungen der Liganden wurde durch Bestimmung des S/N-
Verhéltnisses per NMR bestimmt. Als Vergleichssubstanz diente eine 2 mM Sucroselésung
(D20). Bei den Liganden handelt es sich um para-substituierte Aromaten. Durch die daraus
resultierende magnetische Indquivalenz der Protonen ergeben sich Spektren hoherer
Ordnung, dieser Effekt wird durch DMSO-ds noch verstérkt. Die erwartete Signalintensitat ist
deswegen niedriger als erwartet. Dieser Effekt muss bei der Bestimmung des S/N-
Verhéltnisses beachtet werden. Daher wurden die bestimmten S/N-Verhéltnisse der Liganden

mit einem empirisch bestimmten Faktor von 1.7 korrigiert.

Zu erwdhnen ist noch, dass es nicht moéglich war einen 5 %-DMSO-haltigen Puffer zu
verwenden, da die Dialysemembranen (Amicon®) welche fur das Umpuffern der GTB in NMR-

Puffer bendtigt wurden, nicht DMSO-besténdig sind.
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Weiterhin wurde das Verhéaltnis der UDP- zu Proteinkonzentration optimiert. In ersten
Ansatzen wurde mit einer héheren Proteinkonzentration von 14 uM GTB und einer sich daraus
ergebenden Rezeptorbelegung von r= 0.9 gearbeitet. Die daraus resultierenden Messungen
bewiesen ein kompetitives Verhalten, jedoch waren Bestimmungen des ICso-Wertes nicht
eindeutig moglich. Daher wurde fur die nachfolgenden Messungen das Verhéltnis der UDP-
zu Proteinkonzentrationen auf r= 0.4 gesenkt. Dies bewirkte indirekt eine Erhdhung des
Ligandiberschusses und ermdglichte so die eindeutige Bestimmung des I1Cso- und des K-
Wertes.

Die fur die folgenden Messungen verwendeten Protein- und Ligandkonzentrationen sind in
Tabelle 14 aufgefuhrt. Der Bereich der untersuchten Ligandkonzentration wurde so gewahlt,
dass die héchstmogliche Konzentration der zu untersuchenden Liganden unter den gewahlten
Parametern vermessen werden konnte. Die gemessenen Spektren wurden mit einer watergate

Wasserunterdriickung aufgenommen.

Tabelle 14: Ubersicht der fiir die kompetitiven STD-Titrationen verwendeten UDP-, Protein- und
Ligandkonzentrationen sowie der daraus resultierenden berechneten Rezeptorbelegung r bei einem Kp
von 0.43 mM fur UDP.

Ligand Konzentration  Konzentration ! Konzentration
UDP [mM] GTB [uM] Ligand [uM]

55 0.33 4.5 0.4 14.3-0.111

56 0.33 2.8 0.4 17.3-0.539

57 0.33 4.5 0.4 7.31-0.229

55 wurde mit 512 scans vermessen. Die logarithmische Auftragung der Konzentration von 55
gegen die abs. STD% des H-1" Protons von UDP lieferte nach Anpassung mit dem one site
competition Modell eine mittlere Inhibitorische Konzentration von [Cso= 25.8 pM. Nach

Gleichung 6 ergibt sich dadurch fiir 55 eine inhibitorische Konstante von Ki=14.6 pM.
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Abbildung 66: Bestimmung des ICso-Wertes von 55 in Gegenwart von 4.5 uM GTB und 0.33 mM UDP
mittels STD-NMR. Gezeigt ist die Auftragung der absoluten STD% (H-1") gegen die logarithmische
Konzentration von 55. Unter Verwendung des one site competition Modells wurde ein Wert von ICso=
25.8 uM bestimmt. Mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung wurde der ICso-Wert in den K, umgerechnet.
Der K, wurde zu K= 14.6 uM bestimmt. Der virtuelle Nullpunkt wurde bei log c= -1 gesetzt. Der

bestimmte ICso-Wert ist gegentiber einem Verschieben des virtuellen Nullpunktes stabil.

Das inhibitorische Potential von 56 wurde ebenfalls untersucht. Allerdings wurde 56 mit 1k
scans vermessen, da sich das S/N-Verhaltnis mit 512 scans als nicht zufriedenstellend erwies.
Zudem zeigte sich, dass die hochste angestrebte Konzentration von 17.3 uM nicht erreicht
werden konnte, da bei dieser Konzentration der Ligand prazipitierte. Der Messpunkt wurde fur
die nachfolgende Auswertung nicht miteinbezogen. Die logarithmische Auftragung der
Konzentration von 56 gegen die abs. STD% des H-5 Protons von UDP lieferte nach
Anpassung mit dem one site competition Modell eine mittlere Inhibitorische Konzentration von
ICs0= 14.5 uM. Nach Gleichung 6 ergibt sich dadurch fiir 56 eine inhibitorische Konstante von
Ki= 8.2 uM.
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Abbildung 67: Bestimmung des ICso-Wertes von 56 in Gegenwart von 2.8 uM GTB und 0.33 mM UDP
mittels STD-NMR. Gezeigt ist die Auftragung der absoluten STD% (H-5) gegen die logarithmische
Konzentration von 56. Unter Verwendung des one site competition Modells wurde ein Wert von ICso=
14.5 uM bestimmt. Mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung wurde der ICso-Wert in den K, umgerechnet.
Der K, wurde zu K= 8.2 uM bestimmt. Der virtuelle Nullpunkt wurde bei log c= 0 gesetzt. Der bestimmte
ICso-Wert ist gegenlber einem Verschieben des virtuellen Nullpunktes stabil. Der Wert mit der
Konzentration c= 17.3 uM (entspricht log c= -4.76) wurde fir die Anpassung nach dem one site
competition Modell ignoriert, da die Loslichkeit des Liganden Uberschritten wurde. Die

Loslichkeitstiberschreitung flhrte zur Prazipitation des Liganden.

57 wurde ebenfalls mit 1k scans vermessen. Die logarithmische Auftragung der Konzentration
von 57 gegen die abs. STD% des H-5 Protons von UDP lieferte nach Anpassung mit dem one
site competition Modell eine mittlere Inhibitorische Konzentration von ICso= 21.8 pM. Nach

Gleichung 6 ergibt sich dadurch fiir 57 eine inhibitorische Konstante von Ki= 12.3 uM.
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Abbildung 68: Bestimmung des ICso-Wertes von 57 in Gegenwart von 4.5 uM GTB und 0.33 mM UDP
mittels STD-NMR. Gezeigt ist die Auftragung der absoluten STD% (H-5) gegen die logarithmische
Konzentration von 57. Unter Verwendung des one site competition Modells wurde ein Wert von ICso=
21.8 uM bestimmt. Mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung wurde der ICso-Wert in den K, umgerechnet.
Der Ky wurde zu K= 12.3 uM bestimmt. Der virtuelle Nullpunkt wurde bei log c= 0 gesetzt. Der bestimmte

ICso-Wert ist gegenlber einem Verschieben des virtuellen Nullpunktes stabil.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass es gelungen ist trotz erschwerter Bedingungen
eine DMSO-basierte Methode zur kompetitiven STD-NMR der hier zu analysierenden

Liganden zu entwickeln und erfolgreich durchzufihren.

So zeigen die Liganden 55, 56 und 57 in den untersuchten Konzentrationsbereichen ein
eindeutig kompetitives Verhalten im untersuchten System UDP/GTB. Der K, wurde fur 55 zu
Ki=14.6 ypM bestimmt. Im gleichen Konzentrationsbereich liegen die bestimmten
Inhibitionskonstanten fur die Liganden 56 (K= 8.2 pM) und 57 (K= 12.3 pM). Die ermittelten
Werte weichen von den Bindungskonstanten welche in den SPR-Bindungsstudien
thermodynamisch ermittelt wurden ab. Dies kann vielféltige Griinde haben. Ursachlich kénnen
u.a. Artefakte in den SPR-Messungen sein, welche durch die Verwendung von DMSO als
Ldsungsvermittler stammen koénnten. Dies kann in der hier verwendeten Methode

ausgeschlossen werden, da vorhergehende Artefaktmessungen durchgefuhrt wurden. Jedoch
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stehen die ermittelten Werte im guten Einklang mit den Kkinetisch bestimmten
Bindungskonstanten der SPR-Bindungsstudien. Die kinetisch ermittelten Werte bestéatigen die
durch kompetitive STD-NMR erhaltenen Werte, obwohl sie um etwa eine GréRenordnung
abweichen. Die Abweichung kann dadurch erklart werden, dass durch die bulk-Effekte bei der
Injektion ein grof3er Teil der Datenpunkte nicht fir die Auswertung herangezogen werden
konnte.

5.2.3 Progresskurvenanalyse der Inhibition der Thiadiazolderivate gegentber
GTB

Enzymkinetik ist ein wichtiges Werkzeug zur Aufklarung der Mechanismen von
Enzymreaktionen. Im Jahre 1913 schlugen Leonor Michaelis und Maud Menten ein einfaches
Modell vor, welches enzymatische Reaktionen beschreiben konnte.["® Entscheidend in ihrem
Modell ist die Annahme eines irreversiblen ES-Komplexes welcher als Zwischenprodukt
auftreten muss. Das Modell beschreibt dabei die Abhangigkeit zwischen Enzymaktivitat und
der Substratkonzentration. Mithilfe des Modells lassen sich die Michaelis-Menten-Konstante
Km und die maximale Geschwindigkeit vmax bestimmen. Die Reaktionsgleichung lautet:
K4 ko

E+S ——— ES
K_1

E+P

Die Geschwindigkeitsgesetze kénnen bereits fur diese einfachste Form nicht explizit gelost
werden. Basierend auf der Annahme, dass k.1 » kz gilt und der Umsatz k- einer Kinetik erster
Ordnung folgt, postulierten Michaelis und Menten eine Losung. Dabei muss das Substrat im
Uberschuss eingesetzt werden. Denn so stellt sich ein Gleichgewicht fur die Bildung des
Enzym-Substrat-Komplexes ein  und die Umsetzung des Produktes stellt den

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar.

1925 wurde das Modell von Briggs und Haldane in der Annahme eines quasistationaren
Zustands (steady state) fir den Enzymsubstratkomplex vereinfacht. Dies erlaubte die

Anwendung des Modells auf alle Enzymreaktionen.t’!
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Mit v = % = —% Umax = Keat[Elo (11)+(12)
mit [S]: Substratkonzentration
Vimax: Maximalgeschwindigkeit
Kwm: Michaelis-Menten-Konstante

Die Michaelis-Menten-Konstante wurde bereits in Kapitel 5.2.2 erwahnt (Gleichung 8) und ist

definiert nach:

und K, = k‘lk—jkz (8)
Zur Untersuchung der Enzymkinetik gibt es eine Vielzahl von unterschiedlichen Methoden z.B.
radiochemische oder chromatographische Verfahren. Géangig ist dabei die Messung der
Initialgeschwindigkeiten, da hier die Bedingung der Substratsattigung erfllt ist. Bei Auftragung
der Substratkonzentration gegen die Reaktionsgeschwindigkeit ergibt sich eine
Sattigungskurve, mit vinax als Sattigungswert und Ky als Substratkonzentration bei Viaxz. Gilt
die Michaelis-Menten-Bedingung k.» k. entspricht die Michaelis-Menten-Konstante der
Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Komplexes (siehe auch Kapitel 5.2.2,
Gleichung 9, Ku= Kp). Damit kann Gleichung 11, auf komplexere Reaktionsschemata
angewendet werden; ke und Ky gehen zu der apparenten Dissoziationskonstante K’y und der
apparenten Geschwindigkeitskonstante k'ca Uber. Als MaR fir die Substratspezifitat gilt der
Quotient aus kca/Kw, er wird als katalytische Effizienz definiert.

Der erhaltene Ku-Wert gibt die Affinitat des Substrats fur das Enzym wider. Einfliisse, die zu
einem verzogerten oder unvollstandigen Umsatz fuhren kénnen, beispielsweise bei dem
Auftreten von Produktinhibition oder Gleichgewichtsreaktionen, sind dabei nicht von Belang.
Die Michaelis-Menten-Gleichung bietet ein einfaches, leicht auszuwertendes, mathematisches

Modell zur kinetischen Analyse von Enzymreaktionen.

Die enzymkinetische Untersuchung mittels NMR-Spektroskopie bietet viele Vorteile u.a.
ermdglicht es Reaktionsverfolgung in Echtzeit. Im klassischen Ansatz erfolgt auch hier die
Messung der Initialgeschwindigkeiten bei definierter Enzymkonzentration und Variation der

Substratgeschwindigkeiten.

Als Alternative bietet sich die Analyse der kinetischen Parameter durch Anwendung von
Progresskurvenanalytik an. Eine Progresskurve stellt den gesamten Konzentrations-Zeit-
Verlauf eines oder mehrerer Reaktanden als Funktion der Zeit dar und beruht nicht auf

Messung der Initialgeschwindigkeiten. Dadurch enthalt eine Progresskurve die gesamte
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kinetische Information, die einer Reaktion zu Grunde liegt. Dies erlaubt weitere Informationen
Uber die Mechanismen der enzymatisch katalysierten Reaktionen wie z.B. Produktinhibierung
zu erheben. Ein weiterer Vorteil ist, eine Verminderung des experimentellen Aufwands da die

Ermittlung der kinetischen Daten nicht in einer Vielzahl von Messungen erfolgt.

Die Analyse der Progresskurven ist nur computergestttzt moglich, da es fur die Losung der
bendtigten integrierten Form der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 13) keine explizite
Losung gibt.
[S]
Kyln|to ) + [Slo — [S] = Vmaxt (13)
[STo
Schnell und Mendoza entwickelten im Jahr 1997 eine Ldsung der integrierten Form der
Michaelis-Menten-Gleichung. Ihre Lésung basiert auf der Lambert W-Funktion. Sie wird auch
als Omega-Funktion bezeichnet und ist die inverse Funktion von f(w) = we", w steht fir eine

beliebige komplexe Zahl.l'?
W (x) + In{lW(x)} = In(x) (14)

Die Lambert W-Funktion enthalt drei Funktionsaste fir Werte von x. Nur fur den 1. Ast gibt es
eine eindeutige Losung fur W, fir Werte -1/e <x < 0 gibt es zwei Losungen mit W> -1 und W < -
1 (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Dargestellt ist der Plot der Lambert-W-Funktion fur die realen Werte von W. Es gibt drei
Funktionsaste fur Werte von x. Nur flr den 1. Ast gibt es eine eindeutige Losung fur W. Fur Werte -1/e
< X < 0 gibt es zwei Lésungen mit W < -1 und W > -1.[73]

Mit Hilfe einer Kombination aus der Lambert W-Funktion und nicht-linearer Regression
konnten Goudar et al. eine analytische Ldsung der integrierten Michaelis-Menten-Gleichung
erhalten. Diese kann nach S(t) aufgeldst werden (Gleichung 16).17%!

[S] = K,[,,W{[Ii],o exp <[S]0 _'vmaxt>}

M KM
Ky=K (1 + ﬂ)
MTIMAT K (15+16)
Mit n Inhibitorkonzentration
Ki Inhibitionskonstante

Durch computergestiitzte numerische Methoden kénnen mit Hilfe von Gleichung 16 die
apparente Michaelis-Menten-Konstante K’y und die apparente maximale
Reaktionsgeschwindigkeit v' max bestimmt werden. Mit Hilfe dieser Gleichung ist es ebenfalls
moglich kompetitive Inhibitionen einer Enzymreaktion zu analysieren, so dass die

Inhibitionskonstante K; ermittelt werden kann.

86



Ergebnisse und Diskussion

5.2.3.1 Ubersicht der zu untersuchenden enzymatisch-katalysierten Reaktion der
GTB

GTB katalysiert die Ubertragung von a-Galactose vom aktivierten Donorsubstrat UDP-Gal auf
das terminale Disaccharid a-L-Fuc-(1,2)-B-D-Gal-OR des H-Antigens. In den hier
durchgefuhrten Progresskurven wurde die Abnahme des UDP-Gal Signals mit der Zeit
verfolgt. Als Akzeptorsubstrat diente a-L-Fuc-(1,2)-B-D-Gal-octyl, dies wurde ebenfalls
freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe von Prof. Peters (Universitat Libeck) zur Verfligung
gestellt. Um eine Produktinhibierung durch bei der Reaktion entstehendes UDP zu verhindern
wurde zusatzlich saure Phosphatase (Apase) zugesetzt. Apase katalysiert die Umsetzung von
UDP uber UMP (Uridinmonophosphat) zu Uridin.

OH
OH OH
o} o o oH
OR H
HO.
HO o
OR
o
HO
OH O
OH
HO
tyl-H-Antigen
Octyl ge on

Octyl-B-Antigen

OH
HO o
o o]
Ho fk | NH
NH .
(0] o
OH | . | /J\ /J\ _APase _ /&
) (@) Ho_| O] _O HO.
’ l o \P/ P N (0]
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OH OH OH OH

UDP-o-D-Gal UDP Uridin

Abbildung 70: Progresskurvenanalyse. Ubersicht der durch GTB katalysierten Reaktion. GTB
katalysiert die Ubertragung von a-Galactose von UDP-Gal auf a-L-Fuc-(1,2)-B-D-Gal-octyl. Um
Produktinhibierung zu vermeiden, wurde der Reaktion zusatzlich Apase zugesetzt. Apase katalysiert
den Abbau des freiwerdenden UDPs Uber UMP zu Uridin.

5.2.3.2 Methodenentwicklung zur Progresskurvenanalytik

Interner Standard

Ein entscheidender Faktor der Progresskurvenanalytik ist die Bestimmung der
Startkonzentration des zu untersuchenden Substrats. Eine gangige Methode der NMR-
Spektroskopie ist der Vergleich des S/N- Verhéltnis der zu analysierenden Substanz mit dem

S/N- Verhaltnis eines externen Standards bekannter Konzentration.

