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Kurzzusammenfassung

Glycosaminoglycane (GAGs) sind eine wichtige Klasse bioaktiver Polymere. Es handelt sich um
haufig stark sulfatisierte Polysaccharide, die sich auf den Oberflichen nahezu aller Zellen
befinden und die an zahlreichen Prozessen etwa in der Zellerkennung und der Strukturgebung
verschiedener Gewebearten von Bedeutung sind. Die Isolation natlrlicher GAGs liefert in der
Regel Mischungen von Molekllen unterschiedlicher Kettenldnge und Sulfatisierungsgrade sowie
Verunreinigungen. Fur ein besseres Verstandnis der Struktur-Eigenschaftsbeziehung ist daher der
Zugang zu definierten Strukturen wiinschenswert. Die Vollsynthese der natirlichen Strukturen ist

sehr aufwendig, eine Alternative bieten daher die sogenannten Glycomimetika.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollten Glycomimetika erzeugt werden, an denen auf einem
synthetischen, linearen Gerdst sulfatisierte Monosaccharide in der Seitenkette positioniert sind.
Als monodisperse Strukturen sind diese Mimetika weitaus besser definiert als ihre natirlichen
Vertreter. Dies sollte durch eine Festphasensynthese nach Merrifield erreicht werden. Als
Monosaccharid-Baustein wurde azidiertes N-Acetyl-D-Glucosamin (GlcNAc) verwendet, da
GlcNAc bis auf Chondroitin in allen GAGs vorkommt. Dieser Baustein ermoglicht dann die
VerknUpfung an alkinhaltigen Oligoamiden, die Uber etablierte Protokolle der sogenannten
Festphasenpolymersynthese zuganglich sind, und liefert somit Zugang zu monodispersen,

sequenzdefinierten GlcNAc-Oligomeren.

Eine Sulfatisierung war notig, um die Strukturen weiter an ihr natirliches Vorbild anzugleichen.
Hinsichtlich der Festphasensynthese ist die Sulfatisierung eine Herausforderung, da Sulfate in
vielen Medien instabil sind, gerade bei den in der Festphasensynthese oft stark sauren
Abspaltbedingungen. GIcNAc kann vor der Festphasensynthese, an der Festphase, oder nachdem
ein GIcNAc-Oligomer bereits vollstdndig von der Festphase getrennt wurde sulfatisiert werden.
Die einzelnen Schritte wurden im Rahmen dieser Arbeit etabliert und deren optimale Reihenfolge

bewertet, um am Ende die gewiinschten Strukturen zu isolieren.



Gute Ergebnisse wurden durch Festphasensynthese von GlcNAc-Oligomeren und deren
anschlielende Sulfatisierung in Losung mit Hilfe eines Trimethylamin-Schwefeltrioxidkomplex
erzielt. Die Analytik der gebildeten Sulfate stellte sich als herausfordernd heraus. ESI-MS Analysen
fihrten bei hochgeladenen Strukturen zu starken Fragmentierungen. Die sulfatisierten
Strukturen zeigten eine zu hohe Polaritat fir RP-HPLC-Methoden. SAX-HPLC Methoden flhrten
zur Auftrennung der Strukturen, konnten wegen der starken Puffer allerdings nicht mit ESI-MS
gekoppelt werden. IR-Spektroskopie war gut geeignet, um eine erfolgreiche Sulfatisierung zu

verfolgen. Mittels *H-NMR-Spektroskopie konnten die Sulfatisierungen quantifiziert werden.

Die sulfatisierten GIcNAc-Oligomer wurden anschlieRend in Kooperation mit Partnern aus der
Medizin und Virologie auf ihre biologische Aktivitdt und mogliche, biomedizinische Anwendungen
getestet. Die Strukturen sind zum Beispiel in der Lage L-Selektin zu inhibieren. Weiterhin zeigen
sich inhibitorische Effekte zum humanen Papillomavirus Typ 16 (HPV-16). Die Infizierung von
Hela-Zellen durch HPV-16 wird durch die synthetisierten Strukturen verhindert. Beim Vergleich
mit hoher geladenen Strukturen stellte sich allerdings heraus, dass die Inhibierung durch die
niedermolekulareren Oligomere jedoch weniger effizient ist als zum Beispiel die von Heparin als
natUrlichem GAG. Anders als Heparin zeigten die sulfatisierten Strukturen keinen Einfluss auf die
Blutkoagulation, was aus therapeutischer Sicht durchaus vorteilhaft sein kann. Die sulfatisierten

Oligomere zeigten weiterhin keinen Einfluss auf die Aktivierung des Komplementsystems.

In einem weiteren Projektteil und in Kooperation mit Partnern aus der Biologie wurde ein
unsulfatisiertes GIlcNAc-Oligomer mit NHS-aktivierten Nickelbeads gekoppelt
(NHS = N-Hydroxysuccinimid), um seine Eigenschaft als Chitinmimetikum zu bewerten. Im
Vergleich zu kommerziellen Nickelbeads, die Chitin auf der Oberflache tragen, wurde hierbei die
Effektivitdt einer Anbindung der Endochitinase Ctsl und dem Weizenkernagglutinin WGA

untersucht. Die synthetisierte Struktur zeigte Affinitdt zu beiden untersuchten Proteinen.

Zusammenfassend konnten erfolgreich GAG-Mimetika auf Basis sequenzdefinierter, vollstandig
sulfatisierter GIcNAc-modifizierter Oligoamide hergestellt werden. Die gewonnenen Strukturen
zeigten interessante biologische Eigenschaften etwa als Selektin-Inhibitoren oder Inhibitoren der
viralen Adhésion, wie sie auch von natirlichen GAG Strukturen bekannt sind. Basierend auf den
hier gewonnenen Erkenntnissen zur Synthese und den Eigenschaften der GAG-Mimetika kdnnen
nun weitere Variationen etwa bei der Lange und Valenz der Oligomere, aber auch bei der
Positionierung der Sulfatgruppen vorgenommen und auf ihre Beeinflussung der resultierenden
biologischen Eigenschaften untersucht werden. Solche Studien kénnten dann langfristig auch der

Entwicklung neuartiger antiviraler Wirkstoffe dienen.



Abstract

Glycosaminoglycans (GAGs) form an important class of bioactive polymers. They are typically
highly sulfated polysaccharides, that can be found on the surface of almost every cell and
contribute to many processes, such as cell-communication or structural development of certain
tissues. Isolation of natural GAGs mostly leads to mixtures. These mixtures contain variations of
polymer chain length or different degrees of sulfation. They also may show severe
contaminations. To better understand structure-effect relationships of GAGs, access to better
defined structures is desirable. Unfortunately, a total synthesis of natural structures is highly

demanding. Therefore, glycomimetics are a suitable alternative.
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Here, glycomimetics were synthesized, that contain sugar moieties as side chains on a defined
synthetic scaffold. As monodisperse structures these mimetics are more precise than their
natural counterparts. Monodispersity was achieved by solid phase synthesis (SDS), similar to the
process established by Merrifield for peptide synthesis. In this work an azido N-acetyl
glucosamine (GIcNAc) building block was used, as GIcNAc is a building block in all GAGs, except
for chondroitine. With use of this building block and click-reaction onto alkyne-containing
oligoamides readily available from previously established solid phase polymer synthesis

protocols, monodisperse, sequence-defined GIcNAc-oligomers are now accessible.

In the next step, sulfation was necessary to then create the targeted GAG mimetics. Regarding
solid phase synthesis, sulfation is quite challenging, because sulfates are fragile under many
conditions, such as the strong acidic cleavage conditions, that are used within SPS. GIcNAc may
be sulfated before the addition to the oligomeric scaffold, sulfated in attached form on solid
phase or sulfated after the GIcNAc-oligomer has been completely removed from solid phase. The
single steps for these different options were established and evaluated within this work and an

optimized route was identified to yield and isolate the final structures.
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Good results have been achieved after total cleavage of the GIcNAc-oligomers from solid support
and their subsequent sulfation in solution. For this, a trimethylamine sulfurtrioxide complex was
used. Analytics of the yielded sulfates, however, proved to be challenging. ESI-MS analysis caused
severe fragmentation, especially with highly charged structures. RP-HPLC methods were not
suitable as the sulfated structures showed too high polarity for the reversed phase
chromatography. SAX-HPLC methods led to successful separation of the charged structures, but
because of the strong buffers needed for these methods, subsequent ESI mass spectra could not
be obtained. Finally, IR-spectroscopy was suitable to follow sulfation reaction and

IH-NMR-spectroscopy allowed for quantification of sulfation.

Sulfated GIcNAc-oligomers were then tested for their biological activity and possible biomedic
applications in collaboration with partners from medicine and virology. For example, the
structures were able to inhibit the binding of L-selectin to its natural ligand. Furthermore,
inhibitory effects could be shown towards human papillomavirus HPV-16. Here, the infection of
Hela-cells by HPV-16 was inhibited by the synthesized structures. However, comparing to
structures with higher charge and length such as heparin, the smaller sized structures revealed
to be less effective as inhibitors. Different to heparin, the sulfated GlcNAc-oligomers showed no
influence on blood coagulation, which however may even prove useful from a therapeutical point

of view. Further, the synthesized structures showed no influence on the complementary system.

In a second project and in collaboration with partners from biology, a non-sulfated
GlcNAc-oligomer was coupled to NHS-activaded magnetic nickel beads (NHS = N-hydroxy
succinimide), to test its properties as a chitin mimetic. Compared to commercial nickel beads that
are surface-modified by chitin the effectiveness of a binding to endochitinase Ctsl and wheat
germ agglutinine WGA was investigated. The synthesized structure showed affinity to both

proteins.

In conclusion, GAG-mimetics have been successfully synthesized on basis of sequence defined,
completely sulfated GlcNAc-modified oligoamides. The yielded structures showed interesting
biological properties such as selectin-inhibition or viral adhesion as it is known for natural GAG
structures. Based on these findings towards synthesis and properties of GAG-mimetics a strategy
can be developed for the variation of length or valency of the oligomers. In addition, changes in
sugar positioning and orientation of sulfate groups can be done to investigate the influence on
biological activities. Such studies can be first steps for the development of new antiviral

therapeutics.
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S: Sulfatisierung). Der N3-Suffix betzeichnet den Austausch der anomeren OH-Gruppe durch die

Azidfunktionalitat

Beispiel: OAc-GIcNAc-Ns; peracetyliertes, anomer-azidiertes GIcNAc

Oligomere: Das EDS-Prafix verdeutlicht, ob das Oligomer mit EDS-Spacern ausgestattet ist. Ein
NH,-Prafix weist auf einen ungekappten N-Terminus hin. Die erste Klammer bezeichnet die
Positionierung der TDS Bausteine. GIcNAc oder TDS weisen auf einen GIcNAc-gekuppelten oder
freien TDS-Baustein hin. GIcNAc erhalt einen Suffix wenn OAc-geschiitzt oder sulfatisiert. Die
letzte Klammer bezeichnet die Gesamtldange des Oliogomers. Der Gesamtsuffix bezeichnet die Art

des C-Terminus.

Beispiel: EDS-(2,4)-GlcNAc-(4)-Aminoethylamid; Oligomer mit vier Wiederholungseinheiten.
C-Terminus mit Aminoethylamid. N-Terminus durch Acetylschutzgruppe gekappt. EDS an Position
1 und 3, TDS mit gekoppeltem GIcNAc an Position 2 und 4. GIcNAc tragt freie OH-Gruppen.

1 OAc-GlcNAc-N3:  (2R,3S,4R,5R,6R)-5-Acetamido-2-(acetoxymethyl)-6-azidotetrahydro-

2H-pyran-3,4-diyldiacetat

2 GIcNAc-N3:  N-((2R,3R,4R,5S,6R)-2-Azido-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-

2H-pyran-3-yl)acetamid

3 (3-6S)-GIcNAc-N3:  Natrium  (2R,3R,4R,5R,6R)-5-Acetamido-6-azido-2-((sulfonatooxy)-
methyl)-tetrahydro-2H-pyran-3,4-diyl bis(sulfat)
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Kapitel |

Einleitung

1.1 Glycosaminoglykane

1.1.1 Geschichte und Klassifizierung

Wir befinden uns in Baltimore, Maryland, im Jahre 1916. Die
medizinische Forschung befindet sich im Aufschwung. Seit Ende
des 19. Jahrhunderts konnten immer mehr Krankheitserreger
fur schreckliche Erkrankungen, wie Milzbrand®, Typhus!”,
Tuberkulosel®, Pest® oder Leukdmiel® entdeckt werden.
Doch die MaRstdbe der modernen Medizin sind noch lange
nicht erreicht. Viele der uns heute gdngigen Methoden und
Therapien sind damals noch undenkbar. Der amerikanische
Physiologe und langjahrige Dekan der medizinischen Fakultat
der Johns-Hopkins-Universitat William Henry Howell ist intensiv
mit der Forschung zur ErschlieBung neuer Moglichkeiten
beschaftigt, die Gerinnung des menschlichen Blutes zu
beeinflussen. Schon einige Jahre zuvor fand er Hinweise auf
thromboplastisch (prokoagulant) aktive Phospholipide in
bestimmten Zellgeweben*!. Die genaue Beschaffenheit dieser

thromboplastischen Substanzen ist jedoch nicht geklart und es

herrscht Uneinigkeit gegenlber deren exakter molekularer Abbildung 1: William Henry

Howell (oben)™ und Jay

[12-16) - : :
Struktur . Auch Uber antikoagulante Naturstoffe ist zu el il

dieser Zeit noch wenig bekannt.

Den besagten Substanzen wurde damals schon die Eigenschaft nachgesprochen die Gefahr vor
Thrombosen durch ihren Einfluss auf die Blutgerinnung einddmmen zu kénnen. Sie stellten somit

ein wichtiges Instrument zur ErschlieBung der modernen operativen Medizin dar.
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Zusammen mit seinem Medizinstudenten Jay McLean untersucht Howell zunéchst Cephalin, eine
Substanz der prokoagulante Eigenschaften durch die Aktivierung von Prothrombin
nachgesprochen werden®”.. In der Hundeleber findet McLean, wie er glaubt, Phosphatide mit
bemerkenswerten Eigenschaften. Die antikoagulanten Eigenschaften dieser Phosphatide
scheinen zunachst so einzigartig und gegensatzlich gangiger Meinungen zu Phospholipiden, dass
vermutet wird, es handle sich um einen durch Verunreinigungen hervorgerufenen Effekt. Kritiker
bezeichneten den Fund spéater sogar als nicht reproduzierbaren Zufall. Tatsdchlich war McLean
auch eher mit dem Versuch beschéftigt die Reinheit des prokoagulanten Cephalin zu optimieren.
Howell und McLean selbst wussten nicht, dass es sich bei den antikoagulanten Substanzen um
sulfatisierte Strukturen im Lebergewebe handelte. An Charles Best richtet sich McLean viele Jahre
spater und spricht davon, wie Howell zunachst daran zweifelte, dass McLean eine tatsachliche

antikoagulante Substanz gefunden hat!*!.

v u

LIt was discovered ,incidentally’in the course of the problem but not ,accidentally”.

McLean beschreibt den Fund von Heparin als Resultat ausfuhrlicher Arbeit an einem

wissenschaftlichen Problem - nicht als Zufall, wie viele Kritiker behaupten. 8!

McLean verlieR die Johns-Hopkins-Universitat und als Howell schlieRlich 1918 mit seinem
Medizinstudenten Luther Emmett Holt Jr. ebenfalls eine antikoagulante Substanz isolieren kann,
nennt er sie Heparin (altgr. Hepar ,Leber”), abgeleitet von McLeans Fundort, obwohl sie sich von
der von Mclean gefundenen Substanz unterscheidet. Erstmals nicht als ,,Kontamination” einer
Aufreinigungsmethode flr andere Naturstoffe isolierte Howell Heparin erst 1922 durch wassrige
Extraktion*®, welche er bis 1926 optimierte und auf dem International Physiological Congress
vorstellte!?”. Hier sprach er auch das erste Mal von einem wasserldslichen Polysaccharid. Heparin
wurde durch Protokolle von Charles Best, David Scott und Arthur Charles mit besserer Qualitat
aufgereinigt, um dessen Nebenwirkungen zu reduzieren und die Mdglichkeit zu etablieren es als

21-24

Therapeutikum vorzustellen?>?4, Im April 1937 wurde Heparin schlieRlich ohne Nebenwirkungen

2526 7wischen der Entdeckung von Heparin und dessen ersten Einsatz

am Menschen eingesetzt!
am Menschen lagen also knapp tber 20 Jahre. Es sollte noch weitere Jahre dauern, bis Heparin

in den 1940er Jahren als Medikament eingefiihrt wurdel?”..

Die lange Wartezeit zwischen der ersten Entdeckung von Heparin und dessen klinischer Nutzung

deutet bereits die Schwierigkeit in dessen Aufreinigung an. Ende der 40er Jahre meldeten
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Monloney und Taylor ihre Methoden zur Aufreinigung von Heparin zum Patent an?®!. Das
aufbereitete Heparin wies hier erstmals gute Konzentrationen und Ausbeuten auf, auch wenn es
noch als Rohprodukt vorlag. Es konnte nun durch kommerzielle Praparation in gréReren Mengen

vertrieben werden.

Doch nicht nur die Aufreinigung von Heparin erwies sich als herausfordernd. Analytische
Methoden waren noch lange nicht so ausgereift, wie sie es heute sind und zudem oft lediglich auf
Nachweisreaktionen beschrinkt. So fand Howell erstmals Hinweise auf Glucuronsiurel? ehe
Charles und Scott durch eine a-Naphtalinprobe ebenfalls die Existenz von Sacchariden beweisen
konnten?24l Weitere von Howell, Charles und Scott angewandte Methoden waren die sehr
ungenaue Lassaigne-Probe als Stickstoffnachweis oder Methoden zur Bestimmung des
Aschegehalts. Die Reinheit von Heparin wurde weitestgehend mit dessen antikoagulanter
Aktivitat korreliert. Johan Erik Jorpes beschéaftigte sich intensiver mit der chemischen Aufklarung
von Heparin. Jedoch lieferten die altmodischen und fiir fragile Sulfate oft inaddquaten Methoden
stark verfalschte Ergebnisse. Weiterhin liel} gerade der Anteil an gefundenen Proteinen auf noch

stark verunreinigte Heparin-Fraktionen schlieRent®?!.

Erst in den spaten sechziger Jahren wurden mildere Spaltreagenzien eingesetzt!33°

, um
Desulfatisierung, sowie Verkohlung zu vermeiden und Heparinfragmente durch schonende
Methoden, wie Protonen-NMRE®37 untersucht. So konnte erstmals die Hauptsequenz aus
2-Sulfato-iduronsdure und N,60-Disulfato-glucosamin (Abbildung 2) mit prazisen Angaben der

[38

Sulfatisierungsstrukur erschlossen werden®®. Des Weiteren wurde klar, dass die Art der Zucker

und Positionierung der Sulfate stark davon abhangt, welches Gewebe untersucht wird und ob es

sich um Siugetier- oder aquatisches Gewebe handelt’®.

Die  NMR-spektroskopischen
Untersuchungen wurden von Perlin et al. durchgehend betrieben. Daraus wurde schlielRlich klar,
dass die obengenannte Hauptsequenz bei Rindergewebe 85% und bei Schweinen 75% der
Gesamtstruktur ausmacht. Die restlichen Zwischensequenzen werden Uberwiegend von

tl4% In der Summe ergeben sich

D-Glucuronsaure und 60-Sulfato-N-Acetylglucosamin ausgefull
so etwa 2,7 Sulfate pro dimerer Wiederholungseinheit und eine totale Ladung von
durchschnittlich -75, bei Molmassen von 5-40 kDa!****3). Damit handelt es sich bei Heparin um die
héchste, natirlich vorkommende negative molekulare Ladungsdichtel*?. Das Heparingeriist zieht
sich dimensional hauptsachlich in einer helikalen Form auf. Zudem kann eine sehr stark weniger
sulfatisierte Form namens Heparansulfat (HS) beschrieben werden, welche sich auf den

Oberflachen nahezu aller natiirlichen Zellen, in Form eines Proteoglycans, befindet.*4
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Abbildung 2: Vier Hauptklassen der Glycosaminoglykane.

Weitere Glycosaminoglykane (GAG, plural GAGs), also Glucosamin enthaltende und aus dimeren
Wiederholungseinheiten aufgebaute Polysaccharide sind Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat und
Keratansulfat (Abbildung 2). Anders als Heparin wurden sie nicht aufgrund ihrer biologischen
Aktivitat entdeckt, sondern zunachst als strukturelle Elemente in Knorpel, Bindegewebe oder
Bandscheiben identifiziert. Es wurde davon ausgegangen, dass die GAGs hauptsachlich dazu
dienen, den extrazelluldren Raum strukturgebend auszufillen®”!. Der deutsche Biochemiker und
Mediziner Karl Meyer gilt als einer der Pioniere im Bereich der Glycosaminoglykane. Inm gelang
es mit verschiedenen Kollegen mehrere Strukturen im Bindegewebe und der extrazelluldren
Matrix aufzuklaren. Meyer et al. entdeckten unter anderem die GAG-Strukturen Hyaluronsaure
und Keratansulfat. Chondroitinsulfat wurde tatsdchlich schon Ende des neunzehnten
Jahrhunderts beschrieben und von Levene und La Forge detailliert untersucht*®*”!. Meyer et al.
gelang die erstmalige Isolierung von Chondroitinsulfat B und zusatzlich die strukturelle
Unterscheidung zwischen Chondroitinsulfat A und C*8>2! Keratansulfat wurde 1939 von Suzuki

beschrieben, bevor Meyer et al. es genauer untersuchten®.
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Zusammenfassend flr diesen Abschnitt kann man feststellen, dass die Entdeckung nahezu aller
GAGs interessanterweise auf strukturelle Untersuchung von spezifischem, meist tierischem
Gewebe, zuriickzufihren ist. Durch die stetig modifizierte Isolation der Substanzen und technisch
immer moderner werdende Analysemethoden war es mdglich, die komplizierten Naturstoffe mit
hoher Prazision zu beschreiben. Daraus wird heutzutage die Moglichkeit geschaffen diese
Substanzen auf synthetischem Wege nachzustellen, um mehr (ber natlrliche Bindungen
verstehen zu kénnen, ohne den negativen Einfluss der Kontaminationen zu erleiden, welche sich
in den meisten GAG-Fraktionen finden. Fir das Verstandnis ihrer Wirkungsweise ist es
unerlasslich, sich mit der synthetischen Nachstellung natirlicher Glycosaminoglykane und deren

Bindungsmechanismen zu ihren spezifischen Substraten auseinanderzusetzen.

1.1.2 Biosynthese

Glycosaminoglykane werden, bis auf Hyaluronsaure, im Golgi-Apparat oder im
endoplasmatischen Retikulum synthetisiert. Die Anordnung der typischen dimeren
Zuckerstruktur des Heparansulfats aus Uronsdure und (N-Acetyl)glucosamin lasst sich auf drei
verschiedene enzymatische Kategorien zurilckfiihren. Glycosyltransferasen EXT-1 und EXT-2 sind
fur die Seitenkettenanlagerungen der Saccharide verantwortlich. Sie liegen als stabiler,
heterodimerer Komplex im Golgi-Apparat vor®®. Drei verschiedene Sulfotransferasen
(N-Deacetylase-N-sulfotransferase, 2-O-, 3-O- und 6-O-Sulfotransferase) sind fir die
Sulfatisierung und Epimerase fiir die Umwandlung der Urons3uren verantwortlich®-%, Durch
Komplexbildung der Enzyme ist es wahrscheinlich, dass stets mehrere Saccharide gleichzeitig
modifiziert werden. Dadurch entstehen, je nach Zelltyp und Organismus, zahlreichende
verschiedene Variationen an Zuckersequenzen®. Bei Heparin und Heparansulfat entstehen
durch funf verschiedene Umwandlungsmoglichkeiten im Disaccharid (Epimerisierung, 2-0, 3-0,
6-0, sowie N-Sulfatisierung) 32 unterschiedliche strukturelle Moglichkeiten (2°)1*¥. Das geringer
sequenzierte, jedoch hoher sulfatisierte, freiliegende Heparin wird durch die gleichen Enzyme in

Mastzellen synthetisiert!®0-62),

Die Startsequenz und Kettenbildung, sowie deren gleichzeitige Sulfatisierung bei
Chondroitinsulfat geschieht auf gleiche Weise, wie bei Heparansulfat, jedoch unterscheiden sich

die Enzyme. Die Sequenzierung der Saccharide geschieht durch Transferasen von Galactose und
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Uronsaure, wohingegen die Sulfatisierung durch spezifische Chondroitin-sulfotransferasen

ausgefihrt wird. Eine N-Sulfatisierung findet, wie bei allen GAGs auRer Heparin, nicht statt!®3.

Auch die Biosynthese von Keratansulfat kann durch diese Prozesse beschrieben werden. Die
spezifische B4-Galactose wird durch sieben verschiedene Galactosetransferasen angebaut!®%°],
Die N-Acetylglucosamintransferase (GnT) von Keratansulfat ist noch nicht einstimmig aufgeklart,

jedoch wird eine entscheidende Rolle der B3Gn-T7, erstmals von Seko und Yamashita,

[66-67 [68-70]

beschrieben I Fir die Sulfatisierung konnten verschiedene Enzyme beschrieben werden )
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Abbildung 3: Nach Lindahl et al. randomisierte, posttranslationale Modifikation von Heparin-Proteoglykanen”l. (a)
N-Deacetylase (b) N-Sulfotransferase (c) Uronosyl-C5-Epimerase (d) O-Sulfotransferase.

Hyaluronsaure wird als einziges GAG nicht im Golgi-Apparat synthetisiert, sondern im zellularen
Plasma. Hier wird es mit den Bausteinen Uridinmonophosphat(UDP)-Glucuronsadure und
UDP-N-Acetylglucosamin durch Hyaluronansynthase Isoenzyme aufgebaut (HAS1, 2 und 3). Die
UDP-Saccharide dienen jedoch nicht nur als Basis fir das Hyaluronsaure GrundgerUst. Sie spielen
ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der HAS-Synthesen und deren

Enzymatischer Aktivitat und Stabilitat!"?74,
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1.1.3 Biologische Aktivitat

Die wohl entscheidendste Eigenschaft des Heparins ist dessen Mdglichkeit Antithrombin Il zu
binden und zu aktivieren. Dies fihrt zu einem indirekten Einfluss auf die Blutgerinnungskaskade
und gerinnungshemmende Eigenschaften durch Hemmung des Faktors Xa. Lindahl et al., die sich
auch mit der Strukturaufklarung von Heparin befassten waren darum bemiht herauszufinden,
welche Sequenzen von Heparin bei der Antithrombin-Bindung eine entscheidende Rolle spielen.
Zu Zeiten, in denen kommerzielles Heparin lediglich in 50% der Falle aktiv war, brachen sie
Heparin auf ein Octamer mit hoher Aktivitat herunter!”®!. Diese friihe Erkenntnis lieR auf die Frage
schlieBen, ob vom ganzen Heparingerlist lediglich gewisse Sequenzen fir eine hohe
Bindungsstarke zu Antithrombin Il sorgen. Choay et al. beschéaftigten sich ebenso mit dieser
Fragestellung!”®””\. In selektiven Synthesen mit bis zu 80 Einzelschritten gelang es ihnen
hochaktive Pentasaccharide zu entwickeln, mit dem entscheidenden Schritt durch eine
Methylierung des anomeren Endes Stabilitdt zu gewinnen und unspezifische Bindungen zu

vermeident’379],

Diese Entdeckung flhrte zu einem starken Fokus auf die Erschlielung eines
optimierten, synthetischen Pentasaccharids®®’ und letztendlich zur Substanz Fondaparinux®Y,

welche zu einem ,Paradigmenwechsel in der Antikoagulation“®? fiihrte (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Das hochaktive Pentasaccharid Fondaparinux. Hervorgehoben sind die Sulfatgruppen (rot),
Stickstoffatome des Glucosamins (griin) und Carbonsauren (blau).

Dieses hochgeladene Fragment von Heparin mit insgesamt zehn negativen Ladungen bildet also
die Hauptbindungsdomane aus und ist gleichzeitig die Ursache daflir, dass unfraktioniertes

Heparin (UFH) mit geringen Konzentrationen dieser Sequenz die vorher genannte, schlechte
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Aktivitat besitzt. Bei UFH (3000 - 30.000 Da) fihren viele dieser Domanen zu einer multivalenten
Wirkung mit Hemmungen des Faktors Xa (FXa) und Thrombin, wobei jedoch Effizienz durch
nicht-bindende Teile stark schwankt und insgesamt schwach ausfallt. Niedermolekulares Heparin
(NMH, 1000 - 10.000 Da) hat eine hohere Effizienz, doch nur Fondaparinux ist in der Lage FXa

spezifisch zu hemmen!®?.

Aufgrund der aufwendigeren Gewinnung der fraktionierten Heparine wird jedoch immer noch
UFH zur breiten Anwendung von u.a. Thrombose- und zur Embolieprophylaxe, sowie bei
Herzinfarkten oder Dialyse verwendet. Doch durch die hohe Varietdt der hochmolekularen
Heparine und der unspezifischen Wirkung kann es immer zu Komplikationen bei der Therapie
kommen, insbesondere einer Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT), welche die Anzahl an
Thrombozyten nachhaltig beeintrachtigt!®#. Durch die Gewinnung aus tierischem Gewebe kann
es immer wieder zu Kontaminationen und nachteiligen Effekten kommen®®”!. AuRerdem kann
die Dosis fiir jeden Patienten zu unterschiedlichen Wirkungen fiihren!®<% Dies fiihrt dazu, dass

sich der Patient im besten Fall unter standiger Aufsicht wahrend der Therapie befinden sollte.

Trotz der strukturellen Verwandtschaft von Chondroitin mit Heparin, erhielt dieses in der Regel
weniger Aufmerksamkeit in der Forschung. Dennoch kénnen der Struktur zahlreiche
signalgebende Wirkungen und Einflisse in der Entwicklung des Zellgewebes, Organen und der

Zellteilung nachgewiesen werden®®*.

Auch Hyaluronsaure besitzt neben strukturgebenden Einflissen auBerordentliche, signalgebende
Eigenschaften. Das Molekulargewicht entscheidet maRgeblich darlber, ob zum Beispiel die

Zellvitalitat erhoht wird, oder ob es gegensétzlich zu Entziindungen kommen kann!”?.,

Die zahlreichen Sulfatisierungen sorgen fir eine aulRerordentliche Feuchtevermittlungsfahigkeit
von GAGs, wie Keratansulfat, welches in erster Regel fir die Hydratation des Gewebes
verantwortlich ist®>®3. Insbesondere fiir die Pufferung des Hornhautgewebes ist die Struktur von
aulerordentlicher Wichtigkeit. Veranderungen der GAG-Konzentrationen fihren zur makulédren
Hornhautdystrophie®. Fiir andere Zellstrukturen hat Keratansulfat im Gegensatz zu den anderen

GAGs jedoch eine untergeordnete Rolle!®®,

Die biologische Aktivitat und signalgebende Wirkung der Glycosaminoglykane ist ausgesprochen
weitreichend. GAGs binden zu einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine®®. Die biologische
Aktivitdt der GAGs macht sie fur therapeutische Anwendungen interessant. Neben der
beschriebenen antikoagulanten Wirkung bieten die Glycosaminoglykane zahlreiche, wichtige

therapeutische Effekte an. Chancen zur Anwendung finden sich unter anderem in der Behandlung
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von neurodegenerativen Krankheiten, wie multipler Sklerosel®®, sowie in der
Geweberegeneration®” oder Krebstherapiel®®. Gerade Heparin besitzt eine hohe Vielseitigkeit in
der therapeutischen Anwendung und beeinflusst unter anderem die Aktivitdt des humanen
Papillomavirus (HPV), welcher fiir Gebarmutterhalskrebs verantwortlich ist. HPV-Typ-16 bendtigt
proteoglycanes  Heparansulfat  um Bindungen mit  Wirtszellen  einzugehen®.

Heparin-Oligosaccharide kénnen auBerdem entziindungshemmend wirken, da sie L- und

P-Selektin binden, welche fiir die Steuerung von Entziindungsreaktionen verantwortlich sind.[*

1.1.4 GAG-Mimetika und deren Anwendung in der Biologie

Da die grofRe Varietat in der Struktur von GAGs zu starken Abweichungen und unspezifischem
Verhalten fihren kann, herrscht groRes Interesse in der Synthese von definierten Molekilen, die
in der Lage sind, das Verhalten der Glycosaminoglykane zu imitieren. Diese GAG-Mimetika
kdnnen von den natlrlichen Strukturen abgeleitet werden. Idealerweise haben diese Strukturen
dhnliche, oder sogar verbesserte biologische Eigenschaften bei einfacherer Zuganglichkeit, bieten
erhohte Stabilitdt an und kénnen durch ihre Synthesestrategie in der Lage sein, niedrige
Dispersitaten, oder biologische Abbaubarkeit zu generieren. Des Weiteren kann das polymere,

sowie oligomere Riickgrat der Strukturen kontrolliert werden!*%%.

Solche GAG-Mimetika konnen beispielsweise durch synthetische Gerlste, wie Polymere oder
Dendrimere aufgebaut werden, welche mit einer Varietdt an saurebasierten Anionen
ausgestattet sind, um wie bei den GAGs, negative Ladungen zu erzeugen. Hohe Anionendichten
kénnen auch durch einfache Sulfonsdure-Homopolymere dargestellt werden, wie von Liekens et

al. gezeigt!10>103]

. Deren Fahigkeit GAG-dhnliche Faktoren zu beeinflussen zeigt, dass eine
Prasentation von Carboxylgruppen oder Sulfaten auf spezifischen Sacchariden nicht zwangslaufig
notwendig ist und dass negative Ladungen fiir Bindungsmechanismen zu diversen Proteinen
ausreichend seien kénnen. Ahnliche Strukturen wurden von Sangaj et al.’®* und Nguyen et al.[*%"!
untersucht. Weitere strukturelle Ahnlichkeiten zu GAGs, insbesondere als Heparinmimetika,

konnten durch die Implementierung von Carbonsduren!t6-110]

oder anhangende
Zuckerderivate!*1%3 erzielt werden (Abbildung 5). Es konnte gezeigt werden, dass anionische
Dendrimere interessantes biologisches Verhalten haben, insbesondere bei der Inhibierung von

L-Selektin*?* und dass sie vielversprechendes Potential bei der Nanomedizin beinhalten?!.
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Abbildung 5: Beispiele von GAG-Mimetika Polymeren. In Anlehnung an: Paluck et al. "Heparin-Mimicking Polymers:
Synthesis and Biological Applications".[101

Jedoch bleibt die Frage offen, wie prazise die Prasentation von negativen Ladungen und Zuckern,
wie sie durch die Festphasensynthese erreicht werden kann (Kapitel 1.2.2), bestimmte
Bindungsmechanismen beeinflussen kann. In der Literatur finden sich wenig Beispiele fir die
Festphasensynthese von GAG-Mimetika. Bei der festphasenvermittelten Synthese von
sulfatisierten Peptiden aus nattrlichen Aminosduren konnte ein erheblicher, spezifischer Einfluss
auf die, fur die Signalisierung wichtigen, vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren gefunden
werden!*?®). Da es sich bei festphasensynthetisierten Molekillen um sehr genau definierte
Strukturen handelt, besteht die Moglichkeit Struktur-Wirkungsbeziehungen mittels
nachgestellter GAG-Domanen genauer zu untersuchen. Um eine hohere strukturelle
Verwandtschaft zu natirlichen GAGs zu schaffen, kénnen synthetisierte Geriiste mit Sacchariden
modifiziert werden. Diese sogenannten Glycooligomere werden im Folgenden genauer

beschrieben.

10
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1.2. Glycooligomere

1.2.1. Hintergrinde

Eine Methode zur Synthese hochpréaziser und monodisperser GAG-Mimetika kénnte die
Moglichkeit eroffnen eine Bibliothek vielseitiger Strukturen zu generieren, um wichtige Fragen in
Bezug auf Struktur-Wirkungs-Beziehungen beantworten zu koénnen. Zur Synthese von
monodispersen, sequenzdefinierten Glycooligomeren durch die Festphasensynthese (engl. SPS:
solid phase synthesis) existieren etablierte Protokolle. Monodispersitdt beschreibt die
Eigenschaft von Polymeren und Oligomeren, dass alle Einzelmolekile die gleiche GroRe,
beziehungsweise Kettenlange besitzen. Sequenzdefinition beinhaltet die Moglichkeit, die genaue

Positionierung der einzelnen Monomere im poly- oder oligomeren Rickgrat zu bestimmen.

Die Stufenweise Anordnung von mafigeschneiderten Synthesebausteinen an der Festphase flihrt
zu Oligoamiden an denen analog eine Funktionalisierung mit Zuckerliganden stattfinden kann.
Diese Strategie erlaubt es strukturelle Parameter, wie der Anzahl, Positionierung und der Art des
Liganden entlang des oligomeren Riickgrats, sowie deren Zusammensetzung oder Architektur zu

bestimmen 127130

Solche Glycooligomere kénnen zu systematischen Studien zu Bindungsaffinitaten und -aviditaten,
beispielsweise hinsichtlich des Modell-Lektins Concanavalin A (ConA) genutzt werden, doch
dariber hinaus auch zur ErschlieBung neuartiger, bioaktiver Materialien. Insbesondere in Hinblick
auf synthetische Impfstoffe oder antibakterielle Substanzen bieten sich therapeutische

Chancen31-133],

In dieser Arbeit soll die Strategie der Festphasensynthese genutzt werden, um monodisperse,
sequenzdefinierte Glycooligomere herzustellen, welche als GAG-Mimetika gesehen werden
kénnen. Dazu sollen etablierte Protokolle verwendet und anschlieRend gezielt modifiziert

werden. Diese Protokolle werden im Weiteren genauer beschrieben.

11
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1.2.2 Festphasensynthese

Hintergrund

Die Festphasensynthese entwickelte sich in den sechziger Jahren aus dem Anspruch heraus,
Proteine und Peptide auf synthetischem Wege nachzustellen. Der amerikanische Chemiker
Robert Bruce Merrifield fihrte die nach ihm benannte Synthese erstmalig zielfUhrend zur
Synthese eines Tetrapeptids ein***. Bei der heterogenen Synthese werden die Bausteine der
Stufenwachstumsreaktion an ein nicht gelostes, polymeres Konstrukt, das sogenannte Harz,
addiert. Vorteile dabei sind, dass die Wachstumsreaktion pro Syntheseschritt nur um eine Stufe
erweitert wird und unerwuinschte Polymerisationen nicht stattfinden kénnen. Bei Aminosauren
wird hierbei in der Regel das Amin mit einer Schutzgruppe versehen. Weiterhin kénnen
unerwiinschte Nebenprodukte und Uberschiisse durch Waschen und Filtrieren unproblematisch
verworfen werden. Zur Generierung hoher Reinheiten missen groRe Uberschiisse genutzt
werden, um vergleichsweise geringe Ausbeuten zu erhalten. Dies macht die Methode nicht
sonderlich effizient. Dennoch ist sie unverzichtbar zur synthetischen Erzeugung monodisperser
und sequenzdefinierter Verbindungen!***!. Merrifield, dem unter anderem mit Bernd Gutte die
Synthese der Ribonuklease A aus 124 Aminosauren gelang!*3®), erhielt fiir seine Forschungen 1984

den Nobelpreis in Chemie.

