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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die Glykokalyx, eine strukturell komplexe Schicht aus Polysacchariden auf der Zellmembran,
ist Schauplatz zahlreicher Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen, Uber die verschiedenste
biologische Prozesse gesteuert werden. In Zeiten der COVID-19-Pandemie sind besonders die
Anbindungsprozesse von Viren lber die Proteine des Virions an die Glykokalyx in den Fokus
der Forschung gerickt. Hierbei spielen haufig sulfatierte Glykosaminoglykane (sGAGs), bei
denen es sich um anionische lineare Polysaccharide handelt, eine wichtige Rolle. Diese sind in
Form von Proteoglykanen in der Zellmembran verankert, wobei besonders
Heparansulfatproteoglykane einen Grolsteil der Proteininteraktionen im Organismus
vermitteln und somit von grofRem Interesse fiir die Erforschung solcher Interaktionen sind. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass beispielsweise 16sliche Heparansulfate oder strukturell
verwandte Polysaccharide, aber auch synthetische polymere Analoga zur Inhibition der
Virusinfektion genutzt werden kénnen, da sie an die Virusproteine anlagern und so die
vorhandenen Bindungsstellen blockieren.

Ein groBes Hindernis bei der Entwicklung solcher Inhibitoren, aber auch allgemein bei der
Untersuchung von Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen, ist die inhdrente Heterogenitat und
die aufwandige Isolierung natirlicher Polysaccharide. Daher werden haufig synthetische,
polymere Analoga der natirlichen Strukturen verwendet, die auch als Glykomimetika
bezeichnet werden und deren hohe strukturelle Definition unter anderem die Entschliisselung
von Struktur-Wirkung-Beziehungen erlaubt. So wurde von Hartmann et al. die
Festphasensynthese unter Verwendung maRgeschneiderter Bausteine zur Herstellung von
Glykooligo(amidoaminen) als eine Klasse von Glykomimetika entwickelt, die sich besonders
durch ihre Sequenzdefinition und geringe Dispersitadt auszeichnet (siehe Abbildung 1 oben).

Zur Untersuchung von Kohlenhydrat-vermittelten Adhdsionsprozessen mit Hilfe von
Glykomimetika stand im Fokus der vorliegenden Arbeit die Entwicklung von
Glykooligo(amidoaminen) als Heparansulfat-Mimetika und deren Prasentation auf
Membransystemen zur Untersuchung der Anbindung von Virus-ahnlichen Partikeln. Darliber
hinaus wurden Glykooligo(amidoamine) zur Studie der Anbindungsprozesse von Galektinen
an Vesikelmembranen untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Synthese einer neuen Klasse von Glykomimetika entwickelt
(siehe Abbildung 1 — Kapitel 1). Entlang der Polysaccharidketten natirlicher Heparansulfate
wechseln sich stark, gering und nicht sulfatierte Bereiche ab. Uber die Bedeutung dieses
strukturellen Parameters fiir die biologische Funktion der Heparansulfate ist, auch aufgrund
fehlender strukturell definierter Glykomimetika zu deren Untersuchung, bisher wenig
bekannt. Im ersten Teil der Arbeit wurde daher die Synthese sequenz-definiert sulfatierter
Glykooligo(amidoamine) als Heparansulfatmimetika realisiert, die es nun ermoéglicht, die
Sequenz der natlirlichen Polysaccharide nachzuahmen. Hierzu wurde die Verwendung eines
photospaltbaren Linkers fiir die Festphasensynthese nach Hartmann et al. etabliert, was, im
Vergleich  zu  vorherigen  Syntheserouten, erstmalig die  Sulfatierung  der
Glykooligo(amidoamine) auf der Festphase ermoglichte. Darauf basierend konnte durch
Weiterentwicklung des Protokolls die Synthese von Strukturen, die im Wechsel Segmente
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sulfatierter und nicht sulfatierter Kohlenhydratmotive aufweisen, durchgefiihrt werden.
Zudem konnte durch Verwendung von Oligoprolineinheiten die Zusammensetzung des
Glykomakromolekdlriickgrats variiert werden. Da sulfatierte Glykooligo(amidoamine), wie
vorherige Arbeiten gezeigt haben, potenziell als Virusinhibitoren verwendet werden kénnen,
wurde anschliefend zum ersten Mal auch deren Einfluss auf die Blutgerinnung untersucht.
Antikoagulative Eigenschaften, wie sie fir verschiedene sGAGs und sGAG-Mimetika
beobachtet werden, kdnnen bei medizinischen Anwendungen potenziell ungewiinschte
Kreuzreaktivitdaten hervorrufen. Die hergestellten global und segmentweise sulfatierten
Glykooligo(amidoamine) zeigten jedoch im getesteten Konzentrationsbereich nur geringe
antikoagulative Aktivitat.

Grundlage: Festphasensynthese (FPS) von Glykooligo(amidoaminen) als Glykomimetika

Q o]
Festphase: ONHZ + o™ —NHFmoc ™ ONJK —NHFmoc
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] Lie
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Thema 1: Segmentweise sulfatierte Glykomimetika als sGAG-Mimetika
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Thema 2: sGAG-Mimetika auf Membranen zur Studie der Anbindung Virus-ahnlicher Partikel (VLP)
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Thema 3: Heteromultivalente Glykomimetika auf Membranen und ihre Interaktionen mit Galektinen
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kapitel der vorliegenden Arbeit basierend auf der Festphasensynthese nach
Hartmann et al. (oben) mit dem (ibergeordneten Ziel die Untersuchung von Ligand-Protein-Interaktionen auf Membranen zu
erméglichen.
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Basierend auf dem ersten Teil der Arbeit wurde anschlieBend die Funktionalisierung sGAG-
mimetischer Glykooligo(amidoamine) sowie weiterer sGAG-Mimetika mit Membranankern,
deren Inkorporierung in kiinstliche und natirliche Membranen und die Untersuchung der
Virusproteinanbindung an die dekorierten Membransysteme durchgefiihrt (siehe Abbildung
1 — Kapitel 2). Virus-Glykan-Interaktionen laufen auf der Glykokalyx und somit als Teil eines
komplexen und dynamischen Ensembles ab und werden maRgeblich durch das
Membranverhalten der beteiligten Glykoproteine- und lipide sowie auch durch andere dort
verankerte Glykane beeinflusst. Daher ist die Untersuchung von Virus-Ligand-Interaktionen in
Losung nicht ausreichend, um die natirlichen Prozesse vollstandig zu entschlisseln.
Stattdessen konnen kiinstliche Membransysteme, wie beispielsweise Vesikel aus
Lipiddoppelschichten, als Modelle der Zellmembran verwendet werden. Ein weiteres
Werkzeug stellt die Manipulation der natirlichen Glykokalyx im Rahmen des de novo
Glycocalyx Engineering dar. Daher wurden diese Methoden nun fiir sGAG-Mimetika zur Studie
von Virus-Membran-Interaktionen untersucht. Als synthetische Werkbank fiir die Einfihrung
von Membranankern, die den Einbau in Lipiddoppelschichten erlauben, wurde die
Festphasensynthese  gewahlt und  weiterentwickelt, sodass sGAG-mimetische
Glykooligo(amidoamine) mit verschiedenen Lipiden funktionalisiert und die so erhaltenen
Strukturen anschlieBend in Vesikelmembranen eingebaut werden konnten. Uber die
etablierte Syntheseplattform konnten zudem auch andere Modifikationen, wie die
Anbringung eines Farbstoffs, vorgenommen werden, und sie kann als modularer Ansatz auch
in zukilinftigen Arbeiten eine groRe Bandbreite an Membrananker-tragenden Glykomimetika
zuganglich machen. Darlber hinaus konnten in einem separaten Ansatz vorformulierte
Vesikel mit dem kommerziell erhaltlichen sGAG-Pentasaccharid Fondaparinux dekoriert
werden. Erste Studien mit dekorierten Vesikelmembranen, aber auch mit nachtraglich
modifizierten Membranen von Zellen zeigten, dass Virus-dhnliche Partikel die prasentierten
Glykomimetika zur Anbindung nutzen. Die vorgestellten Arbeiten erlauben somit die
zielgerichtete Untersuchung struktureller Parameter der Virusanbindung auf dynamischen
Membransystemen, wie sie flir den Infektionsprozess von entscheidender Rolle sind, wodurch
potenziell wichtige Erkenntnisse zu den ablaufenden Mechanismen sowie zum Design von
Inhibitoren zuganglich gemacht werden kénnen.