Als genauere Methode wurde hier der Vergleich der integralen Intensitat Gber einen internen
Standard gewdahlt. Dafir wurde dem Puffer 1.00mM TSP-ds (Na-Acetat-ds-
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Progresskurvenanalyse-Puffer) zugesetzt. Nach erfolgter Messung wird je ein vollstandig
separiertes Signal von Analyt und Internem Standard integriert. Unter Korrektur der integralen
Intensitat durch Berlcksichtigung des relaxation delays D1, erfolgte die Bestimmung der
Konzentration tber den Vergleich der Signalintensitaten:

IkoTTanaiyt

€ = 17
Anatyt Ikorrint. Standard ( )
mit: TkorTunaiye korrigierte Intensitat des Analyten
IkOTTint standard Korrigierte Intensitét des internen Standards

Zur Ermittlung der jeweiligen Korrekturfaktoren der integralen Intensitaten wird unter Variation
der D1-Zeit die Intensitat der zu untersuchenden Integrale des Analyten UDP-Gal und des
internen Standards TSP-ds bestimmt. Dieses Vorgehen ist nétig, weil die Progresskurven bei
einem D1= 2.5 s gemessen wurden. Bei dieser Zeit ist die Relaxation jedoch unvollstandig,
wodurch sich eine Intensitatsverringerung des gemessenen Signals ergibt. Dieser D1 wurde

gewahlt um eine Verklrzung der Messzeit zu erreichen.

Tragt man die tatsdchlich gemessene Signalintensitdt gegen den D1 auf, wird eine
Sattigungskurve erhalten. Durch fit hach Gleichung 18 kann man die D1-Zeit ermitteln an
welcher das zu untersuchende Integral eine Intensitéat von 100 % erreicht. Dies ermdglicht die
Korrektur der gemessenen Signalintensitat bei dem tatséchlich verwendeten delay von D1=
2.5 sec.

-X

y =A; * e(q) + Yo (18)

Yo Qibt die Signalintensitdt bei 100 % wieder. Abbildung 71 zeigt die gemessenen
Sattigungskurven des TSP-ds-Signals und des H5/H-1"-Signals von UDP-Gal. Bei dem
verwendeten D1= 2.5 s wies TSP-ds-Signal eine Signalintensitat von 75 % und das H5/H-1"-
UDP-Gal eine Intensitat von 76 % auf. Damit ergibt sich fur TSP-ds ein Korrekturfaktor von
1.33 und fur UDP-Gal ein Faktor von 1.31.
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Abbildung 71: Dargestellt sind die ermittelten Signalintensitéaten bei Variation der D1-Zeit von UDP-Gal
(H5/H-1") (schwarze Kéastchen) und TSP-ds (rote Kreise).

Verhinderung der Produktinhibition

Um die Produktinhibition zu vermeiden wird der Zusatz eines zweiten Enzyms bendétigt. Dieses
muss das in der GTB-katalysierten Reaktion entstehende UDP umsetzen. In einer
vorrangegangenen Arbeit von K. Schaefer™ wurde bei einer Porgresskurvenanalyse von
GTB, fur die Umsetzung von UDP zu UMP alkalische Phosphatase verwendet. Das pH-
Optimum alkalischer Phosphatase (AP) liegt bei pH 8-10.5. Aufgrund der geringen Ldslichkeit
der Liganden musste weiterhin Acetat-Puffer bei pH 5.0 (entspricht einem korrigierten pD-Wert
von pD 5.4)8 und DMSO als Lésungsvermittler verwendet werden. Daher war anzunehmen
das AP aufgrund der Abweichung von ihrem pH- Optimum nicht mehr arbeitete.
Testmessungen widerlegten diese Annahme, zeigten aber, dass der Umsatz von UDP zu UMP

zu langsam war und eine Produktinhibierung sich so nicht vermeiden liel3e.

Als Ersatz wurde daher saure Phosphatase (Apase) aus Weizenkleie gewabhlt. Ihr pH-Optimum
liegt im Bereich von pH 4.0-7.0. Sie katalysiert den Umsatz von UDP Uber UMP zu Uridin. Im

Gegensatz zu AP weist Apase eine geringere katalytische Effizienz aus.

Daher musste in ersten Messungen die Menge an Apase fir die Bestimmung der kinetischen

Parameter der GTB evaluiert werden.
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5.2.3.3 Bestimmung der kinetischen Parameter Km und Vmax von GTB

Um das inhibitorische Potential der Verbindungen 55, 56 und 57 ermitteln zu kbnnen, mussten
zunéachst die kinetischen Parameter unter den benétigten Messbedingungen von GTB ohne
Inhibitor ermittelt werden. Daher wurde vor Beginn der Inhibitionsassays die Michaelis-
Menten-Konstante K'v und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit v max 0hne Zusatz eines
Inhibitors bestimmt.

Fir die Enzymreaktion von GTB wurde Na-Acetat-d; (Progresskurvenanalyse)-Puffer
verwendet. Dieser enthielt 1.00 mM TSP-d. als internen Standard. Zuséatzlich wurde der Probe
noch 1 ug/uL BSA und 0.4 mg/mL Apase und 5 % DMSO-ds zugesetzt.

Als Akzeptorsubstrat dienten 2.5 mM a-L-Fuc-(1-2)-B-p-Gal-octyl. Um den Km Wert des
Donorsubstrats bestimmen zu kénnen, wurde das H-Antigen Disaccharid in einem zehnfachen
Uberschuss gegeniiber dem Donorsubstrat eingesetzt. Dies gewéhrleistet die Annahme einer

guasi konstanten Konzentration tUber den gesamten Reaktionsverlauf.

Das Donorsubstrat UDP-Gal wurde mit 250 uM eingesetzt und GTB in einer Konzentration von
483 nM.

Die Probe wurde ohne das Donorsubstrat UDP-Gal angesetzt und alle NMR-
spektroskopischen Parameter wurden eingestellt. Die Zugabe des UDP-Gal erfolgte direkt am
Spektrometer und die Aufnahme des Spektrums wurde umgehend gestartet. Die Reaktion
wurde dabei fur 14.05 Stunden bei 37 °C verfolgt, wobei alle 7 Minuten ein *H NMR Spektrum
mit 64 scans aufgenommen wurde. Die Wasserunterdriickung erfolgte durch excitation

sculpting.

Fir die Auswertung der kinetischen Parameter wurden die Protonen H-5/H-1" des UDP-Gal
untersucht. Hier ist eine deutliche Anderung der chemischen Verschiebung zwischen dem
Edukt UDP-Gal und dem assay-resultierenden Produkt UMP zu beobachten. Zudem liegen
die beobachten Signale separiert von den bulk-Signalen der Disaccharidstrukturen des
H-Octyl-Antigens und der UDP-Gal (Abbildung 72).
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Abbildung 72: Zeitlicher Verlauf der von GTB enzymatisch katalysierten Reaktion anhand der H5- und
der H-1"-Protonen von UDP-Gal und Uridin. Zu Beginn der Reaktion bei t= 390 s entspricht die
chemische Verschiebung der Protonen UDP-Gal. Im zeitlichen Verlauf verringert sich die Intensitat des
beobachteten Signals und ein neues Signal (5.9-5.87 ppm) nimmt an Intensitat zu. Nach 10.5 Stunden
(t= 37770 s) sind die charakteristischen Signale des Donorsubstrats nicht mehr zu detektieren und die
enzymatische Ubertragung von UDP-Gal auf das H-Octyl-Antigen ist beendet.

Zu erwahnen ist, dass es nicht mdglich, war eine Basislinienkorrektur tber das gesamte
Spektrum durchzufiihren. Um die zu analysierenden Signale der UDP-Gal und des TSP-
Signals auswerten zu kénnen, wurden daher die Signale getrennt ausgewertet. In einem
Spektrensatz wurde das Signal des H5/H-1" von UDP-Gal Basislinien-korrigiert und
anschlielend seriell integriert. Und in dem anderen Spektrensatz wurde das zur
Konzentrationsbestimmung bendtigte TSP-Signal Basislinien-korrigiert und anschlieRend
seriell integriert. Die tatsachliche enthaltende Startkonzentration der UDP-Gal wurde
anschliel3end durch lineare Regression ermittelt.
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Abbildung 73: Exemplarische Darstellung zur Ermittlung der tatsdchlich eingesetzten
Startkonzentration von UDP-Gal durch lineare Regression. Daflir wurden die ersten 11 Konzentrationen
welche durch Vergleich der integralen Inensitat von UDP-Gal mit TSP-ds erhalten wurden gegen die

Zeit aufgetragen. Der Schnittpunkt mit der Ordinate ergibt die Startkonzentration zum Zeitpunktt = 0. In
diesem Fall wurde eine Startkonzentration von 236.3 uM ermittelt.

Abbildung 74 zeigt exemplarisch die erhaltene Progresskurve von UDP-Gal. Diese wurde
durch Auftragung der Konzentration von UDP-Gal gegen die Zeit erhalten. Die anschlieRende
Progresskurvenanlyse mit Hilfe des Computerprogramms MATLAB® ergab fur das
untersuchte System eine Michaelis-Menten Konstante von K,= 28+2.7 yM und eine
Maximalgeschwindigkeit von v,,,,,= 8.9:10"° M/s. Die Auswertung fiir das H-6 Signal von UDP-
Gal ergab eine Michaelis-Menten Konstante von Ky= 26 + 4.8uM und eine
Maximalgeschwindigkeit von v,,,,= 9.510° M/s, diese Werte sind aber mit einem gréReren

Fehler (19 % fiir K,,) behaftet und werden daher nicht weiter beriicksichtigt.
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Abbildung 74: Progresskurve der Konzentration des Donorsubstrats UDP-Gal anhand des H-5/H-1"-
Integrals im zeitlichen Verlauf der enzymatisch katalysierten Reaktion von GTB. Mithilfe des
Computerprogrammes MATLAB® wurde unter Verwendung der kombinierten Lambert-W-L6sung fur
die integrierte Michaelis-Menten-Gleichung Ky zu 28 £ 2.7 uM und die maximale

Reaktionsgeschwindigkeit zu v,,,,= 8.9¥10° M/s bestimmt.

5.2.3.4 Untersuchung der Inhibition von GTB durch die Thiadiazolderivate

Zur Ermittlung des inhibitorischen Potentials von GTB durch die Verbindungen 55, 56 und 57
wurde anschlieBend fur jede der Verbindungen eine Progresskurvenanalyse durchgeftihrt. Fir
den Inhibitionsassay wurde die Experimentdauer von 14.05 Stunden auf bis zu 24 Stunden
verlangert, da durch die zu erwartende Inhibition mit einer Verlangsamung der enzymatischen
Reaktion gerechnet wurde. Das Donorsubstrat UDP-Gal wurde mit 250 yM eingesetzt und
GTB in einer Konzentration von 483 nM. Das Akzeptorsubstrat a-L-Fuc-(1-2)-B-D-Gal-octyl
wurde im zehnfachen Uberschuss (2.5 mM) eingesetzt. Dadurch konnte eine quasi konstante
Konzentration Uber die gesamte Messdauer gewahrleistet werden. Die Inhibitoren wurden in
ihrer hochstmdglichen Konzentration eingesetzt. Dafir wurden die gleichen Stammlésungen
wie sie fur die STD-Studien verwendet wurden benutzt. Die Stammldsungen wurden fir die
bendtigte Konzentration entsprechend verdinnt. Die Konzentration an DMSO-ds betrug in der
Endkonzentration ebenfalls 5 %. Eine Ubersicht der verwendeten Konzentrationen ist in

Tabelle 15 zu finden.
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Tabelle 15: Ubersicht der fiir die Inhibitionsassays eingesetzten Konzentrationen.

Eingesetzte Konzentration

Donorsubstrat: UDP-Gal 483 nM

Akzeptorsubstrat: o-L-Fuc-(1-2)-B-D-Gal-octyl 2.5mM

Protein: GTB 483 nM

Inhibitor: 55 7.15 uM
56 14.00 puM
57 14.63 uM

Die Proben wurden ohne das Donorsubstrat UDP-Gal angesetzt und alle NMR-
spektroskopischen Parameter eingestellt. Die Zugabe des UDP-Gal erfolgte direkt am
Spektrometer und die Aufnahme des Spektrums wurde umgehend gestartet. Die Reaktion
wurde dabei bis zu 24 Stunden (24 Stunden= 55, 22.5 Stunden= 56, 21.3 Stunden= 57) bei
37 °C verfolgt, wobei alle 7 Minuten ein *H-NMR Spektrum mit 64 scans aufgenommen wurde,

die Wasserunterdrtickung erfolgte durch excitation sculpting.

Als Startpunkt der Reaktion diente die Zugabe des Donorsubstrats. Die tatsachliche
Konzentration wurde ebenfalls durch lineare Regression ermittelt. Abbildung 75 zeigt die
erhaltenen Progresskurven mit und ohne Inhibitor. Dort sind die Daten zur besseren
Veranschaulichung normiert und gegen eine verkirzte Zeit aufgetragen. Der inhibitorische
Effekt der Liganden ist deutlich zu erkennen. Es zeigt sich, dass die Progresskurven mit
Inhibitor eine langsamere Kinetik aufweisen. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit ist
geringer, sodass das Ende der enzymatisch-katalysierten Reaktion zu einem spateren

Zeitpunkt als ohne Inhibitor erreicht wird.
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Abbildung 75: Ubersicht der erhaltenen Progresskurven. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die
erhaltenen Daten normiert aufgetragen. Es wurde ebenfalls nur maximal bis zum Zeitpunkt t= 50401 s
aufgetragen. Es ist deutlich zu erkennen, dass die erhaltenen Kurven mit Inhibitor eine langsamere
maximale Reaktionsgeschwindigkeit aufweisen, sodass das Ende der enzymatisch-katalysierten

Reaktion zu einem spéateren Zeitpunkt erreicht wird.

Die anschlieRende Analyse der erhaltenen Progresskurven mithilfe des Computerprogramms
MATLAB® bestatigt die Reduktion der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit. Auffallig sind die
erniedrigten Werte fur die Michaelis-Menten-Konstante K,, im Vergleich zur Michaelis-Menten-
Konstante K, welche ohne die Anwesenheit eines Inhibitors bestimmt wurde. Eine
Bestimmung von K, nach Gleichung 19 konnte daher nicht durchgefuhrt werden. Eine

Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 16 zu finden.
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K = % (19)
mit: [I] Inhibitorkonzentration
Ky Michaelis-Menten-Konstante ohne Inhibitor
Ky Michaelis-Menten-Konstante mit Inhibitor

Tabelle 16: Ubersicht der ermittelten kinetischen Parameter aus den durchgefiihrten Progresskurven.

Inhibitor 55 56 57 ohne Inhibitor

Cinhibitor [MM] 7.15 14.00 14.63 /
K [UM] 222416 22317 26.2+1.9 28.3+2.7
V max [M/S] 6.6+10° + 6.7510° + 554109 + 8.9%10°%9 +
0.08*10°% 0.09*10°%° 0.07*10% 0.16*10°%

K|
n.b. n.b. n.b. /
[uM]

n.b.= nicht bestimmbar

Um eine Bestimmung von K, durchfuhren zu kdnnen wurden die erhaltenen Progresskurven
nur bis zum Zeitpunkt t=50401 s ausgewertet. Dies wurde durchgefihrt um eine
Vergleichbarkeit der zu untersuchenden Daten zu ermdéglichen. In Tabelle 17 sind die
Ergebnisse dieser Auswertung aufgefiihrt. Die erhaltenen Werte fir v max sind identisch bzw.
liegen im Bereich der ermittelten Fehlergrenzen der nicht-normierten Auswertung. Fir die
Liganden 55 und 56 ergab sich keine Anderung fiir die bestimmten Werte von Ky, sodass
weiterhin keine inhibitorische Konstante bestimmt werden konnte. Fur 57 ergab sich ein
K w-Wert von K y= 38.2 + 2.8 uM. Durch diese Auswertung ergab sich firr 57 eine inhibitorische
Konstante K, = 41.5 uM. Damit zahlt 57 zu den starksten momentan bekannten Inhibitoren der
GTB.
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Tabelle 17: Ubersicht der ermittelten kinetischen Parameter aus den durchgefiihrten Progresskurven.

Inhibitor 55 56 57

Cintibior [UM] 7.15 14.00 14.63

K w [UM] 20.2+1.9 225422 38.2+2.8

V max [M/s] 6.55410  + 6.74+10  + 5.04+10  +
0.102*10 0.118+10 0.102+10°*

KI [uM] n.b. n.b. 415

bis t [s] aufgetragen | 50401 50380 50316

n.b.= nicht bestimmbar

Die durchgefiihrten Progresskurvenanalysen beweisen eindeutig das inhibitorische Potential
der Liganden 55, 56 und 57. Dies zeigt sich in der deutlichen Reduktion der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeiten v max in Anwesenheit der Inhibitoren. Durch die zeitnormierte
Auswertung der Progresskurven konnte zusatzlich eine inhibitorische Konstante K; von
Ki=41.5 uM fir 57 bestimmt werden. Dieser Wert steht in gutem Einklang mit dem durch
kompetitive STD-NMR bestimmten K, von 12.3 uM

Die geringeren Werte fiir Ky und die Reduktion von vmax der anderen Inhibitoren kdnnten fur
eine gemischte Hemmung vom Typ kompetitiv/ unkompetitiv sprechen, dies sollte jedoch
durch weitere Progresskurven mit veranderter Konzentration des Donorsubstrats tberpruft

werden.

AbschlieRend ware zu sagen, dass es gelungen ist trotz erschwerter Bedingungen DMSO-
basierte Methoden zur kompetitiven STD-NMR, Progresskurvenanalayse und SPR, der hier
zu analysierenden Liganden, zu entwickeln und erfolgreich durchzufuhren. Die ermittelten
Werte fir K, die sich aus der kompetitiven STD-NMR und den Progresskurvenanalysen

ergeben stehen im sehr guten Einklang zueinander.