Die altbekannte Synthese, welche friher zur Abspaltung des synthetisierten Produktes vom Harz
harsche Bedingungen mit Substanzen, wie Fluorsdure, bendtigte, wurde bereits vielfach
erweitert. Bei der Wahl des Harzes kann mittlerweile auf zahlreiche, kommerzielle Systeme
zurtickgegriffen werden. Zur Synthese von monodispersen, sequenzdefinierten Glycooligomeren
kdnnen vorzugsweise Tentagel®-Harze (Fa. RAPP Polymere) mit guten Quellungseigenschaften in
organischen Losungsmitteln und unterschiedlichsten Linkern eingesetzt werden, um die

synthetischen Bausteine effizient zu koppeln.

Bausteine

Als Bausteine zur etablierten Synthese von Glycooligomeren dienen das alkinhaltige TDS (engl.:
triplebond-diethylenetriamine-succinic acid), an welches durch die Alkingruppe mittels Kupfer-

Klick Reaktion Zucker ligiert werden kénnen. EDS (engl.: ethylenedioxo-diethyleneamine-succinic

12
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acid) dient als flexibler Spacer, um das Gesamtkonstrukt beweglicher und hydrophiler zu
machen®!. Die Bausteine werden aus den entsprechenden Aminen gewonnen. TDS startet mit
Diethylentriamin welches durch die auRerordentlich groRe, aromatische Tritylkomponente
selektiv und primar geschitzt werden kann (Abbildung 6). Ethyltrifluoroacetat eignet sich fir die
gezielte Aminolyse mit Hilfe des zweiten primaren Amins (a). Als weiterer Schritt kann nun das
Alkin Uber 4-Pentinsdure eingefiihrt werden (b). Letztendlich wird das Trifluoroacetat durch die
festphasenkompatible Fmoc-Schutzgruppe ausgetauscht (c) und die Bernsteinsaure eingefihrt
(d, e). Beim EDS Baustein kdnnen die Schritte (b) bis (e) eingespart werden, da dieser nicht Uber
eine zusatzliche funktionelle Gruppe verflgt. Hier wird der tritylierte Baustein direkt Fmoc
geschitzt und succiniert. Die Fmoc-Schutzgruppe ist notig, da sonst der Baustein wahrend der
Festphasensynthese polymerisieren kann und nicht mehr sukzessive an das Harz gebracht

werden kann.

= =

a) b) N ©)

= &
Il 0 0
o)
i HO N €) TFA N
HO NHFmoc = u/\/ N"SNHFmoe  — H3N@/\/ " NHFmoc
0o
TDS
0 ] H
HOJ—C)—NHFmoc = HOMN\/\O/\/O\/\NHFmOC
0
EDS

Abbildung 6: Synthese von TDS. (a) Trt-Cl, TFAOEt (b) 4-Pentinsdure + PyBOP (c) KOH in MeOH, Fmoc-Cl (d)
Trifluoroessigsaure (e) Bernsteinsaureanhydrid, Triethylamin. Analog EDS.B!

In dieser Arbeit sollen aus den Bausteinen TDS und EDS oligomere Grundgeriste zur Herstellung
von Glycosaminoglycan-Mimetika aufgebaut werden. Dafur sollen, wie in literarischen Beispielen,
azidierte Zuckerderivate hergestellt werden. Diese Art der Festphasensynthese wurde bereits
erfolgreich zur Ligation verschiedener, azidierter Zucker verwendet, unter anderem Mannosel®,

138

Galactose!™®”! oder Fucose!**® und sie ist nahezu beliebig auf eine Vielzahl azidierter Derivate

anwendbar.

13
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Festphasensynthese von Glycooligomeren
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Abbildung 7: Festphasensynthese von Glycooligomeren. Beschrieben anhand eines Mannoseglycooligomers nach
Ponader et al.3l.

Zur Festphasensynthese von Glycooligomeren (Abbildung 7) wird zunachst der C-Terminus der
gewinschten Verbindung kovalent an das Harz gebunden. Im gezeigten Beispiel geschieht dies
durch einen Tritylchloridlinker am Tentagelharz, welcher zundchst mit Ethylendiamin
funktionalisiert wird. Alternativ kann auch ein Fmoc-geschiitztes Tentagel S® RAM Harz
(RAM = Rinkamid) durch Piperidin entschitzt werden, um das notwendige Amin freizusetzen.
Nun kann der erste Baustein durch die Carbonsdure mit Aktivierungsreagenzien, wie

Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP), an das freie Amin

14
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gekuppelt werden. Als Beschleuniger kdnnen Uberschissiges Hydroxybenzotriazol (HOBt) und

nicht-nucliophile Basen, wie Diisopropylethylamin (DiPEA) eingesetzt werden.

Nach der Kupplungsphase wird das Harz gewaschen. Hierbei werden Uberschiissiger Baustein,
HOBt, DIiPEA, PyBOP und das aus PyBOP gebildete, stabile Phosphorsauretriamid entfernt. Nach
der Kupplung wird die Fmoc-Schutzgruppe entfernt und der nachste Kupplungsschritt kann
erfolgen. So ergibt sich fur die Festphasensynthese ein kontinuierlicher Kreislaufprozess bis zur
gewinschten Kettenldnge und Sequenz. Nach Abschluss dieser Einzelschritte wird der

N-Terminus in der Regel mit der stabilen Acetylgruppe gekappt.

Die Ligation des azidierten Zuckers geschieht durch die kupferkatalysierte Azid-Alkin Klickreaktion
(engl.: copper-catalyzed azide-alkyne clickreaction, CUAAC). Die Art der Klickchemie wurde 2001
konzeptionell von Kolb, Finn und Sharpless definiert™3?. Die in dieser Arbeit verwendete CUAAC

wurde von Huisgen als unkatalysierte Variante etabliert*4”

, wirklich herausragend funktioniert
sie allerdings erst unter Einsatz einer Kupfer(l)-Spezies. Der genaue Ablauf der Reaktion war lange
Zeit umstritten. Tatsdchlich handelt es sich nicht um eine klassische Cycloaddition, welche
konzertiert und ohne Zwischenprodukte ablduft. Rostovtsev et al. postulierten 2002 einen

allgemein anerkannten Mechanismus!*4!.

Nach der vollstandigen Synthese wird die Verbindung vom Harz abgespalten, zum Beispiel durch
Trifluoroessigsdure und ein Silan, welches mit dem Harz reagiert, um Salzbildung zu vermeiden.
Das abgespaltene Oligomer kann ausgefallt werden (Diethylether) und je nach Bedarf praparativ

aufgereinigt werden.

1.3 Sulfatisierungen

Wie beschrieben, bedient sich die Natur enzymatischer Mechanismen, um sulfatisierte
Strukturen zu erzeugen. In der organischen Synthese bietet sich jedoch der direkte Weg an, um
eine OH-Gruppe in die negativ geladene OSOs-Gruppe zu Uberfihren. Additiv setzt sich diese
Funktionalitdit aus Alkohol und dem gasférmigen Schwefeltrioxid (SOs) zusammen,
beziehungsweise Alkohol und Schwefelsaure unter Abscheidung von Wasser. Diese aggressiven
Substanzen sind allerdings im Labor nicht leicht handzuhaben und kénnen aufgrund ihrer stark
exothermen  Reaktivitdt unerwiinschte  Nebenreaktionen verursachen. Gerade bei

Kohlenhydraten, welche in dieser Arbeit eingesetzt werden sollen, zeichnen sich durch diese

15
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Substanzen Verkohlungsreaktionen ab. Grund der unerwinschten Reaktionen ist die generelle
Instabilitat der Sulfate gegenliber sauren Bedingungen und hohen Temperaturen, auch bei den
beschriebenen, natiirlichen Sulfaten, wie Heparin**'43 Einmal sulfatisierte Strukturen verlieren
durch die labilen Sulfatgruppen weitere Modifizierungsmoglichkeiten, weshalb die Sulfatisierung

in der organischen Chemie oft als letzter Schritt der Synthese erfolgen muss.[*4

Durch die Sulfatisierung kommt es zu starken Veranderungen der chemischen und physikalischen
Eigenschaften des Molekiils**¥. Bei Mehrfachsulfatisierung steigt zudem drastisch die negative
Ladungsdichte der Verbindungen™>!. Da die bei den Sulfatisierungsreaktionen entstehenden
Nebenprodukte dhnliche Eigenschaften haben muissen diese Veranderungen bei der Synthese

beachtet werden, um die Produkte aufreinigen zu konnen.

Die Problematik des Einsatzes von SOs-Gas als direktes Sulfatisierungreagenz wurde angedeutet.
Zusammen mit anderen problematischen Faktoren, wie der Handhabbarkeit, Tendieren die
Zielverbindungen unter Einsatz dieser Spezies auch zu unerwiinschten
Polymerisationsreaktionen(**?). Um die Reaktivitat von SOs beziiglich zu Sulfatisierung zu erhalten,
die ungewollten Nebenreaktion und das schlechte Handling allerdings zu verhindern, kam es in
der Vergangenheit immer haufiger zum Einsatz von Amin-gebundenen SOs;-Komplexen. Diese
Feststoffverbindungen enthalten aktives SOs als reaktive Spezies und kénnen leicht durch das

147

Einleiten von gasférmigem SOs in die entsprechende Base hergestellt werden**”). Verschiedenste

Gerilste aus Alkoholen (Abbildung 8), Phenolen, Aminen oder Thiolen konnten durch diese

Pyridin-, Trimethylamin-, Triethylamin- oder auch DMF-Komplexe sulfatisiert werden.!24&152]
O (@)
] TS o
R—OH + —Nming=Q —>» R—O—ﬁ—o + —T—H

|
o 0

Abbildung 8: Beispiel der Reaktion eines unbestimmten Alkohols (R) mit Trimethylamin-Schwefeltrioxid (TMA*SOs).

Gerade fir die Sulfatisierung von Alkoholgruppen in Kohlenhydraten soll unter anderem der
Trimethylamin-Schwefeltrioxid-Komplex (TMA*SOs) besonders gut geeignet sein. Wessel et al.

beschreiben die Sulfatisierung von beta-D-Glucopyranosederivaten anhand dieser Spezies.!*>*!
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Die gute Reaktivitat und Handhabbarkeit der Amin-Schwefeltrioxid-Komplexe soll auch in dieser
Arbeit als Hauptkomponente genutzt werden, um die Alkoholgruppen von
N-Acetly-Glucosaminderivaten und -oligomeren zu sulfatisieren. Die besondere Herausforderung
dabei ist eine geeignete Schnittstelle zu finden, welche den kompatiblen Einsatz von organischer
Synthese, Festphasensynthese, Abspaltungen und Sulfatisierungen moglich macht, um

monodisperse und sequenzdefinierte, sulfatisierte GIcNAc-Oligomere herzustellen.

17
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Kapitel Il

Motivation und Aufgabenstellung

Glycosaminoglycane (GAGs) bilden eine hochinteressante Spezies in der Biologie und Biomedizin
aus. GAGs, wie Chondroitin, Hyaluronsdure und Keratansulfat sind flr viele Prozesse bei der
Zell-Zell-Adhasion, Zellentwicklung oder Zellvitalitat relevant. Neben diesen zellmechanistischen
Faktoren spielen sie auch in der Strukturgebung oder Hydratation des Gewebes eine wichtige
Rolle. Insbesondere das vielseitige Heparin zeigt darlber hinaus entscheidende Einflisse bei
Zell-Pathogen-Adhasion. Neben zahlreichen weiteren Eigenschaften ist dieses unter anderem in
der Lage die Blutkoagulation, sowie die Aktivitdt des humanen Papillomavirus (HPV) oder von

Selektinen zu beeinflussen.

Die Biosynthese der GAGs zeigt sich zwar definiert in der Zusammensetzung der einzelnen
Disaccharide, ist jedoch weitestgehend randomisiert, wenn es zum Grad der Sulfatisierung oder
der Ausbildung unterschiedlicher Kettenldangen kommt. Durch die strukturelle UngleichmaRigkeit
der GAGs ist es schwierig spezifische und unspezifische Bindungsfaktoren zu unterscheiden. Die

Isolierung definierter, aktiver Einheiten ist zudem mit hohem Aufwand verbunden.

Daher ist es von Interesse kunstliche GAGs mit hoherer chemischer Definiertheit herzustellen,
um Struktur-Wirkungsbeziehungen zu finden. Eine Méglichkeit bildet die Synthese sogenannter
Glycomimetika, synthetische Geriste z.B. auf Basis definierter Oligomere, die Zuckerseitenketten

tragen.

Sulfatisierte Glycomimetika kdnnen eine Vielzahl an interessanten biomedizinischen Aussagen
beinhalten, wenn sie mit hoher Prazision hergestellt werden. Die Fahigkeit strukturelle
Begebenheiten zu kontrollieren kénnte zum Vorteil haben, Struktur-Wirkungsbeziehungen mit
hoher Genauigkeit abzuleiten und Vorhersagen Uber spezifisches Bindungsverhalten zu treffen.
Durch  Anwendungen synthetisierter  Glycosaminoglycan-Mimetika mit  struktureller
Uberlegenheit gegeniiber natirlichen  Substanzen im  Sinne der Positionierung
mafgeschneiderter Zuckerliganden, kann sich in der Biologie und Biomedizin die Chance ergeben,

neue Erkenntnisse Uber biologische Struktur- und Bindungsmechanismen zu gewinnen.

Eine Kombination aus Festphasensynthese, kupferkatalysierter Azid-Alkin Cycloadditon (engl.

copper catalyzed azide-alkine cycloaddition, CUAAC) und Amin-Schwefeltrioxid-Sulfatisierung soll
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in dieser Arbeit genutzt werden, um hoch sulfatisierte Glycooligomere mit bedeutender
struktureller Prazision herzustellen. Die gewonnenen Strukturen sollen im Anschluss, mit Hilfe
von wissenschaftlichen Kooperationen, auf ihre biologischen und biomedizinischen
Eigenschaften untersucht werden, um ein erstes Bild Uber deren potenzielle Anwendungsgebiete

zu schaffen. Aus diesem Zusammenhang ergeben sich die folgenden Aufgabenstellungen:

e Synthese eines geeigneten, azidhaltigen Zuckerliganden auf Basis von Glucosamin zur
Anwendung in der Festphasensynthese.

e Sulfatisierung des Zuckerliganden zur Entwicklung eines Precursors fir die
Festphasensynthese sulfatisierter Glycooligomere.

e Anwendung der etablierten TDS-EDS-Festphasensynthese zur Herstellung alkinhaltiger
Oligomere.

e Entwicklung einer Synthesestrategie zur vollstdndigen Darstellung sulfatisierter
Glycooligomere auf Basis der erzeugten Vorstrukturen.

e SchllUssige analytische Diskussion der hergestellten Strukturen.

e Anwendung der sulfatisierten Glycooligomere als Heparin-Mimetika in biologischen
Assays der Kooperationspartner, wie L-Selektin-Bindungsstudien, Blutkoagulation oder
HPV-Inhibierung.

e Einsatz der nicht-sulfatisierten Glycooligomere als Chitinmimetika und Etablierung einer

biologischen Methode als Bindungsassay.
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Kapitel 11l

Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese sulfatisierter Glycooligomere

3.1.1. Ubersicht

Die Synthese sulfatisierter Glycooligomere kann nach verschiedenen Routen verlaufen. Essenziell
ist dabei jedoch die Anwendung der etablierten Festphasensynthese zur Herstellung eines
monodispersen und sequenzdefinierten Rickgrats. Auch fiir die kovalente Anbindung des Zuckers
an das synthetische Rlckgrat (Ligation) sollten etablierte Protokolle verwendet werden. Die in
der Einleitung beschriebenen, zur Synthese von Mannose-, Galactose- und Glucoseoligomeren
verwendeten Bausteine EDS und TDS wurden auch in dieser Arbeit verwendet. Als Mimetika fr
Glycosaminoglycane (GAGs) kamen verschiedene Saccharide in Frage. Unter Berlcksichtigung
des TDS-Bausteins war an dieser Stelle allerdings unbedingt die Einfihrung eines Azids von Néten.
Die Entscheidung bei der Wahl des Zuckers fiel auf Glucosamin (GIcN), da es bis auf Chondroitin
in allen GAGs vorkommtl4® 4852 Dje N-acetylierte Version (GIcNAc) ist dabei fiir synthetische
Derivate leichter zuganglich, da man die Nucliophilie des Amins nicht bertcksichtigen muss. Bei
Synthesestrategien, die flir den Zuckerbaustein eine Acetylierung voraussetzen, wird das Amin
ohnehinin eine N-Acetylgruppe Gberflhrt. Der Nachteil hierbei ist, dass sich das Amin folglich nur
sehr schwer in ein N-Sulfat Uberflihren lasst, da es sich bei der N-Acetylschutzgruppe um eine
sehr stabile Verbindung handelt. Dies wurde jedoch fiir eine erfolgreiche Bausteinsynthese in
Kauf genommen. Eine azidierte Variante des N-Acetyl-glucosamins (1, OAc-GIcNAc-N3) lieRe sich,

beruhend auf den etablierten Protokollen zu verschiedensten Glycooligomeren!® 127 129-130, 133, 137-

138, 1541551 leicht mit der Festphasensynthese kombinieren. Die getesteten méglichen
synthetischen Routen zur Herstellung eines azidierten Glucosamins werden in Kapitel 3.1.2.1
weiter behandelt. Fir den fertigen Zucker ergeben sich nun mehrere Moglichkeiten zur
Entwicklung monodisperser, sulfatisierter Glycooligomere (Abbildung 9). Entscheidende
Unterschiede sind hierbei, wann und in welcher Form die Ligation des Zuckerbausteins an der

Festphase stattfindet und wann das Oligomer abgespalten wird. Die grundséatzlichen

Moglichkeiten werden im Folgenden kurz erldutert.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der optionalen Syntheserouten fiir das gewiinschte sulfatisierte Oligomer.
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Sulfatisierung des Saccharidbausteins: Hierbei wird der Zucker bereits vor der Anbringung an das
oligomere Gerist sulfatisiert. Anschlielend kann dieser durch eine Kupfer-Klick-Reaktion ligiert

werden. Dies kann an der Festphase oder in Losung geschehen.

Sulfatisierung des Glycooligomers an der Festphase: Noch vor der Abspaltung vom Harz wird das
Glycooligomer an der Festphase sulfatisiert. Hierbei kbénnen Reaktionsiberschisse
ausgewaschen werden. Allerdings missen auch die zum Teil sehr harschen Abspaltbedingungen

und deren Kompatibilitat mit den sulfatisierten Oligomeren bertcksichtigt werden.

Sulfatisierung des Glycooligomers in Losung: Es wird ein vollstandiges, unmodifiziertes
Glycooligomer an der Festphase synthetisiert und abgespalten. Das fertige Oligomer wird dann
in Losung sulfatisiert. Hierbei ist die Aufreinigung aufwendiger als an der Festphase, allerdings
missen keine harschen Abspaltbedingungen mit fragilen Sulfatisierungsprodukten abgeglichen
werden. Des Weiteren ist eine praparative Aufreinigung der unmodifizierten Glycooligomere

aufgrund etablierter Methoden einfacher.

Der GlcNAc-Saccharidbaustein 1 (Kapitel 3.1.2.1) kann auf verschiedene Weisen fur die
Festphasensynthese angepasst werden (Abbildung 9). Schon vor der Oligomerisierung ist die
Funktionalisierung des GIcNAc mit Sulfatgruppen (b) oder Sulfatschutzgruppen (a) moglich. TCES
steht fur die Sulfat-Schutzgruppe Trichloroethylchlorosulfat. Diese Zucker koénnen an
TDS-enthaltene Oligomere an der Festphase durch Klickreaktion gebracht werden (c, d und e).
Nicht aufgefihrt in Abbildung 9 sind die méglichen Klickreaktionen der Zuckerbausteine an
alkinhaltigen Oligomeren in Losung nach deren Abtrennung von der Festphase. Hierzu ist ein
Abspalten der Oligomere vor Schritt (f) notig. Weitere synthetische Routen beschreiben die
Funktionalisierung des unmodifizierten GIcNAc an der Festphase, nachdem es per Klickreaktion
an das Oligomer gebracht wurde (f, g und h). Modifizierte GIcNAc-Oligomere an der Festphase
missten dabei unter Erhalt ihrer Struktur vom Harz abgetrennt werden (i, k). Letztlich kann auch
ein GIcNAc-Oligomer vollstandig synthetisiert, aufgereinigt und in Losung sulfatisiert werden (j,
[). Im Verlauf dieser Arbeit sollte ein optimaler Syntheseweg gefunden werden. Die hier
schematisch gezeigten, getesteten Synthesen werden genauer beschrieben und die Ergebnisse
mit den Vor- und Nachteilen der jeweiligen Routen bewertet. Der optimierte Weg sollte

anschliefend zur Synthese verschiedener Glycosulfatoligomere verwendet werden.
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3.1.2 Synthese eines Zuckerbausteins

3.1.2.1 Azidiertes Glucosamin

0

OH )J\ OAc OAc
A
HO ° a0 C NaNs AcO C = ’
[ —_— —
HO AcO AcO Na
AcHN ©OH AcHN & AcHN N
GIcNAc GlcNAc-CI 1

Abbildung 10: Synthese von peracetyliertem N-Acetylglucosamin-B-azid (1), OAc-GlcNAc-N3. [+

Fur die Entwicklung eines geeigneten Saccharidbausteins, N-Acetylglucosamin-B-azid (1), zur
Herstellung von Glucosamin-basierten Mimetika an der Festphase und dessen anschlieRender
Sulfatisierung war es notwendig verschiedene literaturbekannte Verfahren miteinander zu
vergleichen und zu bewerten Ausgegangen wurde dabei stets von Glucosaminhydrochlorid oder
N-Acetylglucosamin. Die Versuche hierzu erfolgten im Rahmen der Bachelorarbeit von Jennifer

Materlik(*>¢] 1

Als geeignetste GlcNAc-Bausteinsynthese stellte sich letztendlich die direkte Azidierung unter
Finsatz von Acetylchlorid (Ac-Cl) und Natriumazid heraust*®. Bei dieser Syntheseroute wird
GlcNAc vollstandig acetyliert und die anomere OH-Gruppe durch ein Azid substituiert (Abbildung
10).

Yennifer Materlik beschaftigte sich im Laufe ihrer, von Sebastian Bauer angeleiteten Bachelorarbeit
(Synthese sulfatisierter Glucosamin-Bausteine fiir die Festphasenpolymersynthese, 2016)1%®1 mit
Synthesestrategien zur Herstellung eines festphasenkompatiblen, sulfatisierten GlcNAc-Azid Bausteins,
welcher fir die Klickreaktion an alkinhaltigen Oligoamiden verwendet werden kann. Sie schaffte es nach
Ausschluss verschiedener Strategien azidiertes GIcNAc fir die Festphase zu synthetisieren (siehe
Kapitel 3.1.2.1). Unter Verwendung verschiedener Sulfatisierungsreagenzien und Aufreinigungsmethoden
gelang es ihr erstmalig einen sulfatisierten  GIcNAc-Azid Baustein  herzustellen, wie
'H-NMR-spektroskopisch bewiesen werden konnte, auch wenn dieser noch mit einigen Verunreinigungen
versehen war. lhre Vorleistungen hierzu halfen, die Synthese von sulfatisierten GIcNAc-Azid im Laufe dieser
Doktorarbeit weiter zu optimieren, wie in Kapitel 3.1.2.2 beschrieben wird. Des Weiteren flhrte sie
erstmals einen Versuch durch, das sulfatisierte GIcNAc-Azid festphasenanalog per Klickreaktion an ein
festphasengebundenes, alkinhaltiges Oligoamid anzubringen. Diese Strategie zur Herstellung sulfatisierter
GlcNAc-Oligomere wurde jedoch in dieser Doktorarbeit verworfen und durch Versuche zur Klickreaktion
des sulfatisierten GIcNAc-Azids in Losung erweitert (siehe Kapitel 3.1.4.2).
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3.1.2.2 Sulfatisierung von GlcNAc-Azid

Der hergestellte azidierte Baustein des N-Acetylglucosamin sollte fur verschiedene
Synthesestrategien zur Darstellung sulfatisierter Oligomere verwendet werden. OAc-geschitztes
N-Acetylglucosamin-f-azid (1), sowie dessen entschiitzte Form (2) kamen zum Einsatz, um
GlcNAc-Oligomere herzustellen. Dazu wurde ein etabliertes Protokoll mit Hilfe der bekannten EDS
und TDS Bausteine verwendet (Kapitel 3.1.3)E!. Die Klickreaktion an alkinhaltigen Vorstrukturen
war nicht nur mit unsulfatisierten GIcNAc-Bausteinen vorgesehen. Weitere Strategien
beinhalteten die Verwendung von sulfatisierten GIcNAc-Azid Vorstrukturen sowie
Sulfatschutzgruppen am Zucker. In diesem Kapitel wird die Sulfatisierung des GlcNAc-Bausteins

beschrieben.

Die Etablierung der Sulfatisierung fir das Monosaccharid war des Weiteren ein wichtiger Schritt
zur Erstellung eines Protokolls, welches, wie sich herausstellte, auch fir die Strategie einer
direkten Sulfatisierung von GlcNAc-haltigen Oligomeren verwendet werden konnte
(Kapitel 3.1.4.3). Hierbei ist festzuhalten, dass Versuche an GIcNAc-N3 (1) und GIcNAc-Oligomeren
(09-012) teilweise parallel durchgefihrt wurden, woraus sich optimierte Protokolle ergaben. Im
Rahmen der Bachelorarbeit von Jennifer Materlik wurden verschiedene Methoden, nach
156]

literaturbekannten Beispielen verwendet, um sulfatisiertes N-Acetylglucosamin herzustellen!

Im Laufe dieser Doktorarbeit wurden diese Synthesen weiter optimiert (Tabelle 1).

Jennifer Materlik konnte erstmalig eine vollstdndige Sulfatisierung des azidierten GIcNAc-
Bausteins nachweisen, jedoch enthielt das Produkt noch zahlreiche Kontaminationen. Im Rahmen
dieser Doktorarbeit konnte ein Einsatz von fiinf Aquivalenten des Sulfatisierungsreagenz
TMA*SO3 bei Temperaturen bis 70 °C als effizient zur vollstandigen Umsetzung aller OH-Gruppen
nachgewiesen werden und auch die Reinheit noch weiter verbessert werden, wie die Analytik in
Kapitel 3.1.2.3 zeigt. Natriumacetat stellte sich als am geeignetsten zur Entfernung des
Sulfatisierungsreagenz heraus, konnte jedoch als womdglich finale Kontamination des Produktes

nicht vollstandig entfernt werden.

Eine gemeinsame Bedingung aller Sulfatisierungsstrategien liegt darin, dass zur Umsetzung der
OH-Gruppen diese zunachst entschitzt werden mussten. Dies geschieht durch eine basische
Verseifung mittels einer 20 mM Natriummethanolatlésung (NaOMe) in Methanol. Im Anschluss

der Entschiitzung, die als irreversible Verseifung klassifiziert werden kann (Abbildung 11), kann

24



Il - Ergebnisse und Diskussion

Uberschissiges Methanolat durch ein Protonen-donierendes Harz neutralisiert werden
(Amberlyst IR-120 H*-Form). Dies hat den Vorteil, dass nach einer Filtration durch bloRes
Abdestillieren des Reaktionsgemischs der entschiitzte Zucker rlckstandslos, ohne

Nebenprodukte isoliert werden kann.

OAc . OH
1.) 20 mM NaOMe in Methanol
2.) Amberlyst IR-120 H+
AcO A N : Y o HO A N -
AcO 3 - HO 3
AcHN AcHN N3
1 2

Abbildung 11: OAc-Entschiitzung von peracetyliertem GlcNAc-Azid.

Die freigelegten OH-Gruppen in Struktur 2 konnten nun genutzt werden, um den Zucker zu
sulfatisieren. Hinsichtlich der Sulfatisierungsstrategie existieren zahlreiche Literaturbeispiele. In
dieser Arbeit lag der Fokus zundchst auf stickstoffgebundenen Schwefeltrioxidkomplexen. In

Tabelle 1 sind verschiedene Ansétze zur Synthese von sulfatisiertem GlcNAc-Azid (3) dargestellt.

Jennifer Materlik untersuchte im Rahmen ihrer Bachelorarbeit die als Ansdtze 1, 2 und 3
beschriebenen Synthesestrategien. Beste Ergebnisse wurden im Laufe der Bachelorarbeit von
Jennifer Materlik unter Einsatz von Trimethylamin-Schwefeltrioxid (TMA*SQs) erzielt (Ansdtze 2
und 3). Zur Aufreinigung wurden weitere Methoden nach literarischen Vorbildern verwendet.

Hierzu zahlten eine Prazipitations-Strategie nach Lee et al*®  sowie einer

saulenchromatographischen Methode mit Hilfe von Sephadex® LH-20 (GE Healthcare)®?Y.
Erstmals konnte hier per H-NMR-Untersuchung eine vollstindige Sulfatisierung aller freien

OH-Gruppen gezeigt werden.

Doch auch eine erfolgreiche, vollstandige Sulfatisierung konnte das Problem der schwierigen
Aufreinigung nicht |6sen. Daher wurden ausgehend von diesen Ergebnissen im Rahmen dieser

Arbeit weitere Studien zur Synthese und Aufreinigung von 3 durchgefihrt (Ansdtze 4, 5 und 6).

Generell kdénnen dem Reaktionsgemisch einige Reaktionsprodukte mit &dhnlichem
Molekulargewicht und einer dhnlichen Polaritdt beiliegen. Der sulfatisierte Zucker kann trotz
eines lonenaustausches, je nach dessen Effizienz, noch unterschiedliche Kationen tragen. Auch
unterschiedliche Ladungszustande koénnen sich in Abhdngigkeit von pH-Wert und Losungsmittel

ergeben. Da mit bis zu 50-fachen Uberschiissen gearbeitet wurde, lag der Sulfatisierungskomplex
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noch in grolRen Teilen im Reaktionsgemisch vor. Reaktionsunterbrecher (Quencher), wie
Natriumhydrogensulfat oder Methanol, welche in den tabellarisch genannten Beispielen aus der
Literatur beschrieben werden waren nicht in der Lage, den Komplex vollstandig zu dissoziieren.
Dies machte sich haufig durch ein vom Komplex hervorgerufenes Signal bei 2,8-2,9 ppm (D,0) im
'H-NMR-Spektrum bemerkbar. Ziel des Quenchings war ein Abfangen des Schwefeltrioxids als
Sulfat unter Abgasen des bei Raumtemperatur gasférmigen Trimethylamin, je nach Ldslichkeit im

jeweiligen Losungsmittel.

Tabelle 1: Anséatze zur Optimierung der Sulfatisierung von GIcNAc-N3 (2).

Ansatz  Sulfatisierungsbedingungenlnachl Quencher Aufreinigung

1* 50 4q. Py*S0s, EtsN, 2d, 55 °C*>7 Dowex’ DR-2030  Silica-, Cig-Chromatographie
2% 43 &g. TMA*S0s, DMF, 12h, 50 °C**%  NaHCOs3, Ethanol Prazipitation

3* 15 4g. TMA*SOs, DMF, 12h, 60 °C*2Y  Methanol Sephadex® LH-20

4 5 4 TMA*S0s, DMF, 20h, 60 °C[1%3] Methanol Na*-Austausch, Prézipitation

5 5 49 TMA*S03, DMF, 20h, 70 °C1*>3! 10% NaOAc Sephadex’ LH-20, Prazipitation
6 5 49 TMA*S03, DMF, 19h, 70 °Cl**8l TBAHSO, Extraktion

(Ansatz 5 - fett markiert - eignete sich gut zur analytischen Beschreibung in Kapitel 3.1.2.3), *Ansatze 1-3 wurden im

Laufe einer Bachelorarbeit von Jennifer Materlik behandelt.[1>]

Somit konnten im Reaktionsgemisch neben dem gewinschten Produkt und eventuellen
Nebenprodukten noch Komplex, diverse Sulfate, sowie geldstes TMA oder SOs vorliegen. Des
Weiteren konnten im *H-NMR noch unaufgeklérte Signale zwischen 4-2 ppm beobachtet werden.
Folgereaktionen des sulfatisierten Zuckers oder des eingesetzten Komplexes werden in der
Literatur nicht beschrieben. Moglicherweise handelt es sich hierbei auch um prozessbedingte
Verunreinigungen aus dem technischen Herstellungsprozess der eingesetzten Komponenten.
Diese Signale wurde durch die weiter beschriebenen Aufreinigungsmethoden nach und nach

reduziert.
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Im Laufe der Doktorarbeit erwies sich die Reaktion mit fiinf Aquivalenten TMA*SOs bei 60 °C bis
70 °C als optimal und reproduzierbar zur vollstandigen Sulfatisierung heraus (Abbildung 12). Bei
70 °C hat die Reaktion eine hohe Umsetzungseffizienz auch bei geringeren Uberschiissen, ohne
dass die Gefahr einer Verkohlung des Zuckers besteht (vgl. Kapitel 3.1.4.3). Die Aufreinigung

musste jedoch noch optimiert werden.

OH 0SO;Na

5 eq. TMA*SO, (3-6)S
Ho o N DMF, 70 °C, 18h Na0,450 o . —
HO 3 > NaO;SO 3
AcHN AcHN
N3
2 3

Abbildung 12: Sulfatisierung von GIcNAc-N3 nach Optimierung der Bedingungen.

Ein Natrium-lonenaustausch mit Hilfe von Amberlyst IL-120-Na* wurde vorgenommen, um die
Aufreinigung weiter zu verbessern (Tabelle 1, Ansatz 4), da das Quenchen mit Methanol, wie es
in der Literatur beschrieben wird, nicht in einem lonenaustausch resultiert. Es konnte beobachtet
werden, dass sich die Loslichkeit des Reaktionsgemisches dabei wesentlich verandert.
Ausfallendes Rohprodukt enthielt jedoch, analytisch nachweisbar, neben einem Zuckergemisch
in verschiedenen Sulfatisierungsstufen auch weiterhin den Komplex. Doch auch ein weiteres
Nachkristallisieren nach Einengen des Reaktionsgemisches zeigte keine Verbesserung der
Reinheit. Daraufhin wurde versucht die Prazipitationsstrategie weiter zu optimieren. Losemittel
unterschiedlicher Polaritdten wurden verwendet (Dimethylformamid, Methanol, Aceton,
Dichlormethan und Ether), doch in den verschiedenen ausgefallenen Fraktionen oder
Uberstanden konnte in keinem Fall vollstindig aufgereinigtes Produkt wiedergefunden werden.
Auffallig bei der Strategie mit Amberlyst-Na-Austausch war das Vorliegen eines Zuckergemisches
in mehreren Analysefraktionen, welches bei anderen Aufarbeitungsmethoden mit dhnlichen
Reaktionsbedingungen nicht gefunden wurde. Denn bei diesen wurde stets vollstandig
sulfatisiertes Rohprodukt nachgewiesen. Hier ist nicht auszuschlieRen, dass eine Nachreaktion
mit dem Austauscherharz stattfindet, auch wenn das Harz vor Verwendung grindlich mit
Methanol gespult wurde. Je nach Material ware es jedoch mdglich, dass sich das Harz in einem
sauren Zustand befindet und so zur Desulfatisierung beitragt. Im weiteren Verlauf wurde daher
von Austauscherharzen abgesehen und der Einsatz von Natrium-haltigen schwachen Basen

bevorzugt.
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In einem weiteren Ansatz wurden verschiedenen Aufarbeitungsmethoden kombiniert (Tabelle
1, Ansatz 5). Die Reaktion wurde unter den beschriebenen, optimierten Bedingungen betrieben.
Als Quencher kam eine 10-%ige Natriumacetatlésung nach einer Methode von Wessel und
Bartsch zur Sulfatisierung von Kohlenhydraten aus dem Jahre 1995 zum Einsatz**3. Nach
Einengen des Reaktionsgemisches aus DMF konnte Nebenprodukt, wenn auch nicht vollstandig,
als Niederschlag verworfen werden. In der Methode wird auRerdem Wasser als Eluent fir eine
Sephadex® LH-20 Trennung vorgeschlagen. Das Rohprodukt vor dieser Chromatographie stellte
sich als das sauberste im Vergleich mit den anderen Aufarbeitungsmethoden bis hierhin heraus,
obwohl lediglich der Quencher variiert wurde. Dennoch enthielt es in geringerem Male
TMA*S0Os-Komplex und einige unbekannte Spezies als Verunreinigungen. Daher erfolgte eine
weitere Fraktionierung durch die genannte LH-20 Saule. Diese erwies sich als effizient, um alle
zum Teil auch unbekannten Kontaminationen zu entfernen. Natriumacetat lief jedoch in jeder
Fraktion mit. Ein teilweises Ausfallen von Natriumacetat in methanolischer Lésung konnte dessen
Gehalt im Produkt reduzieren, dies jedoch nicht vollstaindig und mit erheblichen
Ausbeuteverlusten. In keinem Ansatz war es moglich, die Salzkontaminationen rickstandslos zu
entfernen. In der Publikation von Wessel und Bartsch wird ein Ausbreiten von Natriumacetat in
alle Fraktionen bei der Aufreinigung nicht beschrieben. Zum Beweis der schlechten Trennleistung
bezlglich Natriumacetat wurden Vorlauf und Nachlauf der Trennung untersucht. Auch in diesen
Fraktionen findet man Natriumacetat. Weiterhin wurde die Trennleistung mit einem
Dichlormethan-Methanol-Gemisch (5:1, V/V) untersucht, welches laut der genannten
Veroffentlichung von Lee et al. zur selektiven Prézipitation dhnlicher Strukturen geeignet ist!*>%.
Doch auch mit diesem Losungsmittelgemisch war bei der Trennung in allen Fraktionen des
sulfatisierten Zuckers Natriumacetat zu finden. Die *H-NMR-Analytik einzelner Fraktionen zeigt
Ahnlichkeiten zur Trennung mit Wasser. Die Polaritat und Hydrophilie des Eluenten scheinen die
Trennleistung der Sdule zur weiteren Separation von Natriumacetat und Produkt nicht weiter zu

beeinflussen. Daher wurde auf die Untersuchung weiterer Losemittelgemische verzichtet.

Durch Beladung der Sulfate mit Tetrabutylammonium-Kationen (TBA*) sollte es tendenziell
moglich sein sie in eine organische Phase zu extrahieren (Tabelle 1, Ansatz 6). Dies wurde in
einem weiteren Experiment untersucht. Campos et al. beschreiben eine Methode den

158 Dijese Methode wurde in einem

Kationenaustausch an der festen Phase durchzufithren!
Experiment in Losung angewendet. Hier konnte gezeigt werden, dass die Beladung mit TBA
ermoglicht das Sulfat mit Dichlormethan zu extrahieren. Ein deutlich zu hoher Anteil der

TBA-Protonen im H-NMR-Spektrum deutete jedoch darauf hin, dass auch groRe Teile des
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eingesetzten Tetrabutylammoniumhydrogensulfats mit extrahiert werden. In Kombination mit
einer ESI-Massenanalytik liel sich zudem feststellen, dass der Extrakt unvollstandig sulfatisiertes
GlcNAc enthalt, obwohl die gleichen Sulfatisierungsbedingungen wie vorher gewahlt wurden. Das
ESI-MS wird durch den TBA-Austausch jedoch deutlich klarer, was durch eine bessere Fllchtigkeit

des alkylierten Salzes erklart werden kann.

