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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Glykopolymere synthetisiert, die sich zur Immobilisierung auf
Oberflachen wie Goldchips und Silikapartikeln eignen. Die so erhaltenen glykofunktionalisierten
Materialien wurden charakterisiert und hinsichtlich ihrer Bindung mit Lektinen und Bakterien

untersucht.

Hierzu erfolgte zunachst die Synthese von Glykomonomeren ausgehend von Mannose und Galaktose
mit Acrylamid und Methacrylamid als polymerisierbare Einheiten. AnschlieBend wurden die
erhaltenen Monomere mittels reversibler Additions-Fragmentierungs Kettenibertragungs-
Polymerisation (RAFT-Polymerisation) umgesetzt und auf diese Weise eine Reihe von Glykopolymeren
unterschiedlicher Kettenldnge synthetisiert. Durch diese Polymerisationstechnik wurden
Glykopolymere erhalten, die an einem Kettenende eine Thiolgruppe und am anderen Ende eine
Carboxylgruppe trugen. Mit Hilfe dieser funktionellen Gruppen konnten Glykopolymere auf

unterschiedlichen Oberflaichen immobilisiert werden.

Die terminalen Thiole ermdoglichten die Ausbildung selbstassemblierender Monoschichten auf
Goldoberflachen, die fiir Oberflachenplasmonenresonanzstudien herangezogen wurden. Die durch
Auftragung von Glykopolymeren erzeugten Glyko-Goldchips wurden auf ihre Affinitdt zu dem
Modelllektin Concanavalin A (ConA) in Direktbindungs- und Inhibitions-Kompetitionsstudien
untersucht. Besonderes Augenmerk lag dabei auf dem Vergleich unterschiedlicher Kettenlangen sowie
der gezielten Kombination lang- und kurzkettiger Glykopolymere mit entweder bindenden oder nicht-
bindenden Zuckern. Zunachst wurden Direktbindungsstudien durchgefihrt, in denen sich eine
unterschiedliche Affinitdit von ConA abhdngig von der Kettenlange des auf der Goldoberflache
immobilisierten Glykopolymers zeigte. Auf der Goldoberflache mit kurzkettigem Glykopolymer konnte
ein apparenter Kq-Wert von 1.02 umolar ermittelt werden und auf der mit langkettigem Glykopolymer
ein Kg-Wert von 0.15 umolar. ConA zeigte somit eine hohere Affinitdt gegen das langkettige

Glykopolymer mit mehr Zuckereinheiten pro Polymerkette. Im Inhibierungs-Kompetitionsassay
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Zusammenfassung

wurden die unterschiedlich langen Glykopolymere und a-Methylmannose als Inhibitoren gegen die
zuvor dargestellten Glyko-Gold-Oberflachen eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass die Glykopolymere
ConA besser gegen beide immobilisierten Oberflachen inhibieren als a-Methylmannose. Dabei ist das
kiirzere Glykopolymere mit 26 Wiederholungseinheiten sowohl pro Molekiil als auch pro Zuckereinheit
ein besserer Inhibitor als das langere Glykopolymer mit 40 Wiederholungseinheiten. Das langere
Glykopolymer zeigte jedoch als einziger Inhibitor eine vollstandige Inhibierung von ConA gegen die mit

langerem Glykopolymer funktionalisierte Goldoberflache.

Da es sich bei Goldoberflichen um stationdre feste Phasen handelt, ist eine Untersuchung
funktionalisierter mobiler Phasen als Vergleichssystem interessant. In einem zweiten Teil der Arbeit
wurden daher unterschiedliche Partikel mit Glykopolymeren funktionalisiert, welche von
Kooperationspartnern am IPF Dresden zur Verfligung gestellt wurden. Bei diesen Partikeln handelte es
sich im Speziellen um Silikapartikel, die teils vollstandig Amine prasentierten und teils auf lediglich
einer Seite Aminfunktionalitaten aufwiesen. Die Funktionalisierung der Partikel erfolgte durch die
terminale Carboxylgruppe der Glykopolymere, sodass zwei Partikeltypen erhalten wurden: vollstandig
Glykopolymere-prasentierende Partikel und sogenannte Januspartikel mit halbseitiger Prasentation
von Glykopolymeren auf der Partikeloberflache. AnschlieRend wurden diese Glykopartikel mit Hilfe
von Tribungsassays und Fluoreszenzmikroskopie auf ihre zuckervermittelte Bindung am Bakterium
Escherichia Coli (E. Coli) untersucht. Durch Beobachtung und Vergleich der Aggregatbildung zwischen
Partikeln und Bakterien zeigte sich, dass die generierten Januspartikel mit E. Coli abhangig von den auf
den Partikeln prasentierten Glykopolymeren wechselwirken. Dabei bildeten Januspartikel mit
Mannoseglykopolymeren gréRere Aggregate innerhalb kiirzerer Zeitspannen aus als die
Referenzpartikel, die ausschlieflich freie Amine aufwiesen. Auch Januspartikel mit
Galaktoseglykpolymeren zeigten eine deutlich reduzierte Aggregatbildungsgeschwindigkeit in
Anwesenheit der Bakterien, sodass die beobachtete Interaktion der Partikel mit E. Coli auf spezifische
Wechselwirkungen mit den Mannoseeinheiten zuriickzufiihren ist. Aufgrund einer inhomogenen

Funktionalisierungsdichte der Glykopolymere auf den jeweiligen Partikeln missen weiterfiihrende
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Zusammenfassung

Studien diese beobachteten Trends noch bestadtigen, im Idealfall mit einer komplett glykosylierten

Partikeloberflache auf den untersuchten Partikeln.

Insgesamt leistet die Arbeit einen Beitrag fiir das Verstandnis von Glykopolymeren als Werkzeug zur
Untersuchung der Wechselwirkungen von immobilisierten Glykopolymeren mit biologischen
Systemen. Hierzu wurde eine leicht-modifizierbare Syntheseroute von Glykomonomeren entwickelt,
mit deren Hilfe geringdisperse Glykopolymere synthetisiert werden kdnnen. Diese Glykopolymere
konnen wiederum zur Funktionalisierung unterschiedlicher Oberflachen herangezogen werden. Die
Untersuchungen mit Hilfe von Oberflaichenplasmonenresonanz lassen einen komplexen
Zusammenhang zwischen Inhibitoren und inhibierten Makromolekiilen in Anwesenheit von Lektinen
vermuten, welchem mit dem in dieser Arbeit entwickelten Versuchsaufbau weiter nachgegangen
werden kann. Des Weiteren wurden in dieser Arbeit erstmalig Glykopolymere auf APS-basierte
Januspartikel aufgetragen und ein Versuchsaufbau entwickelt, mit dessen Hilfe sich die

Wechselwirkungen dieser Partikel mit Bakterien untersuchen lassen.
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1. Einleitung

In  biologischen Systemen werden vier Klassen von Makromolekiilen unterschieden:
Desoxyribonukleinsidure, Proteine, Fette und Kohlenhydrate.[! Seit den Arbeiten von Emil Fischer,
welcher im spaten neunzehnten Jahrhundert die Struktur von Kohlenhydraten untersucht und
aufgeklart hat, wurde die Rolle der Kohlenhydrate als ausschlieliche Energielieferanten fortlaufend
um- und reinterpretiert: Die Entdeckung der biologischen Relevanz komplexer Oligosaccharide in
Glykokonjugaten und auf Zelloberflachen als Teil der Glykokalyx fihrten zu einem verstarkten
Forschungsinteresse hinsichtlich der biologischen Rolle verschiedener Kohlenhydrat-Derivate.?
Zunachst wurde die Rolle der Glykokalyx als ,,physische Barriere” interpretiert, die auf allen Zelltypen
(von Prokaryoten bis Eukaryoten) gefunden werden kann.B®®! Sie setzt sich, wie in Abbildung 1
schematisch dargestellt, zusammen aus verschiedenen Kohlenhydratstrukturen unterschiedlicher
Lange und Konstitution und reicht von glykosylierten Proteinen tGber komplexe Kohlenhydrate bis hin

zu Glykolipiden.B!

o
%
é

Glykokonjugate _ Cf’CF_Z)‘:bziator &

" o0 = s
%
o

oe®®

Zellmembran

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Glykokalyx angelehnt an Bertozzi und Kiessling.®

Im Laufe der Zeit veranderte sich der Blick auf die Glykokalyx als rein mechanische Schutzhiille
aufgrund neuer Entdeckungen, welche die ,Geburt der Glykobiologie einlduteten“. 7! Zu diesen
Entdeckungen gehorte die Beteiligung von Kohlenhydraten an den unterschiedlichsten biologischen

Ereignissen, angefangen von reinen Erkennungsprozessen® °, Befruchtung® Y, Zellmigration*?,
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Immunabwehr!*> ¥ Entziindungsprozessen® ! bis hin zur Invasion durch Pathogene.l 3 16-20]
Raymond A. Dwek fasste diesen neuen Blickwinkel auf diese komplexen Zusammenhange mit der
folgenden Aussage treffend zusammen: ,What is quite clear, is that there is no single function for
oligosaccharides” . Im Vergleich zu den anderen biologisch-relevanten Makromolekiilen kénnen
Kohlenhydrate auf beliebige Weise und aulerdem mehrfach, theoretisch einmal je freier
Alkoholgruppe, miteinander verknilpft werden - bei einer Vielzahl verschiedener Kohlenhydrate als
potenzielle Bausteine. Diese chemischen Besonderheiten ermoglichen eine deutlich hdhere
theoretische Anzahl an , struktureller Vielseitigkeit” als dies bspw. fir Proteine oder Nucleinsduren der
Fall ist.’”! So vergleichen Ladmiral et al. den potenziellen Informationsgehalt von vier unterschiedlichen
Aminosdurederivaten mit dem von vier verschiedenen Sacchariden. Wahrend bei vier
unterschiedlichen Aminosauren 24 Méglichkeiten zur Anordnung zur Verfligung stehen, kénnen die
vier Kohlenhydrate aufgrund moéglicher a-/B-Anomerisierung, unterschiedlicher Konfiguration und
variabler Verknlipfung der Hydroxyfunktion theoretisch 25.560 verschiedene Tetrasaccharide
ausbilden. Eine etwaige Funktionalisierung der Kohlenhydratstrukturen durch beispielsweise

Sulfonierung erméglicht zusatzliche Erhéhung dieser potenziellen Informationsdichte.!”

Dieses - in der Biologie durchaus realisierte - Potenzial zur Speicherung von Informationen wird in der
Literatur als ,,Glycocode”, also als ,Zuckercode”, bezeichnet, was eine eigene Art von Sprache
impliziert, ausgedriickt durch die gezielte Anordnung von Zuckermolekiilen. Diese Sprache kann durch
Proteine ausgelesen werden, den sogenannten Lektinen. Bei Lektinen (lateinisch von legere,
»auswihlen“)?! handelt es sich um Proteine, die reversibel, also nicht-kovalent, und spezifisch an
Kohlenhydrate binden.l?? Sie sind Schliisselmolekiile in verschiedenen biologischen Prozessen,
beispielsweise der Zell-Agglutination'?®! oder Erkennungsschritten? - auch von Pathogenen®! - und
werden daher von Ambrosi et al. auch als ,,Werkzeug fiir das molekulare Verstandnis des Glycocodes”
bezeichnet.?® 271 Lektine unterscheiden sich in Struktur, GréRe und bevorzugtem Bindungspartner
voneinander. Sie kdnnen hinsichtlich verschiedener Aspekte klassifiziert und charakterisiert werden:

Herkunft, funktionale Parameter oder der Notwendigkeit von lonen zum Eingehen von Bindungen. So
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werden beispielsweise Tier- und Pflanzenlektine, C-Typ-Lektine oder Lektine vom Typ | bzw. I
voneinander unterschieden. Bei C-Typ-Lektinen handelt es sich Lektine, die Calcium (Ca?*)-lonen in der
physiologischen Umgebung bendtigen, um mit Kohlenhydratstrukturen zu wechselwirken. Die
Einteilung nach Typ | zw. Typ Il charakterisiert die Ausgestaltung der Bindungstaschen. Lektine vom
Typ | weisen tiefe Bindungstaschen auf, welche den gebundenen Kohlenhydratliganden vollstéandig
umschlieBen. Lektine vom Typ Il weisen flache Bindungsregionen auf, die mit der Proteintopologie
verwechselt werden kénnen, und die Kohlenhydrate dementsprechend in ihrer Wechselwirkung mit
diesen nicht umschlieRen.!?® 2% 2% Bej dem literaturbekannten Lektin Concanavalin A (ConA) handelt es
sich beispielsweise um ein C-Typ Pflanzenlektin vom Typ I, welches stark an a-Mannose bindet,
wahrend es deutlich schwacher mit Glukose und nicht mit Galaktose wechselwirkt. Diese Eigenschaft
wird durch die Anordnung der Aminosduren des Lektins im Zusammenspiel mit Mangan?*- und

Calcium?-lonen erhalten, wie in Abbildung 2 dargestellt.

Asp 208

Arg 228

Asp 19| | Tyr 12

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Komplexbildung von Concanavalin A mit a-Mannose in
Anwesenheit von Ca?* und Mn?* angelehnt an die Arbeiten von Loris et al. sowie Lis und Sharon.!?% 30

Die schematische Darstellung einer Bindungstasche von ConA in Anwesenheit von a-Mannose, Ca?*
und Mn?* verdeutlicht die Relevanz der beteiligten lonen. Mangan- und Calcium-lonen sorgen durch
fir die richtige Positionierung der Aminosduren Asparagin (Asp) 14 und 208, die wiederum mit den

Hydroxylgruppen der a-Mannose in C4- bzw. C6-Position Wasserstoffbriicken ausbilden. Die
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Ausrichtung der Hydroxygruppen in C4-Position weicht bei Galaktosiden von denen der Glucose und
Mannose ab, daher ,erkennt” das Lektin dieses Kohlenhydratmolekil nicht und es konnen keine
direkten Wechselwirkungen mit Systemen eingegangen werden, die ausschlielich Galaktose als

Kohlenhydrat prasentieren.

In der Regel sind die Wechselwirkungen einzelner Saccharide mit Lektinen schwach und bewegen sich
in der GréRenordnung um 10°°M1. Mit derart schwachen Bindungen kénnte in der Natur kein Prozess
kontrolliert ablaufen.l”l Tatséchlich erschlieBt sich mit dieser Erkenntnis die Présentation vieler
Kohlenhydrate auf der Glykokalyx: die raumliche Ndhe mehrerer Kohlenhydratstrukturen verstarkt die
Bindung der Kohlenhydrate zu Lektinen durch eine Vielzahl méglicher Einzelbindungen. Dieses Prinzip
wird als ,cluster glycoside effect” bezeichnet und beschreibt das multivalente Zusammenwirken
mehrerer Rezeptoren.[” 2631 321 Djeser Effekt wird durch das Konzept der Multivalenz niher definiert,
welches erstmals in den 90er Jahren diskutiert wurde.?® 3338 Der Aspekt der Multivalenz geht weit
Uber das blofRe Vorhandensein vieler schwacher Bindungsmotive und der daraus resultierenden
héheren Bindungswahrscheinlichkeit hinaus. Durch Multivalenz verstarkte Bindungseffekte setzen sich
aus verschiedenen Einzelfaktoren zusammen und begiinstigen auf verschiedene Weisen die
beobachtete stirkere und spezifische Wechselwirkung.®” Dabei wird die Stirke einer Bindung als
funktionale Affinitdt oder auch Aviditat bezeichnet, wéhrend die Praferenz fir ein bestimmtes
Kohlenhydratsystem als Spezifizitit definiert ist. Die beobachtete Aviditat und Spezifizitat setzen sich
dabei aus einem Wechselspiel verschiedener Einzeleffekte zusammen. Zu diesen gehoren
beispielsweise sterische Abschirmung, Chelateffekt, Rezeptorclustering, statistische Riickbindung

sowie Abstand und Flexibilitdt zwischen den Kohlenhydrateinheiten !’ 17 37-43]

Die in Abbildung 3 dargestellten Beitrage zur Multivalenz verdeutlichen, dass natlrliche Prozesse,
denen Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen zugrunde liegen, nicht ausschlieRlich von den Lektinen
abhangen, sondern auch von den Kohlenhydratstrukturen selbst. Das Ziel vieler Forschergruppen, die

Funktion der Glykane und die den biologischen Prozessen zugrundeliegenden EinflussgrofRen zu
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entschlisseln, kann auf zwei Wegen erreicht werden; der Isolation und Charakterisierung natirlicher

Liganden und der chemischen Synthese kiinstlicher Liganden.?!

Statistische Riickbindung? Rezeptorclustering?

Sterische Abschirmung? Prisentation des Saccharids*

Abbildung 3: Beitrdge zur Affinitdit und Aviditdt von kohlenhydrat-prasentierenden Strukturen
[*angelehnt an Pieters®®, 2angelehnt an Ponader et al.?%, 3angelehnt an Mammen et al. und Ponader
et al. 1739 4angelehnt an Pertici und Pieters*?], sowie insgesamt angelehnt an Gestwicki et al.[*4].

Vorteil der Isolation von natirlichen Liganden ist, dass das direkte Vorbild aus der Natur beobachtet
werden kann und daraus wichtige Eigenschaften fiir die ,chemische Kopie” gewonnen werden kdnnen.
Dennoch ist es schwierig, biologisch-relevante Eigenschaften der Glykane ausschliellich aus der
ermittelten Struktur abzuleiten. Im Vergleich dazu bietet die chemische Synthese die Moglichkeit,
durch gezielte Variation der Molekiilstruktur relevante Eigenschaften der Kohlenhydratstrukturen zu
identifizieren. Hierzu wurden in der Literatur bereits verschiedene Systeme hinsichtlich ihrer
Bindungsaffinitat zu verschiedenen Lektinen miteinander verglichen. Bei den Kohlenhydratstrukturen
werden unter anderem Monosaccharide, Oligosaccharide, Polysaccharide, Glykodendrimere und
Glykopolymere voneinander unterschieden.!> 2% 3% 451 Neben dieser groben Einteilung kénnen viele
weitere Eigenschaften kohlenhydratprasentierender Molekiile voneinander unterschieden werden,

welche einen wesentlichen Einfluss auf ihre resultierenden Wechselwirkungen mit Lektinen haben.
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Hierzu zahlen unter anderem Valenz der Kohlenhydratmolekiile, Art und Lange der Verbindung des
Zuckers mit den anderen Zuckereinheiten, MolekiilgrofRe und — form, Symmetrie und, falls vorhanden,
Oligomer- bzw. Polymerriickgrat.[ & 26 42 46 471 gypstanzklassen, die gezielt zum Studium von
Wechselwirkungen in biologischen Systemen durch Nachahmung spezifischer Eigenschaften von
Biomolekilen synthetisiert werden, werden als Biomimetika bezeichnet. lhr Zweck ist die Erforschung
komplexer biologischer Zusammenhange und ein tieferes Verstandnis eben dieser, ermdglicht durch
gezielte Variation in bestimmten Strukturelementen des Biomimetikums. Eine Molekiilklasse, die sich
leicht variieren und hinsichtlich ihrer Aviditat bei gleichzeitigem Erhalt der Spezifizitdt untersuchen

l3sst, stellen die sogenannten Glykopolymere dar.?!
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1.1 Glykopolymere — eine kurze Einfiihrung

Glykopolymere sind kilinstliche Makromolekiile mit Kohlenhydrat-Strukturen in der Seitenkette oder
als Endgruppe. 8 Sie grenzen sich von den natiirlichen Polysacchariden vor allem durch die Art der
Verknlpfung ab, da Polysaccharide aus linearen oder verzweigten Monosaccharid-Einheiten
bestehen.’?! Es kdénnen Glykopolymere im engeren Sinne und Glykopolymere im weiteren Sinne
voneinander unterschieden werden. So umfasst der Begriff Glykopolymere je nach Literaturstelle
zusatzlich zu der oben genannten Definition auch Glykodendrimere und spharische Glykoarchitekturen
wie glykosylierte Mizellen, Vesikel, oder Micro- bzw. Nanopartikel.?® 38 Im Rahmen dieser Arbeit wird
die Definition im engeren Sinne verwendet. Glykopolymere zeichnen sich aufgrund der multivalenten
Prasentation von Sacchariden durch eine in der Regel hohe Affinitdt unter Beibehalt der Spezifizitat
aus. Daher werden Glykopolymere gezielt mit den Kohlenhydratseitenketten hergestellt, die in der
untersuchten biologischen Anwendung wahrscheinlich eine Schliisselrolle spielen./*®! Die ersten
Glykopolymere wurden Anfang der 90er Jahre als Inhibitoren entwickelt, da diese den Gruppen um
Matrosovich et al. sowie Spaltenstein und Whitesides eine leichte Moglichkeit zur multivalenten
Prasentation von Sialinsdurederivaten fiir Inhibierungsstudien von Influenzaviren darboten.[® 5%
Seither hat sich das Potenzial zur Anwendung von Glykopolymeren stark erhoht. Glykopolymere
werden als potentielle Wirkstofftransporter®, biomimetische Wirkstoffe®> >3, Signaltransduktoren’®
sowie in analytischen Anwendungen* > verwendet. Diese Anwendungsvielfalt liegt nicht zuletzt in
der hohen Anzahl unterschiedlicher Strukturen begriindet, die aufgrund vielfiltiger
Synthesemoglichkeiten von Glykopolymeren zuganglich sind. Diese Strukturvielfalt erlaubt eine
zielgerichtete Untersuchung von Interaktionen zwischen Kohlenhydratarchitekturen und biologischem
Rezeptor. Beispielsweise lassen sich gezielt diejenigen Parameter des zu synthetisierenden Polymers
variieren, die einen Einfluss auf die Wechselwirkung mit Lektinen ausiiben. In unterschiedlichen
Studien hat sich gezeigt, dass vor allem Variation von Molekulargewicht, Kohlenhydratdichte,
Flexibilitdt des Polymerriickgrats sowie Struktur und Architektur des Glykopolymers einen

wesentlichen Einfluss auf Interaktionen mit Lektinen ausiiben kénnen. 26 37: 46, 561 Ayfgrund dieser
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hohen architektonischen Vielfalt ist es in einigen Fallen gelungen, die Affinitdt von Glykopolymeren
denen von natiirlichen Kohlenhydratstrukturen zu erreichen oder gar zu lbertreffen.* Diese
Eigenschaften und die damit verbundene Anwendung der Glykopolymere hiangen daher wesentlich

von der Syntheseroute ab, auf welche im Folgenden eingegangen werden soll.

1.2 Synthese von Glykopolymeren

Glykopolymere kénnen grundsatzlich auf zwei verschiedene Weisen synthetisiert werden: entweder
durch direkte Polymerisation oder durch Postmodifikation von Polymeren.? %8 Beide Méglichkeiten
bieten jeweilige Vor- und Nachteile. Die Variante der Postfunktionalisierung ermoglicht beispielsweise
eine zuverlassige Synthese duerst homogener Polymere, in denen die Seitenketten mit beliebigen
Kohlenhydratstrukturen substituiert werden konnen. Dies erlaubt eine variierbare Synthese
verschiedener Glykopolymere aus ein und derselben Vorstufe, wahrend Polymerparameter wie
Dispersitat, Kettenldnge und Polymerrickgrat konstant und die Glykopolymere miteinander
vergleichbar bleiben.® Die Synthese von Glykopolymeren lduft dabei in zwei Schritten ab. Im ersten
Schritt wird ein Monomer synthetisiert, welches eine zum Polymerisationsmechanismus orthogonal
reaktive Gruppen aufweist. Dies kdnnen beispielsweise Amine, Carbonsauren, Mehrfachbindungen,
Halogene oder Azide sein.”-%% Der wesentliche Vorteil dieser funktionellen Einheiten ist, dass diese in
der Regel Uber einen schnellen Reaktionsmechanismus ablaufen kénnen und mit den meisten
Kettenwachstumspolymerisationen keine Nebenreaktionen eingehen. Ein wesentlicher Nachteil der
Synthese von Glykopolymeren Uber Postpolymerisationsfunktionalisierung liegt in der Homogenitat
der Polymere, die vor allem bei geringen Umsatzen im Post-Funktionalisierungsschritt verschieden
ausfallen und die Frage nach einer moglichen Vergleichbarkeit verschiedener Polymere aufwerfen
kann. Derartige Probleme koénnen vor allem durch intrinsische Limitationen der gewahlten
Funktionalisierungsmethode auftreten, welche selten bei 100 % Umsatz liegt. Aber auch sterische
Effekte im Laufe der Reaktion kdnnen eine uneinheitliche Funktionalisierung der Glykopolymere zu
Folge haben. In Glykopolymeren mit inhomogen-verteilten und nachtraglich eingefligten

Monosacchariden konnen die Abstidnde der Zucker voneinander variieren, wodurch auch andere
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Eigenschaften der Polymerketten, zum Beispiel der Kohlenhydratdichte oder der Flexibilitat,
moglicherweise beeintrachtigt werden. AuBerdem sind nach unvollstandiger Funktionalisierung

potenziell reaktive und daher potenziell stérende Funktionen im Polymer enthalten.

Je nach untersuchtem System und der jeweiligen Fragestellung kann es daher erforderlich sein,
Glykopolymere direkt aus Glykomonomeren zu synthetisieren. Oftmals sind die Synthesen von
Glykomonomeren langwieriger und aufwendiger als die Synthese der Kohlenhydratkomponente in der
Postpolymerisationsvariante und diese missen fir jedes Glykomonomer einzeln durchgefiihrt
werden.”® Dennoch kann bei dieser Syntheseroute davon ausgegangen werden, dass die Abstande
der Kohlenhydratseitenketten homogen verteilt sind und nicht von dem jeweiligen
Kohlenhydratsystem abhangen. Da sich Einbauverhaltnisse von Copolymeren bestimmen lassen,
eignet sich diese Syntheseroute auch zur Synthese von unterschiedlichen Copolymeren mit
variierenden Einbauverhaltnissen. Die Synthese verschiedener Homoglykopolymere sowie
Copolymere ist in der Literatur verbreitet und es werden verschiedene Polymerisationstechniken
durchgefiihrt, um diese zu erhalten. Die verwendete Polymersynthese ist abhdngig von den jeweiligen
Monomeren und wird an die gewahlte Fragestellung hinsichtlich der Zielapplikation des anvisierten

Glykopolymers angepasst.

1.2.1 Synthese von Glykomonomeren

Heutzutage sind viele verschiedene Monomersynthesen bekannt, die zur Synthese von
Glykopolymeren eingesetzt werden. Die dabei synthetisierte funktionelle Einheit hdngt stark von der
anvisierten Polymerisationsart ab, welche wiederum abhdngig von den Zielanwendungen des
Glykopolymers ist. Wichtig ist dabei die Verknlipfung der Kohlenhydrateinheit so zu wahlen, dass die
biologische Aktivitat der Einheit hinsichtlich des gewahlten Zielsystems erhalten bleibt. Eine essenzielle
Rolle bei der gezielten Funktionalisierung von Kohlenhydratstrukturen spielt dabei die
Schutzgruppenchemie, welche Funktionalisierung von Hydroxygruppen an definierten Positionen des

Kohlenhydratgerists und somit die Einflihrung polymerisierbarer Einheiten ermdglicht. Hierbei hat
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sich eine Vielzahl verschiedener Schutzgruppen etabliert, die aufgrund der unterschiedlichen
Reaktivitaten primarer, sekundarer, anomerer und dquatorial sowie axial orientierter Hydroxygruppen
verschiedene Funktionalisierungen zugédnglich machen.® Schutzgruppen werden in partizipierende
Schutzgruppen mit Nachbargruppeneffekt und nicht-partizipierende Schutzgruppen eingeteilt. Diese
Schutzgruppen unterscheiden sich in der Eigenschaft, die Isomerisierung der Hydroxygruppe zu
beeinflussen, beispielsweise durch sterische Beglinstigung der Bildung eines Anomeres. Zu den
partizipierenden Schutzgruppen zahlen Acetyl- und Benzylschutzgruppen sowie zu diesen
orthogonalen Chloroacetylfunktionen.’> ® Bei diesen Schutzgruppen wechselwirken die freien
Elektronenpaare des Carbonylsauerstoffs mit den Carbokationen der gebildeten Zwischenstufen
vicinaler Ubergangszustinde, sodass sie den nucleophilen Angriff auf dieses benachbarte Carbokation
abhangig von der jeweiligen rdumlichen Orientierung dirigieren. Vor alle die rdumliche Orientierung
von Anomeren kann mit Hilfe dirigierender Nachbargruppeneffekte der vicinalen Schutzgruppen

kontrolliert werden, wie beispielhaft in Schema 1 dargestellt.

OR OR OR
Promoter o o
0 RO —
RO - RO
RO A © RO ® RO NS
OAc 0]
OAc O\@

Schema 1: Nachbargruppeneffekt einer Acetylschutzgruppe auf das gebildete Anomer nach erfolgter

Abspaltung der Austrittsgruppe und nucleophilem Angriff.

Mit Hilfe von Acetylschutzgruppen kann kontrolliert werden, welche Anomere sich bevorzugt bilden,
nachdem eine am anomeren Zentrum befindliche Abgangsgruppe durch einen Promoter unter Bildung
eines Carbokations abgesondert wird. Es kommt durch den elektronenschiebenden Effekt der
Carbonylgruppe zur Bildung eines fiinfgliedrigen Ubergangszustandes, welcher den anschlieBenden
nucleophilen Angriff nur aus der Ringebene ermdglicht. Dadurch wird in diesem Beispiel bevorzugt das

a-Anomer gebildet.
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Nicht-partizipierende Schutzgruppen dagegen nehmen keinen Einfluss auf die bevorzugten Produkte
vicinaler Substitutionsreaktionen. Zu ihnen zihlen Sillylether, Acetale, Benzylether oder Allylether.[?
Einige Schutzgruppen eignen sich spezifisch fiir das Schiitzen anomerer Hydroxygruppen. Dies kann
erforderlich sein, wenn die Stereoinformationen des Anomers erhalten werden oder wenn eine der
anderen Hydroxygruppen gezielt funktionalisiert werden soll. Hierfir kdnnen Methylether oder
Allylether verwendet werden. Die Synthese von Biomimetika erfordert oftmals die Funktionalisierung
von Kohlenhydratstrukturen Gber die anomere Position des Zuckerrings, da hierbei in vielen Fallen die
biologische Aktivitat erhalten bleibt. Bertozzi und Kiessling stellen schon im Jahre 2001 fest, dass ein
chemischer ,,Nachbau” eines natirlichen Glykans idealerweise liber die gleichen Stereoinformationen
an anomerer Position verfiigt.”! Dies kann entweder iiber enzymatische Reaktionen oder iiber die

Verwendung kiinstlicher Kohlenhydratdonoren erreicht werden.

Aufgrund der breiten Anwendbarkeit haben sich viele Methoden zur Synthese von sogenannten
Kohlenhydratdonoren, auch Glykosyldonoren genannt, etabliert. Dabei handelt es sich um
Kohlenhydrate mit einer guten Abgangsgruppe in anomerer Position, die durch ein nucleophil
substituiert werden kann. Haufig werden Thioether, Halogenide, Oxazoline oder Trichloroacetimidate
eingesetzt, in der Literatur findet sich jedoch eine Vielzahl weiterer Glykosyldonoren.!?! Thioether-
substituierte Glykane bilden hierbei oftmals eine Vorstufe zur Synthese von anderen Glykosyldonoren
und werden bevorzugt zur Synthese von Oligosacchariden verwendet.”? Sie werden vielseitig zur
anomeren Funktionalisierung verwendet, aufgrund ihrer Orthogonalitdt zu verschiedenen
Schutzgruppen werden diese auch gezielt als Schutzgruppen des Anomeren Zentrums verwendet.!®?
Tanaka et al. zeigen eine auf Thioglycosyl basierte Eintopfsynthese aus freien Sacchariden, die ohne
Schutzgruppen auskommt.!®® Sinay wiederum verwendete bereits 1991 Thioether, um gezielte
Glykanstrukturen zu erzeugen.® Halogenierte Glykane bilden die frithesten bekannten
Glykosyldonoren und wurden erstmals 1901 von Wilhelm Koenigs und Eduard Knorr in Miinchen
durchgefiihrt.” ©! Der Mechanismus dieser Koenigs-Knorr-Methode entspricht dabei in der Regel
einem Sy>-Mechanismus, welcher zu einer Umkehr des Stereozentrums in anomerer Position fiihrt.
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Durch Hinzugabe von Halogenid-Salzen, die das Halogenid komplexieren kénnen, ist auch eine Sy-Typ-
Reaktion durchfiihrbar, wie beispielsweise von Lemieux et al. gezeigt.[®® Eine vielseitig verwendete
Methode zur Generierung eines Glykosyldonors, der fiir die Synthese vieler
Kohlenhydratgrundbausteine eingesetzt wird, ist die Trichloroacetimidat-Synthese. Sie wurde erstmals
von Schmidt und Kinzy im Jahre 1994 vorgestellt und wird durch die Reaktion einer freien
Hydroxygruppe in anomerer Position mit Trichloroacetonitril synthetisiert.’®”” Neben den hohen
Ausbeuten ist der Sy-Mechanismus ein Vorteil dieser Variante, da mit Hilfe von dirigierenden
Nachbargruppen eine Kontrolle {iber die gewiinschten Anomeren erhalten werden kann.® In einigen
Fallen kann der gezielte Einsatz von Katalysatoren oder Lésungsmitteln auch ohne Verwendung von
Kohlenhydratdonoren zu einer Anomerenkontrolle fihren. Roy und Mukhopadhyay zeigen
beispielsweise eine Fischerglykosylierung verschiedener Kohlenhydrate (u.a. Mannose, Galaktose,
Glukose und N-Acetylglukosamin) mit Hilfe eines Silika-Katalysators, auf dem Schwefelsdure
immobilisiert wird.[®® Unter Umsetzung von Propargylalkohol und anschlieRender Acetylierung
konnen mit Hilfe sdulenchromatographischer Aufreinigung Kohlenhydrate wie Galaktose und Glucose
in hoher Anomerenreinheit und N-Acetylglucosamin sowie Mannose sogar in anomerenreiner Form

isoliert werden.

Die bisher beschriebenen Syntheserouten zeigen Beispiele wichtiger Intermediate, aus denen
Monomere erhalten werden kénnen. Verschiedene Gruppen bedienen sich einer Direktsynthese von
Glykomonomeren aus den entsprechenden Glykanen, zumeist ohne Einsatz von
Schutzgruppenchemie. Vorteilhaft ist die unkomplizierte Monomersynthese unter Vermeidung von
mindestens zwei Syntheseschritten (Schitzen und Entschiitzen) sowie die Verwendung einer
geringeren Ressourcenmenge. Allerdings sind nur wenige Glykomonomere auf diese Weise zuganglich,
vor allen in Hinblick auf die zumeist notwendige Kontrolle des Anomerenverhaltnisses. Tanaka et al.
zeigen eines der wenigen Beispiele einer Direktsynthese, indem sie B-Sialyllactose-prasentierende
Homo- und Copolymere aus freier 3‘-Sialyllactose unter Verwendung von 2-Chloro-1,3-
dimethylimidazoliniumchlorid  zur  Azidierung und anschlieBender  Kupfer-Click-Reaktion

12



1. Einleitung

synthetisieren.'® Die hier dargestellten Beispiele zeigen lediglich einen Ausschnitt und einen Einblick
in mogliche Glykomonomersynthesen. Ebenso vielseitig sind die Moéglichkeiten zur Polymerisation

eben dieser.

1.2.2 Polymerisation von Glykomonomeren

Die Synthese von Polymeren ist auf zwei verschiedene Arten moglich: Stufenwachstumsreaktionen
und Kettenwachstumsreaktionen. Zur Stufenwachstumsreaktion zdhlen Polyaddition und
Polykondensation, wahrend die Kettenwachstumsreaktionen weiter unterteilt werden kdnnen. Die
Synthese von Glykopolymeren aus Glykomonomeren findet beinahe ausschlielllich mittels
Kettenwachstumsreaktionen statt, da diese eine hdhere Kontrolle (ber das anvisierte

Molekulargewicht geben und eine einheitlichere Molekulargewichtsverteilung aufweisen.

Aus diesen Grinden sind nur wenige Beispiele flur Polykondensationen und Polyadditionen zur
Glykopolymersynthese in der Literatur zu finden. Pana et al. stellen beispielsweise mittels
Polykondensation ein Glykooligomer her, welches Mannofuranose und freie Doppelbindungen
prasentiert und anschlieBend mittels Hydroxypropylacrylat und 2-Hydroxypropylmethacrylat
quervernetzt wird.”” Ein Glykopolymer im weiteren Sinne generieren Gerke et al. aus der Polyaddition
von sequenzdefinierten glykosylierten Oligomeren.’ Hierzu werden Thiol-terminierte Oligomere mit
Alken-terminierten  Oligomeren  mittels  Thiolen-Click-Reaktion =~ umgesetzt und deren
Wechselwirkungen mit ConA untersucht. Deutlich weiter verbreitet ist allerdings die Synthese von

Homopolymeren mittels Kettenwachstumsreaktion, welche im Folgenden naher dargestellt werden.

Kettenwachstumspolymerisation werden unter anderem anhand des zugrundeliegenden
Polymerisationsmechanismus voneinander unterschieden. In der Literatur kdnnen Beispiele fir eine
groRe Bandbreite unterschiedlicher Kettenwachstumspolymerisationen von Glykopolymeren
gefunden werden, wie beispielweise anionischer’> 73, kationischer’”” oder radikalischer® 7
Polymerisationen. Auch innerhalb  der Kettenwachstumspolymerisationen  gibt es

Polymerisationstechniken, die sich eher fir die Synthese von Glykopolymeren eignen. Die gewahlte
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Polymerisationstechnik hangt dabei vom Monomer, den anvisierten Zielstrukturen und von den
gewlinschten Polymereigenschaften, wie zum Beispiel Molekulargewicht, dessen Verteilung und

gewdlnschter Endgruppen, ab.

Eine Polymerisationstechnik, die fiir eine grolRe Bandbreite nicht nur von Glykomonomeren zuganglich
ist, stellt die freie radikalische Polymerisation. Seit der ersten freien radikalischen Polymerisation eines
Glykopolymers von Horejsi et al. im Jahre 1978 hat sich diese Polymerisationstechnik als robust und
vielseitig einsetzbar gezeigt, denn Vorteile der freien radikalischen Polymerisation sind nicht zuletzt
eine Vielzahl polymerisierbarer Gruppen sowie eine hohe Toleranz gegeniiber verschiedenen
Polymerisationsbedingungen und leichten Verunreinigungen.”” 78 Zusatzlich sind verschiedene
reaktive Gruppen Uber die freie radikalische Polymerisation zuganglich, zumeist Gber kostenglinstige
Initiatoren. Nicht zuletzt aus diesen Griinden bietet die freie radikalische Polymerisation ein hohes
Potenzial zur industriellen Erzeugung, welches bei unterschiedlichen grofStechnischen Anwendungen
bereits realisiert wird. Hinsichtlich biologischer Fragestellungen bietet die freie radikalische
Polymerisation jedoch einige wesentliche Limitationen. So lassen sich mit dieser
Polymerisationstechnik die erhaltenen Molekulargewichte schlecht kontrollieren und die Verteilung
der erhaltenen Molmassen ist meist relativ uneinheitlich. AuBerdem sind mittels freier radikalischer
Polymerisation nicht-lineare Architekturen schwieriger gezielt synthetisierbar und eine systematische
Einflhrung von Endgruppen ist aufgrund der Abbruchsreaktionen durch Rekombination und
Disproportionierung aufwendig.[”” Eine wesentliche Fragestellung der Glykobiologie ist jedoch die
Suche nach fir biologische Prozesse relevanten Polymereigenschaften. Fiir Untersuchungen, die die
Polymereigenschaften in biologische Wechselwirkungsstudien einbeziehen, ist jedoch eine Kontrolle

der synthetisierten Polymere und deren Eigenschaften notwendig.

Zur zielgerichteten Synthese von definierten Polymerarchitekturen oder zur Kontrolle des
Molekulargewichts und der Dispersitat eignen sich in der Regel ionische Polymerisationstechniken.
Grund dafir ist die Unmoglichkeit von Abbruchsreaktionen, da die ionischen Kettenenden sich

gegenseitig abstoflen. Takasu et al. bedienen sich beispielweise eines kationischen Mechanismus bei
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der ringoffnenden Polymerisation von Oxazolin-terminierten Glykomonomeren zur Synthese von
Homo- und Block-Copolymeren.l” Weitere Beispiele fiir anionische Polymerisationen finden sich bei
der Polymerisation von disubstituierten Styrolderivaten mit acetalgeschiitzten Monosacchariden
durchgefiihrt durch Lokyulant et al. im wassrigen Medium.”®! Die Anzahl der Publikationen zu
ionischen, vor allem zu anionischen, Polymerisationen ist jedoch insgesamt dullerst gering. Dies ist
hochstwahrscheinlich intrinsisch begriindet, da diese Polymerisationstechniken aufgrund der
terminal-propagierenden lonen aprotische Losungsmittel und Monomere bendtigen. AuBerdem
miussen die Polymerisationsansatze frei von Verunreinigungen sein — Acide Molekiile, elektrophile
funktionelle Einheiten oder Sauerstoff storen die anionische Polymerisation insbesondere, da sie mit

dem reaktiven Kettenende eine Terminierung herbeifiihren kénnen.

Wesentlich weniger anspruchsvoll an die Polymerisationsbedingungen bei gleichzeitiger Kontrolle
Uber die Polymerisationsparameter sind beispielsweise ringéffnende Methathesepolymerisationen
(ROMP), da hierbei lediglich auf die Abwesenheit von Sauerstoff und Stickstoff geachtet werden muss.
Je nach Katalysator kann das Glykomonomer ohne Schutzgruppen und im wassrigen Medium
polymerisiert werden. AuRerdem ist die Einflihrung einer Endgruppe im direkten Vergleich zur freien
radikalischen Polymerisation leicht moglich, da die Polymere auch nach Ablauf der Polymerisation
reaktiv bleiben. Mit Hilfe von Grubbs-Katalysatoren lassen sich besonders gut die Polymerparameter
und -architekturen kontrollieren, wie in der Arbeit von Fraser und Grubbs gezeigt.l””! Polymerisationen
via ROMP benétigen zur Katalyse Ubergangsmetallkomplexe, die auf biologische Systeme toxisch
wirken kdnnen. Daher muss unter hohem Aufwand der Katalysator entfernt werden, falls das Polymer
zum Zwecke von Wechselwirkungsstudien mit Zellen oder sonstigen lebenden Organismen

synthetisiert wird.

Zu den Polymerisationstechniken, die ohne giftige Katalysatoren auskommen bei gleichzeitiger
relativer Robustheit und hoher Kontrolle Uber die Polymerisationsparameter, zdhlen lebend-
radikalische Polymerisationen. Diese unterteilen sich in verschiedene Untergruppen, zu denen unter

anderem die nitroxid-vermittelte Polymerisation (NMP, aus dem Englischen von nitroxide mediated
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polymerisation), Atomtransfer radikalische Polymerisation (ATRP, aus dem Englischen von atomic
transfer radical polymerisation) und reversible Additions-Fragmentierungs-
Kettenlbertragungspolymerisation (RAFT) zdhlen. Verschiedene Gruppen zeigen die Moglichkeit zur
Synthese von Glykopolymeren mit Hilfe der lebend-radikalischen Polymerisationstechniken mit
einheitlichen  Molekulargewichtsverteilungen. Die erste erfolgreiche lebend-radikalische
Polymerisation von Glykomonomeren wurde von Ohno et al. im Jahre 1998 mit Hilfe der nitroxid-
vermittelten Polymerisation durchgefiihrt.l”! Die Gruppe konnte eng verteilte Glykopolymere eines
Disaccharids aus ungeschitzter 1-4-verknipfter Galaktosyl-Gluconamide bei Umsatzen von ca. 90 %
erhalten. Bei NMP wird hauptsachlich in Substanz polymerisiert und nicht jede Art Monomer kann
mittels NMP polymerisiert werden.!””! Aus diesem Grund sind in der jiingeren Vergangenheit vor allem

ATRP und RAFT-Polymerisation als lebend-radikalische Polymerisationstechniken verwendet worden.

1.3 Anwendungen von Glykopolymeren

Die in Kapitel 1.2.2 dargestellten Polymerisationstechniken geben einen Eindruck der verschiedenen
Synthesemoglichkeiten von Glykopolymeren und verdeutlichen, dass diese Substanzklasse auf
verschiedene Weisen zuganglich ist. Je nach Forschungsfrage kdnnen synthetisierte Glykopolymere
mit unterschiedlichem Fokus variiert werden. In der Regel weisen Glykopolymere aufgrund ihrer
multivalenten Prasentation von Sacchariden eine hohe Affinitdt und eine erhdhte Spezifizitat zu den
korrespondierenden natiirlichen Bindungspartnern auf.®! Wesentlich beeinflusst werden diese
Eigenschaften durch polymerspezifische Parameter wie Polymerkettenlange, Kohlenhydratdichte,
Flexibilitat des Polymerbackbones sowie Struktur und Architektur des Polymers, welche wiederum
durch die Wahl der Polymerisationstechnik und -bedingungen beeinflusst bzw. gesteuert werden
kénnen.[?% 37 48] Diese Parameter ermdglichen eine vielseitige Verwendung von Glykopolymeren vor
allem in den Bereichen Wirkstoffentwicklung und Bioanalytik, da auf diese Weise eine groRe Anzahl an
Molekiilen mit leicht-variierbaren Eigenschaften bei dhnlichem Grundaufbau synthetisiert werden

kénnen. Im Folgenden soll auf beide potenzielle Zielanwendungen im Detail eingegangen werden.
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1.3.1 Glykopolymere als Inhibitoren

Historisch betrachtet stellt die Analyse des Inhibierungspotenzials von Glykopolymeren die erste
konkrete Zielanwendung dieser Substanzklasse dar.B! Bereits im Jahre 1991 synthetisierten
Spaltenstein und Whitesides mit a-Sialinsdaure funktionalisierte Polyacrylamide zur Inhibierung von
Membranproteinen, die von Influenzaviren zur Hemagglutinierung von Erythrocyten auf der
VirusauRenhiille prasentiert werden.® Hierzu wurden verschiedene Copolymere mittels freier
radikalischer Polymerisation synthetisiert, die sich jeweils in dem Einbauverhaltnis von mit Sialinsdure
funktionalisierten und nicht-funktionalisierten Acrylamiden unterschieden. Dabei konnten
Spaltenstein und Whitesides ein vom Einbauverhaltnis abhédngiges Inhibierungspotenzial nachweisen
und aullerdem zeigen, dass polyvalente Sialinsdurederivate ein hoheres Inhibierungspotenzial
aufweisen als monovalente a-Methylsialinsdaure. Dabei konnte die hochste sialinsdurebezogene
Inhibierung bei Molenbriichen von 0.2 — 0.7 nachgewiesen werden, wohingegen hohere bzw.
niedrigere Einbauverhaltnisse das Inhibierungspotenzial herabsenken. Spaltenstein und Whitesides
fihren dies auf die grofRere durchschnittliche Entfernung bei zu geringer Anzahl eingebauter
Sialinsaure zuriick und argumentieren bei hoheren Molenbriichen mit einer damit einhergehenden
Herabsenkung der Effektivitdt der Sialinsdure. Somit sei die ,glockenférmige Abhangigkeit des
Inhibierungspotenzials basierend auf einem Wettbewerb zwischen Entropie und Effektivitat der

Funktionalisierung”.>%

Andere Gruppen betrachten das Inhibierungspotenzial verschiedener Homo-Glykopolymere abhangig
von deren Kettenlange und Kohlenhydrateinheiten. Mortell et al. untersuchten das Bindungsverhalten
verschiedener via ROMP synthetisierter Glykopolmere und variieren die Art der prasentierten
Kohlenhydrate.[® Auf diese Weise verglich die Gruppe die absolute und relative Inhibierung von ConA
durch die untersuchten Glykopolymere. Dabei zeigt sich eine bis zu 50.000-fache Erhéhung der
Inhibitorischen Wirkung von mannosylierten Glykopolymeren im Vergleich zu monovalenter
a-Methylmannose. Auch glukose-basierte Glykopolymere weisen eine 500-fach héhere Inhibierung

auf als ihr monovalentes Gegenstilick. Dieses Inhibierungsverhalten konnte seitdem in weiteren
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Inhibitoren-Lektin-Paaren ebenfalls gezeigt werden.3 4 %9 Allerdings gibt es auch Studien, die eine
umgekehrte Beziehung zwischen Einbau der inhibierenden Spezies und der effektiven Inhibierung
beobachten. Polizzotti und Kiick beobachten bei der Inhibierung von pentavalentem Choleratoxin
durch Aminogalaktoside auf einem Polyglutarsaure-Polymergrundgerist, dass ein geringerer
Galaktoseanteil im Polymer eine hohere Inhibierung bewirkt.”®! Aufgrund der ermittelten
durchschnittlichen Bindungsabstdnde schlussfolgern die Autoren eine hdhere Zuganglichkeit der
Bindungstaschen des Toxins, wenn der durchschnittliche Mindestabstand der Saccharideinheiten mit
dem relativen Abstand der Bindungstaschen zueinander (ibereinstimmt. Dieses Beispiel verdeutlicht,
dass die jeweiligen Parameter zur Erhohung der potenziellen Inhibierungsfahigkeit der Glykopolymere
vom jeweils betrachteten System abhdngen. Gleichzeitig konnen bei der Synthese von
Glykopolymeren viele Parameter leicht variiert werden, sodass mit deren Hilfe bioanalytische

Messungen durchgefiihrt werden kdnnen.