Die SPR-Messungen erwiesen sich als besonders schwierig, da der durch DMSO
resultierende bulk-Effekt sowohl bei der thermodynamischen als auch bei der kinetischen
Analyse besonders grof3en Einfluss auf das resultierende Ergebniss hat. Die kinetische
Analyse liefert jedoch Werte fur Kp, die vergleichbar sind mit den durch STD- und

Progresskurvenanalyse erhaltenen Werten.
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5.2.4 In silico Bewertung der Bindung der Thiadiazolderivate

Zur Bewertung des inhibitorischen Potentials der Liganden 55, 56 und 57 wurden in silico
Studien durchgefuhrt. Dabei wurden Docking-Studien durchgefuhrt und die theoretischen
Bindungsenergien berechnet.

Die GTB zeichnet sich durch eine fast ovale Bindungstasche aus, die in geschlossener
Konformation ca. 11 A tief ist. Die Bindungstasche ist in der geschlossenen Konformation
erheblich kleiner als in der getffneten Konformation.

Um ein detaillierteres Bild des in silico Verhaltens der Liganden zu erhalten, wurden die
geschlossene und die getffnete Konformation der GTB untersucht.

Die Liganden sind durch ihre Modifikationen erheblich gré3er als Ligand 382. Es stellte sich
die Frage, ob in der kleineren Bindungstasche der geschlossenen Konformation eine analoge

Positionierung der Liganden zum Liganden 382 erreicht werden kann.

Zusatzlich stellte sich im Hinblick auf die offene Konformation die Frage, ob trotz der grof3eren

Bindungstasche eine ahnliche Positionierung der Liganden erreicht wird.

Zur Beurteilung der Lage der Liganden in der Bindungstasche in der geschlossenen
Konformation der GTB wurde die Kristallstruktur 3U0X verwendet. Diese beinhaltet das native

Protein als Dimer cokristallisiert mit dem Liganden 382.

Da bis dato keine Kristallstruktur der GTB existiert, in der das native Protein in gedffneter
Konformation mit Donor- und Akzeptorsubstrat vorliegt, wurde das Model 2RIZ-Arg176Gly
in silico erstellt. Diese beinhaltet die native Form der GTB als Monomer mit dem Donorsubstrat
UDP-Gal, dem  Akzeptoranalogon  Octyl-3-desoxy-2-O-(a-L-fucopyranosyl)-3-D-xylo-
hexopyranosid, sowie Mangan als Cofaktor (Abbildung 76). Das genaue Vorgehen zur
Modellentwicklung ist in Kapitel 6.4.2 beschrieben.
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Abbildung 76: Darstellung der GTB (2RIZ-Argl76Gly) in der gedffneten Konformation. Das
Donorsubstrat UDP-Gal ist in Blau, das Akzeptoranalogon Octyl 3-desoxy-2-O-(a-L-fucopyranosyl)-R3-D-
xylo-hexopyranosid in Grin und Mangan in Pink dargestellt. Der gelbe Kreis dient zur
Veranschaulichung der Akzeptorseite der Bindungstasche. Der blaue Kreis begrenzt die Donorseite der

Bindungstasche.

Fir eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden nach entsprechender Vorbereitung der
Modelle die zu untersuchenden Strukturen tber die Maestro-Anwendung Glide automatisch in
die jeweilige Kristallstruktur gedockt. Anschlielend wurde der so erhaltene Protein-Ligand-

Komplex mit 1200 Iterationen minimiert.

Die Ermittlung der theoretischen Bindungsenergie Eginqung der Liganden an das Protein
erfolgte nach Gleichung 1. Dazu wurde jeweils die Energie des Protein-Ligand-Komplexes
Exompiex DErechnet und die Energien des Proteins ohne Liganden Ep,q¢¢i Und die Energie des

freien Liganden E;4.nq VON dieser subtrahiert.

Die erhaltenen Bindungsenergien stellen jedoch keine absoluten, sondern relative Werte dar.
Sie bieten damit eine Mdglichkeit zur Beurteilung, ob die Liganden im Vergleich zur
Ausgangsverbindung Ligand 382 bessere oder schlechtere Bindungsenthalpien erzielen. Ein
Schwachpunkt bei dieser Methode ist die ganzliche Vernachlassigung von entropischen
Effekten.
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5.2.4.1 In silico Analyse von Ligand 382 (16)

Zur Vergleichbarkeit der Docking-Experimente der synthetisierten Liganden mit der
Ausgangsverbindung Ligand 382 (16) wurde auch diese Struktur unter identischen
Parametern gedockt. Die so erhaltene Struktur nimmt eine Orientierung ein, die nahezu
identisch ist mit der urspriinglichen Lage in der Kristallstruktur. Der Ligand sitzt tberwiegend
auf der Akzeptorseite der Bindungstasche. Im Anschluss wurde ebenfalls minimiert und die
Bindungsenergien wurden berechnet (Abbildung 77). Die berechnete Bindungsenergie des

Liganden 382 betragt -20.5 kcal/mol und dient als Ausgangswert fur den Vergleich mit den

modifizierten Liganden.

Abbildung 77: Ausschnitt aus der Bindungstasche der geschlossenen GTB-Struktur 3UOX (crossed
eye Darstellung) mit dem Liganden 382 nach energetischer Minimierung. Der Ligand ist auf der

Donorseite der Bindungstasche orientiert. Die Oberflache des Proteins ist in grau eingefarbt.

Aufféllig ist, dass eine vor der Minimierung bestehende m-1r-Wechselwirkung des Phenylringes
des Liganden mit His233, sowie die Wasserstoffbriickenbindung des Aminprotons des
Piperazinringes zum Asp211 (Teil des DXD-Motivs), nach der Minimierung nicht mehr
bestehen. Lediglich die Wasserstoffbriickenbindung des Aminprotons des Thiadiazolringes
zum Asp213 (ebenfalls Teil des DXD-Motivs) blieb bestehen. Zuséatzlich bestehen noch
hydrophobe Interaktionen, beispielsweise von Leu329 und Leu330 zum Aromaten des
Liganden. Um diesen Einfluss besser graphisch darzustellen, wurde ein Ligand-Interaktions-
Diagramm angefertigt. Das Ergebnis ist in Abbildung 78 dargestellt. Gezeigt sind die
Aminosauren des Enzyms, die in raumlicher Nahe zum Liganden liegen. Dadurch werden
glunstige oder ungtinstige Umgebungen zur Orientierung des Liganden, wie beispielsweise
hydrophobe oder geladene Aminosaureseitenketten, anschaulich dargestellit.
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Abbildung 78: Bindungsmodus von Ligand 382 an GTB (3U0X) nach energetischer Minimierung. Die
Eigenschaften der Aminosaure-Seitenketten des Enzyms in der N&ahe zum Liganden sind in Rot (negativ
geladen), Blau (positiv geladen) und Grin (hydrophob) dargestellt. Die Wasserstoffbindung des
Aminprotons des Piperazinringes zu Asp213 ist als lila gestrichelter Pfeil dargestellt. Asp213 ist Teil des
DXD-Motives von GTB.

Deutlich zu sehen ist die Wasserstoffbriickenbindung des Asp213 zum Aminproton des
Piperazinringes. Asp213 ist Teil des DXD-Motives der GTB. Eventuelle
Wasserstoffbriickenbindungen zu einer Aminoséaure des DXD-Motivs sind als besonders
glunstig anzusehen. Werden diese Interaktionen ausgebildet, kann es zur Verdrangung des

bivalenten Kations kommen, welches essentiell fir die durch GTB katalysierte Reaktion ist.

5.2.4.2 In silico Analyse von Ligand 55

Das Ergebnis des Dockings und der anschlieRenden energetischen Minimierung von 55 an
3UOX ist in Abbildung 79 zu sehen. Die Strukturelemente des Liganden 382 nehmen dabei
eine &hnliche Orientierung auf der Akzeptorseite der Bindungstasche ein. Die neu

hinzugefiigten Strukturelemente, ragen deutlich in die Donorseite der Bindungstasche hinein.
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Die berechnete theoretische Bindungsenergie von 55 betragt -27.5 kcal/mol und ist damit um

7 kcal/mol besser im Vergleich zum Liganden 382.

Abbildung 79: Ausschnitt aus der Bindungstasche der geschlossenen GTB-Struktur 3UOX (crossed
eye Darstellung) mit dem Liganden 55 nach energetischer Minimierung. Der Ligand ist analog zu Ligand
382 auf der Akzeptorseite der Bindungstasche orientiert. Jedoch reicht ein Teil des Liganden schon auf
die Donorseite der Bindungstasche und geht dort eine -m-Bindung (griin) ein. Wasserstoffbriicken-

Bindungen sind in Gelb eingezeichnet. Die Oberflache des Proteins ist in Blau eingefarbt.

Das Ligand-Interaktions-Diagramm zu dieser Struktur ist in Abbildung 80 zu finden. Die
Wasserstoffbriickenbindung zum DXD-Motiv (Asp213) ist erhalten geblieben. Das tertiare
Amin des Liganden agiert als Donor der Wasserstoffbriicke wohingegen das Amidproton als
Wasserstoffbriickenakzeptor agiert. Zusatzlich wird eine m-m-Wechselwirkung des
Phenylethylrestes zum Tyrl26 ausgebildet. Daneben gibt es zahlreiche hydrophobe

Interaktionen.
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Abbildung 80: Bindungsmodus von 55 an GTB (3U0X) nach energetischer Minimierung. Die
Wasserstoffbriickenbindung des Asp213 zu dem Amidproton und zum tertidren Amin des
Piperazinringes ist als lila Pfeil dargestellt. Die -1-Wechselwirkung der Phenylethylgruppe zu Tyr126

ist als grune Linie dargestellt. Zuséatzlich besteht eine Vielzahl von hydrophoben Interaktionen (grin).

Das Docking und die anschlieBende Minimierung von 55 an das Modellsystem
2RIZ Arg176Gly liefert eine deutlich andere Orientierung des Liganden in der Bindungstasche
(Abbildung 81). Die urspriinglichen Strukturelemente des Liganden 382 sind teilweise auf der
Akzeptorseite der Bindungstasche orientiert, nun jedoch sehr nahe zum C-Terminus (Leu 329
und Leu 330). Die theoretische Bindungsenergie von 55 betragt -31.9 kcal/mol und ist damit

um 11.9 kcal/mol besser im Vergleich zu Ligand 382.
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Abbildung 81: Ausschnitt aus der Bindungstasche der offenen GTB-Struktur 2RIZ Argl76Gly

(crossed eye Darstellung) mit dem Liganden 55 nach energetischer Minimierung. Der Ligand nimmt

eine vollig andere Orientierung als in der Struktur 3UOX ein. Der GroR3teil des Liganden befindet sich
auf der Donorseite, dort geht jedoch der Phenylring, der mit dem Thiadiazolring verknipft ist, eine -1
Bindung (grun) ein. Wasserstoffbriickenbindungen sind in orange eingezeichnet. Die Oberflache des

Proteins ist in Rosa eingefarbt.

Das zu dieser Struktur angefertigte Ligand-Interaktions-Diagramm ist in Abbildung 82
dargestellt. Die Beteiligung des DXD-Motives wird nun durch die Wasserstoffbriickenbindung
von Asp211 zum Carbonylsauerstoff der Amidgruppe dargestellt. Zusatzlich gibt es eine
Wasserstoffbriickenbindung des tertidren Amins des Piperazinringes zu Gly303, sowie zwei
m-Ti-Interaktionen des Phenylringes zu His233 und Trp300, sowie hydrophobe Interaktionen.
Die vergroRRerte Anzahl der Interaktionen liefert eine Erklarung der deutlichen Verbesserung

der Bindungsenergien im Vergleich zum Liganden 382.
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Abbildung 82: Bindungsmodus von 55 an GTB (2RIZ-Arg176Gly) nach energetischer Minimierung.
Die Eigenschaften der Aminosaure-Seitenketten des Enzyms in der N&dhe zum Liganden sind in Rot
(negativ geladen), Lila (positiv geladen) und Grin (hydrophob) dargestellt. Mdgliche
Wasserstoffbriicken sind als lila Pfeile dargestellt. TT-m-Bindungen werden als griine Striche angezeigt.

Zur Ubersicht der verschiedenen Orientierungen sind in Abbildung 83 alle Strukturen im
Vergleich gezeigt. Die unterschiedliche Orientierung von 55 in den verschiedenen
Kristallstrukturen ist dabei deutlich zu erkennen.
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Abbildung 83: Vergleichende Darstellung von 55 in den Strukturen (B) 3UOX (blau), (C)
2RIZArg176Gly (rosa) und (A) Ligand 382 (grau). Deutlich ist die &hnliche Orientierung des Liganden

in der Struktur 3UOX im Vergleich zum Liganden 382 zu erkennen. Die Orientierung von 55 im 2RIZ-

Modell unterscheidet sich hingegen deutlich von der Orientierung im 3U0X-Modell.

5.2.4.3 In silico Analyse von Ligand 56

Das Ergebnis des Docking-Experimentes und der anschlielRenden energetischen Minimierung
von 56 in der 3UOX ist in Abbildung 84 zu finden. Die Strukturelemente des Ligand 382
befinden sich auf der Akzeptorseite der Bindungstasche. Die neu hinzugefligten Elemente
orientieren sich auf der Donorseite der Bindungstasche. Die Kavitat der
Akzeptorbindungstasche wird jedoch kaum ausgenutzt. Die berechnete theoretische
Bindungsenergie von 56 betragt -27.1 kcal/mol und ist damit um 7.4 kcal/mol besser im

Vergleich zu Ligand 382.
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Abbildung 84: Ausschnitt aus der Bindungstasche der geschlossenen GTB-Struktur 3UOX (crossed
eye Darstellung) mit dem Liganden 56 nach energetischer Minimierung. Gut zu erkennen ist die -
kationische Wechselwirkung des Chlorphenylringes (griin dargestellt). Die Oberflache des Proteins ist
in Blau eingefarbt.

Das zu dieser Struktur angefertigte Ligand-Interaktions-Diagramm ist in Abbildung 85 gezeigt.
In dieser Struktur liefert keine Aminosaure des DXD-Motives eine Interaktion mit dem
Liganden. Jedoch werden durch die Aminosauren His233 und Gly303
Wasserstoffbriickenbindungen zum Carbonylsauerstoffatom der Amidgruppe des Liganden
ausgebildet.
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Abbildung 85: Bindungsmodus von 56 an GTB (3U0X) nach energetischer Minimierung. Die
Wasserstoffbriickenbindungen des Gly303 und His233 zum Carbonylsauerstoff der Amidgruppe sind
als lila Pfeil dargestellt. Die 1T-Kation-Wechselwirkung der Chlorphenylethylgruppe zu Arg188 ist nicht
dargestellt.

Das Docking und die anschlieBende Minimierung von 56 an das Modellsystem
2RIZ Arg176Gly ergab eine vollig neue Orientierung des Liganden. Der 382-Grundkdrper ist
in diesem System auf der Donorseite der Bindungstasche orientiert. Bezogen auf das Docking-
Ergebnis des Liganden 382 liegt die Orientierung von 56 um 180° gedreht, in der

Bindungstasche vor. Die berechnete Bindungsenergie betragt -32.1 kcal/mol.
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Abbildung 86: Ausschnitt aus der Bindungstasche der offenen GTB-Struktur 2RIZ Argl76Gly

(crossed eye Darstellung) mit dem Liganden 56 nach energetischer Minimierung. Der Ligand nimmt

eine vollig andere Orientierung als in der Struktur 3U0X ein.

Das zugehdrige Ligand-Interaktions-Diagramm ist in Abbildung 87 gezeigt. Es zeigt sich, dass
die zum DXD-Motiv zugehoérige Aminosaure Asp2ll eine Wasserstoffbriickenbindung zu
einem Stickstoffatom des Thiadiazolringes ausbilden konnte. Zusatzlich wird diese
Ausrichtung durch 1-kationische- und t-mm-Wechselwirkungen zwischen dem Arg188 und dem
Thiadiazolring begunstigt. Weiterhin sind eine 1r-m-Wechselwirkung des Chlorphenylringes

zum His233, sowie zahlreiche hydrophobe Interaktionen mdoglich.
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Abbildung 87: Bindungsmodus von 56 an GTB (2RIZ Arg176Gly) nach energetischer Minimierung.
Die Wasserstoffbriickenbindungen des Gly303 zum Carbonylsauerstoff der Amidgruppe, sowie von
Asp211 zum Stickstoffatom des Thiadiazolringes sind als lila Pfeile dargestellt. Die 1r-1m-Wechselwirkung
des Thiadiazolringes zu Tyr126 ist als grine Linie und die m-kationische—Interaktion als rote Linie
dargestellt.

Zur Ubersicht der verschiedenen Orientierungen sind in Abbildung 88 alle Strukturen im
Vergleich gezeigt. Die unterschiedliche Orientierung von 56 in den verschiedenen

Kristallstrukturen ist dabei deutlich zu erkennen.
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Abbildung 88: Vergleichende Darstellung von 56 in den Strukturen (B) 3UO0X (blau), (C) 2RIZ
Argl76Gly (rosa) und (A) Ligand 382 (grau). Der Ligand 56 nimmt sowohl in der Kristallstruktur
2RIZ Arg176Gly als auch in der 3UOX-Kristallstruktur, bezogen auf Ligand 382, eine neue

Orientierung ein.

5.2.4.4 In silico Analyse von Ligand 57

Das Ergebnis des Dockings und der anschlie3enden energetischen Minimierung von 57 an
3UOX ist in Abbildung 89 zu sehen. Die urspriinglichen Strukturelemente des Liganden 382
nehmen dabei eine &hnliche Orientierung wie der Ligand 382, auf der Akzeptorseite der
Bindungstasche ein. Der zugeflugte Amid-Rest orientiert sich auf der Donorseite der
Bindungstasche. Jedoch wird die Kavitdt der Bindungstasche nicht voll ausgenutzt. Die
theoretische Bindungsenergie betragt -29.3 kcal/mol. Im Vergleich zum Ligand 382 ergibt sich

eine Verbesserung der Bindungsenergie um 9 kcal/mol.