Zusammengefasst konnten in diesem Kapitel einige Methoden zur Synthese und Aufreinigung
von sulfatisiertem GlcNAc-Azid (3), aufbauend auf der Bachelorarbeit von Jennifer Materlik,

untersucht werden. Im Folgenden wird die Analytik dieses Bausteins erlautert.

3.1.2.3 Analytik des sulfatisierten N-Acetylglucosamin-Azids

Die einzelnen Syntheseschritte wurden wie im vorherigen Kapitel beschrieben, kontinuierlich
Uber analytische Einzeluntersuchungen kontrolliert. Die Analytik sulfatisierter Proben stellt sich
zum Teil als sehr herausfordernd dar. Da sich hier im Laufe dieser Doktorarbeit neben
synthetischen Herausforderungen ebenfalls eine Lernkurve ergab, wurden die analytischen
Methoden dabei stets variiert und weiterentwickelt. Dies geschah zum Teil parallel zu den
Sulfatisierungsversuchen der GIcNAc-Oligomere (Kapitel 3.1.4), auf deren Analytik in den

jeweiligen Kapiteln eingegangen wird.

Grundsatzlich bieten sich die hier gebildeten Organosulfate aufgrund ihrer chemischen
Beschaffenheit fur eine Vielzahl qualitativer und quantitativer Methoden an. Die spezifische
Protonenumgebung ermoglicht H-NMR-Spektroskopie. Massenspektrometrie |4sst  sich
ebenfalls anwenden, bedarf jedoch aufgrund der zum Teil hohen Ladung und Labilitat der Proben
besonderer Anpassungen. Chromatographische Methoden stellen eine besondere
Herausforderung dar. Die sulfatisierten Zielmolekile missen nicht nur in ihrer Polaritat, sondern
auch durch ihre Ladung getrennt werden. Elementaranalyse kann aufgrund stetig existenter
Verunreinigungen bei der Syntheseoptimierung und der starken Hygroskopie der Sulfate nicht
mit hoher Sicherheit eingesetzt werden. Schnelle Methoden, wie IR-Spektroskopie, bieten sich
durch deutliche Anderungen der funktionellen Gruppen wahrend der Sulfatisierung ebenfalls an.
Klassische Methoden zur Reaktionskontrolle, wie Dinnschichtchromatographe, konnten

aufgrund der hohen Polaritat des sulfatisierten N-Acetylglucosamin nicht verwendet werden. Die
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in diesem Kapitel besprochene Analytik bezieht sich, sofern nicht anders beschrieben, auf das
Produkt des Ansatzes 5 (Tabelle 1), nach beschriebener Aufreinigung durch die Sephadex® LH-20

Saule und weiterer Prazipitation mit Methanol.

IR-Spektroskopie
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Abbildung 13: FTIR-Spektrum von Verbindung 2 (oben) und 3 (unten).

Das Fouriertransfomations-Infratrotspektrometer (FT-IR), hat den groRen Vorteil, analytische
Ausprifungen mit sehr geringen Probenmengen in wenigen Augenblicken zu generieren. Die
Absorbanz einzelner Schwingungen macht die chemische Umwandlung von funktionellen
Gruppen nach Reaktionsablauf sehr deutlich. Im Laufe der Doktorarbeit wurde auf diese Methode

immer wieder zur schnellen, qualitativen Untersuchung von Reaktionsproben zuriickgegriffen.

Abbildung 13 zeigt das FT-IR-Spektrum des sulfatisierten GIcNAc-Azids (3) gegenlber einer
unsulfatisierten, deacetylierten Probe (2). Die dominierende Spezies im sulfatisierten Zucker im
Gegensatz zur Ausgangsverbindung ist die Sulfatgruppe (0SOs7). Dies wird durch die gebildete
und klar ausgeprédgte Bande bei 1228 cm ersichtlich. Dabei handelt es sich um die S=O-
Streckschwingung. Diese Art der Schwingung kommt im Zielmolekil ganze sechs Mal vor, was zu
einer deutlichen relativen Reduzierung der Amidbanden (1653 cm™: Amid-1, 1564 cm™: Amid-II,
1416 cm™: Amid-1ll) und der Azidbande (2121 cm?) fithrt. Ein weiteres Indiz fiir das Abreagieren
der OH-Gruppen ist durch die starke Abnahme der durch die O-H-Streckschwingung verursachten

Bande im Bereich (ber 3000 cm™ ersichtlich. Die Sufatisierung hat einen Einfluss auf alle
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Schwingungen im Molekil, was an leichten Abweichungen der Bindungsenergien im Vergleich
zum Edukt (Abbildung 13, oben) zu erkennen ist. Insgesamt konnte somit schnell eine Umsetzung
des Zuckers nachvollzogen werden. Alleine darauf sollte sich dabei allerdings nicht verlassen
werden, gerade da es schwierig ist, aus dem IR-Spektrum eine quantitative Aussage zu treffen.
Des Weiteren kdnnen einzelne Bindungen im Fingerprintbereich, wie die S=0-Streckschwingung
auch immer durch andere funktionelle Gruppen als erwartet verursacht werden, da sich
Absorptionsbanden in diesem Bereich durch eine sehr grofle Datenbank an funktionellen

Gruppen beschreiben lassen.

ESI-Massenspektrometrie

Das in dieser Arbeit verwendete Agilent Technologies 1260 Inifinity HPLC System ausgestattet mit
einem AT 6120 Quadropol Element war ausgezeichnet zur schnellen quantitativen und
qualitativen  Untersuchung von  sehr  kleinen  Probenmengen  geeignet. Das
massenspektrometrische (MS) Element lieR sich zudem unproblematisch vom restlichen System
trennen, was eine schnelle MS-Analyse durch Direkteinlass und Elektronensprayionisierung (ESI)

moglich machte.

Generell lassen sich die meisten organischen Molekule durch die ESI-Methode sehr gut lonisieren.
Dazu werden in der Regel Protonen verwendet. Durch den Einsatz von organischen Sauren, wie
Ameisensdure oder Trifluoressigsaure werden die Substanzen mit Protonen beladen und kénnen
mittels einer Normalmethode (Detektierung positiver Ladungen) im Quadropol leicht detektiert
werden. Bei negativ geladenen Molekuilen, wie Organosulfaten, wird die Detektierung umgepolt
und die Substanz in der Negativmethode ausgewertet. Dies ist allgemein auch ohne Probleme
moglich. Bei erhohter natirlicher Ladungszahl, wie sie aufgrund des niedrigen pKs-Wertes von
Sulfaten bei mehrfacher Sulfatisierung gegeben ist, kann es jedoch zu Problemen bei der
lonisierung kommen, da hierfir besonders bei Salzen eine hohe lonisierungsenergie notig ist.
Zudem sind die Fragmentierungsmoglichkeiten bei Zuckersulfaten noch nicht vollstandig
aufgeklart. Liu et al. befassten sich beispielsweise explizit mit der Aufklarung der
Massenspektrometrie von dhnlichen Glucosaminsulfaten. Hier wurde herausgefunden, dass es in
Abhangigkeit der Sulfatisierungsposition erhebliche Unterschiede bezlglich lonenstabilitat und

Fragmentierungsarten gibt!*>”).
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Abbildung 14: ESI-MS von 3 (CgH11N4Na3014S3, 551,91 g/mol) mit H20/MeCN (95/5 v/v) als Eluent. Gefundene
Massereferenz 528. 8 fur [M-Na*]". *Einige Signale konnten nicht genau identifiziert werden.

Die Probleme der ESI-MS-Detektierung von sulfatisierten Glucosaminen wurden auch beim hier
sulfatisierten N-Acetylglucosamin-Azid (3) deutlich, wie das in Abbildung 14 dargestellte
Spektrum zeigt. Im ESI-MS Spektrum ist das 100%-Signal mit einem m/z-Wert von 528.8 g/mol zu
erkennen, welches auf einfach ionisierte vollstandig sulfatisierte Produkt (3-Na*) hindeutet. Doch
neben dieser Massezahl finden sich noch weitere, zum Teil auch unaufgeklarte
Fragmentierungsspezies. Der Direkteinlass fur das ESI-MS des sulfatisierten Zuckers wurde im
Vergleich zur in der Arbeitsgruppe haufig angewendeten Methode angepasst. Die in der
Standardmethode eingesetzte Ameisensaure fihrt nicht nur zu einer durch Protonenbeladung
erschwerten lonisierung und somit schwachen Detektion. Auch zeigt sich hier die Labilitdt der
Sulfatgruppen gegeniber Siuren. Das gleiche Produkt zeigt im ESI-MS unter Einfluss von
Ameisensaure, auch nach einer sehr kurzen Laufzeit von wenigen Minuten hydrolysiertes Produkt

(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Durch Ameisensdure bedingte Desulfatisierung bei der ESI-MS Analyse von 3.

Diese Erkenntnis zeigt auch, dass es durch die Messmethode mdglich ist, verschiedene
Sulfatisierungsstufen im Quadropol zu unterscheiden. Da beim finalen Produkt keine partiell
sulfatisierten Verbindungen in der Methode detektiert wurden, kann davon ausgegangen
werden, dass das Produkt vollstandig sulfatisiert wurde. Dieses Ergebnis kann von den weiteren
eingesetzten analytischen Methoden bestéatigt werden. Offen bleibt die Frage, wie genau es zu
Fragmentierungen kommen kann. Fir m/z kleiner als das 100% Signal von [M-Na*]" lassen sich
zahlreiche Bindungsbriiche und Elektronenpaarumlagerungen postulieren. Schwieriger wird es
bei héheren m/z-Werten, wie dem oft gefundenen Signal von etwa 670,8. Hierflur konnten keine
geeigneten Vorschlage, wie Dimere oder Beladungen mit héhergewichtigen Kationen (TMA)
gefunden werden. Die Entstehung des oft gefundenen Fragments mit m/z-Wert 231.46 ist in
Abbildung 16 postuliert. Das System kann hierbei vermutlich durch die Eliminierung der
gasformigen  Stickstoffwasserstoffsaure (HNs) sehr leicht Energie konvertieren. Die
Umlagerungen adhneln dabei den von Liu et al. vorgeschlagenen Fragmentierungs-

mechanismen®7!,

@ - Na03SO o
) o .
NHAc 0,S0" Z” “NHAc
0S03 0S03
© ©
m/z = 231.46

Abbildung 16: Vorgeschlagener Mechanismus der Abspaltung von Stickstoffwasserstoffsdure im ESI-MS.

Weiterhin kann man festhalten, dass das Rauschverhéltnis in der Negativmethode stets etwas
héher war als im Vergleich zur Positivmethode. Dies wurde dadurch verstarkt, dass sich wie in der
Syntheseoptimierung beschrieben auch immer mutmallich Salze in der Probe befunden haben,

welche bei der Synthese angefallen sind und das Massesignal dadurch an relativer Intensitat
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verliert. Der Einfluss der Kontaminationen auf die Massenspektrometrie ist nicht aufgeklart. Nicht
auszuschliellen ist, dass die nicht zuordenbaren Signale aus dem Analysesystem selbst stammen,
wie teilweise durch Leerproben gezeigt werden konnte. So konnten m/z-Werte, wie 264 und 282

durch Leerproben als Systemkontaminationen klassifiziert werden.

Eine interessante Eigenschaft zeigte sich, wie im vorherigen Kapitel beschrieben, bei der
Untersuchung des Produktes aus TBA-Extraktion. Auch wenn der Prozess, nicht die gewlinscht
hohe Sulfatisierungsstufe und Reinheit erreichte, zeigt das zugehoérige Massenspektrum eine
wesentlich hohere Qualitat hinsichtlich der Aufklarungsmoglichkeit einzelner Signale. Alle
dominanten Signale lassen sich klar zuordnen und das Rauschen fallt deutlich geringer aus.
Moglicherweise fihrt die hohere Volatilitat und des TBA-modifizierten Salzes zu einer besseren
lonisierbarkeit, oder einer erhdhten Resistenz gegentber Fragmentierungen. Dieser Effekt wurde
im spateren Verlauf der Arbeit bei der Synthese sulfatisierter Glycooligomere unter Einsatz von
TBA-Kationen weiter untersucht, konnte allerdings bei diesen Strukturen nicht bestatigt werden

(Kapitel 3.1.4.1).

'H-NMR Spektroskopie

Die 'H-NMR Spektroskopie stellt ein wichtiges Instrument zur qualitativen und quantitativen
Bestimmung der sulfatisierten N-Acetylglucosamine dar. Wahrend der Syntheseoptimierung
wurde sie verwendet, um die Reinheit der entstandenen Zwischenprodukte und Fraktionen der

chromatographischen Methoden, wie Sephadex® LH-20, zu untersuchen.

Betrachtet man das Spektrum der bisher reinsten gewonnenen Fraktion aus Sephadex® LH-20
Chromatographie und Methanolprazipitation, lassen sich gut die einzelnen Protonen der
sulfatisierten Pyranose erkennen (Abbildung 17). Die 3Ju-Kopplungskonstanten der
Ringprotonen helfen bei ihrer exakten Zuordnung. Mit 8,80 - 10,20 Hz liegen die Konstanten im
fUr axiale Protonen typischen Bereich. Die Pyranose behilt also auch nach Sulfatisierung ihre
4C, Sesselkonformation. Signifikant ist ebenfalls die Kopplungskonstante von -11,60 Hz der
vicinalen Protonen B (Csa) und E (Ceb). Was sich im Gegensatz zum Spektrum des unsulfatisierten
N-Acetylglucosamin deutlich dndert, ist die *Jyy-Konstante des Ce-Protons E zum Cs-Proton B
(7,90 Hz). Die Ursache liegt vermutlich in der erhohten elektrostatischen AbstoBung durch die

sperrigen, negativ geladenen Sulfatgruppen.
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Abbildung 17: 'H-NMR von Verbindung 3 (600 MHz, D,0). VergréRert sind die Signale, welche durch die Ringprotonen
A-G verursacht werden. Die Kopplungskonstanten J [Hz] kénnen fiir alle Protonen zugeordnet werden und deuten zum
Teil konformative Auswirkungen an, die sich durch die Sulfatisierung ergeben.

Die hohere Tieffeldverschiebung von Proton C (Cs) gegeniber den weiteren Ringprotonen deutet
auf eine Orientierung der Sulfatgruppe in ebendiese Richtung, entgegengesetzt des ringinternen
Sauerstoffatoms hin. Die Intensitaten aller Ringprotonen korrelieren mit der Intensitat der
Acetylgruppe H. Das anomere Proton A zeigt zu 100% eine axiale *Ju-Konstante von 9,30 Hz. Beim
Produkt handelt es sich also, wie bei der nicht sulfatisierten Vorstufe, um ein vollstdndiges
B-Anomer. Wie beschrieben, ldsst sich auch der Anteil an Natriumacetat (NaOAc) abbilden.
Generell ist ein Vergleich zwischen sulfatisierter und nicht sulfatisierter Spezies per *H-NMR
interessant, da sich neben chemischen Verschiebungen auch konformelle Veranderungen
erkennen lassen. In Anlehnung an Wessel et al. wurde Verbindung 3 auf Veranderungen in der

Konformation des Sechsrings untersucht!*>3,
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Tabelle 2: Kopplungskonstanten von nicht sulfatisiertem und sulfatisiertem N-Acetylglucosamin (GIcNAc) (300 MHz
H-NMR, D,0).

312 353 334 345 35,60 35,60 Jga,b
(3-6S) GIcNAc-Ns (3) 9,3 10,2 8,8 10,0 2,2 7,9 -11,6
GlcNAc-Ns (2) 9,3 10,3 8,8 9,9 2,2 5,6 -12,4

Das Anomer hat nach der Sulfatisierung die gleiche Kopplungskonstante und bleibt daher
konformativ ungestort (Tabelle 2). Beim erwdhnten Proton C (3J,3) ist eine Differenz (AJ) von
0,1 Hz zu erkennen, wodurch die getroffene Aussage unterstitzt werden kann, dass es hier einen
Effekt durch die Rotation der Cs-Sulfatgruppe gibt. Die ndchste Kopplungskonstante bleibt wieder
konstant bei 8,8 Hz. Erst in Bindungsnahe der Flexiblen Ce-Sulfatgruppe treten wieder
Unterschiede auf. Drastische Abweichungen gibt es, wie beschrieben, bei 3Js, mit 2,3 Hz und
3Jsa60 Mit 0,8 Hz Differenz. 35 ¢, bleibt bei 2,2 Hz, méglicherweise egalisieren sich die Effekte hier

wieder.

Generell lasst sich konstatieren, dass das Ringgerist in seiner Konformation weitestgehend
unverandert bleibt. Ahnlich der Untersuchungen von Wessel et al. an sulfatisierter
D-Glucopyranose liegen anomerer Effekt und Ladungswechselwirkungen hierbei im
Gleichgewicht™>3!. Die *C;-Konfiguration wird moéglicherweise durch den schwacheren anomeren
Effekt des Azids, gegenlber dem von Sauerstoff bei Ublichen Glucosederivaten noch starker
favorisiert. Die Ce-Gruppe kann entgegen der Ringspannung frei rotieren, was sich durch eine
stark veranderte Konformation anhand der Differenzen der Kopplungskonstanten zeigt. Dies zu
erkennen ist wichtig, um die Bindungsaffinitat sulfatisierter Saccharide besser zu verstehen. Bei
verdnderten Bindungseigenschaften gegeniber der unsulfatisierten Spezies sind die ringinternen
Sulfate und deren Ladungen entscheidend, da eine Konformationsanderung ausgeschlossen
werden kann. Nur die Ce-Gruppe kann, limitiert durch Ladungsbarrieren, rotieren. In natirlichen
Glucosaminoglycanen ist diese Gruppe in der Regel immer sulfatisiert. lhre verdnderte
Beweglichkeit und Anpassungsfahigkeit macht sie vermutlich duRerst wichtig fir spezifische

Bindungen.
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Abbildung 18: SAX-HPLC von Verbindung 2 und 3 im Vergleich mit Uridinmonophosphat und Heparin dp2! und
Phosphatpuffer (pH 7) als Laufmittel.

Vollstandig sulfatisiertes GIcNAc (3) diente nicht nur als mogliche Vorstruktur sulfatisierter
Glycooligomere, sondern auch als sehr gut geeignete, niedermolekulare Testreferenz von
Sulfaten in einer Anionenaustauschchromatographie. Aufgrund der hohen Ladung der Sulfate ist
der Einsatz klassischer HPLC-Methoden, wie reverse phase (RP)-HPLC nicht geeignet. Abhilfe
schafft ein stark austauschendes System, wie die starke Anionenaustausch-HPLC (engl. strong
anion exchange, SAX). Fir diese Methode wurde eine Zorbax® SAX Saule (4,6 x 25 mm, 5 um)
verwendet. Die Inbetriebnahme erfolge mit einem Agilent® 1200 Series LC System. Als mobile
Phase wurde ein pH 7 Phosphatpuffer eingestellt. Anionen werden bei dieser Methode durch

ammoniumfunktionalisierte Silicapartikel zurickgehalten.

Weniger stark geladene Verbindungen, sowie ungeladene oder gar positiv geladene Strukturen
eluieren daher friher. Die injizierten Substanzen wurden durch UV-Detektion bei 214 nm
ermittelt. Dadurch konnten aromatische Systeme, Doppelbindungen oder Amide der

gemessenen Substanzen detektiert werden. Durch den Vergleich mit Substanzen
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unterschiedlicher Ladungen konnte das Verhalten der dreifach negativ geladenen Verbindung 3
besser bewertet werden (Abbildung 18). Die unsulfatisierte Verbindung 2 eluiert bereits nach 3,6
Minuten, was ungefahr der Retentionszeit des Injektionsvolumens entspricht. Daran erkennt

man, dass ungeladene Verbindungen vom System nicht zurlickgehalten werden.

Die Retentionszeit steigt mit erhéhten negativen Ladungen. Uridinmonophosphat (UMP) ist eine
von Agilent empfohlene, zweifach negativ geladene Testsubstanz, welche nach 4,5 Minuten
eluiert. Daran wird der Effekt zunehmender, ladungsbezogener Interaktionen sichtbar. Das
dreifachgeladene GlcNAc-sulfat (3) eluiert nach 6,0 Minuten. Heparin dp2! ist ein
Heparinfragment mit vier moglichen, negativen Ladungen, welches schlieBlich nach 9,9 Minuten
eluiert. Durch diese Testreihe kann der Einfluss der Sulfatisierung auf die SAX-HPLC gezeigt
werden. Eine nicht geladene Glycostruktur wird von der Sdule nicht ausgetauscht, wohingegen
eine Sulfatisierung zu einer Erhdéhung der Retentionszeit fuhrt. UMP und Heparin dp2 zeigen
weiterhin, dass die Retention sehr gut mit der Anzahl der Ladungen korreliert, auch wenn die
Ladungsquelle variiert (Phosphat bei UMP, Carboxylat neben Sulfaten bei Heparin dp2). Die
Methode ist geeignet zur Bestimmung von N-Acetylglucosaminsulfaten, auch wenn hier, wie
vorher beschrieben, noch Salzkontaminationen vorliegen. Auf die Bedeutung der SAX-HPLC wird

im Verlauf der Arbeit bei Untersuchung der sulfatisierten Glycooligomere weiterhin eingegangen.

IHeparin dp2 wurde nach einer literaturbekannten Methode von Barbel Blaum (Universitat Tiibingen) hergestellt(1>4

und zu Verfiigung gestellt.
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3.1.3 GlcNAc-Oligomersynthesen
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Abbildung 19: Synthese von GlcNAc-Oligomeren, beschrieben Anhand GIcNAc-Oligomer 09.

Die Synthesestrategie zur Herstellung sulfatisierter Glycooligomere erforderte zunachst die
Festphasensynthese von alkinhaltigen Oligomeren, welche anschliefend mit azidmodifiziertem
N-Acetylglucosamin (1) in einer Klickreaktion umgesetzt wurden. Die Synthese der
N-Acetylglucosamin-Glycooligomere erfolgte nach der im Arbeitskreis etablierten
Festphasensynthesel®l. Als maRgeschneiderte, synthetische Bausteine, die in der Einleitung
beschrieben  wurden, kamen der EDS Spacer mit flexiblem, wasserloslichem
Ethylendioxo-Ruckgrat und das alkinhaltige TDS zum Einsatz. Deren C-terminale Carboxylgruppe
und Fmoc-geschitzten N-Termini ermdoglichen die Synthese von Oligoamiden and der festen
Phase. Durch gezielte Positionierung der Bausteine wahrend der Festphasensynthese kann die
Stelle der Dreifachbindungen im Oligomergerlist genau definiert werden. Bis auf einige

Ausnahmen, die an spaterer Stelle beschrieben werden, wurde das fertige Oligomergerist nach
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der letzten Kupplungsreaktion mit einer Acetylschutzgruppe versehen. Durch die ebenfalls
festphasenkompatible CuAAC wurde der Zucker anschliefend an das GerUst gebunden. Zur
Zuckerligation wurden in der Vergangenheit bereits einige Protokolle entwickelt!® 1271291301 |
den Bachelorarbeiten von Jennifer Materlik und Kevin Janus wurde erstmals peracetyliertes
GlcNAc-azid (1) eingesetzt™® I Die Synthese und Aufreinigung wurden im Laufe dieser
Doktorarbeit weiter optimiert. In Einzelfdllen war der gebrduchliche Einsatz von 30 mol-%
Katalysator nicht ausreichend, um alle Alkine umzusetzen. Mdglicherweise wird ein Teil des
Katalysators durch das Amid abgefangen, welches durch das freie Elektronenpaar in der Lage sein
kénnte, Kupferionen zu komplexieren. Abhilfe schafft hier ein 30-prozentiger Uberschuss
Katalysator im Verhéltnis zum Zucker. Restliches Kupfer kann sehr gut mit Hilfe von
Natriumdiethyldithiocarbamat in einem Waschschritt der Festphase entfernt werden. Ebbesen
et al. zeigten, dass sich dieses Reagenz sehr gut zur Entfernung von Kupfer aus Glycooligomeren
verwenden lasst!*?®. Nachdem alle Dreifachbindungen abreagiert sind, was durch RP-HPLC
Messungen geprift werden kann, wurden die Zucker durch den Einsatz von 20 mM
Natriummethanolat in Methanol entschitzt und das Glycooligomer anschlieBend durch ein
Abspaltreagenz von der Festphase getrennt. Oligomere, mit denen an der Festphase
weitergearbeitet wurde, wurden in analytischen Mengen abgespalten. Flr spatere Reaktionen in
Losung wurden Oligomere 09-013 vollstandig abgespalten und durch praparative HPLC
aufgereinigt. Weitere Charakterisierung der Oligomere erfolgte durch *H-NMR und ESI-MS. In
diesem Kapitel sollen die hergestellten GIcNAc-Oligomere Ubersichtlich dargestellt werden
(Tabelle 3). Deren jeweiliger Einsatzbereich wird dann in folgenden Teilen dieser Arbeit weiter

erldutert.

Zu den hergestellten Oligomeren sind die jeweiligen, strategischen Anwendungsgebiete
innerhalb dieser Arbeit dargestellt. Bei den mit Oligomeren 01-03 handelt es sich um Oligomere,
deren Synthese einer Untersuchung zur Sulfatisierung an der Festphase dienten (SPS). 02 wurde
von Kevin Janus im Laufe seiner Bachelorarbeit synthetisiert und untersucht (vgl.
Kapitel 3.1.4.1)*°!. Die Abspaltung vom Harz sollte in Vollstindigkeit erst nach einer
Sulfatisierung erfolgen. TCES (01, 04-06) steht fir Trichloroethylchlorosulfat, einer
Sulfat-Schutzgruppe, die spater genauer beschrieben wird (3.1.4). Die Reaktion erfolgte hier
ebenfalls vor Abspaltung des Oligomers. Alle weiteren Oligomere, bis auf O7, wurden in der
gezeigten Art vom Harz abgetrennt und durch praparative HPLC aufgereinigt. Bei O7 und O8

wurden die Oligomere schon vor der Ligation eines Zuckers vom Harz entfernt. Es sollte im
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Tabelle 3: Synthetisierte (Glyco-)Oligomere. 02 wurde von Kevin Janus (Bachelorarbeit) synthetisiert.(>9

Probe Harz Struktur Anwendung
01 TG SRAM SPS, TCES
H,N Ac
02 Trt-EDA /\ SPS
H,N  HN Ac
Q
03 Trt-Gly >\_\ SPS
HO HN Ac
04 TG SRAM TCES

HN—C D—C D —C O D~

F TCES

N N CD—C O~ D

05 Trt-EDA

06 Trt-Gly Oy_\ F F TCES
Ho HN—__D)—C ) Ac

|
07 TG SRAM } wl Click
H2N—( —( — — )—Fmoc

Q |

08 Trt-Gly >_\ Click
HO HN Ac
6
09 TG SRAM F Losung

HN—C_ D—C > C D D+

Q ;
010 Trt-Gly >—\ Losung
HO HN Ac
6

011 TG SRAM Lésung
H,N Ac
8
012 TG SRAM Ldsung
HoN Ac
10
013 TG SRAM MB
HoN NH,
8
Legende
TG SRAM - Tentagel® S RAM SPS - Sulfatisierung an der Festphase
Trt-EDA - Tentagel-trityl-ethylendiamin TCES - Sulfatisierung mit Trichloroethylsulfat
Trt-Gly - 2-Chlorotritylglycin Losung - Sulfatisierung in Losung
Click - Klickreaktion in Losung . MB - Herstellung von Nickel Magnetic Beads
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Anschluss eine Klickreaktion in Losung mit sulfatisiertem GIcNAc (3) erfolgen. 09-012
beschreiben GIcNAc-Oligomere, die fir Sulfatisierungsreaktionen in Losung eingesetzt wurden.
Da es sich hierbei um erstmals praparativ aufgereinigte GIcNAc-Oligomere handelt, werden sie
im ndachsten Abschnitt genauer beschrieben. O-10 enthalt einen basenlabilen Trityl-Glycin-Linker,
daher musste der Zucker schon vor der Klickreaktion deacetyliert werden. Die Klickreaktion lief3
sich dennoch, ohne besondere Vorkommnisse, gut durchfihren. Bei 013 handelt es sich um
einen Sonderfall. Dieses Oligomer wurde nicht zur Sulfatisierung verwendet, sondern zur
Herstellung GIcNAc-modifizierter Nickelbeads, wie sie in Kapitel 3.2 beschrieben werden. Die
Synthese erfolgte allerdings unter gleichen Bedingungen, mit dem Unterschied, dass der

N-Terminus nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe nicht acetyliert wurde.

Der Abschnitt ,,Harz” der Tabelle 3 zeigt das eingesetzte Festphasenharz der jeweiligen Strategie.
Sehr gut etabliert ist die Synthese der Glycooligomere unter Einsatz des Tentagel S® RAM (TG
SRAM). RAM steht fir Rink-Amid, ein Linker, der in 95-%iger Trifluoroessigsaure abgespalten wird.
Da solche Bedingungen nicht immer fir die Sulfatisierungsreaktionen geeignet sind, wurden auch
leichter abspaltbare Linker, wie Trityl-ethylendiamin (Trt-EDA) und 2-Chlorotrityl-Glycinester

(Trt-Gly) verwendet.

Als analytische Beispiele sollen die erstmals vollstandig aufgereinigten GlcNAc-Oligomer 09-012
dienen. Die Aufreinigung erfolgte gut mittels RP-HPLC bei leichten Gradienten von 10-12,5 %
Acetonitril in Wasser und 0,1 % Ameisensdure. Die Gesamtausbeute der Oligomere lag zwischen
32 und 40 %, abgesehen von 010. Bei diesem Oligomer wurde ein labiler Trityl-Glycin Linker
eingesetzt. Die  Carboxylendgruppe des Glycins sorgte fir stark veranderte
Loslichkeitseigenschaften und erschwerte somit das sonst einfache Ausfallen der Verbindungen
in Diethylether. Dies fUhrte dazu, dass die Ausbeute dieses Oligomers deutlich geringer ausfiel.
Alle GIcNAc-Oligomere zeigten per RP-HPLC (5-50 % Acetonitril in Wasser Gber 30 Minuten) eine
relative Reinheit von Uber 95 % (Integration des UV-Signals bei 214 nm). Die Strukturen konnten
mittels 'H-NMR Spektroskopie ebenfalls nachgewiesen werden, welche bei 09 anhand des

Vergleichs mit der sulfatisierten Spezies spater genauer erldutert wird.

Sehr interessant sind die ESI-MS Untersuchungen der GIcNAc-Oligomere. Anhand Abbildung 20
kénnen Fragmentierungsprozesse bei ebendiesen beschrieben werden. Ahnliche Prozesse
konnten auch bei Strukturen in der Bachelorarbeit von Kevin Janus gefunden werden™°. Bei
Abbildung 20 handelt es sich um das ESI-MS-Spektrum von Q9. Das Hauptsignal des mit Natrium
beladenen Oligomers (m/z = 794) kann gefunden werden. Zudem fallt ein m/z-Wert von 568,9

auf. Hierbei handelt es sich um ein zweifach protoniertes Fragment von Q9, bei dem es zu
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Bindungsbriichen zwischen Zucker und Triazol gekommen ist (M, Abbildung 20). Die einfach
protonierte Form (m/z = 1136,55) und ein nur einmal fragmentiertes Produkt (m/z = 670,5)
konnen ebenfalls detektiert werden. In Abbildung 21 wird ein moglicher Mechanismus
vorgeschlagen. Eine Protonierung am N;-Atom des Triazols ist wahrscheinlich, da es sich um die
Stelle mit der hochsten Basizitat, dhnlich zu Pyridin oder Imidazol, handelt. Diese kationische
Form ist durch die mogliche Ubertragung der Ladung auf das N3-Atom mesomeriestabilisiert.
Durch Bindungsbruch zum Zucker regeneriert sich das Triazol in einer durch das ESI-MS
ermittelbaren Spezies und die Ladung Ubertragt sich auf die Pyranose, deren ringinterner
Sauerstoff durch Mesomerie zur Ladungsstabilisierung beitragt. Eine zuséatzliche Protonierung
des Triazols ist ebenfalls durch Mesomeriestabilisierung beglinstigt, ohne dass das System seine
Aromazitadt einblRt. Dies resultiert in dem starken Signal durch zweifache Zuckerfragmentierung
bei m/z = 568,9. Das entstandene Zuckerfragment kann mit einem m/z-Wert von 204 gefunden

werden. Bei 09 kann auBerdem, wie beschrieben, das Signal einer einfachen

@ HzN‘Q—é_C)_é’AC

Zuckerfragmentierung bei m/z = 670,5 detektiert werden

568,9 [M'+2H]*
100
75
5 [M-1GIcNAc+2H]>
° 50
= 670,5
25 204 [GlCNAC] 794 [M+2Na]2* [M'+H]+ 1136,55
o [ [ o ]
200 400 600 800 1000 1200
m/z
Abbildung 20: ESI-MS-Spektrum von 09. Fragmentor 100 Volt, 0,1 % Ameisensdure. Zur Erlduterung siehe

Abbildung 21. (Tabellarische Darstellung der Fragmente: siehe experimentellen Teil).

Bei Verbindung 09 lasst sich das ESI-MS-Spektrum trotz dieser Fragmentierungen gut deuten, da

hier lediglich zwei GIcNAc-Einheiten ligiert sind und demnach nur maximal zwei verschiedene
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Fragmente entstehen kdnnen. Die Massen lassen sich sehr gut zuordnen, somit bestatigt diese
Art der Spaltung sogar zusatzlich die Struktur des Oligomers. Schwieriger wird es bei den
Oligomeren 010-012, die eine hdhere Zuckervalenz besitzen. Hier kdnnen zahlreiche
Fragmentierungsprodukte mit unterschiedlichen Beladungen entstehen. Die erhdhte Masse der

Substanzen fihrt auBerdem zu zuséatzlichen Isotopenverteilungen.

N
N H
H* H +
HO. o W NHAc ®
o)
s YoH HO\,Q‘“NHAC miz = 204
HO
$  TOH

HO

Abbildung 21: Protoneninduzierte Fragmentierung von GlcNAc-Glycooligomeren im ESI-MS.

In der Folge entstehen sehr stark fragmentierte ESI-MS-Spektren, wie im Spektrum von 012 zu
erkennen ist (Abbildung 22, oben). Neben den zahlreichen Fragmenten sticht hier wieder das
Zuckerfragment bei einem m/z-Wert von etwa 204 heraus. Zur besseren Detektion war eine
Anpassung der Messung notwendig. Zunachst wurde die Ameisensdure aus dem Laufmittel
entfernt. Da sich die Messung zwar verbesserte, aber noch immer starke Fragmentierungen
auftraten wurde weiterhin der Fragmentor sukzessive von 100 Volt auf 40 Volt reduziert. Eine
weitere Anpassung ist moglich, wirde allerdings das Detektionsvolumen im Quadropol zu stark
reduzieren. Das optimierte Spektrum ist in Abbildung 22 unten zu erkennen. Nach wie vor
existiert ein Signal des fragmentierten Zuckers bei 204, welches sich nicht vollstandig reduzieren

lieB. Alle weiteren Signale lassen sich jedoch dem gewiinschten Produkt zuordnen.

Durch die Optimierung der ESI-MS-Analysenmethode konnten von allen GIcNAc-Oligomeren gut
bewertbare Spektren aufgenommen werden. Die Methodik konnte aulRerdem fiir die Messungen
von hochauflésenden UHMS-Spektren verwendet werden (engl. Ultra High Resolution Mass
Spectroscopy). Somit gelang es fir alle praparativ aufgereinigten GlcNAc-Oligomere eine
schlUssige Analytik zu generieren. Die Triazol-Abspaltung kam nicht nur bei ESI-MS Messungen
vor. Unter Verwendung von aziden Matrizen konnte eine dhnliche Fragmentierung mittels
MALDI-TOF Spektroskopie detektiert werden (siehe Anhang, Abbildung 5 bis Anhang, Abbildung
8). Eine Methode mit derer die Fragmentierung hier verhindert wird, konnte jedoch bislang nicht

ermittelt werden.
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Abbildung 22: ESI-MS-Spektrum von 012. Oben eine stark fragmentierende Aufnahme mit 100 Volt
Fragmentorspannung und 0,1 % Ameisensdure. Unten eine stark verbesserte Messung mit 40 Volt Spannung, ohne
Einsatz von Ameisensaure.

Insgesamt konnte eine Serie von GIcNAc-Oligomeren und alkinhaltigen Vorstufen hergestellt
werden. Die Synthese erfolgte, wie beschrieben, nach etablierten Protokollen. Jedoch mussten
einige Punkte angepasst werden, wie die Katalysatorkonzentration bei der CuAAC mit
GlcNAc-Azid (1), oder die Qualitat der ESI-MS-Analytik. Die praparativ aufgereinigten Oligomere
08-13 konnten allesamt analytisch nachgewiesen werden. Substanzen, mit denen an der
Festphase weitergearbeitet wurde, wurden wie beschrieben in analytischen Mengen abgetrennt

und erfolgreich per LC/MS-Analyse untersucht.

3.1.4 Synthese sulfatisierter GIcNAc-Oligomere

Im vorherigen Kapitel wurde die Synthese von GIcNAc-Oligomeren mittels Festphasensynthese
beschrieben. Anhand dieser Ubersicht sollen nun verschiedene Strategien beschrieben werden,
welche zur Synthese sulfatisierter GlcNAc-Oligomere eingesetzt wurden. Die zahlreichen
Moglichkeiten zur Herstellung sulfatisierter Glycooligomere wurden zu Beginn der

Ergebnisdiskussion dargestellt. Arbeiten zu verschiedenen Verfahren wurden zum Teil parallel
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durchgeflhrt, sie werden allerdings an dieser Stelle einzeln betrachtet. Aus der Gesamtheit und
Bewertung aller Strategien ergab sich letztendlich eine optimierte Route, wie in den nachsten

Kapiteln erldutert wird.

3.1.4.1 Sulfatisierung an der festen Phase

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Kevin Janus wurde ein einfache Verbindung (02), bestehend
nur aus einem TDS-Baustein mit GIcNAc ligiert am Tentagel® S Trityl Harz mit
Ethylendiaminspacer (Trt-EDA) an der Festphase sulfatisiert’. Ein Vorteil des Trt-EDA-Harzes
gegenlber TG SRAM sind mildere Abspaltbedingungen. Dies sollte aufgrund der bekannten
Instabilitdt von Sulfaten gegeniber Sauren berticksichtigt werden®®. Ein 15-facher Uberschuss
TMA*S0O; wurde von Kevin Janus fur 12 Stunden bei 60 °C mit dem O2-modifizieren Harz versetzt
und anschlieBend mit funfprozentiger TFA/DCM-Losung fir 60 Minuten abgespalten und in
Diethylether gefallt. Eine 'H-NMR-Analyse zeigte jedoch nur eine teilweise erfolgreiche
Sulfatisierung. Aufgrund der Labilitat der Sulfate testete Kevin Janus weiterhin im Laufe seiner
Bachelorarbeit neben mild-sauren Bedingungen nach Sulfatisierung eine Abspaltung von der
festen Phase mittels Bortrifluorid. Liu et al. zeigten, dass diese Methode geeignet ist, um
sulfatisierte Saccharide ohne Desulfatisierung von der Festphase zu trennen!®”. Bei seinen
Versuchen jedoch schien die Methode aus nicht vollstandig aufgeklarten Grinden inkompatibel

mit der Festphasensynthese zu sein.*>"

IKevin Janus beschaftigte sich im Laufe seiner, von Sebastian Bauer angeleiteten Bachelorarbeit
(Einfiihrung von Sufatgruppen an D-Glucosamin-Seitenketten in Prézisionsglycopolymeren, 2016)1%% mit
ersten Versuchen zur festphasenanalogen Sulfatisierung von N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) Oligomeren.
Von den in dieser Arbeit vorgestellten GIcNAc-Oligomeren stellte er 02 her, allerdings ohne vollstdndige
praparative Aufreinigung. Neben der Festphasensynthese von Oligomer 02 fuhrte an diesem
festphasenanaloge Sulfatisierungen durch und verwendete verschiedene Abspaltungsstrategien, um den
Erhalt der sulfatisierten Strukturen nach der Abspaltung zu Uberprifen. Ergdnzend zu seinen
fesphasenanalogen Sulfatisierungen mit 02 wurden im Laufe dieser Doktorarbeit weitere Methoden zur
Sulfatisierung an der Festphase getestet (Kapitel 3.1.4.1).
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Jennifer Materlik versuchte in ihrer Bachelorarbeit parallel dazu an ahnlichen Oligomeren eine
sulfatisierte, jedoch noch stark verunreinigte Probe GlcNAc-Sulfat (3) per Kickreaktion am Harz
umzusetzen. Doch auch hier zeigten sich nach Abspaltung mit finfprozentiger TFA/DCM-Losung

keine zufriedenstellenden Ergebnisse.*°®!