1.3.2 Glykopolymere in der Bioanalytik

Neben dem Potenzial von Glykopolymeren als mogliche Therapeutika kdnnen diese auch verwendet
werden, um biologische Prozesse zu untersuchen und diese besser zu verstehen. Auch in diesem
Anwendungsfeld der Glykopolymere, der Bioanalytik, stellt die maogliche Synthese vieler
unterschiedlicher Polymere aus den gleichen Grundbausteinen einen wesentlichen Vorteil der
Glykopolymere dar. Ein intuitives Beispiel ist dabei die Verwendung von Glykopolymeren als
,Messstabe“ oder ,Zollstocke” zwischen Rezeptoren.’! Verschiedene Gruppen, darunter die
Arbeitskreise um Grubbs und Kiessling, synthetisieren Glykopolymere mit unterschiedlichen
durchschnittlichen Kettenldngen. Mittels ring6ffnender Methathesepolymerisationstechniken
synthetisierte Glykopolymere werden fiir diesen Zweck miteinander verglichen und die
Bindungsaffinitit zu den korrespondierenden Rezeptoren determiniert.l’® 8% Ein erheblicher Anstieg in
der beobachteten Bindungsaffinitdit in Abhdngigkeit von der Kettenlange ermdglicht dabei
Riickschliisse auf den mittleren Abstand der Bindungstaschen der Lektine zueinander. Dieses Prinzip

nutzt die Gruppe um Ponader et al., die mittels sequenz-definierter Glykopolymere die Abstande
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zwischen Mannose-Seitenketten gezielt variiert. Die verschiedenen Abstinde der Kohlenhydrat-
Liganden orientiert sich dabei am Abstand des betrachteten Lektins ConA. Bei genligend Abstand
zwischen diesen Kohlenhydratliganden kann eine signifikante Zunahme der Bindung zu ConA gezeigt

werden. 8

Glykopolymer-basierte Systeme erlauben — zusatzlich zur Analytik von Wechselwirkungen von
solvatisierten Systemen mit Lektinen — Untersuchungen zum Bindungsverhalten von Lektinen mit
zelldahnlichen Strukturen, beispielsweise Mikrogelen. Hoshino et al. synthetisieren auf Polyacrylamid
basierte Mikrogele verschiedener Flexibilitat, die mit Lektinen wechselwirken, und vergleichen deren
Aviditat zu verschiedenen Mikrogelen. Dabei wird auf Goldoberflachen immobilisiertes ConA mit den
betrachteten Glykopolymersystemen inkubiert und mittels AFM das Aggregationsverhalten
beobachtet. Die hochste Bindungsaffinitdt weisen dabei Partikel mittlerer Flexibilitdat auf, da im
Vergleich zu flexiblen Systemen die Assoziation benachteiligt ist, wahrend die Dissoziation bei rigiden

Hydrogelen langsamer stattfinden kann.®?!

Eine sensitive Methode zur dynamischen Analytik von schwachen intermolekularen
Wechselwirkungen bietet die Oberflachenplasmonenresonanz. Hierzu wird einer der untersuchten
Bindungspartner auf einer Goldoberflache immobilisiert und durch Hinzugabe des entsprechenden
(potenziellen) Bindungspartners die daraus resultierende Bindungsstarke zum an der Oberflache
immobilisierten Liganden in Echtzeit ermittelt. Die Bindung des immobilisierten Liganden an die
Goldoberflache kann dabei kovalent direkt an die Goldoberflache erfolgen oder (quasi-)kovalent an
Zwischenmolekiile, sodass dieses Assay auf verschiedene Weisen zuganglich ist. Die Firma General
Healthcare vertreibt standardisierte Goldoberflachen zur Verwendung flr
Oberflachenplasmonenresonanz-Assays, auf denen bereits eine Dextranmatrix immobilisiert ist. Diese
Dextranmatrix weist unter anderem Carboxygruppen auf, die mit freien Aminen von Proteinen
reagieren kdnnen. Ein weiters System stellen mit Streptavidin-funktionalisierte Chips dar, welche ein
quasi-kovalentes Aufbringen von Biotin-prasentierenden Molekilen ermoglichen. Derartige

Oberflachenplasmonenresonanzassays ermoglichen labelfreie Echtzeitmessungen von Interaktionen
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zwischen Glykopolymeren und Lektinen. Neben diesen SPR-spezifischen Vorteilen bietet die
Immobilisierung auf einer festen Goldoberfliche weitere Vorteile.’® Gestwicki et al. zeigen in einem
Vergleich monovalenter und polyvalenter Saccharid-Systeme, dass Effekte wie Multivalenz und
Aviditdat durch Prasentation auf einer rigiden Oberfliche verstirkt werden und beobachtete
Bindungsaffinitdten deutlicher hervortreten.® Dies kann durch Crosslinkingeffekte mit benachbarten
Glykanen verstarkt werden, wie Gordula und Bertozzi anhand von Acetylgalaktosamin-Derivaten und
ihren korrespondierenden Lektinen zeigen konnten.®”! Eine Verringerung der Glykopolymerdichte
resultiert in einer deutlich starkeren Abnahme der Affinitat der Lektine zur Oberfldache als dies alleine
auf den Konzentrationseffekt der Glykanarchitekturen zurlickzufiihren ist. Godula und Bertozzi
schlieen daraus, dass die Oberflaichendichte der Glykane eine wesentliche Rolle bei den
Erkennungsprozessen der Lektine spielt. Systeme, bei denen dhnliche Effekte beobachtet werden
kénnen, stellen Nanopartikel dar, die Glykopolymere prasentieren. Auf diese wird im folgenden Kapitel

weiter eingegangen.

20



1. Einleitung

1.4 Glykofunktionalisierte Nanopartikel

Neben Glykopolymeren werden Nanopartikel ebenfalls als multivalent-glykosylierte Systeme in
verschiedenen Anwendungsfeldern untersucht. Unter Nanopartikeln werden Strukturen
verschiedener Morphologie verstanden, die eine PartikelgroRe zwischen 10 und 1000 nm
aufweisen.®88  Strukturen im Nanometerbereich weisen als potenzielle Wirkstoffe oder
Wirkstofftransporter signifikante Vorteile gegeniiber anderen Strukturen wie Liposomen oder
Mikropartikeln auf.®8°% So kénnen Nanopartikel aufgrund ihrer GroRe parental verabreicht werden,
kleinste BlutgefalRe durchlaufen und Phagozyten, auch als Fresszellen bekannt, umgehen. AuRerdem
konnen sie Zellmembranen penetrieren und so zu ,Zielorganen” wie Leber, Milz, Lunge, Riickenmark
und Lymphknoten gelangen.®® 87! Mittels oraler oder nasaler Anwendung kénnen Nanopartikel von
Schleimhduten absorbiert werden und diese durchwandern.® 92 Nicht zuletzt erméglichen
Nanopartikel als potenzielle Wirkstofftransporter eine breite Einsetzbarkeit mancher Wirkstoffe bei
gleichzeitiger Reduktion toxischer Nebeneffekte, da die transportierten Wirkstoffe kontrolliert am
Zielort freigesetzt werden kdnnen.!® 87 93 34 Eine solche Freisetzung kann beispielsweise durch
Veranderungen des pH-Wertes oder erhdhter-oxidativer Umgebung getriggert werden.®> %! Djese
Eigenschaften werden erhalten und beeinflusst, indem Nanopartikel mit Polymeren funktionalisiert
werden. Aullerdem weisen viele Nanopartikelmaterialien im Korper ungewlinschte Nebeneffekte wie
unspezifische Wechselwirkungen mit Zellen und Proteinen auf, die zu ,Wirkstoffanreicherungen in
Nicht-Zielgewebe” fiilhren kdénnen.®* °71 Neben Polyethylenglycol®®  Poly-N-Isopropyl-
acrylamid*®Y, Polymilchsaure!**? und Polyacrylsaure!*®® %3 werden daher vor allem Polysaccharide als
biokompatible und biologisch-abbaubare Komponente von Nanopartikeln zum Zwecke des
Wirkstofftransports untersucht.®® AuBerdem kénnen oligo- und polysaccharid-funktionalisierte
Partikel eine Rolle als aktiven Wirkstoff Gbernehmen, da es fiir einige Oligo- oder Polysaccharide
korrespondierende natiirliche Rezeptoren gibt.®¥ So zeigen Stahn und Reisig, dass lactosylierte
Liposome, die eine mit Partikeln vergleichbare Struktur aufweisen, aufgrund ihrer Multivalenz gezielt

KG-1 Leukidmiezellen inhibieren.[*%4
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Neben natirlichen Oligo- und Polysacchariden lassen sich bioresponsive Partikel auch durch
Funktionalisierung der Partikel mit Proteinen®®!, einzelnen Zuckern oder kiinstlichen

[106]

Kohlenhydratstrukturen synthetisieren. Im Folgenden soll speziell auf die Synthese von

Nanopartikeln und die angestrebten Anwendungsfelder eingegangen werden.

1.4.1 Kurze Einfuhrung zur Herstellung und Anwendungen von
glykosylierten Partikeln

So vielfdltig die moglichen Nanostrukturen sein kénnen, so verschieden kénnen die Methoden zur
Glykosylierung von Nanopartikeln sein. Grundsatzlich kénnen mehrere Aspekte voneinander
unterschieden werden. So wird vor allem bei monovalenten Sacchariden unterschieden, ob der Einbau
der Kohlenhydrateinheit wahrend der Partikelsynthese oder ob die Funktionalisierung der Struktur
erst nachtraglich erfolgt. Neben monovalenten Kohlenhydrateinheiten kénnen Glykooligomere und
Glykopolymere gezielt auf Nanostrukturen prasentiert werden. Hierzu werden die Prinzipien grafting
to, grafting from und grafting through voneinander unterschieden. Grafting to beschreibt dabei die
kovalente Anbringung von bereits synthetisierten Glykopolymeren auf Partikel, wahrend bei grafting
from ein Polymer auf dem Partikel gebildet wird.°711% Hierfiir eignen sich vor allem lebend-
radikalische Polymerisationen wie RAFT-Polymerisation oder ATRP (siehe Kapitel 1.2.2). Grafting
through als Funktionalisierungsmoglichkeit fir glykosylierte Nanostrukturen ist in der Literatur
seltener zu finden. Hier erfolgt die Funktionalisierung mit dem Oligo- bzw. Polysaccharid bei der
Synthese der Struktur selbst. Im Folgenden soll auf die Synthese der wichtigsten Arten von
Nanopartikeln eingegangen und deren Anwendungsgebiete dargestellt werden. Nanopartikel kénnen
hinsichtlich verschiedener Eigenschaften unterschieden werden, beispielsweise ihrer Form,
Verformbarkeit oder ihrer Harte. Zu den haufig verwendeten harten Nanopartikel zdhlen Gold-,

Eisenoxid- und Silika-Partikel.

Eine in der Literatur vielseitig untersuchte Art Nanopartikel stellen Goldnanopartikel dar. Sie sind

einfach und gut-reproduzierbar herzustellen und kénnen leicht lber Thiol-Goldwechselwirkungen
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funktionalisiert werden. Aullerdem konnen Gold-Nanostrukturen vielseitige Formen annehmen. So
sind neben den runden Sphiren auch Nanorods (Stabchen) und Nanocages (Kuben) bekannt.!*1% 1121
Aufgrund der einfachen Synthese sind vielfaltige glykosylierte Gold-Nanostrukturen bekannt und
hinsichtlich verschiedenster Anwendungen untersucht. Neben der Untersuchung von
Wechselwirkungen mit Lektinen, Bakterien und Toxinen %7113l werden glykosylierte Goldnanopartikel
auch als Marker in Entziindungsprozessen*' sowie Krebstherapeutika!**®! eingesetzt. So
funktionalisieren beispielsweise van Kasteren et al. Goldpartikel mit Tetrasacchariden, um
endotheliale Marker bei akuter Gehirnentziindung zu detektieren.™# Toyoshima und Miura hingegen
prasentieren gezielt Glykopolymere auf Goldnanopartikeln.!*?”! Sie weisen dabei eine unterschiedliche
Aggregation ihrer Strukturen abhadngig von der Zuckerdichte mittels RAFT-Polymerisation
synthetisierter Glykopolymere nach. AuBerdem verdeutlichen die Resultate dieser Gruppe, dass die
Funktionalisierung von Partikeln tber den grafting-to-Ansatz mit gut-definierten Glykopolymeren den
Vorteil der besseren Vergleichbarkeit aufweisen. Dies zeigt sich auch in den Auftragungen
monovalenter Saccharide auf Goldnanopartikeln. Garcia et al. zeigen beispielsweise mit der
Funktionalisierung von Goldnanostiabchen mit monovalenten N-Acetylglucosamin-Einheiten, dass
diese unter physiologischen Bedingungen stabil sind und auch in proteinreichen Umgebungen ein

selektives Bindungsverhalten aufweisen.[*%8!

Neben Goldnanopartikeln kénnen auch glykosylierte Eisenoxidpartikel synthetisiert und hinsichtlich
ihrer Aufnahme in Zellen untersucht werden. Moros et al. vergleichen beispielsweise die Zellaufnahme
Monosaccharid-prasentierender Eisenoxidpartikel mit Polyethylenglycol substituierten Derivaten.*!
Die Gruppe kann auf diese Weise zeigen, dass die Erkennungsprozesse der Zelloberflachenproteine die
Aufnahme glykosylierter Eisenoxidnanopartikel (iber die Zellmembran beglinstigt. Basuki et al.
hingegen prasentieren Glykopolymere auf Eisenoxidnanopartikeln.*%! Hierfiir wurden mittels Kupfer-
mediierter lebend-radikalischer Polymerisation und anschlieBender Klickreaktion mannose-, glucose-

und galaktosehaltige Copolymere synthetisiert. Es wurden Wechselwirkungen mit Lektinen und
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Lungenkrebszellen untersucht, wobei eine erhéhte Aufnahme mannosylierter Strukturen durch

Lungenkrebszellen der Zelllinie A549 beobachtet werden konnte.

Neben diesen harten auf Metall basierten Nanopartikeln gibt es weichere, flexiblere Sorten. Ein
wichtiges Beispiel hierfiir sind Nanopartikel, die aus Polyethylenglycol bestehen. Schmidt et al. stellen
mannosylierte und galaktosylierte PEG-Partikel her, indem sie zunachst Polyethylenglycol-basierte
Partikel nachtraglich mittels benzophenonvermittelter Photoreaktion mit Crotonsdure
funktionalisieren und somit eine Saurefunktionalitit einfiihren.'! Auf diese Weise kénnen
monovalente Galaktose- und Mannosederivate mit freien Aminen an Partikel gebunden werden.
Derartige Partikel sind sehr elastisch und ermdglichen daher den Zugang zu einer besonderen
Messmethode der Bindungsstarke: Soft colloidal probes - reflection interference contrast microscopy.
Die glykosylierten Partikel werden hierfiir (iber eine mit ConA funktionalisierte Glasoberflache geleitet,
wodurch diese mit der Oberflache wechselwirken und an diese adsorbieren. Mannosylierte Partikel
verformen sich, da die Ausbildung einer nicht-kovalenten Bindung zwischen den Sacchariden und dem
ConA ein Energieminimum darstellt. Hierflr muss sich der Kontaktwinkel des Partikels zur
Glasoberflache hin vergroRern, sodass die Starke der Affinitat der Partikel an die Oberflache durch die

Bestimmung dieses Kontaktwinkels eingeschatzt werden kann.

1.4.2 Januspartikel und -strukturen

Wie bereits beschrieben sind in der Literatur eine Vielzahl verschiedener Partikelsorten bekannt,
welche sich anhand diverser Parameter unterscheiden kénnen. In der Regel handelt es sich bei
derartigen Partikeln um Systeme mit homogener Verteilung der funktionellen Gruppen auf der
Oberflache. Eine Ausnahme bilden janusartige Strukturen. Januspartikel bzw. -strukturen weisen
verschiedenartig-funktionalisierte Seiten oder Oberflachen auf, die sich jeweils gegenliberliegen und
entweder ,unterschiedliche chemische Eigenschaften oder Polarititen aufweisen”.!”> 118 Der
Wortbestandteil ,Janus” wurde erstmals im Jahre 1988 von Casagrande et al. in Zusammenhang mit

amphiphilen Glaspartikeln verwendet und ist der romischen Mythologie entnommen: Janus ist der
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romische Gott des Anfangs und des Endes und weist in antiken Darstellungen (ber zwei
gegeniiberliegende Gesichter auf.[!*” 1191 An dieses Bild angelehnt sind verschiedene janusartige

Strukturen beschrieben, wie in Abbildung 4 dargestellt.

Janus-Spharen Janus-Stabchen Janus-Plattchen

———

Abbildung 4: Janusstrukturen in schematischer Darstellung angelehnt an Walter und Miller.[*18!

Bisher wurden Janussphdren, Janusstdbchen und Janusplattchen hergestellt, wobei Stab- und
Plattchenform hinsichtlich der Verteilung der jeweiligen Seiten zwei verschiedene Untervarianten
aufweisen.'*¥! Neben der Form werden Januspartikel auch aufgrund ihrer Harte klassifiziert. Kirillova,
Marschelke und Synytska unterscheiden beispielsweise ,weiche (organisch, Polymer-basiert), harte
(anorganisch, metallisch) und hybride (organisch/anorganisch) Januspartikel“.*'”! Unabhingig von
dieser Klassifizierung weisen Januspartikel grundlegend andere physikalische Eigenschaften auf als die
entsprechenden Partikel der jeweiligen Janushalften. Kirillova et al. vergleichen das Aggregations- und
Assemblierungsverhalten von Silikapartikeln, die mit verschiedenen Polymeren (PDMAEMA,
Polyacrylsdure, PEG, Polyacrylmethacrylat und Polystyrol) funktionalisiert wurden. Dabei erfolgt die
Anordnung der Polymere auf den Silikapartikeln sowohl janusartig als auch homogen (statistisch)
verteilt. Ein Vergleich dieser Systeme zeigt, dass sich abhangig von der Art der Funktionalisierung, pH-
Wert und Konzentration andere Suprastrukturen ausbilden.™?® Glaser et al. konnten anhand von Gold-
Eisenoxidpartikeln zeigen, dass Januspartikel in Wasser-Hexan-Emulsionen eine hdhere

Oberflichenaktivitit als die jeweils isolierten Partikel aufweisen.[t? 122
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So vielfdltig die literaturbekannten Janusstrukturen sind, so vielfdltig sind auch die
Synthesemaoglichkeiten. Die potenziellen Syntheserouten sind dabei vor allem durch die anvisierten
Produktmengen limitiert.*?> 124 Eine verbreitete Methode zur Synthese von Janusstrukturen ist ein
Ansatz, der auf einem partiellen Schutz einer Seite basiert, wahrend die andere Seite modifiziert wird.
AnschlieBend wird die geschiitzte Seite wieder zuganglich gemacht, weshalb dieser Ansatz auch
Lprotect-and-release“-Prozess genannt wird."*?*! Ein groRer Teil dieser Synthesevariante erfolgt durch
Immobilisierung von Ausgangspartikeln auf planaren Oberflachen, die eine Monoschicht auf diesen
ausbilden. Die zur Oberflaiche gewandte Seite ist dabei geschiitzt, wahrend die andere chemisch
modifiziert wird. Hierzu zdhlen sogenanntes ,stamp coating”, Sputtern und das Ausbilden von
Langmuir-Blodgett-Schichten.'?*'?”) Da diese Ansitze auf der Ausbildung von Monoschichten
basieren, betrigt die Ausbeute oftmals wenige Milligramm.*?¥ Ein Ansatz, der ,groéRere
Produktmengen im Gramm-Bereich” liefert, basiert auf der Clusterbildung an der Grenzflache von
wassrigen Emulsionen.?*! In einer bestimmten Variante — der Pickering-Emulsion — kdnnen
beispielsweise silikabasierte Hybrid-Januspartikel hergestellt werden. Die Gruppe um Alla Synytska
zeigt die Synthese von Januspartikeln mit Hilfe einer wassrigen Emulsion von Silikapartikeln in
Wachs.[*24 128 je nach pH-Wert kann auBerdem der Anteil der Janusseiten zueinander kontrolliert
werden. So wird gezeigt, dass je nach pH-Wert der Umgebung Januspartikel mit PDMAEMA auf der
einen und freien Aminen auf der anderen Seite kontrolliert im Verhaltnis 1:3, 1:1 und 3:1 synthetisiert

werden kdnnen.

Die verschiedenen Varianten der Januspartikel weisen aufgrund der vielfaltigen
Modifikationsmoglichkeiten eine Vielzahl potenzieller Anwendungsfelder auf. In der Literatur wurden

Januspartikel als Stabilisatoren fiir Emulsionen!*?>%31  Antigefriermittel!32 133,

Trager von
Katalysatoren!***! und in biologischen Anwendungen'? 13! yntersucht. Vor allem in letzteren bieten
sie vielfaltiges Anwendungspotenzial, da auf Januspartikeln mehrere fiir biologische Anwendungen
interessante Eigenschaften miteinander kombiniert werden kdnnen. Zhang et al. zeigen die Synthese

von Janustropfen mittels eines Mikrofluidik-Systems und anschlieBende Bindungsstudien mit ConA
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und E. Coli.™3> Hierfiir werden jeweils eine Seite mit monovalentem ManC14, also Mannose, die mit
einem 14-kettigen Kohlenwasserstoffrest am Anomeren Zentrum substituiert ist, und Zonyl FS300,
einem Blockcopolymer, funktionalisiert. Aufgrund der Brechungseigenschaften dieser Tropfen lasst
sich die Aggregation durch die multivalenten Wechselwirkungen der Mannose sowohl mit ConA als
auch mit E. Coli beobachten. Sokolovskava et al. weisen mit Hilfe der Wechselwirkungen zwischen
Mannose und FITC-gelabeltem ConA nach, dass die Funktionalisierung von Janusnanorods mit Poly-
Mannose erfolgreich war.*'? Neben glykosylierten Januspartikeln sind auch Janusstrukturen ohne
prasentierte Kohlenhydrate fir biologische Zwecke interessant. Zhang et al. zeigen mit Hilfe einfacher
FTIR-Untersuchungen das Potenzial von Januspartikeln als Wirkstofftransportsysteme mit
kontrollierter Freisetzung des Medikaments auf.*® Kirillova et al. untersuchen wiederum die Anti-
Haftwirkung (,Anti-Biofouling”) von Mikroorganismen auf mit Januspartikeln funktionalisierten
Oberflichen.[*3”! Hierfiir synthetisieren sie Januspartikel mit einer hydrophilen PEGMA- und einer
hydrophoben PDMSMA-Seite sowie verschiedene Vergleichspartikel mit homogenen Oberflachen und
tragen diese auf Silizium-Wafer auf. Mit Hilfe von Rasterelektronenmikroskopie wird anschliefend die
Biofilmausbildung des Bakteriums Cobetia Marina sowohl unter statischen als auch dynamischen
Bedingungen verfolgt. Vor allem unter statischen Bedingungen zeigt sich, dass Januspartikel eine

Biofilmausbildung im Vergleich zu hydrophoben und unfunktionalisierten Oberflachen verhindern.

Obwohl in der Literatur einige Janusstrukturen mit monovalenten Kohlenhydraten funktionalisiert
wurden, gibt es wenige Beispiele fir die Synthese von Janussystemen, die hohervalente
Kohlenhydratstrukturen aufweisen. Zhang et al. synthetisieren glykosylierte Janus-Dendrimere, die
Lactose-Finheiten multivalent prasentieren.3® Wechselwirkungsstudien mit Lektinen, die im
menschlichen Kérper auftreten, zeigen einen Einfluss der Zuckerdichte und Topologie der einzelnen
Dendrimer-Strukturen auf das Bindungsverhalten abhangig von den gewahlten Lektinen. Andere
Ansadtze nutzen selbst-assemblierende Block-Copolymere zur Synthese von Januspartikeln. Dag et al.
synthetisieren hierzu mannosylierte Triblock-Terpolymere, die bei unterschiedlichen pH-Werten
verschiedene Suprastrukturen ausbilden.**® Diese Strukturen bilden Mizellen mit blitenférmiger,
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zylindrischer, himbeerartiger oder raupenahnlicher Morphologie und werden hinsichtlich ihrer
Wechselwirkungen mit dem Mannoserezeptor RAW264.7 untersucht, bei welchem es sich um eine

Makrophagen-Zelllinie handelt, die ein Modell fiir Virus-Eintritte in Zellen darstellt.

Unter Betrachtung dieser Gesamtheit an Studien ist es nur folgerichtig, dass ein Fokus auf die
Untersuchung von glykosylierten Janusstrukturen gesetzt wird. Neben der Vielzahl an Eigenschaften
und Formen, die sich durch die Janusstruktur ergeben, kann eine gezielte Synthese von
kohlenhydratbasierten Systemen Forschungsfragen aus dem speziellen Forschungsfeld der
Januspartikel mit der Welt der Lektine, Bakterien und Viren vereinigen. Ein Zugang zu neuartigen
Wirkungsmechanismen erscheint daher plausibel und stellt somit einen interessanten Bereich
potenziell neuartiger Wirkstoffsysteme dar. Vor allem die kontrollierte Synthese von Glykopolymeren
bietet hierfiir ein besonderes Potenzial, da neben der moglichen strukturellen Vielfalt eine Vielzahl
verschiedener Kohlenhydratsysteme an unterschiedlichen biologischen Targets untersucht werden

kénnen (vergleiche Kapitel 1.3).
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2. Motivation und Zielsetzung

Das Verstdndnis der Interdependenzen unterschiedlicher biologischer Systeme wachst mit den
vielfaltigen Moglichkeiten, Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydraten und natdirlichen Liganden zu
untersuchen. So werden Glykopolymere als Mimetika natirlicher Glykane eingesetzt und zeigen
vielversprechende Eigenschaften, bspw. in der Analytik als Werkzeug zur Erkennung von Lektinen
sowie Pathogenen oder als Wirkstoff zur Inhibition der pathogenen Adhision.[**-143] Dje Bindung von
Glykopolymeren zu Lektinen, Bakterien oder Viren wird dabei stark von der Struktur des

Glykopolymers beeinflusst, z.B. von dessen Linge, Architektur oder Valenz. [3 & 2642 46,471

Diese Struktur-Bindungseigenschaften wurden bereits vertiefend fir Glykopolymere in Losung
untersucht, wahrend sie fiir immobilisierte Glykopolymere, z.B. auf Chipoberflichen oder
Nanopartikeln, weniger bekannt sind. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, einen Satz von
Glykopolymeren zu erzeugen, die a) gezielt in der Kettenlange variieren, b) entweder einen bindenden
oder einen nicht-bindenden Zucker prasentieren und c) definierte Endgruppen zur Immobilisierung auf
verschiedenen Oberflachen tragen. Mit diesen Glykopolymeren sollen anschliefend zwei
unterschiedliche Systeme erzeugt werden. Zum einen ist das Ziel die Durchfiihrung von
Oberflachenplasmonenresonanzstudien mittels glykosylierter Goldchips, zum anderen sollen
Glykopolymer-funktionalisierte Januspartikel zum Studium ihrer Wechselwirkungen mit E. Coli-

Bakterien erzeugt werden.

Ein wichtiger Fokus der Arbeit liegt somit zunachst auf der Etablierung einer Syntheseroute fiir
Mannose- und Galaktose-Monomere und deren Polymerisation mittels RAFT-Polymerisation, da sich
diese Polymerisationstechnik hervorragend dafiir eignet, gering-disperse Polymere zu synthetisieren
und gleichzeitig Anfangs- und Endgruppen zur weiteren Funktionalisierung der Glykopolymere
festzulegen. AnschlieRend kénnen die erhaltenen Polymere in den beschrieben Teilprojekten der

Arbeit eingesetzt werden.
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Abbildung 5: Ubersicht der Arbeitsschritte, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden.

Die einzelnen Prozessschritte werden in den folgenden Kapiteln im Einzelnen erldutert und detailliert

dargestellt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese von Glykopolymeren verschiedener Kettenlangen zur
Immobilisierung und anschlieBende Bindungsstudien mit Lektinen und Bakterien. Die
Polymerisationstechnik der Wahl ist die RAFT-Polymerisation, da diese die Moglichkeit gibt Thiole am
Kettenende der Polymere zu erhalten bei gleichzeitiger Kontrolle ber die Dispersitat sowie das
Molekulargewicht. AuRerdem kann, je nach RAFT-Reagenz, das andere Ende des Glykopolymers mit
einer zusatzlichen funktionellen Einheit versehen werden. Im Folgenden soll die Syntheseentwicklung
der Monomere und deren Polymerisation beschrieben werden. Es werden dafiir verschiedene
Glykomonomere hergestellt, die eine polymerisierbare Einheit aufweisen. Anschlielend werden diese
mittels RAFT-Polymerisation umgesetzt und eine Bibliothek verschiedener Glykopolymere wird
erhalten. Die Glykopolymere werden fiir Messungen mittels Oberflachenplasmonenresonanz und
Immobilisierung auf Partikeln weiterverwendet. AuRerdem werden einige der synthetisierten

Glykopolymere sulfatisiert und fiir weiterfihrende Studien mit Viren eingesetzt.

3.1 Synthese der Glykopolymere

Die Synthese von Glykopolymeren mittels lebend-radikalischen Polymerisationsverfahren wie der
RAFT-Polymerisation erfordert die Synthese von Glykomonomeren, also Kohlenhydrat-Liganden, die
eine polymerisierbare Einheit — etwa eine Acryl-Funktion - tragen. Da die Zielsysteme, das Modell-
Lektin Concanavalin A (ConA) und das Bakterium Escherichia Coli (E. Coli), anomerenselektiv mit a-D-
Mannosiden binden , erfolgt die Syntheseoptimierung zunichst fiir das a-D-Mannosid-Monomer.[***
48] Dabei spielen neben Aspekten wie Ausbeute und Reinheit vor allem die Anomerenreinheit der
Saccharide eine libergeordnete Rolle, da diese die Starke der Wechselwirkungen mit biologischen
Systemen direkt beeinflusst. So wechselwirken B-D-Mannoside weniger stark mit ConA, sodass die
Synthese des reinen a-Anomers angestrebt wird. Die Ergebnisse der Optimierung werden

anschlieRend auf die Syntheseroute fiir die weiteren Monomere lbertragen.
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3.1.1 Syntheseentwicklung der Monomere

Die Synthese glykosidisch-verkniipfter Monomere kann grundsatzlich auf verschiedene Arten erfolgen:
enzymatisch lGber Zuckernukleotide, chemisch tber die Verwendung von Glykosyldonoren und tber
Fischerglykosylierung.’? Enzymatische Monomersynthesen zeichnen sich haufig durch hohe
Ausbeuten und Anomerenselektivitat aus, allerdings sind diese meist nur spezifisch fir bestimmte
Saccharide zuganglich. Produkte der Fischerglykosylierung weisen meist Mischungen verschiedener
Anomere des synthetisierten Saccharids auf, da die Synthese aufgrund der notwendigerweise
ungeschitzten Hydroxygruppe am anomeren Kohlenstoffatom in Abwesenheit dirigierender Gruppen
erfolgen muss. Ziel dieser Arbeit ist jedoch die Synthese mehrerer Saccharide mit identischer
polymerisierbarer Einheit bei gleichzeitiger Kontrolle (iber das Anomerenverhaltnis. Daher eignet sich
vor allem die chemische Synthese der Glykomonomere mit Hilfe von Glykosyldonoren in Anwesenheit
eines Promotors bzw. Katalysators sowie eines Kohlenhydrat-Akzeptors [K]. Glykosyldonoren sind
Kohlenhydrate mit einer Abgangsgruppe [A] in der zu substituierenden Ringposition. Dies wird in

Schema 2 verbildlicht.

Promoter
. F@&@LA KH-Akzeptor [K] "6 F&&K
OR - Abgangsgruppe [A] OR
K= 0-R, HN-R

Schema 2: Glykosyl-Donor in Anwesenheit eines geeigneten Akzeptorsystems angelehnt an
Lindhorst.?

Als potenzielle Glykosyldonoren kommen mehrere Moglichkeiten in Betracht. Die Gemeinsamkeit von
Glykosyldonoren liegt in einer, wie in Schema 2 dargestellt, guten Abgangsgruppe [A]. Diese
Abgangsgruppen reichen Uber Acetate, Sulfoxide, Oxazoline, Trichloroacetimidate, Halogene,
Thioglykoside und vielen weiteren potenziellen Abgangsgruppen. Von diesen verschiedenen
Moglichkeiten haben sich die Koenigs-Knorr-, die Trichloroacetimidat- und die Thioglykosid-basierten
Varianten hauptsichlich durchgesetzt.!> %> 671 Vor allem die Trichloroacetimidat-Variante eignet sich

fiir die Synthese von glykosidisch-verkniipften Mono- und Oligosacchariden mit verschiedenen
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Kohlenhydraten.' Sie wurde erstmals von Kinzy und Schmidt im Jahre 1994 beschrieben.!®”! Durch
Verwendung von Acetylschutzgruppen erlaubt diese Syntheseroute bei Mannose eine regioselektive
Synthese des a-Anomers. Grund dafiir ist die Position der Hydroxygruppe bzw. Acetyl-Schutzgruppe in
C2-Position, da diese nach Abspaltung des Trichloroacetimidates im Ubergangszustand das Carbo-
Kation durch Koordination der freien Elektronenpaare des Sauerstoffs stabilisiert. Die Syntheseroute

ist in Schema 3 dargestellt.

HO AcO AcO

N AcO AcoACOJO
Ho&( ZK( - ngé —’Aco&éo_qNH

CCl,
Schema 3: Syntheseroute eines Kohlenhydratdonors mit Trichloroacetimidat als Abgangsgruppe.

Schema 3 zeigt die Literaturbekannte Synthese eines Trichloroacetimidat-Mannosids, welches in einer
nachfolgenden Reaktion mit geeigneten Akzeptormolekiilen anomerenrein umgesetzt werden
kann.'® Dabei erméglicht ein fiinfgliedriger Ubergangszustand die bevorzugt Ausbildung des a-
Anomers, an welchem sich die freien Elektronenpaare des Sauerstoffatoms der Acetylschutzgruppe
und das aus dem Austritt der Abgangsgruppe resultierende Carbokation beteiligen. Abbildung 6 zeigt
diesen fiinfgliedrigen Ubergangszustand, welcher den Angriff lediglich von der a-Position erméglicht,
sodass sich im Rahmen dieser Substitutionsreaktion ausschlieflich das a-Anomer bilden kann. Im Falle
der Galaktose wird das B-Anomer begiinstigt, da — wie ebenfalls in Abbildung 6 dargestellt — die
Anordnung der Acetylschutzgruppe in C2-Position den Angriff von der B-Anomer ausbildenden Seite

beglinstigt.

Abbildung 6: Fiinfgliedriger Ubergangszustand mit Penta-O-Acetyl-Mannose (links) und Penta-O-
Acetyl-Galaktose (rechts).
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Die Synthesen der Trichloroacetimidat-Derivate von Mannose und Galaktose sind literaturbekannt und
kénnen einfach durchgefiihrt werden.! Der letzte Schritt — die Hinzugabe eines Alkohols zur direkten
Synthese von Glykomonomeren — wurde fiir die angestrebten Verbindungen jedoch noch nicht
beschrieben. Im Rahmen der Bachelorarbeit von Patrick Pierzyna wurde dieser Schritt unter
Verwendung von N-Hydroxyethylmethacrylamid sowie N-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyllmethacrylamid
erstmalig durchgefiihrt und es konnte gezeigt werden, dass die anvisierten Monomere auf diese Weise
zugénglich sind.**! Allerdings stellen die geringen Ausbeuten eine Limitation dar, die im Rahmen
dieser Arbeit behoben werden soll. Anhand der Synthese von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyloxy)ethyl]acrylamid wurden die Synthesebedingungen optimiert und auf die anderen
Monomersynthesen Ubertragen. Die optimierten Bedingungen wurden in der gemeinsamen
Publikation mit  Soria-Martinez et al. zusammen mit der optimierten Syntheseroute des

Galaktosehomologen publiziert.3!

Zur Optimierung der Monomersynthese wurden jeweils etwa 5.0 g Trichloroacetimidat eingesetzt und
die jeweiligen Mengen an Nucleophil und Katalysator sowie der Katalysatortyp variiert. Das
Trichloroacetimidat-Derivat wurde vorgelegt, fiir eine Stunde unter Eiskiihlung geriihrt und der
Katalysator anschlieBend hinzugegeben. Nach weiteren 15 Minuten Kihlung farbte sich das
Reaktionsgemisch gelb und der Alkohol wurde hinzugetropft. Nach Aufreinigung wurden die
Ausbeuten bestimmt und miteinander verglichen. In ihrer Publikation zeigen Dubber und Lindhorst,
dass die Vorlage des Glykosylakteptors und anschlieRender Hinzugabe des Glykosyldonors einen
positiven Einfluss auf die Ausbeuten haben kann.**® Daher wurde auch eine Reaktion unter Vorlage
des Alkohols und anschlieBender Hinzugabe des Trichloroacetimidat-Zuckers durchgefiihrt. Diese

verschiedenen Bedingungen zur Syntheseentwicklung werden in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Syntheseentwicklung von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)ethyl]-

acrylamid.
Katal - U h
Variation von ata ysatc?r Ubersc uss_des Art des Katalysators  Ausbeute *®
konzentration Nukleophils
10 % 3-fach Bortrifluoriddiethyl- i

etherat

Konzentration . _—
des 20 % 3-fach Bortrifluoriddiethyl- i

etherat
Katalysators
Bortrifluoriddiethyl-

[) _ 0,
30% 3-fach etherat 15.5%
) 30% 4-fach Bortnfluc;rlddlethyl— 10 %
Uberschuss des etherat
Nukleophils . - i
30% 5-fach Bortrifluoriddiethyl 1%
etherat
30% 3-fach Tr|quorm.§thansquon )
Art des -saure
Katalysators
30 % 3-fach Indiumbromid -
Reihenfolge der o Bortrifluoriddiethyl-
Addition 100% 3-fach etherat

2nach saulenchromatographischer Aufreinigung

In Tabelle 1 ist eine Ubersicht zu den verschiedenen Reaktionsbedingungen dargestellt. Neben einer
Variation der Konzentration des Nukleophils und des Katalysators wurden auRerdem verschiedene
Katalysatoren verwendet. AuRerdem wurde die Reihenfolge der Addition der Edukte variiert. Laut
Literatur wird eine optimale Ausbeute durch Vorlage des Alkohols und des Katalysators und
anschlieRender Hinzugabe des Trichloroacetimidates erméglicht.?) Daher wurde die Variation der
Hinzugabe erst nach einigen alternativen Variationen verandert, nachdem bei diesen Ansdtzen keine
zufriedenstellende Ausbeute erhalten wurde. So konnte gezeigt werden, dass in diesem Fall eine
hohere Ausbeute durch Vorlage des Trichloroacetimidat-Derivats und anschlieRender Hinzugabe von
Aquimolaren Mengen Bortrifluoriddiethyletherat erreicht wird. Dadurch wird der Zucker praaktiviert
und die nucleophile Substitution nach dem Sy!-Mechanismus kann besser ablaufen. Auf diese Weise

erfolgte die Synthese aller in Tabelle 2 dargestellten Monomere mit den jeweiligen Ausbeuten im
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finalen Schritt. Die Synthesevorschriften werden detailliert im Experimentalteil dargestellt. Auf diese

Weise wurden die folgenden Monomere mit den angegebenen Ausbeuten synthetisiert:

Tabelle 2: Ubersicht der synthetisierten Glykomonomere.

Monomere Kurzbezeichnung Ausbeute

AcO
AcO

AcO O
AcO o) Man2CA 15%

H

AcO
AcO

AcO 20
AcO (0] Man2CM 30%
(6]

AcO
AcO o
O Gal2CA 48 %
AcO O\/\N)J\/
AcO H
AcO
AcO
0 0
Galacm 26 %

AcO
H

Die in Tabelle 2 dargestellten Monomere werden in einer RAFT-Polymerisation umgesetzt, wie im

folgenden Kapitel beschrieben.
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3.1.2 RAFT-Polymerisation der Glykomonomere

Die Reversible Additions-Fragmentierungs-Ketteniibertragungs-(RAFT)Polymerisation ist eine lebend
radikalische Polymerisationstechnik, mit deren Hilfe unter den richtigen Bedingungen definierte und
homogen-verteile Polymere erhalten werden kénnen. Die in Kapitel 3.1.1 synthetisierten
Monomere eignen sich flr diese Art der lebend-radikalischen Polymerisation, da sie liber eine
polymerisierbare Doppelbindung aufweisen. Allerdings ist zu erwarten, dass sich die Kontrolle tiber die
Molekulargewichte und deren Verteilung zwischen den Acrylamiden und Methacrylamiden abhangig
vom verwendeten RAFT-Reagenz unterscheidet. Daher ist eine Optimierung der Polymerisation
hinsichtlich des verwendeten RAFT-Reagenz in Kombination mit den jeweiligen Monomereinheiten
unerlasslich. Hierzu wurden N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)ethyl]acrylamid (4)
und N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)-ethyllmethacrylamid (11) unter
vergleichbaren Bedingungen mit zwei verschiedenen RAFT-Reagenzien, auch
Kettenilbertragungsreagenzien genannt, umgesetzt. Dabei handelte es sich um in die Abbildung 7
dargestellten 2-Cyano-2-propyldodecyltrithiocarbonat (links) und 2-(Dodecylthio-carbonothioylthio)-

2-methylpropionsaure (rechts).

SO, mo T,
S

CN S
Abbildung 7: RAFT-Reagenzien zur Synthese von Glykopolymeren.

Die untersuchten Ketteniibertragungsreagenzien unterschieden sich im Rahmen dieser Arbeit in der
R-Gruppe, also derjenigen Gruppe, die am sogenannten a-Terminus des Polymers erhalten
bleibt.[*>> 153 Das w-Ende hingegen, welches die aus dem Trithiocarbonat gebildet wird, ist bei beiden
RAFT-Reagenzien identisch. Bei der Auswahl geeignete Kombinationen aus RAFT-Reagenz und
Monomer kommt es sowohl auf den Grad der Aktivierung der Monomere als auch auf Struktur des
RAFT-Reagenz an. Acrylamide und Methacrylamide zahlen zu den aktivierten Monomeren, daher sind
sie vergleichsweise gering reaktiv in einer radikalischen Addition. Aus diesem Grund ist ein RAFT-
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Reagenz zu wahlen, welches reaktive Radikale ausbildet. Hierzu eignen sich die in Abbildung 7
dargestellten Molekiile, da beide {iber eine reaktive Thiocarbonat-Gruppe verfiigen.[*>¥
Unterschiedliche Gruppen zeigen dies empirisch, indem Sie RAFT-Reagenzien und Monomere
polymerisieren und diese miteinander variieren.!*>> ¢! Aus den Ergebnissen kann der Schluss gezogen
werden, dass 2-(Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionsaure besser fiir Acrylamide und das
2-Cyano-2-propyldodecyltrithiocarbonat besser fiir Methacrylamide geeignet ist. Um dies zu
Uberprifen, wurden im Rahmen dieser Arbeit beide Arten Monomere mit beiden RAFT-Reagenzien
umgesetzt. Schema 54 zeigt den erwarteten Polymerisationsmechanismus der RAFT-Polymerisation
von 4 mit 2-(Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionsdure als RAFT-Reagenz und
Azobis(isobutyronitril) (AIBN) als Radikalinitiator.

Der Initiatorzerfall, in diesem Beispiel AIBN, wird thermisch initiiert unter Bildung zweier Radikale und
unter Freisetzung von Stickstoff (l). Die freien Radikale reagieren mit in der Losung befindlichen
Monomeren unter Ausbildung weiterer reaktiver Radikale bei gleichzeitigem Einsetzen eines
Kettenwachstums (ll). Dieser Schritt wird als Praequilibrium bezeichnet. Nach einigen
Additionsschritten weiterer Monomere wachst die Wahrscheinlichkeit, dass ein freies Radikal der
wachsenden Kette mit der Trithiocarbonat-Gruppe des RAFT-Reagenz reagiert und somit ein weiteres
Radikal emittiert (lll). Das Wachstum der ersten Kette wird zunachst unterbunden, dafiir kann das
gebildete Radikal erneut das Kettenwachstum initiieren (IV). Die in den Schritten Il) bzw. V) initiierten
Ketten bilden ein Gleichgewicht zwischen der jeweils ,,aktiven” und der sogenannten ,,schlafenden”
Form. Dieses RAFT-Hauptequilibrium wird in Schema 5 anhand der wachsenden Kette aus 1V)

dargestellt.
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) Initiatorzerfall

N\\J( 75°C )\
>rUNTey T 2 +N |

%
5 4)

NH ————> 07 "NH ——— N o o

n
o H Hg» NHO™ “NH
) ) NS
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Schema 4: Praequilibrium anhand des Beispiels von 4.
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O
S S
HO i
/O /O
R R
(0]

zZ
T >
zZ
T

Schema 5: RAFT-Hauptequilibrium.

Die Zerfallsgeschwindigkeit von AIBN ist bei 75 °C ausreichend hoch, um die Polymerisation
gleichméRig zu initiieren.[*> In den weiteren Schritten sind viele radikalische Ubergangszustinde zu
erwarten, deren hohe Reaktivitdt mit weiteren Radikalen unter Umstdnden problematisch werden
kann. Weist die Atmosphare im ReaktionsgefalR daher zusatzliche Radikale, beispielsweise Sauerstoff,
auf, kann dies das Polymerisationsgleichgewicht empfindlich stéren.**®! Auch Wasser kann einen
negativen Einfluss auf die Polymerisationsparameter haben. Aus diesem Grund ist auszuschliefRen,
dass eine potenziell storende Substanz im ReaktionsgefalR enthalten ist und die Atmosphare muss
daher durch eine Schutzgasatmosphidre ausgetauscht werden. Hierzu wird das
Polymerisationsgemisch in einem MikrowellengefaR luftdicht verschlossen und mit Argon durchspiilt.
AnschlieBend wird das GefalR mittels fllssigen Stickstoffs eingefroren, die Atmosphare unter
vermindertem Druck entfernt und nach Auftauen wieder mit Argon durchgespiilt. Dieser Prozess wird
auch Freeze&Pump-Prozess genannt und insgesamt dreimal vor jeder Polymerisation ausgefihrt. Mit
Hilfe dieser Techniken wurden vergleichbare und reproduzierbare RAFT-Polymerisationen
durchgefuhrt. Aufgrund der Ergebnisse aus der Arbeit von Patrick Pierzyna wird Ethylacetat als

Losungsmittel verwendet, da gute Ergebnisse fiir die RAFT-Polymerisation von Methacrylamiden
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gezeigt werden konnten.' |n Tabelle 3 werden die Ergebnisse der Optimierung der
Polymerisationsansatze des Acrylamid-Monomers auf Galaktosebasis N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-

D-galactopyranosyloxy)ethyl]acrylamid (7) zusammengefasst:

Tabelle 3: Ubersicht der Polymerisationsansitze von 7 zur Polymerisationsoptimierung.

Polymer A;L:;nl\:e[;] :/r\tFlT]?:e:;Ziizl Umsatz® [%] M, ﬁ;: d
pGala 3.0 10.0 % CPDC? 96 39,800 1.02
pGalg 2.0 10.0 % CPDC? 92 23,800 1.13
pGalc 1.5 7.5 % CPDC? 98 45,000 1.02
pGalp 1.0 5.0 % CPDC? 95 31,200 1.29
pGale 0.5 5.0 % CPDC? 94 43,000 1.23
pGalr 2.0 5.0 % DMPS® 87 6,700 1.07
pGals 1.0 2.5 % DMPS® 92 13,110 1.08

32-Cyano-2-propyldodecyltrithiocarbonat, *2-(Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropion-
siure, Ermittelt Gber 'H-NMR durch Integration der Signale der Doppelbindungsprotonen im
Verhiltnis zu den Signalen der im Polymer eingebauten Protonen, “Mittels Wasser-GPC bestimmt.

Durch Variation der Verhaltnisse der Monomerkonzentration zur RAFT-Reagenzien zu AIBN erfolgen
verschiedene Polymerisationen des Acrylamid-Monomers. Bei allen Polymerisationen wird ein hoher
Umsatz bei gleichzeitiger Kontrolle liber die Molekulargewichtsverteilung erreicht. Die mit 2-Cyano-2-
propyldodecyltrithiocarbonat synthetisierten Glykopolymere weisen in der Tendenz ein hoheres
Molekulargewicht auf, wahrend die mit 2-(Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionsdure
hergestellten Polymere ein geringeres Molekulargewicht aufweisen. Mit Hilfe dieser Beobachtungen
und den Ergebnissen aus vorherigen Arbeiten**% 1> [assen sich nun gezielt Glykopolymere herstellen,
die Uber die gewliinschte Kettenldnge, Dispersitdit und Endgruppen verfligen zur weiteren
Anwendungen in verschiedenen Bioassays. Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht zu den synthetisierten

Glykopolymeren und deren Anwendung im weiteren Verlauf dieser Arbeit.
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Tabelle 4: Ubersicht der synthetisierten Glykopolymere und deren Anwendung im Verlauf dieser
Arbeit.