Das Prinzip der Prasentation von Liganden auf Vesikelmembranen als Glykokalyxmimetika zur
Untersuchung von Adhéasionsprozessen ist auch fiir andere Proteine von groRem Interesse
und wurde im letzten Abschnitt dieser Arbeit auf die Studie von Galektinen, 3-Galaktosid-
bindenden Proteinen, lbertragen, die insbesondere bei der Zelladhasion von Tumorzellen von
Bedeutung sind. Die Studie von Galektinen mit Hilfe solcher Systeme bietet groRes Potenzial,
da diese einen GroRteil ihrer natlirlichen biologischen Aktivitdt Gber die Bildung von Glykan-
Protein-Clustern auf der Glykokalyx ausiiben, wozu sie oligomerisieren und multiple
Interaktionen mit mehreren Glykanen eingehen kodnnen. Es treten dabei sogenannte
multivalente Effekte auf, die die Gesamtbindungsstarke erhéhen. Von Freichel et al
vorgestellte potente heteromultivalente Glykooligo(amidoamin)-Galektinliganden wurden
nun erstmalig mit Membranankern funktionalisiert und in die Membran von Vesikeln
inkorporiert (siehe Abbildung 1 — Kapitel 3). Zur Studie der Interaktion mit den ausgewahlten
Galektinen, Galektin-1 und Galektin-3, wurden insbesondere NMR-Experimente verwendet,
da diese es erlauben, das System in einem dynamischen Zustand zu untersuchen. Die NMR-
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Experimente sowie ergdnzend Cryo-Elektronenmikroskopie und Molekulardynamik-
Simulationen wurden in Zusammenarbeit mit Kooperationspartner*innen am Institut
CICbioGUNE in Derio (Spanien) unter der Leitung von Prof. Dr. Jesus Jiménez-Barbero
durchgefiihrt. Die Untersuchung der Liganden ohne Membrananker in Losung erlaubte es
zunachst mittels saturation-transfer difference NMR bisher fehlende Informationen zu den
strukturellen Parametern der Interaktion zu erhalten. AnschlieBend konnte die Studie der
Ligand-funktionalisierten Vesikeln die Bedeutung der Membranprasentation fiir die
Untersuchung von Ligand-Protein-Interaktionen aufzeigen. So konnten Hinweise zur
Entstehung von Clustern auf den Vesikeln und auf das Ablaufen multivalenter Prozesse
erhalten werden, die durch die Prasentation der Liganden auf der dynamischen
Vesikelmembran begiinstigt werden kénnen. Allgemein ist die vorgestellte Verwendung von
Ligand-funktionalisierten Vesikeln zur Untersuchung von Proteininteraktionen mittels NMR
insbesondere unter Verwendung multivalenter Liganden eine der ersten Studien dieser Art.
Um die natlrliche Situation auf der Glykokalyx besser verstehen zu konnen, ist die
Verwendung von Membransystemen im dynamischen Zustand von grofRer Bedeutung. Die
vorgestellten Studien zeigen, dass Glykooligo(amidoamine) als multivalente Liganden
prasentiert auf der Membran von Vesikel in Kombination mit NMR-Studien die Betrachtung
von Proteininteraktionen unter diesem Aspekt ermoglichen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten somit durch die Etablierung der segmentweisen sowie
globalen Sulfatierung von Glykooligo(amidoaminen) Mimetika natirlicher sGAGs zuganglich
gemacht werden. Die Einfliihrung von Lipiden erlaubte wiederum die Inkorporierung von
SGAG-Mimetika in Membranen, sodass die Untersuchung der Anbindung virusdhnlicher
Partikel auf kiinstlichen sowie natirlichen Membranen ermdéglicht wurde. Ebenso konnten
durch Membran-verankerte Galektinliganden die Interaktionen von Galektin-1 und Galektin-
3 mittels NMR-Methoden mit Ligand-funktionalisierten Vesikeln untersucht werden.
Insgesamt wurden also basierend auf der Festphasensynthese von Glykooligo(amidoaminen)
neue synthetische Moéglichkeiten zur Nachahmung und Untersuchung von Protein-Glykokalyx-
Interaktionen geschaffen, die es ermoglichen kdnnen, neue Parameter dieser Prozesse zu
entschlisseln.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Glykobiologie — Kohlenhydrate und ihre Rolle in der Natur

Die Bedeutung von Kohlenhydraten und Glykanen in biologischen Prozessen ist lange
unterschatzt worden. So lag der Schwerpunkt der Molekularbiologie in ihren Anfangen in den
1950er bis 1970er Jahren auf der Erforschung der beiden anderen Hauptklassen biologischer
Polymere, der DNA und den Proteinen.® Der Begriff Glykobiologie hingegen wurde erst in den
spaten 1980er Jahren gepragt, als klar wurde, dass Kohlenhydrate und Glykane eine wichtige
Rolle in zahlreichen biologischen Prozessen einnehmen.'® So sind Glykane und Glykoproteine,
also Protein-konjugierte Kohlenhydrate, essentiell fir Prozesse wie Befruchtung,
Immunabwehr, Virusreplikation, Zellwachstum und Entziindungen.>’-%0 Folgerichtig gelten
Glykane und die Glykobiologie als die ,,schwarze Materie” des biologischen Universums, deren
Bedeutung lange vernachlassigt wurde und deren Anerkennung als elementarer Bestandteil
des natirlichen biologischen Systems zu einem Umdenken in der biologischen Forschung
fuhren musste.!