Ein Problem bei der Sulfatisierung an der Festphase ist, dass sich nicht erschlieSt, ob die
Sulfatisierungsbedingungen per se nicht ausreichen, um den Zucker vollstandig zu sulfatisieren,

oder ob es durch die harschen Abspaltbedingungen zu Desulfatisierungen kommt.

Dennoch wurden im Laufe dieser Doktorarbeit noch wenige weitere Versuche an der Festphase
durchgeflihrt. Tentagel S® RAM wurde ebenfalls verwendet, um ein divalentes O9 mit zweifacher
Zuckervalenz an der Festphase zu sulfatisieren, obwohl dieses System sehr harsche
Abspaltbedingungen mit hohen TFA-Konzentrationen benotigt. Campos et al. schlagen in ihren
Arbeiten eine Tetrabutylammonium(TBA)-Beladung der Sulfate vor, um sie sehr gut vor
Desulfatisierung zu schiitzten**®. Das 09-Modifizierte Harz wurde mit 40 Aquivalenten TMA*S0s
fir 18 Stunden bei 70 °C in DMF gerihrt. Diese Bedingungen zeigten sich, wie in Kapitel 3.1.4.3
gezeigt wird, sehr gut fUr Sulfatisierungen in Losung. Nach Aufarbeitung mit 10 %
Natriumacetatléosung wurde mit Hilfe von Tetrabutylammoniumchlorid (TBACI) ein
Kationenaustausch vorgenommen. Die Abspaltung vom Harz erfolgte mit 90 %-iger TFA-L&sung

bei 0 °C flr 30 Minuten (Abbildung 23).

1.) Sulfatisierung RQ: oR
40 49. TMA*SO, R " Ro ﬁ
18h DMF, 70 °C ~s 0
10 % NaOAc AcHN )
O—n Ac ———————>  H,N Ac é} = N, |
N
2.) Kationenaustausch o 0,
10 % TBACI L
09 3.) Abspaltung 09-Sta Wﬂ/\/ v\ﬂ%
90 % TFA o
30 min, 0 °C
R =H oder OSO;TBA

Abbildung 23: Darstellung der TBA-Stabilisierung nach Sulfatisierung von 09 an der festen Phase und anschlielende
Abspaltung mit 90 Vol.%-iger TFA-LOsung.

Jedoch konnten auch hier H-NMR und ESI-MS Untersuchungen lediglich eine partielle
Sulfatisierung zeigen. Neben dem sechsfach sulfatisierten Produkt, liegen hier auch noch
groBtenteils finf bis zweifach sulfatisierte Oligomere vor. Méglicherweise kommt es bei Zuckern

einfacher zu Desulfatisierungen als bei den von Campos et al. gezeigten Aminosaurederivaten.
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Es wurden noch weitere Versuche mit dem sehr labilen Trityl-Glycinester-Harz unternommen
(03), jedoch zeigte sich hier sogar schon eine Abspaltung vom Harz wahrend der

Sulfatisierungsreaktion. Moglicherweise ist der Linker zu labil fir diese Reaktion.

Um die Sulfatgruppen weiter gegeniiber Abspaltbedingungen zu stabilisieren, wurde der Versuch
unternommen eine Sulfatschutzgruppe einzufihren. Als Beispiele konnen hierfir die
Veroffentlichungen betrachtet werden, welche Trichloroethylsulfat als Sulfatschutzgruppe fir
Saccharide einsetzten. Liu et al. fihrten erstmals Trichloroethylchlorosulfat (TCES-CI) als Reagenz
zur Bildung dieser Schutzgruppe ein!*®Y. Diese funktionelle Gruppe l4sst sich anschlieRend durch
katalysierte Hydrierung wieder in eine Sulfatgruppe Uberfiihren. Die Synthese von TCES-Cl
erfolgte nach Warabi et al.**?) und wurde erstmals zur Sulfatisierung von 01, 04, 05 und 06 an

der Festphase verwendet (Abbildung 24).

TfEtOH Base _ .
O\\//O Pyridin o\\//o R-OH R = GIcNAc oder GlcNAc-Oligomer
S - = S —> R-OTCES
c1” >l cl” N0 el

TCES-CI

Abbildung 24: Bildung einer 2,2,2-Trichloroethylsulfat (TCES) Gruppe nach Liu et all6%],

Die Reaktion an der Festphase mit O1 und 04 verlief allerdings mit einer groRen Anzahl an
Nebenreaktionen, wie durch RP-HPLC/MS Analyse gezeigt werden konnte. Bei labileren Linkern
mit milderen Abspaltbedingungen wurden OH-Gruppen entweder nicht umgesetzt (z. B. bei O5)
oder das Oligomer I6ste sich wahrend der Reaktion mutmallich vom Harz (wie bei O6). Die
Nebenreaktion lassen sich auf die Beschreibung von Ingram et al. zurlckfihren, welche
postulieren, dass es bei der Reaktion mit TCES-Cl zur Ausbildung von Chlorosubstituenten
kommt3. Abhilfe soll der Einsatz von N-Methylimidazol als Base schaffen. Andere Gruppen
beschreiben den auch hier verwendeten Einsatz von DABCO oder DMAP unter guten
Ausbeuten104 161, 1641631 nDoch die Reaktionen an den beschriebenen Oligomeren 01 und 04
flhrten auch unter Einsatz von DABCO oder DMAP zu Nebenreaktionen. Wie Ingram et al.
beschrieben haben, ware der Einsatz eines vorher synthetisierten N-Methylimidazolium-
TCES-Salzes moglich gewesen. Dies wurde jedoch nicht versucht, auch weil die Reaktion des
entschitzten GIcNAc-Azids (2) mit TCES-Cl unter Einsatz von DMAP zur Bildung eines dhnlichen
Ammoniumsalzes fihrte, wie durch *H-NMR-Analyse und ESI-MS (Abbildung 25) nachgewiesen

werden konnte. Im Gegensatz zu den Veroffentlichungen von Ingram et al. kam es im Anschluss
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dieser Salzbildung jedoch nicht zur Umsetzung der OH-Gruppen des N-Acetylglucosamin. Weitere
Versuche mit TCES wurden nicht vorgenommen. Dies lag auch daran, dass bei der Untersuchung
des Reagenzes trotz Lagerung bei-20 °C unter Argon, gegenldufig der Beschreibung von Liu et al.

zu Zersetzungsreaktionen innerhalb von drei Monaten kam, wie durch *H-NMR Untersuchungen

gezeigt werden konnte.
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Abbildung 25: ESI-MS des bei der Reaktion von TCES-Cl mit GIcNAc-Azid (2) unter Einsatz von DMAP entstandenen
Salzes. Dieses Salz fuhrte nicht zur Entstehung von TCES-Schutzgruppen am Saccharid, wie dhnlich von Ingram et al.
mit Imidazoliumsalzen beschrieben wird*%3. Die gefundenen Fragmente korrelieren mit *H-NMR Ergebnissen.

Bei alteren Proben von TCES-Cl fUhrte dies zu stark exothermen Sdure-Base-Reaktionen nach
hinzufligen von DABCO oder DMAP. Doch auch frische Ansétze des TCES-Cl fihrten nicht zu den

gewlinschten Reaktionsprodukten.

Weitere Reaktionen zur Sulfatisierung an der Festphase wurden nicht vorgenommen. Die
Abspaltung vom Harz ist mit zu vielen méglichen Nebenreaktionen verbunden. Aufgrund der
Reaktion an der festen Phase konnen Zwischenstufen und Sulfatisierungsgrad zudem vor
Abspaltung nicht ausreichend aufgeklart werden. Stattdessen wurde mit Versuchen in Losung

fortgefahren.
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3.1.4.2 Klickreaktion von sulfatisiertem GIlcNAc-Azid an alkinhaltigen Oligomeren in
LAsung

1 2 3 o 0
(© 3-6S i O

‘%é'} =°>\1E£} !

HO HN 6Ac HO HN 6Ac 365

Abbildung 26: Klickreaktion mit sulfatisiertem GIcNAc (3) und alkinhaltigem Oligomer (O8) in Losung. (a) 20 mM NaOMe
in Methanol (b) 5 dg. TMA*SO3, DMF, 18h, 70 °C (c) 3 4q. GIcNAc-S, 1,3 dq Cu(I1)SO4, 1,3 4q Na-Ascorbat.

Die, Oligomere O7 - 012 wurden genutzt, um sulfatisierte GIcNAc-Oligomere durch Reaktionen
in Losung herzustellen. Bei O7 und 08 handelt es sich um die Oligomere, welche vor der
Anbringung von GlcNAc vom Harz abgespalten wurden. 08 lief’ sich dhnlich, wie 09 - 013 durch
praparative RP-HPLC mit hohen Reinheiten (>95 %, HPLC) isolieren. Einzig das Laufmittel der HPLC
musste aufgrund der fehlenden Zucker und damit geringeren Polaritét isokratisch auf eine héhere
Acetonitrilkonzentration eingestellt werden. O7 diente als schnell synthetisierte Vorstufe zum
Versuch zur Untersuchung der Reaktivitat einer Fraktion des synthetisierten GIcNAc-Sulfats (3)
aus der Sephadex® LH-20 Chromatographie. Das Oligomer wurde ohne préparative Aufreinigung
eingesetzt. AuRerdem wurde der N-Terminus nicht durch einer Acetylgruppe geschiitzt, sondern
die Fmoc-Gruppe beibehalten. Grund war eine bessere mogliche analytische Bestimmung der
Zielstruktur mit Fluoreszenzdetektoren an der HPLC. Katalysatoren und sulfatisiertes GIcNAc-Azid
(3) wurden fir die Klickreaktion in groReren Mengen als nach NMR-Analyse eingeschatzt,
eingesetzt. Grund daflr war, dass dem Zucker beiliegendes Natriumsulfat nicht quantifiziert
werden konnte. Nach der Klickreaktion wurde das Rohprodukt durch Dialyse aufgereinigt und
mittels ESI-MS-Analyse untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass der Zucker teilweise an das

Oligomer gebunden wurde. Alle nachgewiesenen Verbindungen enthielten allerdings noch
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mindestens eine Alkylgruppe. Des Weiteren konnten die Zuckerreste lediglich als Gemisch aus
zwei- oder dreifach sulfatisierter Form nachgewiesen werden. Unklar ist, ob die Bedingungen der
Klickreaktion zu einer Desulfatisierung gefihrt haben. Analytisch betrachtet lag der Zucker

jedoch, wie beschrieben, vor der Klickreaktion in vollstandig sulfatisierter Form vor.

Zur Erhohung der Alkinkonzentration wurde O8 mit sechs TDS-Einheiten versetzt, damit das Azid
des sulfatisierten GIcNAc (3) mehr Angriffsmoglichkeiten erhalt. Die Anbringung eines
Glycinlinkers sollte die Loslichkeit im Falle einer unvollstandigen Klickreaktion erhdhen und
Vergleichbarkeit zu 010 schaffen. Der N-Terminus wurde wieder mit einer Acetylgruppe versetzt,
um die Stabilitat der Verbindung zu erhéhen und eventuelle Einfliisse durch die Fmoc-Gruppe zu
verhindern. Zur Klickreaktion wurde ein neuer Ansatz GIcNAc-Azid (2) mit optimierten
Bedingungen sulfatisiert und direkt als Rohprodukt eingesetzt (Abbildung 26). Die Aufreinigung
erfolgte mittels Natriumdiethyldithiocarbamat und anschlieRend mit Hilfe von Spintubes
(MWCO: 2000 Da) dialysiert. Zur Analyse wurden ESI-MS und H-NMR eingesetzt. Im ESI-MS
Spektrum konnten, nach Anpassung der Messung, lediglich di- und monosulfatisierte
Zuckerfragmente detektiert werden. Diese Anpassungen werden in Kapitel 3.1.5 weiter erldutert.
Das 'H-NMR Spektrum zeigt jedoch eine sehr hoch sulfatisierte Form von 08, wenn auch

unvollstandig und mit Kontaminationen versehen.

Diese Synthesestrategie schien also zur Herstellung sulfatisierter GIcNAc-Oligomere geeignet zu
sein. Nachteile stellten sich dennoch heraus. Lediglich etwa 1 Gew.-% Ausbeute konnten bei der
Reaktion gewonnen werden. Aullerdem liel} die leicht braune Farbung des Produkts darauf
schlieBen, dass sich nach der Aufreinigung mittels Spintube-Dialyse  noch
Kupfer-Thiocarbamat-Komplex in der Probe befindet. Mdoglicherweise sind diese
Ausbeuteverluste auf den Einsatz der Spintubes zurlckzufihren. Alternativ kdnnte eine Dialyse
unter Verwendung von Dialyseschlauchen zur Aufreinigung verwendet werden. Generell zeigt
dieses Experiment jedoch den Nachteil der Klickreaktion in Losung gegeniber der Klickreaktion
an der festen Phase. Bei den Experimenten in Losung missen die Nebenprodukte mihsam durch
aufwendige Methoden entfernt werden, wohingegen sie bei der Festphasensynthese mit
geringem  Aufwand  weggewaschen werden koénnen. Ohne den Einsatz von
Natriumdiethyldithiocarbamat kann Kupfer nicht vollstdndig aus dem Reaktionsgemisch entfernt
werden. Da in parallel durchgefihrten Arbeiten zur Sulfatisierung von GlcNAc-Oligomeren in
Losung gute Ergebnisse erzielt wurden (Kapitel 3.1.4.3), wurde die Strategie der Klickreaktion in

Losung, trotz guter Aussichten, nicht weiterverfolgt.
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3.1.4.3 Sulfatisierung von GlcNAc-Oligomeren in Losung

Nachdem die vielseitigen Strategien zur Sulfatisierung von GIcNAc-Oligomeren im Einzelnen
erldutert wurden, soll nun die Methode beschrieben werden, welche sich als am erfolgreichsten
herausstellte. Zur Sulfatisierung in Losung wurden die Oligomere 09-012, wie beschrieben,
vollstdndig von der Festphase getrennt und praparativ aufgereinigt. Die Entwicklung dieser
Synthesestrategie wird anhand des divalenten Oligomers 09 beschrieben. Zur Erschliefung der
geeigneten Bedingungen wurden Literaturbeispiele verglichen. Da die Strategien im Laufe dieser
Arbeit parallel getestet wurden, finden sich &dhnliche Beispiele der zuvor beschriebenen

Methoden wieder.

In einem ersten Versuch wurde 09, noch ohne praparative HPLC-Aufreinigung, mit einem
12,5-fachen Uberschuss TMA*SOs auf jede OH-Gruppe bei 60 °C im Ofen versetzt. Die Reaktion
lief 72 Stunden und wurde anschliefend mit Natriumdihydrogencarbonat gequencht und per
Dialyse aufgereinigt. Das H-NMR zeigte eine Konvertierung der OH-Gruppen, allerdings
unvollstdndig und mit einer hohen TMA-Kontamination (siehe Anhang, Abbildung 1). Dass
Bicarbonat nicht optimal zur Entfernung von restlichem Sulfatisierungsreagenz geeignet ist,
stellte sich schon bei Versuchen am Monosaccharid in Kapitel 3.1.2.2 heraus. Mittels Dialyse
schien eine Entfernung des Reagenzes nicht ausreichend zu sein. Mdglicherweise tauscht
Natriumdihydrogencarbonat aufgrund geringer Basenstdrke potenziell entstehende
Trimethylammoniumkationen nicht ausreichend aus, sodass sie sich auch nach der Dialyse noch
auf den Zuckern befinden. Durch *H-NMR-Spektroskopie konnten mindestens 23 % unvollstandig
sulfatisiertes Produkt nachgewiesen werden. Dazu korrelierten ESI-MS-Untersuchungen, bei
denen 3-6-fach sulfatisiertes Produkt detektiert werden konnte. Wie vorher beschrieben, fihrte
auch bei den sulfatisierten GlcNAc-Oligomeren der Zusatz von 0,1 % Ameisensdure bei der
ESI-MS-Analyse zu Desulfatisierungen. Die Intensitat der Signale fur 5- und 6-fach sulfatisiertes
Produkt nahm gegenliber Messmethoden ohne Einsatz von Ameisensdure deutlich ab,
wohingegen die Intensitat der 3- bis 4-fach sulfatisierten Spezies zunahm. AulRerdem konnte
zweifach sulfatisiertes Produkt detektiert werden, welches ohne den Einsatz von Saure bei der

ESI-MS-Analyse nicht entstanden ist.

Im nachsten Experiment wurde sowohl versucht, die Umsetzung der OH-Gruppen
voranzutreiben, als auch die Entfernung der Nebenprodukte zu optimieren. Als stark reaktive

Methode flhrten Raghuraman et al. die Mikrowellen-assistierte Sulfatisierung von kleinen
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Molekilen ein!*®®. Dieses Konzept wurde auf 09 angewendet. Dazu wurde 09 zusammen mit
TMA*S0s3 in einem Pyridin-Acetonitrilgemisch (1:10 V/V) geldst und in einer Rampe bis zu 100 °C
gerihrt. Bei der Mikrowellensynthese wurde allerdings festgestellt, dass trotz kurzer
Reaktionszeiten sofortige Desulfatisierungen und moglicherweise Verkohlungen des
Glycooligomers eingesetzt haben. Es konnten partielle Eliminierungsprodukte in der
ESI-MS-Analyse detektiert werden (Abbildung 27, weiter: Anhang, Abbildung 2 und Anhang,

Abbildung 3). Dazu wurde eine deutliche, dunkle Verfarbung des Reaktionsgemisches nach der

N
A N, |

Synthese festgestellt.

Mikrowelle N
80-100°C
e — wNHAc
HO3SO, H,0 HO3SO,
SO; —
HO3;SO

Abbildung 27: Vorgeschlagene Eliminierungsreaktion des per ESI-MS-Analyse detektierten Produkts aus der
Mikrowellen-assistierten Sulfatisierung von 09.

Generell lieRen sehr starke Verfarbungen wahrend der Sulfatisierung bei Bedingungen Gber 80 °C
auf ein Verkohlen des Glycooligomers schlieen. Die temperaturkontrollierte Erzwingung der
Sulfatisierung war also nur begrenzt moglich. Aufgrund der harschen Bedingungen wurde
daraufhin von der Mikrowellenstrategie abgelassen. Eine weitere Methode zur Verbesserung der
Reaktivitdt wurde von Krylov et al. vorgeschlagen!*®”). Hierbei kommt Trifluorosulfonsiure als
duRerst starke Brgnsted-Saure zum Einsatz. Diese Reaktion verspricht die Freisetzung von SOs in
situ, welches sich anschlieRend mit Alkoholen zum Organosulfat umsetzt. Hier fiihrte der Einsatz
dieses Reagenzes jedoch nicht zur gewlinschten Umsetzung von OH-Gruppen zu den jeweiligen
Sulfaten. Da sich in parallelen Experimenten bessere Ergebnisse zeigten, wurden auch hier die
Reaktionsbedingungen nicht weiter optimiert. Als Alternative zur Dialyse wurde im Laufe der
Arbeit die Sephadex® G10 Saulenchromatographie verwendet. Dieses System verspricht eine
Aufreinigung dhnlich zur Grolkenausschlusschromatorgraphie (Gel-Permeations-
Chromatographie, GPC), auch bei kleineren Molekilen. In den Fraktionen dieser
Chromatographie konnte neben den Produkten jedoch auch immer ein hohes MaR an
Kontaminationen gefunden werden. Wie auch bei der Sulfatisierung des Zuckers festgestellt
wurde, lag das Problem der Kontaminationen nicht nur in der Aufreinigung, sondern vor allem in

der Wahl des Quenchers. Am  geeignetsten zur Entfernung  UberflUssiger
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Sulfatisierungsreagenzien und Salze erwies sich das Quenchen mit zehnprozentiger
Natriumacetatldsung und anschlieRender Dialyse unter Kationenaustausch mit halbgesattigter
Natriumchloridldsung. In der Regel reichte sogar die Behandlung mit Natriumacetat fir einen
lonenaustausch aus. Dies liegt vermutlich in einer erhohten Effizienz von Natriumacetat,
gegenlber Natriumhydrogencarbonat oder Methanol, das komplexierte SOs durch
Sdure-Base-Reaktion zu deaktivieren, ohne dabei unerwiinschte Nebenreaktionen zu vermitteln.
Die optimierten Sulfatisierungs- und Quench-Bedingungen lassen sich von einer dhnlichen,
bereits vorher zitierten Methode nach Wessel et al ableiten™™3. Es handelt sich um die Methode,
mit welcher auch das funktionalisierte Monosaccharid GIcNAc-Azid (2), wie vorher beschrieben,
sulfatisiert wurde. Es konnte gezeigt werden, dass finf Aquivalente SOs im Komplex zu jeder
OH-Gruppe des Oligomers ausreichen, um eine vollstandige Sulfatisierung innerhalb von 17
Stunden bei 70 °C durchzufthren. Allerdings war dieses Ergebnis nicht immer reproduzierbar.
Gegebenenfalls ist die Sulfatisierungseffizienz auch abhangig vom Alter des Komplexes. Obwohl
das Sulfatisierungsreagenz stets (ber Phosphorpentoxid und Stickstoffatmosphare gelagert
wurde, ist aufgrund schlechter werdender Loslichkeit anzunehmen, dass der TMA*SOs-Komplex
im Laufe der Zeit an Reinheit und Effektivitdt (aktives SOs) verliert. Daher wurden die
Reaktionsbedingungen zur Sicherheit auf 40 Aquivalente angepasst. Die Synthese unter
optimierten Bedingungen wird in Abbildung 28 gezeigt. Weitere Oligomere, welche unter diesen

Bedingungen synthetisiert wurden, sind in Tabelle 4 des folgenden Kapitels dargestellt.

1.) 40 aq. TMA*SO3

DMF
70 °C, 17-19h (3-6)S (3-6)S
2.) 10% NaOAc (aq.)
Dialyse
H,N Ac > HN Ac
09 09-S
NaO3;SQ

0SO;Na
NaO3SO 5
(3-6)s d
AcHN N
= N, |
N

Abbildung 28: Sulfatisierung von 09 in DMF unter optimierten Bedingungen.
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3.1.5 Analytik der sulfatisierten GIcNAc-Glycooligomere

Anhand von 09-S1 (Tabelle 4) soll die Analyse der sulfatisierten Glycooligomere beschrieben
werden. Zur Erlduterung der ESI-MS-Problematik bei hochgeladenen Strukturen und fir die

HPLC-Analytik werden anschlielend auch die hohervalenten Strukturen betrachtet.

IR-Spektroskopie

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
100 F " i : y " "

/1550 512

Reflexion [%]

80

HoN

1635,366

Ac

1228,453

Abbildung 29: FT-IR-Spektrum von 09-51.

Wie in Kapitel 3.1.2.3 beschrieben, eignete sich auch bei den sulfatisierten Glycooligomeren die
FT-IR-Spektroskopie sehr gut zur qualitativen Uberpriifung der Produkte. Die Produktspektren
lieBen sich hierzu mit denen des sulfatisierten GIcNAc (3) vergleichen, auch die Vergleiche mit
den unsulfatisierten GIcNAc-Oligomeren helfen bei der Deutung der einzelnen Signale. 09-51
(Abbildung 29) zeigt die typischen Amidbanden der C=0, bzw. C=N-Streckschwingung bei 1636
und 1551 cm?, aufgrund der an der Festphase gekniipften Amidgruppen. Wie beim sulfatisierten
Monosaccharid 3 tritt bei allen sulfatisierten Oligomeren die sehr starke Bande der
S=0-Streckschwingung bei 1228 cm™ auf. Auch nachgewiesen gering sulfatisierte Strukturen
zeigen eine dhnlich stark ausgepragte Bande in diesem Bereich. Eine quantitative Aussage Uber
den Grad der Sulfatierung ist somit also nicht moéglich mittels der FT-IR. *H-NMR-Untersuchungen
sind hier geeigneter zur qualitativen Untersuchung. Bei den wadhrend der Syntheseoptimierung
angefallenen chromatographischen Fraktionen und ausgefallenen Nebenprodukten konnte
jedoch mittels FT-IR innerhalb weniger Minuten Uberpriift werden, bei welcher Spezies es sich

um sulfatisiertes Oligomer handelte.
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'H-NMR-Spektroskopie

5.0
f1 (ppm
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Abbildung 30: *H-NMR-spektroskopischer Vergleich zwischen 09 und 09-S1 (600 MHz, D,0).

Die Umsetzung der OH-Gruppen konnte sehr gut durch H-NMR-spektroskopische
Untersuchungen verfolgt werden (Abbildung 30). Am auffalligsten ist hierbei ein starker Shift der
Zuckerprotonen (i), den Protonen, welche durch die Sulfatisierung am meisten beeinflusst
werden. Der Ubergang der Tieffeldverschiebung von unsulfatisierter Spezies zum finalen Produkt
ist in Abbildung 30 farblich markiert. Die Intensitat dieser Tieffeldverschiebung nimmt ab, je
weiter man sich von der Stelle mit der hochsten Sulfatisierungsdichte wegbewegt. Sie ist jedoch
immer noch sehr deutlich beim B-anomeren Proton (j) erkennbar und kann auch noch beim
Triazol-Proton (h) gezeigt werden. Ahnliche Untersuchungen von Krylov et al. an vergleichbaren
Sacchariden haben gezeigt, dass der Sulfatisierungsgrad anhand der Signale des anomeren
Protons quantifiziert werden kann!*®”!. Das Oligomerriickgrat zeigt keine chemische Verschiebung
gegenlber des unsulfatisierten GlcNAc-Oligomers, da es sich zu weit von der sulfatisierten Stelle
entfernt befindet (2,4-3,8 ppm). Man sieht jedoch eine Verbreiterung der Signale, welche

moglicherweise auf verdnderte, sterische Anforderungen der Zielstruktur zurickzufihren sind,
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resultierend aus elektrostatischer AbstoRung der Anionen (b, ¢, d, e). Im Spektrum kann
aulerdem eine zusatzliche Tieffeldverschiebung der Bernsteinsdureprotonen (a) gefunden
werden. Es gibt starke Hinweise darauf, dass dieser Shift durch eine Sulfatisierung des
C-terminalen Amids an der letzten Bernsteinsdaureeinheit verursacht wird. Denn im
ESI-MS-Spektrum der Struktur kann eine siebenfach sulfatisierte Spezies nachgewiesen werden
(siehe Abschnitt ESI-MS). Des Weiteren wurde im H-NMR-Spektrum des an der Festphase
sulfatisierten Oligomers 09-S1a (vgl. Abbildung 23) eine solche Verschiebung nicht festgestellt
(siehe Anhang, Abbildung 4). Diese ist hier nicht moglich, da es an der Festphase nicht zu einer
Sulfatisierung an dieser Stelle kommen kann. Ein vorgeschlagenes Schema dieser Sulfatisierung
ist in Abbildung 31 dargestellt. Die zugehotrige Masse kann per ESI-MS, wie spater gezeigt,
nachgewiesen werden. Bei Glycooligomer 010 wurde ein Glycin-Linker eingesetzt, um zu
untersuchen, ob sich im *H-NMR-Spektrum eine dhnliche Verschiebung zeigt. Tatséchlich kann
diese nicht im Spektrum von 010-S gefunden werden, da die endstdndige Carbonsdure nicht
sulfatisiert werden kann. Lediglich die Verschiebung durch das Glycin-Ende, welche auch beim
nicht-sulfatisierten Oligomer auftritt, ist zu sehen. Da diese Sulfatisierung allerdings nicht immer
auftritt, wird das C-terminale Amid der entsprechenden sulfatisierten Oligomere im Folgenden

als nicht-sulfatisiert dargestellt.

AL
o) oo © @o/s\o
H TMA*SO; N N H
HoN —> 00 \H HN
o] o] o]

Abbildung 31: Vorgeschlagene Sulfatisierung des C-terminalen Amids der Tentagel S® RAM synthetisierten
GlcNAc-Oligomere.

Zudem sieht man diese Verschiebung bei Oligomeren 011-S und O12-S nicht in dieser Form.
Grund dafur kénnte sein, dass sich diese Protonen zur genauen Quantifizierung dieser partiellen
Sulfatisierung zu sehr tberlagern. Ein Ringproton des N-Acetylglucosamin (i) kann nicht gefunden
werden, da es vermutlich unter dem groRRen Losemittelsignal von HDO liegt (4,79 ppm). Dieses
Signal erschwert zudem die Quantifizierung der Ringprotonen, da es die Basisline der
umlagernden Protonen erhoht. Daher wurde das Signal des Anomers zur Bestimmung der
vollstandig OH-konvertierten Molekile verwendet. Dazu wurde das am weitesten
tieffeldverschobene Zuckerproton (j) mit den Signalen der nur partiell sulfatisierten Molekile im
Bereich 5,20-5,98 ppm verglichen. Die Sulfatisierungsgrade aller GIcNAc-Oligomere sind
tabellarisch dargestellt (Tabelle 4). Alle NMRs der sulfatisierten Oligomere 010-, 011- und 012-S
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lassen sich mit denen von 09-S vergleichen. Die Zuckerprotonen zeigen die gleiche
Tieffeldverschiebung. Die Art des Backbones (EDS-Spacing und vicinale GIcNAc-Reste) wirkt sich
nicht auf die chemische Verschiebung aus. Die Backbonesignale passen in ihren Intensitaten alle
zu den Zuckersignalen. Vereinzelnd sind jedoch Signale zu erkennen, welche von nur partiell
sulfatisierten Oligomeren stammen. Diese Signale fallen im Bereich zwischen 3,7 und 4,7 ppm an.
In manchen Spektren von 09-S ist eine unaufgeklarte Kontamination bei 3,05 ppm zu erkennen

(innerhalb g), welche nicht durch Dialyse entfernt werden konnte.

Tabelle 4: Reaktionsbedingungen der Sulfatisierung in DMF und dazugehoriger Anteil vollstandig sulfatisierten
Oligomers im finalen Produkt.

Struktur M [g/mol] Ag2TMA*SOs TP[°C] T¢[h]  d.5.9[%]
09-51 36(S) 2255,3 40 60 115 >99
09-52 2255,3 40 70 18 95,0
H,N Ac
09-53 2 2255,3 40 70 18 98,5
3-6(S)
O
010-S ) 5045,0 50 70 19 98,7
HO HN{{;—}%AC
3-6(S)
011-S 6702,3 40 70 18 89,9
H,N LA
3-6(S)

012-S 8837,6 40 70 18 85,2
HoN Ac
10

(a) - Aquivalente TMA*S03 bezogen auf die OH-Gruppen des Oligomers

(b) - Reaktionstemperatur
(c) - Reaktionszeit

(d) - 'H-NMR ermittelter Sulfatisierungsgrad - relativer Anteil vollstindig sulfatisierten Oligomers

Anhand Tabelle 4 wird der Sulfatisierungsgrad der Oligomere ersichtlich. Gemeint ist damit der
relative Anteil der Oligomere, bei denen alle OH-Gruppen des N-Acetylglucosamin zu
Organosulfat umgesetzt wurden sind. Die restlichen Prozente resultieren aus partiell

sulfatisierten Strukturen. Man erkennt eine Tendenz, dass der Sulfatisierungsgrad mit
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zunehmender Valenz abnimmt. Die Effektivitdt der Sulfatisierung sinkt also mit zunehmender
Anzahl anhidngender GlcNAc-Einheiten. Bei 010-S sieht man, dass mit erhéhter Aquivalenz des
Sulfatisierungsreagenz der Grad der Sulfatisierung in Relation etwas erhoht ist. Die Bedingungen
hatten sicherlich noch weiter optimiert werden kénnen. Allerdings muss man festhalten, dass die
Ergebnisse auch nicht immer reproduzierbar waren. Zum Teil reichten schon 5 Aquivalente zum
Erhalt eines hohen Sulfatisierungsgrads bei 09 aus, andere Ansadtze hingegen zeigten zu spaterem
Zeitpunkt eine geringere Effektivitat. Dies sieht man auch bei den prozentualen Unterschieden

zwischen 09-S2 und 09-S3. Die Tendenzen sind also mit Vorsicht zu betrachten.

ESI-Massenspektrometrie

Wie schon bei der Analyse des monosacchariden Sulfates erlautert wurde, kommt es beim Einsatz
von Ameisensaure zu Desulfatisierungsreaktionen wahrend der ESI-MS-Analyse. Bei der Messung
von Verbindung 09-S ohne Zusatz von Ameisensaure in der Negativmethode, kann sie in 6- und
7-fach sulfatisierter Form detektiert werden. Diese Ubersulfatisierung resultiert, wie
beschrieben, mit hoher Wahrscheinlichkeit aus der Sulfatisierung des C-terminalen Amids. Fir
eine Sulfatisierung an anderer Stelle konnten keine respektiven Massen beschrieben werden. Das
allgemeine Rauschen in der Negativmethode fillt hoher aus, jedoch konnten keine Signale
detektiert werden, welche auf eine geringere Sulfatisierung schlieRen lassen. Bei Produkten, die
laut NMR-Analyse eine deutlich geringere, vollstandige Sulfatisierung aufweisen, lassen sich
hingegen auch ein- bis finffach sulfatisierte Oligomere detektieren. Die Zuordnung der ESI-MS
Signale von 09-S1 aus Abbildung 32 ist in Tabelle 5 zu finden. Die héhervalenten und dadurch
hoher geladenen Strukturen 010-S bis 012-S konnten durch ESI-MS nicht vollstandig aufgeklart
werden. Von natlrlich sulfatisierten Strukturen, wie Glycosaminoglycanen ist bekannt, dass
verschiedene Faktoren das Ergebnis der ESI-MS-Spektren beeinflussen kénnen. So kénnen viele
unterschiedliche Ladungszustande existieren und die Oligomere kénnen unterschiedliche, partiell
desulfatisierte Strukturen haben. AuBerdem gibt es bei Sulfaten die Mdglichkeit stabile Addukte
mit ubiquitdren Alkali- und Erdalkalikationen zu bilden. In der Vergangenheit wurden
verschiedene Methoden untersucht, die Analytik durch gezielte Einstellung der Kationen und
Fragmentierung zu erleichtern und spezielle Sulfatisierungsmuster zu entschliisseln*®171 Daher

wurden die ESI-Experimente zur Detektierung der sulfatisierten Oligomere ebenfalls einzeln, mit
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Abbildung 32: ESI-MS-Spektra von 09-S1 (oben) und v on 012-S unter verschiedenen Bedingungen (mittig, unten).

unterschiedlichen Fragmentierungsspannungen, angepasst. Bei Betrachtung des Spektrums von
012-S mit einer Fragmentorspannung von 60 Volt (H,0:MeCN, 1:1 Vol.%) findet man eine hohe
Anzahl an Signalen im Detektionsfeld von 200 bis 2000 m/z (Abbildung 32, mittig). Hierbei kommt
es offensichtlich zu einer starken Fragmentierung, obwohl die Fragmentorspannung gegentber
der Detektion von 09-S1 schon angepasst wurde. Durch die Reduzierung der Spannung konnten
die Fragmente klar beeinflusst werden, ohne jedoch Signale zu generieren, denen spezifische

Massen
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Tabelle 5: Berechnete und gefundene m/z Werte fir 6- und 7-fach sulfatisiertes N-Acetylglucosaminoligomer 09 (vgl.
Abbildung 32, oben).

7x sulfatisiert [CeaH100N1904657Na7] 6x sulfatisiert [CeaH101N19043S6Nas]

m/z berechnet m/z gefunden m/z berechnet m/z gefunden
[M-7Na]” = 299.2 299.4  [M-6Na)® =3359 3362

[M-6Nal® =352.9 353.0 [M-5Nal> = 407.7 407.8

[M-5Na]> = 428.1 428.3 [M-4Na]* = 515.4 515.7

[M-4Nal]* = 540.8 5411

[M-3Na]>=728.8 729.0

zugeordnet werden konnten. Das Losemittel wurde wieder mit 0,1 Vol.-% Ameisensdure versetzt
und auf einen 95 Vol.-%igen Wassergehalt justiert, um spezifische Fragmentierungen zu
erzwingen. Diese Fragmente sind in Abbildung 32 (unten) zu erkennen. Bei diesen Fragmenten
handelt es sich um die ein- bis dreifach sulfatisierten, einzelnen Fragmente des
N-Acetylglucosamin. Daran wird deutlich, wie entscheidend die Polaritdt und Protizitat des
Losemittels fiar die Bildung solch hochpolarer und geladener Fragmente sind. Die

Fragmentierungsprodukte und dazugehdrige Ladungszahlen werden in Abbildung 33 dargestellt.

® ® ®
HOﬁSO\/Qm NHAc HO3SO, \’Qm NHAc HO3SO, \’Qm NHAc
§  "OSOsH §  OH §  OH
HO5S0 s HO5S0 HO
m/z [M-2H]" = 441,94 m/z [M-2H]" = 361,99 m/z [M-2H]" = 282,03
gefunden = 441,8 gefunden = 361,95 gefunden = 281,95

Abbildung 33: ESI-MS detektierte Fragmente von 012-S (vgl. Abbildung 32). Die Position der nicht umgesetzten
OH-Gruppen kann dabei variieren.

Durch die Ameisensaure liegen die Fragmente im Vergleich zur ESI-MS Untersuchung von 09-S1
auch nicht in Natrium-beladener, sondern in protonierter Form vor. Interessanterweise kénnen
diese Fragmente auch nicht durch dhnliche Spannungs- und Ldsemitteleinstellungen bei der
divalenten Struktur 09-S gefunden werden. Grund daflr ist moglicherweise die kleinere

MolekilgroRe und Ladungszahl, was eine bessere Detektierbarkeit in unfragmentierter Form
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bewirkt. Aufgrund der hohen Ladungszahl bei den hoher sulfatisierten Strukturen wird eine hohe
lonisierungsenergie benotigt, um Kationen zu abstrahieren und die m/z-Werte in detektierbare
Regionen zu flhren. Daher ist es energetisch wahrscheinlicher die Strukturen, abhdngig von
Spannung und Losemittel, in kleinere leichte Fragmente mit geringerer Ladung umzuwandeln,
welche durch mesomere Effekte und Losemitteleffekte eine gute Stabilitdt erhalten. Im
Gegensatz zu den unsulfatisierten Vorstufen konnten jedoch keine Triazolfragmente in der
Negativmethode detektiert werden (vgl. Abbildung 20 und Abbildung 21). Zu sehen sind einige
gedampfte Signale im Bereich 450 bis 2000, die moglicherweise aus verschiedenen
Ladungszustanden und Isotopenverteilungen resultieren. Der Fragmentor wurde nicht weiter
reguliert, da sich das Detektionsvolumen, also die Anzahl der vom Detektor ermittelten Massen,
bereits auf einem niedrigen Niveau befand. Generell konnte durch die ESI-MS-Analyse jedoch ein

messbares Sulfatisierungsmuster gezeigt werden.