Abbildung 89: Ausschnitt aus der Bindungstasche der geschlossenen GTB-Struktur 3UOX (crossed

eye Darstellung) mit dem Liganden 57 nach energetischer Minimierung.
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Das zugehdtrige Ligand-Interaktions-Diagramm ist in Abbildung 90 dargestellt. Auch hier ist
eine Beteiligung des DXD-Motivs durch die Wasserstoffbriickenbindung von Asp213 zum
Amidproton des Liganden mdglich. Zusatzlich wird eine Tr-m-Wechselwirkung des
Chlorphenylringes zu Tyr126 ausgebildet.

LEU SER
330 235

LEU
329

TRP
325

m /INI\ N @
184 K\ / -

0 N
(Asp
N \326
LEU
N 324
H MET
266
VAL "
212 .
( Asp o (AsH MET ALA ALA
\211 213 214 268 343
Charged (negative) wa  Water --» H-bond (side chain)
Charged (positive) ) Hydration site —e Metal coordination
Polar % Displaced hydration site  — Salt Bridge
Hydrophobic e T-nstacking Solvent exposure
Glycine —e n-cation
) Metal —» H-bond (backbone)

Abbildung 90: Bindungsmodus von 57 an GTB (3U0X) nach energetischer Minimierung. Die
Beteiligung des DXD-Motives wird durch die Wasserstoffbriickenbindung von Asp213 zum Amidproton

als lila Pfeil dargestellt. Die T-m-Wechselwirkung des Chlorphenylringes zu Tyr126 ist als grine Linie
dargestellt.

Das Docking und die anschlieBende Minimierung von 57 an das Modellsystem
2RIZ Arg176Gly ist in Abbildung 91 dargestellt. Es ergibt sich eine sehr ahnliche Orientierung
zum Liganden 55 an 2RIZ Argl76Gly. Die theoretische Bindungsenergie
betragt -32.7 kcal/mol. Im Vergleich zum Ligand 382 ergibt sich eine Verbesserung der
Bindungsenergie um 12.3 kcal/mol.
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Abbildung 91: Ausschnitt aus der Bindungstasche der offenen GTB-Struktur 2RIZ Argl76Gly

(crossed eye Darstellung) mit dem Liganden 57 nach energetischer Minimierung. Der Ligand nimmt

eine vollig andere Orientierung als in der Struktur 3UOX ein.

Das zugehorige Ligand-Interaktions-Diagramm ist in Abbildung 92 gezeigt. Eine Beteiligung
des DXD-Motivs ist in diesem Fall nicht gegeben. Vom Phenylring der mit dem Thiadiazolring
verknlpft ist findet eine T-m-Wechselwirkung zum Phel21 statt. Des Weiteren sind
Wasserstoffbriickenbindungen von Gly303 zum Carbonylsauerstoff der Amidgruppe, und von
Argl88 zu einem Stickstoffatom des Piperazinrings mdoglich. Auch kénnen 1r-11-
Wechselwirkungen des Methylphenylringes zu den Aminosauren His233 und Trp300
ausgebildet werden.
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Abbildung 92: Bindungsmodus von 57 an GTB (2RIZ Argl176Gly) nach energetischer Minimierung.
Die m-mm-Wechselwirkungen sind als grine Linie dargestellt. Die Wasserstoffbriickenbindungen von
Gly303 zum Carbonylsauerstoff und von Argl88 zu Stickstoffatom des Piperazinrings werden als lila
Pfeile dargestellt

Zur Ubersicht der verschiedenen Orientierungen sind in Abbildung 93 alle Strukturen im
Vergleich gezeigt. Auch hier ist die unterschiedliche Orientierung von 57 in den verschiedenen

Kristallstrukturen deutlich zu erkennen.
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Abbildung 93: Vergleichende Darstellung von 57 in den Strukturen (B) 3UOX (blau), (C) 2RIZ
Arg176Gly (rosa) und (A) Ligand 382 (grau). Der Ligand 57 nimmt in der 3UOX-Kristallstruktur, bezogen
auf die Ursprungsstruktur Ligand 382 eine neue Orientierung ein. Hingegen ergibt sich fir die
Orientierung des Liganden in der Kristallstruktur 2RIZ Arg176Gly eine &hnliche Orientierung wie fiir den

Liganden 56.

Unabhangig von der Kristallstruktur nehmen die Liganden eine Orientierung ein in der die volle
Kavitdt der Bindungstasche nicht ausgenutzt wird. In der 3UOX Struktur findet eine
Orientierung der Liganden auf der Donorseite mit Beteiligung der Akzptorseite der
Bindungstasche statt, hingegen findet in der 2RIZ Arg176Gly-Struktur eine Uberwiegende
Orientierung auf der Akzeptorseite statt. Dieses Ergebnis kdnnte ein Hinweis zur Erklarung
der Ergebnisse der Progresskurvenanalyse sein. In dieser deutet sich ein Mischtyp der
Hemmung von kompetitiv/nicht-kompetitiv. an. Nehmen die Liganden tatsdchlich eine
Orientierung ein wie sie sich aus den Docking-Ergebnissen mit der Struktur 2RI1Z Arg176Gly
ergibt, ware noch genug Platz auf der Donorseite der Bindungstasche vorhanden, sodass das
verwendete Donorsubstrat UDP-Gal noch binden konnte. Dies wirde zu einer nicht-
kompetitiven Hemmung fiuhren. Die Ergebnisse der theoretischen Bindungsenergien sind

zusammenfassend in Tabelle 18 wiedergegeben.
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Tabelle 18: Ubersicht der berechneten Bindungsenergien nach Docking und anschlieRender

energetischer Minimierung mit 1200 Iterationen.

Ligand Kristallstruktur Berechnete

(offene/geschlossene Konformation) Bindungsenergien
[kcal/mol]

Ligand 382 (16) | 3U0X (offene Konformation) -20.5

55 3UOX (offene Konformation) -20.5
2RIZ Argl76Gly -31.9
(geschlossene Konformation)

56 3UOX (offene Konformation) -27.1
2RIZ Arg176Gly -32.1
(geschlossene Konformation)

57 3UOX (offene Konformation) -29.3
2RIZ Arg176Gly -32.7
(geschlossene Konformation)

Die in silico ermittelten Ergebnisse welche durch die Docking-Studien erhalten wurden, stehen
im sehr guten Einklang mit den experimentell erzielten Ergebnissen (SPR, STD,
Progresskurvenanalyse). Die in silico Studien zeigen, dass die Liganden in der Lage sind
sowohl in der gedffneten als auch geschlossenen Konformation an GTB zu binden. Dies
konnte mit den durchgefiihrten Experimenten bestatigt werden. Der Vergleich der berechneten
Bindungsenergien weist fiir die Liganden 55, 56 und 57 deutliche bessere Bindungsenerien
als fur den urspriinglichen Liganden 382 auf. Die daraus anzunehmende stérkere Bindung von
55, 56 und 57 im Vergleich zu Ligand 382 an GTB konnte ebenso mit den durchgefihrten

Experimenten bestatigt werden.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Gerate und Software

Tabelle 19: Auflistung der verwendeten Geréte.

Gerat Geratetyp Hersteller
ESI-TOF 6224 TOF LC/MS Agilent Technologies
DC-Alufolie Alugram® Xtra SIL G/UV2s4 Machery-Nagel

Gefriertrocknungsanlage

HPLC-MS

LC-ESI-TOF-MS

NMR 400 MHz

NMR 500 MHz

NMR 600 MHz

Alpha 1-2, Alpha 1-4

1200er Series mit Active
Splitter G1986C und 6120
Quadrupol MS

1200er Series

mit 6224 TOF LC/MS

AMX 400

(9.34 T, vi(*H) = 400.13 MHz,
5 mm BBI-Probenkopf mit ATM
und z-Gradient)

DRX 500

(11.67 T, vi(*H) = 499.87 MHz,
inverser 5 mm Tripelresonanz-
Probenkopf)

Avance Ill HD 600

(14.09 T, vi(*H) = 600.13 MHz,
5 mm BB Smartprobe)
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Gefriertrocknungsanlagen

Agilent Technologies

Agilent Technologies

Bruker Biospin GmbH

Bruker Biospin GmbH

Bruker Biospin GmbH
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Gerat

Geratetyp

Hersteller

NMR 700 MHz

NMR Probenréhrchen
pH-Meter

Polarimeter
Reinstwasseranlage

RP-HPLC Saule

SPR
SPR-Sensorchip
Ultraschallbad

UV/Vis
Spektralphotometer

Zentrifugen

Avance | 700

(16.44 T, vi(*H) = 700.13 MHz,
inverser 5 mm Tripelresonanz-

Cryoprobenkopf)

3 mm match

pH 526

P8000

SG Ultra Clear UV 18.2 MQ

VP 250/21 Nucleodur Cig Isis,
5uM

T100 Biacore®
CM5
Sonorex Super, RK512H

NanoDrop® 2000c

5804R, 5417R, 5415D
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Hilgenberg
WTW

A.Kruss Optronic
SGwater

Machery Nagel

GE Healthcare
GE Healthcare
Bandelin

Thermo SCIENTIFIC

Eppendorf
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Tabelle 20: Auflistung derverwendenten Software.

Software Hersteller

Biacore T100 Control (Vers. 1.1.1) GE Healthcare
Biacore T100 Evaluation (Vers. 1.1.1) GE Healthcare
ChembDraw Pro 11.0 CambridgeSoft
LC/MSD Chemstation Agilent Technologies
Maestro Schrodinger
MATLAB R2015a MathWorks

Origin 9.1G Origin Lab

Sybyl X 1.1 Tripos

Topspin 3.1 Bruker Biospin GmbH
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6.2 Verwendete Puffer

Tabelle 21: Ubersicht der verwendeten Puffer.

Puffer Zusammensetzung

MOPS (Dialyse-Puffer) 50 mM MOPS
100 mM NacCl
5 mM MnCl

pH 6.7

MOPS (SPR-Puffer I) 50 mM MOPS

100 mM NaCl

5 mM MnCl

pH 6.7

Na-Acetat (SPR-Puffer 1) 50 mM Na-Acetat

100 mM NaCl

5 mM MgClI

pH 4.5
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Puffer Zusammensetzung

Na-Acetat (SPR-Puffer III) 50 mM Na-Acetat
100 mM NacCl
5 mM MgCl

5 % DMSO

Na-Acetat (Immobilisierungs-Puffer) 10 mM Na-Acetat

pH 6.0

Na-Acetat-ds (Progresskurvenanalyse) 50 mM Na-Acetat-ds
100 mM NacCl

5 mM MgCl

1.00 mM TSP-d4

pH 5.0
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6.3 Verwendete Chemikalien

Tabelle 22: Auflistung der verwendeten Chemikalien.

Hersteller

Chemikalie

abcr

Acros Organics

Alfa Aesar

Applichem

Apollo Scientific Limited
Chemsolute

Euriso-top

GPR Rectapur

Fluka

Grissing

Lancaster
Lilly
Honeywell

Merck

Sigma Aldrich

3-Phenyl-5-piperazino-1,2,4-thiadiazol

Hydrazinacetat, TFA, Thiophenol, Ethanol
1-Brom-5-chlorpentan, Bortrifluoridetherat, Casiumcarbonat
L-Fucose, MOPS

2-Brom-N-(4-chlorphenyl)acetamid

NaOH

CDCls, DO

NaCl

Benzylbromid, abs. DMSO, TBAB, NaH,
60 %ige Suspension, Benzaldehyddimethylacetal,

Essigsaureanhydrid

Dioxan, Essigsaure, Na S04, Salzsaure-d;, Triethylamin,

Natriumacetat
Pd/C (10 %)
TrCl

Nal

Kaliumcarbonat, TMSOTf, EDTA, Trichloracetonitril,
Molsieb, SDS

2-Brom-N-(2-phenylethyl)acetamid 2-
Brom-N-(4-methylphenyl)acetamid

abs. Chloroform, abs. Diethylether, abs. DCM, abs. DMF
TBAI, abs. Pyridin, abs. Methanol, Manganchlorid,
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Hersteller Chemikalie
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, Na-Acetat-ds, Oxalylbromid,
abs. Toluol

Riedel de Haen Natrium, Natriumcarbonat

Roth D-Galactose

TCI Saure Phosphatase, 4-Penten-1-ol

VWR Salzsaure, Acetonitril

Westphalen H2
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6.4 Molecular Modelling und Docking-Studien

Molecular Modelling-Studien wurden mit der Software SYBYL-X 1.1 auf einer hp Workstation z
600 durchgefihrt.

Die verwendeten Rontgenkristallstrukturen der GTB stammten aus der RCSB Protein Data
Base.

6.4.1 Allgemeines Vorgehen bei Minimierungsrechnungen

Die Rontgenkristallstrukturen pdb 2RJ7 und 2RJ8 wurden in unterschiedlichen Ebenen
geladen. Nach alignment der Ca-Atome, wurde das Donorsubstrat UDP aus der pdb 2RJ8-
Ebene extrahiert. Dann wurde UDP-Gal (4) aus der pdb 2RJ7-Ebene in die pdb 2RJ8-Ebene
eingefiihrt. AnschlieRend folgte der Aufbau der entsprechenden Verlinkung zwischen 22 und
dem neu eingeflihrten Liganden 4. Zum Schluss wurde 4 wie in Kapitel 5.1.1 beschrieben

entsprechend modifiziert.

Das aufgebaute Linkerfragment und die Modifizierungen wurden zunachst manuell in die
Bindungstasche eingepasst. Frei drehbare Bindungen so rotiert, dass keine Verletzung,
Bertihrung oder gar Durchdringung der Proteinoberflache stattfand. Stdrendes Kristallwasser

wurde gegebenenfalls aus der Bindungstasche entfernt.

Nach Hinzufligen aller fehlenden Wasserstoffatome wurden die ermittelten Strukturen mit

1000 Iterationsschritten minimiert.

Alle Rechnungen basierten auf dem Tripos-Kraftfeld (e= 18, Dieelektrizitatsfunktion: distance,

Terminierung AE< 0.05). Die Atomladungen wurden nach Gasteiger & Marsili berechnet.
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6.4.2 Docking-Studien
Die Docking-Studien wurden mit der Software Maestro 9.9.013 auf einer hp Workstation z 600
durchgefihrt.

Die verwendeten Rontgenkristallstrukturen der GTB stammten aus der RCSB Protein Data

Base.b®

Die ebenfalls genutzten Hilfsprogramme werden nachfolgend kurz erlautert. Wenn nicht

anders erwéahnt, wurden die Standardeinstellungen des jeweiligen Programms benutzt.

Protein Preparation Wizard (Prep Wizard):

Zur Optimierung der geladenen Proteinstruktur wurde das tool Prep Wizard verwendet. Die

einzelnen Preprozessierungsschritte waren:

e Assign bond orders

Add hydrogens

Create zero-order bond to metals

Create disulfide bonds

Delete water beyond 5 A from het groups

Zur Definition der Wasserstoffbriickenbindungen wurden folgende Einstellungen verwendet:

o Use PROPKA: pH: 5.0

e Sample water orientations

Vorbereitung der GTB-Strukturen: 2RIZ Argl76Gly

Die pdb Struktur 2RJ7 wurde in maestro geladen und mit der Funktion Prep Wizard bearbeitet.
Bei der Struktur 2RJ7 handelt es sich um eine AABB-Mutante der GTB diese enthalt die
Liganden UDP-Gal (4) und BHE (22).

Fir eine offene Konformation der GTB wurde die pdb Struktur 2RIZ in maestro geladen. 2RIZ
ist eine ABBB Mutante der GTB. Die Kristallstruktur enthélt keine Liganden und das Enzym

liegt in der offenen Konformation vor.

Da es sich bei der 2RIZ um eine ABBB Mutante der GTB handelt, wurde mit der Funktion
residue and loop Mutation die betreffende Aminosaure Arginin 176 zuriick auf Glycin mutiert.
Anschlieend wurde das Protein mit der Funktion Prep Wizard bearbeitet. Dabei werden

Uberflissige Molekile und lonen sowie Wassermolekile entfernt. Fehlende Wasserstoff-
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Atome und fehlende Seitenketten des Proteins wurden erganzt. Der Protonierungsgrad wurde
entsprechend des STD-Experiments auf pH 5.0 eingestellt. Mit der Funktion Alignment wurden
beide Proteinstrukturen aneinander angepasst. Dann wurden Uber die Funktion merge die
Liganden der Struktur 2RJ7 extrahiert und in die Proteintasche der bearbeiteten Struktur 2RI1Z
geladen. Die Proteinstruktur 2RJ7 wurde im Anschluss nicht mehr benétigt und daher geldscht.
Die so erhaltene Struktur wurde 2RI1Z Arg176Gly genannt.

Vorbereitung der GTB-Strukturen: 3U0X

Die GTB Struktur pdb 3UOX wurde ebenfalls in maestro geladen und mit der Funktion Prep
Wizard bearbeitet. Bei der Struktur 3UOX handelt es sich um die BBBB-Form der GTB, diese
enthalt den Liganden 382 (16). Der Protonierungsgrad wurde entsprechend der des STD-
Experiments auf pH 5.0 + 0.2 eingestellt. Da flur die Docking-Studien nur die monomere
Struktur der GTB untersucht werden sollte, wurde nur Proteinkette A bendtigt. Die Kette B
wurde daher geldscht. AnschlieRend wurde das Protein mit der Funktion Prep Wizard
bearbeitet.

LigPrep

Das Konvertierungsprogramm  LigPrep Uberfihrt zweidimensionale  Strukturen in
dreidimensionale  Strukturen. Tautomere und stereochemische Variationen der
Molekdlstrukturen kénnen berlcksichtigt werden. Es wurde ein pH-Wert von 5.0 + 0.2
eingestellt. Die mit LigPrep vorbereiteten Liganden wurden nachfolgend fir das Ligand

Docking verwendet.

Docking der Liganden

Die Liganden wurden mit der Software ChemDraw gezeichnet und als sdf-Dateinen in Maestro
geladen. Nachfolgend wurden die Strukturen in eine dreidimensionale Struktur Uberflhrt. Dafir
wurde das tool LigPrep genutzt. Es wurde ebenfalls ein Protonierungsgrad von pH 5.0

eingestellt.