Doch wo liegen die Griinde fiir diese Diskrepanz und wo liegen die Herausforderungen in der
Erforschung von Glykanen? Zum einen weisen Glykane eine auRerordentliche Komplexitat auf.
Im Gegensatz zu Proteinen und der DNA koénnen Glykane verzweigt sein und die
Monosaccharide in einem Glykan sind Uber stereochemisch variable Bindungen zwischen dem
anomeren Zentrum des einen Zuckers und den verschiedenen Hydroxylgruppen des nachsten
Zuckers verknlipft. Dartiber hinaus wird die Diversitdt der Glykane wahrend ihrer Biosynthese
durch Funktionalisierungen wie Sulfatierung, Acetylierung oder Phosphatisierung sowie die
Konjugation an Proteine und Lipide weiter erhéht.>1213 Zum anderen ist die Aufklarung der
Glykanbiosynthese weitaus aufwandiger als die der DNA und Proteine, bei der die DNA die
Bauanleitung zur Proteinsynthese liefert. Ein weiteres Hindernis bei der Untersuchung von
Glykanen war lange Zeit der Mangel an Methoden zur Extraktion und Sequenzierung, also zur
Strukturaufkldrung natirlicher Polysaccharide. 71314

Heute, nach 40 Jahren intensiver Forschung, ist die Glykobiologie in ihrem Kenntnisstand so
weit vorangeschritten, dass beispielsweise Ajit Varki in seinem Review zur biologischen Rolle
von Glykanen schon ganz zu Beginn feststellt, dass eine umfassende Diskussion aller
publizierten Erkenntnisse zu diesem Thema unmoglich ist.** Glykane liegen in der Natur
vorwiegend als Konjugate in Form von Glykoproteinen und Glykolipiden vor und dekorieren
so unter anderem alle Zellen im menschlichen Kérper, wo sie die sogenannte Glykokalyx
bilden (siehe Abbildung 2).1>17
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Glykokalyx und der Interaktion von Proteinen, z.B. von Bakterien, Viren oder
anderen Zellen, mit den prdsentierten Glykanen, die an Lipide und Proteine konjugiert vorliegen.

Viele Prozesse wie Zell-Zell- und Zell-Pathogen-Interaktionen werden durch die
Wechselwirkungen Kohlenhydrat-erkennender Proteine mit den Glykanen der Glykokalyx
vermittelt und Fehlregulierungen in der Glykosylierung sind eng verknipft mit
Krankheitsprozessen.?>1820 Daher besitzen Glykane und ihre biologische Funktion eine groRe
pharmazeutische Bedeutung und werden auch im Kontext der medizinischen Forschung
eingehend untersucht.'>161821-23 |,y Menschen vorkommende Glykane bestehen
hauptsachlich aus den folgenden zehn Monosacchariden: Glukose (Glc), Galaktose (Gal), N-
Acetylglukosamin (GIcNAc), N-Acetylgalaktosamin (GalNAc), Fucose (Fuc), Xylose (Xyl), N-
Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), Glucoronsaure (GlcA), Mannose (Man) und Iduronsaure
(IdoA) (siehe Abbildung 3).141>24-25
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Abbildung 3: Die hdufigsten nattirlichen Monosaccharide: Glukose (Glc), Galaktose (Gal), N-Acetylglukosamin (GIcNAc), N-
Acetylgalaktosamin (GalNAc), Fucose (Fuc), Xylose (Xyl), Sialinséure (Neu5Ac), Glucoronséure (GlcA), Mannose (Man) und
Iduronsdure (IdoA).
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Kohlenhydrat-erkennende Proteine kdnnen in zwei Klassen unterteilt werden. Lektine binden
Uber ihre Kohlenhydrat-erkennenden Domanen (englisch: carbohydrate recognition domain,
CRD), also Uber definierte Bindungstaschen, terminale Mono- und Oligosaccharide von
Glykanen. Dahingegen binden Glykosaminoglykan(GAG)-bindende Proteine negativ geladene,
meist sulfatierte, Polysaccharid-Ketten Uber positiv geladene Aminosdauren auf der
Proteinoberfliche.?® Durch Protein-Glykan-Interaktionen werden so Prozesse wie
Zellkommunikation, Interaktionen mit Mikroben sowie mit Wachstumsfaktoren und
Zytokinen, die Zellbewegungen ermoglichen, Proteintransport, Zelladhdsion und die
Immunantwort vermittelt.>827-31

1.1.1 Lektin-Kohlenhydrat-Interaktionen — Design von Galektinliganden

Lektine werden basierend auf ihrer CRD in verschiedene Familien unterteilt und wurden 1888
in Extrakten von Rizinussamen entdeckt.3?3* Grundlegendes Prinzip der reversiblen Lektin-
Kohlenhydrat-Interaktionen ist die Multivalenz. Die Bindungsaffinitaiten einzelner
Kohlenhydrat-basierter Rezeptor-Ligand-Interaktionen sind relativ schwach. Treten jedoch
mehrere Liganden bzw. Rezeptoren gleichzeitig in Wechselwirkung zueinander, so kdnnen
multivalente Effekte auftreten, wie Rezeptor-Clustering, statistische Effekte wie statistical
rebinding und Chelatbindungen, die die tatsichliche Bindungsstirke erhdhen.3>3¢
Multivalente Wechselwirkungen sind immer dann moglich, wenn die Rezeptorproteine
mehrere CRDs enthalten oder clustern, sowie wenn Glykane mehrere Bindungsepitope

aufweisen 3>37-42
Galektine und ihre biologische Relevanz

Eine wichtige Klasse der Lektine sind die Galektine, zu deren Familie neunzehn Lektine zdhlen,
deren CRDs sich durch eine hohe Homologie ihrer Aminosauresequenzen auszeichnen und die
B-verkniipfte Galaktose binden, wie sie z.B. in Polylaktosaminen wie Fibronectin oder Laminin
vorkommt. Galektine sind kleine, l6sliche Lektine, die in Prototyp-, Chimera-Typ und Tandem-
Repeat-Typ-Lektine unterteilt werden (siehe Abbildung 4A-C).43-4¢

A) Prototyp  B) Tandem-repeat  C) Chimera

Abbildung 4: Schematische Struktur der Galektinklassen: A) Prototyp; B) Tandem-repeat; C) Chimera; sowie Darstellung der
Proteinstruktur von Gal-3 mit den Untereinheiten der CRD (PDB ID: 1A3K).
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Prototyp-Galektine (Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 , -15, -17, -29, -20) bestehen aus zwei
gleichen CRDs, die liber elektrostatische Wechselwirkungen Homo-Dimere bilden. Galektin-3
ist das einzige Chimera-Typ Galektin und besitzt neben der CRD eine N-terminale Domane,
Uber die es durch nicht-kovalente Wechselwirkungen pentamerisieren kann, was durch die
Anwesenheit multivalenter Liganden geférdert wird. Tandem-repeat-Galektine hingegen (Gal-