SAX-HPLC Analyse

Zur chromatographischen Analyse wurde, wie schon beim monosacchariden GlcNAc-Sulfat (3),
eine Zorbax® SAX Saule verwendet (vgl. Kapitel 3.1.2.3, Abbildung 18). Es wurden zunéchst die
gleichen Bedingungen flir das sulfatisierte Glycooligomer 09-51 eingesetzt. Hierbei kam es jedoch
nicht zu einer detektierbaren Eluierung der Substanz. Aufgrund der héheren Ladung kdnnte die
lonenstarke des Puffes zu schwach sein, um das Glycooligomer von der stationdren Phase zu
trennen. Daher wurde eine Methode von Trehy et al. adaptiert, um die Glycooligomersulfate zu
eluieren®”?, Doch auch mit sehr starken NaCl-Gradienten (0,02 - 1,5 M) konnte die Struktur nicht
eluiert werden. Scheinbar existieren zwischen dem sulfatisierten Oligomer und der Saule
zusatzlich noch hydrophobe Wechselwirkungen, welche nicht durch einen starken Salzgradienten
aufgehoben werden kénnen. Dabei kommt vermutlich besonders das ungeladene und recht

unpolare Amidrickgrad (abgesehen vom EDS-Spacer) zum Tragen.

Um die hydrophoben Wechselwirkungen zu Gberkommen, wurde zu einem stark ionischen
Gradienten auch der Anteil eines organischen Losemittels erhdht. Dabei musste allerdings auch
auf eine mogliche Prazipitation des Oligomers, oder des im Eluenten enthaltenen Salzes, geachtet

werden. Letztlich wurde der maximale organische Anteil auf 30 Vol.- % Acetonitril in Wasser
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adjustiert. Bei dieser Konzentration war es moglich einen starken Gradienten Natriumchlorid

einzusetzen.

012-S
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Abbildung 34: SAX-HPLC der sulfatisierten Oligomere 09-S1, 011-S und 012-S.
Elutionsgradient: 1,5-30 Vol.-% Acetonitril bei 40-800 mM NaCl.

So konnten alle sulfatisierten Glycooligomere erfolgreich eluiert und detektiert werden.
Abbildung 34 zeigt die Chromatogramme der Strukturen 0-9, 011 und 012 in sulfatisierter Form,
welche hintereinander gemessen wurden. Q10 ist nicht zu sehen, da es an einem anderen Tag
gemessen wurde und es durch leichte Puffer-, Druck- und Temperaturunterschiede zu moderaten
Schwankungen bei der Eluationszeit kam und es deswegen nicht vergleichbar dargestellt werden
konnte. In den vergleichbaren Proben der dargestellten Chromatogramme sieht man eine mit der
Ladung der Molekdle steigende Retentionszeit, auch wenn der Unterschied zwischen 011-S und
012-S, mit Retentionsmaxima von 20,8 und 21,8 Minuten, sehr gering ausfallt. Deutlicher ist der
Unterschied zwischen dem divalenten, sechsfach negativ geladenen 09-S1 und dem 24-fach
geladenen, octavalenten 011-S, da hier auch der Ladungsunterschied wesentlich groRer ist.
Auffallig ist die bimodale Verteilung von 09-S. Moéglicherweise ist sie Resultat der teilweisen, wie

vermutet siebenfachen Sulfatisierung der Struktur durch das primare Amid. Diese Auftrennung
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sieht man bei isokratischer Trennung mit 60 Vol.-% Acetonitril noch deutlicher (siehe
experimentellen Teil). Ein zweites Maximum sieht man bei 011-S und 012-S nicht. Ein solches
Signal, verursacht durch eine Sulfatisierung des primaren Amids, ist aufgrund der ohnehin
héheren Ladung moglicherweise nicht zwingend sichtbar. Moglicherweise ist der Einfluss der
Ladungen auf die Retentionszeit bei geringeren Ladungen deutlicher, wie es beim
Chromatogramm in Kapitel 3.1.2.3 zu sehen ist (Abbildung 18). Daraus resultiert eventuell auch
der geringe Anstieg der Zeiten zwischen 011-S und 012-S. Zudem konnte eine Sulfatisierung des
primaren Amids bei 011-S und 012-S auch geringer ausgefallen sein. Auch die *H-NMR-Spektren
dieser Verbindungen zeigten den entsprechenden Shift nicht so deutlich wie Verbindung O9-S.
Moglicherweise ist die Amid-Endgruppe bei den hohervalenten Strukturen nicht so leicht
zuganglich. Auch der fehlende EDS-Spacer zum C-Terminus kénnte die Sulfatisierung an dieser
Stelle sterisch zuséatzlich erschwert haben. Aufgrund der Fragmentierung bei der ESI-MS-Analyse
konnte dieses Phanomen massenspektrometrisch nicht nachvollzogen werden. Eine bisher nicht
diskutierte Ursache der Signalverteilungen bei der SAX-HPLC konnten unterschiedliche
Ladungszustdande sein. Allerdings sollten die Systeme aufgrund der Pufferung durchweg negativ
geladen sein. Eine im ndchsten Abschnitt beschriebene Erklarung der Signalaufteilungen kénnte
weiterhin auf der Médglichkeit beruhen, dass die Oligomersulfate Aggregate bilden und
Uberstrukturen mit unterschiedlichem Elutionsverhalten entstehen. Zur genaueren
Beschreibung der einzelnen Elutionsabschnitte ware eine praparative Aufreinigung der
sulfatisierten Oligomere sinnvoll. Dieser Schritt erfolgte im Laufe dieser Arbeit allerdings aufgrund

fehlenden Equipments nicht.

Generell konnte durch die starke Anionenaustauschchromatographie gezeigt werden, dass sich
diese gut fur die sulfatisierten GIcNAc-Oligomere applizieren lasst. Durch geeignete Anpassung
der Laufmittel-Puffer konnten alle Strukturen erfolgreich eluiert werden. Da das System aufgrund
der gepufferten Lésungen nicht an ein ESI-MS-Gerat gekuppelt werden kann, kann keine exakte
Strukturaufkldrung der einzelnen Fraktionen betrieben werden. Daher dient diese Methode nicht
idealerweise zur Reinheitsbestimmung, wie etwa die RP-HPLC fir die Analytik der nicht

sulfatisierten GIcNAc-Oligomere.
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Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die hohe Ladungsdichte von bis zu 31 mdglichen Ladungen bei Verbindung 012-S erhoht die
Hydrophilie des Molekdls sehr stark. Allerdings enthalt die Struktur durch das Amid-Rickgrat auch
Anteile, die zu intra- und intermolekularen Wechselwirkungen fiuhren kénnen. Aufgrund von
Ergebnissen zu spater beschriebenen Untersuchungen mit L-Selektin und HPV16 wurde die
Moglichkeit der Verbindung in wassrigen Systemen Aggregate zu bilden untersucht. Um den
hydrodynamischen Radius in verschiedenen Elektrolyten zu bestimmen wurde ein Nicocomp ZLS
3000 System (Particle Sizing Systems) verwendet. Das jeweilige Maximum der
GroRenverteilungskurven (Abbildung 35) wurde zur Bestimmung der PartikelgrofRen selektiert.
012-S wurde verwendet, da es das hochste Molekulargewicht und die héchste Ladungsmenge
aller sulfatisierten Glycooligomere hat. Abbildung 35 zeigt eindeutig ein elektrolytenabhéangiges

Verhalten des hydrodynamischen Radius.
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Abbildung 35: GroRe zu Volumen Verteilung aus der dynamischen Lichtstreuung von 012-S, gemessen in drei
verschiedenen Puffern.

Bei einer Konzentration von 3,6 mg/ml zeigt die Verbindung 012-S in Wasser ein Maximum der
Verteilung bei 68 nm. Wahrend der Messungen mit geringeren Konzentrationen gab es Probleme

eine stabile Autokorrelationsfunktion zu erhalten. Die Verbindung hat in MilliQ-Wasser den
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grolRten Radius. Eine mogliche Erklarung ist, dass es aufgrund intermolekularer
Wechselwirkungen zu einer mizellendhnlichen Anlagerung der Molekile kommt, bei der sich die
Sulfatgruppen umorientieren. Im gleichen Puffer, wie bei den Experimenten mit L-Selectin, kam
es zu einer Verringerung des Radius auf 45 nm. Der Puffer enthalt mit 20 mM HEPES, 150 mM
NaCl und 1 mM CaCl, einen sehr starken Elektrolyten, welcher in der Lage sein sollte,
Aggregationen durch starke Ladungseffekte zu verhindern. Moglicherweise spielen die
Calciumkationen eine Rolle bei der intermolekularen Verbindung der Strukturen durch die
Sulfatgruppen, sodass mit 45 nm ein noch immer gréoRerer Radius entsteht als es einzelne
Molekile vermuten lassen. Die Existenz relativ langlebiger Salzbricken, die von Calciumkationen
geformt werden kénnen*73174 kénnte durch die groRe Anzahl an Sulfatgruppen derart verstarkt
werden, dass ein Effekt auch bei geringen Ca?*-Konzentrationen von 1 mM gemessen werden
kann. Dies wirde eine Aggregation trotz der sehr starken Salzkonzentration (150 mM NaCl)
erklaren. Bekréaftigt wird diese Hypothese, wenn man sich den Radius beim System ohne
Calciumkationen ansieht. Hier sieht man einen deutlich geringeren hydrodynamischen Radius von
5,7 nm. Der starke, ionische Puffer sorgt dafir, dass die Aggregation unterdrickt wird und der
Radius in den Bereich fallt, wie er fir Einzelmolekile zu erwarten ist. Im Allgemeinen sieht man
zwischen den drei Systemen nicht nur Unterschiede bei der durchschnittlichen PartikelgroRe,
sondern auch bei der Breite der Verteilungen. Bei den Aggregaten sieht man eine grofRe
Verteilung, was auf eine Vielzahl unterschiedlicher Zusammenlagerungen schliefen lasst.
Zusammenfassend ldsst sich konstatieren, dass Calciumkationen einen sichtbaren Effekt auf das
Aggregationsverhalten von sulfatisierten GIcNAc-Glycooligomeren haben kénnen und dass dieser

Effekt bei den spateren Messungen beriicksichtigt werden muss.
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3.1.6 Einfluss auf L-Selektin Inhibierung, Komplementaktivierung und Blutkoagulation

von sulfatisierten GIcNAc-Glycooligomeren

Dr. Kim Silberreis und Dr. Jens Dernedde vom Institut flr Laboratoriumsmedizin der Charité
Universitatsmedizin Berlin fihrten an ausgewahlten sulfatisierten GIcNAc-Glycooligomeren die
im Folgenden vorgestellten Inhibitionsstudien von L-Selektin durch?. Die Arbeitsgruppe befasste

124 Dabei wird ein etabliertes, kompetitives

sich, schon in der Vergangenheit mit solchen Studien!
SPR-Verfahren eingesetzt (Surface Plasmon Resonance)*’®. Das beschriebene Verfahren wurde
in Kombination mit den sulfatisierten Glycooligomeren 09-S2, 011-S und 012-S verwendet um
den inhibitorischen Einfluss auf die Bindung zwischen L-Selektin und seinem natirlichen
Liganden, Tyrosinsulfat- (s-Tyr) und Sialyl Lewis X (sLe¥), zu untersuchen (Tabelle 6). Des Weiteren
wurde das Verhalten der Glycooligomersulfate wahrend der Blutkoagulation (Tabelle 6) und auf

die Inhibierung der Komplementakivitdt von Dr. Kim Silberreis und Dr. Jens Dernedde evaluiert®.

Auch diese Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.

Komplemetinhibierung

Bei der Komplementinhibierung spielen Sulfate, wie Heparin, haufig eine wichtige Rolle!*’®).

Obwohl die Strukturen 09-S2, 011-S und 012-S Ahnlichkeit zur Ladungsart des Heparins besitzen
(sulfatisiertes Saccharid), konnte die Komplementaktivierung nur um etwa 10 % gesenkt werden.

Auch bei Konzentrationen bis 2 uM konnte keine starkere Inhibierung festgestellt werden.

Dies ist vermutlich auf die im Vergleich zu Heparin geringere GroRe und Ladungsdichte der
Glycooligomere zuriickzufihren. Die sulfatisierten Glycooligomere zeigen jedoch Spezifitat

gegenliber L-Selektin, ohne groBeren Einfluss auf weitere Systeme, wie Proteine

1Dr. Kim Silberreis (Institut fiir Laboratoriumsmedizin) erhielt Proben sulfatisierter GlcNAc-Oligomere, die
im Laufe dieser Arbeit entstanden sind und flhrte hierzu eigenstandig Versuche zur L-Selektin-Inhibierung,
Komplementaktivitat und Blutkoagulation durch. Die Auswertung der Daten erfolgte ebenfalls durch Dr.
Kim Silberreis.
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der Komplementkaskade und unterscheiden sich somit von anderen nicht-natlrlichen

sulfatisierten Makromolekiilen, wie etwa dendrischen Polyglycerolsulfaten””).

Tabelle 6: Partielle Thromboplastinzeit und mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) der L-
Selektin-Inhibitionsstudien von sulfatisierten GIcNAc-Glycooligomeren.

Struktur M [g/mol]? Zuckervalenz Ladung® ds© (%] PTTY[s]  ICso [uM]®
09-S2 2255.3 2 -7 95.0 27.6 k.l.
011-S 6702.3 8 -25 89.9 29.7 0.6
012-S 8337.6 10 -31 85.2 29.9 2.2

(a) Molekulargewicht des Oligomers bei vollstandiger Sulfatisierung

(b) Maximalladung bei zusatzlicher Sulfatisierung des primaren Amids

(c) Grad der Sulfatisierung; relativer Anteil der vollstdndig OH-Gruppen umgesetzten Oligomere (*H-NMR)
(d) Partielle Thromboplastinzeit (engl. PTT) bei 10 pg/ml, Negativkontrolle: 27,7 s, Heparin > 100 s

(e) ICso-Werte der L-Selektin-Inhibition, k.I. - keine Inhibierung

Einfluss auf die Blutkoagulation

In Tabelle 6 sind die partiellen Thromboplastinzeiten (engl. partial thromboplastin time, PTT) bei
einer Glycooligomer-Konzentration von 10 pg/ml zu sehen. Wie durch die PTT gezeigt werden
kann, haben die Glycooligomersulfate wenig Einfluss auf die Blutkoagulation. Im Vergleich zur
Negativkontrolle konnte eine Verlangerung der Koagulationszeit von 2 Sekunden nachgewiesen
werden, die aber deutlich unter der antikoagulanten Wirkung des Heparins (> 100 s) liegen.
Strukturelle Unterschiede, wie die Ladungsverteilung und die Valenz, zwischen Heparin und den
Glycooligomeren kénnten hier zu Grunde liegen. Wahrend Heparin unter anderem
N-Sulfatisierungen aufweist, fehlen diese bei den Glycooligomeren. Heparin bindet Uber seine
(N-)Sulfatisierungen affin an Antithrombin und fihrt somit zur Verlangerung der Koagulationszeit.
Diese Eigenschaft fihrt dazu, dass der Einsatz von Heparin als therapeutische Applikation limitiert
ist!*? 178 Die Glycooligomere hingegen weisen diese N-Sulfatisierungen nicht auf, was zu einer
geringeren Bindungsaffinitdt gegendber Antithrombin flihren kénnte. Dadurch ware die

verminderte, aber vorzuziehende Eigenschaft eines Therapeutikums, die Koagulationszeit wenig

zu beeinflussen, gegeben.
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L-Selektin Inhibierung

Tabelle 6 kann weiterhin entnommen werden, welchen inhibitorischen Einfluss die
Glycooligomere auf die Bindung von L-Selektin an seine natirlichen Liganden s-Tyr und
sLe*-aufweisen. Hierfiir wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) mittels des bereits
beschriebenen kompetitiven SPR-Verfahrens ermittelt. Da fir die divalente Struktur von 09-52
kein ICso-Wert ermittelt werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass die geringe Ladung und
Valenz der Struktur die kationischen und zurckerspezifischen Bindungsstellen des L-Selektins

gegenlber seinen Liganden nicht ausreichend abschirmen kann.

Die Verbindungen 011-S und 012-S weisen ICso-Werten im nano- und mikromolaren Bereich auf.
Multivalenz kénnte eine Rolle in der Bindung zu L-Selektin spielen, da die Erhéhung der
Zuckervalenz im Vergleich zu 09-S2 zur Inhibierung fihrt. Allerdings bleibt unklar, ob die starkere
Bindung lediglich ein Effekt der Prasentation negativer Ladungen auf der Oberflache ist, oder ob
die spezifischen Zucker und deren Positionierung eine entscheidende Rolle spielen.
N-Acetylsglucosamin-spezifische Wechselwirkungen kénnten auch durch eine Ubersulfatisierung
der Strukturen gedampft sein. Die decavalente Struktur O12-S scheint die Bindung im Vergleich
zur octavalenten Struktur O11-S nicht zu verstarken. Eine hohere Ladung fihrt nicht zwangslaufig
zu einer starkeren Bindung, allerdings sind einzelne Zucker bei 012-S durch den niedrigeren
Sulfatisierungsgrad gegebenenfalls auch weniger stark mit negativen Ladungen behaftet. Die
natlrlichen Liganden von L-Selektin zeigen, dass dessen Bindungsaffinitat von Sulfaten (s-Tyr) und

anderen Anionen (Sialyl Lewis X) abhangig ist.

Nach Eintritt des ICso-Wertes stellt man teilweise einen Anstieg des SPR-Signals fest (siehe
Experimentellen Teil). Dazu kommen hohe Standardabweichungen bei allen Experimenten. Wie
durch DLS-Experimente gezeigt werden konnte (Kapitel 3.1.5), kdnnten Ca?* beinhaltende Puffer,
wie bei der L-Selektin Bindungsstudie eingesetzt, eine Aggregation der sulfatisierten
Glycooligomere bewirken und daher zu den beschriebenen Effekten des Experiments fihren. Da
geringere Konzentrationen als 3,6 mg/ml allerdings zu mangelhaften Autokorrelationskurven
beim DLS-Experiment fihrten, konnte ein konzentrationsabhdngiger Zusammenhang der
Aggregation im Bereich der L-Selektinbindungsstudien (10 - 1000 ug/ml) nicht untersucht

werden.

Die ICso-Werte im mikro- und nanomolaren Bereich sind bei dhnlichen Experimenten, zum

Beispiel mit polydendrischen Anionen zu finden!*?4. N-Acetylglucosamin scheint die Bindung zu

69



Il - Ergebnisse und Diskussion

L-Selektin nicht starker zu beeinflussen, wenn man mit Strukturen vergleicht, die keine
spezifischen Zucker aufweisen. Jedoch ist auch die abweichende Architektur (linear gegeniiber

verzweigt) der Strukturen zu bericksichtigen.

In vergangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Zuckerdichte, Positionierung und
Molekulargewicht der Glycooligomere die Bindung zu Lektinen stark beeinflusst!*’®!. Eine dhnliche
Strategie kdnnte auch mit den sulfatisierten Glycooligomeren erfolgen, um so eine Verstarkung
der Inhibierung zu erreichen. Dazu konnte die Ladungsdichte, spezifische Sulfatisierung der

Zucker oder die Positionierung der Zucker auf dem Oligomergerist variiert werden.

3.1.7 HPV-Inhibierung der sulfatisierten GIcNAc-Oligomere

In diesem Kapitelabschnitt wird sich mit der Fragestellung befasst, ob sulfatisierte
GlcNAc-Oligomere in der Lage sind die Infektion von Hela-Zellen (ATCC®) durch den Humanen
Papillomavirus Typ 16 (HPV-16) zu inhibieren. Wie in der Einleitung beschrieben, benétigt HPV-16
Heparansulfat, welches sich auf den Heparansulfatproteoglycanen (HSPGs) befindet, um
Bindungen zu Wirtzellen einzugehen®. Die stark sulfatisierten GlcNAc-Oligomere sollten dieses
Verhalten imitieren, die Bindungsstellen fiir Heparansulfat auf dem Virus-Partikel absattigen und
dadurch die HPV-16-Infektionsrate von Hela-Zellen inhibieren. Alle hier vorgestellten
zugehorigen Experimente wurden von Laura Soria Martinez am Institut fir zelluldre Virologie der
westfalischen Wilhelms-Universitat (WWU) Mlnster unter Leitung von Prof. Dr. Mario Schelhaas

durchgefihrt?.

In den Studien wurden die sulfatisierten Oligomere 09-012 untersucht (Abbildung 37). In einem
,Add-On“ Experiment wurden die Oligomere mit HPV-16 inkubiert und anschliefend zu den
Hela-Zellen gegeben (Abbildung 36). Die Anzahl der ohne Inhibitor infizierten Zellen wurde als
relativer Infektionsgrad festgesetzt. Abbildung 37 zeigt die relativen Infektionsraten der

eingesetzten Oligomere. Eine Infektion Uber 100% bedeutet, dass mehr Zellen infiziert waren als

Laura Soria Martinez (Institut fiir zelluldre Virologie) erhielt Proben sulfatisierter GIcNAc-Oligomere und
flhrte eigenstandig Versuche zu HPV-16-Inhibierung durch, wie in Kapitel 3.1.7 beschrieben werden. Die
Auswertung der Ergebnisse erfolgte ebenfalls durch Laura Soria Martinez. Diese Arbeiten wurden bereits

in einer gemeinsamen Publikation verdffentlicht™8%,
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es ohne Zusatz von Glycooligomer, oder Negativkontrolle (010) der Fall war. Zur visuellen
Unterstitzung wurden die Infektionsraten tabellarisch mit einer bedingten Formatierung

unterlegt, abhangig von der Zahl der infizierten Zellen.

GlcNAc-Glycooligomer

36(S)

HPV 16 Inhibierung?

Abbildung 36: Schematische Darstellung der HPV-Inhibierungsstudien mit sulfatisierten GlcNAc-Glycooligomeren. Das
jeweilige Oligomer wird mit HPV inkubiert und anschlieBend mit Hela-Zellen kombiniert. Zum Schluss wird die

Infektionsrate der Zellen Uberprift.

Bereits die divalente Struktur ist in der Lage HPV-16 zu inhibieren. Hier sieht man eine stetige
Abnahme der Infektion, welche mit der eingesetzten Konzentration korreliert. Bei 1 mg/ml
bleiben lediglich 12,06% der Zellen nach Inkubation mit HPV-16 infiziert. Der Inhibierungseffekt
wird bei 010-S verstarkt, dessen Amidgerist sechs sulfatisierte N-Acetylglucosaminreste tragt.
Hier wird in jedem Konzentrationsbereich, bis auf 10 mg/ml eine geringere relative Infektion als
bei 09-S2 erreicht. Auch die finale Rate liegt mit 8,28% restlich infizierten Zellen unter dem

Niveau von 09-S2. Sehr intensiv ist die Bindung zu HPV allerdings nicht verstarkt.

Moglicherweise handelt es sich hier um stark ladungsabhangige Wechselwirkungen. Ein
Multivalenzeffekt mit deutlich verstdrkter Bindung ist nicht erkennbar. Betrachtet man das
octavalente und decavalente Oligomer 011-S und 012-S fallt zunachst auf, dass dieser stetige
Abfall der Infektion hier auch vergleichbar mit 010-S auftaucht. Deutliche Unterschiede gibt es
allerdings bei der finalen Konzentration von 1 mg/ml. Bei 011-S mit acht anhangigen Zuckern fallt
die Infektion lediglich auf 22,55% ab. Eine Konzentration von 1 mg/ml fuhrt bei 012-S gar zu
einem Anstieg der Infizierten Hela-Zellen gegeniber 0,1 mg/ml. Zudem wird das Niveau der
Inhibierungsrate von 011-S nicht erreicht. Ein Grund, dass die Oligomere 010-S und 012-S
weniger stark als 09-S2 und 010-S inhibieren kdnnte sein, dass diese Strukturen einen
NMR-nachweislich niedrigeren Sulfatisierungsgrad besitzen. Des Weiteren wurde bereits Gber die
Moglichkeit der sulfatisierten GIcNAc-Oligomere diskutiert in wassrigen Medien Aggregate zu

bilden (Kapitel 3.1.5), dies muss jedoch weiter untersucht werden.
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Antivirale Aktivitat (HPV-16) der sulfatisierten GIcNAc-Oligomere
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bRelative Infektion bei Konzentration [mg/ml]
Struktur  dS? [%] 10-2 0,1 1
09-52 97,0 91,15 93,28 79,9 43,24 12,06
010-S 98,7 121,2 91,56 68,4 39,83 8,28
011-S 89,9 77,21 79,36 74,86 33,26 22,55
012-S 85,2 86,98 87,84 83,28 37,68 39,06
010 0 83,81 84,65 90,03 96,88 91,81

Abbildung 37: Inkubation von HPV-16 mit den sulfatisierten Oligomeren und daraus untersuchte relative Infektion von
Hela-Zellen. (a) Grad der Sulfatisierung; relativer Anteil der vollstindig OH-Gruppen umgesetzten Oligomere (*H-NMR).
(b) Infektion der Hela-Zellen mit HPV-16 bezogen auf die Rate ohne vorherige Inkubation mit Inhibitoren. Angegeben
sind die Mittelwerte des Experiments.

Die Experimente wurden durch den Einsatz sulfatisierter Galactose- und Mannose-Polymere
erweitert (Abbildung 38) und publiziert®%. Die zur Sulfatisierung verwendeten Polymere wurden
von Markus Giesler am Lehrstuhl fir Makromolekulare Chemie (Prof. Laura Hartmann) der
Heinrich-Heine-Universitdt (HHU) Dusseldorf synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit
sulfatisiert. Zur Sulfatisierung der Polymere wurden die gleichen Bedingungen, wie bei der
Sulfatisierung der Oligomere 09-S-012-S nach Optimierung eingesetzt (siehe experimentellen
Teil). An dieser Stelle kann die zusammenfassende Aussage getroffen werden, dass die
sulfatisierten Polymere einen starken Inhibierungseffekt auf HPV-16 haben und es teilweise zu

einem kompletten Abfall der Infektionsrate kam. Diese Beobachtung bestéatigt die Vermutung,
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dass es sich bei der Inhibierung dieser Art um einen rein ladungsgetriebenen Prozess handelt.
Eine zuckerspezifische Wechselwirkung, kann wie durch den Einsatz verschiedener Saccharide
gezeigt, nicht festgestellt werden, da die sich Wirkung der Mannose- und Galactosepolymere
dhnelte. Es lasst sich vermuten, dass eine starke Inhibierung lediglich Gber die Erhéhung der

Ladungsmenge und Bindungspartner erreicht wird.

NC@SH o
SH
NaO
o N/\ 0SO;Na )5@
H o ”/\ 0SO;Na
O H
0

o 0SO03Na
0SO;Na
“"0S0;Na )\
0S0;Na
NaO3SO
NaO3SO
P1-S P2-S
Mannose Galactose

Abbildung 38: Sulfatisierte Mannose- und Galactosepolymere?, welche ebenfalls in den Inhibierungsstudien mit HPV-16
eingesetzt wurden. Die unsulfatisierten Polymerer wurden von Markus Giesler zu Verfigung (Institut far
Makromolekulare Chemie, Prof. Hartmann, HHU Dusseldorf) gestellt.

Diese im Laufe der Doktorarbeit entstandenen vorlaufigen Ergebnisse wurden allerdings in enger
Kooperation mit dem Institut fir zelluldre Virologie der WWU Minster kontinuierlich, auch nach
Abschluss dieser Arbeit, weiterentwickelt. Gerade der Bezug auf eine strukturelle Aktivierung von
HPV-16 bleibt spannend, denn HPV-16 benotigt bekanntlich Heparansulfat um HaCaT-Zellen und

(181 Dieser Prozess benétigt sehr spezifische Bindungen,

deren extrazelluldre Matrix zu binden
was entweder durch MalRschneidern mittels Festphasensynthese, wie in dieser Arbeit, oder durch
geeignete Zucker erreicht werden kann. Die vorlaufigen Ergebnisse zeigten, dass die sulfatisierten

GlcNAc-Oligomere in der Lage sind die Infektion von Hela-Zellen durch HPV-16 zu inhibieren.

In Abbildung 39 ist ein ,Seed over” Experiment zu sehen, welches mit 010-S, dem stérksten
Inhibitor aus dem ,, Add-On*“, durchgefiihrt wurde. Hierbei wird Oligomer-inkubiertes HPV-16 an

eine ECM-Oberflache gebunden und mit HaCaT-Zellen beschichtet.

Markus Giesler (Lehrstuhl fiir Makromolekulare Chemie) synthetisierte im Rahmen seiner Doktorarbeit die
entsprechenden, unsulfatisierten Polymere, welche per Sulfatisierung zur Synthese der Verbindungen P1-S
und P2-S dienten.
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Diese Zellen wurden mit NaClOs behandelt, welches das Enzym blockiert, welches Sulfate auf die
HaCaT Zellen auftrdagt. Wenn das Glycomimetikum die richtige Struktur hat, ist HPV-16 in der Lage

die Zellen zu infizieren. Dieser Effekt konnte bei Heparin festgestellt werden.8?

Seed-Over mit 010-S

100,00
5
£ 75,00
]
‘£ 50,00
T
s 000
0,0001 0,001 001 0,1 1
[mg/ml]

Abbildung 39: Seed-Over von 010-S-inkubiertem HPV-16 mit NaClO3-behandelten HaCaT-Zellen bei
verschiedenen Oligomerkonzentrationen.

Die relative Infektion der HaCaT-Zellen durch O10-S-inkubiertes HPV-16 steigt auf maximal 49,6%
bei 10* mg/ml. Dieser Wert liegt nur knapp tber dem experimentell ermittelten Basiswert der
Infektion von 30-40%!*¥2\. Das Oligomer ist also mutmaRlich nicht in der Lage HPV-16 fiir eine
Infektion strukturell zu aktivieren. Dazu hat es scheinbar nicht die richtige Struktur, was auf die
Unterschiede zu Heparin zurlckzufihren sein konnte (héhere Rate an N-Acetylierung, Rickgrat

und Molekulargewicht).

Ergdnzend zu diesen, hier gezeigten Experimenten koénnen die folgenden Aussagen
zusammengefasst werden: Die sulfatisierten Glycopolymere sind starke HPV-16 Antagonisten, die
HPV-16-Infektionsrate kann durch die sulfatisierten Glycooligomere in vitro reduziert werden und
die Inhibierung durch Glycooligomere und Glycopolymere lduft auf unterschiedliche Art und
Weise ab. In vivo Experimente (Maus) zeigten, dass nur die Glycopolymere in der Lage sind eine

antivirale Aktivitdt zu zeigen. !

Es bleibt herauszufinden, ob durch malgeschneiderte, sequenzdefinierte und monodisperse
Glycooligomere ein starkeres, antagonistisches Verhalten gegeniiber HPV-16 erhalten werden
kann, oder ob neben der spezifischen Bindung auch die reine Menge an Ladungen entscheidend
ist, wie sie in Makromolekulen, wie Heparin oder den sulfatisierten Polymeren P1-S und P2-S zu

finden sind (Abbildung 38).
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3.2. Synthese von GlcNAc-Oligomermodifizierten Nickelbeads

3.2.1 Hintergrund

Die in dieser Arbeit synthetisierten GIcNAc-Oligomere 09-012 zeigten insbesondere nach
praparativer Aufreinigung durch HPLC eine hohe Reinheit. Daher sollte auch ein unsulfatisiertes
GlcNAc-Oligomer in seinen Bindungen zu spezifischen Substraten untersucht werden. Geeignete
Rezeptoren, wie die Chitinase Ctsl und Weizenkern-Agglutinin (engl. wheat germ agglutinin,
WGA) sollten dieses auf das Verhalten als Chitinmimetika untersuchen. Die Arbeitsgruppe von Dr.
Kerstin Schipper am Institut fir Mikrobiologie der HHU Disseldorf unter Leitung von Prof. Dr.
Michael Feldbrigge beschéftigt sich umfassend mit Studien rundum die Biotechnologie

183

pflanzlicher Pilze und der Endochitinase Cts1*®3. Cts1 wird unkonventionell wéhrend der

184-185]

Zellteilung in der Hefephase des Pilzes sekretiert. Neben der Grundlagenforschung! am

m18-187 hasierend

Sekretionsprozess wird in der Arbeitsgruppe auch ein Proteinexpressionssyste
auf der Chitinase als Carrier etabliert. Bisher konnte keine effiziente und gleichzeitig spezifische
Aufreinigungsmethode fir Cts1l Fusionsproteine aus dem Kulturlberstand etabliert werden.
Daher wurden in Kooperation mit Kai HuRnatter Versuche unternommen, eine neue Methode
basierend auf Chitinmimetika zu etablieren. Konventionell werden hierzu Fe,0Os-magnetisierte
Nickelbeads eingesetzt, welche Chitin auf der Oberflache tragen. Die starke Bindung von Chitin
zu Ctsl ermoglicht hierbei das Protein am Partikel zu binden und von Kontaminationen sowie
anderen Proteinen zu trennen®. Bei Chitin besteht jedoch, wie bei vielen weiteren
Polysacchariden, immer die Gefahr, dass es zu unspezifischen Wechselwirkungen kommt und
Kontaminationen mit eingefangen werden. MalRgeschneiderte GIcNAc-Bausteine, wie die in
dieser Arbeit synthetisierten GlcNAc-Oligomere kénnten aufgrund ihrer Verwandtschaft mit
Chitin in der Lage sein, Ctsl ausreichend und spezifisch zu binden. Zur Entwicklung einer
Aufreinigungsmethode wurden NHS-aktivierte (N-Hydroxysuccinimid) Nickelbeads mit
GlcNAc-Oligomer 013 inkubiert, um oligomermodifizierte, magnetische Beads herzustellen.
Diese Beads wurden mit Cts1 inkubiert, um dessen Bindung an 013 zu untersuchen. Bei diesem
Oligomer handelt es sich um eine Struktur mit acht GIcNAc-Einheiten. Bei einer starken Bindung
von Ctsl konnte gezeigt werden, dass es moglich ist durch Festphasensynthese geeignete
Liganden fir Cts1 zu entwickeln. Als Referenz fur die Experimente wurde WGA gewahlt, da es

eine sehr spezifische Bindung zu GlcNAc zeigt*891%9,
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3.2.2 Synthese

Die Festphasensynthese von 013 erfolgte unter den gleichen Bedingungen, wie bei 09-012.
Anders allerdings als bei diesen Strukturen wurde hier der N-Terminus nach Anbringung des
letzten TDS-Bausteins nicht mit Essigsdaureanhydrid gekappt, sondern als freies Amin belassen.
Dieses Amin diente als Verbindungsstelle zu den Nickelbeads unter der Bildung einer weiteren
Amidgruppe (Abbildung 40). Bei den Beads handelte es sich um Pierce™ NHS-aktivierte,
magnetische Beads (ThermoFisher Scientific). Der Hersteller bietet ein Protokoll zur Anbringung
von Proteinen an (siehe experimenteller Teil), welches fir die Reaktion mit 013 verwendet
wurde, da die Verbindung bei Proteinen ebenfalls Gber freie Amine von Aminosaduren, wie Lysin,

stattfindet.

0 (o]
H,N NH, + N—oJ—. — > H,N N—“—. + N-O-H
8 8
o) o

013 NHS-Nickelbeads 013-Nickelbeads

NH
HZNWI\ﬁ/\/N\/\H%S 2

(0]

Abbildung 40: Kupplung von GIcNAc-Octamer an NHS-aktivierte, magnetische Nickelbeads.

Zur Einstellung der Amine fir die Kupplungsreaktion wurde mit einem 50 mM Boratpuffer bei
pH 8,5 gearbeitet. Nachdem Oligomer und Beads inkubiert wurden, konnten restliche, freie
NHS-Gruppen mit Ethanolamin gekappt werden. Ahnlich zur Festphasensynthese, in welcher die
Reaktion an der festen Phase stattfindet, kann auch fir Nickelbeads dieser
anwendungsfreundliche Ansatz genutzt werden. Durch die besondere Eigenschaft der Beads
kénnen diese durch Magneten festgehalten werden, sodass Uberstiande und Nebenprodukte

einfach weggewaschen werden kénnen.
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Schwierig allerdings stellt sich die Analytik der GIcNAc-Oligomer beschichteten Beads heraus, da
hier lediglich auf Festkdrperanalytik zurtckgegriffen werden kann, welche méglicherweise durch
die groBen Mengen an Nickel und magnetischem Eisen(lll)-Oxid erschwert wird. Effektivere
Spektroskopie zum Nachweis einer erfolgreichen Reaktion, wie H-NMR- oder
ESI-MS-Spektroskopie, konnten hier nicht eingesetzt werden. Eine geeignete Titration fir
GlcNAc-Reste auf den Beads konnte im Laufe dieser Arbeit ebenfalls nicht etabliert werden. So
blieben als Nachweis fir eine erfolgreiche Kupplung lediglich die Ergebnisse aus den vorlaufigen

Bindungsstudien mit Cts1 und WGA.

3.2.3 Bindungsstudien

Interaktion mit Cts1

Zusammen und unter Anleitung von Kai HuRnéatter! (AG Schipper, Institut fir Mikrobiologie,
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) wurden Versuche zum Vergleich der 013-Nickelbeads
(O13-NB) und kommerziell erhéltlicher chitinbeschichteter Magnetbeads (Chitin-B, New England
BioLabs Inc.) durchgefihrt. Fir den Versuch wurde rekombinantes und mittels His-Tag
Affinitatschromatographie aus Escherichia coli aufgereinigtes Ctsl von Kai Hulnéatter zu
Verfligung gestellt. Die Beads wurden mit dem Protein inkubiert, dann mit Puffer gewaschen und
anschliefend mit Elutionspuffer (pH 2) das Protein von den Beads geldst. Zur Kontrolle der
Gesamtbeladung und Elution, erfolgte eine vollstdndige Entfernung des Proteins von den

magnetischen Beads durch thermische Behandlung.