. . Polymer-
_0,
Einwaagen in mg [mol.-%] EIEIEIE
Monomer Umsatz Ausbeute M, .
Polymer (Typ) CTA (Typ) AIBN %] inmg [%] [Valenz] b Projekt
350 14.4 [5]
pMange 2.6 [2] <93 64.7 7,690 1.03 SPR
() (DMPS) [35%]  [26.5]
294.1 6.0 [2.5]
pManao 1.1[1] <92 61.4 11,490 ) 53 SPR
(4) (DMPS) [26 %] [402]
416 170051 3,07 127.0 5,600
pGaly <92 0 1.02 SPR
(7) (DMPS) [2] [49 %] [22]
400 8.5 [2.5]
pGalsy 1.5 [1] <91 38.9 10,730 1.06 SPR
(7) (DMPS) [26 %] [375]
pMan- 1771 133011 o3 b 13 28540 . -
2CMs; (11) (cpoc)  [05] o [125%]  [96.7]
pGal- 243.4 1.6[1] 0.2 oy 24 18740 | o .
4CM55 (9) (CPDC) [03] o [159 %] [549] ’
. 5 . ,
pMana; @) B [1] n.e. (66.1%] (41.6] 1.03 Janus
126.2 5.2 [5]
pGalz 0.93 <93 60.2 6,900 1.04 Janus
) oTvp) [ [76.6%]  [23.6]
350.9 14.4 [5]
pMans; 2.6 [2] < 85 144.4 e 1.03 Janus
() (DTMP) [66.1%]  [36.7]
130.0
34.0 28,400
pGalio: ) 0.0 [0] 2.4 [5] <90 42.0 %] [101.2] 1.25 Janus
400 8.2 [2.5]
pGalsy 1.5 [1] <95 82.5 10,600 1.07 Janus
) (DTMP) [33.1%]  [36.9]
185.8 7.6 [5]
pManis 1.4 [2] <72 26.2 ki 1.08 Janus
(4) (DTMP) [255 %] [178]

Die Ubersicht der Glykopolymere zeigt, dass mit Hilfe der RAFT-Polymerisation eine Auswahl an
Glykopolymeren synthetisiert werden konnte. Die Methacrylamide weisen dabei eine geringfligig
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breitere Verteilung auf als die Acrylamide — die Methylgruppe an der Doppelbindung (ibt offenbar
einen Einfluss auf das RAFT-Hauptgleichgewicht aus. Darliber hinaus zeigt sich auch in diesen
Polymerisationsansatzen, dass die Methacrylamide Polymere mit héheren Molmassen ausbilden.
Insgesamt konnten unterschiedlich lange Glykopolymere mit enger Molmassenverteilung erhalten
werden. Eine Ausnahme bildet das Polymer pGal4CMss, welches mit einer DI =1.80 eine breite
Verteilung aufweist. Die Umsitze der Glykopolymere wurden mittels *H-NMR bestimmt und liegen bei
mindestens 70 %, in der Regel jedoch Uber 90 %. Bei den Methacrylamiden ist eine Bestimmung des
Umsatzes nicht moglich, da die Methylgruppen im Polymer mit denen des Backbones liberlagern.
Insgesamt fielen die Ausbeuten gering aus, voraussichtlich aufgrund der gewadhlten
Aufreinigungsmethode: Zundchst wurden die Polymerisationsansatze zum Entschitzen zu
Natriummethanolat in kaltem Methanol gegeben, sodass sich ein Niederschlag ausbildete. Der
Uberstand wurde entfernt und das entschiitzte Glykopolymer in wissrige Natriumtetraborhydrid-
Losung resolvatisiert. Anschlieend erfolgte die Dialyse fiir mehrere Tage. Bei dem Fallungsschritt kann
es dazu kommen, dass nicht alles Glykopolymer aus der Losung ausfdllt, sodass die tatsachliche
Ausbeute deutlich unter der theoretischen liegt. Dennoch wird von den Glykopolymeren geniigend
Material erhalten, um die nachfolgend beschriebenen Studien mit biologischen Systemen

durchzufihren.
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3.2 Oberflachenplasmonenresonanz-Studien

Die mit Hilfe der RAFT-Polymerisation erhaltenen Endgruppen der in Kapitel 3.1 synthetisierten
Glykopolymere ermdoglichen eine Funktionalisierung von Goldoberflaichen durch die Bildung einer
kovalenten Bindung zwischen der Thiol-Gruppe der Glykopolymere und Gold. Derartig praparierte
Goldoberflaichen  kénnen eingesetzt werden, um mit Hilfe von Messungen der
Oberflachenplasmonenresonanz (SPR, aus dem Englischen fir ,Surface Plasmon Resonance”) u.a.

Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydraten und Lektinen zu untersuchen.

Goldoberflache

Prisma

Optische Welle

Abbildung 8: Vorbereitung von Goldoberflaichen zur Bestimmung der Oberflachenplasmonen-
resonanz, angelehnt an Homola et al..*%%

Abbildung 8: Vorbereitung von Goldoberflaichen zur Bestimmung der Oberflaichenplasmonen-
resonanzstellt das Prinzip der Goldoberflachenpraparation und der nachfolgenden Messung mittels
SPR dar. Aufgrund der experimentellen Anordnung erfolgt die Praparation der Goldoberflache in
Losung, indem die Thiol-terminierten Glykopolymere (ber eine saubere Goldoberflache geleitet
werden. Die Thiolgruppen —in Abbildung 8 in rot und mit einem , T“ markiert — fungieren als eine Art
kovalenter Anker, mit dessen Hilfe die Glykopolymere kovalent an die Goldoberflache binden. Auf der
Riickseite der diinnen Goldoberflache ist ein Prisma aus Glas angebracht, welches eine Grenzflache
zwischen  Gold- und Glasoberflaiche ausbildet. An dieser Grenzflache oszillieren
Oberflachenplasmonen, die in Abhingigkeit vom Reaktionsgeschehen auf der Goldoberflache das
durch das Prisma eingestrahlte Licht in einem unterschiedlichen Winkel (6) beugen. Mit der Detektion

dieses Winkels kénnen schwache Wechselwirkungen auf der Goldoberflache beobachtet werden. Im
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Folgenden wird zunachst die Funktionalisierung der Goldoberflichen mit Glykopolymeren und dann

die darauf aufbauenden Studien beschrieben.

3.2.1 Grundlagen zur Funktionalisierung der Goldoberflachen

Die Immobilisierung der Glykopolymere auf einer Goldoberfliche und die daran anschlieBenden
Messungen der Oberflachenplasmonenresonanz wurden in einem Biacore X100 durchgefiihrt. Die
Wahl der Funktionalisierungsbedingungen der Goldoberflaichen mit Glykopolymeren ist durch die
Chemikalienbestandigkeit des Messgerdats und der Verfligbarkeit von erwerblichen,
unfunktionalisierten Chips des Herstellers mit einer freien Goldoberflache (,,Sensor Chip Au”) limitiert.
Zur Funktionalisierung dieses Chips wird das Prinzip der selbstassemblierenden Monoschicht (engl.

»Self-assembling monolayer”, SAM) herangezogen.

In der Literatur werden verschiedene Parameter beschrieben, die bei der Ausbildung von SAMs eine
Rolle spielen. Die Gruppe um Dannenberger et al. zeigt anhand der SAM-Formation von Alkanthiolen
in unterschiedlichen Lésungsmitteln, dass Faktoren wie Konzentration, Losungsmittel oder Kontaktzeit
einen Einfluss auf die Ausbildung von SAMs haben. AuBerdem zeigt sich, dass die hochste
Funktionalisierungsrate innerhalb der ersten 400-600 Sekunden beobachtet werden kann.[t%
Himmelhaus et al. zeigen jedoch anhand vergleichbarer Systeme, dass eine homogene Oberflache bei
einer moglichst langen Kontaktzeit erhalten wird.*%2 Daraus lasst sich ableiten, dass eine mdglichst
hohe Konzentration bei moglichst langer Kontaktzeit der Glykopolymere zur optimalen
Funktionalisierung der Oberflache erforderlich ist. Bei diesen untersuchten Systemen handelt es sich
jedoch um monovalente Systeme, die schwer mit den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Glykopolymeren verglichen werden kénnen. Zwar kann angenommen werden, dass bei der Ausbildung
von SAMs auf einer Oberfliche unabhidngig vom System &dhnliche physikalische Effekte eine Rolle
spielen. Dennoch ist eine direkte Ubertragung nicht méglich, sodass zusatzlich auf empirische

Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zuriickgegriffen wird.
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In den Publikationen von Toyoshima et al und Terada et al., beide aus der Arbeitsgruppe um Yoshiko
Miura, wurde die Ausbildung von SAMs von Glykopolymeren auf Gold beschrieben zur Untersuchung
von Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen mittels SPR. Beide Gruppen immobilisieren
Polyacrylamide mit einem aromatischen Linker und Mannose als prasentierte Kohlenhydrat-
Einheit.[! 1631 Terada et al. immobilisierten das Glykopolymer im wéssrigen Medium bei einer
Konzentration von 10 mg/mL und einer Kontaktzeit von 2 h auf der Goldoberfldche. AnschlieRend wird
die Goldoberfliche mit verschiedenen organischen Lésungsmitteln gespiilt.**3 Da im Biacore X100
ausschlielich mit Wasser gearbeitet werden kann und die Glykopolymere bei einer Konzentration von
10 mg/mL nicht gut 18slich sind, kénnen die Immobilisierungsschritte von diesen Gruppen nicht
Ubernommen werden. Stattdessen soll sich an der SAM-Generierung von Toyoshima et al. orientiert
werden. Sie verwenden eine Polymerkonzentration von 1.0 mg/mL bei einer Kontaktzeit von 24 h.[*%7]

Das angewendete Verfahren wird im Folgenden beschrieben.

46



3. Ergebnisse und Diskussion

3.2.2 Funktionalisierung und Charakterisierung der Goldoberflachen

Aufgrund der Gegebenheiten des Gerats, zur Bestimmung der Immobilisierungsdichte und um einen

zu hohen Materialverbrauch zu verhindern, erfolgt die Funktionalisierung in mehreren Schritten.

Aktive Messzelle Fﬁ:ﬁ“w [ 2 i‘;f é ;i—:f' z
| J

Referenzzelle %}ﬁ@%
| %gl;w- ﬁ;ﬁﬂ

Abbildung 9: Funktionalisierungsprinzip der Goldoberflachen eines SPR-Chips.

Zur Funktionalisierung des Sensorchips wird angelehnt an Toyoshima et al. die Goldoberflache mit
MilliQ-Wasser als Laufmittel gespiilt und anschlieBend wird eine Glykopolymerlosung tber die zu
funktionalisierende Messzelle geleitet. Aufgrund der Gerateeinstellungen ist die Kontaktzeit auf 1000 s
limitiert, sodass diese als hochstmogliche Kontaktzeit zur Immobilisierung der Oberflachen eingestellt
wurde.[” D3 die Funktionalisierung beider Flusszellen geritebedingt nicht gleichzeitig erfolgen kann,
wird die Immobilisierung in zwei Unterschritte unterteilt. Im ersten Schritt werden Mannose-haltige
Glykopolymere Uber die aktive Messzelle (Flusszelle 2, FC2) geleitet und die Zunahme des Signals, der
sogenannten Response Units (RU), detektiert. AnschlieRend wird die Zunahme des Signals nach
Abbruch der Hinzugabe des Glykopolymers determiniert und somit auf das erhaltene
Immobilisierungslevel zuriickgeschlossen. Im zweiten Schritt wird diese Prozedur fiir die Referenzzelle
mit den Galaktoseglykopolymeren wiederholt. Dieses Verfahren und dessen Optimierungsschritte

werden genauer in den folgenden Kapiteln beschrieben.
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3.2.2.1 Funktionalisierung der Goldoberflachen mit den Polymeren

pMan2CMss und pGal4CMss

Die erste Funktionalisierung nach oben beschriebenem Prinzip erfolgt mit den
Methacrylamidpolymeren pManMo,; auf der aktiven Zelle und pGal4CMss auf der Referenzzelle. Die
Synthese der beider Polymere wird in den Kapiteln 5.2.3 und 5.2.4 und deren Polymerisation in Kapitel
5.3 beschrieben. Zur Funktionalisierung der Goldoberflichen mit den Polymeren wurden beide
Polymere zu 1.0 mg/mL (vgl. Terada et al.)!**3! in MilliQ-Wasser gelést und fiir 1000 Sekunden tiber die

Flusszellen geleitet. Abbildung 10 zeigt das resultierende Sensorgramm.
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Abbildung 10: Sensorgramm der Immobilisierung von pMan2CMgs und pGal4CMss.

Das Sensorgramm der Immobilisierungen zeigt die Adsorption des jeweiligen Polymers an die
Oberflache im zeitlichen Verlauf. Die Immobilisierungen erfolgen nacheinander, beginnend mit der
Immobilisierung des Polymers pMan2CMgs auf der aktiven Messzelle. Wie in Abbildung 10 dargestellt
erfolgt die Immobilisierung der Polymere nach etwa 100 s und dauert 1000 s an. In dieser Zeit kann
eine Zunahme der Masse an der Oberfliche detektiert werden, indem die entsprechenden
sogenannten Response Units detektiert und gegen die Zeit aufgetragen werden. Nach etwa 1000 s

erfolgte kein wesentlicher Anstieg im Falle der aktiven Zelle und sogar eine Abnahme der
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Referenzzelle, da die Oberflache gesattigt zu sein scheint. AuRerdem kann eine Sattigung im Verlaufe
der Immobilisierung beobachtet werden, da die Geschwindigkeit der Zunahme der RU im Laufe der
Zeit abnimmt. Nachdem die Oberflaiche mit MilliQ-Wasser gespllt wurde, wird im sogenannten
»Manual Run“-Modus erneut ein Leerlauf durchgefiihrt und die in diesem Lauf gemessene RU
bestimmt. Der auf diese Weise ermittelte Wert fiir die Response Unit wird zur Ermittlung des
Immobilisierungslevels der Oberflache verwendet, indem von diesem der RU-Wert der Oberflachen
vor der Immobilisierung der jeweiligen Polymere (Siehe Abb. 10 im Zeitbereich 0 - 100s) subtrahiert

werden. In Tabelle 5 werden die jeweiligen Werte der RU gegeniibergestellt.

Tabelle 5: Immobilisierungslevel nach der Funktionalisierung mit pMan2CMpgs und pGal4CMss.

Aktive Zelle: Referenzzelle:
pMan2CMss pGal4CMss
ARU 733 901
Immobilisierungsdichte 0.73 ng/mm? 0.90 ng/mm?

Tabelle 5 zeigt die berechneten Response Units der jeweiligen Flusszelle. Die auf der aktiven Messzelle
detektierten RU betragen 733 und die der Referenzzelle 901. Daraus folgt, dass nach Waschen mit
Wasser mehr Polymer pGal4CMss auf der Oberflache haften bleibt als bei pMang;. Da es sich um zwei
unterschiedliche Polymere handelt, ist ein voneinander abweichendes Immobilisierungslevel
erwartbar. pGal4CMss ist mit ca. 55 Wiederholungseinheiten kirzer und mit 18,750 g/mol leichter als
pMan2CMgs, welches im Schnitt tGber 86 Wiederholungseinheiten verfligt und eine Masse von

29,200 g/mol aufweist.

Nach erfolgter Immobilisierung werden verschiedene Konzentrationen ConA zeitgleich Giber beide
Flusszellen geleitet. Es werden zunichst Konzentrationen von 1.0 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.1 g/mL,

0.01 mg/mL und 0 mg/mL gemessen und miteinander verglichen.
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ConA a-Methylmannose MilliQ-Wasser
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Abbildung 11: Sensorgramm der Flusszellen mit c(ConA) = 1.0 mg/mL.

Abbildung 11 stellt das resultierende Sensorgramm eines Zyklus zu der jeweiligen Messzelle (aktive
Flusszelle in griin, Referenzzelle in roter Farbe) dar, bei dem 1.0 mg/mL ConA simultan Gber beide
Flusszellen gleitet wird. Zusatzlich sind in dem Sensorgramm die Bereiche markiert, innerhalb derer
ConA bzw. Regenerierungslosungen (a-Methylmannose in Lectin Bindung Buffer (LBB) und MilliQ-
Waser) Uber die Oberflachen geleitet wurde. Dabei gehen beide Flusszellen von einer dhnlichen
Ausgangsintensitat aus (bis 71 s). Nach 71 Sekunden wird das ConA fiir ca. 50 s lber die Flusszellen
geleitet, sodass das Signal der RU zunimmt. Der zu beobachtende Anstieg der Kurven ist zu Beginn des
Kontakts zwischen ConA und Goldoberflache starker als im spateren Kurvenverlauf. Nach Beendigung
der Zugabe von ConA bei 120 Sekunden fallt das Signal langsam ab. Dies ist so zu interpretieren, dass
sich wahrend der Zugabe des ConA an der Oberflache anreichert. Da zu Beginn viel freier Platz
verfliigbar ist bindet ConA schneller an die noch freie Oberflache. Dies dndert sich bei langerer
Kontaktzeit, wodurch der langsamere Anstieg der RU-Kurve resultiert. Der resultierende Anstieg hangt
von der Affinitdt des ConA zur Oberflaiche ab. Ware die Kontaktzeit langer, so lieRe sich ein
Gleichgewichtszustand in Form eines Plateaus beobachten. Dieser Gleichgewichtszustand wird hier
jedoch nicht erreicht, da ein Erreichen des Gleichgewichtszustands an dieser Stelle nicht erforderlich

ist. Nach erfolgter Hinzugabe wird die Oberflache mit LBB gespult und es kann eine Abnahme der
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detektierten RU beobachtet werden. Die Geschwindigkeit der Abnahme ist direkt nach Beendigung
der Hinzugabe des ConA am héchsten und nahert sich im Zeitverlauf einem Grenzwert an, der ebenfalls

von der Affinitat des ConA zur Oberflache abhangt.

Nach beendeter Zugabe von ConA wird die Oberflache nach 370 s fur 50 Sekunden mit einer 1 M
a-Methylmannose Losung in LBB gewaschen. Dies fiihrt zu dem charakteristischen Anstieg der
detektierten RU im Bereich um 400s, da der Brechungsindex durch die hohe Konzentration der
a-Methylmannose stark beeinflusst wird. Bei einer vollstandigen Regenerierung ware ein Rickgang
der RU-Werte auf die Basislinie wie im Zeitpunkt t =0 zu beobachten. Stattdessen pendelt sich die

Basislinie auf einem héheren Niveau ein.

Aufgrund der Probleme bei der Regenerierung der Flusszellen wird in einem zweiten
Regenerierungsschritt MilliQ-Wasser verwendet, um die vom ConA fiir die Bindung zu Mannose
benétigten Ca*- und Mn%*-lonen zu entfernen. Hierdurch sinkt die Baseline deutlicher ab als bei
Regenerierungszyklen, die ausschlieBlich mit a-Methylmannose-Lésung inhibieren. Mit beiden
Regenerierungsprozessen ist es jedoch nicht moglich eine vollstandige Regenerierung der Baseline zu
erreichen. Positiv zu bewerten ist die Beobachtung, dass ConA starker an die Oberflache der aktiven
Zelle bindet als an die Referenzelle. Besonders deutlich wird diese Beobachtung, indem die
Referenzzelle von der aktiven abgezogen und die resultierenden RU miteinander in Relation gesetzt

werden.

Eine Subtraktion der detektierten Response Units der Referenzzelle von der aktiven Messzelle zeigt,
dass ConA mit bis zu 600 RU deutlich starker an die aktive Zelle bindet als an die Referenzzelle — obwohl
die aktive Zelle bei der Immobilisierung ein geringeres Immobilisierungslevel erreichte. Aus dieser
Beobachtung kann der Schluss gezogen werden, dass das anvisierte Assay grundsatzlich funktioniert.
Die aktive Messzelle verzeichnet demnach eine gréRere Affinitdt von ConA an die Oberflache, wihrend
die von ConA gegen die Referenzzelle geringer ist. Im Verlauf weiterer Messungen kann jedoch

beobachtet werden, dass die Regenerierungslésungen nach Direktbindungsexperimenten mit ConA
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von der Referenzelle deutlich mehr Material entfernen als von der aktiven Zelle. In Verbindung mit der
Erkenntnis aus Abbildung 11, dass die Flusszellen nicht vollstandig auf das Grundniveau der Baselines
nach der Regenerierung zurlickgehen, lassen sich unterschiedliche mogliche Fehlerquellen
identifizieren. Entweder sind die Regenerierungsbedingungen nicht ausreichend stark genug, um eine
vollstandige Regeneration der Baseline herbeizufiihren, oder die detektierte Bindung des ConA an die
funktionalisierten = Goldoberflaichen ist nicht ausschlieBlich auf Protein-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen zuriickzufiihren. Diese Hypothese kann durch eine Betrachtung der gesamten

Konzentrationsreihe bestatigt werden.
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Abbildung 12: Hinzugabe von LBB auf die aktive Messzelle.

In Abbildung 12 wird das Sensorgramm der aktiven Messzelle dargestellt, die ausschlieBlich den
Regenerierungsbedingungen ausgesetzt ist. Diese beinhalten das Spilen der Zelle mit
a-Methylmannose im ersten und MilliQ-Wasser im zweiten Schritt. Nach drei dieser Zyklen erfolgt
keine messbare Veranderung der RU auf dieser Zelle dargestellt fir drei verschiedene,
aufeinanderfolgende Messzyklen. Auch auf der Referenzzelle konnte diese Beobachtung getatigt
werden. Somit ist auszuschlieRen, dass die Regenerierungsbedingungen die detektierten Response

Units beeinflussen. Die Ursache muss folglich in dem Kontakt mit ConA liegen. Abbildung 13
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unterstitzt diese Hypothese. Sie zeigt verschiedene Konzentrationen von ConA in Kontakt mit der
aktiven Messzelle. Vor allem die hochste Konzentration des ConA bedingt den hochsten Anstieg in der

RU im nachfolgenden Zyklus.
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Abbildung 13: Verschiedene Konzentrationen von ConA auf der aktiven Messzelle.

In Abbildung 13 werden die verschiedenen Zyklen unterschiedlicher ConA-Konzentration miteinander
verglichen. Die Anordnung der Konzentrationen ist dabei chronologisch: im ersten Zyklus wird
ausschlieBlich LBB ohne ConA lber die Flusszelle geleitet und im letzten Zyklus ConA mit einer
Konzentration von 0.01 mg/mL. Dabei kann schon nach dem 2. Zyklus ein Anstieg der Baseline nach
Hinzugabe der geringen Konzentrationen ConA beobachtet werden. Auch in den nachfolgenden Zyklen
sinkt die Baseline, die sich nach den Regenerierungen einstellt, nicht auf das Ursprungsniveau des
vorherigen Messzyklus hinab. Der Versuchsaufbau eignet sich daher in dieser Form nicht fiir die
anvisierten Studien. Wichtig fiir einen reproduzierbaren Versuchsaufbau ist, dass gleiche
Konzentrationen eines Lektins nach mehreren Messzyklen und unterschiedlichen Bedingungen die
gleiche Differenz zur Basislinie aufweisen. Mit Hilfe der gewahlten experimentellen Anordnung ldsst
sich diese Reproduzierbarkeit nicht einstellen, da unterschiedliche Konzentrationen an ConA

verschiedene Effekte auf die Messzelle ausliben, die nachfolgende Messungen beeintrachtigen

53



3. Ergebnisse und Diskussion

kénnen. Es ist unklar, ob es sich dabei um eine Anreicherung von ConA auf der Oberflache handelt. In
der Literatur konnte gezeigt werden, dass Proteine ebenfalls SAMs an Goldoberflachen ausbilden
kénnen.!*%417 Ays diesem Grund kann hier ebenfalls davon ausgegangen werden, dass der
beobachtete Anstieg der RU auf Protein-Gold-Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich im Laufe mehrerer Messzyklen die Oberflache verdndert, sodass
Oberflaichen bei Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche Zusammensetzung
aufweisen und somit eine Vergleichbarkeit nicht sichergestellt werden kann. In den nachfolgenden
Kapiteln soll untersucht werden, ob sich die mogliche Adsorption von Proteinen durch die Wahl
anderer Glykopolymere — in diesem Fall der Wechsel von Polymethacrylamiden zu Polyacrylamiden —

vermieden werden kann.

3.2.2.2 Funktionalisierung der Goldoberflachen mit den Polymeren

pMan2CA4o und pGal2CA2; mit anschlieBender Co-SAM-Ausbildung

Aufgrund instabiler Bedingungen nach Anwendung der ersten Immobilisierungsmethode in Kapitel
3.2.2.1 werden weitere Methoden zur Funktionalisierung herangezogen. Bei den zuvor verwendeten
Polymeren handelt es sich um Methacrylamide. Neben der Problematik der stabilen Baseline deuten
die unterschiedlichen Verldufe der Sensorgramme von aktiver Messzelle und Referenzzelle auch auf
unspezifische Wechselwirkungen der Oberflachen mit dem Lektin ConA hin. Zhao et al. konnten zeigen,
dass unspezifische Wechselwirkungen stirker bei Methacrylamiden als bei Acrylamiden auftreten.[*¢®!
Aus diesem Grund werden die Methacrylamide durch Glykopolymere auf Acrylamidbasis ersetzt.
AuBerdem ist die Instabilitat der Baseline in aufeinanderfolgenden Messungen wahrscheinlich auf eine
inhomogene Oberflache zurlickzufiihren. Die Hinzugabe von ConA bewirkt einen Anstieg der
detektierten RU, welcher nicht auf den Ausgangswert absinkt. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung
ist, dass ConA an ,defekten” Oberflachenstellen in Kontakt mit der Goldoberflache gelangt und sich
dort nicht mehr mit den herkdmmlichen Regenerierungslosungen entfernen lasst, da die
Wechselwirkungen von Proteinen und Goldoberflachen auf physikalischen Bindungsmechanismen

beruhen, die nicht mit Hilfe von a-Methylmannose riickgangig gemacht werden kénnen. Di Pietro et
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al. nutzen beispielswiese das Prinzip der direkten Adsorption von Neurotropin auf Goldnanopartikel,
um stabile Nanopartikel mit mehrfacher Prasentation des Proteins zu generieren.['®”! Die Gruppe um
Li et al. detektiert in einem SPR-Versuchsaufbau den Zuwachs, den die Hinzugabe von ConA zu einer
Goldoberflache verursacht. Dabei kann ein Anstiegt der Baseline beobachtet werden, der nur auf die
Hinzugabe des ConA zurlickzufiihren ist. AuBerdem bleibt die Baseline auf hohem Niveau nach
Beendigung der Hinzugabe von ConA.'**! Diese Beobachtung verdeutlicht, dass ConA mit
ungesattigten Goldoberflachen zu den geschilderten Zuwéachsen der RU flihren kann.
ConA Z

Aktive Messzelle z é z

Regenerlerung

Referenzzelle

Abbildung 14: Vermutete Oberflachenadsorption von ConA trotz Regenerierungsschritt.

Das in Abbildung 14 dargestellte Immobilisierungsschema verdeutlicht, dass durch Fehlstellen in der
Glykopolymerschicht ConA an die Goldoberflache durchdringen kann und auch nach Anwendung
erprobter Regenerierungsbedingungen an der Oberflache gebunden bleibt. Daraus kénnen zweierlei
Verzerrungen der Messungen resultieren. Zum einen wird in der Kontaktphase zwischen ConA und der
Oberflache nicht nur die Bindung zwischen ConA und Glykopolymer gemessen, sondern auch die von
ConA und der Goldoberflache. Zum anderen kann durch Anreichern von Protein an der Oberflache die
Beschaffenheit der Oberfliche im Zeitverlauf von dem Ursprungszustand deutlich abweichen,

wodurch die Messungen nicht mehr miteinander vergleichbar sind.

Aus diesem Grund wird bei der Funktionalisierung darauf geachtet, dass eine moglichst hohe und

stabile Funktionalisierung der Oberflache erfolgt. Auf der aktiven Messzelle wird pMan2CA4o und auf
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der Referenzzelle pGal2CA,; aufgetragen. Zusatzlich zum ersten Immobilisierungsschritt wird nun ein

zweiter, identischer Immobilisierungsvorgang durchgefiihrt. Dies wird in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Zwei aufeinanderfolgende Immobilisierungen der Aktiven Zelle und der Referenzzelle
mit pMan2CA4 und pGal2CAz;.

Abbildung 15 stellt die Sensorgramme der zwei aufeinanderfolgenden Funktionalisierungen
durchgefihrt auf beiden Flusszellen dar. Die nacheinander erfolgenden Immobilisierungen zeigen
jeweils eine hohe Zunahme der finalen RU nach der ersten und eine geringere Zunahme der RU nach
der zweiten Funktionalisierung. Die Zunahme der aktiven Messzelle beispielsweise betragt nach der
ersten Funktionalisierung ca. 1340 RU, nach der zweiten betragt die Zunahme knapp 350 RU. Da eine
deutlich starkere Zunahme der Baseline durch Kontakt mit ConA in Kapitel 3.2.2.1 beobachtet werden
konnte, kann davon ausgegangen werden, dass die Oberflache im Verlauf der Immobilisierungsphase

nicht vollstandig mit Glykopolymeren besetzt wurde.

Aus diesem Grund wird die Immobilisierung des Sensorchips um einen zusatzlichen Schritt erweitert.
Nach der Funktionalisierung der individuellen Flusszellen wird der Goldchip aus dem Gerat ausgebaut
und auf die Goldoberflaiche wird ein Tropfen mit pGal2CA,, gegeben. Die Konzentration dieses

Glykopolymers betrédgt ebenfalls 1.0 mg/mL und der Tropfen wird fiir 24 h so auf die Goldoberflache
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aufgetragen, dass beide Flusskanale vollstandig mit der Glykopolymerlosung benetzt werden. Dieses

Prinzip wird in Abbildung 16 dargestellt.

Aktive Messzelle Referenzzelle Aktive Messzelle Referenzzelle
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Abbildung 16: Mehrstufige Funktionalisierung beider Flusszellen.

Abbildung 156 stellt die verschiedenen Funktionalisierungsschritte dar. Die ersten beiden Schritte
dienen dazu, entsprechende Glykopolymere auf der jeweiligen Messzelle zu immobilisieren. Uber die
aktive Messzelle wird das mannose-prasentierende Glykopolymer pMan2CA,, geleitet und Uber die
Referenz das galaktosehaltige pGal2CA,;. Die dadurch entstehenden Glykopolymer-SAMs weisen
hochstwahrscheinlich Liicken auf, die durch die Funktionalisierung auBerhalb des Chips und Uber
Nacht mittels pGal2CA,; auf beiden Oberflachen geschlossen werden sollten. Auf diese Weise kann
nur eine Art Polymer als Co-SAM eingefiihrt werden, da die Flusskanale auf der Goldoberflache sehr
nahe beieinander liegen. AuBerdem ist es duBerst schwierig die Flusszellen optisch zu erfassen. Es
wurde sich flr pGal2CA;; als Glykopolymer zur Co-SAM-Ausbildung auf beiden Flusszellen entschieden,

da dieses nicht mit dem untersuchten Lektin ConA wechselwirkt.
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AnschlieBend wird der Goldchip mehrfach mit MilliQ-Wasser gesplilt und erneut in das Gerat eingelegt,
um die RU zu messen. Die detektierten RU der Referenzzelle sind dadurch um 200 RU gestiegen,
wahrend die RU auf der aktiven Messzelle um 890 RU-Einheiten erhoht wurden. AnschlieRend wird
der Puffer gewechselt und es werden Direktbindungsmessungen in LBB mit ConA (c = 1.0 mg/mL) zur

Uberpriifung der unspezifischen Wechselwirkungen durchgefiihrt.
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Abbildung 17: Sensorgramm bei Kontakt zwischen ConA und der aktiven Messzelle (links) und der
Referenzzelle (rechts) nach Co-SAM-Ausbildung.

In Abbildung 17 werden die Messzellen hinsichtlich ihrer Baseline-Stabilitat gegen ConA untersucht
und den vorherigen Messungen aus Kapitel 3.2.2.1 gegenlibergestellt. Innerhalb der ersten 70 s erfolgt
die Messung der Baseline, welche als Referenzpunkt fungiert. AnschlieBend erfolgt fiir weitere 50 s die
Kontaktzeit mit ConA simultan auf beiden Flusszellen. Bei der aktiven Messzelle ist ein deutlich héherer
Anstieg der Response Units (ca. 3500 RU) zu beobachten im Vergleich zu der Referenzzelle (ca.
450 RU). Nach erfolgter Hinzugabe des ConA wird ein Absinken der RU auf beiden Flusszellen
beobachtet, indem fiir 200 s ausschlieBlich Puffer iber die Messzelle geleitet wird. Dies ist auf die
Dissoziation des an der Oberflaiche gebundenen ConA zurlickzufiihren. Absolut ist der Riickgang in
dieser Dissoziationsphase auf der aktiven Messzelle mit ca. 1000 RU hoher als der auf der Referenzzelle
mit 200 RU. In Relation betrachtet sinkt das Signal der Referenzelle jedoch um 50 %, wahrend das der
aktiven Messzelle um ca. 30 % in der gleichen Zeit sinkt. Nach zweifacher Regenerierung der Flusszellen

mit 1 molarer a-Methylmannose sinkt die beobachtete Response der aktiven Messzelle auf das
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Ursprungsniveau der Baseline zu Beginn des Messzyklus ab. Hier kénnen nach Beendigung des Zyklus
eine Zunahme von ca. 10 RU beobachtet werden. Auf der Referenzzelle gelangt die Response nicht
vollstandig wieder auf ihr Ursprungsniveau zuriick und liegt etwa 100 RU liber dem urspriinglichen

Niveau zu Beginn des Messzyklus.

Das bedeutet, die Wechselwirkungen des ConA sind auf der aktiven Messzelle sowohl in der
Assoziation als auch in der Dissoziation deutlich starker als auf der Referenzzelle. Auf der aktiven
Messzelle mit dem langeren Glykopolymer mit Mannoseeinheiten in der Seitenkette und dem
kiirzeren Galaktosepolymer als Co-SAM wird dariber hinaus keine GlbermaRig starke Veranderung der
Baseline nach einem Messzyklus beobachtet. Auf der Referenzzelle mit ausschlieBlich dem kiirzeren
Galaktosepolymer kann im Vergleich zu einer Funktionalisierung ohne Co-SAM-Ausbildung iber Nacht
ebenfalls eine Stabilisierung beobachtet werden. Dennoch ist die absolute Zunahme der RU nach der
Lektinhinzugabe auf der Referenzmesszelle starker als auf der aktiven Messzelle. Daraus ldsst sich
ableiten, dass der zusatzliche Funktionalisierungsschritt tGber Nacht zu einer Verbesserung der
Stabilitat beider Oberflachen gegen Adsorption von Lektinen fihrt. Diese Stabilitat erscheint jedoch
auf der aktiven Messzelle im Vergleich zur Referenzzelle starker ausgepragt zu sein. Eine Ursache
konnte in der Verwendung unterschiedlich-langer Glykopolymere liegen. Langere Glykopolymere
konnten unfunktionalisierte Bereiche auf den Goldoberflachen besser vor ConA abschirmen, als dies
kiirzere Polymere kdnnen. Dieses Phanomen ist literaturbekannt und wurde von mehreren Gruppen
an unterschiedlichen Oberflachen und Polymeren beschrieben. Die Gruppe um Wang et al. zeigte
beispielsweise eine Abschirmung von Eisenoxidnanopartikeln gegen Humanes Serum Albumin mit
Hilfe von Polymeren auf Phosphorylcholin- und Polyethylenglykol-Basis, die auf die Partikeloberflache

gegraftet wurden.’"

Die reduzierte Zunahme der RU nach Hinzugabe von ConA und Regenerierung mit a-Methylmannose
zeigt, dass mindestens die Funktionalisierung der Referenzzelle nicht vollstandig erfolgte.
Zusammengefasst bedeuten diese Beobachtungen dennoch eine Verbesserung des Versuchsaufbaus

mit Co-SAM im Vergleich zum Versuchsaufbau ohne Co-SAM. Die Co-SAM-Ausbildung ermdoglicht
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bereits auf der Messzelle mit einem grofleren Co-SAM-Polymer einen stabilen Messzyklus. Im
folgenden Kapitel soll abschlieRend Uberpriift werden, ob eine weitere Optimierung der Co-SAM-
Ausbildungsbedingungen moglich ist. Hierzu soll eine Optimierung der Immobilisierungsbedingungen

der Funktionalisierung einer Flusszelle mit dem kiirzeren Galaktosepolymer erfolgen.

3.2.2.3 Funktionalisierung der Goldoberflachen mit den Polymeren pManas

und pGalz: mit anschlieBender Co-SAM-Ausbildung

Zur weiteren Optimierung der Immobilisierungsbedingungen erfolgt die Funktionalisierung der
Goldoberflache mit zwei in etwa gleichlangen Glykopolymeren. Auf der aktiven Messzelle wird das
Glykopolymer auf Mannosebasis pMan2CA,s mit 26 Wiederholungseinheiten immobilisiert und auf der
Referenzzelle ein Galaktosepolymer, pGal2CA,;,, mit 22 Wiederholungseinheiten. Die Kontaktzeit

betragt erneut 2 x 1000 s (vgl. Abbildung 18).

22000
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Abbildung 18: Immobilisierung beider Flusszellen mit pMan2CA,s und pGal2CA,,.

Die in Abbildung 18 dargestellte Immobilisierung beider Polymere erfolgt nacheinander und verlauft
ahnlich den Immobilisierungen in Kapitel 3.2.2.2. Auch in dieser Funktionalisierung nimmt die
Flusszelle, auf die pGal2CA,4 aufgetragen wird, starker zu als die Oberflache in Kontakt mit pMan2CAg.

AnschlieBend wird, wie bereits zuvor, der Sensorchip aus dem Gerdt montiert, mit MilliQ-Wasser
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gewaschen und mit 1.0 mg/mL pGal2CA,; fur 24 h benetzt. Der Kontakt fir 24 h wird insgesamt zwei
Mal vorgenommen, da so eine bessere Funktionalisierung erwartet wird. Die verschiedenen Schritte

werden in Abbildung 19 zusammengefasst.

Aktive Messzelle Referenzzelle Aktive Messzelle Referenzzelle

1. Immoabilisierungsschritt

2. Immoabilisierungsschritt

e e
AT AP I IR T AR

3./4. CoSAM-Aushildung

gl As

S Y i o

Abbildung 19: Mehrstufige Funktionalisierung beider Flusszellen mit doppelter Wiederholung des
Funktionalisierungsschritts bei 24 h Kontaktzeit zu pGal2CA,.

Da in Kapitel 3.2.2.2 eine Tendenz des Anstiegs der Baseline im langfristigen Verlauf beobachtet
werden konnte und aullerdem gezeigt wurde, dass die aktive Messzelle stabil gegen die bisherigen
Bedingungen war, wird zur besseren Beobachtung der Stabilitdit der Messzellen ein langerer
Messzyklus gewahlt und die Haufigkeit der ConA-Kontakte vor der Regenerierung erhoht. Dieser
Messzyklus wird im Gerat als ,,Single Cycle Kinetics“ aufgefiihrt und beinhaltet die Hinzugabe von flinf
verschiedenen Konzentrationen ConA in ansteigender Folge. Die geringste Konzentration betrdgt in
diesem Fall 0.0123 mg/mL und die hochste 1.0 mg/mL. Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen diese

Stabilitatstestungen auf der aktiven Messzelle (Abbildung 20) und der Referenzzelle (Abbildung 21).
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Abbildung 20: Single-Cycle-Messungen zur Stabilitatstestung auf der aktiven Messzelle gegen ConA
[1.0 mg/mL in der héchsten Konzentration].

Die Messung der Single Cycle Kinetics mit verschiedenen Konzentrationen ConA gegen die aktive
Messzelle zeigt Zyklen mit ConA (grin) und Zyklen nur mit LBB (schwarz). Die Unterschiedlichen
Linienkonturen sind zur Verdeutlichung gewahlt worden, dass es sich um verschiedene Messzyklen
handelt. Zunadchst werden zwei Messungen ohne ConA durchgefiihrt, anschlieBend werden zwei
gleiche Messungen mit den unterschiedlichen Konzentrationen ConA aufgenommen und abschlieRend

erfolgt eine finale Messung erneut ohne ConA (ausschlieflicher Kontakt mit Puffer).

Zunachst fallt die stetige Zunahme der Baseline im Zeitverlauf auf, welche bereits in vorherigen
Messungen (siehe bspw. Kapitel 3.2.2.2) beobachtet wurde. Da es sich hier um deutlich langere
Messzyklen handelt, ist ein Anstieg der Baseline im Zeitverlauf nun deutlicher sichtbar. Grundsatzlich
kann jedoch ausgeschlossen werden, dass es sich um eine Kontamination der Oberflache mit Lektinen
handelt, da die Zunahme der gemessenen RU sowohl in Zyklen mit Kontakt von ConA zur
Goldoberflache aber auch in Zyklen ohne ConA beobachtet werden kann. AuRerdem ist die Zunahme
der beobachteten RU konstant und im zeitverlauf gleichmaRig, was auf eine natirliche Verdnderung
der Oberflache im Zeitverlauf hindeutet. Der Messzyklus an sich verlduft wie erwartet. Die Injektionen

mit geringer Konzentration ConA resultieren in einem deutlich geringeren Anstieg der detektierten RU
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im Vergleich zu den hohen Konzentrationen. SchlieRlich gelangt die Baseline am Ende eines einzelnen
Zyklus wieder auf ein geringeres Ausgangsniveau zurlick, welches dem natlrlichen Anstieg der Baseline

entspricht.

Diese Beobachtungen sind grundsatzlich als erfolgreich zu bewerten, da die Oberflache der aktiven
Messzelle auch in diesem Versuchsaufbau stabil gegen Einflisse von ConA ist. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass die gegen ConA instabile Referenzzelle in Kapitel 3.2.2.2 aufgrund der
Polymerldange instabil war. Eine Betrachtung der Referenzzelle in diesem Assay in Abbildung 21 zeigt
auBerdem, dass unter den gegeben Immobilisierungsbedingungen ebenfalls eine gegen ConA stabile

Referenzzelle erzeugt werden kann.
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Abbildung 21: Single-Cycle-Messungen zur Stabilitdtstestung auf der Referenzzelle gegen ConA
[1.0 mg/mL in der héchsten Konzentration].

Die Single Cycle Kinetics-Messungen auf der Referenzzelle verlaufen dhnlich denen der aktiven
Messzelle. Auch hier kann ein Anstieg des Basisniveaus der Response Units im langeren Zeitverlauf
beobachtet werden, welches unabhéngig von der Hinzugabe von ConA ist. AuBerdem liegen die
Anstiege der detektieren RU bei Hinzugabe von ConA deutlich unter denen, die auf der aktiven
Messzelle simultan beobachtet werden konnen. Dies bedeutet, dass ConA auch in diesem

Versuchsaufbau eine hdhere Affinitat zur aktiven Messzelle aufweist als zur Referenzzelle. Dartber
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hinaus zeigen die in Abbildung 21 dargestellten Zyklen, dass unter den gewahlten
Immobilisierungsbedingungen die Referenzzelle mit pGal2CA,; stabil gegen das als Quelle des starken
Anstiegs der Baseline vermutete unspezifische Adsorbieren von ConA ist. Das
Immobilisierungsprotokoll generiert folglich glykosylierte Oberflachen, die fir weitergehende
Messungen verwendet werden kénnen. Bei der hochsten ConA-Konzentration (1.0 mg/mL) auf der
aktiven Messzelle betragt der Zuwachs ca. 600 RU, wahrend der Zuwachs auf der Referenzzelle ca.

150 RU betragt. Dies entspricht etwa 25 %.

Vergleichbare Effekte lassen sich bei Li et al. beobachten, die einen dhnlichen Versuchsaufbau mit
mannosylierten und galaktosylierten Glykopolymeren gewahlt haben, die jedoch (iber kein System mit
Referenzzelle verfiigen.[**®! Die dort abgebildeten Sensorgramme zeigen die absoluten Abweichungen
der detektierten RU (ausgedriickt in Anderung des gemessenen Kontaktwinkels) von immobilisierten
Mannose- und Galaktosepolymeren nach Hinzugabe verschiedener Lektine, u.a. ConA (1.0 mg/mL).
Wird die bei der mannosylierten Oberflache durch ConA ausgeldste Kontaktwinkelanderung auf 100 %
gesetzt, betriagt die Anderung auf der Oberfliche mit Galaktosepolymer ca. 40 %. Die im Rahmen
dieser Arbeit detektierten Unterschiede der RU sind im Vergleich dazu geringer. Nichtsdestotrotz wird
das so erhaltenen Setup fiir die Durchfihrung konzentrationsabhdngiger Bindungsstudien
herangezogen. Abbildung 22 zeigt das resultierende Sensorgramm, welches bei der Subtraktion der

Referenzzelle von der aktiven Messzelle erhalten wird.
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Abbildung 22: Single-Cycle-Messungen gegen ConA (1.0 mg/mL in der hochsten Konzentration).

Auch wenn es sich noch nicht um das idealisierte System mit keiner Bindung auf der Referenzzelle
handelt, sind die Unterschiede zwischen Mess- und Referenzzelle grol$ genug, um einen relativen
Anstieg der Bindung mit steigender Proteinkonzentration auszuwerten. Der Einfachheit und
Vergleichbarkeit halber werden die Baselines, genauer der RU-Wert bei t = 0, aller nachfolgender
Sensorgramme auf ,,0“ gesetzt und die relativen Anderungen dazu angegeben. Im Folgenden wird der

Informationsgehalt der so erhaltenen Sensorgramme diskutiert.

In Abbildung 22 werden zwei Messzyklen dargestellt, die sich aus der Subtraktion der RU der
Referenzzelle von der aktiven Messzelle ergeben. Der Zyklus mit der schwarzen Linie beinhaltet die
Zugabe von ausschlieBlich Puffer und der Zyklus mit der blauen Linie zeigt einen typischen Verlauf einer
Single Cycle Kinetic mit den verschiedenen Konzentrationen ConA. Der Zyklus ohne ConA zeigt im
Verlauf keinen Anstieg und die zwei Regenerierungen nach 2400 s zeigen keinen Riickgang der RU. Im
Vergleich dazu zeigt ein Anstieg des in blau dargestellten Zyklus einen Anstieg der RU wahrend der
Hinzugabe der unterschiedlichen Konzentrationen des ConA. Das verdeutlich die Beobachtung aus
Abbildung 20 und 21, dass der Anstieg der RU auf der Referenzzelle deutlich geringer ausfallt als auf
der aktiven Messzelle, und dieser beobachtbare Anstieg der RU sehr wahrscheinlich auf

Konzentrationseffekte zurlickzufiihren ist. Dies zeigt, dass dieser Versuchsaufbau fiir kinetische
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Messungen geeignet ist. Die Regenerierung mit a-Methylmannose resultiert in beiden Zyklen

gleichermalien in einem Riickgang auf das Ausgangsniveau der RU zu Beginn des jeweiligen Zyklus.

Im Vergleich zu den vorherigen Funktionalisierungen kdénnen mit Hilfe der in diesem Kapitel
beschriebenen Immobilisierungsbedingungen glykosylierte Goldoberflachen erzeugt werden, deren
Baseline nach Hinzugabe von ConA nicht auf einem erhéhten Niveau bleibt. Die Baselines der
Messzyklen steigen allerdings auf beiden Flusszellen in geringem MalRe kontinuierlich im Zeitverlauf
an. Dieser Effekt kann in und nach jedem Messzyklus beobachtet werden, auch in solchen ohne
Hinzugabe von ConA. Daher kann ausgeschlossen werden, dass der kontinuierliche Anstieg der
detektierten RU im Verlaufe mehrerer Messungen auf die Adsorption von ConA (oder weiterem
Glykopolymer) zuriickzufihren ist. Da fir das finale Sensorgramm die Referenzzelle von der aktiven
Messzelle subtrahiert wird, ist dieser Anstieg dort nicht mehr sichtbar und wird somit in der

Auswertung nicht berlicksichtigt.

3.2.2.4 Zusammenfassung der Funktionalisierungskonditionen

In den Kapiteln 3.2.2.1 bis 3.2.2.3 wurden verschiedene Strategien miteinander verglichen, um stabile
glykosylierte Oberflachen zu generieren, die fiir weitergehende Studien geeignet sind. Als wichtigstes
Kriterium wird dabei die Stabilitat der Baseline beider Flusszellen (aktiver Zelle sowie der Referenz)
gegen ConA gewahlt. Diese Stabilitat wird ermittelt, indem das Niveau der Baseline vor Beginn des
Kontakts der Oberflache mit ConA mit dem Niveau der detektieren RU nach den Messungen und nach
Regeneration mit a-Methylmannose verglichen wird. Ein reproduzierbares Erreichen des Niveaus
bedeutet, dass der Chip vollstandig regeneriert werden kann und dieser somit stabil gegen Adsorption
von Proteinen wie ConA ist. Auch nach mehreren Messzyklen werden die gleichen relativen
Anderungen der RU detektiert. Es zeigen sich jedoch auch unspezifische Wechselwirkungen bei
Hinzugabe von ConA, welche jedoch durch Subtraktion der RU der Referenz von der aktiven Messzelle
fiir das finale Sensorgramm entfernt werden. Kdnnte hingegen ein Anstieg der detektierten RU in der
gleichen GroRenordnung auf beiden Zellen beobachtet werden, so ware der Versuchsaufbau

ungeeignet.
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Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Methacrylamidglykopolymere (pMan2CMsgs und
pGal4CMss) haben sich fiir das Oberflachenplasmonenresonanzassay in dieser Form als ungeeignet
erwiesen, da Zuwachse der RU in Anwesenheit von ConA beim Galaktosepolymer in einer dhnlichen
Grolenordnung wie beim Mannosepolymers zu sehen sind. Diese Beobachtungen werden unterstitzt
durch die Ergebnisse von Zhao et al.: diese Gruppe verglich Methacrylamide und Acrylamide
hinsichtlich ihrer unspezifischen Wechselwirkungen gegen Lektine und stellte fest, dass die
unspezifischen Interaktionen bei Acrylamiden deutlich geringer sind als die bei Methacrylamiden.®!
Auch die Gruppe um Silin et al. beobachten unspezifische Wechselwirkungen bei steigenger
Hydrophobizitdt in SPR-Assays. Sie erzeugten verschiedene SAMs mit variierender Hydrophobizitat
und untersuchten die unspezifischen Wechselwirkungen mit verschiedenen Proteinen. Sie konnten auf
diese Weise zeigen, dass SAMS mit Methylgruppen ein bis zu 103-fach hdhere

Oberflichenkonzentration an Proteinen aufweisen als die hydrophileren SAMs. 7]

Erste Messungen mit den Glykopolymeren pMan2CAzs und pGal2CA,; zeigten deutlich geringere
unspezifische Wechselwirkungen auf der Referenzmesszelle. Es konnte jedoch weiterhin ein direkter
Anstieg der Baseline nach Kontakt mit ConA beobachtet werden, welcher unter den verwendeten
Regenerierungsbedingungen nicht reversibel war. Dieser Anstieg wurde hingegen nicht mehr
beobachtet, nachdem die Goldoberflachen einer langeren Kontaktzeit mit Glykopolymeren ausgesetzt
waren. Es konnte somit gezeigt werden, dass die Kontaktzeit der Glykopolymere auf den
Goldoberflachen Uber einen wesentlichen Einfluss auf die Langzeitstabilitdt der Oberflache gegen
ConA verfigt. Dies trifft sowohl flir mannosylierte als auch fiir galaktosylierte Polyacrylamide zu. Smith
et al. fanden ebenfalls in SPR-Studien heraus, dass eine Adsorption von Proteinen an Goldoberflachen
zu einem unspezifischen Wachstum der Baseline flihren kann, sodass erst durch eine moglichst
vollstandige (Co-)SAM-Ausbildung diese Physisorption verhindert werden sollte.[*”? Diese homogenen
SAMs kdnnen mit einer deutlich langeren Kontaktzeit erhalten werden, jedoch geht aufgrund des

Gerateaufbaus eine langere Kontaktzeit im Gerat mit einem hohen Verbrauch der Glykopolymere
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einher. Daher erfolgt die Immobilisierung beider Goldoberflachen in insgesamt vier Schritten (vgl.