4, -6, -8, -9, -12) bestehen aus zwei verschiedenen CRDs, die lber ein Linkerpeptid verbunden
sind.43-44/47-48

Galektine kommen sowohl intra- als auch extrazelluldr vor und werden (ber nicht-klassische
Wege, also unabhangig vom klassischen durch Golgi-Apparat und Endoplasmatisches
Retikulum gesteuerten Prozess, sekretiert. Sie kénnen wie bereits erwahnt dimerisieren oder
oligomerisieren und dann mehrere Glykoproteine und -lipide auf der Zelloberflache
verknipfen, wodurch Proteinverbande entstehen, die verschiedene Prozesse wie
Zellanbindung, -migration und -kommunikation steuern.***” Wie fiir Lektine allgemein, gilt
auch fur Galektine, dass Unterschiede in ihrer Glykosylierung und Expression mit pathogenen
Prozessen wie der Karzinogenese und Herz-Kreislauf-Erkrankungen verkniipft sind, weshalb
sie unter anderem als Biomarker interessante therapeutische Ziele darstellen.?347:49-52
Galektin-1 und Galektin-3 gehéren zu den besterforschten Galektinen und ihre therapeutische
Relevanz in der Behandlung von chronische Entziindungsstorungen, Fibrose und Krebs wird
intensiv untersucht.4347,53-59

Gewinnung und Synthese von Galektinliganden

Um Galektine im therapeutischen Kontext anzusteuern, ist das Design und die Synthese von
spezifischen Liganden von groBem Interesse. Bisherige Arbeiten zu diesem Thema umfassen
(chemo-)enzymatische Synthesen von Poly-N-Acetyllaktosaminen (Poly-LacNAc)®%%3, die
Synthese und gezielte Modifikation kleiner Molekiile als Glykomimetika®*7’4, sowie die
Funktionalisierung kinstlicher Systeme’>’8, wie beispielsweise Dendrimere’®®!, aber auch
natirlicher Trager wie Proteine®?®, mit Kohlenhydratepitopen zur multivalenten
Prasentation. Zudem spielt auch die Gewinnung inhdrent multivalenter Polysaccharid-
Strukturen aus natirlichen Quellen®-88 eine wichtige Rolle.**>*

Vor allem die Studien zu kleinen Molekilen als Galektin-bindende Glykomimetika haben neue
Erkenntnisse zur Bindungsspezifitdit und zu den Einflussfaktoren auf die Galektin-Ligand-
Interaktionen hervorgebracht. Grundlage fiir das Design von Galektinliganden ist die genaue
Kenntnis der Struktur der Galektin-Bindungstasche (siehe Abbildung 4). Im Fall von Gal-3
besteht diese aus zwei Teilen, dem konservierten Teil, dessen Aminosauresequenz also durch
die verschiedenen Galektinklassen hindurch kaum variiert und die Unterabschnitte C und D
umfasst sowie an den kaum definierten Abschnitt E grenzt, und dem nicht-konservierten Teil,
zu dem die Unterabschnitte A und B gehdren.®° Die Unterabschnitte C und D binden mit hoher
Affinitat Zuckereinheiten wie LacNAc. Im Gegensatz dazu kann der nicht-konservierte Teil der
Bindungstasche auch durch Epitope, die keine Kohlenhydrate sind, sogenannte sekundare
Bindungsmotive, wie beispielsweise Aromaten angesteuert werden.?’ Wegbereitend waren in
diesem Kontext unter anderem die Arbeiten von Nilsson et al. zu funktionalisierten Mono- und
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Disaccharide, an denen der positive Einfluss von Arginin-Aren-mt-Interaktionen mit dem nicht-
konservierten Teil der CRD untersucht wurde. Dazu wurden Aromaten an der C-3-Position von
LacNAc-Derivaten eingefiihrt und die aromatischen Einheiten zudem durch Substituenten
modifiziert.®* Basierend auf diesen Studien dienten vor allem N-Acetyllaktosamin und
Thiodigalaktosid (TDG) als Ausgangsstrukturen fiir hoch aktive Galektinliganden. Durch die
Einflhrung von Fluoratomen an aromatischen C-3-Substituenten konnten zusatzliche
vorteilhafte Fluor-Arginin-Interaktionen ermdoglicht werden und auch die Einfiihrung einer
Sulfatgruppe an der C-2-Position zeigte einen positiven Einfluss.”*”2 Abbildung 5 zeigt sowohl
das unfunktionalisierte TDG (1) als auch Derivate mit fluorierten Aromaten (2) und
Sulfatgruppen (3) als Substituenten, fiir die hohe Affinitaten zu Gal-3 gemessen wurden.%”71-
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Abbildung 5: Synthetische Glykomimetika zur Ansteuerung von Gal-1 und Gal-3: Verbindung 1 — unfunktionalisiertes TDG,
Verbindung 2 — TDG mit fluorsubstituiertem Aromaten an der C3-Postition’?, Verbindung 3 — TDG mit u.a. einem
Sulfatsubstituenten an C27?, Verbindung 4 — TD13973, Verbindung 5 — unsubstituierte Galaktose, Verbindung 6 —an C2 und C3
substituierte Galaktose’?.

Die dargestellte Verbindung TD139 (4), jetzt als GB0139 gefiihrt, ist ein Beispiel fiir das
erfolgreiche Design eines Galektinliganden, der aktuell in einer klinischen Phase Il Studie als
Medikament gegen Lungenfibrose getestet wird (siehe Abbildung 5).”®> Eine groRe
Herausforderung bei der Synthese von Galektinliganden ist die Selektivitat, da die CRDs der
verschiedenen Galektine &dhnlich beschaffen sind. Dennoch konnte durch gezielte
Funktionalisierung eine Diskriminierung zwischen Gal-1 und Gal-3 erreicht werden. Zweifach
mit halogenierten Aromaten substituierte Galaktose (siehe Abbildung 5, Verbindung 6) zeigte
z.B. eine 100-fach groRere Aktivitat gegeniiber Gal-3 im Vergleich zu Gal-1.74