IKai HuBnatter (Institut fir Mikrobiologie) betreute die Versuche zur Proteinbindung von Cts1, GST und
WGA methodisch, praktisch und fachlich, wie sie in Kapitel 3.2.3 beschrieben werden. Er stellte die Proteine
Cts1 und GST zu Verfliigung, sowie die notwendigen Puffer, Instrumente, Gerate und Materialien aus dem
Institut fir Mikrobiologie. Die Inkubationen der Beads mit den jeweiligen Proteinen, deren Elution und
Vorbereitung fur die SDS-PAGE fihrten Sebastian Bauer und Kai Hulnatter gemeinsam durch. Die
jeweiligen SDS-PAGE und CBB-Quantifizierungen zur Bewertung der Proteinbindungen fihrte Kai
HuRnatter selbststandig durch. Die Auswertung und Diskussion der Ergebnisse erfolgte durch Sebastian
Bauer und Kai HuRnatter gemeinsam.
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Die Ublicherweise vom Hersteller empfohlene Menge Protein stellte sich als zu hoch heraus, was
u.a. zu stark verschmierte Banden in der SDS-PAGE und falsch-positiven Werte in der
Negativkontrolle fihrte, und wurde angepasst. Abbildung 41 zeigt die Ergebnisse der ersten
Versuchsreihe. Sie stellt die SDS-PAGE (Kai HuRnatter) aller im Folgenden erlduterten Fraktionen
dar, nachdem die Gele mit dem Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau (CBB) eingefarbt wurden (Kai
HuBnatter). Zunachst erkennt man Ctsl in den Inputfraktionen (a) wieder, als Kontrolle, dass
Protein mit den Beads inkubiert wurde. Ebenfalls zu sehen ist ein Proteinstandard, mit dessen
sich die Molmassen der Fraktionen zuordnen lassen. Der Durchlauf (b) zeigt, dass bei den 013-NB
groRe Mengen Ctsl ungebunden im Uberstand geblieben sind, welche jedoch in den

Waschfraktionen (c) vollstandig entfernt werden.

: pH-E. pH-E. Koch e pH-E. pH-E. Koch
Input Durchlauf Wasch  konz.  pure Elution Input Durchlauf Wasch konz.  pure Elution
(a) (b) (c) (d) (e) () (a) (b) - (c) (d) (e) 170 )
e =
o 100
100 —-—
H H % —= Cts1
“%h—d — - . -
59 .-
‘e '
40
@ =3
35
- -

25

. " )
Cts1 + Chitin-B Cts1 + GIcNAc-NB
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Abbildung 41: SDS PAGE Bindungsstudien der Interaktion zwischen Ctsl und kommerziellen Chitinbeads, sowie
013-Nickelbeads, durchgefiihrt von Kai HuRnatter. (a) Inputkontolle des eingesetzten Cts1. (b) Ungebundenes Protein
nach Inkubation. (c) Waschfraktionen nach Inkubation. (d) 200 ul kombinierte und aufkonzentrierte pH 2
Eluierungsfraktionen. (e) Reine 20 ul pH 2 Eluierungsfraktion. (f) Fraktion der Beads nach Aufkochen mit
Laemmli/NaOH-Puffer (95 °C).

Was sich durch starke Banden schon im Durchlauf andeutete, kann in den Eluierungsfraktionen
d-e bestatigt werden. Cts1 bindet nicht an die oligomermodifizierten 013-Nickelbeads. Auch zu
erkennen ist, dass eine reine Elution mit pH 2 Puffer nicht ausreicht, um das Protein vollstandig
von den kommerziellen Beads zu entfernen. Erst durch das Aufkochen (f) wird Cts1 vollstandig
eluiert. Die Chitinase benoétigt fur die Bindung offenbar Eigenschaften, die vom Mimetikum
abweichen. Scheinbar gibt es entscheidende strukturelle Unterschiede zwischen Chitin und 013,
sodass 013 nicht der Lage ist das Verhalten von Chitin ausreichend in diesem spezifischen

Versuch zu imitieren. Neben der geringen Molmasse kommt mutmaRlich auch die
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unterschiedliche Verkntpfung zu tragen, da GlcNAc bei Chitin a-1,4-glycosidisch verknUpft ist,

wohingegen 013 die Zucker einzeln und Uber Triazole ligiert auf dem Oligomer-GerUst tragt.

Interaktion mit WGA und Quantifizierung

Um die Validitat der entwickelten Methode zu gewdahrleisten und zu zeigen, dass 013 erfolgreich
an die Nickelbeads kuppelt, wurden weitere Versuche vorgenommen. Dazu wurden die
Chitinbeads und 0O13-Nickelbeads mit WGA versetzt. Sollte hierbei weiterhin keine Bindung
erfolgen, kénnte man davon ausgehen, dass 013 nicht an die Nickelbeads gekuppelt wurde. Des
Weiteren wurde das Protein Glutathion-S-Transferase (GST) eingesetzt, welches von Kai
HuBnatter heterolog in E. coli hergestellt wurde. Kai HuRnéatter zeigte im Laufe seiner Arbeiten,
in vorlaufigen Experimenten, dass GST nicht an die Chitinbeads bindet, so dass diese eine

geeignete Negativkontrolle darstellt.

Die Versuchsreihe zeigte, dass sowohl die Chitinbeads als auch 013-Nickelbeads erfolgreich WGA
binden kénnen. Zudem konnte gezeigt werden, dass GST nicht an die 013-Nickelbeads bindet.
Dies bestétigt, dass 013 erfolgreich kovalent an die Nickelbeads gebunden werden konnte und
die modifizierten Beads auRerdem keine unspezifischen Bindungen eingehen. Durch die von Kai
HuBnatter vorgenommene Einfarbung des Gels konnte, ebenfalls von Kai HuRnatter ein
RGB-Abgleich der CBB-Einfarbung mit guter Korrelation zu den tatsdchlichen

Proteinkonzentrationen, sowohl bei Cts1 als auch WGA, vorgenommen werden.

Die Ergebnisse der Bindungsstudie mit Quantifizierung durch CBB-RGB-Abgleich sind in Abbildung
42 zu sehen (berechnete Ergebnisse nicht gezeigt). Die Standardreihen zeigen die Intensitdten

der CBB-gefarbten Banden bei verschiedenen definierten Proteinkonzentrationen.

Betrachtet man den Vergleich der beiden Durchlauffraktionen (b) wird deutlich, dass die Bindung
von WGA durch die 013-Nickelbeads im Vergleich zur Bindung von Cts1 durch die Chitinbeads
sehr hoch ausféllt. Auch wenn noch ein leichter Schatten/schwache Bande beim Durchlauf von
WGA zu sehen ist, liegt dieser unter der Berechnungsgrenze der Quantifizierungsmethode. Dies

wird deutlich, wenn man den Schatten mit der Starke der 1 pg Standardbande vergleicht.
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Abbildung 42: SDS-PAGE Bindungsstudien der Interaktion zwischen A) GIcNAc-Oligomer-Nickelbeads (O13-NB) und
WGA, sowie zwischen B) Chitinbeads (Chitin-B) und Cts1, durchgefihrt von Kai HuRnétter. (a) Inputkontrolle mit 10 pg
Protein. (b) Durchlauf des nicht gebundenen Proteins. (c) Waschfraktionen nach Inkubation. (d) Letzte Waschfraktion
als Nachweis (ber vollstindige Entfernung des Uberstandes. (e) Die Beads wurden sofort durch Auskochen mit
Laemmli -Puffer bei 95 °C eluiert.

Die Bindung des WGA durch die O13-Nickelbeads (Abbildung 42, A) war so stark, dass in keiner
der Waschfraktionen WGA nachgewiesen werden konnte. Ahnlich gute Eigenschaften zeigten die
Chitinbeads bei der Aufnahme von WGA (Abbildung 43, A2). Trotz der WGA-freien
Durchlaufs- und Waschfraktionen konnten in der Eluierungsfraktion (e) bei der Quantifizierung
Uber den von Kai HulRnatter berechneten RGB-Abgleich lediglich etwa 47,5% des Inputs
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Im Vergleich dazu finden sich in der Eluatfraktion der
Interaktion zwischen Cts1 und Chitinbeads nur etwa 27,3% des Inputs wieder, wohingegen etwa
26,1% im Durchlauf bleiben. Der Schatten in der ersten Waschfraktion (c) liegt unter der
Nachweisgrenze der Quantifizierungsmethode. Moglicherweise fallt die Beladung mit 10 ug

Chitin etwas zu hoch und deutlich Uber der Kapazitatsgrenze der Chitinbeads aus.

Woher die fehlenden relativen Anteile in Bezug auf die Inputkontrolle kommen ist unklar. Neben
Masseverlusten durch Pipettieren ist auch ein unvollstandiges Ausfdllen der Proteine in
Trichloressigsaure denkbar, auch wenn diese Verbindung in der Regel sehr gut zum Ausfallen von
Proteinen geeignet ist. Moglicherweise ist die Bindung zwischen Protein und modifizierten Beads
jedoch auch so stark, dass selbst ein Auskochen (e) nicht zur vollstdndigen Abtrennung ausreicht.
Auch denkbar ist, dass die Kapazitdtsgrenze der Beads, wie beschrieben, erreicht ist. Bei der
Interaktion zwischen WGA und 013-NB jedoch spricht gegen diese Begriindung, da sich keine
guantifizierbare Menge Protein in der Durchlauffraktion befindet und sich somit keine

Uberladung der Beads feststellen |&sst.

Grundsatzlich lasst sich konstatieren, dass die Modifizierung der NHS-aktivierten Nickelbeads mit

013 erfolgreich war. Die Interaktion zu WGA schneidet im Vergleich zu der etablierten Methode
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zwischen Cts1 und Chitinbeads sehr gut ab. Auch wenn die Beschaffenheit der Struktur O13 nicht
ausreicht, um Cts1 zu binden, konnte eine starke Wechselwirkung mit WGA gezeigt werden. Wie
anfanglich beschrieben ist die Interaktion zwischen WGA und GlcNAc-Strukturen bekannt, jedoch
bietet die Synthese der GlcNAc-Oligomer-modifizierten Nickelbeads und deren Bindungsstudien
einen konzeptionellen Beweis, dass die hier hergestellten Glycooligomere auf solchen

Oberflachen zur Bindung zu Lektinen fahig sind.

Inhibierungsstudie

Das freie Oligomer 013 diente in einer dritten Versuchsreihe dazu, Inhibierungseigenschaften
gegeniber WGA und Ctsl bei der Anbindung an Chitinbeads zu Uberpriifen. Dazu wurden die
beiden Proteine jeweils mit den entsprechenden Beads inkubiert. Die Bead-gebundenen Proteine
wurden anschliefend mit zunehmenden Konzentrationen von 013 beziehungsweise GIcNAc als
Referenz eluiert, was einer kompetitiven Elution entspricht, da die Eluenten mit den Beads um
die Bindung zum Protein konkurrieren. Ein Ablésen des Lektins bzw. der Chitinase, welches
wiederrum per SDS-PAGE/CBB-Farbung Uberprift wurde (Kai HuRnatter), weist den Eluenten
eine Inhibierungseigenschaft nach. Die Ergebnisse aus diesem Experiment sind in Abbildung 43

zu sehen.

Experimente Al und A2 zeigen zur Uberprifung des Experiments und als quantitative Referenz
der Bindung von Ctsl und WGA zu den Chitinbeads. Die Zahlen stehen fiir die quantitative
Referenz der Bandenstdrke bei der Methode durch den RGB-Abgleich in Mikrogramm (Kai
HuBnatter). Banden ohne Zahlen lagen unterhalb der Nachweisgrenze der
Quantifizierungsmethode. Bei Ctsl eluierten abziglich des Durchlaufs 92,2% des Proteins, bei

WGA 81,3%.

Experimente B1 und B2 zeigen die Eluierung der durch Chitinbeads gebundenen Proteine Ctsl
(B1) und WGA (B2) durch einen GlcNAc-Konzentrationsgradienten, im Vergleich zu einer
anschlielenden Kocheluierung (e). GIcNAc ist in der Lage, die Bindung zwischen Ctsl und

Chitinbeads zu inhibieren, aber nicht zwischen WGA und Chitinbeads.
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Abbildung 43: SDS-PAGE der kompetitiven Hemmung zwischen WGA, bzw. Ctsl und 013, bzw. GIcNAc zu
chitinmodifizierten, magnetischen Beads, durchgefiihrt von Kai HuBnatter. (a) Inputkontrolle mit 10 ug Protein. (b)
Durchlauf des nicht gebundenen Proteins. (c) Waschfraktionen nach Inkubation. (d) Letzte Waschfraktion als Nachweis
Uber vollstandige Entfernung des Uberstandes. (e) Die Beads wurden sofort durch Auskochen mit
Laemmli/NaOH-Puffer bei 95 °C eluiert. (f) CBB-gefdrbter Proteinstandard zur Konzentrationskalibrierung per
RGB-Abgleich. Die Zahlen unter den Banden stehen flr die berechneten Mengen in pg.

C1 und C2 zeigen zu B dhnliche Experimente, jedoch wurde hier ein 013-Konzentrationsgradient
verwendet, um die Bindung der Proteine, an die Chitinbeads zu verhindern. Wie bei Experiment

B wird die Bindung zwischen Cts1 und Chitinbeads inhibiert, jedoch nicht die zwischen WGA und
Chitinbeads.

In Experimenten B und C wird auch bei hohen Konzentrationen Cts1 nicht vollstdndig von den
Beads entfernt, wie bei den Kochelutionen (EL) zu sehen ist. Zur genaueren Uberpriifung misste
untersucht werden, ob weitere Elutionsschritte mit GIcNAc oder 013 zu einem weiteren Abldsen

des Proteins fihren, bevor dieses vollstandig ausgekocht wird.
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Die Quantifizierungsmethode hat Defizite, denn die kumulative Menge aller Eluationen liegt
teilweise Uber der theoretischen Menge an Protein (Input). Grund daflr ist eine ungenaue
Kalibrierung, was ebenso immer wieder dazu fihrte, dass deutlich sichtbare Banden unterhalb
der Nachweisgrenze lagen. Diese sind bei den Cts1-Experimenten unter anderem sehr gut in den
Waschfraktionen zu sehen. Weiterhin ist es moglich, dass die Anlagerung des Inhibitors an die

Proteine eine CBB-Farbung und damit die Quantifizierung beeinflussen kénnen.

Fazit

Zusammenfassend zu den in diesem Kapitel gezeigten Proteinbindungsexperimenten lasst sich
folgendes konstatieren. Dem ersten Experiment (Abbildung 41) kann entnommen werden, dass
die 013-Nickelbeads nicht in der Lage waren, Cts1 zu binden. Freies 013 in L6sung kann jedoch,

wie hier gezeigt, die Bindung von Cts1 zu Chitin inhibieren.

Gegenteilig verhalt sich 013 zu WGA. An die Nickelbeads gebunden, vermag es WGA zu binden,
wie es in Abbildung 42 zu sehen ist. In Losung ist es jedoch, wie GIcNAc, nicht in der Lage die
Bindung zwischen WGA und Chitin in Form der kommerziellen Beads zu inhibieren. Ungeklart ist,
inwiefern der der Wechsel zwischen Waschpuffer und Puffer mit Zusatz schon einen Einfluss auf
die Elution hat. Flexibilitat und Austauschvermdgen scheinen wichtige Faktoren bei der Bindung
von 013 zu Chitin und WGA zu sein. In Losung ist ein mehrfaches Anlagern des Glycooligomers
moglich und die Dissoziation kann durch bindungschemische Gleichgewichte moglicherweise
besser kompensiert werden als in starrer Form am Nickelbead, basierend auf einer Vielzahl an
austauschenden Molekilen. Die kompetitive Mechanik des Experiments ldsst auerdem darauf
schlieRen, dass 013 und GlcNAc geeignet sind, die Bindung von Cts1 zu Chitin zu I6sen, ohne
selbst stark an das Protein zu binden, da auch eine mehrfache Elution nicht zur vollstandigen

Abtrennung ausreichte.

WGA scheint zu stark durch das Chitin auf den magnetischen Beads gebunden zu sein, um von
013 oder GIcNAc geldst zu werden. Es liegt nahe, dass hier die schiere Anzahl an Bindern im Chitin
den mono- und oligosacchariden Profilen der eingesetzten Strukturen im kompetitiven Assay
deutlich Uberlegen sind. Im Vergleich stellt sich wiederhin heraus, dass der Chitinbinder Cts1 nicht

stark genug an Chitin bindet, um ein kompetitives Abldsen durch niedermolekularere Strukturen
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zu verhindern. Gegebenenfalls ist das Bindungsvergalten von Ctsl zu den Chitinbeads weniger

spezifisch als das von WGA.

Durch GlcNAc gecoatete Nickelbeads, mit vermeintlich deutlich schwacheren Bindungsprofilen
waren flr vergleichbare Experimente interessant zu testen. Untersuchungen mit weiteren,
maligeschneiderten Molekilen, wie den hier synthetisierten GIcNAc-Glycooligomeren, kénnten
essenziell sein, um Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu entschlisseln. Der SDS-PAGE
Proteinnachweis mit anschlieBender CBB-Farbung konnte bei Optimierung der
Quantifizierungsmethode durch &dhnliche Konzentrationsgradienten, wie in der Eluierung in
Abbildung 43 gezeigt, dazu genutzt werden, charakteristische ICso-Werte zu generieren. Die hier
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass mit weiterer Entwicklung und Optimierung potenziell ein
Werkzeug zur bildlichen und quantifizierbaren Darstellung von Inhibierungsstudien entwickelt

werden kann.
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Kapitel IV

Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kombination aus Festphasensynthese, kupferkatalysierter
Azid-Alkin Cycloaddition (engl. copper catalyzed azide-alkine cycloaddition, CuAAC) und
Amin-Schwefeltrioxid-Sulfatisierung verwendet um sulfatisierte und nicht-sulfatisierte
N-Acetylglucosamin-Glycooligomere herzustellen. Anomerisch azidiertes N-Acetylglucosamin
(OAc-GIcNAc-Ns, 1) wurde fir unterschiedliche Synthesestrategien verwendet. In einer CUAAC
wurde es eingesetzt, um GlcNAc-Oligomere mit bis zu zehn anhdngenden Zuckerresten zu
erzeugen. AuRerdem kam es zum Einsatz, um eine sulfatisierte GIcNAc Vorstufe herzustellen (3),
welche ebenfalls in ihrer Eignung als festphasenkompatibles Klickreagenz bewertet wurde. Die
Synthese der sulfatisierten Vorstufe war zudem ein wichtiger Faktor zur ErschlieBung geeigneter

analytischer Methoden fir die Aufklarung sulfatisierter Strukturen.

AcO 0 N Na0,SO 0 N
AcO s Na0,SO 3
AcHN AcHN
1 3

Zahlreiche synthetische Routen zur Herstellung sulfatisierter GlcNAc-Oligomere wurden
bewertet. Darunter fielen die Sulfatisierung des azidierten Zuckerbausteins zur anschlielenden
Klickreaktion mit alkinhaltigen Zwischenstufen, die Sulfatisierung von GlcNAc-Oligomeren an der
Festphase und die Sulfatisierung in Losung, nachdem die GIcNAc-Oligomere von der Festphase
getrennt und vollstandig aufgereinigt wurden. Die letztere Methode eignete sich schlieRlich am

besten zur Synthese der Zielstrukturen dieser Arbeit.

Vorweg wurde eine Festphasensynthese mit den etablierten und literaturbekannten TDS (engl.
triplebond diethyleneamine succinic acid) und EDS (engl. ethylendioxo diamine succinic acid)

Bausteinen eingesetzt, um erstmals GlcNAc-haltige Glycooligomere herzustellen.

85



IV - Zusammenfassung und Ausblick

HO
z OH e OH
HO
5 Ho.Qg\
AHNT N AcHN™ Y
N, | N, |
N N

Sulfatisierung

NaO3S(g NaO3SQ

OSO3Na OSO3Na
NaO,SO Na03SO
O o)
AcHN™ | AHN™ Y}
N, | N, |
N \N
O,
2 H 2 Q H Q yoo H
HZN\n/\)LN/\/O\/\O/\/N\[(\)J\N/\/N\/\NJJ\/\H/N\/\O/\/O\/\NJ]\/\H/N\/\N/\/N\H/
) H o) H H ) H ) o)
(3-6)S (3-6)S
H,N Ac
09-S

Die synthetisierten GIcNAc-Oligomere konnten analytisch vollstandig aufgeklart werden. Hierbei
wurden etablierte chromatographische, NMR- und massenspektrometrische Methoden
verwendet. Die Reinheitsbestimmung erfolgte per RP-HPLC und es konnten relative Reinheiten
von Uber 95% ermittelt werden. Die MS-Analytik zeigte Fragmentierungsmuster, welche sich
spater bei den sulfatisierten Strukturen als sehr nitzlich zum Verstandnis der beobachteten

Signale herausstellten.

Anhand geeigneter Beispiele der Literatur wurden die Sulfatisierungsbedingungen entscheidend

optimiert. Hierbei wurden verschiedene Sulfatisierungsgreagenzien, Schutzgruppen und
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Katalysatoren, sowie Auffangreagenzien fiir Schwefeltrioxidkomplexe getestet. Zur Aufreinigung
wurden verschiedene Methoden der Chromatographie, Prazipitation, lonenaustausch, Extraktion
und Dialyse bewertet. Am geeignetsten hat sich die Sulfatisierung mit Trimethylammonium-
schwefeltrioxid Komplex herausgestellt, mit anschlieRender Natriumacetatbehandlung und
Aufreinigung mittels Dialyse gegen Wasser. Die Syntheseoptimierung erfolgte anhand eines
GIcNAc-divalenten Oligomers (09) und wurde erfolgreich auf Oligomere mit bis zu zehn

GIcNAc-Einheiten angewendet.

Eine Kombination aus FT-IR-, *H-NMR- und ESI-MS-Spektroskopie wurde verwendet, um die
sulfatisierten Strukturen analytisch nachzuweisen. Zur chromatographischen Untersuchung
wurde erfolgreich eine analytische Methode mittels starker Anionenaustauschchromatographie
(SAX-HPLC) etabliert. Der analytische Nachweis der sulfatisierten Strukturen bleibt, auch im
literarischen Kontext, herausfordernd. Dennoch konnten zufriedenstellende Ergebnisse erzielt

und die Strukturen groRtenteils aufgeklart werden.

In Zusammenarbeit mit Kai HulRnatter, innerhalb der Arbeitsgruppe von Dr. Kerstin Schipper
(Institut far Mikrobiologie, Prof. Dr. Michael Feldbriigge, HHU Dusseldorf) wurden mit Hilfe der
nicht-sulfatisierten  GIcNAc-Oligomere erstmals modifizierte, magnetische Nickelbeads
hergestellt. Solche Beads werden bevorzugt zur Aufreinigung von Proteinen aus Mischungen
eingesetzt. Im Vergleich mit Chitin-beladenen magnetischen Beads wurden Bindungsstudien zu
den Proteinen Cts1 und WGA durchgefiihrt. Ein achtvalentes GlcNAc-Oligomer zeigte hierbei, je
nach Methode, unterschiedliches Bindungsverhalten. Es wurde festgestellt, dass
GIcNAc-Oligomere sowohl mit Cts1 als auch WGA interagieren. Als besonders entscheidend hat
sich dabei herausgestellt, ob das Oligomer fest an Beads verankert ist, oder freiin Losung vorliegt.
Erste Ergebnisse zeigen, dass die hier etablierten Methoden in Zukunft potenziell als quantitativer

Assay, oder auch zur Proteinaufreinigung genutzt werden kénnten.

Die sulfatisierten GIcNAc-Oligomere wurden auf verschiedene biologische und biomedizinische
Anwendungen getestet. Es konnte gezeigt werden, dass die Oligomere in der Lage sind die
Bindung von L-Selektin zu seinen s-Tyrosin- und SialLex-Liganden zu inhibieren. Kim Silberreis
flhrte unter Leitung von Dr. Jens Dernedde (Institut flr Laboratoriumsmedizin der Charité
Universitatsmedizin Berlin) mit Hilfe der sulfatisierten Strukturen entsprechende Experimente
durch. Die Oligomere flhrten jedoch nicht zu einer verringerten Blutkoagulationsrate, was ein

entscheidender Unterschied zu ahnlichen, natlrlichen Inhibitoren, wie Heparin ist.
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AuRerdem konnte durch den Einsatz der sulfatisierten Glycooligomere die Infektionsrate von
Hela-Zellen durch den humanen Papillomavirus HPV-16 reduziert werden. Studien zu den
HPV-Viren wurden von Laura Soria Martinez und Prof. Dr. Mario Schelhaas der westfélischen

Wilhelms-Universitat (WWU) Munster durchgefiihrt.

Aufgrund vielversprechender Ergebnisse werden diese Studien auch nach Abschluss dieser
Doktorarbeit weiter intensiv verfolgt. Glycopolymere, welche von Markus Giesler (HHU
Dusseldorf) polymerisiert wurden, konnten unter Einsatz der in dieser Arbeit optimierten
Sulfatisierungsbedingungen erfolgreich sulfatisiert werden. Gerade in Verbindung mit diesen
sulfatisierten Polymeren konnten erste interessante Ergebnisse im Hinblick auf die strukturelle

Aktivierung von HPV-16 erzielt werden.

Hier gilt es weitere Untersuchungen durchzufiihren, um  positionsrelevantes,
molekulargewichtsabhdngiges und zuckerspezifisches Verhalten im Hinblick auf die
Bindungseigenschaften bewerten zu kdnnen. Die Bericksichtigung von monodispersen,
sequenzdefinierten Glycooligomeren zeigte schon in dhnlichen Beispielen durch deren valenz-
und positionsbedingte Vielfaltigkeit die Chance Struktur-Wirkungsbeziehungen zu entschlisseln.
Daraus ergibt sich kurzfristig die Moglichkeit wichtige Erkenntnisse Uber Bindungsmechanismen
zu gewinnen, um langfristig malgeschneiderte Therapeutika mit weniger Nebenwirkungen

entwickeln zu kénnen.
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Kapitel V

Experimenteller Teil

5.1 Materialien und Methoden

Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien wurden, wenn nicht anders beschrieben, vom
Lehrstuhl fur Makromolekulare Chemie (AG Hartmann) der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf zu Verfigung gestellt. Chemikalien wurden k&uflich bei einschldgigen Herstellern wie
Sigma Aldrich (Merck), Acros Organics, Fluka oder Alfa Aesar erworben. Losungsmittel fur die
Festphasensynthese wurden in der Qualitat peptide grade (DMF), HPLC-grade (MeCN) oder p.a.
(Diethylether, DCM) erworben. Wasser wurde in Ultrapure-Qualitdt (MilliQ) und einem
spezifischen Widerstand von 18 MQcm (25 °C) durch ein Thermo Scientific Barnstead MicroPure
ST System aufbereitet. Harze fir die Festphasensynthese mit der Bezeichnung Tentagel® wurden

von der Firma RAPP Polymere erworben. H-Gly-2CT wurde von der Firma Iris Biotech erworben.

Methoden

'H-NMR

'H-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker AVANCE I11 300 (fiir 300 MHz) und 600 (fiir 600 MHz)
bei Raumtemperatur aufgenommen. Chemische Verschiebungen wurden relativ zu den
Losemittlelsignalen der deuterierten Losungsmittel als & in parts per million (ppm) aufgenommen.
Multipletts wurden als Singulett (s), Doublett (d), Triplett (t), Quartett (q) oder Multiplett (m),

beziehungsweise als pseudo-Signal (p) beschrieben.
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Elektronenspray -lonisierungs-Massenspektrometrie (ESI-MS)

ESI-MS-Spektren wurden mit einem Agilent Technologies 6120 Quadropol aufgenommen,

welches an ein HPLC/MS-System gekoppelt war (siehe RP-HPLC/MS).

Ultra High Resolution Massenspektrometrie (UHR-MS)

UHR-MS-Spektren wurden mit einem Bruker UHR-QTOF maXis 4G per Direkteinlass
(Spritzenpumpe) und einer ESI-Quelle, gefolgt von einem Quadropol-TOF Massenanalysator

aufgenommen.

Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time Of Flight (MALDI-TOF)

MALDI-TOF-Spektren wurden mit einem MALDI-TOF Ultraflex | (Bruker Daltonics) unter

Verwendung gangiger Matrizen in Acetonitril-Wasser-Gemischen aufgenommen.

FT-IR

FT-IR-Spektren wurden mit einem Fourier-Transformations-IR-Spektrometer FT-IR-5SXB der

Firma Nicolet aufgezeichnet.

Gefriertrocknung

Gefriertrocknungen wurden mit einem Alpha 1-4 LD und einem Instrument der Martin Christ

Freeze Dryers GmbH durchgefiihrt (-42 °C; 0,1 mbar).

High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)

SAX-HPLC (engl.: Strong Anion Exchange, starker Anionenaustausch) wurde mit einem Agilent
Technologies 1200 Series LC System mit AT 1200 G1322A Entgaser, G1311A quartdrer Pumpe,
G1329A Autosampler (flussig), G1316A temperierten Sdulenkompartment und G1314B variablen
Wellenldngendetektor (214 nm) durchgefiihrt. Pufferlésungen wurden vorbereitet mit 50 mM
Mononatriumphosphat and 800 mM Natriumchlorid (wenn erforderlich). Der pH-Wert wurde mit

Natriumhydroxid (1 M) auf 7 eingestellt. Der Puffer wurde durch GE Healthcare LifeScience
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Whatman™ 0.2 um mixed cellulose filter per Unterdruck abgesaugt und mit HPLC-Grade
Acetonitril (MeCN) vermischt (wenn erforderlich). Anionenaustausch wurde auf einer Agilent
Zorbax SAX-Sdule (5pum, 4.6x250 mm mit 4.6x12.5 mm Vorsdule) bei Raumtemperatur

durchgefihrt.

RP-HPLC/MS (Reversed Phase-HPLC/Massenspektroskopie) wurde mit einem Agilent
Technologies 1260 Infinity System unter Verwendung eines AT 1260 G4225A Entgasers, G1312B
bindrer Pumpe, G1329B Autosampler (flissig), G1316C temperierten Saulenkompartment,
G1314F variablen Wellenldangendetektor (214 nm) und einem AT 6120 Quadropol (ESI)
durchgefihrt. Die mobile Phase bestand aus Puffer C (H,0:MeCN 95:5, 0,1 % Ameisensaure) and
Puffer D (H,0:MeCN 5:95, 0,1 % Ameisensaure). HPLC-Laufe wurden mit Poroshell 120 EC-C18
(3.0x50 mm, 2.5 um) RP-S&ule (Agilent) durchgefihrt. Es wurde eine Flussrate von 0,4 ml/min
95% Puffer A and 5% Puffer B (0-5 min), gefolgt von einem linearen Gradienten zu 100% Puffer B
(5-30 min) bei 25 °C eingestellt.

Praparative RP-HPLC wurde mit einem Agilent 1260 Infinity System und variablen
Wellenldngendetektor (214 nm) durchgefiihrt. Zur GlcNAc-Oligomeraufreinigung wurde eine
UG80 C18 RP-Saule von Shiseido (20x250 mm, 5 um) mit einem Gradient von 10-12.5% Acetonitril
in Wasser bei Raumtemperatur in 15 min verwendet. Die mobile Phase enthielt 0,1%

Ameisensaure.
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5.2 Synthesen?

5.2.1 Bausteinsynthesen

5.2.1.1 (2R,3S,4R,5R,6R)-5-Acetamido-2-(acetoxymethyl)-6-azidotetrahydro-2H-pyran-
3,4-diyl diacetat (OAc-GIcNAc-N3s, 1)

Verbindung 1 wurde aus N-Acetylglucosamin unter Verwendung von Acetylchlorid und

Natriumazid nach einem bekannten Verfahren hergestellt.!*

tAbbildungen und Tabellen zu den Spektren von 1, 09 bis 012, P1-S und P2-S, sowie 09-S bis 012-S in
Anlehnung an und mit Berechtigung von: L. Soria-Martinez, S. Bauer, M. Giesler, S. Schelhaas, J. Materlik,
K. A. Janus, P. Pierzyna, M. Becker, N. L. Snyder, L. Hartmann, Journal of the American Chemical Society
2020: “Prophylactic Antiviral Activity of Sulfated Glycomimetic Oligomers and Polymers”. Copyright (2020)

American Chemical Society.[*8%
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Abbildung 44: *"H-NMR (600 MHz, CDCls) Von Verbindung 1.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 1,98 (s, 3H, H-8); 2,03 (s, 3H, H-9a); 2,04 (s, 3H, H-9b); 2,10
(s, 3H, H-9¢); 3,79 (ddd, 1H, H-5, J [Hz]: Hs6a = 2,3, Hsep = 4,9, Has = 10,1); 3,91 (ddd, 1H, H-2, J
[Hz]: Hiz = 9,2, Hos = 10,6, Hoy = 8,9); 4,16 (dd, 1H, H-6a, J [Hz]: Hs6a = 2,3, Heaep = -12,4); 4,27
(dd, 1H, H-6b, J [Hz]: Hs.eo = 4,9, Heaeo = -12,4); 4,76 (d, 1H, H-1, J [Hz]: H1» = 9,2); 5,09 (dd; 1H;
H-4; J [Hz]: H3.4 = 9,3, Has = 10,1); 5,24 (dd; 1H; H-3; J [Hz]: H23 = 10,6, H3.4 = 9,3); 5,74 (d; 1H; H-
7;J[Hz]: Ho7 = 8,9).

B3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 170,04; 169,62; 169,52; 169,25; 87,48; 72,77; 72,26;
68,13; 61,66; 52,48.

IR: v [em™}] = 3362 (w, [N-H]); 2944 (w, [C-H/CH,]); 2879 (w, [C-H/CH,]); 2104 (s, [Ns]); 1741 (vs,
C=0 [OAc]); 1663 (s, C=0 [NHAc]); 1518 (s, v [C-H] + & [N-H]).

ESI-MS: m/z theor. fur C14H21N4Og* [M+H]*: 373,1, gefunden: 373,2.
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5.2.1.2 N-((2R,3R,4R,5S,6R)-2-Azido-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-
pyran-3-yl)acetamid (GIcNAc-N3, 2)

47 3 OH
OH

6

100 mg Natriummethanolat wurden in 1 | Methanol geldst, bevor 1 g (26,9 mmol) 1 dazugegeben
wurden. Das Gemisch wurde 1h bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend durch sukzessive
Zugabe von Amberlyst IR-120 H* auf einen pH-Wert von 7 gebracht. Die Losung wurde filtriert
und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, um 2 in quantitativer Ausbeute zu

erhalten.

H-NMR (600 MHz; MeOH-d4): § [ppm] = 4,52 (d; J = 9,3 Hz; 1H); 3,90 (dd; J = 2,1; 12,1 Hz; 1H);
3,72 (dd; J =5,4; 12,1 Hz; 1H); 3,38 (ddd; J = 2,1; 5,4; 9,3 Hz; 1H); 3,35 (dd; J = 2,1; 12,1 Hz; 1H);
2,0 (s; 3H)

13C-NMR (100MHz; MeOH-d4): § [ppm] = 173,85; 170,47; 90,27; 80,37; 75,86; 71,82; 62,63;
56,66; 22,90.

5.2.1.3 Natrium (2R,3R,4R,5R,6R)-5-Acetamido-6-azido-2-
((sulfonatooxy)methyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diyl bis(sulfat) ((3-6S)-GlcNAc-N3s, 3)

Verbindung 3 wurde aus 2 nach einem bekannten Verfahren von Wessel et al®>3, durchgefiihrt.
Die Aufreinigung erfolgte nach verschiedenen, in Kapitel 3.1.2.2 beschriebenen Methoden. Eine

Ausbeute wurde nicht bestimmt, da das finale Produkt stets Salzkontaminationen enthielt.
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Beispielhaft wurden 100 mg (407 umol) 2 mit 858 mg TMA*SO; (6,2 mmol) in 14 mL trockenem
DMF unter Stickstoffatmosphdre gelost. Die klare, farblose Losung wurde 42 Stunden bei 70 °C
geriihrt und anschlieRend bei 0 °C gekihlt. Der sich dabei bildene, weiRe Niederschlag wurde
abzentrifugiert und das klare, leicht gelbliche Dekantat zu 10g einer 10 Gew.-%
Natriumacetatldosung bei 0°C gegeben und eine Stunde gerihrt. Das Losemittel wurde per
Rotationsverdampfer und Coevaporation mit Wasser bei 60 °C abgezogen. 53 mg des
Rohprodukts wurden zur Analyse zurlickgehalten und der Rest in 2 mL MilliQ-Wasser geldst und
mit Hilfe einer 1,5 x 20 cm Sephadex LH20 Saule mit MilliQ-Wasser in 1 mL Fraktionen eluiert.
Fraktion 9 wurde mit Methanol gewaschen und die sich dabei bildenen, weifRen Partikel durch
Zentrifugieren entfernt. Das Losemittel des Dekantats wurde entfernt und der zurickbleibende,

weilke Feststoff analysiert.

'H-NMR (600 MHz; D,0) & [ppm]: 2,04 (s; 3H; H-7); 3,88 (dd; 1H; H-2; 3112 = 9,3 Hz; 3Jupns = 10,2
Hz); 3,95 (ddd; 1H; H-5; 3Jusea = 2,2 Hz; 3Jussb = 7,9 Hz; *Jhans = 10,0 Hz); 4,08 (dd; 1H; H-6b; 3Jhea-
heb = -11,6 Hz; 3Jns-neb = 7,9 Hz); 4,21 (dd; 1H; H-4; 3Juzpa = 8,8 Hz; *Jpams = 10,0 Hz); 4,48 (dd; 1H;
H-3; Juans = 10,2 Hz; *Jpana = 8,8 Hz); 4,55 (dd; 1H; H-6a; *Jueaten = -11,6 Hz; *Juspea = 2,2 Hz);
4,87 (d; 1H; H-1; 312 = 9,3)

SAX-HPLC: 20 Minuten Phosphatpuffer (70 mM, pH 7). tg = 6,0 Minuten (VWD 214 nm).

ESI-MS: m/z theor. CgH11N4Nasz014S3 [I\/I—Na]‘ = 528,9, gefunden: 528,8

FT-IR v [ecm™]: 2122 (N3), 1652 (Amid-l), 1564 (Amid-l), 1416 (Amid-lll), 1229

(Sulfat-Streckschwingung).
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5.2.1.4 EDS (4) und TDS (5) Bausteine

1-(9H-Fluoren-9-yl)-3,14-dioxo-2,7,10-trioxa-4,13-diazaheptadecan-17-saure (EDS, 4)

O W
EDS

1-(9H-Fluoren-9-yl)-3,11-dioxo-7-(pent-4-ynoyl)-2-oxa-4,7,10-triazatetradecan-14-saure (TDS, 5)

o (2
Hown\/\«\/“\go .O

DS A

Die Bausteine EDS (4) und TDS (5) wurden nach einem bekannten Verfahren synthetisiert.’!
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5.2.2 (GlcNAc)Oligomersynthesen

Tabelle 7: Zur Oligomersynthese verwendete Harze.

Harz Linker C-Terminus nach Abspalten Hersteller
Tentagel® S RAM? Rink-Amid Primares Amid RAPP Polymere
Tentagel® S Trityl-Ethylendiamin® Tritylamin 2-Aminoethylamid RAPP Polymere
2-Chlorotrityl Glycinester (H-Gly-2CT)* Tritylester Glycinamid Iris Biotech
(a) Nach Hersteller 0,24 - 0,25 mmol/g Beladung.
(b) Hergestellt aus Tentagel® S TRT-Cl Harz (0,25 mmol/g) durch Substitution mit Gber KOH getrocknetem Ethylendiamin.

Beladung berechnet durch Fmoc-Phenylalanin-Kupplung (UV-VIS): 0,25 mmol/g.
(c) Nach Hersteller 0,44 mmol/g Beladung.