Abbildung 19).

In den ersten beiden Schritten erfolgt die Funktionalisierung der (aktiven) Messzelle durch 2-mal
wiederholtes Spilen der Oberfliche mit 1.0 mg/mL Glykopolymerlosung in MilliQ-Wasser. Die
Zunahmen der RU werden dabei detektiert ebenso wie im anschliefenden Prozessschritt. Zur
Ausbildung des Co-SAMS mit dem Galaktoseglykopolymer wird der Goldchip aus dem Gerat entfernt
und fur 24 h mit 1.0 mg/mL Glykopolymerlésung in Kontakt gebracht. Dieser Schritt wird nach
grindlichem Spilen mit  MilliQ-Wasser wiederholt, sodass sich eine moglichst dichte
Glykopolymeroberflaiche auf den Goldchips ausbilden kann. Die langere Einwirkzeit erzeugt
Messzellen, die eine ausreichende Stabilitat gegen ConA zeigen und keine signifikanten unspezifischen
Wechselwirkungen aufweisen. Ein limitierender Faktor ist der minimierte und dennoch vorhandene
geringe Anstieg der Baseline im Verlauf der verschiedenen Messzyklen. Da dieser nach der richtigen
Oberflachenpraparation unabhangig von der Lektinzugabe zu beobachten und gleich stark auf beiden
Messzellen auftritt, ist davon auszugehen, dass dies keinen Einfluss auf das Messergebnis hat.
Aullerdem war es im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, die funktionalisierten Goldoberflachen
hinsichtlich der molekularen Anordnung naher zu untersuchen. Andere Arbeiten deuten jedoch darauf
hin, dass nicht nur die Art und Eigenschaften der immobilisierten Glykopolymere eine Rolle bei

Interaktionen mit Lektinen spielen, sondern auch die Anordnung auf der Oberfliche.[*”?!

In Zukunft kénnten daher weitere Optimierungen der Immobilisierungsbedingungen vorgenommen
werden und zuséatzlich weitere Moéglichkeiten der Oberflachenanalytik in Erwdgung gezogen werden.
Es konnte eine andere polymerisierbare Einheit, bspw. Acrylat, eine geringere unspezifische
Wechselwirkung mit ConA im Polymerriickgrat hervorrufen. Eine weitere Maoglichkeit besteht in der
Optimierung der vollstandigen Funktionalisierung der Goldoberflache, z.B. mit kleineren Molekiilen.
Es konnten noch kleinere Glykopolymere synthetisiert werden, die ein Co-SAM Uber Nacht in einem
dritten oder vierten Funktionalisierungsschritt ausbilden kdnnen. Auch monovalente Saccharide

koénnten sich fiir eine vollstandige Bedeckung der Goldoberflache eignen, wenn sie Uber eine Thio-
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Gruppe verfiigen. So lieRen sich mit B-D-Thiogalaktose ggf. noch letzte freie Stellen auf der
Goldoberflaiche besetzen und sollten somit zu einer weiteren Reduktion unspezifischer

Wechselwirkungen des Proteins mit dem Chip fiihren.

3.2.3 Affinitatsstudien mit ConA

Das optimierte Verfahren zur Generierung glykolsylierter Goldoberflachen wird verwendet, um zwei
verschiedene Sensorchips mit unterschiedlich-langen Glykopolymeren zu funktionalisieren mit einem
moglichst ahnlichem Funktionalisierungsgrad. Auf einem Chip, fortan als ,GCx.r.” bezeichnet, wird die
aktive Messzelle mit pMan2CA,s funktionalisiert und die Referenzzelle mit pGal,,. Auf dem anderen
Chip ,,GCuang” werden die Polymere pMan2CA4 und pGal2CAs; jeweils auf der aktiven Messzelle bzw.
auf der Referenzzelle immobilisiert. AnschlieRend erfolgt die Ausbildung eines Co-SAMs auf beiden

Sensorchips mit pGal2CA,;,. Die jeweiligen Zunahmen der RU werden in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Immobilisierungslevel der unterschiedlichen Goldoberflichen nach jedem
Funktionalisierungsschritt.
GCyurz GCLang
Aktive Zelle Referenz Aktive Zelle Referenz
(PMan2CA) (pGal2CAy,) (PMan2CA4) (pGal2CAs;)
ARU [1. Immobilisierung] 530 1566 628 829
Berechnete Dichte 0.53 ng/mm? 1.57 ng/mm? 0.63 ng/mm? 0.83 ng/mm?
ARU [2. Immobilisierung] 1087 2707 678 1260
Berechnete Dichte 1.09 ng/mm? 2.71 ng/mm? 0.68 ng/mm? 1.26 ng/mm?
Gesamtes Responselevel 1617 4226 1306 2089
Berechnete Dichte 1.62 ng/mm? 4.23 ng/mm? 1.31 ng/mm? 2.1 ng/mm?
ARU nach Ausbildung von 1643 4226 1544 2744
Co-SAMs mit pGalx;
Kumulierte Dichte 1.64 ng/mm? 4.23 ng/mm? 1.54 ng/mm? 2.74 ng/mm?

Die Funktionalisierungen erfolgen, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben und in Abbildung 19 dargestellt,
auf die gleiche Weise: es werden jeweils Polymerlosungen mit 1.0 mg/mL Glykopolymer in MilliQ-
Wasser erstellt. Diese werden im Gerat fir 1000 s mit der jeweiligen Messzelle in Kontakt gebracht.

Im Anschluss an einen Immobilisierungszyklus erfolgt die Bestimmung der Zunahme der Response Unit
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ausgedriickt als ARU durch Starten eines weiteren Zyklus. Nach zwei Immobilisierungszyklen auf
beiden Flusszellen wird der Chip mit MilliQ-Wasser gewaschen und zweimal Gber Nacht mit 1.0 mg/mL
pGal2CA;; in MilliQ-Wasser in Kontakt gebracht. Es folgt eine finale Bestimmung der RU-Zunahme.
Tabelle 6 stellt dabei die jeweiligen Zunahmen der RU gegeniiber und deren Wert ausgedriickt in der

Einheit ng/mm? dar. Hierbei kénnen verschiedene Trends beobachtet werden:

Einerseits zeigt sich erneut, dass die Flusszellen, auf denen Galaktoseglykopolymere immobilisiert
wird, eine hohere Funktionalisierungsdichte als die dementsprechenden Mannoseglykopolymere
aufweisen. So erreicht die Schicht aus pMan2CAs auf GCur, €in Responselevel von 1.620 RU, wahrend
die Schicht mit pGal2CA,, ein Responselevel von 4.230 RU erreicht. Auf dem GCung betragt das
Responselevel des pMan2CA4 1.310 RU und das der Zelle mit pGal2CAs; 2.100 RU. Nach Ausbildung
des Co-SAMS mit pGal2CA,; nimmt das Responselevel von GCyyr, in beiden Zellen unwesentlich zu. Ein
deutlicher Anstieg ist hingegen auf beiden Zellen von GCiang zu beobachten. Die finale Response steigt
auf der aktiven Messzelle um 230 RU und auf der Referenzelle um 640 RU. Die Immobilisierung der
langeren Glykopolymere erfolgt im Gegensatz dazu jedoch in geringerem Umfang. Die Ergebnisse
dieser Arbeit lassen vermuten, dass die Ausbildung einer homogenen Glykopolymerschicht mit
kiirzeren Glykopolymeren einfacher umzusetzen ist als mit langeren Glykopolymeren. Aus diesem
Grund liegen die finalen Responselevel der langeren unter denen der kiirzeren Polymere. Durch Co-
SAM-Ausbildung steigen die Oberflachenbeladungen im Vergleich zu GCx.r, an. Die Gruppe um Li et al.
konnte ebenfalls beobachten, dass Galaktosepolymere eine hdhere Funktionalisierung der
Goldoberflache ermdglichen als die korrespondierenden Mannosepolymere. Dennoch bleibt die dort
detektierte Beladung der Oberfliche mit 0.39 ng/mm? fiir Galaktosepolymere und 0.32 ng/mm? fur

Mannosepolymere deutlich geringer, als im Rahmen dieser Arbeit erhalten wurde. 2%

Die mehrfache Wiederholung von Zyklen mit und ohne ConA zeigt im weiteren Verlauf, dass die
Goldoberflachen ein stabiles Niveau erreicht haben und gesattigt sind. Die Baselines der jeweiligen
Messzellen erhéhen sich nach Hinzugabe von ConA nicht dauerhaft und es kann somit keine

Physisorbtion des Lektins an die Goldoberfliche nachgewiesen werden. Zur Uberpriifung der Stabilitit
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3. Ergebnisse und Diskussion

wird mit jedem Chip eine Single-Cycle-Messung mit ConA und Wheat germ agglutinin (WGA)
durchgefihrt. Wahrend ConA spezifisch mit Mannose wechselwirkt, bindet WGA bevorzugt mit N-
Acetylglukosamin-Derivaten und weder mit Galaktose noch mit Mannose, sodass durch den Einsatz

von WGA keine spezifischen Wechselwirkungen beobachtet werden sollten.7*

Mit Hilfe dieser Lektine konnen die Goldoberflaichen hinsichtlich ihrer unspezifischen
Wechselwirkungen verglichen werden. Anhand des Beispiels Chip GCk,r, kann mittels einer Single-
Cycle-Messung nachvollzogen werden, inwiefern die Immobilisierung der Glykopolymere auf den
Oberflachen erfolgreich war. Die in Abbildung 23 und 24 dargestellten Sensorgramme sind im Single-
Cycle-Kinetic-Modus durchgefiihrt worden und zeigen jeweils zwei Messzyklen mit dem jeweiligen
Lektin und einen mit ausschlieRlich Puffer (LBB). In einem Single-Cycle-Kinetic-Messzyklus (SCK-MZ)
werden funf verschiedene Konzentrationen des Lektins in ansteigender Reigenfolge tber den Chip
geleitet, ohne die Goldoberflaiche zwischen den Konzentrationserhéhungen zu regenerieren. Bei
beiden Lektinen betrdgt die hdchste Konzentration 3.0 mg/mL und die niedrigste Konzentration
belauft sich jeweils auf 0.0367 mg/mL. Die mittleren Konzentrationen unterscheiden sich stufenweise

um den Faktor 3 und sind demnach 1.0 mg/mL, 0.33 mg/mL und 0.11 mg/mL.
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Abbildung 23: Sensorgramme von WGA (links) und ConA (rechts) gegen die aktive Messzelle von GCgur,.

In Abbildung 23 wird das Sensorgramm von WGA (links) gegen eine mannosylierte Goldoberflache mit

dem von ConA (rechts) gegen dieselbe Oberfliche verglichen. Wie zu erwarten war, ist der
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3. Ergebnisse und Diskussion

beobachtbare Anstieg der Response Uber alle Konzentrationen hinweg bei Kontakt des WGA mit der
Zelle deutlich geringer als bei Kontakt mit ConA. Auch die Hohe des Anstiegs der RU unterscheidet sich
bei beiden Lektinen voneinander. Im Messzyklus 2 mit ConA steigt das Responselevel bspw. um 300 RU
an wahrend bei dem zweiten WGA-Messzyklus ein Anstieg von 49 RU erfolgt. Anhand der RU am Ende
der jeweiligen Hinzugabe von WGA und ConA kann ein unterschiedliches Dissoziationsverhalten
abgeleitet werden. Wahrend ConA eine steigenge Kurve zu Beginn und eine langsam absinkende Kurve
am Ende der Hinzugabe einer Konzentration aufweist, steigt die RU bei Hinzugabe von WGA schlagartig
an und sie fallt beim Stoppen der Hinzugabe ebenso schlagartig ab. Daraus folgt, dass bei WGA lediglich
Konzentrationseffekte beobachtet werden, wahrend ConA zusatzlich zum Konzentrationseffekt eine

langere Verweildauer auf der Oberflache aufweist.

AuBerdem steigt die Baseline am Ende der Zyklen tber alle Messungen hinweg stetig um 35 - 40 RU an
— inklusive der Zyklen mit ausschliellich Puffer. Aus diesem Grund ist von einer stabilen
mannosylierten Goldoberfliche und einer erfolgreichen Regenerierung auszugehen, da der
kontinuierliche Anstieg nicht auf unspezifische Wechselwirkungen der Lektine oder deren Adsorption
an die Oberflache zuriickzufiihren ist. Eine Betrachtung der Referenzzelle kommt zu einem dhnlichen

Ergebnis (vgl. Abbildung 24).

24300

— —LBB
ConA 1. Zyklus
ffff ConA 2. Zyklus

24400 ~

——LBB ]
WGA 1. Zyklus
—— WGA 2. Zyklus . ]

]
1)

24200
24300

24100

RU
24000

24200

RU
24100

23900

Wﬂ/fﬂ—” b 23800-W L Yy

23900

24000

T T T T T T T 23700 T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Zeit [Sekunden] Zeit [Sekunden]

Abbildung 24: Sensorgramme von WGA (links) und ConA (rechts) gegen die Referenzzelle von GCyr,.
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Die in Abbildung 24 dargestellten Sensorgramme erlauben einen Riickschluss auf die Stabilitat der
glykosylierten Goldoberflache. Auch durch den Kontakt der Lektine mit der Referenzzelle steigen die

Responselevel Gber die gesamten Zyklen inklusive Pufferzyklen stabil um 35 - 40 RU.

Da eine erfolgreiche Funktionalisierung beider Messzellen gezeigt werden kann, inklusive einer
stabilen Oberflache, werden im Folgenden die Sensorgramme betrachtet, die sich aus der Subtraktion
der Referenzzelle von der aktiven Messzelle ergeben. Abbildung 25 zeigt dieses Sensorgramm fiir GCyr,

fiir Zyklen mit ConA, WGA und ausschlieBlich in LBB.
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Abbildung 25: Resultierendes Sensorgramm der Subtraktion der Referenzzelle von der aktiven
Messzelle (nicht normiert).

Abbildung 25 zeigt die Verlaufe der detektierten Responseunits bereinigt um die Effekte von
unspezifischen Wechselwirkungen und Konzentrationsverdnderungen, indem die Referenzzellen-
signale von denen der aktiven subtrahiert werden. Der Signalbereich der RU befindet sich im negativen
Bereich, da — wie bei der Immobilisierung bereits beschrieben — das Grundniveau der Referenz héher
sein kann als das der aktiven Messzelle. Dennoch erlaubt diese Darstellungsweise einen Vergleich der
relativen Anderungen der Flusszellen zueinander. In dem dargestellten Sensorgramm werden die SCK-
Messungen von ConA, WGA und LBB miteinander verglichen. Dabei verlaufen die Sensorgramme des
LBB-Zyklus und des WGA-Zyklus parallel zueinander. Das bedeutet, dass der Anstieg der RU des WGA
auf der Referenzzelle gleichstark ist wie diejenigen auf der aktiven Messzelle. Das ist auch zu erwarten,
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da WGA weder mit Mannose noch mit Galaktose wechselwirkt. Im Vergleich dazu sind die attraktiven
Wechselwirkungen von ConA auf der aktiven Messzelle deutlich starker als die auf der Referenzzelle
gemessenen, sodass in dem Subtraktionssensorgramm ein starkerer Anstieg der RU durch Hinzugabe
einer hoheren ConA-Konzentration beobachtet werden kann. Daraus folgt, dass der gewahlte
Versuchsaufbau dafiir geeignet ist, die Konzentrationseffekte der Lektine herauszurechnen, sodass
ausschlieBlich die spezifischen Wechselwirkungen der Lektine — falls vorhanden — in dem finalen

Subtraktionssensorgramm dargestellt werden.
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3.2.4 Direktbindungsstudien von ConA auf glykosylierten
Goldoberflachen

Die Generierung von glykosylierten Goldoberflaichen ermoglicht die Untersuchung von
Wechselwirkungen der auf der Oberflache prasentierten Glykopolymere mit Lektinen. Dabei kann die
Affinitat von ConA zu beiden unterschiedlich-langen Mannoseglykopolymeren verglichen werden.
Bisher wurden in der Literatur Zusammenhange zwischen Glykopolymeren in Loésung und deren
Affinitit zu ConA abhingig von ihrer GréRe und Valenz beschrieben. *¥! Glykopolymere, die an feste
Oberflaichen gebunden sind, wurden jedoch kaum hinsichtlich dieser Parameter untersucht.
Terada et al. vergleichen beispielsweise die Affinitdt von ConA an zwei oberflachen-gebundene

Glykopolymere mit unterschiedlichem Mannoseanteil in Homo- und Copolymeren.[¢3!

Mit Hilfe des Experiments lasst sich durch einen direkten Vergleich der RU bestimmen, an welche der
glykosylierten Oberflichen mehr ConA bindet. Je héher die beobachteten RU auf einer Oberflache,
desto mehr ConA bindet im Verlauf der Kontaktzeit an die jeweilige Oberflache. AuRerdem kann durch
Variation der Konzentrationen des ConA die Bindungsstarke gegen die jeweilige Oberflache abgeleitet
werden, indem aus den RU der verschiedenen Konzentrationen der kq-Wert von ConA gegen die
jeweilige Oberflache ermittelt wird. Dabei gilt: Je kleiner der kq-Wert, desto héher ist die Affinitat von
ConA zur betrachteten Oberflache. Der kg-Wert ist auRerdem ein wichtiger Referenzwert, der fir die

Inhibierungs-Kompetitionsstudien als Referenzkonzentration herangezogen werden kann.

Zur Bestimmung der Affinitdit des ConA zu den Oberflichen werden finf unterschiedliche
Konzentrationen ConA im Single-Cycle-Kinetik-Modus jeweils gegen GCkyr, und GCiang gemessen.
AnschlieBend erfolgt eine Auswertung der Daten mit Hilfe des Analysetools der Biacore X100-Software
unter Bestimmung des kq-Wertes Der jeweilige kg-Wert berechnet sich dabei aus den detektierten
Responseleveln, die nach Injektion der verschiedenen ConA-Konzentrationen detektiert werden, und
einem Fit dieser Daten. In Abbildung 26 werden zunachst die resultierenden Sensorgramme

abgebildet.
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Abbildung 26: Direktbindungsstudien mit ConA auf GCyr, (links) und GCiang (rechts).

Die aufgenommenen Sensorgramme in Abbildung 26 zeigen die unterschiedlichen Singe-Cycle-
Kinetics-Messzyklen auf GCyur, (links) und GCiang (rechts) sowohl mit ConA (blau) als auch mit
ausschlieBlich injizierter Pufferlésung (schwarz). Zunachst werden fiinf Konzentrationen ConA
beginnend mit der niedrigsten Konzentration nacheinander (ber die Goldoberflichen geleitet.
Dadurch resultiert der sageblattartige Anstieg innerhalb der ersten 2400 s. Die erste Konzentration ist
dabei die niedrigste, wodurch das erste Signal jeweils nur minimal detektiert wird. Die hochste
Konzentration ist in den Sensorgrammen beider Oberflachen jedoch deutlich sichtbar. Nach der
Zugabe dieser Konzentration kann zunachst die Dissoziation des ConA beobachtet werden, bevor die

Oberflache zweimal mit a-Methylmannose regeneriert wird.

Auffallig ist, dass das Level der detektierten RU auf GCxur; in Kontakt mit ConA deutlich niedriger ist als
auf GCrang. Das bedeutet, dass eine grolRere Menge ConA an die Oberflaiche mit dem langeren
Glykopolymer bindet als gegen die mit dem kiirzerem Glykopolymer. Daraus folgt, dass bei GCyang €ine
héhere Kapazitat fiir Bindungen mit ConA vorhanden ist, obwohl weniger Glykopolymer auf der
Oberflache immobilisiert wurde (vergleiche Tabelle 7). Die Bestimmung der Affinitdt in Form des
apparenten kg-Werts erfolgt im Anschluss an die Single Cycle Kinetic-Messungen mit Hilfe eines Fits,
fir welchen die Messamplituden der einzelnen Konzentrationen gegen die entsprechenden

Konzentrationen ConA aufgetragen werden (vgl. Abbildung 27).
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Abbildung 27: K4-Fits von ConA gegen GCxyr, (Links) und GCiang (rechts).

Mit Hilfe der Biacore X100 Software wird eine Kurve berechnet, die den hypothetischen Kurvenverlauf
aller moglicher Konzentrationen abbildet, die zwischen den tatsdchlich vermessenen Konzentrationen
liegen. In Abbildung 27 werden diese Verlaufe mit den jeweiligen zugrundeliegenden Daten
dargestellt. Dabei bewegt sich die Kurve von ConA gegen GCing in einem niedrigeren
Konzentrationsbereich als im Fall von GCyur,. Aulerdem verlduft die berechnete Kurve im Falle von
GCyur, deutlich flacher im Verlaufe des Konzentrationsanstiegs. Dementsprechend wird auf dem GCyyr,

ein geringerer Kq-Wert ermittelt als auf GCiang (vgl. Tabelle 7).

Tabelle 7: Determinierte apparente Kg-Werte gegen ConA auf den jeweiligen Goldchips.

Ke-Wert [uM] Immobilisierungslevel

GCxurz 1.02 (£ 9.4 %) 1.62 ng/mm?

GClang 0.15 (£ 2.2 %) 1.31 ng/mm?

In Tabelle 7 werden die determinierten Kq-Werte des ConA gegen die Goldoberflachen inklusive zuvor
bestimmter Immobilisierungslevel dargestellt. Ein geringerer Kq-Wert bedeutet dabei eine hdhere
Affinitat zur Oberflache. Der Kg-Wert gemessen auf GCyur, ist mit 1.02 uM um den Faktor 7 groRer als
der auf GCiang gemessene Wert mit 0.15 uM. Das bedeutet, ConA weist eine héhere relative Affinitat

gegeniber der mannosylierten Oberfliche mit dem ldangeren Glykopolymer auf, obwohl diese

aufgrund des hoheren Molekulargewichts von pMan2CA4o geringer funktionalisiert werden konnte. Im
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Vergleich zur Literatur liegen diese Werte in einer dhnlichen GréRRenordnung wie vergleichbare

Experimente:

In einem SPR-Assay mit monovalenter Mannose und Galaktose auf Goldoberflaichen konnten
Smith et al. einen K¢-Wert von 200 (+ 50) uM ermitteln.[’?! Dieser Wert ist um ein Vielfaches héher als
der Ky¢-Wert aus dem oben beschriebenen Assay. Bei Glykopolymeren werden im Vergleich zu
multivalenten Systemen deutlich hohere Affinitaten erwartet als dies bei monovalenten Systemen der
Fall ist. Die gleiche Gruppe um Smith et al. untersucht und vergleicht ebenfalls Co-SAMs mit
unterschiedlichem Mannose-Anteil durch kontrollierte Substitution der Mannose durch Galaktose.*”
Ein Anstieg des Mannoseanteils von 10 % auf 50 % weist dabei einen deutlicheren Anstieg in der
Affinitat auf, als dies bei einem Anstieg von 50 % auf 100 % Mannose der Fall ist. Diese Beobachtung
lasst darauf schlieBen, dass neben der Valenz des Molekiils auch die relative Haufigkeit der auf der
Oberflache prasentierten Mannose einen signifikanten Einfluss auf die detektierte Affinitdt des ConA
auslibt. Diese Beobachtung deckt sich mit den oben beschriebenen Resultaten. In beiden Fallen steigt
die Affinitat von ConA zu Oberflachen, auf denen mehr Mannoseeinheiten prasentiert werden. Huang
et al. untersuchten mittels eines Quarzkristall-Mikrowagen-Versuchsaufbaus die Affinitdt von ConA
gegen eine Goldoberflache, die mit mannosylierten Glykopolymeren bzw. mit monovalenter Mannose
funktionalisiert wurde.[*” Diese Untersuchungen zeigten demnach ebenfalls eine erhéhte Affinitat des

Lektins zu Oberflachen mit Glykopolymeren.
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3.2.5 Inhibitions-Kompetitions-Assay

Viele Wechselwirkungen in biologischen Systemen finden entweder in Losung oder in Interaktion mit
auf Oberflachen prasentierten Strukturen statt. In den Direktbindungsstudien erfolgt ein Vergleich der
Affinitdat von ConA zu einer unterschiedlich glykosylierten Oberflache. In Inhibitions-Kompetitions-
Assays wird der Aspekt der direkten Bindung an eine Oberfliche um den Faktor einer Inhibierung
erweitert. Dazu wird ein Ligand fixer Konzentration Uber eine Oberflache geleitet, an die der Ligand
binden kann. Die Bindungsaffinitat des Liganden gegen die Oberfliche muss zuvor mit Hilfe eines
Direktbindungsassays nachgewiesen werden, um die Ligandenkonzentration auswéahlen zu kénnen.
Diese Konzentration sollte in etwa dem K4-Wert des Liganden gegen die Oberflache entsprechen. Nach
Ermitteln der effektiven Ligandenkonzentration kdnnen verschiedene Inhibitoren zum Liganden
hinzugegeben werden. Abhangig von der Inhibitorkonzentration werden die nicht-inhibierten und
somit verbliebenen Wechselwirkungen des freien Liganden mit der Oberfliche durch ein
Oberflachenplasmonenresonanz-Assay untersucht. Die Starke der gemessenen Wechselwirkung des
Liganden (gemessen in RU) mit der Oberflache entspricht dabei dem Reziproken der inhibitorischen
Effizienz des Inhibitors. Denn es gilt: je besser der inhibierende Effekt des Inhibitors, desto weniger
wechselwirken Ligand und Oberflaiche miteinander. Abbildung 28 stellt das Grundprinzip eines

Inhibitions-Kompetitions-Assays schematisch dar.
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Abbildung 28: Verdeutlichung des Grundprinzips des Inhibitions-Kompetitions-Assays.

In einem Inhibitions-Kompetitions-Assay, das mittels SPR-Assay durchgefiihrt wird, werden drei
Zustande in einem Zyklus durchlaufen. Zu Beginn liegt eine glykosylierte Goldoberflache vor. Auch in
diesem Assay ist es wichtig, eine Referenzzelle zu verwenden, die nicht mit dem betrachteten System
wechselwirkt. Denn in einem Inhibitions-Kompetitions-Assay werden zwei verschiedene Substanzen
gleichzeitig Gber die Oberflache geleitet, sodass der Brechungsindex in den Flusskanalen starker als bei
der Anwesenheit nur einer Substanz in Losung schwanken kann. Im zweiten Schritt wird ConA tber die
Goldoberflache geleitet, welches vorher mit Inhibitoren unterschiedlicher Konzentrationen inkubiert
wurde. Dabei wird ein Zeitraum gewahlt, der lang genug ist, um dem System das Erreichen eines
Gleichgewichtszustands zu ermdoglichen. In diesem Gleichgewichtszustand wird die Starke der Bindung
zur Oberflache ausgedriickt in RU erfasst. Schlieflich wird im dritten Schritt eventuell noch an der
Oberfliche gebundener Ligand durch einen starken Uberschuss eines Inhibitors entfernt, um die

Oberflache wieder in ihren Ausgangszustand zu versetzen.

Nach diesen beschriebenen Zyklen wird die Inhibitorkonzentration variiert — idealerweise werden
mehrere aquidistante Konzentrationsschritte gewahlt, die insgesamt drei verschiedene Bereiche

abdecken koénnen: den Bereich der vollstandigen Inhibierung, den Bereich keiner effektiven
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Inhibierung und den Bereich, in welchem weder eine vollstandige noch keine Inhibierung vorliegen.
Bei einer vollstandigen Inhibierung des Liganden ware das detektierte Signal der RU in dem Inhibitions-
Kompetitions-Assay minimal, wahrend in den anderen Fallen eine héhere RU detektiert werden kann.
Ein Plateau sollte im Bereich der geringsten Inhibierung erreicht werden und die dort detektierten RU

sollten idealerweise denen des reinen Liganden in Abwesenheit von Inhibitoren entsprechen.

Ziel der Inhibitions-Kompetitions-Assays ist die Bestimmung des ICso-Werts eines Inhibitors. Dieser
Wert stellt die Konzentration dar, bei der 50 % Inhibierung im Vergleich zu reinem ConA ohne
Anwesenheit eines Inhibitors erfolgt. Hierzu werden die maximalen RU (Rma) in Anwesenheit
unterschiedlicher Inhibitorkonzentrationen in einem Multi-Cycle-Assay gemessen und in einem Hilll-
Fit auf einer Kurve dargestellt. Der 1Cso-Wert kann darauf abgelesen werden, sodass ein Vergleich

verschiedener Inhibitoren miteinander ermaoglicht wird.

Im Gegensatz zu Single-Cycle-Messungen werden in Multi-Cycle-Assays die Injektionslésungen langer
Uber die Messzellen geleitet und es erfolgt nach Messung jeder Konzentration ein
Regenerationsschritt. Insgesamt koénnen mehrere Konzentrationen als im Single-Cycle-Prinzip
gemessen werden, sodass sich Genauigkeit und Messzeit einer Messreihe erhéhen. Zur Bestimmung
des 1Cs-Wertes werden verschiedene Konzentrationen des betrachteten Inhibitors moglichst
kleinschrittig ausgewahlt, mit der gleichen Menge ConA versetzt und gut durchmischt. AnschlieRend
werden drei verschiedene Arten von Messzyklen durchgefiihrt an deren Ende immer zwei

Regenerationsschritte vorgenommen werden.

Ein Messzyklus pro Multi-Cycle-Messreihe wird nur mit ConA — folglich ohne Inhibitor - vermessen,
damit das Signal der maximalen Bindungsintensitat ermittelt wird. In mehreren Messzyklen werden
anschlieRend verschiedene Konzentrationen des Inhibitors in Anwesenheit der gleichen Konzentration
von ConA vermessen. Dabei wird die Inhibitorkonzentration in absteigender Reihenfolge gewahlt,
sodass das im Verlaufe der verschiedenen Messzyklen das ermittelte Referenzspektrum immer weiter

ansteigt. SchlieRlich erfolgt eine Validierung der gesamten Messreihe, indem einer der Messzyklen mit
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der Inhibitorkonzentration, die moglichst nahe am zu ermittelnden ICso-Wert liegt, erneut gemessen
wird. Verlauft dieser letzte Messzyklus genau wie der Messzyklus innerhalb der Messreihe, kann von
einer validen Messung ausgegangen werden. Abbildung 29 zeigt diese Messzyklen fiir eine Messreihe,

in der a-Methylmannose als Inhibitor verwendet wird.
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Abbildung 29: Multi-Cycle-Messungen anhand des Beispielspektrums fur a-Methylmannose auf GCgur,.
Abbildung 29 zeigt die drei beschriebenen Arten von Messzyklen. In blauer Farbe ist der Messzyklus
fiir ConA abgebildet, wahrend die Messreihen mit unterschiedlicher Inhibitorkonzentration schwarz
und die Fehlerbestimmungskurve in rot-gepunktet dargestellt werden. Die blaue Kurve liegt sichtbar
auf dem Niveau der Messzyklen mit der geringsten Inhibitorkonzentration. Die Messzyklen mit
steigender Inhibitorkonzentration erreichen geringere Werte der detektierten RU, je hdher die
Inhibitorkonzentration ist. Die hochsten Inhibitorkonzentrationen zeigen keine detektierbare Bindung
von ConA an die glykosylierte Oberflache bzw. sogar ein leicht negatives Maximum. Ein Absinken der
detektieren RU in den negativen Bereich ist jedoch ausschlieRlich bei den hdochsten
Inhibitorkonzentrationen sichtbar, sodass es sich dabei sehr wahrscheinlich um einen
Konzentrationseffekt handelt, der starker auf der Referenzzelle zum Tragen kommt. Der Grund fir ein

negatives Signal im Sensorgramm ist eine héhere detektierte Wechselwirkung auf der Referenzzelle
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im Vergleich zur aktiven Messzelle. In der Literatur lassen sich allerdings keine Beispiele fiir dhnliche

Beobachtungen finden.

Die rote Messkurve der doppelten Messung liberlagert in dem Sensorgramm die korrespondierende
Linie derselben Konzentration - in diesem Beispiel bei einer Inhibitorkonzentration von 3*10° nM. Dies
bedeutet, dass die Messung fiir diese spezifische Konzentration innerhalb einer Konzentrationsreihe
reproduzierbar ist. Da es sich um ein empfindliches Messverfahren handelt und die Schwankungen von
den betrachteten Konzentrationen in dem Bereich um den ICso-Wert am groten ausfallen kénnen, ist

diese Validierung ein wichtiger Schritt zur Uberpriifung der Robustheit der einzelnen Messzyklen.

Zusatzlich der in jedem Zyklus wiederholten Normierung auf einen Wert fir ConA und der
Reproduktion eines Messwerts nahe dem erwarteten ICso-Wert wird jede Multi-Cycle-Messreihe
insgesamt zwei Mal fir jeden Inhibitor auf jedem Chip durchgefiihrt. AnschlieRend werden die
Signalwerte bei 191 s ermittelt und die jeweils dort gemessenen RU in Relation zu den RU gesetzt, die
fir die Messung mit ConA bestimmt wurden. Daraus ergeben sich relative Bindungswerte fiir jede
gemessene Inhibitorkonzentration, die grafisch aufgetragen werden koénnen. Ein Hilll-Fit erlaubt

anschlieRend eine Bestimmung des ICso-Werts eines jeden Inhibitors wie in Abbildung 30 abgebildet.
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Abbildung 30: Relative Bindung von ConA auf GCg.r, bei verschiedenen Konzentrationen a-Methyl-
mannose und Hill1-Fit.
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In Abbildung 30 wird die relative Bindung von ConA in % an GCk.r. bei unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationen in der Einheit nanomolar [nM] grafisch dargestellt, die aus den
Sensorgrammen von Abbildung 29 entnommen werden kdnnen. Zusatzlich zu diesen Konzentrationen
ist ein Hilll-Fit in die Grafik eingezeichnet, der mit Hilfe der eingezeichneten Werte berechnet wird.
Der Hill1l-Fit ermdglicht eine vergleichbare Bestimmung des ICso-Wertes hinaus (iber alle Messungen
durch einfaches Ablesen an dem berechneten Wert, der auf der Kurve des Hill1-Fits bei 50 % relativer
Bindung liegt. Derartige Bestimmungen des [Cso-Wertes werden auch von anderen Gruppen
durchgefihrt. Zhang et al. ermitteln mit Hilfe dieser Methode beispielsweise die Konzentration fir
50 % Inhibierung einer Bibliothek verschiedener Glykokonjugate.l’® Im Folgenden werden die

Messergebnisse verschiedener Inhibitoren dargestellt und miteinander verglichen.
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3.2.6 Studien zur Inhibierung von ConA durch verschiedene
Mannosestrukturen

Die Prasentation verschieden-langer Glykopolymere auf unterschiedlichen Goldoberflachen
ermoglicht neben einem Vergleich der Affinitat von ConA zu den immobilisierten Glykopolymeren
zusatzlich eine Untersuchung des Einflusses von Inhibitoren auf diese Lektin-Glykopolymer-
Wechselwirkungen. Hierzu soll ConA vor Kontakt zur Oberflache mit Inhibitoren unterschiedlicher
Valenz und Gro3e inkubiert werden, um anschlieBend Bindung des inhibierten ConA an die Oberflache
zu detektieren. Durch eine Variation der Inhibitorkonzentration soll verglichen werden, wie sich GréRe
und Valenz der Inhibitoren auf dessen Inhibitionsverhalten auswirken. Durch den Versuchsaufbau
kann aulerdem untersucht werden, wie die Inhibierung der einzelnen Liganden von dem
immobilisierten Glykopolymer auf der Oberfliche abhingt. Eine Ubersicht der untersuchten Systeme

wird in Abbildung 31 dargestellt.

a-Methylmannose pMan2CA;; pMan2CAy,

¥
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Abbildung 31: Ubersicht der Inhibitions-Kompetitions-Messungen.
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Auf beiden Goldoberflachen werden die Glykopolymere pMan2CA,s und pMan2CAy als Inhibitoren
eingesetzt. Monovalente a-Methylmannose wird als niedermolekulare Referenz ebenfalls auf beiden
Oberflaichen vermessen. Die Konzentration von ConA betrdgt in jeder Messreihe konstant
1.17*107 mmol/mL (£ 0.117 uM). Diese Konzentration wird gewdhlt, da sie der Konzentration
entspricht, die in Kapitel 3.2.4 als Kq-Wert flir ConA gegen GCx,r, bestimmt wurde. Es zeigt sich, dass
reproduzierbare Resultate in zwei Zyklen mit etwa sechs oder sieben verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen erhalten werden kdnnen. Dabei werden die Konzentrationen des Inhibitors
um den Faktor drei variiert. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wird zusitzlich eine der
Konzentrationen wiederholt, die nahe am erwarteten ICso-Wert liegt. Die genauen Parameter werden
noch einmal ausfiihrlich im Experimentalteil aufgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit werden
verschiedene Inhibitoren miteinander verglichen, die sich vor allem in Valenz, Molekiilmasse und
Molmassenverteilung unterscheiden. Es handelt sich um monovalente a-Methylmannose, die
Mannosepolymere pMan2CA,s und pMan2CA4 mit jeweils 26 bzw. 40 Wiederholungseinheiten,
lineare Glykooligomere und verzweigt Glykooligomere. Die Glykopolymere wurden wie im
vorangegangenen Kapitel dieser Arbeit beschrieben synthetisiert und in Tabelle 8 werden die

Inhibitoren zusammenfassend aufgelistet.

Tabelle 8: Ubersicht der in den Inhibitions-Kompetitions-Studien eingesetzten Inhibitoren.

Substanz Molekulargewicht Valenz
a-Methylmannose 194.2 g/mol 1
pManas M,, = 7678 g/mol 26.5°
pMango M,, = 11490 g/mol 40.2°

aBei den Glykopolymeren wird die mittlere Valenz angegeben. Sie wird berechnet, indem das jeweilige zahlenmittlere
Molekulargewicht (ermittelt mittels Wasser-GPC) abzuglich der molaren Masse des CTA durch die Molmasse einer

Wiederholungseinheit dividiert wurde.
In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der jeweiligen Inhibitoren auf den beiden erzeugten

Goldoberflachen GCyyr, und GCiang dargestellt und anschliefend miteinander verglichen.
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3.2.6.1 Negativkontrolle mit pGal2CA>; und pGal2CAs3;

Vor der Durchfiihrung der Inhibitions-Kompetitions-Assays mit verschiedenen Inhibitoren soll zunachst
eine Negativkontrolle durchgefiihrt werden. Hierzu wird ConA mit einer Konzentration von 0.117 uM
Uber die Flusszellen von GCy,r, geleitet und die resultierenden RU werden detektiert. AnschlieBend
erfolgt die Messung in derselben Konzentration in Anwesenheit der galaktosebasierten Glykopolymere

mit pGal2CA,; und pGal2CAs;. Diese Messungen werden in Abbildung 32 zusammengefasst.

1009 ConA - Referenzmessung
— pGal2CA,, und pGal2CA,; mit ¢ = 1.0 mg/mL
1 pGal2CA,, und pGal2CA,, mit ¢ = 3.0 mg/mL
75 N LeesIIiSEsSan
RU 50
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Abbildung 32: Sensorgramm von ConA in Anwesenheit von pGal2CA»; und pGal2CA;; gegen GCyur;.

In Abbildung 32 werden die Sensorgramme der Negativkontrollen dargestellt. Die blaue Kurve bildet
dabei den Messzyklus ab, der nur mit ConA durchgefiihrt wurde. Die schwarze, durchgezogene Linie
zeigt die Sensorgramme von pGal2CA,; und pGal2CAs; mit der Konzentration = 1.0 mg/mL, die
schwarze, gestrichelte Linie bildet die Messungen von pGal2CA; und pGal2CAs mit einer

Konzentration = 3.0 mg/mL ab.

Alle funf Zyklen verlaufen ahnlich und erreichen anndhernd dasselbe Rmax. im gleichen zeitlichen
Verlauf. Die Tatsache, dass das detektierte Rmax durch die Anwesenheit der hohen Konzentrationen an
Glykopolymeren nicht unter dem Rmax des Zyklus mit reinem ConA liegt, zeigt, dass potenziell
gemessene Inhibierungen ausschlieRlich aufgrund des im Glykopolymer eingebauten Saccharids

erfolgen. Es wird auch bei hoheren Konzentrationen beider Galaktosepolymer lediglich die spezifische
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Wechselwirkung von ConA in der GroRenordnung detektiert, die auch bei reinem ConA zu beobachten

ist.

Eine einzelne Art der Abweichung zwischen den einzelnen Messzyklen kann jedoch beobachtet
werden. Die Rmax der einzelnen Kurvenverlaufe liegen bei reinem ConA und den Zyklen mit der
Konzentration von c = 1.0 mg/mL auf demselben Niveau, wahrend beide Messzyklen von pGal2CAz;
und pGal2CA4 mit ¢ = 3.0 mg/mL leicht Gber dem Niveau der anderen Zyklen liegen. Der Anstieg der
detektierten RU ist wahrscheinlich auf die hohe Konzentration der Glykopolymere zuriickzufiihren. Der
Brechungsindex einer Lésung ist von der Konzentration der darin geldsten Verbindungen abhangig. Ab
einer gewissen Konzentration scheint in diesem Assay nicht nur der Brechungsindex detektiert zu
werden, der durch Wechselwirkungen der Liganden mit den Oberflachen beeinflusst wird, sondern
auch der Brechungsindex der in Losung befindlichen Glykopolymere. Aus diesem Grund wird im
Inhibitions-Kompetitionsassays mit den verschiedenen Liganden darauf geachtet, dass derartig hohe

Konzentrationsbereiche bei der Inhibierung durch Glykopolymere moglichst vermieden werden.
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3.2.6.2 Inhibierung von ConA durch a-Methylmannose

Vor der Durchfiihrung von Inhibitions-Kompetitionsassays mit Glykopolymeren wird zur Referenz als
monovalentes System a-Methylmannose als Inhibitor von ConA gegen GCxur; und GCrang gemessen (vgl.
Abbildung 31, 1. Spalte). Insgesamt werden hierzu acht verschiedene Konzentrationen a-
Methylmannose auf GCxur; angesetzt und sieben auf GCiang. Die Konzentrationsreihe auf GCyyr, ging von
1.37 pg/mL in Schritten mit Faktor drei bis hin zu 3.0 mg/mL, auf GCiang von 4.12 pg/mL auf 3.0 mg/mL
ebenfalls in Konzentrationsschritten mit Faktor drei. Die dazugehdérigen Sensorgramme sind in

Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Sensorgramme von a-Methylmannose gegen GCyr, (links) und GCiang (rechts).

Die Sensorgramme in Abbildung 33 fir die Inhibierung von ConA durch a-Methylmannose zeigen,
anders als in der Negativkontrolle zu sehen (vgl. Abbildung 32), unterschiedliche Kurvenverlaufe in
Abhangigkeit von der jeweiligen Konzentration der a-Methylmannose. Die Zyklen, in denen eine
geringe Konzentration des Inhibitors hinzugegeben wurde, weisen ein hoheres Rmax auf im Vergleich
zu Zyklen mit hohen Inhibitorkonzentrationen. Dies zeigt eine erfolgende Inhibierung von ConA durch

die hinzugefligte a-Methylmannose.

Auf GCgr. kann beobachtet werden, dass bei geringen Konzentrationen a-Methylmannose
(1.37 pg/mLund 4.12 pg/mL) die Bindung von ConA gegen die mannosylierte Oberflache genauso stark

ist, als waren keine Inhibitoren in der Losung prasent. Ab einer Konzentration von 12.36 ug/mL kann
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eine einsetzende inhibierende Wirkung beobachtet werden bis zu einer Konzentration von
1,000.00 pg/mL. Ab einschlieBlich dieser Konzentration ist der gemessene Rmax =0, sodass dem
Sensorgramm nach kein ConA an die Oberfldche bindet. Die Konzentration von 111.11 pg/mL wird

doppelt bestimmt, um den Fehler innerhalb eines Messzyklus einschdtzen zu kénnen.

Der Kurvenverlauf der Messungen auf GCiang ist vergleichbar mit dem, der auf GCyu, beobachtet
werden kann. Auch bei dieser Messreihe erfolgt eine starkere Inhibierung der Bindung von ConA gegen
die Oberflache je hoher die Konzentration der hinzugegebenen a-Methylmannose ist. Das Rmax der
Zyklen mit geringer Konzentration ConA (4.12ug/mL — 37.03 ug/mL) erreichte in dem
Beispielmesszyklus nicht dasselbe Rmax wie es ConA ohne Inhibitor erreicht. AuBRerdem zeigen die
Kurvenverldufe der Sensorgramme, dass durch Hinzugabe von a-Methylmannose keine vollstandige
Inhibierung bei einer ao-Methylmannose-Konzentration = 1.0 mg/mL bzw. 3 mg/mL beobachtet
werden kann. Die Inhibierungszyklen weisen im Fall mit ¢ = 1.0 mg/mL ein Rmax = 61 und im Zyklus mit
¢ = 3.0 mg/mL ein Rmax = 33 RU auf. Bei hoheren Konzentrationen a-Methylmannose werden dhnliche
Effekte wie bei zu hohen Glykopolymerkonzentrationen beobachtet (vergleiche Kapitel 3.2.6.1). Die
detektierten RU nehmen zu, obwohl mehr Inhibitor die Wechselwirkung mit den pMan2CAs bzw.
pMan2CA4 auf der Oberflache verhindern sollte. Aus diesem Grund missen die Werte hdherer
Konzentration als 3.0 mg/mL verworfen werden. Stattdessen werden aus den Resultaten extrapolierte
Werte im hohen Inhibitorkonzentrationsbereich eingesetzt, damit die resultierenden Hilll-Fits

durchgefihrt werden kénnen.

Die Glykopolymere auf GCiang sind langer und weisen starkere Wechselwirkungen mit ConA auf als die
kiirzeren Glykopolymere auf GCyyr.. In Kapitel 3.2.4 wurde bei Direktbindungsstudien ein apparenter
Kg-Wert von 1.02 uM fiir GCyyr; und von 0.15 pM fiir GCrang bestimmt (vgl. Tabelle 7). Diese hdhere
Affinitat von ConA gegen GCiang kann beobachtet werden, da bei dhnlichem Immobilisierungslevel ein
deutlich hoherer Rmax bei Messzyklen mit ConA identischer Konzentration auf GCrang als auf GCyur
detektiert wird. Auf GCrang betragt der Rmax 217 RU und auf GCy,r, 106 RU. Dies verdeutlicht, dass ConA

eine hohere Affinitdt zu multivalenten Liganden aufweist, getrieben durch die damit verbundenen
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multivalenten Effekte. Im Inhibitions-Kompetitionsassay spielen mehrere Effekte eine Rolle. Zum einen
die bereits beschriebene Affinitat von ConA zur jeweiligen Oberflache, zum anderen die Affinitat von
ConA zum zuvor hinzugegebenen Inhibitor. Da die Hinzugabe des Inhibitors vor Kontakt mit der
Oberflache erfolgt und sich somit ein Gleichgewichtszustand ausbilden kann, spielt verstarkt die
Dissoziation des Inhibitors von ConA eine Rolle. Im Fall von a-Methylmannose handelt es ich um ein
monovalentes Molekiil, daher wird die Inhibierung malgeblich durch die Dissoziation einer
Zuckereinheit von ConA und dessen Konzentration bestimmt. Im Falle der Glykopolymere beeinflussen
weitere Faktoren, wie beispielsweise die Valenz oder die MolekiilgréRe, das inhibitorische Potenzial.
Fir a-Methylmannose kann daher davon ausgegangen werden, dass auf GCky, die Hinzugabe von
a-Methylmannose zu einer starkeren Inhibierung fiihrt, wahrend auf GCung eine vollstandige
Inhibierung schwieriger erreicht werden kann. Ein weiterer Vergleich kann mit der Bestimmung des

ICso-Werts mit Hilfe eines Hill1-Fits wie in *Extrapolierte Werte, da Konzentration der a-Methylmannose zu hoch.

Abbildung 34 dargestellt vollzogen werden.
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*Extrapolierte Werte, da Konzentration der a-Methylmannose zu hoch.

Abbildung 34: Auftragung der Rmax von a-Methylmannose gegen die Konzentration des Inhibitors
(logarithmisch skaliert), abgeleitet aus Abbildung 33 und ICso-Fit der Messungen auf GCgur, (links) und
GClang (rechts).