Wie bereits erwdhnt spielen multivalente Effekte eine wichtige Rolle bei Lektin-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen.3>37-3842 Dies wird auch bei der Ansteuerung von Galektinen ausgenutzt,
indem beispielsweise kinstliche Tragermaterialien mit einer groRen Zahl von
Bindungsepitopen funktionalisiert werden. So wurden bereits Dendrimere, Polymere oder
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auch selbst-assemblierende Systeme wie Vesikel aus Lipiddoppelschichten, genannt
Liposomen, Glykodendrimersome, amphiphile Glykopeptide und auch Calixarene als
kinstliches Rickgrat zur Ligandprdsentation genutzt.”>#%%° Durch die multivalente
Prasentation, die das Auftreten multivalenter Effekte ermoglichen, kénnen hohere
Bindungsaviditaten erreicht und somit hochpotente Systeme entwickelt werden. Auch
Proteine wurden bereits als biokompatible Geriliste genutzt. So wurde von Zhang et al.
Humanalbumin mit funktionalisiertem Thiodigalaktosid dekoriert und das erhaltene Neo-
Glykoprotein zeigte in ELISA-Studien (englisch: enzyme-linked immunosorbent assay)
gegeniiber Gal-3 einen ICsp-Wert im einstelligen nanomolaren Bereich.8*

Anwendung der Festphasensynthese zur Gewinnung von Galektinliganden

Eine andere Methode zur Synthese multivalenter Liganden ist die Festphasensynthese von
Prazisionglykomakromolekiilen, die in Abschnitt 1.2.3 ausflhrlicher erlautert wird. Sie wurde
von Freichel et al. zum einen zur Synthese heteromultivalenter Galektinliganden genutzt, bei
denen ein Oligo(amidoamin)-Riickgrat mit Laktose und sowohl mit neutralen, als auch mit
Amin- und Sulfat-/Sulfonat-funktionalisierten Aromaten als potenzielle sekundare
Bindungsepitope funktionalisiert wurde (siehe Abbildung 6).°°2 Uber einen ELISA-Assay und
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (englisch: surface plasmon resonance, SPR)
konnte gezeigt werden, dass sich die Aviditaten gegeniber Gal-3 fiir die heteromultivalenten
Strukturen im Vergleich zur homomultivalenten Struktur um das 1,5 bis 3-fach erhéhen. Im
Gegensatz dazu wurden die Aviditaten gegeniliber Gal-1 vermindert, wobei in beiden Fallen
die Sulfonat- und Sulfat-substituierten Aromaten den gréBten Einfluss hatten. Es kann also
vermutet werden, dass dies (iber eine Interaktion der zusatzlich eingeflihrten Motive mit der
nicht-konservierten Untereinheit von Galektin-3 vermittelt wird, einen direkten
experimentellen Nachweis der Interaktion gab es allerdings nicht. Es wurde fiir ausgewahlte
Strukturen zudem ein biologischer Effekt in einem wound-scratch-Assay mit einer Gal-3-
positiven Tumorzelllinie festgestellt.*?
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Abbildung 6: Per Festphasensynthese erhaltene Galektinliganden unter Anwendung zwei verschiedener Strategien. A)
Synthese heteromultivalenter Liganden,; B) Erh6hung der Multivalenz durch Prédsentation auf der Liposomoberfliéiche.
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Fiir eine andere Studie, ebenfalls von Freichel et al., wurden homomultivalente Laktose-
funktionalisierte Oligo(amidoamine) als Liganden wiederum multivalent auf der Oberflache
von Liposomen prasentiert (siehe Abbildung 6).°° Dadurch wurden zwei Ebenen der
multivalenten Prasentation ermoglicht und eine deutliche Steigerung der Bindungsaviditat
erzielt. Fur den starksten Liganden wurde der tber ELISA bestimmte ICso Wert so von 37 auf
0,3 uM erhsht.*°

Methoden zur Studie von Lektin-Ligand-Wechselwirkungen

Die oben bereits erwdahnte SPR-Spektroskopie und der ELISA sind nur zwei von einer Vielzahl
von Methoden, die zur Studie von Lektin-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen zur Verfligung
stehen. Ein Aspekt dabei ist die Quantifizierung der Interaktionen, also die Bestimmung von
Bindungsstarken und die Studie der Kinetik und Thermodynamik.3®4042 Weitere Methoden,
die hierzu verwendet werden, sind z.B. die Isotherme Titrationskalorimetrie, Triilbungsassays,
die Messung der Fluoreszenzpolarisation und des Circulardichroismus, die Verwendung von
Quarzkristall-Mikrowaagen, die dynamische Lichtstreuung und die Atomkraftmikroskopie.*?

Allgemein gilt, dass eine genaue Kenntnis der ablaufenden Prozesse noétig ist, um die
erhaltenen Ergebnisse richtig zu interpretieren. Wichtig ist dabei u.a. die Unterscheidung von
Bindungsaffinitaiten und -aviditaten. Der Affinitdts-Kq beschreibt dabei die Stdarke einer
Interaktion zwischen einem einzelnen Rezeptor mit einem einzelnen Kohlenhydratepitop. Da
bei Kohlenhydrat-Ligand-Wechselwirkungen aber vor allem multivalente Interaktionen
auftreten, wird stattdessen oft der Aviditdts-Kq bestimmt, der die Gesamtstirke der
Interaktion inklusive der verstarkenden multivalenten Anteile beschreibt.*°

Auch Inhibitions- bzw. Kompetitions-Assays, bei denen Ulblicherweise die Bestimmung einer
mittleren inhibitorischen Konzentration, der ICso, im Fokus steht, spielen eine wichtige Rolle.
Daflir konnen beispielsweise SPR- und ELISA-Messungen unter kompetitiven Bedingungen
durchgefiihrt werden.3%40

Neben der Bestimmung von Bindungsaviditaten und thermodynamischen Eigenschaften von
Kohlenhydrat-Lektin-Bindung ist auch die Strukturaufklarung solcher Interaktionen von
groBer Bedeutung. Hierbei finden vor allem die Rontgenstrahl-Kristallographie und
Kernspinresonanz-Spektroskopie (englisch: nuclear magnetic resonance, NMR) oft auch in
Kombination mit Molekulardynamik-Simulationen (MD) Anwendung.*? Diese Techniken
haben auch bei der Untersuchung pathogener Prozesse und beim Design von Wirkstoffen eine
groRe Bedeutung.®39

Zur Untersuchung von Kohlenhydrat-Wechselwirkungen verwendete NMR-Methoden
umfassen die Sattigungstransfer-Differenz (englisch: saturation-transfer difference, STD), die
Transfer NOE (Kern-Overhauser-Effekt, englisch: nuclear Overhauser effect) und die
zweidimensionale HSQC- (englisch: heteronuclear single quantum coherence) NMR-
Spektroskopie.®>®” NMR Methoden bieten den Vorteil, dass sie die strukturellen
Informationen im dynamischen Zustand und in ihrem atomischen Detail erfassen. Auch NMR-
Methoden besitzen jedoch Limitierung, da sie auf Liganden kleiner und mittlerer GrolRie
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beschrankt sind. Neben Informationen zu den Liganden kénnen auch fir die interagierenden
Proteine Informationen Uber deren Bindungstasche erhalten werden, sofern sie in Isotopen-
markierter Form vorliegen und beziiglich ihrer GréRe fiir NMR-Studien geeignet sind.>>-°’