126



Experimenteller Teil

Glide

Das Programm Glide ermdglicht das virtuelle Screening von Liganden. Dabei werden
Prognosen lber den moglichen Bindungsmodus aufgestellt. Nachfolgende Einstellungen
wurden benutzt:

Grid Generation:
Erfolgte durch Markierung des Liganden.
Ligand Docking:

e Ligand: flexible

e Precision: Extra Precision (XP)

MacroModel:

Mit dem Programm Macro Model wurden unter Zuhilfenahme der Funktion Current Energy die
Energien des Protein-Ligand Komplexes berechnet. Dabei wurde ein OPLS-2005-Kraftfeld

und Wasser als Lésungsmittel ausgewabhilt.
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6.5 Surface Plasmon Resonance (SPR) Experimente

SPR-Experimente wurden mit Hilfe des Biacore T100, UDP, 54, 55 und 56 durchgefihrt. Die
Immobilisierung des Enzyms erfolgte auf einem CM5 Sensorchips der Firma GE Healthcare.
Die Immobiliserung der GTB erfolgte mit Hilfe des Immoblisierungs-wizards, der in der
Biacore™ T100 Control Software implementiert ist.

Zuvor wurde, zur Ermittlung des fir die Immobilisierung benétigten optimalen pH-Wertes, ein

pH-scouting ausgefihrt.

Der Immobilisierungs-wizard wurde so programmiert, dass nur nach positiv ausgefallenem
preconcentration-Test die Chipoberflache automatisch aktiviert wurde. Die Aktivierung erfolgte
mit EDC/NHS. Zuvor wurde die in Dialyse-Puffer (MOPS pH 6.7) gelagerte GTB mit
Immobilisierungs-Puffer auf ~ 30 ug/mL verdiinnt. Als maximale Belegungsdichte wurde ein
Wert von 4000 RU gewahlt.

Aufgrund der geringen Lo6slichkeit der zu untersuchenden Liganden, wurden Stockldsungen
der Liganden in 100 % DMSO hergestellt. Die nachfolgende Verdiinnung wurde mit SPR-II-
Puffer durchgefuhrt. Die Endkonzentration an DMSO betrug fir jede zu vermessende
Konzentration 5 %. Die nachfolgenden Verdinnungen der Konzentrationsreihe wurden mit
SPR-Puffer Ill, welcher 5 % DMSO beinhaltet, hergestellt.

Die Liganden wurden bei einer Flussrate von 10 yL/min und 25 °C uber die Chipoberflache

geleitet. UDP wurde in Konzentrationen von 0 bis 2 mM vermessen.

Die Kontakizeit betrug in allen durchgefiihrten Experimenten mit Inhibitoren 180 Sekunden,
die Dissoziationszeit 900 Sekunden.

Bei Verwendung von UDP betrug die Kontaktzeit 120 Sekunden, die Dissoziationszeit
600 Sekunden. Eine Ubersicht der untersuchten Konzentrationsbereiche ist in Tabelle 23 zu

finden.
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Tabelle 23: Ubersicht der untersuchten Konzentrationen.

Verbindung Puffersystem Konzentrationsbereich
UDP MOPS pH 6.7 13.3 uM-2.00 mM

UDP Na-Acetat pH 4.5 (5 % DMSO) 13.3 uM-2.00 mM

54 Na-Acetat pH 4.5 (5 % DMSO) 0-600 pM

55 Na-Acetat pH 4.5 (5 % DMSO) 0-12 pM

56 Na-Acetat pH 4.5 (5 % DMSO) 0-12 uM

Um die Dissoziationsphase in Vorbereitung fir weitere Messungen abzukiirzen, wurde bei den

Liganden 55 und 56 aufgrund der starken Assoziation eine Regeneration durchgefihrt. Die

verwendeten Regenerationsbedingungen sind in Tabelle 24 zu finden.

Tabelle 24: Verwendete Regenerationsbedingungen bei der Untersuchung der Liganden 54, 55.

Verbindung Regeneration
55 30 sec (30 pL/min) 0.01 % SDS
56 30 sec (30 puL/min) 0.1 % SDS
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6.6 Saturation Transfer Difference (STD) NMR Experimente

STD NMR-Experimente wurden mit einem 700 MHz Spektrometer, ausgestattet mit einem
Cryoprobenkopf, in 3 mm Probenréhrchen bei 300 K durchgefiihrt.

Alle STD-NMR-Messungen wurden in gepufferter Loésung durchgefihrt. Als Puffer wurde
Na-Acetat-ds; (kompetitive STD-Messung) verwendet. Der pH-Wert der Lésung wurde mit DCI
(35 % in D20) auf 5.0 eingestellt (dies entspricht einem korrigierten pD-Wert von pD 5.4, der
abgelesene pH-Wert muss mit dem Wert 0.4 korrigiert werden, da in deuteriertem Puffer

gemessen wurde). !

Umpuffern der GTB

Die GTB wird in Mn?*-haltigem Dialysepuffer (MOPS pH 6.7) gelagert und muss fir die
Messungen in NMR-Probenpuffer (50 mM Na-Acetat-ds) umgepuffert werden. Jeder Schritt
der Umpufferung findet durch Zentrifugation bei 4000 g und 4 °C in einem Amicon® Ultra
Zentrifugationsréhrchen mit einem Ausschlussvolumen von 10 kDa statt. Zu Beginn wurden
zweimal je 0.5 ml D2O durch die Filtereinheit zentrifugiert, um das zur Konservierung der
Membran enthaltene Glycerol und mdgliche Verunreinigungen zu entfernen. Um das Mn?* zu
komplexieren und dadurch leichter zu entfernen, wurde die Proteinldsung mit 10 mM EDTA
versetzt und fir dreil3ig Minuten bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die GTB umgepuffert.
Der Volumeniberschuss des Messpuffers bei diesem Vorgang betrug mindestens 4:1. Die
Proteinkonzentration wurde anschlieRend photometrisch bestimmt und GTB auf die
gewinschte Konzentration verdinnt und die Proteinkonzentration anschlieRend zur Kontrolle

erneut photometrisch bestimmt.

Probenvorbereitung

Es wurde pro Messpunkt ein einzelnes Rdhrchen mit der benétigten Menge GTB, UDP und
Ligand angesetzt. Es wurde eine konstante Konzentration von 5 % DMSO-ds pro Messpunkt
gewahlt. Das Gesamtvolumen der Probe betrug 180 pL. Dafir wurde vorab eine Stamml6sung
bestehend aus den bendtigten Konzentrationen von GTB und UDP hergestellt und diese auf
die einzelnen Rohrchen aufgeteilt. Das Endvolumen wurde dabei pro Probe auf 171 pL
festgelegt. Um das Gesamtvolumen von 180 pL zu erreichen, wurden im Anschluss 9 pL der
zu untersuchenden Ligandldsung zugegeben. Dafir wurde der Ligand in DMSO-ds gel6st. Die
bendtigten  Verdiinnungsreinen wurden ebenfalls mit DMSO-ds angesetzt. Die

Konzentrationen der Stammldsungen der Liganden wurden durch Bestimmung des S/N-
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Verhéltnisses per NMR bestimmt. Als Vergleichssubstanz diente eine 2 mM Sucroselésung
(D20).

Die fur die Messungen verwendeten Protein- und Ligandkonzentrationen sind in Tabelle 14
(Kapitel 5.2.2) aufgefuhrt. Der Bereich der untersuchten Ligandkonzentrationen wurde so
gewahlt, dass die hochstmogliche Konzentration der zu untersuchenden Liganden unter den
gewahlten Parametern vermessen werden konnte. Die Rezeptorbelegung r wurde mit Hilfe der
Gleichungen 20 und 21 ermittelt.

[PL] = (1/2 Kp + [P]O[L]O) - \/1/4 (Kp +[P]o + [L]o)? = [L]o[P] o und r = %ﬂ (20) + (21)

STD-Akquisition

Die Aufnahme der STD-Spektren erfolgte mit dem Pulsprogramm stddiffgp19.3. Das
Pulsprogramm verwendet Trimpulse zur Zerstérung residualer Magnetisierung, einen TOCSY-
Spinlock zur Unterdriickung von Proteinsignalen und eine 3-9-19-Watergatesequenz zur
Unterdriickung des starken Wassersignals.

Zunachst wurden alle Proben mit 512 scans und im Anschluss ggf. zur Verbesserung des S/N-
Verhéltnises mit 1k scans vermessen. Die programmspezifischen Parameter wurden dabei
nicht verandert (siehe Tabelle 25). Fir UDP wurde ein Artefaktspektrum in Abwesenheit von
GTB unter identischen experimentellen Bedingungen durchgefihrt. Es konnten keine

Sattigungseffekte detektiert werden.
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Tabelle 25: Pulsprogramm und Aufnahmeparameter.

Experiment Pulsprogramm NS/DS SW  [ppm] | Programmspezifische
(F2) Parameter

STD stddiffgp19.3. 512/4 bzw. 8 P1=11.17

1024/4 p27= p18= p0= 44.68
PL18=7.5dB
PL1=-45dB
SP13=35dB
Trimpuls:

PL10= 10 dB,
P17= 2500 ps

Spinlock:
PL29=5.59 dB
P29= D29= 15 ms
on-res: -0.7 kHz

off-res: 114.3 kHz

132



Experimenteller Teil

6.7 Progresskurvenanalyse

Die Experimente fir die Verfolgung der Enzymreaktion zur Bestimmung von K"y, V' max und K’
wurden mit einem 700 MHz Spektrometer, ausgestattet mit einem Cryoprobenkopf, in 3 mm
Probenrohrchen bei 310 K durchgefinhrt.

Alle Messungen wurden in gepufferter Losung durchgefuhrt. Als Puffer wurde Na-Acetat-ds
(Progresskurvenanalyse) verwendet. Der pH-Wert der Lésung wurde mit DCI (35 % in D>0O)
auf 5.0 eingestellt (dies entspricht einem korrigierten pD-Wert von pD 5.4, der abgelesene pH-
Wert muss mit dem Wert 0.4 korrigiert werden, da in deuteriertem Puffer gemessen wurde).!
Der verwendete Puffer enthielt 1.00 mM TSP-d, als internen Standard. Das genaue Vorgehen
zum Umpuffern der GTB ist in Kapitel 6.6 beschrieben. Zuséatzlich wurde der Probe noch
1 pg/uL BSA und 0.4 mg/mL APase zugefiihrt. Bei der Bestimmung von Vv max und K’y ohne
Inhibitor wurde der Probe zusétzlich 5 % DMSO-ds zugefiihrt.

Fir Bestimmung von v max und K’y in Gegenwart von 55, 56 und 57 wurden die Liganden
DMSO-ds geldst. Dafur wurden die gleichen Stammlésungen benutzt wie sie fir die STD-
Studien verwendet wurden. Die Stammlésungen wurden fir die benétigten Konzentrationen
entsprechend verdiinnt. Die Konzentration an DMSO-ds betrug ebenfalls in der fertigen Probe
5 %. Eine Ubersicht der verwendeten Konzentrationen ist in Tabelle 15 (Kapitel 5.2.3) zu

finden.

Als Akzeptorsubstrat dienten 2.5 mM a-L-Fuc-(1-2)-B-D-Gal-octyl. Das Gesamtvolumen der
Proben betrug 180 pL.

Die Proben wurden ohne das Donorsubstrat UDP-Gal angesetzt und alle NMR-
spektroskopischen Parameter eingestellt. Die Zugabe des UDP-Gal erfolgte direkt am
Spektrometer und die Aufnahme des Spektrums wurde umgehend gestartet. Die Reaktion
wurde dabei bis zu 24 Stunden (24 Stunden= 55, 22.5 Stunden= 56, 21.3 Stunden= 57) bei
37 °C verfolgt, wobei alle 7 Minuten ein *H NMR Spektrum mit 64 scans aufgenommen wurde,

die Wasserunterdriickung erfolgte durch excitation sculpting.

Fur die Auswertung der kinetischen Parameter wurden die Protonen H-5/H-1" des UDP-Gal
untersucht. Die Konzentration zum Zeitpunkt t= 0 wurde durch lineare Regression uber die

ersten zehn Datenpunkte ermittelt.
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6.8 Synthesen

6.8.1 Darstellung der Saccharide

Die Nomenklatur der Verbindungen 28, 39, 48 und 53 erfolgte geman IUPAC-Nomenklatur fir
Disaccharide.

6.8.1.1 Darstellung von n-Pentyl-6-O-(5-(phenyl-a-L-fucopyranosid-2-yl)-n-pent-1-yl)-
[3-D-galactopyranosid (28)

6.9 mg (7.5 umol) das vollgeschitzte Disaccharid (53) gelost in 3.45 mL EtOH/Dioxan (1:1)
wurde mit einer Microspatelspitze Pd/C (10%) versetzt. Die Reaktionslésung wurde
anschlieRend unter Wasserstoffatmosphére bei 40-10 bar Uberdruck fur eine Stunde bei RT
gerihrt. Im Anschluss wurde die Reaktionslosung tber Celite® filtriert und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 1.0 mg (1.8 umol, 24%)* Produkt erhalten.

Charakterisierung:

Summenformel; CzgH46011 OPh
o]
Molgewicht: 558.66 g/mol 0
HO .
OH 5
Aussehen: farbloser Sirup 4
5
R+-Wert: 0.94 (EE/MeOH/H,0= 7:3:1) 2
1o
ESI MS: gefunden: 0
OH

m/z= 581.2921 [M+Na]*

HO o 3
berechnet: OH

m/z= 581.2932 [M+Na]* 28
[alB*: -76.0° (c= 0.05, DMSO)

IH-NMR (500 MHz, D-0) & [ppm]: 7.38-7.33 (M, 2H, Harom), 7.12-7.07 (M, 3H, Harom), 5.74 (d-
1H, H-1Fuc), 4.23 (d, 1H, H-1Gal), 4.14 (dg, 1H, H-5Fuc), 4.04 (dd, 1H, H-3Fuc), 3.80-3.72
(m, 3H, H-4Fuc, H-4Gal, CH,-1a"), 3.70-3.61 (m, 3H, H-2Fuc, CHz-1a""**), 3.61-3.55 (m, 2H,
CHq-1b", H-5Gal), 3.55-3.49 (m, 4H, H-3Gal, H-6aGal, H-6b-Gal, CH,-1b""**), 3.43-3.35 (m,
3H, H-2Gal, CH2-5""*), 1.58-1.50 (M, 6H, CH2-2", CH2-3", CH,-2""), 1.51-1.43 (m, 2H, CH-4""),
1.36-1.17 (M, 4H, CH2-3"", CH2-4"), 1.09 (d, 3H, H-6Fuc), 0.86-0.73 (m, 2H, CH-5).
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3\]1,2Fuc: 3.8 HZ, 3J2,3Fuc=10-5 H23J3,4Fuc= 3.5 HZ, 3\]4,5Fuc=<l HZ, 3J5,6Fuc= 6.6 Hz
8J126a= 8.0 Hz

13C-NMR (125MHz, D) &: 156.0 (Cquar), 2X 129.8, 122.9, 116.9 (4X Carom), 102.6 (C-1Gal), 94.9
(C-1Fuc), 75.7 (C-2Fuc), 73.2 (C-5Gal), 72.6 (C-3Gal), 71.6 (C-4Fuc), 71.1 (CH,-5"")**, 70.9
(CHo-1" oder C-6Gal), 70.6 (CH,-1), 70.5 (C-2Gal), 69.5 (CHx-1"" oder C-6Gal), 68.8 (C-
4Gal), 68.7 (C-3Fuc), 67.5 (C-5 Fuc), 59.5 (C-6Gal oder CHo-1""), 3x 28.5 (CHp-2"", CH»-3",
CHp-2'), 28.1 (CH2-47"), 2x 21.7 (CH2-3"", CHp-4"), 15.01 (C-6Fuc),13.2 (CH-5").

*Es sind 10 % einer zweiten Fucose-Spezies enthalten.

**Zuordnung unsicher.

6.8.1.2 Darstellung von Thiophenyl-2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-fucopyranosid (33)
Variante A

Analog zu Schmidt et al.®® wurden 42.2 mg (97.1 umol) des a-TCAI der tricetylierten Fucose
(32-a) in 2.5 mL abs. DCM gelést und mit Molsieb (0.4 A) versetzt. Zu der Lésung wurden
20 pL (0.16 mmol) Bortrifluoridetherat und 20 pL (0.19 mmol) Thiophenol hinzugegeben und
das Reaktionsgemisch fur 5.5 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlie3end wurden
3mL DCM hinzugegeben und die Lodsung dreimal mit je 6 mL einer gesattigten
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die wassrige Phase wurde zweimal mit je 3 mL
DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet
und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
gereinigt (PE/EE = 2:1) und so vom 3-Anomer getrennt. Es konnten 6.1 mg (16 pmol, 16 %)

des Produkts erhalten werden.

Variante B

Analog zu Schmidt et al.®8 wurden 63.5 mg (146 pmol) des B-TCAI (32-R) dreimal mit je 2 mL
abs. Toluol codestilliert, in 2.5 mL abs. DCM aufgenommen und mit Molsieb (0.4 A) versetzt.
Unter Ruhren wurden 20 pL (0.16 mmol) Bortrifluoridetherat und 20 pL (0.19 mmol)
Thiophenol hinzugegeben und das Reaktionsgemisch drei Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Anschlieend wurden 3 mL DCM hinzugegeben und die Losung dreimal mit je 5 mL
einer gesattigten Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen. Die wassrige Phase wurde
einmal mit 3mL DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber

Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wurde
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saulenchromatographisch gereinigt (PE/EE= 2:1) und so vom 3-Anomer getrennt. Es konnten

5.5 mg (14 pmol, 10 %) des Produkts erhalten werden.

Charkterisierung:

Summenformel: C18H2,07S S@

Molgewicht: 382.43 g/mol 0
OAc
Aussehen: farbloser Sirup OA(\)CAC
33
R-Wert: 0.29 (PE/EE= 2:1)
ESI-MS: berechnet: m/z= 405.0984
[M+Na]*

gefunden: m/z= 405.0987 [M+Na]*

IH-NMR (500 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.44 — 7.41 (m, 2H, Haromay), 7.32 — 7.27 (M, 3H, Haromay),
5.93 (d, 1H, H-1), 5.37 — 5.32 (m, 2H, H-2, H-4), 5.29 (dd, 1H, H-3), 4.61 (dq, 1H, H-5), 2.17
(s, 3H, CHsCO), 2.10 (s, 3H, CHsCO), 2.02 (s, 3H, CHsCO), 1.13 (d, 3H, H-6).