In Abbildung 34 werden die Rmax-Werte, die aus Abbildung 33 enthnommen werden kdnnen, in Relation
zum Rpmax des jeweiligen Messzyklus mit reinem ConA gesetzt (,relative Bindung”) und gegen die

entsprechende Konzentration a-Methylmannose aufgetragen. Der linke Graph zeigt die Werte, die auf
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GCyur; determiniert wurden, und rechts werden die Werte auf GCiang abgebildet. Die in den jeweiligen
Graphen abgebildete schwarze Linie ist der dazugehorige Hill1-Fit. Die Messreihe, die auf GCpang
gemessen wurden, wird um zwei extrapolierte Werte ergdnzt. Diese theoretisch eingesetzten
Messpunkte ersetzen die Konzentrationen, bei denen eine vollstdndigen Inhibierung zu erwarten
gewesen ware, welche jedoch aufgrund der zuvor geschilderten Konzentrationsproblematik nicht
bestimmt werden konnten. Sie sind mit einem Stern markiert und reprasentieren 9 mg/mL

bzw. 27 mg/mL bei einer erwarteten relativen Inhibierung von 100 %.

Fiir beide Goldchips kann nun durch Ablesen ein ICso-Wert bestimmt werden. Der determinierte ICso-
Wert auf GCyur, betrdgt 219 (£19) uM und der auf GCiang 650 (+21). Das bedeutet, dass zur 50 %-igen
Inhibierung von ConA auf dem Goldchip mit den langeren immobilisierten Glykopolymeren eine fast
3-fach hoéhere Konzentration a-Methylmannose benotigt wird als auf GCgur,. Die berechneten [Cso-
Werte stiitzen die Hypothese, dass eine Inhibierung von ConA gegen langere immobilisierte
Glykopolymere mit Hilfe von a-Methylmannose schwieriger erfolgt. In der Literatur lassen sich nur
schwer &hnliche Versuchsanordnungen finden, die verschieden-funktionalisierte Oberflachen
miteinander vergleichen. Ponader et al. bestimmen zum Beispiel mittels SPR einen dhnlichen ICso-Wert
von 750 uM fiir a-Methylmannose mit einer vergleichbaren Konzentration ConA [100 nM] und einem

dhnlichen mannosylierten Glykopolymer auf der Chipoberflache.®!

Aus den Ergebnissen der Inhibierungs-Kompetitionsstudien von a-Methylmannose leitet sich die Frage
ab, inwiefern groRere und sterisch anspruchsvollere Strukturen ahnliche Tendenzen zur Inhibierung
aufweisen. Im Folgenden werden pMan2CAx und pMan2CAs als Inhibitoren im gleichen

Versuchsaufbau eingesetzt.
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3.2.6.3 Inhibierung von ConA durch pMan2CA2s

In diesem Kapitel wird das Inhibitions-Kompetitionsassay mit pManas als Inhibitor gegen GCyyr, und
GCulang durchgefiihrt (vgl. Abbildung 31, 2. Spalte). In diesen Messzyklen wird die Konzentration in
Schritten des Faktors drei variiert, angefangen von 3 mg/mL bis hin zu 1.37 pg/mL. Abbildung 35 zeigt

die Sensorgramme dieser Zyklen auf GCgyr, und GCpang.
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Abbildung 35: Sensorgramme der Inhibierung von ConA durch pManys gegen GCyyr; (links) und GCiang
(rechts).

Das Sensorgramm der Inhibierung von GCg,r, dargestellt in Abbildung 35 verlauft dhnlich dem von
a-Methylmannose (vgl. Abbildung 33). Die Messzyklen mit der geringeren Konzentration pMan2CAy
zeigen keine Inhibierung, wahrend hohere Konzentrationen zu einem flacheren Kurvenverlauf fiihren
und diese somit einen niedrigeren Rmax aufweisen. Auffallig ist, dass die hochste Konzentration von
pMan2CAzs einen negativen Rmax aufweist. Diese Beobachtung wurde bereits im vorherigen Kapitel
beschrieben und sie beruht héchstwahrscheinlich auf Konzentrationseffekte ausgehend von den

Glykopolymeren.

Bei dem Inhibierungssensorgramm auf GCiang kann ein dhnlicher Verlauf beobachtet werden. Die
Messzyklen mit geringer Konzentration pMan2CA,s zeigen kaum bis keine inhibierende Wirkung,
wahrend hdhere Konzentrationen zu einer Reduktion des Rmax fihren. Die Reduktion des Rmax erreicht
jedoch — ebenfalls wie bei der Inhibierung von GCing durch a-Methylmannose — keine vollstandige

Inhibierung, es wird lediglich ein Rmax = 45 erreicht.
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Abbildung 36: Auftragung der Rmax von pManys gegen die Konzentration des Inhibitors (logarithmisch
skaliert) abgeleitet aus Abbildung 35 und ICso-Fit der Messungen auf GCxur; (links) und GCang (rechts).

Die in Abbildung 36 dargestellten I1Cso-Kurven werden mit einem Hill1l-Fit aus den Rmax berechnet, die
in den Sensorgrammen aus Abbildung 35 determiniert werden kénnen. Dabei wird der jeweilige Rmax
gegen die Konzentration pMan2CA;s gemessen, die als Inhibitor dem jeweiligen Messzyklus
hinzugefiigt wird. Der ermittelte ICso-Wert fiir GCiang betragt 0.59 (+0.05) uM pro Molekil und 15.6

(£1.2) uM pro Zuckerfunktionalitat.

Die ICso-Werte pro Zucker wurden berechnet, indem der ermittelte molare ICso-Wert mit der zuvor
berechneten durchschnittlichen Wiederholungseinheit des Polymers multipliziert wird. Dies erlaubt
einen Vergleich der Inhibierungsstarke verschiedener Inhibitoren, da die relative Zuckerdichte im
Vergleich der Inhibitoren bericksichtigt wird. Erfolgt keine Berlicksichtigung der relativen
Zuckeranteile, konnen die ICsop-Werte nicht miteinander verglichen werden, da ansonsten die
Inhibierende Wirkung von Liganden mit mehreren Zuckern pro Molekiil relativ gesehen lberbewertet

wird.

Ein Vergleich der inhibierenden Wirkung von pMan2CAy auf GCiu, mit 67.4 (£5.2) uM pro
Zuckereinheit gegen GCiang mit 15.6 (+1.2) uM zeigt, dass pMan2CA,s ConA auf GCiang eine vierfach
niedrigere Konzentration zur 50 %-igen Inhibierung bendtigt als auf GCyy.. Verglichen mit
a-Methylmannose - mit einem [Csg-Wert von 219 (+19) uM auf GCyyr, und 650 (+21) pM auf GCpang -

zeigt sich bei diesem Glykopolymer mit 26 Wiederholungseinheiten, dass dessen inhibierende Wirkung
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deutlich erhoht ist. Dieses Resultat entspricht den Erwartungen, da ein Glykopolymer mit
durchschnittlich 26 Wiederholungseinheiten multivalente Wechselwirkungen mit dem tetravalenten
Lektin ConA eingehen kann. So kann eine Polymerkette gleichzeitig an mehrere ConA-Tetramere
binden und so dessen Bindung an die glykosylierte Oberflache leichter inhibieren als dies ein
monovalenter Ligand kann. Neben der Valenz spielt die MolekilgréRe ebenfalls eine Rolle, da ein
hoheres Molekulargewicht eine hohere sterische Abschirmung der Lektine von anderen
Bindungspartnern wie den oberflachengebundenen Glykopolymeren zur Folge haben kann. Gestwicki
et al. vergleichen in ihrer Publikation verschiedene Liganden, die sich in Valenz, Molekulargewicht und
Struktur voneinander unterscheiden.*¥ Neben monovalenten Liganden verglich die Gruppe
mannosylierte Dendrimere, sequenzdefinierte Oligomere und sowohl gering-disperse Glykopolymere
als auch Glykopolymere mit einer breiten Molmassenverteilung hinsichtlich der Affinitat zu ConA. Die
Glykostrukturen wurden in verschiedenen Assays miteinander verglichen, die Aufschluss tber ihr
Aggregationsverhalten mit ConA geben kdnnen. Es wurden jeweils ein quantitatives Fallungsassay, ein
Triibungsassay und ein Fluoreszenzausléschungsassay durchgefiihrt. Die Beobachtungen der
Inhibitions-Kompetitionsstudie im Rahmen dieser Arbeit decken sich mit den Ergebnissen der
Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe, da Gestwicki et al. bei gréReren Glykostrukturen eine bessere
Inhibierung von ConA beobachten kénnen als bei kleineren mannosylierten Strukturen. Dort ist
dariiber hinaus eine Abnahme der Inhibierung pro Mannoseeinheit bei den groBten Strukturen zu

beobachten.

Eine unerwartete Beobachtung ist der niedrigere ICso-Wert von pMan2CA,s gegen GCiangals der gegen
GCxur.ermittelte. Das bedeutet, dass die von pMan2CA,s gemessene Inhibierung der Bindung von ConA
gegen die glykosylierten Goldoberflache mit kurzem Glykopolymer weniger effektiv ist als die gegen
die GCiang. Diese Beobachtung ist vor allem aus zwei Griinden bemerkenswert. Einerseits wird im
vorherigen Kapitel 3.2.6.2 beobachtet, dass dieser Trend der ICs;-Werte bei monovalenter
a-Methylmannose genau umgekehrt ist: die Inhibierung von ConA durch a-Methylmannose erfolgt
effektiver gegen GCyyr,als gegen GCrang. Andererseits zeigt ein Vergleich der Affinitaten von ConA gegen
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die Goldoberflachen in Kapitel 3.2.4, dass ConA in etwa um den Faktor 7 stdrker an GCiang bindet als an
GCyur, (vgl. Tabelle 7). Dadurch sollte eine Inhibierung von ConA, unabhangig vom jeweiligen Inhibitor,
auf GCur; leichter erfolgen als auf GCiang. Im folgenden Kapitel soll daher die Inhibierung von ConA
durch pMan2CAs gegen GCkur, und GCrang miteinander verglichen werden, um zu untersuchen, ob dort

ein dhnlicher Trend beobachtet werden kann.

3.2.6.4 Inhibierung von ConA durch pMan2CAao

In diesem Kapitel wird der Inhibitions-Kompetitionsassay von pMan2CAs gegen GCyyr, Und GClang
beschrieben. Die héchste gemessene Konzentration betrdgt in diesem Versuchsaufbau 3.0 mg/mL
wahrend die geringste Konzentration 1.37 ug/mL betrdgt. Abbildung 37 zeigt das jeweilige

Sensorgramm von pMan2CAso auf GCyyr, (links) und GCiang (rechts).
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Abbildung 37: Sensorgramme der Inhibierung von ConA durch pMan2CA4 gegen GCyyr, (links) und
GCuang (rechts).

In Abbildung 37 werden die jeweiligen Sensorgramme der Inhibierung von GCyur (links) und GCiang
(rechts) einander gegenlibergestellt. Die Inhibierung von ConA durch pMan2CA4 gegen GCyr, verlauft
dhnlich zu den bisherigen Inhibierungen durch a-Methylmannose und pMan2CA,s. Bei geringen
Konzentrationen von pMan2CAs (1.37—12.36 ug/mL) ist eine &uBerst geringe Abnahme der
detektierten RU am Rmax zu beobachten. Bei den héheren Konzentrationen des Glykopolymers kann

eine hohe (111.11 pg/mL) bzw. eine vollstdndige Abnahme (333 pg/mL) der RU beobachtet werden.
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Wie bereits beschrieben kdnnen bei hohen Konzentrationen (1.0 mg/mL bzw. 3.0 mg/mL) gegen GCyur,

Messzyklen mit negativen Verldaufen und somit einem negativen Rmax beobachtet werden.

Das observierbare inhibitorische Verhalten von pManag gegen GCiang verlauft dahnlich. Auch in diesen
Messzyklen weisen die geringen Konzentrationen von pMan2CAs keine bis kaum sichtbare
Reduktionen der detektieren RU auf, wahrend bei steigenden Konzentrationen die Rmax abnehmen. Zu
erwahnen ist, dass gegen GCang lediglich pMangg eine vollstandige Inhibierung von ConA erreicht. Das
Glykopolymer mit 40 Wiederholungseinheiten inhibiert folglich in diesem Konzentrationsbereich und
auf dieser Oberflache effektiver als pMan2CA,s und a-Methylmannose. Daraus folgt, dass in diesem
Assay und unter diesen Bedingungen Valenz bzw. Ldnge einen Einfluss auf die Inhibierungsfahigkeit
der untersuchten Glykopolymere haben. Interessanterweise zeigt sich bei Betrachtung der I1Cso-Kurven

in Abbildung 38 ein differenzierteres Bild.
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Abbildung 38: Auftragung der Rmax von pMan2CA4 gegen die Inhibitorkonzentration (logarithmisch
skaliert) abgeleitet aus Abbildung 37 und ICso-Fit der Messungen auf GCxur; (links) und GCyang (rechts).

In Abbildung 38 werden die ICso-Kurven von pManasg gegen GCyyr, und GCiang abgebildet. Im Gegensatz
zu den bisherigen Inhibierungsstudien inhibiert pMan2CA4o auf beiden praparierten Oberflachen die
Bindung von ConA vollstdandig. Der Kurvenverlauf auf GCyy, ist steiler und der 1Cso-Wert liegt bei 4.1
(£0.29) uM, wéhrend auf GCiang €in Wert von 0.76 (£0.02) uM ermittelt werden konnte. Multipliziert
mit der Valenz ergibt sich ein ICso-Wert von 166 (x12) uM pro Mannoseeinheit auf GCgy,r, und ein ICso-

Wert von 30.5 (+1.8) uM auf GCiang. Daraus folgt, dass pMan2CA4o auf dem Goldchip mit dem langeren
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Glykopolymer effektiver ConA inhibiert als auf dem Goldchip mit kirzerem Glykopolymer. Eine
dhnliche Beobachtung wird bei der Inhibierung der Goldoberflachen mit dem kiirzeren Glykopolymer
pMan2CAys getatigt, auch dieses Polymer inhibiert ConA besser gegen GCiang als gegen GCyyr, (vgl.
Kapitel 2.3.6.3). Dies ist besonders interessant, da in Direktbindungsassays ohne Inhibitor die Affinitat
von ConA gegenlber GCung groBer ist als gegen GCyu,. Dies deutet darauf hin, dass bei
Wechselwirkungen zwischen immobilisierten Glykopolymeren und Glykpolymeren in Lésung mit
Lektinen andere Parameter eine Rolle spielen kdnnten. Die auf der Goldoberfliche immobilisierten
Glykopolymere sind auf einer Seite verankert. Dadurch konnte die Zuganglichkeit einiger
Saccharideinheiten fiir ConA beeintrachtigt sein, da ConA mit 104 — 117 kDa ein grof3es Molekiil ist. Je
grofler das Glykopolymer und je dicker die Schicht, desto mehr Saccharideinheiten kdnnten fir derartig
grofle Molekile zuganglich sein. Ohne Anwesenheit von Inhibitoren in der Losung kénnten diese
unzuganglichen Saccharide durch statistische Riickbindungen zuganglich werden, was eine hoéhere
Affinitat von ConA gegeniiber GCrang im Vergleich zu GCyyr erklaren kdnnte. Diese Riickbindung ist wird
moglicherweise durch die Anwesenheit multivalenter Inhibitoren gestért, denn die solvatisierten
Glykopolymere sind moglicherweise fiir ConA leichter zugdnglich. Kanai et al. konnten in
Hemmaglutinierungsassays einen d&hnlichen Effekt beobachten. Sie zeigten mit Hilfe von
Glykopolymeren unterschiedlicher Kettenldange, dass die Inhibierung zunachst tGiberproportional zu der
Valenz der Glykopolymere steigt.[*”! Ab einer sehr hohen Valenz wird jedoch ein Plateau erreicht, bei

dem zusatzliche Wiederholungseinheiten die Inhibierung nicht verstarken.
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3.2.7 Zusammenfassung der Inhibitions-Kompetitionsstudien

In den Kapiteln 3.2.6.2 — 3.2.6.4 wurden verschiedene Inhibitoren mit einer identischen Konzentration
Uber zwei Goldchips mit unterschiedlich-langen Glykopolymeren geleitet. Auf GCk,r, wurde zuvor ein
mannosyliertes Glykopolymere mit ca. 26 Wiederholungseinheiten und auf GCiang €ines mit etwa 40
Wiederholungseinheiten immobilisiert. Als Inhibitoren wurden zwei monovalente Molekiile, a-
Methylmannose sowie zwei mannosehaltige Glykopolymere mit 26 bzw. 40 Wiederholungseinheiten

miteinander verglichen. Tabelle 9 zeigt die Zusammenfassung der gesamten erhobenen ICso-Werte.

Tabelle 9: Ubersicht der ermittelten ICso-Werte.

ICso-Werte auf GCyyr, ICso-Werte auf GCrang
umolar Pro Zuckereinheit umolar? Pro Zuckereinheit
(uM] (uM]
a-Methylmannose 219 (+19)? 219 (+19)° 650 (+21)? 650 (+21)?
pManys 2.5 (£0.20)? 67.4 (£5.2)? 0.59 (+0.05)? 15.6 (£1.2)°
pManao 4.1 (+0.29)° 166 (£12)° 0.76 (+0.02)? 30.5 (+1.8)°

aStandardabweichung, berechnet aus den Residuen der gefitteten Werte zum Hill1-Fit

In Tabelle 9 ist zu sehen, dass die Glykopolymere ConA effektiver gegen das langere immobilisierte
Glykopolymer auf GCiang inhibieren als gegen das kiirzere auf GCyurz. So kann bei pMan2CAys ein ICso-
Wert von 2.5 (+0.20) uM gegen GCxur, Und gegen GCiang €iner von 0.59 (+0.05) uM beobachtet werden.
pMan2CA4 hingegen weist ICso-Werte von 4.1 (£0.29) uM gegen GCx,r, und 0.76 (£0.02) UM gegen
GCulang auf. Damit inhibieren beide Glykopolymere auf beiden Goldchips besser als a-Methylmannose.
Dieser Inhibitor verfiigt tiber einen 1Csp = 219 (+19) uM auf GCkyr, und einen 1Cso-Wert auf GCuang VON
650 (+21) uM. Da es sich bei pMan2CAzs und pMan2CA4 um hohervalente Molekile handelt, kann
ebenfalls ein ICso-Wert pro Zucker angegeben werden, indem der ermittelte Wert mit der Valenz
multipliziert wird. Auf diese Weise kénnen Molekiile mit unterschiedlicher Valenz hinsichtlich der

Effektivitat der einzelnen Zuckerliganden verglichen werden.
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Abbildung 39: Hill1-Fits der verschiedenen Inhibitoren der Messungen auf GCyur, - molar (links) und
pro Zuckereinheit (rechts) (aufgetragen gegen die jeweilige logarithmische Konzentration).

In  Abbildung 39 werden die molaren ICso-Werte (links) den ICso-Werten  pro
Zuckerwiederholungseinheit bzw. Valenz (rechts) gegeniibergestellt. Durch Normierung auf die
Kohlenhydrat-Wiederholungseinheiten verschieben sich die Hill1-Kurven in Richtung des Fits der a-
Methylmannose. Dabei ndhert sich die rote Kurve von pMan2CAy starker an als die blaue Kurve des
Polymers pMan2CAys. Die relative Inhibierung pro Zucker ist gegen GCxur, bei pMan2CA;s am
ausgepragtesten, wahrend pMan2CA4 dhnlich gut inhibiert wie das monovalente Molekil. Ein
dhnlicher Effekt kann ebenfalls auf Gcung beobachtet werden (vergleiche *Extrapolierte Werte, da

Konzentration der pMan26 zu hoch.

Abbildung 40). Im Vergleich der molaren Konzentration inhibieren pMan2CA,s und pMan2CA4 in der
gleichen GroRenordnung und damit deutlich starker als a-Methylmannose. Werden die Kurven um die
tatsachlich prasentierten Zuckerliganden bereinigt, inhibieren beide Glykopolymere dennoch deutlich

starker ConA gegen GCiang als a-Methylmannose.
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Abbildung 40: Hilll-Fits der verschiedenen Inhibitoren gegen GCung - molar (links) und pro
Zuckereinheit (rechts) (aufgetragen gegen die jeweilige logarithmische Konzentration).

Im Vergleich der Glykopolymere kann in *Extrapolierte Werte, da Konzentration der pMan26 zu hoch.

Abbildung 40 ein dhnlicher Trend auf GCing beobachtet werden wie auf GCxur,. Das Glykopolymer
pManys inhibiert normiert auf die Anzahl der Zucker besser als das Polymer mit 40

Wiederholungseinheiten.

Bezogen auf die Frage, inwiefern sich das Inhibitionsverhalten der verschieden-langen Glykopolymere
gegen die gleichen Glykopolymere auf den Goldoberflachen in Anwesenheit von ConA verhalt, ergibt
sich das folgende Gesamtbild: Wahrend im Direktbindungsassay ConA eine héhere Affinitat gegen die
Oberflache mit langerem Glykopolymer pMan2CAy als gegen die Oberflaiche mit pMan2CA,s aufweist,
gibt es bei den Inhibitoren keinen eindeutigen Trend. Monovalente a-Methylmannose inhibiert ConA
mit einem 1Cso-Wert von 219 (£19) uM besser als gegen GCgyr, mit ICso = 650 (£21) uM. Es wird auf
GCyur; also ca. dreimal weniger a-Methylmannose bendtigt, um die gleiche Konzentration ConA zu
inhibieren als dies auf GCung der Fall ist. In den Inhibitions-Kompetitionsstudien mit den
Glykopolymeren ist dies genau andersherum. Die Inhibitoren pMan2CA,s und pMan2CA4 weisen mit
2.5 (£0.20) uM (pMan2CAy) bzw. 4.1 (+0.29) uM (pMan2CA4) geringere ICso-Werte gegen GCyang auf
als gegen GCyyr,. Mit ICso-Werten von 0.59 (+0.05) uM (pMan2CAy6) und 0.76 (+0.02) uM (pMan2CA4o)

sind diese gegen GCiang ca. um den Faktor 5 kleiner. Dies bedeutet, dass auf GCang €ine um diesen
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Faktor geringere Glykopolymerkonzentration zur 50 %-igen Inhibierung des ConA ausreicht als zur

Inhibierung des ConA gegen GCyyr,.

Zusatzlich wurde der ICso-Wert pro Zuckereinheit berechnet, da so ein Vergleich der Effektivitat einer
Zuckereinheit moglich ist. Dies ist in Tabelle 9 dargestellt. Aus diesen Werten kann der Schluss gezogen
werden, dass die Inhibitoren auf unterschiedliche Weise mit ConA wechselwirken — je nachdem, ob sie
mono- oder multivalent sind. In allen Inhibitions-Kompetitionsstudien wird der Inhibitor einige Zeit vor
Kontakt mit der Oberflaiche zum ConA hinzugegeben. In dieser Zeit kann der Inhibitor mit ConA
nichtkovalente Bindungen ausbilden. Im Vergleich zu den Glykopolymeren ist a-Methylmannose ein
kleines und monovalentes Molekil. Daher ist die Bindung mit ConA schwacher ausgepragt und
ebenfalls nicht sterisch abgeschirmt. Die Glykopolymere hingegen kénnen mehrfach mit einem oder
mehreren ConA-Tetrameren wechselwirken und schirmen das gebundene ConA von mdglichen
anderen Wechselwirkungspartnern ab. Dies erklart die Beobachtung, dass hohere Konzentrationen
der a-Methylmannose verwendet werden missen, um ConA gegen die Glykopolymere auf den
Goldoberflachen abzuschirmen. Im Vergleich der Inhibierung von ConA durch die Glykopolymere auf
beiden Oberflachen fallt auf, dass die ermittelten ICso-Werte auf GCiang geringer sind als die von GCxur..
Das bedeutet, dass ConA von den Glykopolymeren besser gegen die langen Mannosepolymere auf der
Goldoberflache abgeschirmt werden kann als gegen die kurzen. Die gleichzeitig beobachtete
unvollstandige Inhibierung gegen GCang erscheint zundchst widerspriichlich, jedoch finden sich in der

Literatur Erklarungsansatze.

Die Gruppe und Lazar et al. untersucht ebenfalls die Bindung zweier Pflanzenlektine (Griffonia
simpliciolia und Erythrina cristagalli) an zwei oberflaichengebundene Glykopolymere verschiedener
Ldange, basierend auf den mit diesen Lektinen bindenden Zuckern N-Acetylglucsoamine bzw. N-
Acetyllactosamin, mittels elektrochemischer Impedanzspektroskopie.*’”?! Die Gruppe beobachtet ein
unterschiedliches Bindungsverhalten der Lektine abhangig von der Linge der immobilisierten
Glykopolymere und fiihrt dieses auf die sich aus der Lange der Glykopolymere unterscheidende

Topologie zuriick. Dabei wird eine unterschiedliche Zuganglichkeit der Lektine an exponierte bzw.
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duBere Kohlenhydrateinheiten beobachtet, wahrend die inneren Kohlenhydrateinheiten fiir die
Lektine weniger zuganglich sind. Dies erfolgt durch Bestimmung der Kq-Werte der Bindung der Lektine
an der jeweiligen Art der Kohlenhydrateinheiten (,Innere Zone” im Vergleich zur ,duReren Zone*).[*”3!
Lazar et al. zeigen, dass die Zuganglichkeit der inneren Kohlenhydrateinheiten der langeren

Glykopolymeren geringer ist als die der kiirzeren Glykopolymere, welche sie mit einer aufgrund der

PolymergroRe reduzierten Zuganglichkeit begriinden.

Unterschiedliche Bindungszonen liefern eine mogliche Erklarung fir das zuvor beschriebene und
anscheinend widersprichliche Inhibierungsverhalten der Glykopolymere. Wahrend die geringeren
ICso-Werte der Glykopolymere gegen GCang im Vergleich zu GCkyr, eine bessere ,,Gesamtinhibierung”
vermuten lassen, kdnnte die unvollstandige Inhibierbarkeit auf GCiang durch die Glykopolymere auf
eine ebenfalls unterscheidbare Zuganglichkeit der Mannoseeinheiten auf dieser Oberflache fiir ConA
hindeuten. Eine nicht-vollstandige Inhibierung kdonnte in diesem Fall bedeuten, dass Glykopolymere
zwar eine Bindung an alle Zuckereinheiten gegen GCi.ng besser inhibieren. Kommt es jedoch zu einer
Bindung weniger exponierter Kohlenhydrateinheiten, so konnte die reduzierte Zuganglichkeit auch fir

den Inhibitor bedeuten, dass die im Inneren gebundenen Lektine schwerer inhibiert werden kdnnen.

Da der mittels SPR determinierte kq-Wert nicht zwischen verschiedenen Zonen unterscheiden kann, ist
es leider nicht moglich, diese Hypothese im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchen. Weiterfiihrende
Arbeiten konnten mit Hilfe anderer analytischer Methoden, bspw. der elektrochemischen

Impedanzspektroskopie, diese Hypothese untersuchen.
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3.3 Glykopolymer-funktionalisierte Partikel und
Bakterienassays

In Kapitel 1.4.1 dieser Arbeit werden verschiedene Arten glykosylierter Nanopartikel vorgestellt. Ein
besonders breites potenzielles Anwendungsspektrum weisen vor allem mannosylierte Nanostrukturen
auf. In der Literatur konnten einige Typen Nanostrukturen bereits zur photodynamischen
Therapie*®! in der Gentherapie®®" 82 |mmuntherapie!®®® 84 und Tumortargeting('® 18
eingesetzt werden, nur um einige Beispiele zu benennen. In wenigen Studien wurden bisher
Verbindungen mit Janusstruktur hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitdat verglichen, also solche
Strukturen, die zwei unterschiedlich funktionalisierte Seiten besitzen. Percec et al. untersuchten z.B.
das Bindungsverhalten von janusartigen Dendrimeren, die aufgrund der Molekilsyntheseroute zwei
Dendrimerzweige  unterschiedlicher Polaritdit aufweisen und so selbstassemblierende
Glykodendrimersomen ausbilden. Die auf diese Weise erzeugten Dendrimere enthielten
Lactoseeinheiten und Lactose, die mit Methoxytriethoxyleinheiten geschiitzt wurde.[8”
Unterschiedliche Dendrimere mit variierenden Einbauverhaltnissen dieser Bausteine wurden auf ihre
Affinitat hin zu Lektinen untersucht. Dabei konnte die Gruppe zeigen, dass die Affinitdt der Dendrimere
zu den untersuchten Lektinen von diesen Einbauverhaltnissen abhing und die Starke der Bindung der

Dendrimere mit Lektinen kontrolliert werden konnte.

Eine direkte Anwendung anderer Janusstrukturen konnte bisher nicht gezeigt werden. Die Synthese
glykosylierter Januspartikel wurde bisher von Kaufmann et al. gezeigt.!® Mittels eines
Mikrokontaktdruckverfahrens kénnen pordse Partikel mit Kohlenhydraten funktionalisiert werden,
eine Anwendung wird in den Arbeiten dieser Gruppe jedoch nicht beschrieben. Die in Kapitel 1.4.2
vorgestellten Januspartikel auf Silikabasis sind bisher nicht mit mannosylierten Strukturen
funktionalisiert und untersucht worden und stellen aufgrund ihrer einzigartigen physikalischen
Eigenschaften ein interessantes Tragermedium dar. Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit
mannosylierte Januspartikel synthetisiert und charakterisiert sowie hinsichtlich ihrer biologischen

Relevanz untersucht werden. Es wird erwartet, dass Januspartikel andere Eigenschaften bei der
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Inhibierung biologischer Systeme aufweisen als korrespondierende Partikel mit einer vollstandigen

Funktionalisierung.

3.3.1 Vortests zur Bestimmung der Funktionalisierungsstrategie

Die Funktionalisierung der Amin-prasentierenden Partikel orientiert sich an der Literatur und erfolgt
in Kooperation mit Claudia Marschelke aus der Gruppe von Alla Synytska am Leibniz-Institut fir
Polymerforschung in Dresden.[?0 128 185, 1901 pje Jgnuspartikel wurden von Claudia Marschelke
ausgehend aus 3-Aminopropyltriethoxysilan (APS) synthetisiert und zur Verfligung gestellt. Sie
prasentieren auf der einen Seite freie Amine und auf der anderen Seite Poly-N-Isopropylacrylamid
(Poly(NIPAmM)) bzw. Poly-Ethylenglycol (PEG). Die Glykopolymere dargestellt in Tabelle 4 in Kapitel 3.1.2
[pMan2CA;s, pMan2CAs;, pMan2CAs3, pGal2CA,4, pGal2CAs; und pGal2CAje] sollen durch Reaktion
terminaler Carboxygruppen mit den freien Aminen des APS an die Partikel angebunden werden. Es soll
daher zunachst ein optimiertes Kupplungsprotokoll mit Hilfe von vollstandig funktionalisierten APS-

Partikeln etabliert werden. Diese Partikel dienen in spateren Bindungsstudien als Vergleichsstrukturen.

Neben den anvisierten Glykopolymeren stellen auch glykosylierte Oligoamidoamine eine interessante
Struktur zur Funktionalisierung von Januspartikeln dar. Aus diesem Grund erfolgte zunachst eine erste
Untersuchung der Kupplung des Modellmolekiils EDS (Ethylenedioxy-bis(ethylamin)succinid) als
Modellmolekiil fiir eventuelle Funktionalisierungen mit Glykooligoaminen neben Kupplungen mit
Mannosepolymeren. Bei EDS handelt es sich um einen etablierten Baustein der Gruppe von Prof. Dr.
Hartmann, welcher Gber eine terminale Carboxygruppe verfiigt und einen wichtigen Bestandteil vieler
Oligomere darstellt.8- 1°% Es wurden drei verschiedene Kupplungsmethoden miteinander verglichen:
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid  (EDC) unter nachfolgender Hinzugabe von
N-Hydroxysuccinimid ~ (NHS),  4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholiniumchlorid
(DMTMM) sowie Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP) unter
nachfolgender Hinzugabe von Diisopropylethylamin (DIPEA). Die Verschiedenen Kupplungsreagenzien

sollen hinsichtlich ihres Funktionalisierungserfolges der Amin-prasentierenden Partikel untersucht und
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miteinander verglichen werden. Dabei funktionieren sie nach dem gleichen Prinzip. Die jeweiligen
Kupplungsreagenzien aktivieren die Carbonsdure, indem diese in einem oder mehreren Schritten eine
gute Abgangsgruppe bilden und das Amin leichter einen nucleophilen Angriff unter Ausbildung eines

Amids durchfiihrt. Dies ist exemplarisch fir EDC/NHS in Schema 6 dargestellt.

Schema 6: Kupplungsmechanismus mit Hilfe von EDC und NHS.

Zur Vergleichbarkeit des Kupplungserfolgs wurden identische Mengen APS-Partikel, EDS bzw.
Glykopolymer und Kupplungsreagenzien verwendet. AnschlieBend wurden die jeweiligen
Zetapotentiale der erhaltenen Partikel gemessen und mit den unfunktionalisierten Partikeln

verglichen.

Die thermale Umsetzung erfolgt gemaR dem Protokoll der Gruppe um Kirillova.[**7: 133, 137, 1921 pje
Glykopolymere werden mit jeweils 20 mg APS-Partikeln, in MilliQ-Wasser gel6st und das Wasser wird
unter vermindertem Druck entfernt. Die Partikel werden daraufhin Uber Nacht im
Vakuumtrockenschrank getrocknet und anschlieBend analog zur EDC/NHS-Umsetzung aufgereinigt

(vgl. Kapitel 5.4.1).

In Tabelle 10 werden Zetapotential und pH-Wert des isoelektrischen Punktes der verschiedenen
Funktionalisierungsmethoden miteinander verglichen und in Relation zu den APS-Partikeln ohne
Funktionalisierungsschritt gesetzt. Zur Einschatzung des Kupplungserfolgs ist das Zetapotential eine
wichtige GrolRe, denn die Reaktion von Aminen zu Amiden sorgt fiir eine Verringerung der positiven
Ladung in der duRersten Partikelschicht und somit flir ein kleineres bzw. negatives Zetapotential.

Daher kann davon ausgegangen werden, dass alle drei Kupplungsmethoden zum gewiinschten
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Ergebnis fluhren. Alle Kupplungen wurden in MilliQ-Wasser vorgenommen unter den gleichen

Bedingungen umgesetzt, wie sie in Kapitel 5.4.1 fur EDC/NHS beschrieben werden.

Tabelle 10: Vergleich der verschiedenen Kupplungsmethoden auf APS-Partikeln mittels Bestimmung
des Zetapotentials und des isoelektrischen Punkts zur Einschdtzung des Funktionalisierungserfolgs.

Substanz Kupplungs- Zetapotential Zetapotential OHIEP®
methode [mv]° pH 7 [mV]°

- - 24.4+0.2 28.7 8.16

EDC EDC/NHS -54+0.1 - 5.74
EDC DMTMM -6.5+0.2 - 5.56
EDC PyBOP/DIPEA 52+03 - 5.63
pMan2CAs3 EDC/NHS 31.9+0.3 1.7 7.06
pGal2CAy4 EDC/NHS 17.8+0.6 -1.6 6.90
pMan2CAs6 EDC/NHS 129+0.5 -7.8 6.66
pMan2CAass3 DMTMM 27.0+£0.7 4.8 7.26
pMan2CAys PyBOP/DIPEA 24.2+0.8 3.0 7.17
pMan2CAss Thermisch 14.8+0.2 -4.8 6.81
pMan2CA;s Thermisch 16.0+0.8 -2.3 6.95

aAPS-Partikel ohne Kupplungsreaktion zur Referenz, °’Gemessen in 1 mM KCl, “Bestimmt durch
pH-Titration

Bei den Funktionalisierungen von EDS zeigen sich in den Zetapotentialen bei EDC/NHS und DMTMM
geringfligige Unterschiede, wihrend PyBOP/DIPEA ein um ca. 10 mV hoheres Zetapotential als die
anderen beiden Funktionalisierungsvarianten aufweist. Die Ansatzreihe der mannosylierten
Glykopolymere zeigt eine ahnliche Tendenz, jedoch ist die Funktionalisierung mit DMTMM ebenfalls
weniger effektiv als eine EDC/NHS-Funktionalisierung oder die thermische Variante. Die hdchste
Differenz zu den unfunktionalisierten Referenzpartikeln mit einem Zetapotential von 28 mV weist
beispielsweise der Ansatz von pGal2CA;s mittels EDC/NHS-Funktionalisierung mit einem

Zetapontenzial von -7.8 mV auf. Die Funktionalisierung von pMan2CAs3 mit DMTMM war hingegen mit
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43 mV um fast 12 mV hoher. Da sowohl die thermische Umsetzung als auch die EDC/NHS-
Funktionalisierung die hochste Reduktion des Zetapotentials herbeifiihren, wird im Folgenden
untersucht, welche Funktionalisierungsbedingung zur Partikelfunktionalisierung mit Glykopolymeren

besser geeignet ist.

In einem zweiten Schritt wird daher die EDC/NHS-Kupplung mit der thermisch-initiierten grafting-to

Variante verglichen. Anschliefend werden die Zetapotentiale der funktionalisierten Partikel gemessen.

Tabelle 11 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 11: Optimierung der APS-Partikelfunktionalisierung.

il Ghhopotmer G MR e 2eapenta
APS - - 0.0 - 46.7
APS pGal2CA;, 6,900 43.6 Thermisch -18.3
APS pMan2CAs; 10,520 25.1 Thermisch -23.8
APS pGal2CAy4 6,900 40.0 EDC/NHS -8.0
APS pGal2CAy7 4,870 42.6 EDC/NHS -49.2
APS pGal2CAss 12,900 253 EDC/NHS -10.6
APS pGal2CAio: 28,400 27.3 EDC/NHS -13.1

aGemessen in wassriger 1 mM KCI-Losung

In

Tabelle 11 werden die verschiedenen Funktionalisierungsvarianten verschieden-langer Glykoplymere
der Differenz zum Zetapotential der unfunktionalisierten APS-Partikel gegeniibergestellt. Zusatzlich
wurde als Referenz ein Batch pGal2CAi0: unter den Kupplungsbedingungen eingesetzt, welcher frei-
radikalisch, also ohne RAFT-Reagenz, umgesetzt wurde und somit Uber keine terminalen

Carboxygruppen verfiigt.

Insgesamt kann der Trend beobachtet werden, dass die EDC/NHS-Funktionalisierung erfolgreicher ist,

je kirzer die verwendeten Glykopolymere sind. So ist das Zeta-Potenzial von pGal2CA;; mit
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4,870 g/mol um 49.2 mV verringert im Vergleich zu pGal2CA4s mit einer Masse von 12,880 g/mol und
einer Differenz von 10.6 mV. Bei den thermisch funktionalisierten Glykopolymeren ist der Trend
umgekehrt. So ist das Zetapotential des langeren pMan2CAss mit 10,500 g/mol bei einem AmV =-23.8
starker reduziert worden als das kiirzere Glykopolymer pMan2CA,s mit 6,900 g/mol und einem
AmV = 18.3. Aufgrund dieser Vorstudien werden verschiedene Partikel fir Wechselwirkungsstudien
mit Bakterien synthetisiert und analysiert. Die Referenzprobe mit pGal2CAjo; zeigt jedoch, dass neben
dem Zetapotential ein weiteres Kriterium zum Messen des Funktionalisierungserfolgs heranzuziehen
ist. Denn auch ohne Glykopolymere mit terminalen Carboxygruppen wird durch die
Funktionalisierungsreaktion ein Zetapotential von -13.1 mV erreicht. Aus diesem Grund werden in
nachfolgenden Funktionalisierungsbestimmungen auch die Mengen an Zucker sowie Amine
determiniert, die auf den Partikeln ermittelt werden koénnen, um einen Vergleich des

Funktionalisierungserfolgs zu ermdglichen.
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3.3.2 Funktionalisierung und Charakterisierung der Partikel

Ziel der Bakterienstudien ist ein Vergleich der Aggregate, die sich als Resultat der Wechselwirkungen
zwischen glykosylierten Partikeln E. Coli Bakterien ausbilden, welche spezifisch an Mannose binden.
Dafiir werden zwei Typen von Partikeln synthetisiert und miteinander verglichen: vollstindig
glykosylierte APS-Partikel und halbseitig glykosylierte Januspartikel. Die jeweils anderen Kugelhélften
der Januspartikel sind mit Poly(PEGMA) bzw. Poly(NIPAm) funktionalisiert. Die Glykosylierung der
Partikel erfolgt entsprechend der Resultate aus Kapitel 3.3.1: Partikel, die mit langeren
Glykopolymeren funktionalisiert werden sollen, werden (iber die thermische Variante funktionalisiert.
Kirzere Glykopolymere werden hingegen mittels EDC/NHS-Chemie funktionalisiert. Die
Ausgangspartikel werden von Claudia Marschelke gemall den literaturbekannten Syntheserouten

synthetisiert und zur Verfiigung gestellt.[*20 190, 193]

Zur Synthese der Partikel erfolgt zunachst wie in der Literatur beschrieben eine Physisorbtion der
Silika-Partikel mit APS.[220: 190, 193] pje erhaltenen APS-Partikel werden anschlieRend mittels dem von
Hong et al. beschriebenen ,Pickering-Emulsion-Verfahren” halbseitig mit einem Wachs benetzt, sodass
eine Kugelhélfte fiir chemische Reaktionen zuginglich ist.'?* Auf diese Weise werden mittels eines
Grafting-to-Ansatzes Poly(NIPAmM) bzw. Poly(PEGMA) auf die mit dem Wachs unbenetzte Seite der
APS-Partikel aufgebracht unter Ausbildung von Amidbindungen. Nach Entfernen des Wachses kénnen
die verbliebenen Amine mit Carboxy-terminierten Glykopolymeren umgesetzt werden. Zur
Uberpriifung des Syntheseerfolgs werden die auf diese Weise erzeugten Partikel mit Hilfe eines
Rasterelektronenmikroskop (REM) betrachtet (die Abbildungen sind in Kapitel 6.8 im Anhang
dargestellt). Aufgrund der halbseitigen Funktionalisierung der Partikel bilden diese teilweise kleine
Aggregate, deren Polymermatrizen ineinander verzahnt sind. Dies kann vor allem in der Aufnahme der
mit Poly(PEGMA) beobachtet werden (Anhang, Abbildung 32) — die beobachtbaren Unebenheiten auf

den Partikeln bilden kleine Briicken zu den anderen vizinalen Partikeln.
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Die so erhaltenen Partikel werden anschlieBend mit den zuvor synthetisierten Glykopolymeren
funktionalisiert, welche in Tabelle 12 dargestellt werden. Die Umsetzung der erfolgt mit den zuvor
ermittelten effektiven Funktionalisierungsbedingungen, also thermisch fiir die langeren
Glykopolymere pGal2CA;; und pMan2CA;; und via EDC/NHS beim kirzeren pMan2CA;s Glykopolymer

wie in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 12: Verwendete Glykopolymere zur Partikelfunktionalisierung.

Polymer M,? Wiederholungseinheiten M, /M,?
pGal2CA;; 10,600 36.9 1.07
pMan2CAs; 10,500 36.7 1.03
pMan2CAs 5,300 17.8 1.09

2Mit Hilfe von Gelpermeationschromatographie ermittelt.

Zur Bestimmung des Erfolgs der Synthese wird das Zetapotential der Partikel bestimmt. Zur
kolorimetrischen Quantifizierung des Funktionalisierungsgrads werden die Partikel zusatzlich einem
Kaisertest zur Bestimmung der Rest-Amine sowie einem Zuckernachweis mittels Phenol-
Schwefelsduremethode unterzogen. Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 13 dargestellt. Dies
erlaubt einen Vergleich des Funktionalisierungserfolgs der unterschiedlichen Anséatze. Die Messungen
des Zetapotentials der Partikel deuten darauf hin, dass eine Funktionalisierung in jedem Fall
stattgefunden hat. Im Vergleich zeigt sich eine erhhte Restaminkonzentration auf den APS-Partikeln
[Manis-APS, Mans7-APS und Gals7-APS] von 11 -34 %. Im Zuckernachweis zeigt sich jedoch eine
unterschiedliche und inhomogene Qualitat der Funktionalisierung. Die Zuckerkonzentration schwankt
stark von 5.2% bei Manis-APS bis zu 24.6 % bei Mans;-APS. Auflerdem ist die ermittelte

Zuckerkonzentration der halbseitig mit NIPAm funktionalisierten APS-Partikel im negativen Bereich.

111



3. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 13: Ubersicht der synthetisierten Partikel unter Angabe der jeweils funktionalisierten
Glykopolymere und den Indikatoren fiir den Erfolg dieser Funktionalisierungen: Zetapotential,
Zuckerkonzentration und Restamingehalt.

. Funktio- Immobili- Zeta Zucker- .
Bezeich- . . . . . Restamin-
nun nalisierter siertes Methode  potential konzentration Gehalt [%]°
g Partikeltyp Polymer [mV]? [um]b >
APS 100
- - + [+
(Blank) APS 46.7 0 (+14.14 %) (£0.38%)
I\/Ianlg- 34
+ 0
APS APS pMan2CA;s  EDC/NHS 19.9 5.2 (£5.4 %) (£0.27 %)
Manlg— o 13
IPEG Janus-PEG pMan2CA;s  EDC/NHS 3.2 11.9 (+ 2.9 %) (£ 0.41 %)
Manlg- c 9
INIPAM Janus-NIPAm pMan2CA;g  EDC/NHS 14.4 (£0.77 %)
Mansz- . 26
+ 0
APS APS pMan2CAs;  Thermisch 11.9 24.6 (£ 0.2 %) (£5.6 %)
Mansy- . 2
- - + 0
IPEG Janus-PEG pMan2CAs;  Thermisch 35 6.8 (£7.2%) (+40.9 %)
Mansz- . c Zu wenig
INIPAM Janus-NIPAm  pMan2CAs;  Thermisch 7.1 Umsatz
GaI37- . 30
+90
APS APS pGal2CAs;  Thermisch 14.0 11.3 (£ 9 %) (£ 0.46 %)
Galr | us-PEG Gal2CA;;  Thermisch 9.1 2.3 (£5.18 %) 8
JPEG P 37 ' 2RS4 1.22 %)
GaI37- . c 8
INIPAM Janus-NIPAm  pGal2CAs;  Thermisch -5.5 - (+ 1.66 %)
NIPAmM -13.43
only APS pNIMAmM (£53 %) -

3Gemessen bei pH = 7.0, °Mittels Phenol-Schwefelsduremethode determiniert, ‘Ermittelt via Kaisertest

Diese Beobachtungen lassen sich durch die unterschiedliche Lange der Glykopolymere erkldren, da
sich auf der gleichen Partikeloberflache mehrere Zucker bei einem langeren Glykopolymer befinden
konnen. Dies ist auf die Messmethode zuriickzufiihren, denn bei der Bestimmung der
Zuckerkonzentration via Phenol-Schwefelsduremethode wird mittels UV/VIS-Spektroskopie von der
gemessenen Intensitdt eine Referenzprobe abgezogen, die unfunktionalisierte APS-Partikel enthalt. Im
Vergleich zu dieser Referenz absorbieren die NIPAm-prasentierenden Partikel weniger Licht der
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detektierten Wellenlange und liefern daher ein negatives Ergebnis. Dies liegt wahrscheinlich an der
Absorption des Poly-NIPAm, welches im Bereich um 500 nm ein lokales Maximum in der Absorption
aufweist, wie beispielsweise von Li et al. gezeigt.[*** Die Phenol-Schwefelsdure-Methode untersucht
die Absorption eines gebildeten Molekiils bei 490 nm, sodass die Anwesenheit des Poly-NIPAms an
dieser Stelle zu verzerrten Ergebnissen flihrt. Da von diesem Effekt auch beiJanuspartikeln auszugehen
ist, werden die Ergebnisse der Zuckerbestimmung von diesen Partikeln verworfen und lediglich

Zetapotentialbestimmung bzw. Kaisertest zur Einschatzung des Syntheseerfolgs herangezogen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus Tabelle 13, dass die jeweiligen Funktionalisierungen
erfolgreich waren, auch wenn nicht bei allen Partikelansatzen eine vollstandige Umsetzung aller Amine
erfolgte. Die Auswirkungen der restlichen Amine mussen daher in der Interpretation nachfolgender

Ergebnisse berticksichtigt werden, falls es zu unerwarteten Abweichungen kommt.

3.3.3 Interaktionsstudien mit E. Coli

Die synthetisierten Partikel eignen sich aufgrund der Prasentation von Kohlenhydraten fir
Interaktionsstudien mit Bakterien. Als Bakterium eignet sich Escherichia Coli (E. Coli), das mit Hilfe
seiner haardhnlichen Proteinanhidnge auf der dulReren Zellmembran, Fimbrien oder Pili genannt,
Lektine prasentiert, die selektiv an a-D-Mannopyranosideinheiten binden und keine

Wechselwirkungen mit Galaktose zeigen.[148 19

Im Rahmen dieser Arbeit wird ein Stamm Escherichia Coli (pKL1162) eingesetzt, welcher green
fluorescent protein (GFP) im Inneren der Zellen exprimiert und somit in Fluoreszenzanwendungen
detektiert werden kann. Aufgrund der multivalenten Prasentation der a-D-Mannopyranosideinheiten
auf den (Janus-)Partikeln wird eine hohe Affinitdt von E. Coli zu diesen Partikeln erwartet. Da auf den
Januspartikeln lediglich eine halbseitige Prasentation der Glykopolymere erfolgt, wird eine anderes

Aggregationsverhalten im Vergleich zu vollstandig-funktionalisierten Partikeln vermutet.