Harz-Vorbehandlung

Fir jede Festphasen-Reaktionssequenz wurde das Festphasenharz (Tabelle 7) in einen BD
Spritzenreaktor mit Fritte gefullt. Die GroRe Spritze (5, 10 oder 20 ml) wurde so gewéhlt, dass das
Harz nach Quellen in den verwendeten Losungsmitteln nicht mehr als 50% des Gesamtvolumens
der Spritze ausmachte. Je nach Mengenbedarf wurde mit 0,05, 0,1 oder 0,2 mmol Harz-Anséatzen,
ausgerechnet aus der jeweiligen Beladung, gearbeitet. Vor jedem Reaktionsschritt wurde die

Spritze samt Harz vollstdndig mit Dichlormethan (DCM) aufgezogen und 20 Minuten gequollen.

Fmoc-Abspaltung

Sofern sich eine Fmoc-Schutzgruppe am Harz, oder der letzten Bausteineinheit befand, konnte
diese durch zweimaliges, vollstandiges Aufziehen einer 25 %-igen Piperidinldsung in DMF
entfernt werden. Durch 10-maliges Aufziehen von DMF und drei DCM-Waschgange wurde die

Spritze anschlieRend neutralisiert und fir den nachsten Reaktionsschritt vorbereitet.

0
N)l\o O 20 Vol.-% Piperidin in DMF
H . > NH,
Abbildung 45: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe an der Festphase.
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Kupplung

Zur Bausteinkupplung (EDS oder TDS) wurde ein fiinffacher Uberschuss des Bausteins in DMF
geldst und vor der Zugabe zum Harz mit einem 10-fachen Uberschuss DiPEA aktiviert. Die
Kupplung erfolgte bei Raumtemperatur und konstantem Schitteln Uber 90 Minuten.

AnschlieRend wurde das Harz 10x mit DMF und 3x mit DCM gewaschen.
Mengenbeispiel:

0,05 mmol Tentagel® S RAM: 126 mg (0,25 mmol) TDS oder 117 mg (0,25 mmol) EDS, 85 ul
(0,5 mmol) DIiPEA in 1 ml DMF pro Kupplungsschritt.

o (0]
5Aq. HO\n/\)I\N/\/N\/\NJ\O .O
H H

TDS

5 Aq. PyBOP, 10 Aq. DIPEA

0.
O—NHz O—H\g/\)C)I\H/\/N\/\uj\o 5@

N

Abbildung 46: Beispiel einer Bausteinkupplung anhand des TDS-Bausteins.

N-terminale Acetylierung

Nach der letzten Fmoc-Entschiitzung wurde das Harz mit Essigsdureanhydrid (50 ml pro mmol

Harz) fir 30 Minuten geschittelt. Nach der Acetylierung wurde das Harz 10x mit DMF und 3x mit

f ﬁJ//

o 0
0. 0.
H Q )I\O)k H Q JOJ\
N\n/\)'l\N/\/N\/\NH - s N\"/\)LN/\/N\/\N
2
o H o H H

Abbildung 47: Beispiel einer Acetylierung anhand einer endsténdigen TDS-Einheit.

DCM gewaschen.

98



V - Experimenteller Teil

GlcNAc-Azid Klickreaktion

Fir die Ligation wurde ein dreifacher Uberschuss pro Alkingruppe OAc-GlcNAc-N3 (1) in wenig
DMF gel6dst und mit je einem 1,3-fachen Uberschuss Kupfer(ll)-sulfat und Natriumascorbat in

Wasser vermischt und zum Harz gegeben.
Mengenbeispiel:

Fir Oligomer 09 auf 0,25 mmol Tentagel® S RAM: 447 mg (1.2 mmol) OAc-GIcNAc-N3 in 2 ml
DMF; 249 mg (1.56 mmol) CuSQO4 und 309 mg (1.56 mmol) Natriumascorbat in 2 ml Wasser.

Die Klickreaktion wurde Gber Nacht bei Raumtemperatur durchgefthrt. Restliches Kupfer wurde
mit einer 0,2 M Natriumdiethyldithiocarbamat-Lésung in DMF/Wasser (1:1), DMF/Wasser (1:1)
und DCM so lange in Zyklen entfernt, bis sich sowohl das Harz als auch die Losung nicht langer

farbten.

AcO, =o Ac

AcHN“‘QAOAC

N

=z AcQ CaSO, LN

E OAc Na-ascorbat
AcO DMF/H,0
o e o} + 0 _— o] ° o]
N N s N A
N\I]/\)LN/\/N\/\N AcHN % N\I]/\)I\N/\/N\/\N
0 H H 3 o H H

1

Abbildung 48: Beispiel einer Klickreaktion eines alkinhaltigen Oligomers mit OAc-GIcNAc-Ns (1).

O-Acetyl Entschiitzung

Die O-Acetylschutzgruppen des GlcNAc-Bausteins (1) nach Klickreaktion wurden durch eine
20 mM Natriummethanolat-Losung in Methanol durch 30-min(tiges Schitteln entfernt. Das Harz

wurde anschlieRend 5x mit Methanol und 3x mit DCM gewaschen.

N\
| N
N
o 20 mM NaOMe in MeOH o
Amberlyst IR 120 H* H o] Q

\n/\)l\ AN~ QNNHNN\/\HJ\

Abbildung 49: Beispiel der OAc-Entschiitzung nach Kupfer-Klick-Reaktion
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Abspalten des Oligomers vom Harz

Tabelle 8: Harze und deren Abspaltbedingungen.

Harz Bedingung
Tentagel® S RAM 95% Trifluoroessigsaure, 2,5% Triethylsilan, 2,5% DCM
Tentagel® S Trityl-Ethylendiamin 5-50% Trifluoroessigsaure, 45-90% DCM, 5% Triethylsilan
2-Chlorotrityl Glycinester (H-Gly-2CT) 0,5-1% Trifluoroessigsaure, 1% Triethylsilan, 98-98,5% DCM

Das Abspalten der Harze erfolgte in den nach Herstellerangaben geeigneten Mischungen (Tabelle
8). Hierbei wurden 30 ml pro mmol Harz zugegeben und fir 60-70 Minuten geschuttelt.
AnschlieBend wurde das Spaltprodukt in 40 ml eiskaltem Diethylether oder Aceton (bei sehr
hydrophilen Produkten mit Glycin-N-Terminus) ausgefallt. Das Harz wurde in DCM oder Methanol
(bei sehr hydrophilen Produkten mit Glycin-N-Terminus) gewaschen und nach Einengen
ebenfalls geféllt. Die ausgefallenen Feststoffe wurden mehrmals im Fallungsmittel gewaschen
und anschlieRend im Hochvakuum getrocknet. Letztlich wurde das Oligomer getrocknet und nach

Bedarf durch praparative HPLC aufgereinigt.

Glycooligomere 01-08 kamen fur Vorversuche und die Etablierung eines optimierten
Sulfatisierungs-Protokolls zum Einsatz. Mit Ausnahme von O7 und O8 wurden sie lediglich in

analytischen Mengen von der Festphase getrennt.

Glycooligomere 09-12 wurden flr etablierte Sulfatisierungs-Protokolle eingesetzt. Diese
Verbindungen, sowie 013, wurden fir die biologischen Studien eingesetzt, durch praparative

HPLC aufgereinigt, und einer ausfihrlicheren Analytik unterzogen.
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5.2.2.1 (1)-GIcNAc(OAc)-(1)-Amid (OAc-01)

AcO, =O Ac
AcHN “‘QAOAC
N\
| N
N
O
(0]
HoN \n/\)J\ N A~N~ N JJ\
3 H H
OAc-01

Verbindung OAc-01 wurde nach der beschriebenen Festphasensynthese in analytischen Mengen
vom Harz getrennt. O1 wurde nach Deacetylierung auch per LC/MS untersucht jedoch eluiert die

Probe direkt mit dem Injektionsvolumen.

LC/MS

RP-HPLC (5-95% Acetonitril, 0,1% Ameisensaure in 10 min)

tr=5,2 min

ESI-MS

OAc-01 m/z theor.: Co9H44NgO12Na*: 719,3; gefunden: 719,3
01 m/z theor.: C3H3gNgOgNa*: 593,27; gefunden: 593,2
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5.2.2.2 (1)-GlcNAc-(1)-2-Aminoethylamid (02)

OH
HO, N
ACHN“‘Q’\OH
N\
| N
N
O,
(0] (0]
H )J\
H N/\/N\H/\)J\N/\/N\/\N
2 H H
[e]
02

Verbindung 02 wurde von Kevin Janus im Rahmen seiner Bachelorarbeit hergestellt.['>%

5.2.2.3 (1)-GIcNAc-(1)-2-Carboxyethylamid (O3)

H
HO, 9
ACHN“‘QAOH
N\
| N
N
o) (0] ° (0]
H JJ\
)J\/NNN/\/N\/\N
HO
H H
(0]
03

Verbindung O3 wurde nach der beschriebenen Festphasensynthese in analytischen Mengen vom

Harz getrennt. Bei Oligomer O3 mit Glycinlinker wurde der Zucker 1 vor der Klickreaktion in

Zucker 2 umgewandelt (siehe Protokoll fir Verbindung 2).
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LC/MS
RP-HPLC (5-95% Acetonitril, 0,1% Ameisensaure in 10 min)

tr=1,3 min

ESI-MS

m/z theor.: CosHi3sN9OgNa™: 651,27; gefunden: 651,2

5.2.2.4 EDS-(3)-GIcNACc(OAC)-(5)-Amid (OAc-04)

AcO, :O Ac
AcHN “‘QAOAC
N\
| N
N
(0] H (0] ° (0] H (0]
HzNWN/\/O\/\O/\/ NWN/\/ N\/\NM N\/\O/\/o\/\N)’U\
H H H H
O 20 (0] 5
OAc-04

Verbindung OAc-04 wurde nach der beschriebenen Festphasensynthese in analytischen Mengen

vom Harz getrennt.

LC/MS

RP-HPLC (5-95% Acetonitril, 0,1% Ameisensaure in 10 min)

tr = 5,8 min

ESI-MS

m/z theor.: CeoH118N16028%": 809,41; gefunden: 809,5

C69H119N160283+Z 539,95; gefunden: 540,2
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5.2.2.5 EDS-(2,4)-GlcNAc-(4)-Aminoethylamid (O5)

Verbindung 05 wurde nach der beschriebenen Festphasensynthese in analytischen Mengen vom

Harz getrennt.

LC/MS

RP-HPLC (5-95% Acetonitril, 0,1% Ameisensaure in 10 min)

tr =4,9 min

ESI-MS

Hauptsignal

Ein GIcNAc fragmentiert
Zwei GIcNAc fragmentiert

GlcNAc*

m/z theor
m/z theor
m/z theor

m/z theor

. C66H113N20025N32+1 804,40; gefunden: 804,5
. C58H101N190252+2 691,87, gefunden: 692,0
. CosHasNgQOgNa*: 590,33; gefunden: 590,4

. C8H14NOS+I 204,09, gefunden: 204,0
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5.2.2.6 EDS-(2,4)-TDS-(4)-Carboxyethylamid (O6-Alkin)

Verbindung O6-Alkin wurde nach der beschriebenen Festphasensynthese, vor Klickreaktion mit 1,

in analytischen Mengen vom Harz getrennt.

LC/MS

RP-HPLC (5-95% Acetonitril, 0,1% Ameisensaure in 10 min)
tg = 10,2 min

ESI-MS

m/z theor.: Cg3HooN11015*: 1288,65; gefunden: 1288,5

m/z theor.: CesHo1N11015°*: 644,83; gefunden: 645,0

m/z theor.: C63H92N110183+I 430,22, gefunden: 430,5

5.2.2.7 EDS-(2,4)-TDS-(4)-Amid (07)

Verbindung O7 wurde nach Anschluss an die Abspaltung vom Tentagel® S RAM Harz (Ausbeute

13,8 mg, 11,2%) ohne weitere Analytik fur die Klickreaktion in Lésung eingesetzt (5.2.4.1).
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5.2.2.8 (6)-TDS-(6)-Carboxyethylamid (O8)

Verbindung 08 wurde nach Abspaltung vom Harz durch praparative RP-HPLC aufgereinigt.
Eluent: 20% MeCN in Wasser, 0,1% Ameisensadure, isokratisch.
tr =11 min

Ausbeute = 100 mg (58,8%)

500
400
— 300
2
<
£, 200
100
0
0 5 10 15 20 25 30

t [min]

Abbildung 50: RP-HPLC von Verbindung 08. Bedingungen. MeCN (5% in Wasser) zu MeCN (50% in Wasser),
0,1% Ameisensaure in 30 Minuten. Variabler Wellenlangendetektor (VWD) 214 nm. Relative Reinheit >95 %.

ESI-MS
m/z theor.: CgoH123N19021%": 854,96; gefunden: 855,0

m/z theor.: CgoH124N19021%": 570,31; gefunden: 570,5
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5.2.2.9 EDS-(2,4)-GIcNAc-(4)-Amid (09)

Q
A OH
HO 12
10 §
AcHN' 9 N8 ,
14 Ni\ |
N 6
o
1.0 2 3 24 10 5 o
HzN N/\/O\/\O/\/N\[]/\)LN/\/N\/\N]JK 15
o H o H 4 4 H )

Verbindung 09 wurde durch praparative RP-HPLC aufgereinigt und nach Entfernung des RP-HPLC
Eluenten (in vacuo) und Zugabe von 1 ml MilliQ-Wasser gefriergetrocknet. Die Gesamtausbeute

betrug 100 mg (32,4%). Praparative RP-HPLC-Bedingungen: 10-12.5% MeCN (H,0, 0.1%

Ameisensaure) in 10 min.

14
3
2a 1
4 15
7 8 2 6
9-13 5
LJJM |
T T sy g b e
o N VOUNMATOMNOANANTMNMANOO
o o ANOOHOOQnNO0AHNQQ
o N HEHETANNOOOEEFETMET-EMO
9 8 7 6 5 4 3 2 1
f1 (ppm)

Abbildung 51: *H-NMR (600 MHz, D,0) Von Verbindung 09.
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'H-NMR

IH-NMR (600 MHz, D,0): & [ppm] = 1,83 (s, 6H, H-14); 1,93 & 1,95 (2x s, 3H, H-15); 2,45-2,52 (m,
12H, H-1); 2,52-2,59 (m, 4H, H-1 C-terminus); 2,79 (m, 4H, H-5); 3,01 (m, 4H, H-6); 3,30-3,35 (m,
4H, H-4 N-terminus); 3,35-3,41 (m, 12H, H-4); 3,43-3,52 & 3,59-3,64 (m, 16H, H-2) 3,65-3,69 (m,
8H, H-3); H-9/10/11: 3,70 (m, 2H), 3,80 (dd, *Ju = 8,9 & 10,3 Hz, 2H), & 4,24 (m, 2H); 3,75 (ddd,
2H, H-12, J [Hz): H1213.= 1,8, H12130 = 5,1, H12.11= 9,8); 3,84 (dd, 2H, H-13a, J [Hz]: H13a130= -12,6,
Hisa12= 5,1); 3,94 (dd, 2H, H-13b, J [Hz]: H1sa130= -12,6, H13p-12= 1,8); 5,81 (d, 2H, H-8,J = 9,6 Hz);
8,01 (m, 2H, H-7).

Anmerkung: Zuckerprotonen 9-11 konnten aufgrund nicht zuordenbarer J-Werte nicht klar

differenziert bewertet werden.

HRMS
Intens. ] +MS, 3.5-3.9min #213-233
x104] 2t
7718903
2+
3] 772.3916
2.
4 2+
772.8929
17 2+
L 773.3940 2+
S IR ST T S
770 771 772 773 774 775 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
771.8903 1 C64H109N19025 771.8916 (s 5.6 1 100.00 20.0 even ok

Abbildung 52: UHR-MS von Verbindung O9.
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ESI-MS

793.95 [M+2Na]** Eluent: 95% H,0, 5% MeCN
] Fragmentor: 40V

100 NHAc
i o? \
80 [M-2GIcNAc+H+Na]* HO / OH
579.85 OH

1 Exact Mass: 204,09

60 [M+3Na]* 537,05 GIcNAc+
- 681,35 [M-GIcNAc+Na+H]*
40
204 [GIcNACc]
20 1136,5 [M-2GIcNAc+H]"
0_ T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z
Abbildung 53: ESI-MS von Verbindung 09.
RP-HPLC
300
250
200
§ 150
E
= 100
50
0
0 5 10 15 20 25 30
t [min]

Abbildung 54: RP-HPLC von Verbindung 09. Bedingungen. MeCN (5% in Wasser) zu MeCN (50% in Wasser),
0,1% Ameisensaure in 30 Minuten. Variabler Wellenlangendetektor (VWD) 214 nm. Relative Reinheit >95 %.
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H
N
] 568.9 N N, ]}H‘
100 ) N
N
) N
804 H +
| Ho.  P7 NaNHAC T
< 60 HOVQ...NHAC
. | $ YoM
® 404 670.5 Ho g oH
— 1 204 794 1136.6
0] i o )
0 I |
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m/z

Abbildung 55: ESI-MS von Glycooligomer 09. Beispiel der protoneninduziierten Fragmentierung bei der Wahl einer
50:50 Acetonitril-Wasser-Mischung (Vol.) mit 0,1% Ameisensaure als Eluenten. Fragmentorspannung: 100 V. Rot

dargestellt ist das unfragmentierte Oligomer.

Tabelle 9: Strukturelle Ubersicht und Fragmente von 09 bei den in Abbildung 55 beschriebenen Bedingungen.

Strukturen

[¢]

(0] H o H H o H [e] JOJ\
HZNJ\/\"/N\/\O/\/O\/\NJ\/\H/N\/\N/\/NNN/\/O\/\O/\/N\”/\)LN/\/N\/\N
o H 0 o o H H H

m/z theor. [M+2Na]?* = 793,87 N
m/z gefunden = 794,0 HOVQMNHAC HOVQ.HNHAC
s oH

ho oM HO
9 H Q H H 9 H (o} jj)\
HZN)J\/\H/N\/\O/\/O\/\NJ\/\"/N\/\N/\/N\”/\)‘\N/\/O\/\o/\/N\”/\)J\N/\/N\/\N
H H H H
o) o] G o] o) o
y N
N N |
2+. N N
m/z theor. [M+2H]*"; 670.35 H
m/z gefunden 670,5 Ho\(&mwxc
s OH

o H o H H e} o o
HZNJ\/\”/N\/\o/\/o\/\NJ\/\”/N\/\N/\/N\”/\)J\N/\/O\/\O/\/N N/\/N\/\NJ\
H o o o H H H

o

H
© (e}
/N /N
N | N |
N N
H H

m/z gefunden = 1136,6

m/z theor. [M+H]* = 1136,62  m/z theor. [M+2H]?** = 568,81
m/z gefunden = 568,9

H6 OH

@
miz theor. [M]* = 204,09 | Ho_ [~ \wNHAC
m/z gefunden = 204,0 N
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5.2.2.10 (1-6)-GlcNAc-(6)-Carboxyethylamid (010)

HO 11
29 /~OH
HO 10
o)
AcHN'7 A8
12 N= 5
Ny |
N 4
o
o 1 0 3 9

Bei Oligomer 010 mit Glycinlinker wurde der Zucker 1 vor der Klickreaktion in Zucker 2
umgewandelt (siehe Protokoll fir Verbindung 2). Verbindung 010 wurde durch praparative
RP-HPLC aufgereinigt und nach Entfernung des RP-HPLC Eluenten (in vacuo) und Zugabe von 1 m|
MilliQ-Wasser gefriergetrocknet. Die Gesamtausbeute betrug 22,3mg (7 %). Prdparative

RP-HPLC-Bedingungen: 10-12.5% MeCN (H;0, 0.1% Ameisensadure) in 10 min.

12

13

6.00 ] —
6.01 4
5.94 §
| s.02
04
97
07
20
12.00]
4.00
vl 20.06]
21 3.00 %
1s.oz:I T

i 12.00/1

o |
o

T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
)

Abbildung 56: *H-NMR (600 MHz, D,0) Von Glycooligomer 010.
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'H-NMR

H-NMR (600 MHz, D;0): & [ppm] = 1,82 (s, 18H, H-12); 1,92 & 1,94 (2x s, 3H, H-13); 2,44 (m, 20H,
H-1); 2,53-2,54 (m, 4 H, H1 C-terminus); 2,76 (m, 12H, H-3); 2,98 (m, 12H, H-4); 3,25-3,52 (m,
48H, H-2); H-7/8/9: 3,70 (m, 2H), 3,80 (dd, ¥/ = 8,9 & 10,0 Hz, 2H), & 4,24 (m, 2H); 3,75 (ddd,
2H, H-10, J [Hz]: Hio11a= 2,2, Hi0116 = 4,8, Ho-10= 9,5); 3,83 (dd, 2H, H-11a, J [Hz]: Hi1a116 = -12,5,
Hita10= 4,8);3,92 (s, 2H, H-14) 3,93 (dd, 2H, H-11b, J [Hz]: Hita116 = 12,5, Hizp-10= 2,2); 5,80 (d,
3Juw = 9,7 Hz, 6H, H-6); 8,00 (s, 6H, H-5),

Anmerkung: Zuckerprotonen 7-9 konnten aufgrund nicht zuordenbarer J-Werte nicht klar

differenziert bewertet werden.

HRMS
Intens. | +MS, 4.5-4.9min #269-295
x104 4+
797.3757
4+
1.54 797.6262
4+
10 7974248 4+
] 797.8771
4+
0.5 798.1274
4+
798.3776
0.0 796.6146 A
' 7965 7970 7975 7980 7985 7990 7995 miz
Meas. m/z # lon Formula m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
797.1248 1 C130H209N43051 797.1265 21 13.8 1 68.00 48.0 even ok
2 C131H209N41052 797.1237 -1.4 13.9 2 100.00 48.0 even ok

Abbildung 57: UHR-MS von Glycooligomer 010 [M+4H]**
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ESI-MS
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Abbildung 58: ESI-MS von Glycooligomer 010.
RP-HPLC
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Abbildung 59: RP-HPLC von Verbindung 010. Bedingungen. MeCN (5% in Wasser) zu MeCN (50% in Wasser),
0,1% Ameisensaure in 30 Minuten. Variabler Wellenldangendetektor (VWD) 214 nm. Relative Reinheit >95 %.
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5.2.2.11 (1-8)-GIcNAc-(8)-Amid (011)

O

3
HN 1 Q 2a N 2a Q
2 h/\)LH/\/ \/\H 13
0 2b 2b 8

Verbindung 011 wurde durch praparative RP-HPLC aufgereinigt und nach Entfernung des
RP-HPLC Eluenten (in vacuo) und Zugabe von 1 ml MilliQ-Wasser gefriergetrocknet. Die

Gesamtausbeute betrug 82 mg (39,5%). Praparative RP-HPLC-Bedingungen: 10-12.5% MeCN

(H20, 0.1% Ameisensaure) in 10 min.

12

2a
6
711 L 4 3
13
b h lan ’T”"S"“‘;“ﬁ’g‘w ;r’g_‘ ’g_‘ ’T‘;‘
o ) M NAYONNY "+ & N oM
be] b ] S Ng9QTan 6 © o o<
) % % BHOGMmM " oA M 6N

w
N
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o

4
f1 (ppm)

®
~
EN
«

Abbildung 60: *H-NMR (600 MHz, D,0) Von Verbindung 011.
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'H-NMR

IH-NMR (600 MHz, D;0): & [ppm] = 1,82 (s, 24H, H-12); 1,92 & 1,94 (2x s, 3H, H-13); 2,43 (m, 32H,
H-1); 2,76 (m, 16H, H-3); 2,98 (m, 16H, H-4); 3,27-3,40 (m, 32H, H-2b); 3,40-3,52 (m, 32H, H-2a);
H-7/8/9: 3,69 (m, 2H), 3,80 (dd, 3w = 8,9 & 10,0 Hz, 2H), & 4,24 (m, 2H); 3,74 (ddd, 2H, H-10, J
[Hz]: Hio11a= 2,2, Hi0116= 5,0, Ho-10= 9,6); 3,83 (dd, 2H, H-11a, J [Hz]: H110110=-12,5, H11010= 5,0);
3,92 (s, 2H, H-14) 3,93 (dd, 2H, H-11b, J [Hz): Hi1a-116 = -12,5, Hip10= 2,2); 5,80 (d, ¥ = 9,7 Hz,
6H, H-6); 8,00 (s, 8H, H-5).

Anmerkung: Zuckerprotonen 7-9 konnten aufgrund nicht zuordenbarer J-Werte nicht klar

differenziert bewertet werden.

HRMS
Intens. | s +MS, 5.2-5.6min #311-339
1038.7457
6000 4+ i
10384953 | 1038.9964
4000 o o
1038:2440 1039:23/3
4+
2000+
10394978,
1 1039.74874+
1040.0000
0 . : ; J : ‘ ”JLM D002 ;
1037.0 1037.5 1038.0 1038.5 1039.0 1039.5 1040.0 1040.5 1041.0 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/iz err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
1038.2440 1 C170H273N57065 1038.2447 0.7 25.6 1 100.00 63.0 even ok

Abbildung 61: UHR-MS von Glycooligomer 011 [M+4H]**
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ESI-MS

Eluent: 95% H,0, 5% MeCN

Fragmentor: 40V
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Abbildung 62: ESI-MS von Glycooligomer O11.
RP-HPLC
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Abbildung 63: RP-HPLC von Verbindung 011. Bedingungen. MeCN (5% in Wasser) zu MeCN (50% in Wasser),
0,1% Ameisensaure in 30 Minuten. Variabler Wellenlangendetektor (VWD) 214 nm. Relative Reinheit >95 %.
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5.2.2.12 (1-10)-GlcNAc-(10)-Amid (012)

Verbindung 012 wurde durch prdparative RP-HPLC aufgereinigt und nach Entfernung des
RP-HPLC Eluenten (in vacuo) und Zugabe von 1 ml MilliQ-Wasser gefriergetrocknet. Die

Gesamtausbeute betrug 96 mg (32%). Praparative RP-HPLC-Bedingungen: 10-12.5% MeCN (H.0,

HO 1
9 OH
HO 10
8 o
AcHN'7 A8
12 N
N, |
N 4
O 3

0.1% Ameisensaure) in 10 min.

2a

10.00] L

10.00

10.001
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12

3.04 <
30.041

N

7

.

3 5 4
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Abbildung 64: *H-NMR (600 MHz, D,0) Von Verbindung 012.

w
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'H-NMR

IH-NMR (600 MHz, D,0): & [ppm] = 1,82 (s, 30H, H-12); 1,92 & 1,94 (2x s, 3H, H-13); 2,43 (m, 40H,

H-1); 2,76 (m, 20H, H-3); 2,98 (m, 20H, H-4); 3,27-3,40 (m, 40H, H-2b); 3,40-3,52 (m, 40H, H-2a);

H-7/8/9: 3,69 (m, 2H), 3,80 (dd, */u = 9,0 & 10,1 Hz, 2H), & 4,24 (m, 2H); 3,74 (ddd, 2H, H-10, J

[HZ]Z H10-11a= 2,3, H1o0-11p= 5,0, Ho.10= 9,7); 3,83 (dd, 2H, H—11a,J [HZ]Z H11a-110= -12,8, Hi1a-10= 5,0);

3,92 (s, 2H, H-14) 3,93 (dd, 2H, H-11b, J [Hz]: H11a-116 = -12,8, Hi1p-10= 2,3); 5,80 (d, i = 9,5 Hz,

6H, H-6); 8,00 (s, 8H, H-5).

Anmerkung: Zuckerprotonen 7-9 konnten aufgrund nicht zuordenbarer J-Werte nicht klar

differenziert bewertet werden.

HRM

S

Intens. ]

3000+
2000+

1000+

e

5+

1035.4925

5+
1035;2924

1035.1142
A A A

5+
1035.6931

S5+
1036.0942

5+
1036.2951

5+
1036.4944 o,
1036.6959

+MS, 6.3-6.8min #381-411

et

1035.0 10355 10360 10365 " 710370

Meas. m/z # lon Formula
1035.2924 1 C213H340N69082
2 C212H340N71081

m/z err[ppm] mSigma #mSigma Score rdb
1035.2906 -1.8 35.1 1 42.52 785
1035.2928 04 35.5 2 100.00 785

Abbildung 65: UHR-MS von Glycooligomer 012 [M+5H]>*
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ESI-MS
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Abbildung 66: ESI-MS von Glycooligomer 012.
RP-HPLC
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Abbildung 67: RP-HPLC von Verbindung 012. Bedingungen. MeCN (5% in Wasser) zu MeCN (50% in Wasser),
0,1% Ameisensaure in 30 Minuten. Variabler Wellenlangendetektor (VWD) 214 nm. Relative Reinheit >95 %.
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5.2.2.13 NH»-(1-8)-GlcNAC-(8)-Amid (013)

N 4

o) 3
H,N P % N 2 H13
2WN/\/ \/\H
0 2b 2b 8

Verbindung 013 wurde nach der letzten Fmoc-Entschitzung nicht mit Essigsdureanhydrit

gekappt, wodurch sie ein freies Amin erhélt. Verbindung 013 wurde durch préaparative RP-HPLC

aufgereinigt und nach Entfernung des RP-HPLC Eluenten (in vacuo) und Zugabe von 1 ml

MilliQ-Wasser gefriergetrocknet. Die Gesamtausbeute betrug 40 mg (38,5%). Praparative

RP-HPLC-Bedingungen: 10-12.5% MeCN (H;0, 0.1% Ameisensadure) in 10 min.

12

7-1

13
.

T s R i e i A T
-] n oNO [=2]
[} i OTrHUOU-ONOOO o
2 - 169NN 86 <
-] [--] WO ™WOWOWOUAN™MSM (o}
8 7 6 5 4 3 2 0
f1 (ppm)

Abbildung 68: *H-NMR (600 MHz, D,0) Von Verbindung O13.
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'H-NMR

IH-NMR (600 MHz, D,0): & [ppm] = 1,82 (s, 24H, H-12); 2,43 (m, 32H, H-1); 2,76 (m, 16H, H-3);

2,98 (m, 16H, H-4); 3,20 (t, 2H, H-13); 3,27-3,40 (m, 32H, H-2b); 3,40-3,52 (m, 32H, H-2a); H-
7/8/9: 3,69 (m, 2H), 3,80 (dd, */us = 8,9 & 10,0 Hz, 2H), & 4,24 (m, 2H); 3,74 (ddd, 2H, H-10, J
[HZ]Z H10-11a= 2,2, H1o0-11b= 5,0, Ho.10= 9,6),’ 3,83 (dd, 2H, H—11a,J [HZ]Z Hi1a-110= -12,5, Hi1a-10= 5,0);

3,92 (s, 2H, H-14) 3,93 (dd, 2H, H-11b, J [Hz]: Hi1a.110 = -12,5, Hi1p10= 2,2); 5,80 (d, 3y = 9,7 Hz,

6H, H-6); 8,00 (s, 8H, H-5).

Anmerkung: Zuckerprotonen 7-9 konnten aufgrund nicht zuordenbarer J-Werte nicht klar

differenziert bewertet werden.
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Abbildung 69: ESI-MS von Glycooligomer 013.
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RP-HPLC
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Abbildung 70. RP-HPLC von Verbindung 013. Bedingungen. MeCN (5% in Wasser) zu MeCN (50% in Wasser),
0,1% Ameisensaure in 30 Minuten. Variabler Wellenldangendetektor (VWD) 214 nm. Relative Reinheit >95 %.
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5.2.3 Sulfatisierungen an der Festphase

Tabelle 10: Verschiedene Sulfatisierungs- und Abspaltbedingungen an der Festphase

# Oligomer Harz Sulfatisierungsbedingungen Abspaltbedingungen

1 03 H-Gly-2CT 0,05 mmol O3-modifiziertes Harz, Rote Farbung wahrend der
3,5 g DMF*SO3in 10 mI DMF  Reaktion, kein Reaktionsprodukt?

2 09 TG® S RAM 20 mg (5 umol) 09-modifiziertes Harz, 5% TiPS / 5% DCM / 90% TFA
126 mg TMA*SO3 in 1,1 ml DMF, 30 min bei 0 °C
18h bei 70 °C,  Ausfallen in Diethylether (-20 °C)

10% NaOAc (aq.)

3x 5 ml 10% TBACI (aq.)

(b) Nach dem Abspalten konnte im beschriebenen Medium kein Produkt ausgefallt werden.

Die in Tabelle 10 gezeigten Ansadtze wurden in BD-Filterspritzen durchgefihrt. Das jeweilige
Gemisch der Sulfatisierungsbedingungen wurde direkt auf das sich in der Spritze befindliche
Oligomer-modifizierte Harz aufgezogen. Nach der Reaktion wurde das Harz mit DMF und DCM
(#1), beziehungsweise Wasser, DMF und DCM (#2) gewaschen, bevor das Abspaltreagenz
(#1: 2 ml; #2:<0,5 ml) ebenfalls direkt aufgezogen wurde. Nach der Abspaltung wurde das

Gemisch im beschriebenen Medium ausgefallt.
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'H-NMR
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Abbildung 71: 'H-NMR (600 MHz, D,0) von Ansatz #2 der Festphasensulfatisierung von 09.

ESI-MS

Tabelle 11: ESI-MS-Werte aus Ansatz #2 der Festphasensulfatisierung von 09.

Sulfatisierungsgrad

m/z theoretisch

m/z gefunden

6Xx
5x
4x
3%
2X

[M-6TBA]® = 335,9
[M-5TBA]® = 387,3
[M-4TBA]* = 464,4
[M-3TBA]* = 592,9
[M-2TBA]? = 849,8

336,2
387,4
464,6
593,0
850,6

7 8
L [N
R ——
oy [¥g)
= K
i i
T T T T T T T T T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 35 2.5 2.0 1.0
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5.2.3.1 Synthese von Trichloroethylchlorosulfat (TCES-CI)

O\\ //O 1

S
c1” 0" el

TCES-CI

Trichloroethylchlorosulfat (TCES-Cl) wurde nach einem bekannten Verfahren von Warabi et al.

synthetisiert.[*6%

NMR

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): & [ppm] = 4,92 (s, 2H, H-1).

BC-NMR (300 MHz, CDCl3): & [ppm] = 81,3 (s); 91,3 (s)
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5.2.3.2 Experimente mit TCES-Cl an GlcNAc-modifizierten Oligomeren

Tabelle 12: Festphasen-Experimente mit TCES-Cl an Oligomer-modifizierten Harzen.

# Oligomer Harz Sulfatisierungsbedingungen Abspaltbedingungen
1 01 TG® S RAM 227 mg (50 umol) O1-modifiziertes Harz, 95% TFA / 2,5% TiPS / 2,5% DCM
1,5 Aq. DABCO und 1,5 Ag. TCES-CI 60 min bei RT
pro OH-Gruppe, RT, Gber Nacht Ausfallen in Diethylether (-20 °C)
2 04 TG® S RAM Siehe Ansatz #1 Siehe Ansatz #1
3 05 TG® S Trt-EDA 100 mg (25 pumol) O5-modifiziertes Harz 5% TFA / 5% TiPS / 95% DCM
) ) 60 min bei RT

Weiter: siehe Ansatz #1
Ausfallen in Diethylether (-20 °C)
4 06 H-Gly-2CT Siehe Ansatz #1 1% TFA / 1% TiPS / 98% DCM

Vorher: 3 Ag. GIcNAc-N3 (2) pro Alkin, 1,3
Aq. Na-Ascorbat pro Zucker, 1,3 Aq.
Cu(I)SO4 pro Zucker in DMF/Wasser 50:50
(vgl. Abschnitt zur Klickreaktion an der

Festphase 5.2.2)

60 min bei RT

Kein Ausfall in Diethylether (-20 °C)
50% AcOH / 50% Trifluoroethanol
60 min bei RT

Kein Ausfall in Diethylether (-20 °C)

Die in Tabelle 12 gezeigten Ansdtze wurden in BD-Filterspritzen durchgefihrt. Das jeweilige

Gemisch der Sulfatisierungsbedingungen wurde direkt auf das sich in der Spritze befindliche

Oligomer-modifizierte Harz aufgezogen. Nach der Reaktion wurde das Harz abwechselnd mit

vollen Spritzenvolumina DCM, geséttigtes Bicarbonat, Wasser, Methanol, DCM gewaschen, bevor

4 ml Abspaltreagenz ebenfalls direkt aufgezogen wurden. Nach der Abspaltung wurde das

Gemisch im beschriebenen Medium ausgefallt.
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RP-HPLC

Die RP-HPLC Chromatogramme der Ansatze #1 und #2 zeigten eine Vielzahl nicht zuordenbarer
Signale zwischen 4 und 7 Minuten, wie in Abbildung 72 am Beispiel des Ansatzes #2 zu sehen. Bei

der RP-HPLC von Ansatz #3 konnte lediglich das nicht umgesetzte Oligomer O5 detektiert werden.

120
100
80
60

| [AU]

40
20

0 2 4 6 8 10 12 14 16
t [min]

Abbildung 72: RP-HPLC (5-95% Acetonitril, 0,1% Ameisensaure in 10 min) von Ansatz #2 der TCES-CI-Umsetzung mit
Oligomer O4.

5.2.3.3 Versuch der Umsetzung von GIcNAc-N3 (2) mit TCES-CI

NH,

N3 N3

«NHAc ~NHAc
O o O\\S//C) /N\ O o
HO + 7o el TCESO
OH DMAP OTCES

OH TCES-CI — OTCES

2

Abbildung 73: Geplante Umsetzung von 2 mit TCES-CI.

Zur Einfihrung der Sulfatschutzgruppe TCES am azidierten GIcNAc wurden 50 mg 2 (0,2 mmol)
und 700 mg DMAP (5,1 mmol) in 2 ml DCM unter Eiskiihlung gelost. Nach Zugabe von 0,5 ml

TCES-Cl (5,1 mmol) wurde das Gemisch Uber Nacht gerlhrt. Es bildete sich ein weilRer
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Niederschlag, welcher sich durch H-NMR- (Abbildung 74) und ESI-MS-Untersuchungen

(Abbildung 75) als ein DMAP-TCES-Addukt herausstellte.
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Abbildung 74: *H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) der DMAP-TCES-Addukte aus der Umsetzung von 2 mit TCES-CI.
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Abbildung 75: ESI-MS-Spektrum der DMAP-TCES-Addukte aus der Umsetzung von 2 mit TCES-CI.
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5.2.4 Sulfatisierungen in Loésung

5.2.4.1 Klickreaktion von O7 mit sulfatisiertem GlcNAc-Azid (3)

6,9 mg O7 (9,4 umol) wurden in einem 10 ml Glasrohr mit Septum in 100 ul DMF gelost. Unter
Ruhren und Stickstoffatmosphare wurden 20 mg 3 (Stochiometrie aufgrund von Salzgehalt nicht
nachvollziehbar), gel6st in 500 ul DMF/Wasser (1:4) zugegeben, sodass sich eine klare Losung
ausbildete. 5 mg (31,3 umol) Cu(l)SO4 und 6 mg (31,3 pumol) Na-Ascorbat wurden, geldst in
200 pl Wasser, zu dem Gemisch gegeben. Die orangene Suspension wurde 72h gerihrt. Das
Rohprodukt wurde direkt durch eine Spectrapor® float-a-lyzer 0,1-0,5 kDA Membran dialysiert.
Dreimal wurde Wasser ausgetauscht. Das gefriergetrocknete Produkt (2,7 mg) wurde einer

Elementaranalyse unterzogen.

Tabelle 13: Gefundene Massen aus der ESI-MS der Umsetzung von O7 mit 3.