3\]1,2 =5.3 HZ, 3.]2,3 =11.1 HZ, 3.]3,4 =31 HZ, 3.]4,5 =<1 HZ, 3J5,6 =6.5 Hz

13C-NMR (125 MHz, CDCls) & [ppm]: 131.9, 129.2, 127.6 (3X Carwomar), 85.7 (C-1), 71.1 (C-4),
68.8 (C-3), 68.3 (C-2), 65.7 (C-5), 21.0, 20.8, 20.8 (3x CH3CO), 16.0 (C-6).

6.8.1.3 Darstellung von Thiophenyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosid (37)

Analog zu Lemieux et al.® wurden 54.1 mg (12.5 pmol) der tribenzylierten Fucose (35) in
1 mL abs. DCM gel6st. Zu der Loésung wurden 56.2 uL (72.2 pumol) abs. DMF und 26.7 pl (18.7
mol) Oxalylbromid gegeben, dabei kam es zu starker Gasentwicklung und ein farbloser
Niederschlag fiel aus. Die Reaktion wurde zwanzig Minuten bei RT gerlhrt, anschlieBend
erfolgte die Zugabe von 41.4 mg (12.5 pumol) TBAB. Dann wurde die Ldsung fur weitere 50
Minuten bei RT gertihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionsldsung auf -85 °C gekiihlt und 41.3
pL (23.7 uM) DIPEA und 64.1 pl (62.3 uM) Thiophenol zugegeben. Die Reaktion wurde fir
einen Tag bis zum Erreichen der Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslésung wurde dann
mit ca. 20 mL DCM verdinnt und mit 20 mL dem. Wasser gewaschen. Die organische Phase
wurde anschlieBend noch mit 20 mL Salzsaure (1 mol/L) und danach mit 20 mL gesattigter

NaHCOs-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde anschlielRend erneut dreimal mit
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je 20 mL dem. Wasser gewaschen und Uber Na>SO. getrocknet. Das Lésungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Produkt konnte ohne weitere Reinigung
fur die nachste Stufe eingesetzt werden. Es wurden 62.5 mg (119 pmol, 95 %) Produkt
erhalten.

Charakterisierung:

Summenformel: Cs3H3404S _@
S

Molgewicht: 526.69 g/mol
(0]
. OBn
Aussehen: farbloser, wachsartiger Feststoff OBn
OBn

) o 37
R+Wert: 0.68 (PE/EE= 7:3)
ESI-MS: berechnet: m/z=544.2513 [M+NH,4]*, 549.2070 [M+Na]",

565.1810 [M+K]*
gefunden: m/z= 544.2520 [M+NH4]*, 549.2071 [M+Na]*,

565.1810 [M+K]*
[a]37: -70.8° (c=1, CHCIs)

IH-NMR (700 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.46-7.20 (m, 20 H, Hawom), 5.72 (d, 1H, H-1), 5.00 (d, 1H,
CH3Bn), 4.91 (d, 1H, CH,Bn), 4.78 (d, 1H, CHBn), 4.75 (d, 1H, CH,Bn), 4.71 (d, 1H, CH,Bn),
4.66 (d, 1H, CH,Bn), 4.37 (dd, 1H, H-2), 4.32 (dq, 1H, H-5), 3.82 (dd, 1H, H-3), 3.69 (pd, 1H,
H-4), 1.12 (d, 1H, H-6).

3\]1,22 5.4HZ, 3.]2,3: 10.0 HZ, 3\]3,42 2.7HZ, 3J4,5< 1HZ, 3‘.]5,5: 6.5 Hz
ZJH,HZ 11.4 HZ, ZJH,HZ 11.6 HZ, 2JH,HZ 11.8 Hz

13C-NMR (150 MHz, CDCI3) & [ppm]: 139.0, 138.7, 138.2, 135.3 (4X Cquar), 131.2, 129.0, 3x
128.5,128.4, 2x 128.1, 127.8, 2x 127.7, 127.6, 126.8 (13X Caromat), 87.5 (C-1), 80.0 (C-3), 77.8
(C-4), 76.5 (C-2), 75.1, 73.7, 72.7 (3x CH.Bn), 67.6 (C-5), 16.7 (C-6).
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6.8.1.4 Darstellung von n-Pentyl-6-O-(5-(methyl-a-L-fucopyranosid-2-yl)-n-pent-1-yl)-
[3-D-galactopyranosid (39)

13.1 mg (15.4 umol) des vollgeschiitzten Disaccharids (48) geldst in 6.55 ml EtOH/Dioxan
(2:1) wurde mit einer Microspatelspitze Pd/C (10%) versetzt. Die Reaktionsldsung wurde
anschlieRend unter Wasserstoffatmosphéare fur finf Stunden bei RT gerthrt. Im Anschluss
wurde die Reaktionslésung Uber Celite® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem

Druck entfernt. Es wurden 6.7 mg (14 umol, 87%) Produkt erhalten.*

Charakterisierung: OMe
Summenformel: C23H44011 O o
OH .
OH 5
"
Molgewicht: 496.29 g/mol 5
)
»
Aussehen: farbloser Sirup
HO O
o}
» "
R-Wert: 0.48 (EE/MeOH/H,0= 7:3:1) HO SN
OH % 3 :
39
[ESI MS: m/z gefunden: 497.2900 [M+H]", 514.3177 [M+NH4]",

519.2727 [M+Na]*, 535.2673 [M+K]*
berechnet:497.2957 [M+H]*, 514.3222 [M+NH]*, 519.2776 [M+NaJ*,
535.2516 [M+K]*

[a]3*: -7.0° (c= 0.3, DMSO)

'H-NMR (700 MHz, CDCls) d [ppm]: 4.87 (d, 1H, H-1Fuc), 4.31 (d, 1H, H-1Gal), 3.95 (dq, 1H,
H-5Fuc), 3.86-3.81 (m, 2H, H-4Gal, CH>-1"a), 3.77 (dd, 1H, H-3Fuc), 3.74-3.71(m, 2H, H-5Gal,
H-4Fuc), 3.63 (pd, 2H, H-6Gal), 3.62-3.48 (m, 7H, H-2Fuc, H-3Gal, CH>-1"b, CH»>-5"", CH-
1), 3.42 (dd, 1H, H-2Gal), 3.32 (s, 3H, OMeFuc), 1.60-1.50 (m, 6H, CH.-3", 2x CHz), 1.37-
1.30 (m, 2H, CH), 1.29-1.23 (m, 4H, CH>-4", CH>), 1.16 (d, 3H, H-6Fuc), 0.85-0.80 (m, 3H,
CHx-5") ppm.

3~]1,2Fuc: 3.8 Hz, 3\JZ,SFucz 10.4Hz, 3J3,4Fuc= 3.4 Hz, 3JA,SFucz <1 Hz, 3JS,6Fu0=6-6 Hz,

3Jl,2Ga|= 8.0 HZ, 332,3Ga|: 9.8 HZ, 3J5,6GaI= 59Hz

138



Experimenteller Teil

13C-NMR (150 MHz, CDCls) & [ppm]: 102.7 (C-1Gal), 97.5 (C-1Fuc), 75.9 (C-2Fuc)**, 72.8
(C-3Gal)**, 73.4 (C-5Gal), 71.7 (C-4Fuc), 71.3 (CH.-5" oder CH,-1"), 3x 70.7 (CHa-1',
C-2Gal, CH-5" oder CH,-1""), 69.7 (C-6Gal), 69.0 (C-4Gal), 54.9 (OCHsFuc), 28.8, 28.5, 28.3,
27.3, 21.8 (5 CHy), 21.7 (CH-4), 15.3 (C-6Fuc), 13.3 (CH2-5") ppm.

*Es sind zusétzlich 9 % einer zweiten Fucose-Spezies enthalten.

**Zuordnung unsicher.

6.8.1.5 Darstellung von Pent-4"-enyl-6-O-trityl-3-D-galactopyranosid (43)

43 wurde nach Clausen et al dargestellt.[™

Charakterisierung:

Summenformel: C30H3406 OH OTr
o 5 4

Molgewicht: 490.59 g/mol HO OH O\ > s

o

43

Aussehen: farbloser Feststoff

R+-Wert: 0.43 (EtOAC)

Schmelzpunkt: 89 °C

HR-ESI MS: gefunden: m/z=513.2261 [M+Na]*, 1003.4588 [2M+Na]*

berechnet: m/z= 513.2247 [M+Na]*,1003.4602 [2M+Na]*
[a]33: -23.1° (c= 1.0, CHCI3)

H-NMR (500 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.49-7.43 (m, 5H, Harom), 7.35-7.27 (M, 10H, Harom), 5.81
(ddt, 1H, H-4"), 5.03 (dq, 1H, H-5"trans), 4.96 (dq, 1H, H-5"cis), 4.21 (d, 1H, H-1), 4.04 (ddd,
1H, H-4), 3.93 (dt, 1H, CH.-1a"), 3.63-3.52 (m, 4H, H-2, H-3, H-5, CH>-1b"), 3.45 (dd, 1H, H-
6a), 3.39 (dd, 1H, H-6b), 2.59 (d, 1H, OH-2), 2.41 (d, 1H, OH-3), 2.30 (d, 1H, OH-4), 2.20-2.09
(m, 2H, CH»-3"), 1.81-1.69 (m, 2H, CH>-2").
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3\]1,22 7.2 HZ, 3\33,42 3.3 HZ, 3\]4,52 1.2 HZ, 3J5,6a= 5.6 HZ, 3J5,eb= 6.4 HZ, SJoH,zz 5.8 HZ,
3\]o|-|,3= 1.9 Hz, 3\]0H,4= 4.3 Hz, 3J1',2': 6.5 Hz, 3J4',3'= 6.7 Hz, 3J4',5'ci5= 10.3 Hz,
3J4',5’trans= 16.9 Hz

2J6a,6b= 96 HZ, 2\]5'cisy5'transz 16HZ, ZJ]_"]_': 95 HZ

13C-NMR (125 MHz, CDCl3) & [ppm]: 143.8 (Cquar), 128.8, 128.1, 127.4, 127.3 (4X Carom), 138.2
(CHz-4), 115.1 (CH2-5"), 103.1 (C-1), 73.7 (C-2 oder C-3), 73.7 (C-2 oder C-3), 62.9 (C-5)*,
69.4 (CH,-1), 69.2 (C-4), 62.7 (C-6), 30.4 (CH,-3), 28.9 (CH»-2").

* Zuordnung unsicher.

6.8.1.6 Darstellung von n-Pent-4"-enyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-(5""-chlorpentyl)-R3-D-
galactopyranosid (45)

Analog zu Wang et al.l’® wurden 351 mg (578 pmol) der in Position 6 nicht-geschiitzten
Galactose (44) in 1.35 mL DMSO aufgenommen. Dazu wurden 80 pL einer 50 %igen NaOH-
Lésung gegeben, dabei farbte sich die Losung orangegelb und wurde gelartig. Im Anschluss
wurden zur Reaktionslésung 161 pL (1.04 mmol) 1-Brom-5-chlorpentan gegeben. Es wurde
bei RT fur zwolf Stunden geriihrt. Dabei fiel ein farbloser Niederschlag aus. Der Niederschlag
wurde durch Filtration von der Lsung entfernt. Das Filtrat wurde mit Wasser verdiinnt. Diese
Lésung wurde dreimal mit ca. 20 mL Ether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden
zweimal mit NaCl-Losung gewaschen, tiber Na.SO4 getrocknet und das Losemittel im Vakuum
entfernt. Es wurden 416 mg (668 umol, 99 %) Produkt erhalten.

Charakterisierung:

Summenformel: C37H47ClOs ” 3" 5
N T
(@) .. . Cl
BnO 2 4
Molgewicht: 623.22 g/mol M 5«
BnO = ) pE
Aussehen: hellgelber Sirup : .
45
Ri-Wert: 0.43 (PE/EE= 4:1)
HR-ESI MS gefunden: m/z= 640.3392 [M+NH.]*, 645.2948 [M+Na]*,

661.2693 [M+K]*
berechnet: m/z= 640.3399 [M+NH,]*, 645.2953 [M+Na]",

661.2693 [M+K]*
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[a]26: -4.4° (c= 1, CHCly)

H-NMR (500 MHz, CDCl3) d [ppm]: 7.75-7.04 (m, 15H, Harom), 5.81 (ddt, 1H, H-4"), 4.99 (dq,
1H, H-5"trans), 4.97-4.91 (m, 3H, H-5"cis, CH2Bn), 4.81-4.69 (m, 3H, CH2Bn), 4.66 (d, 1H,
CH2Bn), 4.34 (d, 1H, H-1), 3.93 (dt, 1H, CH»>-1"), 3.86 (pd 1H, H-4), 3.81 (dd, 1H, H-2), 3.57-
3.44 (m, 7H, H-3, H-5, H-6a, H-6b, CH»-1", CH2-5""), 3.41 (dt, 1H, CH>-1""), 3.31 (dt, 1H, CH>-
17), 2.24-2.07 (m, 2H, CH>-3"), 1.84-1.67 (m, 4H, CH»>-2", CH,), 1.53-1.38 (m, 4H, 2x CH>) .

3\]1,2: 7.6 Hz, 3\]2,3: 9.8 Hz 333,42 2.9 Hz, 334,5: <1 Hz, 3\]1',2': 6.4 Hz, 3\]4',3': 6.7 Hz,
3\]4',5'(:is:10-3 Hz, 3\]4',5'trans=16.9 Hz, 3\]1'»‘2',: 6.4 Hz
2J5cis,5trans= 1.8 HZ, 2\]1',1': 9.5 HZ, 2J1",1"= 9.5 HZ, ZJH,H: 12.3 Hz

13C-NMR (125 MHz, CDCls) & [ppm]: 2x 128.5, 128.4, 2x 128.3, 2x 127.7 (7X Carom), 138.4
(C-4'), 114.9 (C-5'), 104.2 (C-1), 82.5 (C-3), 79.5 (C-2), 75.5 (CH.Bn), 74.6 (CH:Bn), 73.5
(C-5), 73.3 (CH2Bn), 71.3 (CH-1"), 69.5 (C-6), 69.4 (CH2-1"), 45.1 (CH.CI), 32.5 (CH,), 30.4
(CH2-3"), 29.1 (CH), 29.0 (CHy).

6.8.1.7 Darstellung von n-Pentyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-(5-(methyl-3,4-O-
benzyliden-a-L-fucopyranosid-2-yl)-n-pent-1-yl)-3-D-galactopyranosid (48)

Analog zu Girad et al."”! wurden zu 26.3 mg NaH (60 %ige Suspension, entspricht, 15.8 mg
NaH, 658 pmol), 190.6 mg (305.8 umol) chlorpentyl-funktionalisierte Galactose (45) geldst in
2 mL abs. DMF gegeben. Das NaH wurde zuvor dreimal mit abs. Hexan gewaschen und eine
Stunde im Vakuum getrocknet. Die Lésung wurde fir zehn Minuten bei RT gerlhrt.
AnschlieRend wurden 0.75 mg (2.03 umol, 0.1 mol%) TBAI und 54.4 mg (204 pmol) der
benzyliden-geschiitzen Methylfucose (47) geldst in 1 mL abs. DMF zu der Reaktionsldsung
gegeben. Die Reaktion wurde fiir 24 Stunden bei RT gerlhrt. Wahrend dieser Zeit wurde
zweimal je eine Spatelspitze ungewaschene NaH-Suspension zu der Reaktionslésung
gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 mL Methanol beendet und mit 50 mL
Dichlormethan verdiinnt. Es wurde dreimal mit ca. 50 mL dem. Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im
Olpumpenvakuum entfernt. Das Produkt wurde saulenchromatographisch gereinigt (Tol/EE=
3:1). Es wurden 26.2 mg (30.8 pmol, 15 %) Produkt erhalten. Das erhaltene Produkt wurde

ohne weitere Charakterisierung fir die ndchste Stufe eingesetzt.
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Charakterisierung: OMe

0]
Summenformel: Cs1He4O11 wo

Molgewicht: 852.44 g/mol Ph

Aussehen: farbloser Sirup o
BnO
@)

Ri-Werte: 0.52 und BnO o)
OBn

0.46 (TOl/EE= 3:1) "

ESI MS: gefunden: m/z= 870.4787 [M+NH.]*, 875.4335 [M+Na]*,
891.4081 [M+K]*
berechnet: m/z= 870.4787 [M+NH,4]*, 875.4334 [M+Na]",

891.4081 [M+K]*

6.8.1.8 Darstellung von Phenyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-L-fucopyranosid (50)

GemaR der von Schmidt et al.b”! enwickelten Trichloracetimidatmethode wurden 32 mg
(34 pmol) Phenol, 4.8 uL TMSOTf (25 umol) und 4 A Molsieb auf -20 °C gekihlt und fiir
zwanzig Minuten gerihrt. 30 mg (52 mmol) des TCAI der tribenzylierten Fucose (49) wurde in
580 pl abs. DCM geldst und anschlieRend langsam zu dem Reaktionsgemisch getropft. Dann
wurde das Reaktionsgemisch weitere dreil3ig Minuten bei -20 °C gerihrt. Anschlieend wurde
die Reaktionslosung mit DCM verdinnt, mit gesattigter NaHCO3-Ldsug neutral gewaschen,
Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltende
Rohprodukt wurde anschlie3end sdulenchromatographisch (PE/EE= 9:1) gereinigt. Es wurden
82.6 mg (162 pmol, 52 %) des a-Anomers isoliert.
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Charakterisierung:

Summenformel:  Ca3Hz40s OPh
0]
. OBn
Molgewicht: 510.62 g/mol OBn
OBn
50
Aussehen: farbloser Sirup
R~-Wert: 0.50 (PE/EE= 9:1)
ESI-MS: gefunden: m/z=528.2745 [M+NH,]*, 533.2301 [M+Na]*, 549.2038 [M+K]*

berechnet: m/z=528.2744 [M+NH,4]*, 533.2298 [M+Na]",

549.2038 [M+K]*
[a]3*: -0.74° (c=1, CHCI3)

IH-NMR (CDCls, 500 MHz) & [ppm]: 7.39-7.34 (m, 2H, Harom), 7.31-7.23 (M, 9H, Harom), 7.23-
7.18 (M, 4H, Harom), 7.18-7.14 (M, 2H, Harom), 7.02-6.98 (M, 2H, Harom), 6.95-6.91 (M, 1H, Harom),
5.42 (d, 1H, H-1), 4.94 (d, 1H, CH.Bn), 4.87 (d, 1H, CH.Bn), 4.75 (d, 1H, CH.Bn), 4.74 (d, 1H,
CH.Bn), 4.62 (d, 1H, CHBn), 4.60 (d, 1H, CH,Bn), 4.12 (dd, 1H, H-2), 4.08 (dd, 1H, H-3), 3.93
(dg, 1H, H-5), 3.65 (dd, 1H, H-4), 1.03 (d, 3H, H-6).