Interaktionen zwischen E. Coli und Januspartikeln sind unter Umstinden durch das
Aggregationsverhalten der Partikel in verschiedenen wassrigen Medien limitiert. Zur Untersuchung der
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kolloidalen Stabilitdit werden die unterschiedlichen Partikel in MilliQ-Wasser und in LBB-Puffer
dispergiert. Eine Detektion der Partikelgréf3e zeigt, dass die funktionalisierten Partikel und die APS-
Partiel in LBB bereits nach wenigen Sekunden zu starken Aggregationen neigen. In MilliQ-Wasser zeigt
sich jedoch eine kolloidale Stabilitat, die Gber drei Tage anhalt (vergleiche Kapitel 5.4.3). Somit kdnnen
Inhibitionsstudien von Partikeln in diesem Medium mit E. Coli durchgefiihrt werden, welche diesen
kurzen Zeitraum ohne Nahrmedium bei konstanter Affinitdt zu mannosylierten Strukturen Gberstehen
konnen. Ziel ist es, Wechselwirkungen der ,klassischen” glykosylierten APS-Partikel mit neuartigen
glykosylierten Januspartikeln zu vergleichen. Zum Nachweis und zur Quantifizierung der
Wechselwirkungen der Bakterien mit den Partikeln wird ein quantitatives Fallungsassay gewahilt.
Hierzu werden, wie in Abbildung 41 schematisch dargestellt, die Partikel zusammen mit Bakterien in
einem Gefall vorgelegt. Die Triibung der Bakterien-Partikel-Losung wird Uber Zeit nachverfolgt,
wodurch auf Sedimentation geschlossen werden kann. Je starker die Wechselwirkung der Bakterien
mit den Partikeln, desto schneller wird aufgrund der erwarteten GréRe der gebildeten Cluster eine

Abnahme der Trlibung erwartet.

24 h

556 pg/mL

Abbildung 41: Schematische Darstellung des Triilbungsassays.
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In diesem Versuchsaufbau missen von dem Partikel-Bakterien-Gemisch zusatzlich zwei
unterschiedliche Negativkontrollen vermessen werden. Eine Negativkontrolle wird mit Partikeln
durchgefihrt, die ausschlielRlich mit Poly(NIPAm) funktionalisiert sind, um ein eventuell beobachtbares
Aggregationsverhalten der Januspartikel durch Poly(NIPAm) hervorgerufenes Wechselwirken der
Partikel auszuschlieBen. Eine weitere Negativkontrolle wird durch Verwendung von galaktosylierten
Partikeln eingesetzt, da E. Coli nicht mit Galaktose wechselwirkt. Beide Negativkontrollen dienen somit
der Verifizierung der Detektion von spezifischen Wechselwirkungen. Insgesamt werden finf
verschiedene Partikeltypen vermessen, davon zwei Januspartikel und drei vollstandig funktionalisierte
APS-Partikel. Die Januspartikel sind, wie in Abbildung 42 schematisch dargestellt, jeweils halbseitig mit
Galaktose bzw. Mannose funktionalisierte Partikel, deren andere Halften Poly(NIPAm) prasentieren.
Zur Gegenprobe werden ebenfalls Partikel vermessen, die diese Polymere auf der gesamten
Partikeloberflache prasentieren. Fiir das vollstandig mannosylierte System Mans;-APS wird demnach
die starkste Aggregatbildung erwartet, wahrend das halbseitig-mannosylierte System Mansz-JNIPAm

eine kontrollierte Aggregatbildung aufweisen sollten.

Cluster Homogen funktionalisierter Partikel Januspartikel-Cluster

Abbildung 42: Erwartete Ausbildung der Partikel verschiedener Auspragung.
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Abbildung 42 zeigt zwei unterschiedliche Bindungsszenarien, die fiir Janus- bzw. homogen
funktionalisierte Partikel angenommen werden kénnen. Wahrend die homogen-funktionalisierten
Partikel besser Cluster mit weiteren E. Coli ausbilden sollten und somit gréRere Uberstrukturen
entstehen koénnen, wird bei den Januspartikel die Ausbildung deutlich kleinerer Cluster erwartet.
Aufgrund der halbseitigen Funktionalisierung mit dem Glykopolymer sollte eine Bindung mehrere
E. Coli an einen Partikel gleichzeitig erschwert werden. In den folgenden Unterkapiteln soll diese

Hypothese untersucht werden.

3.3.3.1 Aggregatbildung — Konzeptstudie

Vor der Umsetzung detaillierter Studien zur Erfassung des Einflusses der Konzentrationsabhangigkeit
bei der Aggregatbildung zwischen Partikeln und Bakterien erfolgt zunachst die Durchfiihrung einer
Konzeptstudie. Hierzu werden Partikel, die gut mit E. Coli wechselwirken sollten, sowohl ohne
Bakterien als auch in Anwesenheit verschieden hoher Konzentrationen GFP-gelabelter E. Coli
Bakterien unter dem Fluoreszenzmikroskop in Kombination mit Durchlicht untersucht. Hierzu wird
Man1s-APS verwendet und es werden 2.0 mg/mL einer Dispersion von dieser Partikelsorte erzeugt.
AnschlieBend wird diese zusammen mit einer Bakterienldsung mit jeweils 2.0 mg/mL bzw. 1.0 mg/mL
im Verhaltnis 1:1 vermengt. Als Kontrolle diente ein dritter Ansatz dieser Partikel, der nur mit MilliQ-
Wasser versetzt wurde. Das Fluoreszenzmikroskop erlaubt eine Betrachtung der gebildeten Aggregate,
da in die Bakterien das griin fluoreszierende Protein eingebaut wurde. Dadurch kdnnen diese zum
Fluoreszieren angeregt und somit besser unter einem optischen Mikroskop beobachtet werden.
Insgesamt werden drei Dispersionen angesetzt mit identischer Partikelkonzentration (2.0 mg/mL) und
unterschiedlicher Bakterienendkonzentration (2.0, 1.0und O0mg/mL). Die Aufnahmen des
Fluoreszenzmikroskops im zeitlichen Abstand von 10 Minuten, 3 h, 6 h und 24 h zeigen, dass sich bei
den Partikeln in Anwesenheit von E. Coli Aggregate ausbilden (alle Abbildungen im Anhang
dargestellt). Exemplarisch kann die Aufnahme von 2.0 mg Manis-APS in Anwesenheit von 1.0 mg E. Coli

nach 10 Minuten Kontaktzeit betrachtet werden (Abbildung 43).
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Die in Abbildung 43 dargestellten Fluoreszenzmikroskopaufnahmen zeigen hell-weiBe und oftmals
stabchenférmige Objekte, welche die E. Coli-Bakterien sind. Die grauen, meist rundlichen Objekte, sind
die Partikel. Beispielhaft wird ein kleines Aggregat, welches hauptsachlich aus Partikeln besteht, in
einem roten Kreis hervorgehoben. Ein weiterer Bereich, in dem hauptsachlich Bakterien vorhanden

sind, ist griin eingekreist. Bereiche, in denen Aggregate bestehend aus sowohl Bakterien als auch aus

Partikeln zu sehen sind, sind mit einem schwarzen Kreis markiert.

Abbildung 43: Manis-APS zu 2 mg/mL in Anwesenheit von E. Coli mit einer Konzentration von 1 mg/mL
nach 3 h. Roter Kreis: Hauptsachlich Partikel im Aggregat. Griiner Kreis: Bakterien dominieren diesen
Abschnitt. Schwarze Kreise: Sowohl Bakterien als auch Partikel im Aggregat vorhanden.

Die Aggregate beider Aufnahmen zeigen die hell-leuchtenden Bakterien mit Partikeln, die sich
zwischen diesen Bakterien befinden. Daraus folgt, dass die beobachteten Aggregate sowohl aus
Bakterien als auch aus Partikeln bestehen. Auch im Vergleich zur Negativkontrolle (siehe Anhang)
kénnen deutlich groRere Aggregate beobachtet werden. Die Ausbildung der Aggregate entspricht den
Erwartungen fir vollstandig-funktionalisierte Partikel. Die Wechselwirkung zwischen dem

Partikeltypus Manis-APS findet in alle Richtungen gleich statt, sodass sich Bakterien von allen Seiten
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anlagern kdénnen. Diese Bakterien kénnen nun auf der von Partikel abgewandten Seite wiederum mit

weiteren Partikeln wechselwirken, sodass sich grofSere Cluster ausbilden.

Ahnliche Mechanismen kdnnen beispielsweise in den Arbeiten von Elgiddawy et al. und Romero-Ben
et al. beobachtet werden. Die Gruppe um Elgiddawy erzeugt Core-Shell-Nanopartikel mit Mannose in
der duBersten Schicht, die an Oberflachen Aggregieren und durch Wechselwirkungen mit E. Coli die

Anwesenheit dieses Bakteriums nachweisen kdnnen.[*®

Romero-Ben et al. synthetisieren
Nanorohrchen mit monovalenter Mannose an der AuBenwand und untersuchen das

Aggregationsverhalten in Anwesenheit von E. Coli. Dabei beobachten Sie eine ,, Koloniebildung” durch

mehrfaches Clustern der Bakterien an den Nanordéhrchen.*%”!

Zusammen mit den Vorstudien zur Partikelstabilitdt kann auf eine stabile Dispersion geschlossen
werden. Aufgrund dieser Beobachtung und der Tatsache, dass groRere Aggregate nur in
Zusammenhang mit E. Coli entstehen, werden in den folgenden Kapiteln weitere Aggregationsassays
verschiedener Partikel durchgefiihrt. Zusatzlich zur Fluoreszenzmikroskopie erfolgt aulerdem eine

Betrachtung der Trlibung der Dispersion im zeitlichen Verlauf.
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3.3.3.2 Aggregationsassay mit mikroskopischer Auswertung

Das Aggregationsassay wird angelehnt an die Veroffentlichung um die Gruppe von Hartmann et al.
durchgefiihrt.**¥! Ziel dieser Studie ist es, unterschiedliche Aggregatbildungen zwischen homogen
funktionalisierten Partikeln und Januspartikeln im MilliQ-Wasser zu beobachten und die Interaktionen
vergleichbar zu erfassen. Hierzu werden verschiedene Partikelkonzentration auf eine konstante
Bakterienkonzentration gegeben. Fir die Partikel wird jeweils eine Stammlosung mit 10.0 mg/mL
angesetzt und diese wird fiir einige Minuten in ein eisgekihltes Ultraschallbad gegeben. Anschlieend
wird von jeder Partikelsorte die folgende Konzentrationsreihe angesetzt: 5.0 mg/mL, 1.0 mg/mL,
0.1 mg/mL und 0.01 mg/mL und auf eine gleichbleibende Bakterienkonzentration gegeben (fiir die
Bakterienkultivierung siehe Kapitel 5.1 — Methoden). Fur die Studien werden zunachst exemplarisch
die Partikel APS und Gals7JNIPAm als Negativkontrollen und ManisAPS sowie Man;gJNIPAm verwendet.
Von jeder Dispersion der Konzentrationsreihe werden 0.1 mL auf 0.8 mL der Bakterienl6sung gegeben.

Daraus ergeben sich die in Tabelle 14 dargestellten Konzentrationsreihen.

Tabelle 14: Ubersicht der jeweiligen Endkonzentrationen der Partikelproben fiir das
Aggregationsassay.

Substanz C1 [pg/mL] C2 [pug/mL] C3 [pg/mL] C4 [pug/mL]
APS 556 111 11 1
Man1sAPS 556 111 11 1
ManigJNIPAmM 556 111 11 1
Gals7JNIPAmM 556 111 11 1

Neben den Partikeln, bei denen keine Aggregatbildung zu erwarten ist, wird eine weitere Blindprobe
gemessen, die lediglich Bakterien und MilliQ-Wasser enthélt. Diese zusatzlichen Messungen werden
durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die beobachteten Effekte auf die Partikel zuriickzufiihren sind
und nicht auf das Verhalten der Bakterien. Die Proben wurden alle konstant bei 200 rpm bei 25-27 °C
geschittelt und auf zwei verschiedene Weisen untersucht. Zunachst erfolgt eine rein optische

Auswertung durch Abfotografieren der Losungen und im zweiten Schritt werden die Systeme unter
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einem optischen Mikroskop betrachtet. Die Proben werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
fotografiert und anschlieBend erfolgt die Entnahme von 15 pL aus dem unteren Bereich der GefidlRe
zur Betrachtung der Aggregate unter dem Mikroskop. Im Folgenden werden die jeweiligen

Fotographien der Tribungen und die Mikroskopaufnahmen dargestellt.

3.3.3.3 APS-Partikel ohne Polymerfunktionalisierung in Anwesenheit von E.

Coli

Wie in Kapitel 3.3.5.1 beschrieben, werden unfunktionalisierte APS-Partikel, die auf ihrer dulleren
Hille keine Glykopolymere, sondern freie Amine prasentieren, zunidchst als Vergleichsprobe
vermessen. Da es sich um die Ausgangspartikel zur Synthese der anderen Partikel handelt, kdnnen
durch Betrachtung der APS-Partikel eventuell bereits erste Erkenntnisse Uber die zu erwartenden
Resultate erhalten werden. Hierzu werden verschiedene Konzentrationen dieser Partikel mit einer
fixen Bakterienkonzentration zusammengegeben und im zeitlichen Verlauf betrachtet. Die Resultate

werden sowohl fotographisch (Abbildung 44) als auch mikroskopisch (

Abbildung 45) festgehalten und gegeniibergestellt. Wahrend der Vergleich der Triibung der

Dispersionen einen Gesamteindruck der Sedimentation durch einen Aufbau von Uberstrukturen
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erlaubt, ermdoglicht die Betrachtung der Mikroskopaufnahmen eine Einschatzung lber die Art der
Aggregatbildung. In Abbildung 44 werden die verschiedenen Dispersionen unterschiedlicher APS-
Partikelkonzentration in Anwesenheit von E. Coli im zeitlichen Verlauf dargestellt. Bei allen
Konzentrationen kann eine Abnahme der Triibung beobachtet werden, wobei der starkste Effekt bei
der hdchsten Konzentration von c =556 pg/mL eintritt. Bereits nach 3 Stunden kdénnen bei dieser
Partikelkonzentration auf dem Boden erste Aggregate ausgemacht werden, die sich bei den anderen

Konzentrationen spater zeigen.

556 pg/mL 111 pg/mL 11 pg/ml Tpg/mL 556 pg/mL 111 pg/mL 11 pg/mL 1 pg/mL

556 pg/mL 111 pg/mL 11 pg/mL 1 pg/mL 550 pgimL 111 pgfmL 11 pg/mL 1 pg/mL
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Abbildung 44: Fotographien der Bildung der Aggregate der APS-Probe mit E. Coli zu unterschiedlichen
Zeitpunkten.

So kénnen bei einer Konzentration von 111 pg/mL nach 6 Stunden Aggregate beobachtet werden und
bei 11 pg/mL sowie 1 ug/mL nach 24 Stunden. Neben den gebildeten Aggregaten ermoglicht auch die
Betrachtung der Triibung der Proben einen Riickschluss auf die Wechselwirkungen der Partikel mit den
Bakterien. Nach 10 min ist die Triibung am starksten, sodass davon ausgegangen werden kann, dass
die Partikel und Bakterien weitestgehend nicht-aggregiert vorliegen. Nach 3, 6 und 24 Stunden kann
bei allen Proben eine Abnahme der Trilbung beobachtet werden. Daher kann davon ausgegangen

werden, dass eine Aggregatbildung bei allen Partikelansdtzen einsetzt. Unter dem
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Fluoreszenzmikroskop kdnnen diese Aggregate untersucht werden. Die deutlichsten Effekte kénnen
bei der hochsten Konzentration von 556 pg/mL beobachtet werden, sodass ausschlieRlich diese

Aufnahmen hier im zeitlichen Verlauf dargestellt werden.

Abbildung 45: Mikroskopaufnahmen APS (556 pug/mL) in Anwesenheit fluoreszenzmarkierter E. Coli
nach 6 h Kontakt.
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Abbildung 45 zeigt Fluoreszenzaufnahmen der APS-Probe mit einer Partikelkonzentration von
556 pug/mL in Anwesenheit von fluoreszenzmarkierten E. Coli nach 6 Stunden (weitere Aufnahmen zu
anderen Zeitpunkten sind im Anhang zu finden). Die Bakterien sind die fluoreszierenden,
stabchenférmigen Objekte, wahrend die Partikel als dunkle, spharische Objekte ausgemacht werden
konnen. Bereits nach 10 min kénnen einzelne Ansammlungen von Bakterien ausgemacht werden,
deren Lokalisierung auf einem einzelnen Fleck auf kleinere Aggregate zuriickschlieRen ldsst. Im
weiteren Zeitverlauf werden diese Aggregate langsam groRer und nehmen zahlenmaRig langsam zu.
Nach 3 h sind erste kleinere Aggregate zu beobachtbaren und nach 24 h sind sie deutlich groRer
geworden. Das bedeutet, dass eine Aggregierung von E. Coli auch mit Partikeln eintreten kann, die
keine Mannose prasentieren und die noch (ber freie Amine verfligen. Es ist aus anderen Studien
bekannt, dass Amine mit den grammnegativen Bakterien wechselwirken kénnen.**®! Diese
Wechselwirkungen bilden sich zwischen den positiv-geladenen Aminen und der negativ geladenen

Bakterienoberflache aus, bei welcher es sich bei E. Coli um eine doppelte Lipidschicht handelt.
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3.3.3.4 pManis-APS in Anwesenheit von E. Coli

Nachdem eine Bildung von Aggregaten zwischen nicht-glykosylierten Partikeln mit E. Coli beobachtet
wird, soll untersucht werden, ob vollstindig glykosylierte Partikel eine andere Form der Interaktion
mit dem E. Coli aufweisen. Hierzu werden mit dem Glykopolymer pMan2CAss funktionalisierte Partikel
in Kontakt mit dem Bakterium gebracht. Bei pMan2CA;s handelt es sich um ein mannosyliertes

Glykopolymer mit 18 Wiederholungs- und somit Mannoseeinheiten.

556 pg/mL 111 pg/mL  1lpg/mL  lpg/ml 556 pg/mL | 111 pg/mL 11 |Ll fmL  1pg/mL
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Abbildung 46: Fotographien der Bildung der Aggregate der Manis-APS-Probe mit E. Coli zu

unterschiedlichen Zeitpunkten.

Abbildung 46 stell die fotographischen Aufnahmen der verschiedenen Partikelkonzentrationen im
Zeitverlauf dar. Im Fall der mit Glykopolymer funktionalisierten APS-Partikel ist eine deutlichere
Abnahme der Tribung zu beobachten als dies bei den APS-Partikeln ohne Glykopolymer der Fall ist.
Bereits nach 3 hist die Abnahme der Triibung fortgeschritten und es bilden sich gréRere Ablagerungen
auf dem GefalRboden. Auch bei den anderen Konzentrationen kénnen Sedimente beobachtet werden:
bei der Konzentration von 111 pug/mL ebenfalls nach 3 Stunden und bei den tibrigen Konzentrationen
nach 24 h. Im Vergleich zu den APS-Partikeln ohne prasentierte Glykopolymere sind die beobachteten

Aggregate insgesamt grofRer und ausgepragter. Die Mikroskopaufnahmen in Abbildung 47
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unterstitzen diese Beobachtung, da sie zu jedem Zeitpunkt eine starkere Clusterbildung der Mans-

APS-Partikel aufzeigen.

Abbildung 47: Mikroskopaufnahmen der Manis-APS-Partikel in Anwesenheit von E. Coli nach 3 h.

Die Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen in Abbildung 47 zeigt exemplarisch die Bildung von
Uberstrukturen zwischen E. Coli-Bakterien und Manis-APS-Partikeln nach 3 Stunden. Bereits nach 10
Minuten bilden sich groRere Aggregate aus als bei den APS-Partikeln mit lediglich freien Aminen. So
kénnen in der ersten Aufnahme kleinere Aggregate beobachtet werden, die sich nach 3 h deutlich
vergrolern und nach 6h um ein Vielfaches anwachsen (vergleiche Anhang). Die nach 24 h
untersuchten Proben bilden derartig groBe Cluster aus, dass keine aussagekraftigen Bilder
aufgenommen werden koénnen. Ob die gebildeten Aggregate lediglich auf die Wechselwirkungen
zwischen Glykopolymeren und Bakterien zuriickzufiihren sind, ist durch die Mikroskopiebilder nicht
belegbar. Da nach der Partikelfunktionalisierung mittels Kaisertest (vgl. Tabelle 13) noch ca. 34 % freie
Amine auf Manis-APS festgestellt wurden. ist es moglich, dass diese freien Amine an der Aggregation

partizipieren. Die deutlich erhdhte GroRe der gebildeten Aggregate der mit pMan2CAis
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funktionalisierten Partikel und der erhhten Geschwindigkeit der Aggregatbildung deuten darauf hin,
dass die Mannosepolymere auf den Partikeln einen wesentlichen Beitrag zur Aggregatbildung leisten,
da die APS-Partikel mit ausschlielllich freien Aminen deutlich kleinere Aggregate im gleichen
Zeitverlauf ausbilden. Wahrscheinlich spielen bei den beobachteten Wechselwirkungen der Manis-
APS-Partikel mit E. Coli beide Arten der Wechselwirkung eine Rolle, deren individuelle Beitrage sich in
der starkeren Bindung zu E. Coli zeigen: Zum einen die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
den protonierten Aminen und den gram-negativen Bakterien. Zum anderen die Affinitat von FimH zu

Mannose.

In weiterfihrenden Arbeiten kénnte diese Beziehung naher untersucht werden. Hierzu kdnnten
unterschiedliche Partikel mit variierenden Verhaltnissen von mannosylierten Glykopolymeren zu
freien Aminen hinsichtlich ihrer mit E. Coli ausgebildeten Aggregate verglichen werden, idealerweise
in einem noch engeren zeitlichen Verlauf. Spannend ware auch der Vergleich der Aggregierung in

Anwesenheit von Inhibitoren, wie Glykopolymeren oder Glykooligoamiden.
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3.3.3.5 pManis-JNIPAm in Anwesenheit von E. Coli

Nach Interaktionsstudien der Negativkontrolle und einer Partikelsorte mit homogener
Glykopolymerverteilung auf der Parikeloberfliche erfolgt die Betrachtung von mannosylierten
Januspartikeln. Hierzu wird ein Partikel in Anwesenheit von E. Coli untersucht, der halbseitig jeweils
Poly(NIPAm) und pManis, also ein mannosyliertes Glykopolymer mit 18 Wiederholungseinheiten,
prasentiert. Es werden jeweils 4 verschiedene Konzentrationen dieses Partikeltyps mit der
Standardmenge E. Coli zusammengegeben. Abbildung 48 zeigt die Tribung der Dispersion im

Zeitverlauf.

omin 7 T e i S,

556 pg/mL 113 pg/mL 11 pEfmL 1 ug_.u“r'r_'uL 556 I-lE.-"fT'i- 111 pg/mL (11 pg/mL 1 pg/mL

2 B W e A 8

556 pg/mL 111 pg/mL 11 pg/mL 1pg/mL 556 pgfmL 111 pg/mL 11 pg/mL 1 pg/mL

Abbildung 48: Fotographien der Bildung der Aggregate der Manis-JNIMAm-Probe mit E. Coli zu
unterschiedlichen Zeitpunkten.

Genau wie beim vollstandig-glykosylierten Partikel zeigt sich in Abbildung 48 eine schnellere Abnahme
der Tribung, als im Versuchsaufbau mit APS-Partikeln, also ausschlieBlich Amin-prasentierende
Partikel, beobachtet werden kann. Nach 3 h kann in der héchsten Konzentration von 556 pug/mL eine
deutliche Abnahme der Triibung und eine Bildung von Aggregaten auf dem Gefallboden beobachtet

werden. Bei einer Konzentration von 111 pg/mL zeigen sich erste Aggregate in den Aufnahmen
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ebenfalls nach 3 h wahrend bei den tibrigen Konzentrationen nach 24 h lediglich sehr kleine Aggregate
ausgemacht werden konnen. Die Bildung von Aggregaten kann auch in den in Abbildung 49

dargestellten Mikroskopaufnahmen beobachtet werden.

Abbildung 49: Mikroskopaufnahme der Manis-JNIPAm-Partikel nach 3 Stunden in Anwesenheit von
E. Coli.

In den Mikroskopaufnahmen zeigt sich bereits nach 10 min eine Interaktion zwischen Partikeln und
Bakterien. Die GroRe der nach 10 min zu beobachteten Aggregate nimmt im zeitlichen Verlauf weiter
zu, sodass bereits nach 3 h, wie in Abbildung 49 exemplarisch dargestellt, deutlich ausgepragte
Aggregate zu beobachten sind. Im Vergleich zu den APS-Partikeln erscheinen die Aggregate grofler und
im Gegensatz zu den vollstandig mannosylierten Partikeln erscheinen diese kleiner. Hier eignet sich
ebenfalls die genauere Betrachtung der Aggregate nach 6 h Kontaktzeit der Partikel mit E- Coli. Die in
Abbildung 49 aufgenommenen Bakterien-Partikel-Aggregate sind grofer als die APS-Partikel mit

ausschlieBlich Aminen (

128



3. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 45). Dies deutet darauf hin, dass hier ebenfalls Interaktionen mit Mannose einen
wesentlichen Beitrag zur Bildung der Aggregate liefern. Der Restamingehalt (vgl. Tabelle 13) ist bspw.
im Vergleich zu den Manis-APS-Partikeln mit 9 % deutlich geringer, sodass die hier betrachteten
Januspartikel einen geringeren Beitrag der elektrostatischen Wechselwirkungen der Amine in ihrer
Affinitat zu E. Coli aufweisen.'®® Stattdessen kdnnte das Poly(NIPAm), welches auf der anderen Seite
der Januspartikel prasentiert wird, einen Bindungsbeitrag leisten. Dieser Aspekt wird im
anschlieRenden Kapitel 3.3.3.6 untersucht, indem das Mannosepolymer durch ein Galaktosepolymer

ersetzt wird.

Im Vergleich zu den Aggregaten der vollstandig funktionalisierten Partikel Manis-APS (vgl. Abbildung
47) sind die in Abbildung 49 zu beobachtenden Partikel-Bakterien-Cluster kleiner. Dies weist auf eine
reduzierte Aggregatbildung hin. Deutlich wird dies auch im direkten Vergleich der Aggregate, die sich
nach 24 h zeigen. Die Aggregate der vollstindig-funktionalisierten Partikel sind im Vergleich zu den
pManis-NIPAm-Januspartikeln stark vergroRert, wahrend sich bei den Januspartikeln eine hohere
Anzahl einzelner Cluster beobachten lasst. Dies konnte ein Indiz dafiir sein, dass die Januspartikel
andere Makrostrukturen ausbilden als dies bei homogenen Partikeln der Fall ist. Auch hier ist das
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Problem der Quantifizierbarkeit des Versuchsaufbaus zu erwdhnen, denn eine genaue GroRe der

Partikeln und deren GréRenverteilung ist nicht umzusetzen.

3.3.3.6 pGals7-JNIPAm in Anwesenheit von E. Coli

Die Januspartikel pGalz7-JNIPAmM mit dem Galaktosepolymer pGal2CAs; auf der einen und Poly(NIPAm)
auf der anderen Halfte soll ans Negativkontrolle in Anwesenheit von E. Coli untersucht werden. Im
Idealfall sollten keine Aggregate beobachtet werden, da sowohl Galaktose als auch Poly(NIPAm) keine
spezifischen Interaktionen mit den Bakterien eingehen. In Abbildung 50 wird zunachst das

Triibungsverhalten der Partikel zu unterschiedlichen Zeitpunkten dargestellt.
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Abbildung 50: Fotographien der Bildung der Aggregate der Gals;-JNIMAm-Probe mit E. Coli zu
unterschiedlichen Zeitpunkten.

Auch die Januspartikel pGals7-NIPAm weisen eine Bildung von Aggregaten auf. Bereits nach 3 h zeigen
sich erste Aggregate in der héchsten Konzentration (556 pg/mL) und nach 24 h kdénnen weitere
Niederschldge in den Konzentrationen von 111 pg/mL bzw. 11 pg/mL beobachtet werden. Auch wenn

sich bei den Gals;-JNIPAm-Partikeln &hnlich schnell Aggregate ausbilden wie bei anderen
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mannosylierten Partikeln bzw. den APS-Partikeln, ist der Niederschlag deutlich geringer als es in den
anderen Proben beobachtet werden kann. AuBerdem ist die Abnahme der Triibung Uber alle
Konzentrationen hinweg im Vergleich deutlich langsamer als flr die anderen Partikelsorten, auch im

Vergleich zu den nicht-funktionalisierten APS-Partikeln mit freien Aminen.

Abbildung 51: Mikroskopaufnahmen der Gals7-JNIPAm Partikel zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

In den Aufnahmen unter dem Fluoreszenzmikroskop zeigt sich ebenfalls ein differenziertes Bild. Die
Aggregate, die nach 10 min beobachtet werden kénnen, sind deutlich kleiner und gleichmaRiger
verteilt als in den Interaktionsstudien der (ibrigen Partikel. Nach 3 bzw. 6 h zeigen sich gréRere
Aggregate, die im Vergleich zu den librigen Partikeln dennoch deutlich kleiner ausfallen. In Abbildung
51 kénnen diese kleineren Aggregate im linken Bildbereich ausgemacht werden. Erst nach 24 Stunden
erreichen die beobachteten Aggregate eine mit den anderen Partikelarten vergleichbare
Groenordnung. Dennoch sind die Cluster nach dieser langen Kontaktzeit kleiner als die der anderen
Partikel bereits nach kiirzeren Zeiten (bspw. 6 Stunden). Da die Partikel halbseitig jeweils pGal2CAs;
und Poly(NIPAm) prasentieren, sind die beobachteten Wechselwirkungen wahrscheinlich auf die

geringe Konzentration der Amine auf den Galaktose-Januspartikeln zuriickzufiihren. GemaR Tabelle 13
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sind in etwa 8% Amine auf der Oberflaiche vorhanden. Auch die geringere Auspragung des
Aggregationsverhaltens im Zeitverlauf zeigt, dass die halbseitige Funktionalisierung der Partikel mit
Galaktose eine Reduzierung der Affinitat zu E. Coli zur Folge hat. Dass sich dennoch Aggregate bilden
zeigt, wie wichtig in zukiinftigen Untersuchungen die Kenntnis (iber den Einfluss der verbleibenden
Amingruppen ist. Aus dem Ergebnis der Aufnahmen dieser Blindprobe ist zu entnehmen, dass die in
den vorherigen Experimenten observierbare verstarkte Aggregatbildung aufgrund der Pradsentation
von Mannosepolymeren auf der Partikeloberfliche zurickzufiihren ist. Allerdings haben die
verbliebenen Amine ebenfalls einen Einfluss auf die Aggregatbildung, welcher noch zu untersuchen ist,
um weitere Einfliisse auf die Wechselwirkung mit E Coli besser zu verstehen. Daher lasst sich keine
quantitative Aussage zum Einfluss der Partikelarchitektur auf die Aggregatbildung mit E. Coli treffen.
Durch den Zusatz von Inhibitoren oder auch von einen Glykopolymeren kdnnte in Zukunft mittels
weiterer Inhibitionsstudien eine weiterreichende Aussage dariiber getroffen werden. Die bisher

vorliegenden Ergebnisse bilden aber eine gute Grundlage fiir weitere Studien.

3.3.3.7 Zusammenfassung der Interaktionsstudien verschiedener Partikel

In den Kapiteln 3.3.3.2 — 3.3.3.6 wurden verschiedene Partikel in Anwesenheit von E. Coli hinsichtlich
ihres Aggregationsverhaltens untersucht. Es werden fiir jeden Partikeltyp jeweils ein Triibungsassay
durchgefihrt und Aufnahmen mit einem Fluoreszenzmikroskop erstellt, um die Interaktion der Partikel
mit GFP-gelabelten E. Coli Bakterien zu beobachten. Es wurde erwartet, dass die Aggregatbildung mit
der Anwesenheit von Mannose auf der Partikeloberflache korreliert und dass eine Aggregatbildung
ausschlieBlich mit mannose-prasentierenden Partikeln einsetzt. Aufgrund der Konzeptstudie in Kapitel
3.3.5.1 kann davon ausgegangen werden, dass die beobachtbare Aggregation von Partikeln
ausschlieBlich auf Interaktionen mit den Bakterien zuriickzufihren sind und nicht in einer
Selbstassemblierung der Partikel untereinander. Diese Feststellung erlaubt den Vergleich der
observierten Aggregate. Hierzu sollen die Beobachtungen der Trilbungen in Tabelle 15 und Tabelle 16

verglichen werden.
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Tabelle 15: Ubersicht der Triibungsstudien der verschiedenen Partikeltypen.

Beobachtung von Niederschlag nach angegebenem Zeitraum

Konzentration: 556 [ug/mL] 111 [pg/mL] 11 [pug/mL] 1 [pg/mL]
APS Nach 3 h Nach 6 h Nach 24 h Nach 24 h
Man1sAPS Nach 3 h Nach 3 h Nach 24 h Nach 24 h
Man1gJNIPAm Nach 3 h Nach 3 h Nach 24 h Nach 24 h
Galz7JNIPAmM Nach 3 h Nach 6 h Nach 24 h Nach 24 h

Wie in dieser Ubersicht zu sehen kann ist die beobachtete Triibung der Partikel in Anwesenheit von
E. Coli insgesamt sehr dhnlich. In allen Dispersionen in mit Bakterien zeigen sich Niederschlage nach
3 Stunden fur die hochste Konzentration von 556 ug/mL und nach 24 h fur beide niedrigen
Konzentrationen 11 und 1 pug/mL. Lediglich fiur die Konzentration von 111 pg/mL kann ein
abweichendes Aggregationsverhalten abhangig vom untersuchten Partikeltyp beobachtet werden, da
bei den Januspartikeln Manis-JNIPAm und bei den vollstandig funktionalisierten Partikeln Manis-APS
bereits nach 3 h die Bildung von Niederschlag einsetzt und bei den anderen Ansatzen nach 6 h. Mit
Hilfe dieser Betrachtung kann auf eine schnellere Aggregatbildung dieser Partikel im Vergleich zu den
Negativkontrollen geschlossen werden, allerdings ist diese Betrachtung auf die gewahlte
Intervalldauer limitiert. Unter Umstanden kann bei kiirzeren Betrachtungsintervallen ein deutlicher
Unterschied herausgearbeitet werden, allerdings sind kirzere Intervalle in Verbindung mit dem
Fluoreszenzmikroskop technisch schwierig zu realisieren. Die untersuchten Partikel missen mit
derselben Generation E. Coli untersucht werden, die zum selben Zeitpunkt mit den zu untersuchenden
Partikeln in Kontakt gebracht werden muss. Eine simultane Untersuchung der Tribung bzw.
Aggregatbildung und dem Mikroskop kann daher nicht in kirzeren Intervallen reproduzierbar
durchgefiihrt werden. Dennoch erlaubt ein relativer Vergleich Triibung der E. Coli-Partikel-Dispersion

eine Einschatzung liber die Geschwindigkeit der Interaktion wie in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: Zusammenfassung der Abnahme der Trilbungen.

Abnahme der Triibung®
APS mittelmaRig
Man1sAPS stark
ManigJNIPAM stark
Gals7JNIPAm gering

1Bezogen auf die Konzentration von 556 pg/mL
Die relativen Abnahmen der Triibungen vermitteln einen Eindruck der Interaktionsgeschwindigkeit der
mannosylierten Partikel im relativen Vergleich. Die Triibung des vollstandig mannosylierten Partikels
Mans-APS und des mannosylierten Januspartikels ManigJNIPAm nimmt im Vergleich zu den
Negativkontrollen deutlich starker ab. Dennoch kann auch in diesen beiden Negativkontrollen in
Anwesenheit von E. Coli eine Abnahme der Trilbung beobachtet werden, wobei die Abnahme der
Triibung bei den APS-Partikeln deutlich starker verlauft als bei den galaktosylierten Januspartikeln
pGals;-NIPAm. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Anwesenheit von Mannose-
Glykopolymeren auf der Partikeloberflache einen Einfluss auf die Wechselwirkungen zwischen den

jeweiligen Partikeln und dem verwendeten Stamm E. Coli hat.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop treten die Unterschiede deutlicher hervor. Die Aggregate der
mannosylierten Partikel pManisAPS und pManisNIPAm sind tiber alle Zeitpunkte hinweg grofer als die
der korrespondierenden Partikel ohne Mannose (APS und pGals;NIPAm). Dennoch ist bei diesen
Partikeln ebenfalls eine Bildung von Aggregaten in Anwesenheit von E. Coli zu sehen. Aus diesem
Grund ist davon auszugehen, dass die beobachteten Wechselwirkungen zwischen den Partikeln und
Bakterien zu einem unbekannten Anteil unspezifischer Natur sind. Diese Wechselwirkungen sind
voraussichtlich auf die nicht vollstdndig umgesetzten Amine zurickzufihren, der Anteil der Amine
variiert jedoch von Partikeltyp zu Partikeltyp. Wahrend bei pManisAPS ca. 34 % der Amine nicht

reagiert haben, sind bei pGals;NIPAm und pManisNIPAm lediglich 8 bzw. 9% der Amine nicht
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umgesetzt. Dass diese Partikel dennoch unterschiedlich stark mit E. Coli aggregieren zeigt, dass hierbei
die Art des Kohlenhydrats den Unterschied ausmachen muss. pManig-NIPAm bildet im direkten
Vergleich groRere Aggregate in kiirzerer Zeit. Gleichzeitig ist die Aggregatbildung der APS-Partikel ohne
prasentiertes Glykopolymer geringer ausgepragt als beide Partikeltypen mit Mannosepolymer. Daraus
ergibt sich, dass das Aggregationsverhalten beider Partikelsorten mit pMan2CAis hauptsachlich in der

Anwesenheit dieser Glykopolymere begriindet ist.

In weiterfihrenden Studien ist es jedoch erforderlich, den Einfluss der Amine auf die Aggregatbildung
nachvollziehen zu kénnen oder die Synthese der Partikel dahingehend zu optimieren, dass keine freien
Amine nachgewiesen werden konnen. Die kdnnte beispielsweise im Rahmen einer zweistufigen
Funktionalisierung erfolgen, indem nach dem Grafting-to-Schritt des entsprechenden Glykopolymers
ein weitaus kleineres, sdurefunktionalisiertes Molekiil zum Abreagieren der Amine in das
Reaktionsgemisch gegeben wird. Mit monovalenter Mannose funktionalisierte Partikel kdnnten
ebenfalls hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens den im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen

(Janus-)Partikeln verglichen werden.

135



3. Ergebnisse und Diskussion

3.4 Sulfatisierte Glykopolymere

Neben Studien mit Lektinen und Bakterien werden Glykopolymere auch hinsichtlich Ihres
Inhibierungsverhaltens von Viren untersucht. Friihe potenzielle Anwendungsziele von Glykopolymeren
war die Inhibierung von Influenzaviren, die mit Hilfe von Polysialylsdurederivaten desaktiviert werden
sollten.[36 4950, 200 Hiarhej besetzen die Zuckerliganden der Glykopolymere die Bindungsstellen des
Virus, die dieser fiir die Adhdsion an der Zelloberflachen nutzt. Durch diese Blockierung wird die
Adhasion und somit auch die Infektion verhindert. Eine wichtige Klasse natliirlicher Polysaccharide, die
zur Inhibition verschiedener Viren genutzt werden kann, sind die Glycosaminoglycane. Hierbei handelt
es sich typischerweise um hochsulfatisierte Polysaccharide wie das Carrageen oder Heparin.[2°% 202
Auch fiir diese natiirlichen Strukturen ist es daher von Interesse, synthetische Mimetika, z.B. auf Basis
von Glycopolymeren, zu erzeugen und auf ihre biologischen Eigenschaften, hier die Inhibition der
viralen Adhdasion, zu testen. Sebastian Bauer aus der Arbeitsgruppe Hartmann konnte im Rahmen
seiner Arbeiten ein Protokoll zur globalen Sulfatisierung von synthetischen Glykooligomeren
entwickeln.?®!  Die erhaltenen sulfatisierten Glykooligomere wurde dann durch die
Kooperationspartner in Miinster auf ihr Inhibitionspotenzial gegen verschiedene Viren getestet. Im
Rahmen dieser Arbeiten sollten zum Vergleich insbesondere des Effekts der Kettenlange und Valenz
auch langkettige Glykopolymere zum Einsatz kommen. Hierzu wurden insgesamt drei verschiedene
Glykopolymere unterschiedlicher Kettenlange und Saccharideinheit synthetisiert und anschlieBend

sulfatisiert, wie in Tabelle 17 dargestellt: pMan2CMsg, pGal2CA4 und pGal2CAgs.

Tabelle 17: Ubersicht der sulfatisierten Glykopolymere.

Polymer Einwaage [mg] Ausbeute [mg]
pMan2CAsgsS 5.0 7.5(62.5 %)
pGal2CA4 14.5 27.3(76.2 %)
pGal2CAss 34.0 32.6 (38.8 %)
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In den Untersuchungen der Kooperationspartner zeigten diese sulfatisierten Glykopolymeren

erfolgreiche Inhibierung von Papillomaviren, sowie Herpes - und Influenzaviren.**

4. Fazit und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Konzeption zweier unterschiedlicher Bioassays, die mit Hilfe von
Glykopolymeren zuganglich sind. Zunachst wurden hierzu erfolgreich Monomere auf Mannose- und
Galaktosebasis auf zuvor nicht beschriebenem Wege synthetisiert, die mittels RAFT-Polymerisation
umgesetzt wurden. Auf diese Weise wurden geringdisperse Glykopolymere erhalten, die Carboxy-

Gruppen an dem einen und Thiol-Gruppen an dem anderen Kettenende der Polymere prasentieren.

Die Thiole erlaubten die Beschichtung von Goldoberflachen durch Selbstassemblierung, sodass die
Glykopolymere im Rahmen von Oberflaichenplasmonenresonanzmessungen hinsichtlich ihrer
Wechselwirkung mit dem Modelllektin ConA (Concanavalin A) untersucht werden konnten. Hierzu
erfolgte zunachst eine Optimierung der Immobilisierungsbedingungen, um die Interaktionsstudien mit
ConA reproduzierbar durchfiihren zu kénnen. Die Wechselwirkungen mit ConA wurden wiederum in
zwei verschiedenen Versuchsanordnungen betrachtet — einem Direktbindungsassay und einem
Inhibitions-Kompetitionsassay. Im Direktbindungsassay zeigt sich, dass ConA starker an langere
Glykopolymere bindet. Aus diesem Grund waren die Ergebnisse der Inhibitions-Kompetitionsstudien
Uberraschend. Wahrend mit monovalenter a-Methylmannose ConA besser gegen die Oberflache mit
dem kirzeren Glykopolymer abgeschirmt werden konnte, inhibierten die Glykopolymere das Lektin
besser gegen das langere Glykopolymer. Dieses Ergebnis bietet einen Ansatzpunkt fiir weiterfihrende
Arbeiten. Es zeigte sich, dass nicht nur der Inhibitor oder das zu inhibierende Glykopolymer auf der
Oberflache, sondern ein Wechselspiel beider Komponenten die Inhibierung von ConA beeinflusst. In
der Literatur wird in der Regel aus Komplexitatsgriinden lediglich eine der beiden Komponenten auf
einmal variiert. Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Betrachtung unterschiedlicher Inhibitoren-
Oberflachenglykopolymer-Paare ldsst jedoch eine komplexere Interaktion vermuten. Aus den

gewonnenen Ergebnissen bleibt offen, in welcher Art diese gegenseitigen Wechselwirkungen
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voneinander beeinflusst werden. Insbesondere bei der der Bindung von ConA an langere
oberflachengebundene Glykopolymere deuten die Resultate dieser Arbeit an, dass die Inhibierung mit
langeren Glykopolymeren leichter zu einer vollstandigen Inhibierung von ConA fiihrt, als dies bei
kiirzeren Glykopolymeren der Fall ist. Im Gegensatz zu den langeren Glykopolymeren erfolgt die
Inhibierung pro Mannoseeinheit effektiver. Durch weitere Variation der oberflaichengebundenen
Glykopolymere kdnnte dieser Frage im Detail nachgegangen werden. Auch die Inhibitoren kdnnten
genauer betrachtet und starker variiert werden. Neben einer groBeren Breite unterschiedlich-langer
Glykopolymere kdnnten auch Molekiile mit deutlich geringerer Kohlenhydratvalenz von Interesse sein.
Hierbei sind die vielseitigen Oligoamidoamine in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Laura Hartmann zu

erwahnen, die eine interessante Bibliothek vergleichbarer Inhibitoren darstellen.

Im zweiten Teil der Arbeit erméglichten die Carboxy-Endgruppen der Glykopolymere deren Auftragung
auf Partikel, die Gber freie Amine verfligen. Hierbei wurden sowohl Partikel erhalten, die rundherum
Glykopolymere prasentierten, als auch halbseitig glykosylierte Januspartikel. Im Rahmen von
Fluoreszenzmikroskopie- und Tribungsstudien wurden die unterschiedlichen Partikel in Anwesenheit
des Bakteriums Escherichia Coli miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass alle Partikel — sowohl
die mannosylierten als auch die Negativkontrollen - im langeren Zeitverlauf Aggregate ausbildeten. Es
wird vermutet, dass die nicht-vollstandig umgesetzten Amine zu einer unspezifischen Aggregation
beitragen. Dennoch konnten deutliche Unterschiede zwischen Positiv- und Negativkontrollen
beobachtet werden, denn mannoslyierte Partikel bildeten schneller und grolRere Aggregate aus als die
Referenzpartikel. Auch zischen Janus- und Nicht-Januspartikel konnten Unterschiede beobachtet
werden. Die Januspartikel bildeten genauso schnell Aggregate wie die vollstandig-funktionalisierten
Partikel, allerdings waren diese Aggregate im Zeitverlauf weniger stark ausgepragt. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die erhaltenen Partikel in der Tendenz das erwartete Bindungsverhalten aufweisen.
Allerdings verzerren die nicht-umgesetzten Amine den Vergleich. Aus diesem Grund sollte in
weiterflihrenden Arbeiten auf einen vollstandigen Umsatz der Amine geachtet werden - unter

Umstanden mittels nachtraglicher Reaktion mit niedermolekularen Edukten. Eine weitere Moglichkeit
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bietet der Vergleich verschieden-valenter Verbindungen auf den Partikeln. Es bieten sich auch hier
monovalente Mannosestrukturen, aber auch Oligomere und Glykopolymere unterschiedlichster

Molekdilarchitektur an.
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5. Experimentalteil

5.1 Chemikalien und Analytische Methoden

5.1.1 Chemikalien

Acetonitril (99.9 %, HPLC-grade), Amberlite IR-120, Bortrifluorid-Diethyletherat (Reinheitsgrad: fir
Synthese geeignet), konzentrierte Salzsaure (p.a.), deuteriertes Chloroform, Diethylether (p.a.), 2-
(Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionsaure, Dichlormethan (p.a.), D-(+)-Mannose (99 %),
N-Hydroxyethylacrylamid, N-Hydroxysuccinimid (98 %), Ethylacetat (p.a.), auf Aktivkohle-
immobilisiertes Palladium (10 wt. % Palladium), Natriumtetraborhydrid, Natriumchlorid (98 %),
Schwefelsdure (purum), Trimethylsillyltrifluormethansulfonat (99 %) und Tetrahydrofuran (p.a.)

wurden von Sigma-Aldrich erworben.

Chloroform (Analysenrein), Magnesiumsulfat (trocken) und Natriumhydrogencarbonat wurden von

Fisher Scientific bereitgestellt.

Azobis(isobutyronitril) (AIBN) (98 %), Dimethylformamid (DMF) (fir Peptidsynthesen geeignet) und

Sulfurtrioxidtrimethylamin wurden von ACROS Organics erworben.

2-Bromoethanol (97 %), 2-(2-Aminoethoxyethanol) (98 %), Ethyltrifluoracetat (99 %), para-

Toluolsulfonsdure (98 %) und Natriumhydroxid (98 %) wurden bei Alfa Aesar erworben.

Diisopropylamin (>99 %), Ethanolamin, Ethylenediamin (99.5 %), 1-Ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid (99.9 %), Indiumbromid und N, N-

Diisopropylethylamin (DIPEA) (> 99 %) wurden von Carl Roth gekauft.

Methanol (p.a.), Essigsdureanhydrid (99.7 %) and Natriumdithionit wurden von VWR BDH Prolabo

Chemicals erworben.

1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-ene, B-D-Galactosepentaacetat und Trichloroacetonitril wurden von

fluorochem erworben.
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Natrium-L(+)-ascorbat, Ninhydrin und Phenol wurden von Panreac AppliChem erworben.

4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholiniumchlorid Hydrat (DMTMM) (95 %) und
Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP) wurden von Carbolution

erworben.

Natriumsulfat (wasserfrei) wurde bei Caelo erworben.

Triethylamin (99.5 %) wurde bei AppliChem gekauft.

Ameisensaure wurde von Riedel de Hean erworben.

Essigsaure (purum) wurde von Honeywell erworben.

Kupfer(ll)-sulfat wurde von Fluca(coelfen) erworben.

2-Cyano-2-propyldodecyltrithiocarbonat wurde bei abcr gekauft.

Kaliumcyanid wurde von Merck erworben.

Wasser wurde mittels eines Milli-Q-systems von Merck Millipore mit einer finalen Leitfahigkeit von

18 MQcm erhalten.

Der Baustein EDS sowie das Oligomer TDS-EDS-EDS mit terminaler Carboxygruppe wurde von Dana

Itskalov bereitgestellt.
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5.1.2 Gerdte und Methoden

Nuclear magnetic resonance spectroskopy (NMR): *H-NMR-Spektren wurden bei Raumtemperatur
(RT) mit einem AVANCE IIl 300 (bei 300 MHz) und 600 (bei 600 MHz) aufgenommen. Als interne
Standards wurden die chemischen Verschiebungen in Relation zum Signal des nicht-deuterierten
Anteils des verwendeten Losungsmittels gesetzt. Die Angaben werden in 6 als in parts per million
(ppm) angegeben und die Multiplizitditen werden abgekiirzt als s fur Singulett, d fiir Douplett, t fur

Triplett und m fir Multiplett.

Electrospray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS): ESI-MS-Spektren wurden mit einem

Massenspektrometer mit lonenfalle des Typs API von Finningan LCQ Deca aufgenommen.

Ultra-High-Resolution Mass Spectrometry (UHR-MS): UHR-MS-Spektren wurden mit einem Bruker
UHR-QTOF maXis 4G mit Direkteinlass via Spritzenpumpe und ESI-Quelle gefolgt von einem Quadrupol-

Flugzeit (quadrupole Time Of Flight, QTOF) Massenanalysator aufgenommen.

Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time Of Flight (MALDI-TOF): MALDI-TOF-Spektren
wurden mit einem MALDI-TOF Ultraflex | von Bruker Daltonics aufgenommen. Als Matrix diente trans-
3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsadure gelost in einer Mischung aus Wasser und Acetonitril im Verhaltnis

2:1 v/v.

Elementaranalyse: Der Anteil von Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff und Schwefel konnte mit einem
Vario Micro Cube von der Analysensysteme GmbH bestimmt werden. Durchgefiihrt wurde die
Elementaranalyse am Institut fir Pharmazeutische und Medizinische Chemie der Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf.

Gefriertrocknung: Lyophilisation wurde mit einem Gefriertrockner mit der Bezeichnung Alpha 1-4 LD
und einer Vakuumpumpe von Martin Christ Freeze Dryers GmbH durchgefiihrt. Die Arbeitstemperatur

betrug -42 °C bei einem Druck von 0.1 mbar wahrend der gesamten Prozedur der Gefriertrocknung.
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Zeta-Potenzial: Die Bestimmungen des Zeta-Potenzials erfolgten mit Hilfe des Nano-Z Zetasizers der
Firma Malvern Pananalytical Ltd. und die untersuchten Proben wurden hier zu in eine DTS1070
Kapillarzelle gefillt. Die Messungen erfolgten bei 20 °C unter Verwendung der Zetasizer-Software mit

der Versionsnummer 7.11 (ebenfalls von Malvern Pananalytical Ltd. bereitgestellt).

Dynamic Light Scattering (DLS): Messungen der dynamischen Lichtstreuung (engl. dynamic light
scattering) zur Bestimmung der Partikeldurchmesser und dessen Verteilung wurden mit Hilfe eines

Nicomp 3000 der Firma Particle Sizing Systems durchgefihrt.

UV/VIS: Spektroskopie mit UV-Licht bzw. sichtbarem Licht wurde mit Hilfe eines Specord® 2010 Plus
Spektrometers der Firma Analytik Jena AG bei 25 °C durchgefiihrt. Zur Analyse der Messungen wurde
die Software Win ASPECT PLUS herangezogen. Neben Polystyroleinwegkilivetten der Firma Sarstedt

mit den MafRen 10x4x45 mm wurden auch QX Quartz-Kivetten verwendet.

Gelpermeationschromatographie (GPC): Gelpermeationschromatographie wurde mit einem Agilent
1200 series HPLC System und drei wassrigen GPC-Sdulen von Polymer Standards Service (PSS)
durchgefiihrt. Von den drei verwendeten Sdulen waren zwei vom Typ Suprema Lux analytical columns
(8 mm im Durchmesser und 5 pm PartikelgroRe) und eine Vorsaule (50 mm, 2x 160 A mit 300 mm und
1000 A mit 300 mm). Als Eluent fungiert ein Puffersystem bestehend aus MilliQ-Wasser und 30 %
Acetonitril mit 50 mM NaH,P0O,4, 150 mM NacCl und 250 ppm NaN3; mit einem pH-Wert = 7.0 (erreicht
durch Hinzugabe von 50 mL 3-molarer Natronlauge uberprift mit einer pH-Elektrode). Das
Puffersystem wurde mit einem im Gerat integrierten Membranfilter (0.1 um PorengréfRe) bei 0.8 mL
pro Minute Uber die GPC-Saulen gegeben. Als Detektoren dienten ein Lichtstreudetektor (MALS) des
Typs mimDAWN TREOS und ein Brechungsindexdetektor des Typs Optilab rEX von Wyatt Technologies
EU. Die Daten wurden mit einer Astra 5 Software ausgewertet und ein Brechungsindex von 0.156

wurde fir jedes Glykopolymer zugrunde gelegt.
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Oberflachenplasmonenresonanzmessungen (SPR): Immobilisierung der Glykopolymere und
Messungen der Oberflachenplasmonenresonanz wurden auf einem Biacore X100 mit Biacore X100
Kontrollsoftware von GE Healthcare durchgefiihrt. Zur Evaluation der Sensorgramme wurde die

Biacore X100 Evaluationssoftware verwendet.

Immobilisierungsprotokoll: Zur Durchfiihrung von Direktbindungsstudien von Concanavalin A (ConA)
gegen eine Oberfliche, die mit Glykopolymeren funktionalisiert ist, und daran anschliefende
Inhibitions-Kompetitions-Studien mit verschiedenen Inhibitoren wurde ein ,Sensor Chip Au” von GE
Healthcare verwendet. Dieser Sensorchip weist auf der dem Flusskanal zugewendeten Seite eine
unfunktionalisierte Goldoberfliche auf. Zur Funktionalisierung dieser Goldoberfliche werden
grundsatzlich 2 verschiedene Varianten unterschieden: Die Immobilisierung mit vorgegebenem
Ziellevel und die Immobilisierung Uber eine festgelegte Kontaktzeit. In beiden Fallen bildet das
thiofunktionalisierte Ende des Glykopolymers mit dem Gold eine kovalente Schwefel-Gold-Bindung
aus. Auf diese Weise funktionalisierte Goldoberflachen werden als selbstassemblierende Monoschicht
(engl. ,self-assembling monolayer”, SAM) bezeichnet. AuBerdem muss zwischen einer homogenen
(SAM) und einer heterogenen (Co-SAM) Funktionalisierung unterschieden werden. Letztere werden
im Anschluss an die Immobilisierungsschritte naher erldutert und werden durch einen weiteren Schritt

der SAM-Erzeugung, wie unten beschrieben, erhalten.

Zur Vorbereitung der Immobilisierung wird das Biacore X100 mit MilliQ-Wasser durchgespiilt und der
Sensorchip wie vorgesehen in das Gerat eingelegt. Die zu immobilisierenden Polymere werden
angelehnt an Toyoshima et al. %" zu jeweils 1.0 mg/mL in MilliQ-Wasser geldst und entsprechend der
vom Gerat angegebenen Menge in die vorgelegten Behaltnisse gegeben. Die bendtigte Menge hangt
von der gewahlten Methode zur Immobilisierung ab. Bei einer SAM-Ausbildung mit vorgegebener
Kontaktzeit werden bei einer Flussrate von 5 pL/min 1000 s als Zeit vorgegeben und somit liegt der
Bedarf bei 123 puL. Da eine Funktionalisierung beider Flusszellen nacheinander in einer
Funktionalisierungssequenz erfolgt, werden sowohl Mannose- als auch Galaktose-haltiges

Glykopolymere zeitgleich vorgelegt (pMan2CAz, pMan2CAs und pMan2CMgs sowie pGal2CAy,,
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pGal2CAs; und pGal4CMss). Nach erfolgter Funktionalisierung der Flusszellen wird das vom System
angegebene Responselevel vermerkt und bei Bedarf wird erneut immobilisiert. Bei erwiinschter
Erzeugung eines Co-SAMs wird der Chip im Anschluss an die Funktionalisierung aus dem Gerat entfernt
und kurz mit MilliQ-Wasser abgespiilt. Anschliefend wird ein Tropfen des gewlinschten Polymers mit
1 mg/mL auf den gesamten Sensorchip gegeben, sodass beide Flusszellen benetzt sind. Der Chip wird
fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur gelagert und erneut in das Biacore-System eingelegt. Durch einen
sogenannten ,Manual Run” mit MilliQ-Wasser als Eluent wird das Responselevel erneut bestimmt und

somit die funktionalisierte Menge Polymer abgeschatzt.

Direktbindungsstudien: Zur Bestimmung der Affinitit von ConA gegen die funktionalisierten
Oberflachen wird das System zundchst mit Lectin Binding Buffer (MilliQ-Wasser mit 50 mM
Natriumchlorid, 10 mM Hepes, 1 mM Manganchlorid und 1 mM Calciumchlorid, mit 3 M Natronlauge
auf einen pH-Wert = 7.40 gebracht) gespult und fir mehrere Tage equilibrieren lassen, mindestens
jedoch acht Stunden. Danach werden die Messungen wie nachfolgend beschrieben durchgefiihrt, bis
sich reproduzierbare Werte ergeben: Bei einem Fluss von 10 pl/min und einer Regeneration mit 0.8 M
a-Methylmannose werden in einem sogenannten ,Single Cycle Kinetitcs“-Modus 5 verschiedene
Konzentrationen ConA nacheinander tber beide Flusszellen gegeben. Die Konzentrationen reichen von
3.17*10° bis 3.91*10® mmol/mL bei einem Verdiinnungsfaktor von 3 und werden angepasst, falls der

berechnete kq-Wert nicht nahe der mittleren Konzentration liegt.

Inhibitions-Kompetitions-Messungen: Zur Quantifizierung der Inhibitionsfahigkeit der synthetisierten
Glykopolymere und a-Methylmannose von ConA in LBB gegen die erzeugten Goldoberflachen erfolgt
die Bestimmung von ICso-Werten im Rahmen eines Inhibitions-Kompetitions-Assays. Hierzu werden in
einem ,Multi Cycle“-Modus verschiedene Konzentrationen der Inhibitoren gegen eine fixe
Konzentration ConA (0.11 mg/mL 2 0.117 uM) gemessen. Folgende Bedingungen werden verwendet:
Die Flussrate betradgt 10 pl/min, die Kontaktzeit betrdgt 180 s, die Dissoziationszeit liegt bei 270 s und
die Regeneration erfolgt zwei Mal mit 0.8 M a-Methylmannose fiir 90s, gefolgt von einer

Stabilisierungsphase von 150 s am Ende jeder Messung. Die Responseunits fiir eine Bindung werden

145



5. Experimentalteil

nach 191 s nach Zyklusbeginn genommen. Es werden zwei Messreihen pro Inhibitor gemessen und die
mittlere Konzentration nahe der kalkulierten 1Cso-Konzentration wird nochmals am Ende einer jeden
Messreihe erneut vermessen, um den Fehler zu bestimmen und eventuelle Messungenauigkeiten
erklaren zu kénnen. AuBerdem wird in jeder Messreihe eine Messung nur mit ConA ohne Anwesenheit
von Inhibitor durchgefiihrt, dessen Signal auf 100 % gesetzt wird. Messungen mit ausschlief3lich LBB
bilden die 0 %-Inhibierung ab. Die Messungen mit Inhibitor werden nun in Relation zu den Messungen
mit ConA gesetzt und in einem Graphen aufgetragen. Mittels eines Hill1-Fits werden die ICso-Werte bei
50 % Inhibierung abgeschatzt und miteinander verglichen. Gegebenenfalls werden ,synthetische
Werte” generiert, falls die 100 %-ige Inhibition durch so hohe Konzentrationen erfolgen muss, dass die

detektierte Responseunit vom Brechungsindex des Inhibitors beeintrachtigt wird.

Kaisertest: Zur Quantitativen Bestimmung freier a-Aminogruppen werden diese gemall eines
modifizierten Protokolls von Dieter Miiting und Eberhard Kaiser mit Ninhydrin zum blauvioletten
Farbstoff ,Ruhemanns Purpur” umgesetzt.?!! Der gebildete Farbstoff kann anschlieBend quantitativ
mittels UV/VIS-Spektroskopie nachgewiesen werden, wodurch die Konzentration der Aminogruppen
pro Masse Partikel berechnet werden kann. Hierfiir werden drei verschiedene Reagenzien bendtigt:
0.01 M wassrige Kaliumcyanid-Losung in Pyridin, 50 g/L Ninhydrin in Ethanol und 2 g/L Phenol in
Ethanol. Jeweils 1.0 mg der Partikel werden in 100 pL MilliQ-Wasser gel6st und mit 1,567 uL Ethanol
verdinnt. AnschlieBend werden jeweils 111 uL jeder der drei Losungen hinzugegeben und das
Reaktionsgemisch auf 100 °C fur 5 Minuten erhitzt. Die Extinktion wird mittels UV/VIS-Spektroskopie

bei 570 nm gemessen und die Werte mit einer Kalibriergeraden verglichen.

Phenol-Schwefelsaure-Methode: Diese Methode folgt der Durchfiihrung von Boden et al., welche
wiederum an den Arbeiten von Dubois et al. sowie Gerchakov und Hatcher angelehnt ist, und dient
der Bestimmung der Zuckerkonzentration auf den synthetisierten Partikeln.?°>2%7) Zunichst wird eine
Konzentrationsreihe  verschiedener  Konzentrationen  a-Methylmannose angesetzt. Die
Konzentrationen betrugen 0.025, 0.05, 0.1, 0.225, 0.45 und 0.90 mmol/mL a-Methylmannose in

MilliQ-Wasser. Von jeder Konzentration sowie einer Blindprobe MilliQ-Wasser wurden 250 pL in ein
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5 mL Eppendorf-GefaR gefillt und anschliefend mit 250 pL 5 %-iger wassriger Phenolldsung vermischt.
AnschlieBend wurden 1250 plL konzentrierte Schwefelsdaure hinzugegeben und das Eppendorf-Gefald
wurde nach der einsetzenden exothermen Reaktion stark geschittelt, um eine vollstandige
Durchmischung zu erzielen. Nach einer 30-mindtigen Inkubation bei 30 °C im Wasserbad wurden die
Zuckerkonzentrationen mit Hilfe des SPECORD® 210 Plus dual-trace Spektrometers der Analytik Jena
AG analysiert (flr weitere Details siehe oben). Hierzu wurde ein Intervall von 450 -550 nm gescannt
und die Intensitat bei 490 nm wurde detektiert. Die Messtemperatur betrug 25 °C und als Referenz
wurde MilliQ-Wasser verwendet. Als Probengefal dienten einmalig verwendbare Polystyrol-Kiivetten
von Sarstedt mit den MaRen 10x4x45 mm. Die Intensitdt der Blindprobe wurde von jeder
Konzentration subtrahiert. Jede Konzentration wurde insgesamt drei Mal angesetzt und gemessen,
anschliefend wurden Durchschnittswerte berechnet und aus diesen Werten lineare
Funktionsgleichung abgeleitet. Mit Hilfe dieser Standardkurve wurden verschiedenen gemessenen
Intensitaten eine Zuckerkonzentration zugeordnet, die nach der Aufbringung von Glykopolymeren auf

die Partikel detektiert wurden. Als Blindprobe wurden hierfiir die jeweiligen Partikel herangezogen.

Bakterienkultivierung: Der Stamm PKL1162 der Bakterie Escherichia Coli (E. Coli) wird Gber Nacht bei
37 °Cund 100 rpm in einem sterilisierten Reagenzglase gefiillt mit ca. 15 mL LB-Medium kultiviert. Fr
das Kultivierungsmedium werden 12.5 g LB Broth (Miller) (powder microbial growth medium) in
500 mL ultrareinem Wasser gegeben und dieses unter Riihren gel6st. 500 mL des Mediums enthalten
5.0 g Tryptone, 5.0 g NaCl und 2.5 g Hefeextrakt. Das Medium wird anschlieRend fiir 30 min bei 121 °C
sterilisiert, auf RT abgekihlt und anschlieBend mit 50.0 mg Ampizilin und 25.0 mg Chloramphenicol
versetzt. Die Bakterienlésung wird am Folgetag bei 2000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wird entfernt und das Pellet mit ultrareinem Wasser gewaschen. Dieser Prozess wird noch einmal
wiederholt und die Bakterien werden wiederrum in ultrareinem Wasser gel0st, bis eine optische Dichte

von 0.4 eingestellt ist, welche in etwa einer Bakterienkonzentration von 2.0 mg/mL entspricht.
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5.2 Monomersynthesen
5.2.1 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyra-

nosyloxy)ethyl]acrylamid (4)

+ p-Toluolsulfonsd ure + Ethylendiamin
HO + Essigsaureanhydrid AcO, + Essigsaure (konz.) AcQ
OH Acetonitril, 0°C OAg THF, RT - OA
HO O > AcO o > AcO 0
HO AcO AcO
OH OAc OH
+ DBU AcO +BF3*Et,0 AcO
+Trichloroacetonitril OAc + N-Hydroxyethylacrylamid OAC

DCM,RT o AcO 0 DCM,0°C  _ AcO O
AcO NH = AcO 0
/< \/\H

CCly

5.2.1.1 Synthese von Penta-O-acetyl-a-D-mannopyranose (1)

AcO

OAc

AcO O
AcO

OAc

Die Peracetylierung von a-D-Mannose wird, wie bereits in meiner Masterthesis beschrieben!*>,
angelehnt an Watt und Williams sowie an Ponader et al. durchgefiihrt.®% 2% |n 250 mL Acetonitril
werden 20 g a-D-Mannose [11 mmol] und 2.4 g para-Toluolsulfonsaure vorgelegt und im Eisbad fir
eine Stunde unter Rihren gekihlt. AnschlieBend werden tropfenweise 70 mL [740 mmol]
Essigsaureanhydrid zur weillen Suspension hinzugegeben. Innerhalb der nachsten vier Stunden wird
das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt und das Edukt geht in Lésung Uber. Der
Reaktionsfortschritt wird mittels Dinnschichtchromatographie (DC) Uberprift (Verhéltnis
Ethylacetat:n-Hexan = 1:1 v/v, R¢=0.7). Nach Umsatz des gesamten Edukts wird das Lésungsmittel
entfernt bis eine braune, hochviskose Flissigkeit zurlickbleibt. Diese wird in Ethylacetat gelost und die
somit erhaltene organische Phase wird mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen,
bis kein Entgasen zu beobachten ist. Die organische Phase wird daraufhin mit destilliertem Wasser und

gesattigter Kochsalzlosung gewaschen und schlieflich tGber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
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Entfernen des Ethylacetats wird ein leicht-gelbliches Ol erhalten, welches (iber lingere Zeit zu weilen

Kristallen auskristallisiert [40.3 g, 103.33 mmol, 94 % Ausbeute].

'H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 6.07 (d, *Ju1a-n2 = 1,85 Hz, 1H, Hla), 5.85 (d, 3Ju1p-u2 = 1.09 Hz, 0.6H, H1pB),
5.48 (dd, 3Jua-n3 = 3.28 Hz, 0.6H, H2B), 5.36 — 5.31 (m, 2H, H2a, H4al), 5.28 (t, 3Jna-Ha/ma-us = 4.7 Hz, 0.6H,
H3B), 5.25 (t, *Ju1ns = 2.2 Hz, 1H, H3at), 5.13 (dd, 3Jus-na = 10.0 Hz, 2Juans = 3.3 Hz, 0.6H, H4B), 4.32 — 4.25
(m, 1.6H, H5a, H5B), 4.16 — 4.08 (m, 3H, H6a, H6PB, Ethylacetat enthalten), 4,07 — 4.03 (m, 1H, H6‘a),
3.80 (ddd, *Jne-na= 9.90 Hz, 3Jne-rs = 5.83 Hz, 2Jne-ue = 2.31 Hz, 0.6H, H6‘B), 2.19 — 2.01 (m, 28H, -CH3,

Ethylacetat enthalten) ppm.
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5.2.1.2 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranose (2)

AcO
OAg

AcO O
AcO

OH

Die  Deacetylierung der anomeren Hydroxygruppe von 1,2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranose (1) wird gemaR dem Protokoll von Zhang und Kova¢ durchgefiihrt.’?°! Hierzu werden
2.15 mL [34.14 mmol] Ethylendiamin und 500 mL Tetrahydrofuran vorgelegt und bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBRend werden 2.15 mL [39.8 mmol] Eisessig tropfenweise unter Ausbildung eines
weillen Niederschlags hinzugegeben. 11.1g[28.45mmol] 1 werden in weiteren 200 mL
Tetrahydrofuran solvatisiert und tropfenweise zur weiRen Suspension hinzugetropft. Der Umsatz wird
mittels TLC verfolgt (Verhaltnis Ethylacetat:n-Hexan = 1:1 v/v, R¢=0.5) und nach 12 h ist das Edukt
vollstandig umgesetzt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und in 300 mL
Wasser resolvatisiert. Aus dieser wassrigen Losung wird nun mittels 3 x 300 mL Dichlormethan das
Produkt extrahiert und die erhaltene organische Phase wird wiederum drei Mal mit jeweils 300 mL1 M
Salzsdure und mit drei Mal mit je 300 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen.
Eventuelles Restwasser wird mit gesattigter Kochsalzlésung und anschlieRender Trocknung uber
Magnesiumsulfat entfernt. Final wird das Losungsmittel entfernt und 8.36 g eines transparenten und

hochviskosen Ols erhalten [24.0 mmol, 84 % Ausbeute].

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 5.46 — 5.39 (dd, 1H), 5.36 — 5.21 (m, 3H), 4.31 — 4.09 (m, 3H), 3.30 (s,
1H, -OH), 2.21 (s, 0.1H, -CHs, Anomer), 2.16 (s, 3H, -CHs), 2.11 (s, 3H, -CHs), 2.05 (s, 3H, -CH3), 2.00 (s,

3H, -CHs) ppm.

150



5. Experimentalteil

5.2.1.3 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranosyltrichloro-

acetimidat (3)

AcO
OAc

HO o
AcO NH
(0]
CCl,

Die Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyltrichloroacetimidat (3) wurde nach den
Reaktionsprotokollen der Gruppen Fekete et al. und Wu und Sampson durchgefiihrt.[!> 219 Unter
Argongegenstrom und mit Hinzugabe von Molekularsieb (2 A) werden 8.36g 2 in 150 mL
Dichlormethan vorlegt. Unter Rihren erfolgt die Zugabe von 350uL [2.4 mmol]
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU), wodurch die Losung eine gelbliche Farbe annimmt. Nach 30
Minuten werden 2.65 mL [26.4 mmol] Trichloroacetonitril tropfenweise hinzugegeben, welches eine
weitere Anderung der Farbigkeit der Lésung in Richtung orange ausldst. Nach sechs Stunden nimmt
die Losung eine braunliche Farbe an und es kann mittels DC kein Edukt mehr nachgewiesen werden
(Verhaltnis Ethylacetat : n-Hexan = 3:7, R¢=0.8). Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt und es werden 5.17 g einer hochviskosen und leicht gelben Substanz erhalten [10.8 mmol,

45 % Ausbeute].

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 8.78 (s, 1H, =NH), 6.27 (d, 1H, H1), 5.00 — 5.44 (m, 1H), 5.44 — 5.34 (m,
2H), 4.34—-4.06 (m, 4H, Ethylacetat), 2.19 (s, 3H, -CHs), 2.07 (s, 3H, -CHs), 2.06 (s, 3H, -CHs), 2.00 (s, 3H,

-CHs) ppm.
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5.2.1.4 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-
oxy)ethyl]acrylamid (4)

AcO

OAc,

AcO O
AcO o)

O\/\NJ\/

H

Die Synthese von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyloxy)ethyllacrylamid (4) wird
angelehnt an die Protokolle beider Gruppen Wu und Sampson sowie Gu et al. durchgefiihrt.!*% 21
Unter Argonatmosphare werden 5.17 g [10.8 mmol] 3 in 70 mL Dichlormethan solvatisiert und in
einem Eisbad mit 1°C Wassertemperatur gekihlt. Es werden 1.3 mL [10.8 mmol]
Bortriflouriddiethyletherat hinzugegeben und fir 45 Minuten gerihrt. In diesem Zeitraum nimmt die
Suspension eine hell-gelbe Farbe an. AnschlieBend werden 4.2mL [36.8 mmol] N-
Hydroxyethylacrylamid solvatisiert in 30 mL Dichlormethan tropfenweise hinzugegeben. Nach 30 bzw.
60 Minuten wird der Umsatz mittels DC tiberprift (Verhaltnis Ethylacetat:n-Hexan = 1:1 v/v, R¢ = 0 bzw.
in Ethylacetat: R¢=0.5) und es kann keine weitere Verdnderung beobachtet werden. Das
Reaktionsgemisch wird zwei Mal mit jeweils 100 mL Eiswasser und zwei Mal mit jeweils 100 mL
gesattigter Natriumhydrogencarbonatldosung gewaschen und anschlieBend mit Natriumsulfat
getrocknet. Das Dichlormethan wird unter vermindertem Druck entfernt und das Produktgemisch wird
in zwei Schritten mit Hilfe einer Kombiflash aufgereinigt. Zunachst wird das Produktgemisch in
Ethylacetat gelost und auf die Silikageleinmalsdule aufgetragen. Im ersten Schritt werden nun die
Edukte und eventuelle Nebenprodukte mit einem Laufmittel bestehend aus n-Hexan und Ethylacetat
(im Verhaltnis 1:1, v/v) entfernt. Im zweiten Schritt wird mit Ethylacetat als Laufmittel das Produkt von
der Saule gespiilt und in mehreren Fraktionen aufgefangen. Diese Fraktionen werden vereinigt und
das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck vorsichtig unter milden Bedingungen entfernt
(Temperatur <40 °C, Druck > 100 mbar), da ansonsten eine unkontrollierte Polymerisation des
Produkts hervorgerufen werden kdnnte. Nach Entfernen des Losungsmittels werden 0.75 g eines

farblosen und dullerst klebrigen Gels erhalten [1.68 mmol, 15.5 % Ausbeute, 100 % a-Anomer].
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'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 6.32 (dd, *Jn10-H10' = 16.98 Hz, 2p0-n10- = 1.67 Hz, 1H, H10), 6.16 (dd, 3Jue-
H1o = 16.9 Hz, 3Jng-n1o- = 10.0 Hz, 1H, H9), 6.10 — 6-00 (m, 1H, -NH-), 5.65 (dd, *Jn10-ne = 10.10 Hz, *Jn10-H10
=1.63 Hz, 1H, H10), 5.37 - 5.20 (m, 3H), 4.82 (d, *Ju1-42 = 1.44 Hz, 1H), H1a), 4.25 (dd, *Juans = 12.32 Hz,
*Jua-ns = 5.81 Hz. 1H. H4), 4.12 (dd, 3Juz-na = 12.21 Hz, 3Jusuz2 = 2.45 Hz, 1H, H3), 3.98 (ddd, *Jus.e =
9.57 Hz, *Jus-ua = 5.63 HZ, *Jus.ne = 2.42 HZ, 1H, H5), 3.86 —3.75 (m, 1H), 3.75 —3.45 (m, 3H), 2.15 (s, 3H,

-CHs), 2.09 (s, 3H, -CHs), 2.05 (s, 3H, -CHs), 2.00 (s, 3H, -CHs) ppm.HR-ESI:
m/z berechnet fiir 4 + H*: 446.16; gefunden: 446.1658

m/z berechnet fur 4 + D*: 447.16; gefunden 447.1689
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5.2.2 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galacto-

pyranosyloxy)ethyl]acrylamid (7)

AGO + Ethylendiamin AcO + DBU
OAcC + Essigsdure (konz.) OAc +Trichloroacetonitril
THF, RT o DCM, RT
(0] — > >
AcO OAc AcO
AcO AcO OH
AcO +BF3*Et,0
OA 3 £
¢ + N-Hydroxyethylacrylamid OAACO
o c
ACO DCM, 0 °C o o}
C! ’
AO L AcO O\/\N/[v
AcO H
CCl3

Die Synthese von 7 erfolgt analog zu der Synthese wie in der Veroffentlichung von Soria-Martinez et
al. beschrieben.™® Die Syntheseroute bis zur 2. Stufe (Verbindung 6) wurde in der Bachelorarbeit von

Nick Jetzki zur Synthese eines dhnlichen Monomers erprobt.[?'?

5.2.2.1 Synthese von 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a/B-D-galactopyranose (5)

AcO
OAc

AcO
AcO OH

Die Synthese und Aufarbeitung von 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a/B-D-galactopyranose (5) erfolgt analog zu
der Synthese von 2 und orientiert sich ebenfalls an den Publikationen von Zhang und Kovac sowie der
Publikation von Soria-Martinez und Kollegen.?®* 2% Es werden zu 2 mL [34.9 mmol] Ethylendiamin in
500 mL Tetrahydrofuran 2.2 mL [40.73 mmol] Eisessig unter Bildung eines weilRen Niederschlags
zugetropft. 11.35 g [29.1 mmol] 1,2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranose werden in weiteren
200 mL Tetrahydrofuran solvatisiert, langsam zu der Ethylendiamin-Eisessig-Suspension getropft und
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Die Aufreinigung erfolgt wie in Kapitel 5.2.1.2 beschrieben.

Es werden 9.11 g eines transparenten und hochviskosen Ols erhalten [24.0 mmol, 89.9 % Ausbeute].
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H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 5.52 (d, 3Jy1m2 = 3.63 Hz, 1H, Hla), 4.47 (dd, *Juaws = 3.40 Hz, *Juans =
1.30 Hz, 1H, H4al), 5.44 —5.37 (m, 1.3H, H3a, HB), 5.16 (dd, *Juzz = 10.72 Hz, 3Jiam1 = 3.64 Hz, 1H, H2a),
5.09 — 5.04 (m, 0.6H, 2HB), 4.72 — 4.65 (m, 0.3H, HP), 4.47 (dt, *Jusue/ms = 10.72 Hz, *Jysna = 1.26 Hz,
1H, H5a), 4.19 — 4.02 (m, 3.6H, H6, H6‘, 2HB, Ethylacetat), 4.00 — 3.91 (m, 0.3H, 1HB), 3.00 (s,
1H, -OHay), 2.15 (s, 1H, -CHsp), 2.14 (s, 3H, -CHsa), 2.11 (s, 1H, -CHsB), 2.10 (s, 3H, -CHsa), 2.05 (s,

3H, -CHsat), 2.04 (s, 1H, -CH3B), 2.00 (s, 1H, -CHsB), 1.99 (s, 3H, -CHsa) ppm.
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5.2.2.2 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-

trichloroacetimidat (6)

AcO
OAc

AcO

A0 6 NH

CCly

Die Synthese und Aufarbeitung von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyltrichloroacetimidate
(6) erfolgt analog zu der Synthese von 3 und ist ebenfalls angelehnt an Syntheseprotokolle der Gruppen
Fekete et al. und Wu und Sampson.[*® 219 AuRBerdem wurde dieser Syntheseschritt in der Publikation

von Soria-Martinez et al. durchgefiihrt.[3!

Unter Argonatmosphare und in Anwesenheit von Molekularsieb (2 A) werden 9.3 g von 5 in 250 mL
Chloroform vorgelegt und es werden 500 pL [3.3 mmol] DBU tropfenweise hinzugegeben. Nach 30
Minuten nimmt die Mischung eine gelbe Farbe an. Danach werden 2.8 mL [28 mmol]
Trichloroacetonitril hinzugegeben, wodurch das Reaktionsgemisch eine braune Farbe annimmt. Die
Aufreinigung erfolgt gemaRR dem Protokoll in Kapitel 5.2.1.3. Es werden 5.0 g des a-Anomers in der
ersten Fraktion (R¢ = 0.7) der Flash-Chromatographie (Ethylacetat:n-Hexan im Verhaltnis 1:1 v/V)
erhalten [10.4 mmol, 40 % Ausbeute]. Fur die Synthese eines nicht-anomerenreinen Produkts in der

nachfolgenden Synthesestufe kann die 2. Fraktion der Flash-Chromatographie herangezogen werden.
o

(0]
o,, 3 3 o\fo
5
6, 6
Om/
O
1H-Nl\/”'-\’ (300 MHZ, CDC|3)Z 6 =8.66 (S, 1H, :NH), 6.60 (d, 3JH1—H2 =3.33 HZ, 1H, Hl), 5.56 (dd, 3JH4.|-|3 =

NH

2
- 1
Cl;C o o

3.04, 3JH4.H5 = 1.30 HZ, 1H, H4), 5.43 (dd, 3JH3.H22 10.81 HZ, 3JH3.H4=3.08 HZ, 1H, H3), 5.35 (dd,
3JH2.H3: 10.81 HZ, 3J|-|z.|-|1:3.34» HZ, 1H, HZ), 4.43 (dt, 3JH5.H5/H5':6.48 HZ, 3JH5—H4:0-95 HZ, 1H, H5),

4.22 —4.02 (m, 5H, H6, H6*, Ethylacetat), 2.16 (s, 3H, -CH3), 2.03 —1.99 (3 5, 9H, -CH3) ppm.
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5.2.2.3 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-

galactopyranosyloxy)ethyl]acrylamid (7)

AcO
OAc
(0]
(0]
AcO O~ N =
AcO H

Die Synthese von 7 erfolgt analog zu der Synthesevorschrift von 4 in Kapitel 5.2.1.4 und wird ebenfalls
angelehnt an den Arbeiten der Gruppen Wu und Sampson sowie Gu et al. durchgefiihrt.!% 21¥ Unter
Argonatmosphare werden 3.6 g [7.3 mmol] 7 in 120 mL Dichlormethan solvatisiert und mit Hilfe eines
Eisbads auf 1 °C gekihlt. Nach 45 Minuten werden 1.4 mL [11.6 mmol] Bortrifluoriddiethyletherat
hinzugegeben, wodurch die Losung eine hell-gelbe Farbe annimmt. Nach weiteren 30 Minuten werden
3.6 mL[31.5 mmol] N-Hydroxyethylacrylamid vorgelegt in 30 mL Dichlormethan zum aktivierten Edukt
langsam hinzugetropft. Die Aufreinigung erfolgt ebenfalls analog zu 4 und es werden 1.5 g eines
farblosen, hochviskosen Ols erhalten [3.5 mmol, 48 %]. Mit Hilfe der *H-NMR-Daten (siehe Anhang)

kann abgeleitet werden, dass es sich um das reine B-Anomer handelt.

H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 6.28 (dd, *Ju1oe = 17.04 Hz. 2nsono = 1.40 Hz, 1H, H10), 6.27 — 6.22 (m,
2H, -NH-, H9), 5.64 (dd, *Ju10-+e = 10.34 Hz, 2Juso-rio = 1.50 Hz, 1H, H10¢), 5.38 (dd, *Juas = 3.51 Hz, 3Jnans
= 0.94 Hz, 1H, H4), 5.17 (dd, 3Jyans = 10.41 Hz, U = 7.91 Hz, 1H, H2), 5.00 (dd, *Jussz = 10.55 Hz,
2)ysna = 3.54 Hz, 1H, H3), 4.46 (d, Jumz = 7.99 Hz, 1H, H1B), 4.21 — 4.04 (m, 3H, H6, H6", Ethylacetat),
3.94 — 3.86 (m, 2H), 3.73 (m, 1H), 3.63 — 3.55 (m, 1H), 3.51 — 3.44 (m, 1H), 2.14 (s, 3H, -CHs), 2.04 —

2.01 (m, 6.7H, -CHs, Ethylacetat), 1.97 (s, 3H, -CHs) ppm.

HR-ESI:

m/z berechnet fur 7 + H*: 446.16 — detektiert: 446.1656
m/z berechnet fiir 7 + Na*: 468.16 — detektiert: 468.1477
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5.2.3 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyra-
nosyloxy)hydroxyethoxy)ethyl])methacrylamid (9)

AcO + Ethylendiamin AcO +DBU
OACC + Essigsdure (konz.) OAc + Trichloroacetonitril
o THF, RT o o DCM,RT
AcO OAc AcO
AcO AcO OH
AcO +8
OAc AcO
o + BF,*E,0 OAS
DCM, 0°C
AcO —_— 0 H
AcO 5 \H AcO O\/\O/\/N
AcO
(0]
CCl3

5.2.3.1 Synthese von N-[2-(2-Hydroxyethoxy)ethyllmethacrylamid (8)

HO\/\O/\/H\[(K

(0]

Die Synthese von Verbindung 8 erfolgt angelehnt an die Arbeiten von Pokharel et al., Gomez et al. und

PierZyna.[149’ 213, 214]

8.3 mL [59.8 mmol] Triethylamin werden zusammen mit 6 mL [59.8 mmol] (2-(2-Aminoethoxy)ethanol
in 50 mL Tetrahydrofuran vorgelegt und im Eisbad fiir 60 Minuten auf 1 °C gekiihlt. Anschliefend
werden 6.3 mL Methacryloylchlorid tropfenweise hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird fiir ca. 12
Stunden gerihrt und auf Raumtemperatur erwarmt. Der weilRe Niederschlag wird abfiltriert und das
Tetrahydrofuran unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene viskose Ol wird mittels Combi-
Flash aufgereinigt (Ethylacetat : n-Hexan im Verhiltnis 7:3 v/v) und es werden 2.4 g [13.8 mmol] eines

viskosen und farblosen Ols isoliert [46 % Ausbeute].

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6.55 — 6.15 (s, 1H, -NH-), 5.72 — 5.67 (p, 1H, H1), 5.35 - 5.30 (m, 1H, H1’),

3.78 —=3.71 (m, 2H, -CH>-), 3.64 — 3.48 (m, 6H, -CH-), 1.98 — 1.93 (m, 3H, -CHs) ppm.
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5.2.3.2 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl-
oxy)hydroxyethoxy)ethyl])methacrylamid (9)

AcO
AcO

6] (0]
AcO
(0]
ACO O/\/ \/\H/lk’/

Die Synthese von 9 erfolgt analog zu der Synthesevorschrift von 4 in Kapitel 5.2.1.4 und wird ebenfalls
angelehnt an den Arbeiten der Gruppen Wu und Sampson, Gu et al. sowie Soria-Martinez et al.
durchgefiihrt.!% 53 211 Unter Argonatmosphire werden 1.7 g [3 mmol] 7 in 50 mL Dichlormethan
solvatisiert und mit Hilfe eines Eisbads auf 1 °C gekiihlt. Nach 45 Minuten werden 0.6 mL [5 mmol]
Bortrifluoriddiethyletherat hinzugegeben, wodurch die Losung eine hell-gelbe Farbe annimmt. Nach
weiteren 30 Minuten werden 1.8 g [11.3 mmol] 8 solvatisiert in 30 mL Dichlormethan zum aktivierten
Edukt langsam hinzugetropft. Die Aufreinigung erfolgt ebenfalls analog zu 4. Es werden 0.4 g eines
farblosen, hochviskosen Ols erhalten [0.8 mmol, 26 %]. Mit Hilfe der 'H-NMR-Daten kann das

Anomerenverhaltnis determiniert werden, welches zu 100 % auf Seite des B-Anomers liegt.

IH-NMR (300 MHz, CDCls): & = 6.35 (s, 1H, -NH-), 5.75 — 5.71 (m, 1H, H11), 5.39 (dd, 3Ju2.n3 = 3.41 Hz,
*Ju2-ns = 1.05 Hz, 1H, H4), 5.36 — 5.32 (m, 1H, H11¢), 5.20 (dd, 1H, 3Ju2-u3 = 10.51 Hz, 3Jpa-n1 = 7.91 Hz, 1H,
H2), 5.01 (dd, 3Jua-iz = 10.47 Hz, 3Jnama = 3.44 Hz, 1H, H3), 4.52 (d, 3Jun2 = 7.93 Hz, 1H, H1B), 4.22 — 4.07
(m, 2H, -CH,), 4.02 — 3.87 (m, 2H, -CH3), 3.78 — 3.34 (m, 10H, -CH,, Ethylacetat), 2.14 (s, 3H, -CHs), 2.07

—2.03 (m, 6H, -CHs). 2.00 — 1.95 (m, 6H, -CH3) ppm.

HR-ESI:

m/z berechnet fiir 9 + H*: 504.20 — detektiert: 504.2080

m/z berechnet fiir 9 + D*: 505.20 — detektiert: 505.2111
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5.2.4 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyra-

nosyloxy)ethyllmethacrylamid (11)

+ p-Toluolsulfonsdure + Ethylendiamin

HO + Essigsaureanhydrid AcO + Essigsaure (konz.) AcQ

OH Acetonitril, 0 °C OAc THF, RT Of\ﬁ
HO O AcO O —— > A0 o

HO AcO AcO
OH OAc OH
+DBU AcO B: 1‘; . AcO
; itri + t
+Tr|ch:;>cr::c;;onltrll OAc DC,\; . SC OAC
. » AcO 0 — OMO L 5  AcO

0
AcO NH ACO\ZL( 0
04« 0
~
CCl, N

Die Synthese des Methacrylamids 11 erfolgt analog zur Synthese von 4, indem das kauflich erworbene
N-Hydroxyethylacrylamid durch das eigenstandig synthetisierte N-Hydroxyethylmethacrylamid (10)
substituiert wird. In der zuvor verfassten Masterarbeit sowie in einer gemeinsamen Publikation mit
Soria-Martinez et al. wurde die Synthese von 11 auf einem alternativen Syntheseweg beschrieben,
welcher ohne die vorherige Synthese von 2 und 3 sowie des N-Hydroxymethylmethacrylamids

auskommt.[53 15
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5.2.4.1 Synthese von N-Hydroxymethylacrylamid (10)
H
Ho >SN
O

Die Synthese des N-Hydroxymethacrylamids 10 wurde in der Bachelorarbeit von Nick Jetzki
thematisiert und im Rahmen dieser Arbeit weiterentwickelt.?*? Die Synthese erfolgt analog zur
Synthese von 8 wie in Kapitel 5.2.3.1 beschrieben und demensprechend basierend auf den Arbeiten

von Pokharel et al., Gomez et al. und Pierzyna.[}4% 213, 214]

10.0 mL [72.14 mmol] Triethylamin werden gemeinsam mit 4.0 mL [61.08 mmol] Aminoethanol in
25 mL Tetrahydrofuran(THF) solvatisiert und im Eisbad fir 60 Minuten auf 1 °C gekihlt. AnschlieBend
werden 5.5 mL [53.9 mmol] Methacryloylchlorid in weiteren 25 mL THF vorgelegt und tropfenweise
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird iber Nacht gerihrt und langsam auf Raumtemperatur
erwdrmt. Der sich absetzende weille Niederschlag wird mit weiterem kalten THF abfiltriert und das
Lésungsmittel wird anschlieBend unter vermindertem Druck entfernt. Das resultierende viskose Ol
wird mittels Combi-Flash aufgereinigt (Ethylacetat:Methanol im Verhéltnis 2:1, v/v) und liefert 4.5 g

[25.9 mmol] eines viskosen und farblosen Ols [48 % Ausbeute].

H
HO/\/N\[(g
0

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 6.48 (s, 1H, -NH-), 5.75 -5.70 (m, 1H, R-MeC=CH,), 5.37 — 5.31 (m, 1H,
R-MeC=CH,), 3.77 — 3.70 (m, 2H, -CHz-), 3.51 — 3.42 (m, 2H, -CH,-), 3.12 (s, 1H, -OH), 1.98 — 1.93 (m,

3H, -CHs)ppm.
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5.2.4.2 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-
oxy)ethyllmethacrylamid (11)

AcO

OAg

AcO O
AcO o)

o\/\NJ\]/

H

Die Synthese von 11 erfolgt analog zur Synthese von 4 in Kapitel 5.2.1.4, indem das dort verwendete
N-Hydroxyethylacrylamid durch das synthetisierte Methacrylamid 10 substituiert wird. Diese Synthese
ist ebenfalls angelehnt an die Publikationen von Wu und Sampson und Gu et al. und das Molekil wurde

bereits auf anderer Syntheseroute in der Masterarbeit beschrieben. % 5% 211

Es werden 4.24 g 3 [8.85 mmol] in 50 mL Dichlormethan gel6st und in einem Eisbad gekihlt. Nach 1
Stunde werden 1.2 mL Bortrifluoriddiethyletherat [9.74 mmol] hinzugegeben, sodass die Losung hell-
gelblich wird. Nach 30 Minuten unter Riihren werden 4.02 g des Methacrylamids 10 [30.1 mmol]
vorsichtig hinzugegeben, welche zuvor in ca. 30 mL Dichlormethan solvatisiert wurden. Nach der
Aufreinigung mittels Kombi-Flash in Ethylacetat:nHexan (1:1, v/v) werden 2.37 g eines hochviskosen

Produkte erhalten [5.15 mmol, 58 %].

9,9

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 6.27 (s, 1H, -NH-), 5.69 (p, 1H, H9), 5.34 (dt, 1H, H9*), 5.31 (dd, 1H, H3),
5.27 —5.19 (m, 2H, H2, H6*), 4.83 (d, 1H, H1), 4.23 (dd, 1H, H4), 4.15 — 4.03 (m, 1H, H6 Ethylacetat),
3.94 (ddd, 1H, H5) 3.85 — 3.75 (m, 1H, -CH,-), 3.64 — 3.42 (m, 3H, -CH,-), 2.13 (s, 3H, -CH3), 2.07 (s, 3H,

-CHs), 2.04 — 2.00 (m, 4H, -CHs, Ethylacetat), 1.98 (s, 3H, -CHs), 1.955 (dt, 3H, H,C=RC-CH3) ppm.
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ESI-MS:

m/z berechnet flr das Fragment von 11 unter Abspaltung von 10: 331.1 — detektiert: 331.0
m/z berechnet fir 11 + H*: 460.17 — detektiert: 460.2

m/z berechnet fir 11 + Na*: 482.17 — detektiert: 482.2
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5.2.5 Synthese von N-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyra-
nosyloxy)ethyllmethacrylamid (12)

AcO
AcO
(0]

0
AcO o
~ N N
AcO H

Die Synthese von 12 erfolgt analog zu der bereits beschriebenen Synthese von 4 in Kapitel 5.2.1.4

wiederum angelehnt an die Arbeiten der Gruppen Gu et al. sowie Wu und Sampson.[1% 211

Unter Argongegenstrom werden 2.9 g 7 [6.05 mmol] in 40 mL Dichlormethan vorgelegt und mittels
eines Eisbads fir 46 Minuten auf 1 °C gekihlt. Nach Hinzugabe von 0.8 mL Bortrifluoriddiethyletherat
[6.65 mmol] wird das Reaktionsgemisch weitere 30 Minuten geriihrt. Wahrend dieser Zeit nimmt die
Losung eine hell-gelbe Farbe an. Anschliefend werden 3.5 mg 10 [30.1 mmol] in 10 mL Dichlormethan
gelost und langsam zum kalten Reaktionsgemisch zugetropft. Analog zur Synthese von 4 erfolgt die
Aufreinigung des Produktgemischs in einem Gemisch aus Ethylacetat und n-Hexan (im Verhaltnis 1:1,

v/V). Es werden 1.1 g [3.3 mmol, 55 %] eines hochviskosen und farblosen Ols erhalten.

IH-NMR (300 MHz, CDCls): & = 6.21 (s, 1H, -NH-), 5.73 — 5.67 (m, 1H, H9), 5.38 (dd, 3Juas = 3.41 Hz,
3Juans = 1.04 Hz, 1H, H4), 5.36 — 5.32 (m, 1H, H9’), 5.19 (dd, 3Juz.3 = 10.45 Hz, 3z = 7.88 Hz, 1H, H2),
5.00 (dd, 3Jua.z2 = 10.48 Hz, 3Juz.na = 3.40 Hz, 1H, H3), 4.48 (d, 3Ju1n2 = 7.80 Hz, 1H, H1), 4.17 — 4.06 (m,
2H, Ethylacetat), 3.95 —3.85 (m, 2H), 3.78 —3.68 (m, 1H, H5), 3.64 —3.39 (m, 2H), 2.15 (s, 3H, -CH3),

2.16 —2.06 (m, 6H, -CHs, Ethylacetat), 1.98 (s, 3H, - CH3), 1.97 — 1.95 (m, 1H, CHs) ppm.
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ESI-MS:

Kalkuliertes m/z fuir das Fragment von 12 unter Abspaltung von 10: 331.1 — detektiert: 331.0
Kalkuliertes m/z fur 12 + H*: 460.17 — detektiert: 460.2

Kalkuliertes m/z fur 12 + Na*: 482.17 — detektiert: 482.2
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5.3 Polymerisation und Charakterisierung der Polymere

5.3.1 Allgemeine Reaktionsvorschrift zur RAFT-Polymerisation

Die RAFT-Polymerisation der Glykomonomere erfolgt anhand eines optimierten Standardprotokolls.
Hierzu wird das jeweilige Monomer mit der entsprechenden Initiatormenge sowie den
korrespondierenden Mengen RAFT-Reagenz - angepasst an die polymerisierbare Einheit -
15 Massen-% in Ethylacetat solvatisiert. Zur Reproduzierbarkeit erfolgt die Einwaage mit Hilfe von
Stammldsungen, mit deren Hilfe alle Komponenten zuverldssig und einfach eingewogen werden
kénnen, da die Monomere aufgrund ihrer sehr hohen Viskositat aulRert klebrig und somit schwierig
exakt einzuwiegen sind. Die eingewogenen Polymerisationsgemische werden anschliefend in einem
Mikrowellenréhrchen verschlossen und es erfolgen mindestens drei Zyklen, in welchen das
Polymerisationsgemisch  eingefroren und wieder aufgetaut wird. Hierzu wird das
Polymerisationsgemisch zunachst 15 Minuten mit Argongas durchgespilt, sodass ein Gasaustausch
erfolgen kann. AnschlieBend wird das Gemisch mittels fliissigen Stickstoffs eingefroren, sodass das
Losungsmittel gefriert. Es wird daraufhin fiir ca. 10 — 15 Minuten ein Vakuum angelegt, welches im
Bereich von 1073 bis 102 mbar liegt. Nach Entfernen des Vakuums wird das Reaktionsgemisch bei
Raumtemperatur aufgetaut und es erfolgen mindestens zwei weitere ,Freeze-and-Pump“-Zyklen,
bevor die Polymerisation initiiert wird. Schema 7 stellt den Reaktionsablauf der Polymerisation anhand

des Beispiels des von Molekiil 4 dar.

Bl Y ;
NH :/zlgA'“ N 1) NaMeOH - Methanol, 10°C NZ°

Ethylacetat, 75 °C 2) NaBH, - wassrig, RT o NH
—»
nx OAc OAc OH
(0]

N o) ‘\o 0o

N R .

AcO Ohc AcO™ OAc HO

OAc OAc OH

Schema 7: Exemplarische Darstellung der RAFT-Polymerisation und anschlieRenden Aufarbeitung von
4,
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Die Polymerisation wird unter Rithren in einem auf 75 °C beheizten Olbad durchgefiihrt. Fiir
Acrylamide bewahrte sich eine Polymerisationsdauer von 5 h und eine Dauer von 24 h zeigt sich als
ideal fir Methacrylamide. Nach der angegebenen Zeit wird das Polymerisationsgemisch mit fllissigem
Stickstoff gekiihlt und die Polymerisation somit gezielt abgebrochen. Der Umsatz der Polymerisation
wird mit Hilfe von 'H-NMR in deuteriertem Chloroform bestimmt, indem das Verhiltnis der
verbliebenen Vinylprotonen zu den breiten Signalen der im Polymer eingebauten Protonen gesetzt

wird.