Die STD-NMR-Spektroskopie ist eine Ligand-basierte Methode und dient dem Epitop-Mapping
der Liganden. Sie umfasst stets zwei Messungen, eine off-resonance und ein on-resonance
Messung. Bei der on-resonance Messung wird die Sattigung der Proteinprotonen spezifisch
angeregt.’’%8 Durch den Transfer dieser Sattigung auf die Kerne der Ligandmolekiile, die mit
dem Protein interagieren, werden diese beeinflusst (siehe Abbildung 7). Dadurch wiederum
verringern sich die Signale der interagierenden Ligandkerne im aufgenommenem Spektrum.
Abhdngig von der Ndahe zum Protein variiert diese Auswirkung und nimmt mit groBerem
Abstand ab. Bei der off-resonance Messung erfahren weder Protein noch Ligand eine
Sattigung. Durch Subtraktion des on-resonance Spektrums vom off-resonance Spektrum, wird
letztendlich das STD-Spektrum erhalten, welches nur noch die Signale der Ligandkerne zeigt,

die an der Interaktion beteiligt waren.%’-%8
Protein Keine Sattigung Selektive Sattigung
Ligand
Aufnahme zweier Off-resonance On-resonance
Spektren:
A
Subtraktion

4 STD-Spektrum: /\

Abbildung 7: Das Prinzip der STD-NMR-Spektroskopie: Gleichgewicht der Protein-Ligand-Komplexbildung; Off-resonance-
Experiment: die Ligandenprotonen werden im 'H-NMR-Experiment registriert; On-resonance-Messung: Die Séttigung des
Proteins wird auf die an der Interaktion beteiligten Teile des Liganden (ibertragen, die entsprechenden Signale im *H-NMR-
Spektrum werden verringert; Subtraktion der aus beiden Experimenten erhaltenen 'H-NMR-Spektren ergibt das STD-
Spektrum.

Rezeptor-basierte Messungen konnen fiir Isotopen-markierte Proteine dann wertvolle
Informationen liefern, wenn eine Zuordnung der Proteinsignale bekannt ist. °*#°° In diesem Fall
kénnen H-N-HSQC-NMR-Messungen durchgefiihrt und die Anderung der chemischen
Verschiebungen der Proteinsignale bestimmt werden, um Informationen (iber die Interaktion
zu erhalten. Uber Titrationsexperimente, bei denen die Ligandkonzentration schrittweise

erhodht wird, kann so auch die Assoziationskonstante bestimmt werden.®*%°
Mit dieser Methode wird die Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes AB untersucht%;

A+B <> AB
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Herrscht ein Gleichgewichtszustand, so kann die Komplexbildung ({iber die
Dissoziationskonstante Kp (Einheit: M) und die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation
(kon [M"1s71]) und Dissoziation (koff [s1]) wie folgt beschrieben werden®:

[PI[L]  kosr

K, = = (1)
PTOIPLL T ken

Ist der Austausch langsam, dann ist kost deutlich kleiner als die Differenz der chemischen
Verschiebungen des Proteins im freien (f) und gebundenen (g) Zustand in Hz00-101;

koff < |(1)f - (J.)gl (2)

Ist der Austausch deutlich schneller als die Differenz der chemischen Verschiebungen, so kann
die Situation wie folgt beschrieben werden:

koff > |(J)f - (l)g| (3)

Flr eine mittlere Geschwindigkeit des Austauschs sind koff und die Differenz der chemischen
Verschiebungen dhnlich groR.

In einem Experiment, bei dem Ligand zum Protein titriert wird, werden nun je nach schnellem
oder langsamem Austausch zwischen gebundenem und freiem Protein verschiedene
Phanomene beobachtet. Bei schnellem Austausch treten keine separaten Peaks (fast
exchange, siehe Abbildung 8) fiir das Protein im gebundenen und freien Zustand auf, sondern
lediglich ein gemittelter Peak, bei dem die beobachtete chemische Verschiebung (6,.,) durch
die Molanteile (P) von freiem und gebundenem Protein gewichtet ist19-102;

6b80: 6fxpf+ ngpg (4)

fast exchange slow exchange

O‘JF (bB W, W,
Ligand [uM]
L O | L0 | o
| 0 | Lo o | s
| 0 | [ o o |10
| o || 520
| 0 || 0 |ow
L 0| 0 |-

(1)}. (Db, Q)F (,l)b,

Abbildung 8: Beispielhafte NMR-Spektren und Verhalten eines exemplarischen Proteinsignals bei einem NMR-Experiment
unter Titration von Ligand: A) schneller Austausch zwischen gebundenem und freiem Zustand des Proteins; B) langsamer
Austausch zwischen gebundenem und freiem Zustand des Proteins (Nachgedruckt mit Erlaubnis von Becker, W.; Bhattiprolu,
K. C.; Gubensdk, N.; Zangger, K. Investigating Protein-Ligand Interactions by Solution Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy. Chemphyschem 2018, 19 (8), 895-906. DOI: 10.1002/cphc.201701253. Copyright 2018 John Wiley and Sons).

9



Einleitung

Ist der Austauschprozess hingegen langsam (slow exchange, siehe Abbildung 8), so kénnen
separate Signale des Proteins im freien und gebundenen Zustand beobachtet werden, da
wahrend des Zeitraums der Signaldetektion kein merklicher Austausch zwischen den
Zustanden erfolgt. In diesem Fall ist die Signalintensitat abhangig vom entsprechenden
Molanteil des gebundenen und freien Zustands.1%102 Allgemein wird die Verschiebung der
Proteinsignale, die in beiden Fillen beobachtet wird, als CSP bezeichnet (englisch: chemical
shift perturbation).1°

Liegt die Zeitskala des Austauschprozesses im mittleren Zeitregime so wird auch von
Koaleszenz gesprochen. Es wird auch hier nur ein Signal beobachtet. Dieses ist allerding durch
den Austausch wahrend der Detektionsperiode des Signals verbreitert. Die Betrachtung der
CSP erlaubt somit die Einordnung der ablaufenden Proteinbindung auf der Zeitskala. Zudem
kénnen Uber die Rezeptor-basierten H-N-HSQC-NMR-Messungen die Aminosiduren
identifiziert werden, welche an der Interaktion beteiligt sind, da fir die zugehorigen Protonen
eine starkere CSP auftritt als flr die Aminosauren der Proteinbereiche, die nicht oder wenig
mit einem Liganden interagieren,100,:103

Eine besondere Bedeutung kommt bei der Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von
Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen dem Zusammenspiel von NMR-Methoden und
Molekulardynamik-Simulationen (MD) zu. Via MD kdénnen detaillierte Informationen lber die
an der Wechselwirkung beteiligten Epitope des Proteins und der Liganden erhalten und
Bindungsstellen identifiziert werden, was wiederum die Auswertung der erhaltenen NMR-
Daten unterstitzt.”® Insgesamt stehen eine Vielzahl verschiedener Methoden zur
guantitativen und qualitativen Untersuchung von Lektin-Kohlenhydrat-Interaktionen zur
Verfligung.