3\]1,22 35 HZ, 3.]2,3: 10.1 HZ, 3\]3,42 2.7 HZ, 3.]4,5: 1.2 HZ, 3J5,6= 6.4Hz
ZJH,HZ 11.4 HZ, ZJH,HZ 11.9 HZ, 2JH,HZ 12.2 Hz

13C-NMR (CDCls, 125 MHz) & [ppm]: 157.4, 139.1, 138.7, 136.6 (4x Cquar), 129.5, 128.6, 2X
128.5, 2x 128.4, 128.1, 2x 127.8, 127.7, 127.6, 122.2, 117.1 (13X Carom), 96.4 (C-1), 79.4 (C-3),
77.8 (C-4), 76.3 (C-2), 75.1, 73.5, 73.4 (3x CH,Bn), 67.3 (C-5), 16.7 (C-6).

6.8.1.9 Darstellung von Phenyl-O-a-L-fucopyranosid (51)

243.9 mg (477.7 umol) des tribenzylierten Phenylglycosids (50) wurden in 40 mL Dioxan/EtOH
(1:1) aufgenommen, dazu wurde eine Spatelspitze Pd/C (10 %) gegeben. AnschlieRend wurde
das Reaktionsgemisch bei 30 bar im Autoklaven unter Wasserstoffatmosphére geruhrt. Die
Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch (DCM/MeOH= 9:1) verfolgt und nach drei

Stunden beendet. Die Losung wurde uber Celite® filtriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt.
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Das erhaltene Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (H.O/MeOH= 3:1) gereinigt. Es
wurden 141.8 mg (590.2 umol, 62 %) Produkt erhalten.

Charakterisierung:

Summenformel:  Ci2H1605 OPh

Molgewicht: 510.62 g/mol O oH
OH

Aussehen: farbloser Sirup OH o1

Re-Wert: 0.43 (EE/MeOH= 9:1)

ESI-MS: gefunden: m/z= 263.0914 [M+Na]*

berechnet: m/z= 263.0890 [M+Na]*

] -218.8° (c= 1, MeOH)

IH-NMR (400 MHz, MeOD4) & [ppm]: 7.33-7.23 (M, 2H, Hawom), 7.15-7.06 (M, 2H, Harom), 7.03-
6.96 (M, 1H, Haom), 5.45 (d, 1H, H-1), 4.06 (dg, 1H, H-5), 3.96 (dd, 1H, H-3), 3.90 (dd, 1H, H-
2), 3.74 (dd, 1H, H-4), 1.18 (d, 3H, H-6).

3\]1,22 3.7 HZ, 3.]2,3: 10.2 HZ, 3\]3,42 3.3 HZ, 3.]4,5: 1.4 HZ, 3J5,6= 6.6 Hz

13C-NMR (100 MHz, MeOD4) & [ppm]: 130.4, 123.2, 118.0 (3X Carom), 99.4 (C-1), 73.5 (C-4),
71.6 (C-3), 69.8 (C-2), 68.5 (C-5), 16.6 (C-6).

6.8.1.10  Darstellung von Phenyl-3,4-O-benzyliden-a-L-fucopyranosid (52)

Nach Demenchko et al.®¥ wurden 2.4 mg (0.01 mmol) CSA und 50 mg (21 umol)
Phenylglycosid (51) fur ca. 30 min kurz im Vakuum vorgetrocknet. Zu den Reagenzien wurden
1.8 mL abs. MeCN und 56.4 uL (0.378 mmol) Benzaldehyddimetylacetal gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde im Anschluss fir 30 min zum Ruickfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen
wurde mit Triethylamin neutralisiert. Dann wurde das Reaktionsgemisch mit EE verdinnt und
dreimal mit Wasser gewaschen und tber Na.SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (EE/MeOH= 9:1)
gereinigt. Es wurden 39.1 mg (119 pmol) Produkt (Verhdltnis (R)- zu (S)- Epimer= 0.9:1)

erhalten, dies entspricht einer Ausbeute von 52 %.
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Charakterisierung:

Summenformel:  Ci9H200s OPh
Molgewicht: 328.36 g/mol O oH
@)
Aussehen: farbloser Sirup O
Ri-Wert: 0.80 (EE/MeOH= 9:1) 5 52
ESI-MS: gefunden: m/z= 329.1384 [M+H]*, 351.1261 [M+Na]*, 679.2594
[2M+Na]*

berechnet: m/z= 329.1445 [M+H]*,351.1203 [M+Na]*, 6979.2514
[2M+Na]*

IH-NMR (500 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.59-7.53 (m, 2H, Hawom), 7.50-7.46 (M, 2H, Harom),7.44-
7.36 (M, 5H, Harom), 7.36-7.30 (M, 2H, Harom), 7.15-7.10 (M, 2H, Harom), 7.10-7.03 (M, 2H, Harom),
6.24 (s, 1H, CHPhg), (S, 1H, CHPhs), 5.59 (d, 1H, H-1w)),5.54 (d, 1H, H-1), 4.61 (dd, 1H,
H-3r), 4.52 (pt, 1H, H-3), 4.37 (dg, 1H, H-5r), 4.27 (dg, 1H, H-5), 4.22 (dd, 1H, H-5),
4.14 (dd, 1H, H-4(s)), 4.14 (dd, 1H, H-4), 4.10 (ddd, 1H, H-2&), 4.03 (ddd, 1H, H-2(s), 2.40
(d, 1H, OHs)), 2.35 (d, 1H, OH), 1.38 (d, 3H, H-6()), 1.36 (d, 3H, H-6(s)).

(S) 3\]1,23 3.8 HZ, 3\]2,32 6.4 HZ, 3.]3,4: 6.4 HZ, 3.]4,5: 2.4 HZ, 3\]5,6:6.7 HZ, 3JH-2,0H= 6.4 Hz
(R)Z 3.]1,2: 3.8 HZ, 3.]2,3:7.0 HZ, 3\]3,42 5.7 HZ, 3.]4,5: 2.2 HZ, 3‘.]5,5: 6.7 HZ, 3JH-2,OH= 7.7 Hz

13C-NMR (125 MHz, CDCls) & [ppm]: 129.8, 129.6, 129.2, 128.6, 127.4, 127.2, 127.0, 126.3,
122.9, 122.8, 116.8, 116.8 (12X Carom), 104.2 (CHPh(s)), 103.3 (CHPh()), 96.9 (C-1)), 96.6
(C-1s), 77.6 (C-3r), 77.5 (C-4s), 76.3 (C-3s), 76.0 (C-4@)), 69.7 (C-25)), 68.0 (C-2r)), 64.9
(C-5 (), 64.9 (C-5r)), 16.5 (C-6 oder C-6s)), 16.4 (C-6r, oder C-6s)).

6.8.1.11  Darstellung von n-Pent-4-enyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-yl-(5-(phenyl-3,4-
O-benzyliden-a-L-fucopyranosid-2-yl)-n-pent-1-yl)-3-D-galactopyranosid
(53)

Analog zu Girad et al."” wurden 16.6 mg NaH (60 %ige Suspension, entspricht, 9.96 mg NaH,
415 pmol) mit 0.5 mL abs. DMF versetzt und auf O °C gekuhlt. Zuvor wurde das Natriumhydrid
dreimal mit n-Hexan gewaschen und im Vakuum getrocknet. Dazu wurden 26.9 mg
(43.2 umol) chlorpentyl-funktionalisierte Galactose (45) gel6st in 0.4 mL abs. DMF getropft.

Das Reaktionsgemisch wurde im Anschluss fir zwei Stunden bei 0 °C gerahrt, dann wurden
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vorsichtig eine Microspatelspitze TBAI und 9.5 mg (29 umol) des benzyliden-geschuitzten
Phenylglycosids (52) gelost in 0.45 mL abs. DMF zum Reaktionsgemisch gegeben. Es wurde
fur zwei Tage bei RT gerthrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 mL Methanol beendet
und mit 50 mL Diethylether verdiinnt. Es wurde dreimal mit je 50 mL dem. Wasser gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel im
Olpumpenvakuum entfernt. Das Produkt wurde s&aulenchromatographisch gereinigt
(PE/EE= 4:1). Es wurden 5.9 mg (6.5 pmol, 22 %) Produkt erhalten.

Charakterisierung:

Summenformel: Cs6HesO11 OPh
v
O
o)
Molgewicht: 915.12 g/mol O\é TN -
Ph 3
Aussehen: farbloser Feststoff » ’
O
. BnO
R+-Wert: (PE/EE=4:1): 0.27 (S-Epimer) o 5 4
(PE/EE=4:1): 0.36 (R-Epimer) BnO O 3
OBn
ESI MS: S-Epimer: m/z gefunden: 932.4906 [M+NH.]*, 53 vz

937.4498 [M+Na]*, 953.4228 [M+K]*

m/z berechnet: 932.4943 [M+NH.]*, 937.4497 [M+Na]*,
953.4237 [M+K]*

R-Epimer: m/z gefunden: 937.4498 [M+Na]*

m/z berechnet: 937.4497 [M+Na]",

[a]3*: S-Epimer**: -10.0° (c= 0.1, CHCly)

R-Epimer=*: -9.0° (c= 0.1, CHCls)

S-Epimer**:

IH-NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.48-7.44 (M, 2H, Harom), 7.40-7.26 (M, 20H, Harom), 7.25-
720 (m, 2H, HArom), 714'709 (m, 2H, HArom), 705'699 (m, 2H, HArom), 621 (S, 1H, CHPh),
5.80 ddt (1H, H-4"), 5.61 (d, 1H, H-1Fuc), 4.50 (dg, 1H, H-5trans), 4.96-4.90 (m, 3H, H-5'cis,
CH2Bn), 4.78-4.67 (m, 4H, H-3Fuc, 2x CH.Bn), 4.63 (d,1H, CH2Bn), 4.32 (d, 1H, H-1Gal), 4.21
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(dg, 1H, H-5Fuc), 4.07 (dd, 1H, H-4Fuc), 3.92 (dt, 1H, CH.-1a"), 3.85 (pd, 1H, H-4Gal), 3.80
(dd, 1H, H-2Gal), 3.76-3.69 (m, 2H, H-2Fuc, CH»-5"" oder CH»-1""), 3.64 (dt, 1H, CH>-5"" oder
CH2-17), 3.53-3.41 (m, 5H, CH»-1b", H-3Gal, H-5Gal, H-6a, H-6b), 3.35 (dt, 1H, CH»-5"" oder
CH2-17), 3.26 (dt, 1H, CH>-5"" oder CH>-1""), 2.19-2.08 (m, 2H, CH»-3"), 1,78-1.67 (m, 2H,
CH»-2"), 1.67-1,57 (m, 2H, CH>-2"" oder CH,-4""), 1.52-1.45 (m, 2H, CH>-2"" oder CH,-4""),
1.44-1.35 (m, 2H, CH»-3""), 1.33 (d, 3H, H-6Fuc).

331 2ruc= 3.5 Hz, 3J3.4ruc=5.3 Hz, 3J45ruc=2.1 Hz, 3J56ruc=6.6 Hz,

3J4'5ci5= 10.3 HZ, 3J4’5trans: 17.1 HZ, 3J4',3': 1.8 HZ, 3\]5",4": 6.7 HZ, 3\]1",2": 6.7 Hz
ZJS'cis,S'trans: 1.8 HZ, 2\]5",5": 94 HZ, 231",1"2 94 HZ, ZJH'H: 11.9 Hz

3J1,2Ga|=7.9 HZ, 332,36a|= 9.6 HZ, 3J4,3GaI: 3.2 HZ, 3J4,5GaI=0-7 Hz

13C-NMR (150 MHz, CDCls) & [ppm]: 157.1 (Cquar), 138.4 (C-4°), 129.8, 129.7, 2x 128.5, 128.4,
128.3, 127.7, 126.4, 116.8 (9X Cawm), 114.9 (CHx-5"), 102.8 (CHPh), 138.4 (CHp-4), 114.9
(CH»-5"), 104.2 (C-1Gal), 95.6 (C-1Fuc), 82.4 (C-3Gal), 79.8 (C-2Gal), 7.1 (C-3Fuc), 76.1 (C-
4Fuc), 75.2 (C-2Fuc), 75.2, 74.6, (2x CH2Bn), 73.7 (C-4Gal), 73.5 (C-5Gal)*, 73.2 (CH.Bn),
69.4 (CH»-1"), 69.2 (C-6Gal)*, 64.1 (C-5Fuc), 71.5 (CH.-5"" oder CHz-1""), 70.9 (CH2-5" oder
CHz-17"), 30.4 (CH2-3"), 29.1 (CH;-2"), 30.0 (CH2-4"" oder CH2-2"").

* Zuordnung unsicher.
**Es sind zusatzlich 10% des R-Epimers vorhanden.
R-Epimer***:

IH-NMR (600 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.59-7.52 (m, 2H, Harom), 7.41-7.25 (M, 20H, Harom), 7.15-
7.09 (M, 2H, Harom), 7.05-7.00 (M, 1H, Harom), 5.95 (s, 1H, CHPh), 5.80 ddt (1H, H-4"), 5.52 (d,
1H, H-1Fuc), 5.00 (dg, 1H, H-5'trans), 4.96-4.89 (m, 3H, H-5'cis, CHBn), 4.77-4.68 (d, 1H,
CH.Bn), 4.63 (d, 1H, CH,Bn), 4.55 (1H, H-3Fuc), 4.32 (d, 1H, H-1Gal), 4.28 (dg, 1H, H-5Fuc),
4.18 (dd, 1H, H-4Fuc), 3.93 (dt, 1H, CH»-1a"), 3.85 (pd, 1H, H-4Gal), 3.80 (dd, 1H, H-2Gal),
3.60- 3.55 (m, 2H, H-2Fuc, CH,-5""), 3.55-3.42 (m, 6H, H-3Gal, H-5Gal, H-6aGal, H-6bGal,
CHz-1'b, CH-5"), 3.30 (dt, 1H, CH>-1""), 3.22 (dt, 1H, CHx-1b") 2.19-2.09 (m, 2H, CH2-3"),
1.79-1.66 (m, 2H, CH»-2"), 1.53-1.47 (m, 2H, CHy), 1.39 (d, 3H, H-6Fuc), 1.33-1.27 (m, 2H,
CHo).

3J1,2|:uc: 34 HZ, 3J3,4|:uc= 6.0 HZ, 3J4,5Fuc= 2.8 HZ, 3\]5,6Fuc= 6.7 Hz
3J4'Scis= 10.3 HZ, 3J4'5trans: 17.0 HZ, 3\]4',3': 1.6 HZ, 3\]1",2": 6.6 Hz
2J5’cisv5'tran5: 16 HZ, 2\]1"'1"= 93 HZ, ZJH'Hz 116 HZ

3J126a= 7.8 Hz, 3J236a= 9.7 Hz, 3Ja3ca= 2.9 Hz, 3Jasca=< 1 Hz
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13C-NMR (150 MHz, CDCl3) & [ppm]: 156.8 (Cquar), 138.5 (C-4°), 129.5, 2x 128.6, 128.5, 2x
128.4, 127.8, 126.8, 122.6, 116.8, 115.0, (11X Caom), 115.0 (C-5'), 104.2 (C-1Gal), 95.8
(C-1Fuc), 82.5 (C-3Gal), 79.9 (C-2Gal), 78.7 (C-4Fuc), 78.1 (C-2Fuc), 75.7 (C-3Fuc), 75.4
(CH.Bn), 74.7 (CH2Bn), 73.7 (C-4Gal), 73.6 (C-5Gal), 73.2 (CH2Bn), 70.9 (CH2-5"), 71.6 (CHo-
17), 75.7 (C-3Fuc), 69.5 (CH»-1'), 69.3 (C-6Gal), 64.2 (C-5Fuc) 30.5 (CH2-3"), 29.9 (CH»-2"
oder CHz-4""), 29.6 (CH2-2"" oder CH»-4"), 29. 2 (CH»-2"), 22.7 (CH2-3""), 16.6 (C-6Fuc).

***Es sind zusatzlich 10% des S-Epimers vorhanden
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6.8.2 Darstellung der Thiadiazolderivate

6.8.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Thiadiazolderivate (AAV1)

Es wurden 1 eq. 3-Phenyl-5-piperazino-1, 2, 4-thiadiazol, 1 bis 1.1 eq. Casiumcarbonat und 1
bis 2.1 eq. des zu kuppelnden Halogenacetamides in 1 mL Acetonitril geldst und fur zwolf
Stunden bei 80-90°C zum Ruckflul? erhitzt. Dabei fiel ein farbloser Niederschlag aus. Nach
dunnschichtchromatographischer Kontrolle (Toluol/Aceton= 3:1) wurde die Losung im Vakuum
eingeengt und das Rohprodukt mittels RP-HPLC gereinigt.