AnschlieBRend wird das Polymer entschiitzt, angelehnt an die Arbeit von Toyoshima und Miura.*?”!
Hierzu wird das Polymerisationsgemisch in 0.2 M Natriummethanolat in Methanol gegeben, nachdem
Ethylacetat unter vermindertem Druck entfernt worden ist und das Gemisch in wenigen uL Methanol
redissoziiert wurde. Das Natriummethanolat sollte in mindestens 10-fachem Uberschuss bezogen auf
die Acetylschutzgruppen der eingesetzten Edukte liegen. Das entschiitzte Polymer fallt in Methanol
aus und wird in einer Dialyse (PorengroRe > 500 Da) gegen destilliertes Wasser Giber mindestens 3 Tage
aufgereinigt und nachfolgend gefriertrocknet. Anschliefend wird das terminale Trithiocarbonat
entfernt. Hierzu wird eine 20-fache Menge bezogen auf die eingesetzte Menge RAFT-Reagenz an
Natriumtetraborhydrid in MilliQ-Wasser vorgelegt und das entschiitzte Glykopolymer wird darin
gelost, wodurch eine Blasenbildung beobachtet werden kann. Nach einer Stunde wird das Polymer

erneut fir mindestens 3 Tage gegen destilliertes Wasser dialysiert und gefriertrocknet.
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5.3.2 Charakterisierung der Polymere

Die Polymere werden mittels !H-NMR, Gel-Permeationschromatographie und MALDI-TOF
charakterisiert. Wie in Kapitel 5.3.1 bereits beschrieben, erfolgt die Bestimmung des Umsatzes durch
den Vergleich des im 'H-NMR determinierten Verhéltnisses von nicht-umgesetzten Vinyl-Protonen zu
den im Polymer eingebauten Protonen des Zuckers. Als zusatzlicher Nachweis des Einbaus des
synthetisierten Monomers erfolgt die Analytik des erhaltenen Glykopolymers via MALDI-TOF. Ein
Nachweis der Wiederholungseinheit ist jedoch nur mit dem geschitzten Glykopolymer moglich, da
keine ausreichend zufriedenstellenden Spektren des entschitzten Glykopolymers aufgenommen
werden konnten. Limitierungen von Messungen mittels MALDI-TOF bei der Untersuchung von
Glykopolymeren beobachtet ebenfalls die Gruppe um Becer et al. bei der Analyse von Glykopolymeren
mit Tetrafluorobenzyllinker und Thioglukose als Kohlenhydrat.?** Mit Acetyl-Gruppen geschiitzte
Glykopolymere konnten jedoch von dieser Gruppe mittels MALDI-TOF analysiert werden, auch wenn
die Molmassenverteilung von der in der GPC ermittelten abwich.!?!®! Auch im Rahmen dieser Arbeit
konnten acetylierte Glykopolymere zur Analyse ausreichend gute Spektren aufweisen, die zumindest
einen Nachweis fir den Einbau des Monomers aufweisen konnten. Erwdhnenswert ist, dass die
Massenverteilung im MALDI-TOF-Spektrum und die daraus resultierende Dispersitdt bei jedem
untersuchten Glykopolymer &hnlich war, obwohl die Verteilungen und Molekulargewichte in
alternativen Messmethoden, bspw. Wasser-GPC, voneinander abwichen. Daraus ist zu schlielen, dass
die verwendeten Bedingungen zur genaueren Charakterisierung durch MALDI-TOF auch fir das
acetylierte Glykopolymer nicht ausreichend sind, um genaue Angaben zu den Molekulargewichten
sowie zur Massenverteilung abzuleiten. Zur eindeutigen Charakterisierung wurde daher auf die
Wasser-GPC zuriickgegriffen. Die verwendete Wasser-GPC ist an einen MALS-Detektor gekoppelt und
stellt somit eine Absolutmethode dar, mit deren Hilfe Molekulargewicht und Dispersitat ermittelt
werden konnen. Die Robustheit der Methode wurde anhand von gekauften Standards geprift und

nachgewiesen. Im folgenden Kapitel sollen exemplarisch die Auswertungen der relevanten
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Glykopolymere pMan2CAzs, pMan2CA4o, pGal2CA,; und pGal2CAs; dargestellt werden. AnschlieBend

wird eine Ubersicht Giber alle fiir diese Arbeit relevanten Glykopolymere gegeben.

5.3.2.1 Synthese und Charakterisierung von pMan2CA3¢

07 >N
OH H
00
HOY OH
OH

Die Synthese von pMan2CAy erfolgt wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben. 350 mg 4 werden gemeinsam
mit 14.4 mg [5 mol-%] Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionsdure (RAFT-Reagenz) und
2.58 mg [2 mol-%] AIBN in insgesamt 2224 uL Ethylacetat gegeben. RAFT-Reagenz und AIBN werden
hierzu in Stammldsungen vorgelegt und die dementsprechende Menge Losungsmittel wird nach
Hinzugabe zum Monomer auf das Zielvolumen aufgefiillt, damit der Monomermassenanteil ca. 15 %
betragt. AnschlieBend wird die Polymerisationslosung in drei Zyklen eingefroren, entgast und unter
Argonstrom aufgetaut. Die Polymerisation wird bei 75 °C initiiert und unter rihren fir 5 h umgesetzt.
AnschlieBend wird die Reaktion in fllissigem Stickstoff gestoppt und es werden jeweils 100 uL
Reaktionsgemisch zur Umsatzbestimmung (entspricht ca. 15 mg des Feststoffes) sowie zur Analyse via
MALDI-TOF (siehe Anhang, Abbildung 1) entnommen. Es wird ein Umsatz von 93.4 % ermittelt (vgl.
Anhang, Abbildung 13). Das krude Polymerisationsgemisch wird anschlieBend analog zur Beschreibung
in Kapitel 5.3.1 aufgereinigt. Nach 3-tagiger Dialyse und anschlieRender Gefriertrocknung werden

64.7 mg [35 % Ausbeute] eines weillen, fluffigen Produkts erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6§ = 4.99 — 4.82 (m, 1H, H1), 4.90 — 3.20 (m, 11H, H2-H8), 2.42 — 1.40 (m,

3H, H9, H10, H10‘), 1.38 — 1.20 (s, 0.36H), 1.14 - 1.10 (d, 0.36H, -CH3s) ppm.
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5.3.2.2 Synthese und Charakterisierung von pMan2CAa4o

Die Synthese von pMan2CA4 erfolgt wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben und analog zur Synthese von
pMany im vorherigen Kapitel. 294.1mg 4 werden gemeinsam mit 6.0 mg [2.5 mol-%]
Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionsdure (RAFT-Reagenz) und 1.1 mg [1 mol-%] AIBN in

insgesamt 1865 L Ethylacetat gegeben und wie zuvor beschrieben umgesetzt.

Mittels dem Protonen-NMR dargestellt im Anhang, Abbildung 15 kann analog zu pMan2CA3s der
Polymerisationsumsatz ermittelt werden, welcher auf 91 .6 % geschatzt wird. Nach Aufreinigung
werden 61.4 mg [25.7 % Ausbeute] eines weiRen, flauschigen Produkts erhalten. Das *H-NMR wird in

im Anhang in Abbildung 16 dargestellt.

1H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 4.91 (s, 1H, H1), 4.14 — 3.12 (m, 11H, H2-H8’), 2.36 — 1.40 (m, 3H, H9,

H10, H10°), 1.34 — 1.23 (s, 0.28H), 1.12 — 0.99 (d, 0.25H, -CHs) ppm.
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5.3.2.3 Synthese und Charakterisierung von pGal2CA>;

SH
2
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2
07 >NH
OH H
o_ L0
HO "/OH
OH

Die Synthese von pGal2CA,, erfolgt wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben und analog den vorherigen
Polymerisationen. 416.0 mg 7 werden gemeinsam mit 17.04 mg [5 mol-%]
(Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionsdure) und 3.07 mg [2 mol-%] AIBN in insgesamt
2636 pL Ethylacetat gegeben und wie zuvor beschrieben umgesetzt (Umsatz: 92.5 %, vergleiche
Abbildung 17 im Anhang). Nach Aufreinigung werden 127 mg [49 % Ausbeute] eines weil3en,

watteartigen Produkts erhalten. Das *H-NMR wird im Anhang in Abbildung 18 abgebildet.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 5.05 (s, 0.5H, H1a), 4.50 — 4-39 (m, 0.5H, H1B), 4.15 — 4.06 (m, 1H), 4.04
—3.24 (m, 9H, H2-H8"), 2.39 — 1.41 (m, 3H, H9, H10, H10), 1.39 — 1.23 (s, 0.6H), 1.12 — 1.00 (d, 0.38H,

-CHs) ppm.
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5.3.2.4 Synthese und Charakterisierung von pGal2CAs;

SH
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7
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Die Synthese von pGal2CAs; erfolgt wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben und analog den vorherigen
Polymerisationen. 400.0 mg 7 werden gemeinsam mit 8.2 mg [2.5 mol-%]
Dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionsdure und 1.5 mg [1mol-%] AIBN in insgesamt
2535 pl Ethylacetat gegeben und wie zuvor beschrieben umgesetzt. Mittels Protonen-NMR kann ein
Umsatz von 92.7 % ermittelt werden. Nach Aufreinigung werden 38.9 mg [26.2 % Ausbeute] eines

weillen, watteartigen Produkts erhalten.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 5.1 (m, 0.1H, H1a), 4.54 — 4-34 (m, 0.9H, H1B), 4.29 — 4.10 (m, 10H, H2-

H8‘), 2.39 - 1.40 (m, 3H, H9, H10, H10), 1.39 - 1.21 (s, 0.4H), 1.12 - 0.98 (d, 0.23H, -CH3) ppm.
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5.3.3 Ubersicht der synthetisierten Glykopolymere

Neben den in Kapitel 5.3.2 dargestellten Glykopolymeren wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere

Glykopolymere hergestellt. Die Synthese erfolgt wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben. In diesem Kapitel

werden in Tabelle 18 alle synthetisierten Glykopolymere gezeigt.

Tabelle 18: Ubersicht aller im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Glykopolymere.

Einwaagen in mg / [mol.-%]

Polymerparameter

Monom Umsatz Ausbeute M, .
D P k
Polymer er (Typ) CTA (Typ) AIBN %] inmg [%] [Valenz] rojekt
pGala . <96 ) ! 1.02  Synthese
) cpoe) 13 [11.4%]  [142.4]
83.0 6310 o6 25 23,800
pGals ' <92 ’ 1.13  Synthese
) g 12 [45.1%]  [84.7]
pGalc ) <98 ) ! 1.02  Synthese
) (cppg) 1151 35%]  [161.2]
97.6 3.8 [5] 0.4 30 31,200
pGalp : <95 ! 1.29 Synthese
@) (CPDC) 1] [49.5%]  [111.4]
221.8 8.5 [5]
pGale 0.4 <94 30 [22 %] 43,000 1.23  Synthese
107 4.4 [5]
pGal: 0.8 < 87 14 [21 %] 6,700 1.07 Synthese
(7) (omps) 2] [22.9]
1438 291251 g5 372 13,110
pGale ) <92 i ! 1.08 Synthese
@) owvps) (1] [41.6%]  [41.6]
pMan2CA 30 1abl a6 <93 64.7 7,690 03 SPR
26 .
@) omps) 2] 35%]  [26.5]
pMan2CA4 : <92 ’ y 1.03 SPR
@) owvps) (1] [26%]  [40.2]
416 170051 307 127.0 5,600
pGal2CA;; ' <92 : ! 1.02 SPR
@) owmps) (2] [49 %] [22]
pGal2CA 400 R <91 38.9 10,7304 06 SPR
37 .
) omps) 1] 26%]  [37.5]
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Polymerparameter

Monom

Umsatz

Ausbeute M,

Polymer er (Typ) CTA (Typ) AIBN %] inmg[%] [Valenz] b Projekt
pMan- 7t 1B el 13 29200 . Ssuﬁfafi‘_
2CMg; (11) (cppc)  [05] [125%]  [96.7] sierang

2434 L6l o2 24 18,740
pGal4aCMss ’ n.b.! ! 1.80 SPR
©) (cppg)  [03] [159%]  [54.9]
200.4 4.1[2.5]
pMan2CAs; 0-74 ez 82'1, 118704 03 Janus
@) ot™p) (] [66.1%]  [41.6]
126.2 5.2 [5] 5
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pMan2CAazy 0.8 n.e.? 51'20 11,130 1.02 Janus
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400
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89.3 ;
0.65 30.0 11,500 Sulfati-
2 . 2 el ! 2.
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pGal2CAss 0.53 [5] ne.l 108 Oulfat
(7) [1] [41.6] [46.0] sierung

1Umsatz nicht zuverldssig zu bestimmen (n.b.), 2Aufgrund des Aufkommens des B-Anomers nicht

ermittelt (n.e.)
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5.4 Funktionalisierung von Januspartikeln

Im Ergebnisteil wurde gezeigt, dass die Wahl der Bedingungen zur Anbringung von Glykopolymeren
auf APTES-Partikel abhangig von der Molekiilmasse ist. Leichtere und damit kiirzere Glykopolymere
lassen sich mit EDC/NHS-Kupplungschemie auf die Partikel graften, wohingegen langere
Glykopolymere besser tiber die thermische Funktionalisierung gegraftet werden kénnen. Im Folgenden

werden die beide Varianten beschrieben.

Die funktionalisierten Partikel wurden von Claudia Marschelke aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Alla
Synytska am Leibniz-Institut fiir Polymerforschung Dresden e.V. bereitgestellt. Es handelt sich um drei
verschiedene Partikelvarianten, die jeweils abhdngig von dem verwendeten Glykopolymer auf die
gleiche Weise funktionalisiert wurden. Eine dieser Varianten stellen die APS-Partikel, welche von
Claudia Marschelke synthetisiert und bereitgestellt wurde. Die Synthesen lehnen sich dabei an die

Arbeiten von Kirillova et al., Hong et al. sowie Berger et al. und Luzinov et al. an.[120 124,190, 193]

5.4.1 Funktionalisierung der Partikel mit pMan2CA;g

Die Funktionalisierung der Partikel mit pMan2CAis Glykopolymeren erfolgt in einem grafting-to-
Prozess unter Verwendung von EDC und NHS als Kupplungsreagenzien. Es wird sich an dem Protokoll
von Kirillova et al. orientiert.[*?”) 16.6 mg Partikel werden in 1 mL MilliQ-Wasser geldst und auf ca. 1 °C
gekihlt. AuBerdem werden 27.7 mg pManys, 141 mg EDC und 4.2 mg NHS jeweils in 0.333 mL MilliQ-
Wasser gelost und ebenfalls auf 1 °C gekiihlt. EDC- und NHS-Losung werden vereinigt und einige
Minuten gerihrt, bevor sie zur Polymerlosung gegeben werden. Nach 5 weiteren Minuten wird die
Partikelldsung zum Reaktionsgemisch geben und lber Nacht bei 1 °C gerilihrt. Die Aufreinigung erfolgt
durch dreimaliges Zentrifugieren und Resuspendieren in Wasser und Methanol. Die Partikel werden

anschlieRend gefriergetrocknet und charakterisiert.
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5.4.2 Funktionalisierung der Partikel mit pMan2CA37 und pGal2CA3;

Die Funktionalisierung der Partikel mit langeren Glykopolymeren erfolgt mit dem thermalen grafting-

to-Ansatz wie von Kirillova et al. beschrieben.?® Exemplarisch wird die Funktionalisierung von

pMan2CAs; beschrieben: 40 mg pMans; und 50 mg Partikel werden zusammen in 4.5 mL Wasser geldst

und fiir 2 h gerihrt. AnschlieBRend wird das Wasser des Reaktionsgemischs in einem Vakuum-

Trockenschrank bei 110 °C und 100 mbar entfernt und Uber Nacht unter diesen Bedingungen die

Reaktion durchgefihrt. Die Aufreinigung erfolgt nach Resuspendieren der Partikel wie unter 5.4.1

beschrieben.

Tabelle 19: Ubersicht der erhaltenen Partikel.

. Funktio- Immobili- Zeta Zucker- .
Bezeich- . . . . . Rest-Amin-
hun nalisierter siertes Methode  potential konzentration Gehalt [%]°
g Partikeltyp Polymer [mV]? [uMm]P ?
Manlg—

APS APS pMan2CA;s  EDC/NHS 19.9 5.2 (+5.4 %) 34 (+0.27 %)
Manlg—

IPEG Janus-PEG  pMan2CA;s  EDC/NHS 3.2 11.9(+2.9%) 13 (+0.41 %)
Manis- | Us-NIPAM  pMan2CAis  EDC/NHS 14.4 X 9 (+0.77 %)
INIPAm P 18 ' R
Man37- .

APS APS pMan2CAs;  Thermisch 11.9 24.6 (+ 0.2 %) 26 (+ 5.6 %)
Mans;- .

IPEG Janus-PEG pMan2CAs;  Thermisch -3.5 6.8 (£7.2%) 2 (+40.9 %)
Mansz- . c Zu wenig
INIPAM Janus-NIPAm pMan2CAs;  Thermisch -7.1 - Umsatz

Gals7-APS APS pGal2CAs;  Thermisch 14.0 11.3 (9 %) 30 (£ 0.46 %)

?Ifllsg Janus-PEG pGal2CAs;  Thermisch -9.1 2.31(+5.18 %) 8(+1.22%)

Gals~ o us-NIPAM  pGal2CA;,  Thermisch 5.5 -c 8 (+ 1.66 %)
INIPAm P 37 ' A

aGemessen bei pH = 7.0, "Mittels Phenol-Schwefelsduremethode determiniert, cErmittelt via Kaisertest
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5.4.3 Stabilitatstest der Partikel in MilliQ-Wasser

Bevor die Partikel in Interaktionsstudien mit Bakterien eingesetzt werden, ist deren Stabilitat
hinsichtlich ihrer Selbstaggregation zu untersuchen. Ziel hiervon ist der Ausschluss von
Fehlinterpretationen der detektierten Aggregate. Hierzu werden die Partikel in MilliQ-Wasser
dispergiert und im zeitlichen Verlauf beobachtet. Die Messungen erfolgen zunachst im Zeitpunkt der
Dispergierung (0 Minuten) sowie nach 10 Minuten, 60 Minuten, 180 Minuten, 640 Minuten und
24 Stunden. Der durchschnittliche Durchmesser @ der Partikel sowie die Polydispersitdt ermoglichen
einen Rickschluss auf das Aggregationsverhalten. In Tabelle 20 werden diese beiden Parameter im

zeitlichen Verlauf bei den jeweiligen Partikeln dargestellt.
Tabelle 20: Ubersicht der Partikelstabilitditsmessungen in MilliQ-Wasser.

Zeit [min] 0 10 60 180 640 24h

@ [nm]? 272,8 270,5 259,5 256,5 268,8 266
Man37-APS
DIt 0,017 0,073 0,049 0,010 0,011 0,048

@ [nm]? 210 216,8 214,7 216,0 209,6 214,7
Mans7-JNIPAm

DI* 0,30 0,084 0,116 0,035 0,034 0,020
@ [nm]? 331 350 338,2 334,55 344,6 344,8

PNIPAmM
DI* 0,007 0,021 0,034 0,040 0,021 0,015
@ [nm]? 391 365 360,2 363 351,7 328,9

Gals7APS
DI 0,301 0,158 0,152 0,158 0,181 0,026
@ [nm]? 210,5 214,99 217,12 212,6 215,4 213,7

GaI37-JNIPAm

DI* 0,029 0,056 0,070 0,02 0,092 0,0544

'Ermittel durch dynamische Lichtstreuung

In Tabelle 20 werden die gemessenen Partikeldurchmesser und die jeweiligen Polydispersitdten zu
verschiedenen Messzeitpunkten dargestellt. Die Dispersion wird die gesamte Erhebungsdauer Uber
auf einer Schiittelplatte in Bewegung versetzt und kurz vor der Messung gewendet, sodass eventuelle

Sedimente bei der Messung via DLS mitberilcksichtigt werden. Dies ist erforderlich, da gréRere
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Aggregate schwerer sind und somit auf den GefaRboden absinken. Da die dynamische Lichtstreuung
jedoch nicht die am GefaRboden abgesetzten Partikel oder Sedimente miterfassen kann, missen diese
fiir die Detektion der Gesamten Dispersion wieder in Dispersion gebracht werden. Vor den Messungen
der Partikel im Zeitpunkt t=0 Minuten werden diese einige Minuten in einem Ultraschallbad

behandelt, in den weiteren Messungen erfolgt diese Behandlung jedoch nicht.

Auf diese Weise zeigt sich, dass die Partikel weitestgehend stabil vorliegen und sich keine bis kaum
groRere Cluster ausbilden. Im Fall von Gals7-JNIPAmM wird im Zeitverlauf sogar eine Abnahme des
durchschnittlichen Partikeldurchmessers und gleichzeitig der Polydispersitdt detektiert. Vermutlich
I6sen sich in diesem Fall sogar kleinere Aggregate lediglich durch die kontinuierliche Bewegung der
GefalRe auf der Schiittelplatte voneinander. Die anderen Partikel bleiben weitestgehend stabil und
zeigen eine homogene Verteilung, die sich auch im Zeitverlauf kaum verandert. Aus diesem Grund

kénnen Aggregationsstudien mit E. Coli durchgefiihrt werden.
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5.5 Sulfatisierung der Glykopolymere

Die Sulfatisierung der Glykopolymere erfolgt gemall den Protokollen von Soria-Martinez et al. und
Bauer.l®® 2031 Als Sulfatisierungsreagenz wird ein Sulfurtrioxid-Pyridin-Komplex (TMA*S0s) in 40-
fachem Uberschuss pro Hydroxygruppe verwendet. Die Reaktion lduft bei 70 °C ab und wird mit einem
10-fachen Uberschuss Natriumacetat bezogen auf TMA*S0Os; terminiert. Exemplarisch wird hierzu die

Umsetzung von pMan2CMgs beschrieben.

5.5.1 Sulfatisierung von pMan2CMgg

(6] N

0SO;Na H

o_ 0

NaO3SO" 0SO;Na
0S0;Na

Zur Sulfatisierung von pMan2CMsgs werden, wie bereits in den Arbeiten von Soria-Martinez et al. und
Bauer publiziert, 5.0 mg Glykopolymer in 3.5 mL trockenem DMF zusammen mit 400 mg TMA*SO;
vorgelegt.* 2031 Das Reaktionsgemisch wird fiir 19 Stunden bei 70 °C umgesetzt und anschlieRend auf
Raumtemperatur gekihlt. Daraufhin werden 20.5 mg [0.25 mmol] Natriumacetat geldst in 185 pL
Wasser zum Reaktionsgemisch hinzugegeben und das Gemisch wird fiir 2 Stunden auf 0 °C gekiihilt.
AnschlieRend wird das DMF/Wasser-Gemisch unter vermindertem Druck entfernt und das Polymer
wird mittels Dialyse (1000 Da PorengréRe) eine Woche lang bei mindestens zwei Wasserwechseln

taglich aufgereinigt. Nach Gefriertrocknung werden 7.5 mg [62.5 %] eines weiflen Pulvers erhalten.

'H-NMR (600 MHz, D,0): & = 5.45 — 5.05 (m, H5, 1H, Uberlappend mit D,0); 4.61 — 3.0 (m,

H3,4,6-10, 10H) 2.05 - 0.64 (m,H1,2, 5H ) ppm
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5.5.2 Ubersicht der sulfatisierten Glykopolymere

Auf die in Kapitel 5.4.1 beschriebene Weise werden die in Tabelle 21 dargestellten Glykopolymere

sulfatisiert.

Tabelle 21: Ubersicht der sulfatisierten Glykopolymere

Polymer Einwaage [mg] Ausbeute [mg]
pMan2CAgsS 5.0 7.5(62.5 %)

pGal2CA4 14.5 27.3(76.2 %)

pGal2CAse 34.0 32.6 (38.8 %)

Die hier dargestellten sulfatisierten Glykopolymere werden in der gemeinsamen Publikation mit Soria-

Martinez et al. hinsichtlich ihres Inhibierungsverhaltens von Papillomaviren untersucht.>
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6. Anhang

6.5 NMR-Spektren der Experimente
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Anhang, Abbildung 1: 'H-NMR von Penta-O-acetyl-a-D-mannopyranose (1).

'H-NMR (600 MHz, CDCl5): 6 = 6.07 (d, *Jn1a-42 = 1.85 Hz, 1H, Hlat), 5.85 (d, *Jnip-n2 = 1.09 Hz, 0.6H, H1B),
5.48 (dd, 3Jnz.13 = 3.28 Hz, 0.6H, H2B), 5.36 — 5.31 (m, 2H, H2a, H4a), 5.28 (t, *Jna-Ha/mans = 4.7 Hz, 0.6H,
H3B), 5.25 (t, *Ju1-nz = 2.2 Hz, 1H, H3at), 5.13 (dd, *Jus-na = 10.0 Hz, 2Jna-nz = 3.3 Hz, 0.6H, H4B), 4.32 - 4.25
(m, 1.6H, H5a, H5B), 4.16 — 4.08 (m, 3H, H6a, H6PB, Ethylacetat enthalten), 4,07 — 4.03 (m, 1H, H6‘a),
3.80 (ddd, “Jne-na= 9.90 Hz, 3Jug-ns = 5.83 Hz, 2Jue-ne = 2.31 Hz, 0.6H, H6‘B), 2.19 — 2.01 (m, 28H, -CH;,

Ethylacetat enthalten) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 2: 'H-NMR von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranose (2).
'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 5.46 — 5.39 (dd, 1H), 5.36 — 5.21 (m, 3H), 4.31 — 4.09 (m, 3H), 3.30 (s,
1H, -OH), 2.21 (s, 0.1H, -CHs, Anomer), 2.16 (s, 3H, -CHs), 2.11 (s, 3H, -CHs), 2.05 (s, 3H, -CHs), 2.00 (s,

3H, -CHs) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 3: *H-NMR von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-trichloroacetimidat
(3).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 8.78 (s, 1H, =NH), 6.27 (d, 3Ju1.1z = 1.84 Hz, 1H, H1), 5.00 — 5.44 (m, 1H),
5.44 —5.34 (m, 2H), 4.34 — 4.06 (m, 4H, Ethylacetat), 2.19 (s, 3H, -CHs), 2.07 (s, 3H, -CHs), 2.06 (s, 3H, -

CHs), 2.00 (s, 3H, -CHs) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 4: 'H-NMR von  N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-
oxy)ethyl]acrylamid (4).

H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 6.32 (dd, *Ju1on1o = 16.98 Hz, Uporor = 1.67 Hz, 1H, H10), 6.16 (dd, 3Jne.
h10 = 16.9 Hz, 3Jugm1er = 10.0 Hz, 1H, H9), 6.10 — 6-00 (m, 1H, -NH-), 5.65 (dd, 3Ju10-re = 10.10 Hz, 31010
=1.63 Hz, 1H, H10¢), 5.37 — 5.20 (m, 3H), 4.82 (d, *Jusn2 = 1.44 Hz, 1H), Hla), 4.25 (dd, *Juans = 12.32 Hz,
3Juans = 5.81 Hz. 1H. H4), 4.12 (dd, Jusna = 12.21 Hz, 3Juawz = 2.45 Hz, 1H, H3), 3.98 (ddd, 3Jus.ve =
9.57 Hz, 3Jus.ha = 5.63 HZ, 3Jusne = 2.42 HZ, 1H, H5), 3.86 —3.75 (m, 1H), 3.75 — 3.45 (m, 3H), 2.15 (s, 3H,

-CHs), 2.09 (s, 3H, -CHs), 2.05 (s, 3H, -CHs), 2.00 (s, 3H, -CHs) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 5: 'H-NMR von 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a/B-D-galactopyranose (5).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 5.52 (d, *Ju1-nz = 3.63 Hz, 1H, Hla), 4.47 (dd, 3Jna-ns = 3.40 Hz, 3Jpans =
1.30 Hz, 1H, H4a), 5.44 = 5.37 (m, 1.3H, H3a, HB), 5.16 (dd, *Jn2-u3 = 10.72 Hz, 3Jy2-m1 = 3.64 Hz, 1H, H2al),
5.09 — 5.04 (m, 0.6H, 2HB), 4.72 — 4.65 (m, 0.3H, HB), 4.47 (dt, *Jus-ne/me: = 10.72 Hz, *Jus.na = 1.26 Hz,
1H, H5a), 4.19 — 4.02 (m, 3.6H, H6, H6‘, 2HPB, Ethylacetat), 4.00 — 3.91 (m, 0.3H, 1Hp), 3.00 (s,
1H, -OHay), 2.15 (s, 1H, -CHsB), 2.14 (s, 3H, -CHsa), 2.11 (s, 1H, -CH3B), 2.10 (s, 3H, -CHsat), 2.05 (s,

3H, -CHsa), 2.04 (s, 1H, -CHs), 2.00 (s, 1H, -CH3pB), 1.99 (s, 3H, -CHzat) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 6: *H-NMR von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-trichloroacetimidat
().

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 8.66 (s, 1H, =NH), 6.60 (d, 3Ju1-42 = 3.33 Hz, 1H, H1), 5.56 (dd, 3Juans =
3.04, 3Jpamus = 1.30Hz, 1H, H4), 5.43 (dd, 3Jusnz = 10.81 Hz, 3Jyz.ua = 3.08 Hz, 1H, H3), 5.35 (dd,
3.]Hz-H3 =10.81 HZ, 3JHz.H1 =3.34 HZ, 1H, HZ), 4.43 (dt, 3JH5-H6/H6‘ =6.48 HZ, 3JH5-H4 =0.95 HZ, 1H, H5),

4.22 —4.02 (m, 5H, H6, H6*, Ethylacetat), 2.16 (s, 3H, -CHs), 2.03 —1.99 (3 s, 9H, -CH3) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 7: 'H-NMR von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyloxy)ethyl]-
acrylamid (7).

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 6.28 (dd, 3Jn1o0-ne = 17.04 Hz. 2Ju10-n10r = 1.40 Hz, 1H, H10), 6.27 —6.22 (m,
2H, -NH-, H9), 5.64 (dd, 3Jn10-ne = 10.34 Hz, 2Jn10-n10 = 1.50 Hz, 1H, H10¢), 5.38 (dd, 3Jua-nz = 3.51 Hz, 3Jna-ns
= 0.94 Hz, 1H, H4), 5.17 (dd, 3Jna-n3 = 10.41 Hz, Yna-u1 = 7.91 Hz, 1H, H2), 5.00 (dd, 3Juz-n2 = 10.55 Hz,
2)ps-na = 3.54 Hz, 1H, H3), 4.46 (d, 3Ju1-n2 = 7.99 Hz, 1H, H1B), 4.21 — 4.04 (m, 3H, H6, H6’, Ethylacetat),
3.94 — 3.86 (m, 2H), 3.73 (m, 1H), 3.63 — 3.55 (m, 1H), 3.51 — 3.44 (m, 1H), 2.14 (s, 3H, -CH3), 2.04 —

2.01 (m, 6.7H, -CHs, Ethylacetat), 1.97 (s, 3H, -CHs) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 8: 'H-NMR von N-[2-(2-Hydroxyethoxy)ethyllmethacrylamid (8).
'H-NMR (300 MHz, CDCl5): 6.55 — 6.15 (s, 1H, -NH-), 5.72 = 5.67 (p, 1H, H1), 5.35 - 5.30 (m, 1H, H1’),

3.78 —=3.71 (m, 2H, -CH-), 3.64 — 3.48 (m, 6H, -CH-), 1.98 — 1.93 (m, 3H, -CHs) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 9: !H-NMR von N-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyloxy)-
hydroxyethoxy)ethyl])-methacrylamid (9).

'H-NMR (300 MHz, CDCl5): & = 6.35 (s, 1H, -NH-), 5.75 — 5.71 (m, 1H, H11), 5.39 (dd, *Ju2n3 = 3.41 Hz,
*Juz-n3 = 1.05 Hz, 1H, H4), 5.36 — 5.32 (m, 1H, H11¢), 5.20 (dd, 1H, 3Jy2.n3 = 10.51 Hz, 3Jy2.n1 = 7.91 Hz, 1H,
H2), 5.01 (dd, 3Jus-n2 = 10.47 Hz, 3Jyzna = 3.44 Hz, 1H, H3), 4.52 (d, *Ju1n2 = 7.93 Hz, 1H, H1B), 4.22 - 4.07
(m, 2H, -CH3), 4.02 — 3.87 (m, 2H, -CH.), 3.78 — 3.34 (m, 10H, -CH,, Ethylacetat), 2.14 (s, 3H, -CH3), 2.07

—2.03 (m, 6H, -CH3). 2.00 — 1.95 (m, 6H, -CH3) ppm.
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Anhang, Abbildung 10: *H-NMR von N-Hydroxymethylacrylamid (10).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 6,48 (s, 1H, -NH-), 5.75 -5.70 (m, 1H, H1), 5.37 - 5.31 (m, 1H, H1¢), 3.77

—3.70 (m, 2H, -CHz-), 3.51 — 3.42 (m, 2H, -CH,-), 3.12 (s, 1H, -OH), 1.98 — 1.93 (m, 3H, -CHs) ppm.
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6. Anhang
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Anhang, Abbildung 11: 'H-NMR von N-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-oxy)ethyl]-
methacrylamid (11).

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 = 6.27 (s, 1H, -NH-), 5.69 (p, 1H, H9), 5.34 (dt, 1H, H9*), 5.31 (dd, 1H, H3),
5.27 —5.19 (m, 2H, H2, H6), 4.83 (d, 1H, H1), 4.23 (dd, 1H, H4), 4.15 — 4.03 (m, 1H, H6 Ethylacetat),
3.94 (ddd, 1H, H5) 3.85 — 3.75 (m, 1H, -CH,-), 3.64 — 3.42 (m, 3H, -CH,-), 2.13 (s, 3H, -CHs), 2.07 (s, 3H,

-CHs), 2.04 — 2.00 (m, 4H, -CHs, Ethylacetat), 1.98 (s, 3H, -CH3), 1.955 (dt, 3H, H,C=RC-CHs) ppm.
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Anhang, Abbildung 12: H-NMR von N-[2-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyra-nosyloxy)ethyl]-
methacrylamid (12).

IH-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 6.21 (s, 1H, -NH-), 5.73 - 5.67 (m, 1H, H9), 5.38 (dd, *Juans = 3.41 Hz, *Jua
us =1.04 Hz, 1H, H4), 5.36 —5.32 (m, 1H, H9"), 5.19 (dd, *Juz.s = 10.45 Hz, 3Jua.r1 = 7.88 Hz, 1H, H2), 5.00
(dd, *Juaz = 10.48 Hz, 2Jus.ua = 3.40 Hz, 1H, H3), 4.48 (d, 3Ju1mz = 7.80 Hz, 1H, H1), 4.17 — 4.06 (m, 2H,
Ethylacetat), 3.95 — 3.85 (m, 2H), 3.78 —3.68 (m, 1H, H5), 3.64 — 3.39 (m, 2H), 2.15 (s, 3H, -CHs), 2.16 —

2.06 (m, 6H, -CHs, Ethylacetat), 1.98 (s, 3H, - CHs3), 1.97 — 1.95 (m, 1H, CHs) ppm.
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Anhang, Abbildung 13: H-NMR von pMan2CAy vor der weiteren Aufarbeitung zur
Umsatzbestimmung.

Nach der Polymerisation wird das Polymer vor der Aufreinigung im H-NMR analysiert, um den
Polymerisationsumsatz bestimmen zu kénnen. Der Bereich der noch vorhandenen Vinylprotonen (5.70
—5.66 ppm) wird dafir ins Verhaltnis gesetzt mit dem im Polymer eingebauten Proton im Bereich von

5.45-5.11 ppm.
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Anhang, Abbildung 14: *H-NMR von pMan2CAa nach Aufreinigung.

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 4.99 — 4.82 (m, 1H, H1), 4.90 — 3.20 (m, 11H, H2-H8"), 2.42 — 1.40 (m,

3H, H9, H10, H10‘), 1.38 — 1.20 (s, 0.36H), 1.14 - 1.10 (d, 0.36H, -CHs) ppm.
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Anhang, Abbildung 15: H-NMR von pMan2CAs, vor der weiteren Aufarbeitung zur

Umsatzbestimmung.
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Anhang, Abbildung 16: *H-NMR von pMan2CA4 nach Aufreinigung.

1H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 4.91 (s, 1H, H1), 4.14 — 3.12 (m, 11H, H2-H8’), 2.36 — 1.40 (m, 3H, H9,

H10, H10°), 1.34 — 1.23 (s, 0.28H), 1.12 — 0.99 (d, 0.25H, -CHs) ppm.
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Anhang, Abbildung 17: 'H-NMR von pGal2CAx, vor der weiteren Aufarbeitung zur Umsatzbestimmung.
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Anhang, Abbildung 18: *H-NMR von pGal2CA,; nach Aufreinigung.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): § = 5.05 (s, 0.5H, H1la), 4.50 — 4-39 (m, 0.5H, H1B), 4.15 — 4.06 (m, 1H), 4.04
—3.24 (m, 9H, H2-H8"), 2.39 — 1.41 (m, 3H, H9, H10, H10), 1.39 — 1.23 (s, 0.6H), 1.12 — 1.00 (d, 0.38H,

-CHs) ppm.
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Anhang, Abbildung 19: 'H-NMR von pGal2CAs; vor der weiteren Aufarbeitung zur Umsatzbestimmung.
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Anhang, Abbildung 20: *H-NMR von pGal2CAs; nach Aufreinigung.
IH-NMR (300 MHz, CDCls): § = 5.1 (m, 0.1H, Hla), 4.54 — 4-34 (m, 0.9H, H1B), 4.29 — 4.10 (m, 10H, H2-

H8), 2.39 — 1.40 (m, 3H, H9, H10, H10), 1.39 — 1.21 (s, 0.4H), 1.12 — 0.98 (d, 0.23H, -CHs) ppm.
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6.6 GPC- und MALDI-TOF-Spektren
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Anhang, Abbildung 21: MALDI-TOF-Spektrum von pMan2CAs (acetyliert).
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Anhang, Abbildung 22: Wasser-GPC-Spektrum von pMan2CAas.
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Anhang, Abbildung 23: Wasser-GPC-Spektrum von pMan2CAgo.
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Anhang, Abbildung 24:Wasser-GPC-Spektrum von pGal2CA;,.
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Anhang, Abbildung 25: Wasser-GPC-Spektrum von pGal2CAs;.
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6.7 Grafiken, Daten und Spektren der SPR-Messungen

6.7.1 Daten zu GCyyr:

Anhang, Tabelle 1: Reportpunkte der 1. Immobilisierung von GCyyr,

FlowCell Time AbsResp sD RelResp ReportPoint Chip  Contact Time FlowRate

1 99 18921,95 0,517297 N/A Baseline  Custom 1000 5
1 1379 20388,27 1,099345 1466,315 Ligand Custom 1000 5
1 1384 20385,56 0,979015 1463,609 Immobilized Custom 1000 5
2 98 19299,41 1,719193 N/A Baseline  Custom 1000 5
2 1378 19784,54 1,193625 485,1289 Ligand Custom 1000 5
2 1383 19781,79 0,913649 482,3812 Immobilized Custom 1000 5

Flow Cell 1 = Referenzzelle, Flow Cell 2 = Aktive Messzelle

Anhang, Tabelle 2: Reportpunkte der 2. Immobilisierung von GCyyr,

FlowCell Time AbsResp SsD RelResp Report Point Chip ContactTime FlowRate

1 98 20490,23 0,631232 N/A Baseline Custom 1000 5
1 1379 20817,25 1,474219 327,0199 Ligand Custom 1000 5
1 1384 2081345 1,370255 323,2161 Immobilized Custom 1000 5
2 97 19834,84 1,575463 N/A Baseline Custom 1000 5
2 1378 20074,2 0,942188 239,362 Ligand Custom 1000 5
2 1383 20071,79 0,811935 236,9564 Immobilized Custom 1000 5

Flow Cell 1 = Referenzzelle, Flow Cell 2 = Aktive Messzelle
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Anhang, Tabelle 3: ky-Wertbestimmung (1) von ConA auf GCyur,

Cycle-No RU

1 26093,24
2 26169,8
3 26246,38

4 26345,18
5 26445,71
6 26535,96
7 26652,11

8 26770,68

Anhang, Tabelle 4: ks-Wertbestimmung (2) von ConA auf GCyyr,

Cycle-No RU

1 25862,01
2 25925,42
3 25993,77
4 26078,36
5 26154,61
6 26237,86
7 26367,05
8 2647827
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6.7.2 Daten zu GCiang

Anhang, Tabelle 5: Reportpunkte der 1. Immobilisierung von GCiang

Flowcell Time AbsResp SD RelResp  Report Point Chip Procedure TargetLvl

'1 1 17.426 0,0 N/A Baseline Custom TargetLevel 1620
'1 159 18.444 19,7 1.018 Pulsel Custom TargetlLevel 1620
'1 213 18.577 19,2 1.151 Pulse2 Custom TargetlLevel 1620
'1 291 18.701 16,7 1.275 Pulse3 Custom TargetLevel 1620
1 405 18.832 14,9 1.406 Pulsed Custom TargetlLevel 1620
1 518 18.935 12,9 1.509 Pulse5 Custom TargetlLevel 1620
'1 608 19.011 11,2 1.585 Pulse6 Custom TargetlLevel 1620
1 662 19.025 10,6 1.599 Pulse7 Custom TargetlLevel 1620
1 716 19.041 10,4 1.615 Pulse8 Custom TargetlLevel 1620
'1 1084 18.774 0,1 1.348 Ligand Custom TargetlLevel 1620
1 1089 18.773 0,2 1.347 Immobilized Custom TargetlLevel 1620
2 1 17.860 0,0 N/A Baseline Custom TargetlLevel 1620
2 159 18.037 9,6 177 Pulsel Custom TargetlLevel 1620
2 261 18.250 10,1 390 Pulse2 Custom TargetlLevel 1620
2 507 18.568 9,6 707 Pulse3 Custom Targetlevel 1620
2 909 18.878 9,5 1.018 Pulse4 Custom TargetlLevel 1620
2 1335 19.094 10,0 1.234 Pulse5 Custom Targetlevel 1620
2 1703 18.877 0,4 1.016 Ligand Custom TargetlLevel 1620
2 1708 18.876 0,5 1.015 Immobilized Custom TargetlLevel 1620

Flow Cell 1 = Referenzzelle, Flow Cell 2 = Aktive Messzelle
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Anhang, Tabelle 6: Reportpunkte der 2. Immobilisierung von GCiang

6. Anhang

Flowcell Time AbsResp SD RelResp Report Point Chip Procedure TargetLvl
"1 1 18829,3 0,00 N/A Baseline Custom TargetlLevel 320
1 159 19230,0 17,16 400,6 Pulsel Custom TargetlLevel 320
1 525 18918,9 0,31 89,6 Ligand Custom TargetlLevel 320
"1 530 18918,3 0,32 89,0 Immobilized Custom TargetlLevel 320
2 1 18860,2 0,00 N/A Baseline Custom TargetlLevel 600
2 159 18959,1 5,21 98,9 Pulsel Custom TargetlLevel 600
2 261 19080,7 6,84 220,6 Pulse2 Custom TargetlLevel 600
2 423 19185,4 6,96 325,2 Pulse3 Custom TargetlLevel 600
2 657 19298,4 7,10 438,2 Pulsed Custom TargetlLevel 600
2 867 19376,6 6,87 516,4 Pulse5 Custom TargetlLevel 600
2 1017 19423,0 6,99 562,8 Pulse6 Custom TargetlLevel 600
2 1107 19440,5 6,59 580,3 Pulse7 Custom TargetlLevel 600
2 1173 19444,8 6,25 584,6 Pulse8 Custom TargetlLevel 600
2 1287 19483,4 7,09 623,3 Pulse9 Custom TargetlLevel 600
2 1655 19316,4 0,24 456,3 Ligand Custom TargetlLevel 600
2 1660 19315,7 0,26  455,5 Immobilized Custom TargetlLevel 600

Flow Cell 1 = Referenzzelle, Flow Cell 2 = Aktive Messzelle
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Anhang, Tabelle 7: ks-Wertbestimmung (1) von ConA auf GCiang

Cycle-No RU

1 26488,38
2 26500,28
3 26567,03
4 26600,98

Anhang, Tabelle 8: ky-Wertbestimmung (2) von ConA auf GCjang

Cycle-No RU

1 21969,57
2 21985,08
3 21994,22
4 22032,23
5 22057
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6.8 Partikelanalytik
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Anhang, Abbildung 26: Zetapotentialbestimmung der APS-Partikel
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6. Anhang

Anhang, Abbildung 27: Bestimmung der GroRenverteilung der APS-Partikel und des

hydrodynamischen Durchmessers.
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Anhang, Abbildung 28: Bestimmung des Zetapotentials nach Funktionalisierung mit EDS.
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Anhang, Abbildung 29: Bestimmung der Zetapotentiale nach Funktionalisierung mit verschiedenen
Glykopolymeren (hier unterschieden nach Molekulargewicht) zur Syntheseoptimierung.
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Anhang, Abbildung 30: Bestimmung der Zetapotentiale bei verschiedenen Funktionalisierungs-
bedingungen.
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6.9 Mikroskopieaufnahmen
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Anhang, Abbildung 31: APS-Partikel (unfunktionalisiert), bereitgestellt von Dr. Claudia Marschelke aus
der Gruppe um Prof. Dr. Alla Synytska.
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Anhang, Abbildung 32: Poly(PEGMA)-Januspartikel, bereitgestellt von Dr. Claudia Marschelke aus der
Gruppe um Prof. Dr. Alla Synytska.
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Anhang, Abbildung 33: Poly(NiPAm)-Januspartikel bereitgestellt von Dr. Claudia Marschelke aus der
Gruppe um Prof. Dr. Alla Synytska.
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Anhang, Abbildung 34: Man1s-APS und E. Coli zu jeweils 2.0 mg/mL nach 3h.

Anhang, Abbildung 35: Manis-APS zu 2.0 mg/mL in Anwesenheit von E. Coli mit einer Konzentration
von 1.0 mg/mL nach 3 h.

233



6. Anhang

Anhang, Abbildung 36: Manis-APS nach 24 h

Anhang, Abbildung 37: APS-Partikel nach 10 min in Anwesenheit von E. Coli.
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Anhang, Abbildung 38: APS-Partikel nach 3 h in Anwesenheit von E. Coli.

Anhang, Abbildung 39: APS-Partikel nach 6 h in Anwesenheit von E. Coli.
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Anhang, Abbildung 40: APS-Partikel nach 24 h in Anwesenheit von E. Coli.

Anhang, Abbildung 41: Manis-APS-Partikel nach 10 Minuten in Anwesenheit von E. Coli.
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Anhang, Abbildung 42: Manis-APS-Partikel nach 3 Stunden in Anwesenheit von E. Coli.

Anhang, Abbildung 43: Manis-APS-Partikel nach 6 Stunden in Anwesenheit von E. Coli.
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Anhang, Abbildung 44: Manis-JNIPAM-Partikel nach 10 Minuten in Anwesenheit von E. Coli.

Anhang, Abbildung 45: Manis-JNIPAM-Partikel nach 3 Stunden in Anwesenheit von E. Coli.
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Anhang, Abbildung 46: Manis-JNIPAM-Partikel nach 6 Stunden in Anwesenheit von E. Coli.

Anhang, Abbildung 47: Manis-JNIPAM-Partikel nach 24 Stunden in Anwesenheit von E. Coli.
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Anhang, Abbildung 48: Gals;-JNIPAM-Partikel nach 10 Minuten in Anwesenheit von E. Coli.

Anhang, Abbildung 49: Gals7-JNIPAM-Partikel nach 3 Stunden in Anwesenheit von E. Coli.
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Anhang, Abbildung 50: Gals7-JNIPAM-Partikel nach 6 Stunden in Anwesenheit von E. Coli.

Anhang, Abbildung 51: Gals;-JNIPAM-Partikel nach 24 Stunden in Anwesenheit von E. Coli.
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»Es [das Kohlenstoffatom] weilt erneut unter uns, in einem Glas Milch. Es ist in eine lange, komplizierte
Kette eingeschlossen, die jedoch so gebaut ist, dass fast alle ihre Ringe vom menschlichen Korper
aufgenommen werden. Es wird verschluckt: und da jede lebende Struktur sich wild gegen die Zufuhr
weiteren lebenden Stoffes strdubt, zerbricht die Kette in kleine Stlicke, die nacheinander
aufgenommen oder ausgeschieden werden. Ein Atom, eben jenes, das uns am Herzen liegt,
Uberschreitet die Schwelle des Darms und dringt in den Blutstrom ein: es wandert, klopft an die Pforte
einer Nervenzelle, tritt ein und ersetzt ein anderes Kohlenstoffatom. Diese Zelle gehért zu einem
Gehirn, dem meinigen, dessen, der hier sitzt und schreibt, die fragliche Zelle und das in ihr enthaltene
Atom sind fir mein Schreiben zustdandig — ein gigantisches und zugleich mikroskopisch feines Spiel, das
noch niemand beschrieben hat. Es ist die Zelle, die in diesem Augenblick, aus einem labyrinthartigen
Wirrsal von Ja und Nein heraus, bewirkt, dass meine Hand einen bestimmten Weg auf dem Papier
zurlicklegt, es mit diesen Kringeln versieht, die Zeichen sind; ein doppeltes Losschnellen, nach oben

und nach unten, in zwei Takten, fiihrt meine Hand, und sie driickt diesen Punkt aufs Papier: diesen.”

Das Periodische System, Primo Levi
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