1.1.2 Glykosaminoglykane in Interaktionen mit Proteinen — ihre Rolle als
Virusrezeptoren

Neben den Lektinen ist die zweite Gruppe Kohlenhydrat-bindender Proteine die der GAG-
bindenden Proteine. GAGs sind lineare, negativ geladene Polysaccharide, die sich durch eine
ausgesprochene Heterogenitat und strukturelle Komplexitat auszeichnen und mit Ausnahme
von Hyaluronsaure (HA) sulfatiert und an Proteine gebunden in Form der sogenannten
Proteoglykane (PG) vorliegen.’%4105 7y den GAGs zdhlen neben der Hyaluronsiure
Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Keratansulfat sowie die zwei strukturell eng
verwandten Klassen Heparin (HP) und Heparansulfat (HS) (siehe Abbildung 9).1%
Heparansulfatproteoglykane (HSPGs) sind am weitesten verbreitet und machen 50 bis 90%
der endothelialen Proteoglykane aus. Sie spielen daher in vivo eine bedeutende Rolle bei einer
Vielzahl biologischer Prozesse. Heparin hingegen kommt hauptsichlich in Mastzellen vor.1%>
106 Aufgrund seiner einfachen Gewinnung aus biologischen Quellen wird Heparin dennoch
haufig in der Forschung verwendet, um beispielsweise in vitro HP/HS-bindende Proteine zu
identifizieren. Auch als Wirkstoff und in der pharmazeutischen Forschung findet Heparin
Anwendung.107-108
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Hyaluronsaure (HA) Chondroitin-/Dermatansulfat (CS/DS)
Q . Q. [ ] [ ] [ ] [ ]
Keratansulfat (KS) Heparansulfat/Heparin (HS/HP)

Gedcw oo

Protein-Polysaccharid-Linker Sulfat- 45 g 65
fur CS, DS, HS und HP: QOO% positionen: 35 NS
B N & O [0 ¢ %

GlcNAc GlcN GlcA Gal GalNAc  IdoA Xyl

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Monosaccharidsequenz verschiedener Glykosaminoglykane: Hyaluronséure (HA),
Chondroitin-/Dermatansulfat (CS/DS), Keratansulfat (KS), Heparansulfat/Heparin (HS/HP) sowie die Protein-Polysaccharid-
Linker-Sequenz GlcA-8-1,3-Gal-8-1,3-Gal-6-1,4-Xyl fiir CS, DS, HS und HP.

Die Biosynthese von Heparin- und Heparansulfatproteoglykanen

Wahrend der Biosynthese von Heparin- und Heparansulfatproteoglykanen wird zunachst eine
Verbindungsstelle bestehend aus dem Tetrasaccharid GlcA-B-1,3-Gal-B-1,3-Gal-B-1,4-Xyl an
eine Serineinheit des Proteinkerns angebracht (siehe Abbildung 9). Anschlieend werden die
Polysaccharidketten in abwechselnder Reihenfolge aus D-Glucoronsaure (GlcA) und N-Acetyl-
D-Glukosamin (GIcNAc) zusammengesetzt und dann modifiziert.104109-112 Bej HS ist, im
Gegensatz zu HP, die ablaufende N-Deacetylierung/N-Sulfatierung der GIcNAc-Einheiten
unvollstindig, wodurch sowohl N-sulfatierte (NS) als auch N-acetylierte (NA) Segmente bzw.
Domanen, sowie solche mit gemischter N-Substitution (NS/NA) entstehen. Vorwiegend an
GlcA-Einheiten, die zu den zuvor N-sulfatierten GlcN-Monosacchariden benachbart sind,
laufen anschlieBend die Epimerisierung von GIcA zu IdoA und die 2-O-Sulfatierung ab.10410%-
112 Nach der Biosynthese der HS-Kette sind die NS-Domé&nen somit hoch sulfatiert und besitzen
einen groRen IdoA-Anteil wohingegen die NA und NS/NA-Bereiche eine geringere Sulfatierung
und weniger IdoA-Einheiten aufweisen. Durch die Regulierung der Biosynthese entsteht so
eine spezifische Domanenstruktur bei HSPGs, wahrend HP global hoch sulfatiert und IdoA-
reich ist (siehe Abbildung 9).9107.109-114 pje Sequenz unterschiedlich modifizierter Abschnitte
entlang der Polysaccharidkette kann auch als globales Sulfatierungsmuster beschrieben
werden. Muster positionsspezifischer Sulfatierung an einzelnen oder benachbarten
Monosacchariden sind dann folgerichtig als lokale Sulfatierungsmuster zu bezeichnen (siehe
Abbildung 10).
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AT-aktivierendes Pentasaccharid \G—O—Sulfatlirung

NeeN

7N

Heparin 3-O-Sulfatierung  N-Sulfatierung

Lokales Sulfatierungsmuster: Position

Globales Sulfatierungsmuster: Sequenz

Heparansulfat

ododemedomeNomemieNoNeNoNerioN

‘ NA-Domane ‘ NA/NS-Doméne ‘ NS-Domane

Abbildung 10: Unterschiedliche Arten von Sulfatierungsmustern, die die Protein-Interaktion beeinflussen kénnen: Lokales
Sulfatierungsmuster, welches positionsspezifische Sulfatierungen umfasst und globales Sulfatierungsmuster, welches durch
die Abfolge unterschiedlich stark sulfatierter Domdnen entsteht.

Prinzipien der GAG-Protein-Interaktionen

Allgemein unterscheidet sich die GAG-Protein-Interaktion deutlich von der Lektin-
Kohlenhydrat-Anbindung. Lektine binden (iber eine konservierte, enge Bindungstasche die
terminalen Epitope von membranverankerten Kohlenhydraten (siehe auch 1.1.1).19>197 GAG-
bindende Proteine interagieren hingegen (ber Cluster positiv geladener Aminosauren auf
ihrer Oberflaiche mit den negativ geladenen sulfatierten Zuckereinheiten entlang der
Polysaccharidkette.’>%07 Dies gilt nicht fir HA, weshalb HA-bindende Proteine, die eine
konservierte Bindungstasche tragen, eher als Lektine klassifiziert werden sollten.?”1%> Um
diese im Folgenden auszuklammern, wird daher von sulfatierten GAGs, kurz sGAGs, sowie
sGAG-bindenden Proteinen gesprochen. In erster Linie wird deren Interaktion mit Proteinen
durch elektrostatische Wechselwirkungen vermittelt, aber auch van-der-Waals-Krafte und
Wasserstoffbriickenbindungen tragen zur Interaktion bei.0>%7