Strukturen
P NS PN i o Y N Y
HZN)K/Y ~ NN \/\NK/Y NN Y\)LH/\/ ~ o Nu/\/ \/\H o .
o o o o © o O
N
= Ni’ |
m/z theor. [M+-3Na]® = 570,86 . . r
m/z gefunden = 570,8 oason‘--NHAc
O, o 5
0,50 0503
P oo N NP P I~ SO
HZN)K/Y ~ "o N \/\NK/Y NS NH/\/ ~ o N Nu/\/ \/\H 0 .
o o o o © o O
N
& N
m/z theor. [M+-2Naj? = 816,81 . 3
m/z gefunden = 817,0 HO ~NHAC
o8 0SO3
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5.2.4.2 Klickreaktion von O8 mit sulfatisiertem GIcNAc-Azid (3)

In einem 10 ml Glasrohr mit Septum wurden 10 mg (5,9 umol) 08 und das Rohprodukt aus einer
Synthese von 3 mit einem Ansatz von 100 mg (0,406 mmol) 2 nach Aufarbeitung mit 10-%iger
Bicarbonatlosung (siehe Abschnitt 5.2.1.3) wurden in 0,5 mlI DMF und 2,4 ml Wasser gelost unter
starkem Rihren wurden 42 mg (263 umol) Cu(11)SO4 und 52 mg (263 pumol) Na-Ascorbat in 0,8 ml
Wasser zugegeben. Die orangene Dispersion wurde tber Nacht gerihrt. AnschlieRend wurden
594 mg (2,63 mmol) Natriumdiethyldithiocarbamat zugegeben. Die tiefbraune Losung wurde fir
eine Stunde gerthrt. Das Rohgemisch wurde durch 2 x 2 ml Spintubes (MWCO: 2000 Da) fir 90
Minuten bei 4400 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Nach Gefriertrocknung blieb ein leicht

braunes Pulver mit sehr geringer Ausbeute zuriick (< 1 mg).

"H-NMR
RO 11
=9 OR
R = H oder SOzNa ROo~@ 0
AcHN' 7 Ne s
12 N 12
N 4
o
(0] 1 O 3 (0]
J\,H 2 N
HO NN 13
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7-11,14

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.
f1 (ppm)

Abbildung 76: *H-NMR (600 MHz, D,0) des Produktes aus der Umsetzung von 08 mit 3 in Lésung.
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® ®
HO\/Q--\NHAC @onmNHAc
SIS o < Mosos
0380 050, HO 3
m/z theor. [M+-2NaJ? = 361,99 m/z theor. [M+-2Na]?> = 282,03
m/z gefunden = 362,0 m/z gefunden = 282,0
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5.2.4.3 Sulfatisierungen mit Trimethylamin-Schwefeltrioxid

Die Reaktionsbedingungen der Sulfatisierungen sind in TAB zu sehen. Die Glycooligomere 09,
010, 011 und 012 wurden jeweils mit TMA*S0Os in trockenem DMF gel6st (8,65 ml/g TMA*SQOs).
Die jeweilige Mischung wurde unter verschiedenen Bedingungen unter Stickstoffatmosphare
gerihrt (TAB). Im Anschluss an die Reaktion wurde die Mischung zu einer 10 %-igen
Natriumacetatldsung in Wasser (10 Ag. zu TMA*S0s) gegeben und konzentriert (60 °C, 15 mbar).

Das Rohprodukt wurde durch Dialyse aufgereinigt und gefriergetrocknet.

H H
HO\n/\H N\/\N/\/N NaO\n/\ N\/\N/\/N
o) o} o)
o 6 50 Aq. TMA*SO,
N 70 °C
N | 19h, DMF
N
O7\..\NHAC ."NHAc
HO Na0,SO °

Abbildung 77: Sulfatisierungsbedingung am Beispiel der Sulfatisierung von 010.

Tabelle 14: Sulfatisierungsbedingungen zur Synthese von sulfatisierten Glycooligomeren.

Struktur Verwendetes Aquivalente? Temperatur [°C] Zeit [h] d.s.p
GlcNAc-Oligomer TMA*S03 (%]
09-S1 09 40 60 115 >99
09-S2 09 40 70 18 95.0
09-S3 09 40 70 18 98.5
010-S 010 50 70 19 98.7
011-S 011 40 70 18 89.9
012-S 012 40 70 18 85.2

(a) Aquivalente zu den OH-Gruppen des jeweiligen GlcNAc-Glycooligomers. (b) Der Sulfatisierungsgrad (degree of
sulfation, 'H-NMR, 600 MHz, D,0) wurde durch das integrale Verhiltnis des anomeren Signals der vollstindig
sulfatisierten GIcNAc-Oligomere (6,02 ppm) und der anomeren Signale durch unvollstandig Sulfatisierung (< 6,02 ppm)

bestimmt
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5.2.4.4 EDS-(2,4)-GIcNAc(3-6S)-(4)-Amid (09-S)

09-s1
NaOzSQ 13
211 / OSO:Na
NaO;SO
3 10 ¢
AcHN'® 8
14 N~ 7
Ne |
N 6
o
1.9 2 3 2y 109 5 9
H2N n/\/o\/\o/\/"‘\n/\)\u/\/“\/\”rk 15
0 0 4 4 2

Verbindung 09-S1 wurde aus 09 (10 mg Ansatz) nach Dialyse und Gefriertrocknung mit einer

Ausbeute von 2,0 mg (14,3 %) gewonnen.
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Abbildung 78: "H-NMR (600 MHz, D,0) von 09-51.

IH-NMR (600 MHz, D,0): & [ppm] = 1,81 (s, 6H, H-14); 1,92 & 1,94 (2x s, 3H, H-15); 2,40-2,53 (m,
12H, H-1); 2,52-2,66 (m, 4H, H-1 C-terminus); 2,78 (m, 4H, H-5); 3,03 (m, 4H, H-6); 3,26-3,40 (m,
16H, H-4); 3,40-3,52 (m, 8H, H-2b); 3,61 (m; 8H, H-2a); 3,67 (m, 8H, H-3); H-9-13: 4,17, 4,23, 4,47,
4,56 & 4,67 (5x m, 5x 2H); 6,02 (d, ¥ = 9,8 Hz, 2H, H-8); 8,06 (m, 2H, H-7).
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Der Sulfatisierungsgrad wurde durch das Intensitatsverhaltnisses der anomeren Signale bestimmt

(H-8): >99% (keine weiteren anomeren Signale gefunden).

Anmerkung: Ein Signal der Zuckerringprotonen H-9 - H-11 wird unter dem von HDO verursachten

Signal bei 4,79 ppm vermutet.

428,25
100
80 407,8

6 2| Istses
= 541,1
40 336,2

2994
20
| |

Eluent: 50% H,0, 50% MeCN

Fragmentor: 100V

"

J ‘ h
200 400 600

Abbildung 79: ESI-MS von 09-S1.

m/z

1000 1200 1400 1600 1800 2000

Tabelle 15: ESI-MS Signalzuordnung fur 09-S1 aus Abbildung 79. Spuren von Sulfatisierungszahlen <6 kbnnen
vereinzelt gefunden werden. Bei einer 7x Sulfatisierung wird womaéglich das primare Amid sulfatisiert.

7x sulfatisiet [C54H100N1904557Na7]

6x sulfatisert [CG4H101N1904356N85]

m/z theoretisch

m/z gefunden

m/z theoretisch m/z gefunden
[M-7Na]” = 299.2 299.4
[M-6Na]® =352.9 353.0
[M-5Na]> =428.1 428.3
[M-4Na]* = 540.8 541.1
[M-3Na]* = 728.8 729.0

[M-6Na]® = 335.9
[M-5Na]* = 407.7

[M-4Na]* =515.4

336.2

407.8

515.7
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Abbildung 80: SAX-HPLC von 09-S1 (60 % MeCN, 40 % H20, Phosphatpuffer pH 7, isokratisch in 30 Minuten).

09-52

30

Verbindung 09-S2 wurde aus 09 (20 mg Ansatz) nach Dialyse und Gefriertrocknung mit einer

Ausbeute von 15,1 mg (51,5 %) gewonnen.
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Abbildung 81: *H-NMR (600 MHz, D,0) von 09-S2.
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'H-NMR (600 MHz, D;0): & [ppm]

=1,81 (s, 6H, H-14); 1,92 & 1,94 (2x s, 3H, H-15); 2,40-2,53 (m,

12H, H-1); 2,52-2,66 (m, 4H, H-1 C-terminus); 2,78 (m, 4H, H-5); 3,03 (m, 4H, H-6); 3,26-3,40 (m,

16H, H-4); 3,40-3,52 (m, 8H, H-2b); 3,61 (m; 8H, H-2a); 3,67 (m, 8H, H-3); H-9-13: 4,17, 4,23, 4,47,

4,56 & 4,67 (5x m, 5x 2H); 6,02 (d, 3 = 9,8 Hz, 2H, H-8); 8,06 (m, 2H, H-7).

Der Sulfatisierungsgrad wurde durch das Intensitatsverhaltnisses der anomeren Signale bestimmt

(H-8): 95,0 %.

Anmerkung: Ein Signal der Zuckerringprotonen H-9 - H-11 wird unter dem von HDO verursachten

Signal bei 4,79 ppm vermutet.

336 Eluent: 95% H,0, 5% MeCN
100 407.8 Fragmentor: 60V
80)
387.4
60
= 2994 | 515,55
=
40 428,25
353,2 694.9
2 /729,05
o _‘“_J__JJ . llL. [ | L
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Abbildung 82: ESI-MS von 09-S2.
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Table S4: ESI-MS assignment for structure O1-2 (Figure S22). 7x sulfation indicates the existence of an additional
SO3Na attachment.

Tabelle 16: ESI-MS Signalzuordnung fir 09-S2 aus Abbildung 82. Spuren von Sulfatisierungszahlen <5 konnen
vereinzelt gefunden werden. Bei einer 7x Sulfatisierung wird womaéglich das primére Amid sulfatisiert.

7x sulfatisiert 6x sulfatisiert 5x sulfatisiert

[CeaH100N19046S7Na7] [CeaH101N19043S6Nag] [CeaH102N19040SsNas]
m/z m/z m/z m/z m/z m/z
theoretisch gefunden theoretisch gefunden theoretisch gefunden
[M-7Na]”=299.2 299.4 [M-6Na]® =335.9 336.0 [M-5Na]> = 387.3 387.4
[M-6Na]® =352.9 353.2 [M-5Na]> =407.7 407.8
[M-5Na]>=428.1 4283 [M-4Na]* =5154 515.6
[M-4Na]* =540.8 541.1 [M-3Na]* =694.8 694.9

[M-3Na]*=728.8 729.0

150 —

100 o

| [mAU]
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Abbildung 83: SAX-HPLC von 09-S2 (0-5 min 40 mM NaCl, 1,5 % MeCN; 5-40 min linearer Gradient zu 30 % MeCN,
800 mM NaCl und 30 % MeCN; 40-60 min 800 mM NaCl und 30% MeCN um komplette Eluation zu gewdhrleisten;
Detektor: VWD 214 nm).
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01-3

Verbindung 09-S3 wurde aus 09 (40,9 mg Ansatz) nach Dialyse und Gefriertrocknung mit einer

Ausbeute von 26,3 mg (46,0 %) gewonnen.
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Abbildung 84: *H-NMR (600 MHz, D,0) von 09-S3.

H-NMR (600 MHz, D,0): 6 [ppm] = 1,81 (s, 6H, H-14); 1,92 & 1,94 (2x s, 3H, H-15); 2,40-2,53 (m,
12H, H-1); 2,52-2,66 (m, 4H, H-1 C-terminus); 2,78 (m, 4H, H-5); 3,03 (m, 4H, H-6); 3,26-3,40 (m,
16H, H-4); 3,40-3,52 (m, 8H, H-2b); 3,61 (m; 8H, H-2a); 3,67 (m, 8H, H-3); H-9-13: 4,17, 4,23, 4,47,
4,56 & 4,67 (5x m, 5x 2H); 6,02 (d, *Jus = 9,8 Hz, 2H, H-8); 8,06 (m, 2H, H-7).

Der Sulfatisierungsgrad wurde durch das Intensitatsverhaltnisses der anomeren Signale bestimmt

(H-8): 98,5 %.

Anmerkung: Ein Signal der Zuckerringprotonen H-9 - H-11 wird unter dem von HDO verursachten

Signal bei 4,79 ppm vermutet.
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Abbildung 85: ESI-MS von 09-S3.

m/z

Tabelle 17: ESI-MS Signalzuordnung fur 09-S3 aus Abbildung 85. Spuren von Sulfatisierungszahlen <6 kbnnen
vereinzelt gefunden werden. Bei einer 7x Sulfatisierung wird womoglich das primare Amid sulfatisiert.

7x sulfatisiet [CeaH100N19046S7Na7]

6x sulfatisert [CoaH101N19043SsNag)

m/z theoretisch

m/z gefunden

[M-7Na]” = 299.2
[M-6Na]® = 352.9
[M-5Na]> = 428.1
[M-4NaJ* = 540.8

[M-3Na]* =728.8

m/z gefunden m/z theoretisch
299.4 [M-6Na]® =335.9
353.0 [M-5Na]®> = 407.7
428.3 [M-4Na]* =515.4
541.1

729.0

336.2

407.8

515.7
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Abbildung 86: SAX-HPLC von 09-S3 (0-5 min 40 mM NaCl, 1,5 % MeCN; 5-40 min linearer Gradient zu 30 % MeCN,
800 mM NaCl und 30 % MeCN; 40-60 min 800 mM NaCl und 30% MeCN um komplette Eluation zu gewéhrleisten;

Detektor: VWD 214 nm).

139



V - Experimenteller Teil

5.2.4.5 (1-6)-GlcNAc(3-6S)-(6)-Carboxyethylamid (O10-S)

NaO;SQ 11

9 _/~0S0;Na
NaO3SOn(q 30
AcHN' 7 NG

N< 5
12 N T
N 4

o) 3
JOJ\/H 1 Q 2a N 2a o
HO N YIS 13
14 |5 H 2b 2b H6

Verbindung 010-S wurde aus 010 (5 mg Ansatz) nach Dialyse und Gefriertrocknung mit einer

guantitativen Ausbeute von 8 mg gewonnen.
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Abbildung 87: *H-NMR (600 MHz, D,0) von 010-S.

H-NMR (600 MHz, D,0): 6 [ppm] = 1,80 (s, 18H, H-12); 1,91 & 1,93 (2x s, 3H, H-13); 2,46 (m, 20H,
H-1); 2,58 (m, 4 H, H1 C-terminus); 2,77 (m, 12H, H-3); 2,99 (m, 12H, H-4); 3,35 & 3,45 (2x br m,
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48H, H-2); H-7-11: 4,19, 4,24, 4,48, 4,59, 4,68 (5x m, 5x 6H); 6,02 (d, 3/uu = 9,7 Hz, 6H, H-6); 8,03
(brs, 6H, H-5),

Der Sulfatisierungsgrad wurde durch das Intensitatsverhdltnisses der anomeren Signale bestimmt

(H-6): 98,7 %.

Anmerkung: Die Intensitdt der Protonen 6-11 ist aufgrund unvollstdndiger Sulfatisierung
verringert. Ein Signal der Zuckerringprotonen 7-11 wird unter dem von HDO verursachten Signal

bei 4,79 ppm vermutet. Das Signal der Glycin-Protonen konnte nicht zugeordnet werden.
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Abbildung 88: ESI-MS von 010-S. Die m/z-Signale 853,3, 870,9 und 902,2 konnten nicht zugeordnet werden.
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Abbildung 89: SAX-HPLC von 010-S (0-5 min 40 mM NaCl, 1,5 % MeCN; 5-40 min linearer Gradient zu 30 % MeCN,
800 mM NaCl und 30 % MeCN; 40-60 min 800 mM NaCl und 30% MeCN um komplette Eluation zu gewdahrleisten;
Detektor: VWD 214 nm).
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5.2.4.6 (1-8)-GIcNAc(3-6S)-(8)-Amid (011-S)

NaOs;SQ 11

9 0SO;Na
NaO3SO~(g C}O
AcHN 7 Ns
12 N5
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N 4
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2 h/\)LN/\/ \/\ka 13
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Verbindung 011-S wurde aus 011 (10 mg Ansatz) nach Dialyse und Gefriertrocknung mit einer

Ausbeute von 12,8 mg (39,6%) gewonnen.
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Abbildung 90: *H-NMR (600 MHz, D,0) von 011-S.
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H-NMR (600 MHz, D,0): 6 [ppm] = 1,81 (s, 24H, H-12); 1,91 & 1,93 (2x s, 3H, H-13); 2,46 (m, 32H,
H-1); 2,77 (br m, 16H, H-3); 3,01 (br m, 16H, H-4); 3,35 (br m, 32H, H-2b); 3,44 (br m, 32H, H-2a);
H-7-11: 4,19, 4,24, 4,47, 4,58 & 4,69 (5x m, 5x 8H); 6,02 (d, i = 9,8 Hz, 8H, H-6); 8,05 (br's, 8H,
H-5).

Der Sulfatisierungsgrad wurde durch das Intensitatsverhaltnisses der anomeren Signale bestimmt
(H-6): 89,9 %.

Anmerkung: Die Intensitdt der Protonen 6-11 ist aufgrund unvollstindiger Sulfatisierung
verringert. Ein Signal der Zuckerringprotonen 7-11 wird unter dem von HDO verursachten Signal

bei 4,79 ppm vermutet.

3619 . .
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Abbildung 91: ESI-MS von 011-S.
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Abbildung 92: SAX-HPLC von 011-S (0-5 min 40 mM NaCl, 1,5 % MeCN; 5-40 min linearer Gradient zu 30 % MeCN,
800 mM NaCl und 30 % MeCN; 40-60 min 800 mM NaCl und 30% MeCN um komplette Eluation zu gewdhrleisten;
Detektor: VWD 214 nm).
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5.2.4.7 (1-10)-GlcNAC(3-65)-(10)-Amid (012-S)

NaOsSQ 11
29 /~0S0;Na

NaO3SO 10
3 8 o)

AcHN' 7
12 & 5

Verbindung 012-S wurde aus 012 (10 mg Ansatz) nach Dialyse und Gefriertrocknung mit einer
Ausbeute von 27,2 mg (93,5%) gewonnen.

12
1
2a 2b
4
3
6
7-11
5 J 13
— el T PE e e Wy
o TN TN N [N-] N =] o b -]
J "0 een ¢ o N S © o e
~N NOO NNN - m M - - ~M MmN
3 7 3 5

w
N
-

4
1 (ppm)

Abbildung 93: *H-NMR (600 MHz, D,0) von 012-S.
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'H-NMR (600 MHz, D;0): 6 [ppm] =1,81 (s, 30H, H-12); 1,91 & 1,93 (2x s, 3H, H-13); 2,46 (m, 40H,
H-1); 2,77 (br m, 20H, H-3); 3,01 (br m, 20H, H-4); 3,27-3,40 (br m, 40H, H-2b); 3,40-3,52 (br m,
40H, H-2a); H-7-11: 4,19, 4,24, 4,48, 4,58 & 4,68 (5x m, 5x 10H); 6,02 (d, *Jun = 9,7 Hz, 10H, H-6);
8,03 (brs, 10H, H-5).

Der Sulfatisierungsgrad wurde durch das Intensitatsverhéltnisses der anomeren Signale bestimmt

(H-6): 85,2 %.

Anmerkung: Die Intensitdt der Protonen 6-11 ist aufgrund unvollstandiger Sulfatisierung
verringert. Ein Signal der Zuckerringprotonen 7-11 wird unter dem von HDO verursachten Signal

bei 4,79 ppm vermutet.
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Abbildung 94: ESI-MS von 012-S unter verschiedenen Bedingungen zur Fragmentierung der suilfatisierten Zucker.
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Abbildung 95: SAX-HPLC von 012-S (0-5 min 40 mM NaCl, 1,5 % MeCN; 5-40 min linearer Gradient zu 30 % MeCN,

800 mM NaCl und 30 % MeCN; 40-60 min 800 mM NaCl und 30% MeCN um komplette Eluation zu gewdhrleisten;
Detektor: VWD 214 nm).
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5.2.5 Sulfaisierung von Mannose- und Galactose-Polymeren

0SO;Na
o} 0SO3Na

“0S04Na

NaO,S0

P1-S
Mannose

NaO

0SO;3Na
o) 2 0SO;3Na

0SO;Na

NaO3S0

P2-S
Galactose

Die nicht sulfatisierten Polymere P1 (Mn: 29.200 Da, D: 1,25), P2-1 (Mn: 11.500 Da, D: 2,00) und

P2-2 (Mn: 13.100 Da, D: 1,08) wurden von Markus Giesler am Lehrstuhl fir makromolekulare

Chemie (Prof. Laura Hartmann) der Heinrich-Heine-Universitat (HHU) Dusseldorf im Rahmen

seiner Doktorarbeit synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit sulfatisiert (Tabelle 18).

Tabelle 18: Sulfatisierungsbedingungen der Polymere P1, P2-1 und P2-2.

Struktur  Einwaage Einwaage  Volumen Tempera-  Reaktions-  Quencher® Ausbeute
Glycopoly-  TMA*SO3 DMF tur zeit ¢ [mg]
mer? [mg] [ml] [°C] (h]
[mg]
P1-S 5 (P1) 400 3,5 70 19 10% NaOAc 7,5
(10 Ag. zu TMA*S03)  (62,5%)
p2-S1 14,5 (P2-1) 1386 6 70 18 10% NaOAc 27,3
(10 Ag. zu TMA*S0O3)  (76,2%)
P2-52 34 (P2-2) 2727 24 70 18 20% NaOAcd 32,6
(20 Ag. zu TMA*SO3)  (38,8%)

(a) Die jeweiligen unsulfatisierten Polymere sind in den Klammern gezeigt. (b) Das Rohprodukt wurde zu
unterschiedlichen Mengen Natriumacetat-Lésung (NaOAc) gegeben, um die entsprechenden Aquivalente zu erreichen.
(c) Prozentuelle Anteile wurden von den theoretischen Mengen bei kompletter Sulfatisierung abgeleitet. (d) Hohere
Mengen NaOAc, da bei P1-S und P2-S1 TMA-Kontaminationen gefunden wurden. Bei der Dialyse wurde ein extra

lonenaustausch per halb-gesattigter NaCl-Losung bewerkstelligt.
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Die Sulfatisierung der Glycopolymere erfolgte nach den etablieten Protokollen zur Sulfatisierung
der Oligomere 09-012 mit TMA-SOs als Sulfatisierungsreagenz und NaOAc als Quencher. 40
Aquivalente TMA-SOs wurden jeweils zu den Glycopolymeren gegeben und in DMF geldst. Das
Gemisch wurde fir 18-19 Stunden bei 70 °C gerthrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde
das Gemisch zu 10-20% Natriumacetatlésung (10-20 Aquivalente zu TMA*S03) bei 0 °C gegeben.
Das DMF/Wasser-Gemisch wurde unter vermindertem Druck abgezugen (60 °C, 15 mbar), bevor
es per Dialyse (MWCO: 1000 oder 2000 Da) und anschlielender Gefriertrocknung aufgereinigt

wurde. Zur detaillierten Ubersicht siehe Tabelle 18.

'H-NMR

P1-S

H-NMR (600 MHz, D,0): § = 5,45 — 5,05 (m, H5, 1H, Uberlagert mit DHO); 4,61 — 3,0 (m,
H3,4,6-10, 10H) 2,05 — 0,64 (breites m, H1+2, 5H) ppm.

P2-S1

H-NMR (600 MHz, D,0): 6 = 5,25 — 5,05 (m, H5, 1H, Uberlagert mit DHO); 4,46 — 3,12 (m,
H3,4,6-10, 10H) 2,60 — 0,75 (breites m, H1+2, 4H) ppm.

P2-S2

IH-NMR (600 MHz, D,0): & = 5,30 - 5,11 (m, H5, 1H, Uberlagert mit DHO); 4,50 — 3,22 (m,
H3,4,6-10, 10H) 2,51 — 1,10 (breites m, H1+2, 4H) ppm.
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5.3 Biologische, biomedizinische und Inhibierungsstudien

5.3.1 Blutkoagulation, L-Selektininhibierung und Komplementaktivierung

Blutkoagulation

Partielle Thromboplastinzeiten der Strukturen 09-S2, 011, 011-S und 012-S wurden von Dr. Kim
Silberreis am Institut fUr Laboratoriumsmedizin der Charité Universitdtsmedizin Berlin bestimmt

(Abbildung 96).
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Abbildung 96: Partielle Thromboplastinzeiten der Strukturen 09-52, 011, 011-S und O-12 im Vergleich zu Heparin.
Ausgewertet von Dr. Kim Silberreis.
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L-Selektininhibierung

ICso-Werte (L-Selektin) der Strukturen 09-S2, 011, 011-S und 012-S wurden von Dr. Kim Silberreis
am Institut fUr Laboratoriumsmedizin der Charité Universitatsmedizin Berlin nach einem

bekannten SPR-Verfahren!*?¥ bestimmt (Abbildung 97).

Dosis-Reaktionskurve

100,00% ]
Q
= 80,00%
2
g I
T 60,00% 1 |c i —o—09-52
© 50
i - —0—011
@ 40,00% - TN 011
> -
2 012-S
=
20,00% A
0,00% T T T T T
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Substrat [nM]
Abbildung 97: Dosis-Reaktionskurve aus dem SPR-L-Selektin Experiment mit den Strukturen 09-S2, 011, 011-S

und 012-S. Ausgewertet von Dr. Kim Silberreis.
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Komplementaktivierung

Die Inhibierung des Komplementsystems der Strukturen 09-S2, 011, 011-S und 012-S wurde von
Dr. Kim Silberreis am Institut flr Laboratoriumsmedizin der Charité Universitdatsmedizin Berlin
bestimmt (Abbildung 98). Hierzu wurde ein WIESLAB® Complement System (enzymatisches

Immonoassay zur Bewertung der Komplementaktivitat, SVAR Life Sciences) verwendet.
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Abbildung 98: Inhibierung der Komplementaktivitat in % der Strukturen 09-S2, 011, 011-S und 0-12-Sim

Vergleich zu Heparin. Ausgewertet von Dr. Kim Silberreis.
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5.3.2 HPV-Inhibierung und strukturelle Aktivierung

Die ,,Add-On“ Versuche zur HPV-16-Inhibierung wurden von Laura Soria Martinez am Institut fir
zellulare Virologie (Prof. Dr. Mario Schelhaas) der westfalischen Wilhelms-Universitat (WWU)
Munster an den Strukturen 09-S1, 09-S2, 010, 010-S, 011-S und 012-S, sowie Heparin und

Carrageen durchgefiihrt und, bis auf 09-51, publiziert. &

Untersuchungen zu 09-S1 zeigten einen sehr unstetigen Verlauf. 09-S1 gehorte zu den ersten
Oligomeren, die einen hohen Sulfatisierungsgrad aufzeigten, wurde daher ausfuhrlich und
intensiv getestet und mehrfach aliquotiert. Moglicherweise kam es bei der vielfachen Behandlung
der Probe zu ungewollten Kontaminationen, auch wenn mittels der erfolgten Analytik kein
Nachweis dartber erbracht werden kann. Zudem konnte am Institut fir zellulare Virologie
beobachtet werden, dass ein Einfrieren der sulfatisierten Glycooligomere zu den beschriebenen

Effekten der O9-S1 Inhibierung fihren kann.

Mehrfache Wiederholungen der Messungen mit der Probe 09-S2 zeigten jedoch reproduzierbare
Werte und ein reproduzierbares Verhalten in den verschiedenen Assays, so dass die erste

Messung mit 09-S1 als Ausreilser gesehen werden kann.

Die ,Seed-Over” Versuche mit 010-S wurden ebenfalls von Laura Soria Martinez nach einem

bekannten Verfahren durchgefihrt.'82

5.3.3 Cts1-, GST- und WGA-Interaktion mit Chitin- und O13-gecoateten Nickelbeads

Vorbereitung der 013-Nickelbeads

Die Herstellung der O13-modifizierten Nickelbeads erfolgte nach beigelegter Anleitung der

Thermo Scientific Pierce™ NHS-Activated Magnetic Beads.

Hergestellte Losungen:

Wasch-Puffer A: Eiskalte 1mM Salzsaure
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Kupplungspuffer: 50mM Borat, pH 8,5

013-Losung: 2 mg/mL in Kupplungspuffer

Quenching-Puffer: 3M Ethanolamin, pH 9
Aufbewahrungspuffer: Kupplungspuffer mit 0,05% Natriumazid

Wasch-Puffer B: 0,1M Glycin, pH 2

300 plL NHS-aktivierte Beads wurden in einem 1,5 mL Eppendorf-Tube vorgelegt und durch einen
magnetischen Stand sedimentiert. Der Uberschuss wurde verworfen und die Beads ein Mal mit
1 mL Wasch-Puffer A gewaschen. Nachdem der Uberstand erneut verworfen wurde, wurden zig
300 uL O13-Loésung zu den Beads gegeben, stark vermischt (Vortex-Mischer) und das reaktive
Gemisch flr 1-2 Stunden bei Raumtemperatur auf einer Drehscheibe inkubiert. In den ersten
15 Minuten wurde das Gemisch dabei alle 5 Minuten fur 15 Sekunden erneut per Vortex-Mischer
vermischt. Der Uberstand wurde verworfen und die Beads zwei Mal mit 1 mL Wasch-Puffer B
gewaschen (15 Sekunden Vortex-Mischer). Anschliefend wurden die Beads zwei Stunden mit
1 mL Quenching-Puffer inkubiert. Zuletzt wurde ein Mal mit Wasser und ein Mal mit
Aufbewahrungspuffer gewaschen, bevor die Beads in 300 uL Aufbewahrungspuffer gelagert

wurden.

Vorbereitung der Ethanolamin-beladenen Nickelbeads

Die Herstellung der Ethanolamin-beladenen Nickelbeads erfolgte analog zur Vorbereitung der

013-Nickelbeads, allerdings wurde hier der Schritt mit der 013-L6sung weggelassen.

Vorbereitung der Proteine

Aufgereingtes Cts1 und GST wurden mittels His-Tag Affinitatschromatographie aus Escherichia
coli von Kai HuBnatter (AG Schipper, Institut fir Mikrobiologie, Heinrich-Heine Universitat

Dusseldorf) zu Verflgung gestellt.
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Proteinbindungs-Assay (nach Thermo Scientific)

Die Vorgehensweisen der Proteinbindungsstudien wurden von Kai HuRnatter HuRnéatter etabliert.

Bead-Vorbereitung

50 pL Chitin-Beads (New England BioLabs Inc.), beziehungsweise O13-modifizierte Beads wurden
mit 500 pL Bindungs-Puffer in einem 1,5 mL Eppendorf-Tube vermischt. Der Uberstand wurde

mit Hilfe eines Magnetstands verworfen und der Waschvorgang ein Mal wiederholt.

Bindungs-/Waschpuffer: 500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl (1 M, pH 8), 0,05% Tween-20

Proteinbindung

500 mL Bindungs-Puffer wurden mit 10 pg Protein vermischt (Cts1, GST oder WGA). Das Gemisch
wurde auf einer Drehscheibe fir 3 Stunden inkubiert. Dabei wurde alle 15 Minuten (Kai

HuBnatter) per Vortex-Mischer vorsichtig geschittelt.

Waschvorgang

Per Magnetstand wurde der Uberstand der Proteinbindung entfernt und Durch
Trichloroessigsaure(TCA)-Fallung (siehe TCA-Fallungsmethode) als Durchlauffraktion vorbereitet.
Zwei Mal wurde mit 500 mL Bindungs-Puffer gewaschen und dieser Uberstand per TCA-Féllung
als Waschfraktion-1 vorbereitet. Ein weiteres Mal wurde mit 500 mL Bindung-Puffer fur die

Waschfraktion-2 gewaschen.

Protein-Elution

Nach Thermo Scientific wurden 100 pL eines 0,1 M Glycin-Puffers (pH 2 mit HCl) zu den Beads
gegeben und 5 Minuten auf einer Drehscheibe inkubiert. Der Uberstand wurde zuriickgehalten
und die pH-2-Elution ein Mal wiederholt. Zu den 200 puL Uberstand wurden 20 pL
Neutralisationspuffer (1M  Tris-HCl pH 7,5-9) zu. Zu den Beads wurden 30ulL
Laemmli/NaOH-Puffer gegeben und fir 10 Minuten bei 95 °C restliches, ungebundenes Protein
entfernt. Alternativ wurden die Beads direkt, ohne vorherige pH-2-Behandlung mit

Laemmli-Puffer versetzt und ausgekocht.
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Protein-Detektion

Die Proben wurden mit 50% TCA zur Ausfallung vermischt:

Durchlauf (500 uL) + 50 pL TCA.

Kombinierte Waschfraktionen (1500 pL) + 150 plL TCA.

pH-2-Elution (200 pL) + 20 pL TCA.

Restliche pH-2-Elution (20 pL) + 3x 10 uL Laemmli/NaOH und Kochen.

Input-Kontrolle: 10 pg Protein je nach Konzentration der Proteinldsung auf 10-15% TCA

vermischt, oder direkt zu Laemmli-Puffer gegeben und ausgekocht.

TCA-Fallungsmethode (Praveen Sarkari, modifiziert von Kai HuRnéatter)

Zugabe von 10-15% TCA (Trichloroessigsaure, 50% Stammlosung) zum Bead-Uberstand
oder der Proteinlésung.

Gut vermischen und 1-2h (altenativ Gber Nacht) im 4 °C Raum auf eis inkubieren.
Zentrifugieren bei 13000 rpm und 4 °C fir 30 Minuten.

Uberstand entfernen und Niederschlag mit 1 mL Aceton (- 20 °C) waschen. 20 Minuten
bei leichtem Zentrifugieren (spin) bei 4 °C sedimentieren. Diesen Schritt wiederholen.
Niederschlag lufttrocknen.

Den Niederschlag in so wenig wie moglich Laemmli/NaOH-Puffer suspendieren und
10 Minuten bei 95 °C kochen.

Die Proben sind jetzt fir die SDS-PAGE vorbereitet

Die im Proteinbindungs-Assay eingesetzten Chemikalien und Gerdte wurden vom Institut fir

Mikrobiologie (AG Schipper) zu Verfligung gestellt.

SDS-PAGE und Quantifizierung

Die SDS-PAGE der Proteinelutionen, Einfarbungen mittels CBB-Losung (Coomassie Brilliant Blue)

und Qunatifizierungen durch RGB-Abgleich wurden eigenstandig von Kai HuRnatter durchgefihrt.
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6.4. Graphen und Spektren
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Anhang, Abbildung 1: Zugehériges 'H-NMR-Sprektrum (600 MHz, D,0) aus der in Kapitel 3.1.4.3 beschriebenen
Umsetzung von 09 mit einem 12,5-fachen Uberschuss TMA*SO3 auf jede OH-Gruppe bei 60 °C im Ofen fiir 72 Stunden.

In der VergroRerung der mindestens 23 %-ige Anteil nicht vollstandig sulfatisierter Spezies per anomerem Proton zu
sehen.

*MSD1 SPC, time=0.278:0.645 of D:\LCMS1\Data\All\New 2016-08-03 10-46-31\044-0201.D ES-API, Neg, Scan, Frag: 100, "N

519.6

Max: 22092
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Anhang, Abbildung 2: ESI-MS-Spektrum aus der in Kapitel 3.1.4.3 beschriebenen Mikrowellensynthese nach
Raghuraman et al.['%l. 09 mit einem 9-fachen Uberschuss TMA*SO; auf jede OH-Gruppe unde einem 10,8-fachen
Uberschuss Pyridin als Pyridin/MeCN-Gemisch (1:10 V/V).
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Anhang, Abbildung 3: Zu Anhang, Abbildung 2 zugehtrige m/z-Interpretationen.
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Anhang, Abbildung 4: Gestaffelte 'H-NMR-Spektren (600 MHz, D,0) des in Kapitel 3.1.5 beschriebenen Vergleichs
zwischen 09-S1 (olivgriin) und 09-S1a (rot).
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MALDI-TOF Spektren der Verbindung O9-S unter diversen Bedingungen

#1
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Anhang, Abbildung 5: Maldi-TOF #1
#H2
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Anhang, Abbildung 6: Maldi-TOF #2
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#3

Matrix: 10 Aq. 2,5-Dihydroxybenzoeséure - Positivmethode
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Anhang, Abbildung 7: Maldi-TOF #3
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Anhang, Abbildung 8: Maldi-TOF #4
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Anhang, Tabelle 1: m/z-Zuweisungen der in Anhang, Abbildung 5 bis Anhang, Abbildung 8 gezeigten MALDI-TOF

Spektren von 09-S.
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\ isomers possible
o M

Exact Mass: 1440.63
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VI - Anhang

Spektrum m/z m/z
Fraktion [M
™M # theor. gef.
o " o " " " o o
HzN)K/YNV\ONO\/\NMN\/\N/\/NNN/\/O\/\O/\/NNN/\/N\/\Nk
H H H H
o o o
o
N N [M-Na]-
3 Y 1519.56
N N 4 1519.57
Na03SO, wNHAC
Na0is6 O
Exact Mass: 1542.57 isomers possible
o o ) 5 o
H H H H
PSS SR SN SIS B PPN N IS §
o H o o o H o H o H
[™m-
4 Na]* 1620.70
1620.71
isomers possible
Exact Mass: 1643.71
o " " 0 " 0 o
HZN)K/WN\/\o/\/o\/\N)WN\/\N/\/NNN/\/O\/\O/\/NNN/\/N\/\NJ\
H H H
o o o
o o
N N M-
N ‘ N 4 NaJ* 1722.62
1722.65
Na0,SO0, wNHAC Na03SO, wNHAC
Ho oM W oM )
isomers possible
Exact Mass: 1745.65
5 o 0 o o
H H H H
HzN)WN\/\O/\/O\/\N)WN\/\N/\/NNN/\/O\/\O/\/NNN/\/N\/\NJ\
H H H H
0 o o o
o o
[M-Na]-
1824.56
4 1824.58
~wNHAc
OH
Exact Mass: 1847.58
o " o " " 0 " o o
P SN SR PN SN SIS B PPN N IS §
H H H H
o o o o
o o
/N 7 [ ]
N N | M-Na]-
N N 1926.49
N 4 1926.52
Na03SO0, ~uNHAC Na03SO, wNHAC
Nao;s6 M Na0;56 . .
isomers possible
Exact Mass: 1949.52
2 H H H bt H
H;N)WN\/\O/\/O\/\N)WN\/\N/\/NNN/\/O\/\O/\/NN
H H
o
N [M-Na]-
\ 2028.41
N 4 2028.46
Na03S0, ~wNHAC
Naogso  OSONa
Exact Mass: 2051.46
5 o 0 o o
H H H H
P SN GNP SN SIS B PPN N IS §
H H H H
o o o o
o o
/N 7 [ ]
N N | M-Na]-
N N 2130.33
N 4 2130.40
Na03SO0, ~uNHAC Na0sSO, wNHAC
NaO;s0  OSOaNa NaO;s0  OSOaNa i
isomers possible
Exact Mass: 2153.40
o " o " " 5 " o j\
HNMN\/\O/\/O\/\NMN\/\N/\/NY\)LN/\/O\/\O/\/NNN/\/N\/\N
| H H H H
SONa O o o 0 0 o
O] O] [M-Nal
% N M-NaJ-
N N 4 23230 2325
Na03SO, wNHAC Na0S0, wNHAC
NaO;s0  0SO:Na NaO;s6  0SO:Na

Exact Mass: 2255.34

isomers possible
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