6.8.2.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Reinigung der Thiadiazolderivate tber
RP-HPLC (AAV2)

Die Reinigung der Thiadiazol-Derivate erfolgte Uber eine praparative RP-HPLC-Séaule der
Firma Macherey&Nagel (Nucleodur Cis Isis, 250x21 mm, 5 um, 300 A) mit einer Flussrate von
20 mL/min. Die Elution erfolgte durch einen Gradienten eines Laufmittelgemisches aus
Laufmittel A (Wasser/Acetonitril 95/5 mit 0.1 % (v/v) FA) und Laufmittel B (Acetonitril/Wasser
95/5 mit 0.1 % (v/v) FA), die Detektion erfolgte massenspektrometrisch und photometrisch bei
einer Wellenlange von A= 215 nm, 254 nm und 280 nm. Fir die HPLC-Injektion wurde das
Rohprodukt in 1-2 mL des Startlaufmittelgemisches aufgenommen. Die erhaltene Ldsung
wurde sechs Minuten bei 16000 G zentrifugiert. Der so erhaltende Uberstand wurde

anschlieRend nach Methode 1 gereinigt.

Methode 1: Reinigung der Thiadiazol-Derivate

0 -6 min 80 % B
6 -10 min 100 % B
10 - 12 min 80%B
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6.8.2.3 Darstellung von 2-[4-(N-phenyl-1,2,4-thiadiazol-5-yl)piperazin-N"-
ylJacetamid (55)

Die Reaktion wurde gemalRl AAV1 durchgefiihrt. Nachfolgend sind in Tabelle 26 die Mengen
der verwendeten Reagenzien aufgefihrt.

Tabelle 26: Menge der verwendeten Reagenzien

Edukt Menge

3-Phenyl-5-piperazino-1,2,4-thiadiazol (16) | 14.7 mg (60 umol, 1 eq.)

lodacetamid 23.2 mg (125 pmol, 2.1 eq.)

Casiumcarbonat 19.4 mg (60 pmol, 1.1 eq.)

Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch (Toluol/Isopropanol= 8:2) gereinigt. Es
konnten 10.2 mg (33.6 umol) des Produktes erhalten werden. Bezogen auf 16 ergibt sich eine

Ausbeute von 56 %.

Charakterisierung:

Summenformel: C14H17Ns0S
Molgewicht: 303.38 g/mol N/ ){\l\ 1
S N/HZ 0
Aussehen: farbloser Feststoff 2 2
54
R+Wert: 0.22 (Toluol/Isopropanol= 8:2)
ESI-MS: gefunden: m/z= 304.1241 [M+H]*

berechnet: m/z= 304.1227 [M+H]*

H-NMR (500 MHz, CDCls3) & [ppm]: 8.20-8.15 (M, 2Harom), 7.45-7.40 (M, 3Harom), 6.95 (s, 1H,
NH), 5.80 (s, 1H, NH), 3.65 (t, 4H, CH>-1 und CH>-1"), 3.11 (s, 2H, CH,), 2.72 (t, 4H, CH»-2
und CH»>-2").

3JH1,H2= 5.2Hz
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13C-NMR (125 MHz, CDCls) & [ppm]: 184.9*, 172.4*, 170.7, 132.9* (4 Cquar), 130.2, 128.7,
128.2 (3X Carom), 61.7 (CHz), 52.8 (CH2-2 und CH,-2), 49.0 (CH2-1 und CH,-1").

*Per HMBC detektiert.

6.8.2.4 Darstellung von N-(2-phenylethyl)-2-[4-(N-phenyl-1,2,4-thiadiazol-5-
yl)piperazin-N"-yllacetamid (55)

Die Reaktion wurde gemall AAV1 durchgefiihrt. Nachfolgend sind in Tabelle 27 die Mengen

verwendeter Reagenzien aufgefuhrt.

Tabelle 27: Menge der verwendeten Reagenzien

Edukt Menge

3-Phenyl-5-piperazino-1,2,4-thiadiazol (16) | 9.9 mg (40 pumol, 1 eq.)

2-Brom-N-(2-phenylethyl)acetamid (59) 9.4 mg (38 umol, 1 eq.)

Casiumcarbonat 14.0 mg (43 pmol, 1.1 eq.)

Nach Reinigung gemanR AAV2 konnten 13.2 mg (32.4 umol) des Produktes erhalten werden.

Bezogen auf 16 ergibt sich eine Ausbeute von 84 %.

Charakterisierung:

Summenformel: C22H25Ns0OS
. /N
Molgewicht: 407.52 g/mol N, J\ 1
e EYe
Aussehen: farbloser Sirup 2 H ¢
55
R 4.5 min
R+-Wert: 0.47 (Toluol/Aceton=1:1)
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ESI-MS: gefunden: m/z= 408.1868 [M+H]*
berechnet: m/z= 408.1853 [M+H]"
H-NMR (500 MHz, CDCl3) & [ppm]: 8.21-8.15 (M, 2Harom), 7.48-7.27 (M, 6Harom), 7.24-7.22

(M, 2Harom), 7.09-7.00 (M, 1H, NH), 3.62 (q, 2H, CH,-3), 3.45 (bt, 4H, CH,-1 und CH»-1"), 3.03
(s, 2H, NCH.CO), 2.89 (t, 2H, CH,-4), 2.54 (t, CHo-2 und CH2-2).

3JH33,H4a: 6.5 HZ, 3JH3b,H4b:6.7 HZ, 3JH1,H2:5.1 HZ, 3JH1',H2': 4.7 Hz

13C-NMR (125 MHz, CDCls) & [ppm]: 130.1, 2x 128.9, 128.6, 128.1, 126.9 (6X Carom), 61.7
(NCH2CO), 52.6 (CH2-2 und CH,-2"), 48.9 (CH,-1 und CH,-1"), 39.7 (CH2-3), 35.5 (CH,-4).

6.8.2.5 Darstellung von N-(4-chlorophenyl)-2-[4-(N-phenyl-1,2,4-thiadiazol-5-
yl)piperazin-N"-yllacetamid (56)

Die Reaktion wurde gemafl? AAV1 durchgefuhrt. Nachfolgend sind in Tabelle 28 die Mengen

der verwendeten Reagenzien aufgefihrt.

Tabelle 28: Menge der verwendeten Reagenzien

Edukt Menge

3-Phenyl-5-piperazino-1,2,4-thiadiazol (16) | 10.2 mg (41 pmol, 1eq.)

2-Brom-N-(4-Chlorphenyl)acetamid (60) 10.5 mg (42 umol, 1eq.)

Casiumcarbonat 14.0 mg (43 pmol, 1 eq.)

Nach Reinigung gemaR AAV2 konnten 9.5 mg (23 umol) des Produktes erhalten werden.

Bezogen auf 16 ergibt sich eine Ausbeute von 55 %.
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Charakterisierung:

Summenformel: C20H20CINsOS
. 7N
Molgewicht: 413.91 g/mol N 1 cl
oS
Aussehen: hellgelber Sirup 2 H
56
Re 5.5 min
R+-Wert: 0.70 (Toluol/Aceton= 1:1)
ESI-MS: gefunden: m/z= 414.1162 [M+H]*

berechnet: m/z= 414.1150 [M+H]"

IH-NMR (500 MHz, CDCls) & [ppm]: 8.99 (bs, 1H, NH), 8.24-8.17 (m, 2H, Harom), 7.58-7.52 (m,
2H, Harom), 7.47-7.43 (m, 3H, Harom), 7.35-7.31 (M, 2H, Harom), 3.71 (t, 4H, CH2-1 und CH»-1"),
3.26 (s, 2H, CH,), 2.81 (t, 4H, CH2-2 und CH2-2").

3JH1,H2= 5.0 HZ, 3JH1',H2'= 49 Hz

13C-NMR (175 MHz, CDCls) & [ppm]: 170.6, 167.6, 136.0, 133.4, (4x Cquar), 130.2 (Carom), 129.6

(Cquart), 129.3, 128.6, 128.2, 120.9 (4X Carom), 62.1 (CH2), 52.7 (CH2-2 und CH2-2"), 48.9 (CHo-
1 und CHz-1").

6.8.2.6 Darstellung von 2-[4-(N-phenyl-1, 2, 4-thiadiazol-5-yl)piperazin-N"-yl]-N-(p-
tolyl)acetamid (57)

Die Reaktion wurde gemaR AAV1 durchgefiihrt. Nachfolgend sind in Tabelle 29 die Mengen

der verwendeten Reagenzien aufgefihrt.
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Tabelle 29: Menge der verwendeten Reagenzien

Edukt

Menge

3-Phenyl-5-piperazino-1,2,4-thiadiazol (16)

10.6 mg (43 pmol, 1 eq.)

2-Brom-N-(4-methylphenyl)acetamid (61)

9.8 mg (43 pmol, 1 eq.)

Casiumcarbonat

13.7 mg (42 pmol, 1 eq.)

Nach Reinigung gemal AAV2 konnten 13.2 mg (34 umol) des Produktes erhalten werden.

Bezogen auf 16 ergibt sich eine Ausbeute von 78 %.

Charakterisierung:

Summenformel;

Molgewicht:

Aussehen:

R

R+Wert:

ESI-MS:

C21H23Ns0S
393.51 g/mol L
.51 g/mo . Me
e P
hellgelber Sirup 2z H
57
4.7 min

0.69 (Toluol/Aceton= 2:1)

gefunden: m/z= 394.1718 [M+H]*

berechnet: m/z= 394.1696 [M+H]"

IH-NMR (500 MHz, CDCls) & [ppm]: 8.87 (bs, 1H, NH), 8.22-8.16 (m, 2H, Harom), 7.49-7.39 (m,
5H, Harom), 7.18-7.13 (M, 2H, Harom), 3.72 (t, 4H, CH-1 und CHy-1"), 3.24 (s, 2H, CH>), 2.80 (t,
4H, CH,-2 und CH,-2), 2.33 (s, 3H, CHa).

33h1mr= 4.9 Hz, 3Jp2n2= 5.1 Hz

13C-NMR (125 MHz, CDCls) & [ppm]: 130.1, 129.8, 128.6, 128.2, 119.7 (5X Carom), 62.2 (CH2),
52.7(CH2-2 und CH2-2"), 49.0 (CHz-1 und CH,-1), 21.0 (CHa).
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6.8.3 Syntheseversuche

6.8.3.1 Versuch der Darstellung von Thiophenyl-6-O-(5-(phenyl-a-L-fucopyranosid-
2-yl)-n-pent-1-yl)-R-D-galactopyranosid (18)

Nach Hanessian et al.l’® wurden 200 pug (355 nmol) des isopropyliden-geschiitzten
Disaccharids (21) in 500 pL 60 %iger Essigsaure bei 55 °C fur zwolf Stunden gerihrt.
AnschlieBend wurde mit 0.1 mol/L NaOH neutralisiert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. In der nachfolgenden NMR-spektroskopischen Untersuchung

wurde als Hauptprodukt ein einfach isopropyliden-geschitztes Produkt identifiziert.

6.8.3.2 Versuch der Darstellung von Thiophenyl-(2,3,4-Tri-O-acetyl-a-L-
fucopyranosid) (33)

Analog zu Alzeer et al."™® wurden 4.9 mg (9.3 umol) des tribenzyliertenThiophenylglycosids
(37) in 200 pL Ac20O geldst. Zu der Reaktionslésung wurden anschlieend 113 pL einer
TMSOTf-Stammldsung (bestehend aus 25 pL TMSOTf und 200 pL Ac.0) bei -42 °C gegeben.
Die Losung wurde vier Stunden bei 7-12 °C gerUhrt. Dann wurde die Lésung auf O °C gekiihlt
und 226 pL eisgeklhlte, gesattigte NaHCOs-Ldsung hinzugegeben. Bei der Zugabe kam es
zu starker Gasentwicklung. Im Anschluss wurde die Losung mit ca. 10 mL DCM verdinnt und
dreimal mit je 10 mL NaHCOs-L6sung gewaschen. Danach wurde die organische Phase noch
dreimal mit je 10 mL dem. Wasser gewaschen, tiber Na,SO. getrocknet und das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. In der nachfolgenden NMR-spektroskopischen Analyse
konnten nur das zweifach acetyl-geschiitzte sowie einfach benzyl-geschiitzte Produkt

detektiert werden.
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6.8.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift zum Versuch der Darstellung von Thiophenyl-a-
L-fucopyranosid (38) (AAV3)

Analog zu Mandal et al.B% wurde 1 eq. des tribenzyliertenThiophenylglycosids (37) fur zwei
Stunden im Vakuum getrocknet. Dann wurde 37 in 1 mL abs. LM aufgenommen und 1-3 eq.
Nal/TBAI zu der Losung gegeben. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung gekihlt/erhitzt
und 1-30 eq. BFs-OEt; zugegeben. Es wurde fir eine Stunde bei 0 °C und anschlieRend bei
RT fur zwolf Stunden gerthrt. Dann wurde mit festem NaHCO3 neutralisiert. Nach Filtration
wurde die Reaktionslésung im Vakuum eingeengt. In den nachfolgenden NMR-
spektroskopischen und massenspektrometrischen Untersuchungen konnte das gewiinschte
Produkt nicht detektiert werden. Die eingesetzten Aquivalente der Edukte, die verwendeten
Losungsmittel und Temperaturen sind in Tabelle 8 (Kapitel 5.1) angegeben.
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7 Toxikologische Daten

Tabelle 30: Toxikologische Daten der verwendeten Chemikalien.

O

372

Substanz CAS Piktogramme H-Satze P-Satze
Aceton 67-64-1 225, 319, 336, | 210280,
EUHO66 304+340,
312, 305+351
+338,
337+313,
403+235
Acetonitril 75-05-8 225,302+312+332, | 210,
319 305+351+338,
403+235
Benzaldehyd- 1125-88-8 302, 315, 319, 335 | 261,
dimethylacetal 305+351+338
1-Brom-5-chlor- 54512-75-3 319, 335, 315 261,280,302+
pentan 352,305+351+
338
2-Brom-N-(2- 64297-92-3 301,319 301+310-
phenylethyl)- 305+351+338
acetamid
2-Brom-N-(4- 5343-64-6 Der Stoff ist gemanR CLP-Verordnung nicht eingestuft.
Chlorphenyl)-
acetamid
Bortrifluoridetherat 109-63-7 226, 302, 314, 330, | 260, 280, 284,

305, 351+338,
310
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Substanz CAS Piktogramme H-Satze P-Satze
Chlortriphenyl- 76-83-5 314 280, 305+351
methan @ +338, 310
Chloroform, CDCl; | 67-66-3 @ @ 302, 315, 351, 373 | 281
Casiumcarbonat 534-17-8 315, 319,335 261,305+35+3
38
Dichlormethan 75-09-2 @ 351 281
Diethylether 60-29-7 @ @ 224, 302, 336 210, 261
1,4-Dioxan 123-91-1 EUHO019, EUHO066, | 201, 202, 210,
225, 319, 335, 351 | 240, 264
DMF 68-12-2 @ @ 226, 312, 319, 332, | 201, 280,
360D 305+351+338,
310
DMSO 67-68-5 Der Stoff ist gemanR CLP-Verordnung nicht eingestuft.
Essigsaure 64-19-7 226, 314 280,
@ 305+351+338,
310
Essigsaureanhydrid | 108-24-7 226, 302, 314, 332 | 210, 233, 240,
@ 241, 310

&
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Substanz CAS Piktogramme H-Satze P-Satze
Ethylacetat 141-78-6 225, 319, 336 210, 261,
305+351+338
EDTA 60-00-4 319 305+351+338
EDC 1892-57-5 314 280, 305+351
@ +338, 310
Ethanol 64-17-5 225 210
n-Hexan 110-54-3 225, 304, 315, 336, | 201, 210, 273,
361f, 373, 411 301+310,
: ' 308+313, 331
Hydrazinacetat 7335-65-1 % 301+311+331- 201, 261, 273,
‘ 317,350, 410 280,
' 301+310,311
Kaliumcarbonat 584-08-7 302, 315, 319, 335 | 261,
305+351+338
Magnesiumchlorid- | 7791-18-6 335, 319 261, 280,
Hexahydrat 305+351+338
Manganchlorid 7773-01-5 302, 318, 373,411 | 273, 280, 301
@ +312+330,
305+351+338

+310, 391, 501
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Substanz CAS Piktogramme H-Satze P-Satze
MOPS 1132-61-2 315, 319, 335 261,305+351+
338
Natrium 7440-23-5 260, 314 223, 231+232-
@ 280-
305+351+338,
370+378,422
Natriumacetat 127-09-3 Der Stoff ist gemanR CLP-Verordnung nicht eingestuft.
Natriumhydrid 7646-69-7 260 223, 231+232,
(60 %ige 370 +378, 422
Suspension)
Natriumdydroxid 1310-73-2 314 280,
@ 305+351+338,
310
Natriummethanolat | 124-41-4 EUHO014, 251, 314 | 235+410, 260,
@ 264, 280,
301+330+331
NHS 6066-82-6 Der Stoff ist gemanR CLP-Verordnung nicht eingestuft.
4-Penten-1-ol 821-09-0 226 210, 240, 280,
303+361+351,
403+235, 501
Phenol 108-95-2 % 301+311+331, 314, | 202, 280,
‘ 341,373 301+330+331,
303+361+353,
305+351+338
308+313
3-Phenyl-5- 306935-14- % 301 301+310
piperazino-1,2,4- 8 ‘
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Substanz CAS Piktogramme H-Satze P-Satze
thiadiazol
Pyridin 110-86-1 225, 302+312+332, | 210, 280, 305
315, 319 +351+338
Salzaure 37% 7647-01-0 314, 335 261, 280,
@ 305+351+338,
310
Thiophenol 108-98-5 226, 300+310+330, | P210, 260,
@ 318, 335, 361, 371, | 280, 301+310
373,410 +330,
@ 302+352+310,
304+340+310,
305+351+338
+310,
403+233
Trifluoressigsaure 76-05-1 314, 332, 412 273,280,305
@ +351+338,
310
Toluol 108-88-3 225, 304, 315, 336, | 210,261,281,
361d, 373 301,310,331
Wasserstoff 1333-74-0 220, 280 210, 377, 381,
410+403
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