Die groRRe Heterogenitat und strukturelle Vielfalt der Proteoglykane beglinstigt in Kombination
mit ihrer weiten Verbreitung, dass diese mit einer groflen Zahl von Proteinen wie z.B.
Chemokinen, Proteinen der extrazellularen Matrix, Cytokinen, Wachstumsfaktoren, Lipasen,
Apolipoproteinen, Morphogenen, viralen Hillproteinen und Adhasinen interagieren. So
werden eine Vielzahl biologischer Prozesse wie Hamostase, Zellwachstum und -wanderung,
Lipidtransport, Homoostase, allgemein Regulierung von Enzymaktivitaiten und auch die
Infektion durch Pathogene vermittelt, was eindrucksvoll die groRe biologische Bedeutung der
sulfatierten Glykosaminoglykane aufzeigt.®27105107,114-122

Spezifizitét von sGAG-Protein-Interaktionen

Die Untersuchung der Spezifizitdit von sGAG-Protein-Wechselwirkungen ist Gegenstand
intensiver Forschung.19%8120-134 \Wahrend fur Lektin-Kohlenhydrat-Interaktionen vereinfacht
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gesagt das Schliissel-Schloss-Prinzip angewendet werden kann, ist die sGAG-Protein-
Interaktion variabler.?#13> Es kénnen beispielsweise fur sGAG-bindende Proteine keine
konservierten Aminosauresequenzen definiert werden, die die Interaktion mit der sGAG-
Polysaccharidkette vermitteln. Zudem gibt es Proteine, die verschiedene sGAGs binden und
Prozesse in denen verschiedene Proteine an dieselbe Polysaccharidkette binden
kdnnen.10>108-109,115136 7., den Faktoren, die die sGAG-Protein-Interaktion beeinflussen
gehoren die Lange, das Sulfatierungsmuster und der Sulfatierungsgrad, die Flexibilitdt und
dreidimensionale Anordnung der Monosaccharide sowie die Eigenschaften des
Zielproteins, 107,114,137

Diese strukturellen Parameter ermoglichen eine Bandbreite unterschiedlich spezifischer
Interaktionen. So kénnen unspezifische vornehmlich elektrostatische Wechselwirkungen
auftreten, bei denen allgemein ein hoherer Sulfatierungsgrad einen verstarkenden Effekt
hat. 107111114115 Fhenso sind hochspezifische Interaktionen, die durch selten vorkommende
Anordnungen ortsspezifischer Sulfatierungen, also lokale Sulfatierungsmuster, und
Monosaccharidsequenzen vermittelt werden, moglich. In diesem Zusammenhang spricht man
auch vom Sulfation Code.l?>13313¢ Dje Untersuchung der Spezifizitit von sGAG-Protein-
Interaktionen und Studien zur ldentifikation spezifischer Bindungsepitope innerhalb von
sGAG-Polysaccharidketten haben bereits interessante Erkenntnisse zur Entschliisselung des
Sulfation Code geliefert. Ein Beispiel fiir eine hochspezifische Interaktion ist die des Proteins

Antithrombin mit Heparin.'38

Heparin ist wegen seiner antikoagulativen Eigenschaften bereits in den 1930er und 40er
Jahren in ersten klinischen Studien untersucht worden. Heute ist es der wichtigste Wirkstoff
in der Pravention und Behandlung venéser Thromboembolien.'3’-149 Der zugrundeliegende
Mechanismus beruht auf der Aktivierung des Glykoproteins Antithrombin (AT) durch
Interaktion mit einer spezifischen Pentasaccharid-Sequenz des Heparins, die 1983 von Choay
et al. identifiziert wurde (siehe Abbildung 11), wobei jeder Sulfatsubstituent dieser Sequenz
zur Interaktion maligeblich beitrdagt. Dies sind die seltenere 3-O-Sulfatgruppe sowie die
haufiger auftretende 2-O-Sulfatgruppe der Iduronsaure sowie die N- und 6-O-Sulfate der GlcN-
Einheiten.'#! AT ist ein Serinproteaseinhibitor (Serpin), es inhibiert also Serinproteasen, die als
Gerinnungsfaktoren bei der Blutgerinnung eine entscheidende Rolle spielen.?*° Bindet AT an
die Oligosaccharidsequenz von Heparin, erfolgt durch eine Konformationsdanderung eine
Aktivierung des Proteins. Dadurch wird die Anbindung von AT an die Gerinnungsfaktoren lla
und Xa verstarkt und diese werden inhibiert, wodurch die Blutgerinnung gehemmt wird. Im
Falle des Gerinnungsfaktors lla, auch bekannt als Thrombin, ist zudem eine Templatfunktion
Voraussetzung fur eine effektive Inhibition des Gerinnungsfaktors.'4-142 Daflir muss eine
langere, ungefahr 18 Monosaccharide umfassende, Polysaccharidkette vorliegen, an die AT
und Thrombin simultan anbinden kdnnen, sodass ein terndarer Komplex entstehen kann.
Zusammen flihren die Mechanismen der Heparin-AT-Interaktion zu einer tausendfach
verstarkten Aktivitdt von AT und somit zu einer effektiven Inhibition der
Gerinnungsfaktoren.14-14> Als Medikament wird heutzutage kaum noch unfraktioniertes
Heparin (UFH), sondern vor allem das durch chemische und enzymatische Spaltung des
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natirlichen Heparins gewonnene niedermolekulare Heparin (englisch: low-molecular weight
heparin, LMWH) sowie das synthetisch hergestellte Pentasaccharid Fondaparinux
(Handelsname: Arixtra®) verwendet, wobei Letzteres aufgrund der geschilderten

Unterschiede in den Inhibitionsmechanismen lediglich eine anti-Xa-Aktivitit aufweist.>118140-
146

AT-aktivierende Pentasaccharidsequenz: Fondaparinux
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Abbildung 11: Pentasaccharidsequenz des Fondaparinux (Arixtra®) zur Aktivierung von AT.

Ahnlich der von AT ausgehenden anti-Thrombin-Aktivitdt ist auch die Interaktion des
Fibroblasten-Wachstumsfaktors 2 mit HSPGs abhangig von spezifischen Sequenzen und die
resultierende mitogene, also zellteilungsanregende, biologische Aktivitat basiert auf
gleichzeitiger Anbindung des Wachstumsfaktors selber als auch des Fibroblast
Wachstumsfaktor Rezeptors an die Polysaccharidkette.19>108111 Aych die Anbindung des
Glykoproteins D des Herpes-simplex-Virus (HSV) an HSPGs wahrend der Virusinfektion wird
durch spezifische Sulfatierungen verstarkt.’*” Andere Prozesse, bei denen der Sulfation Code
eine Rolle spielt sind beispielsweise die neuronale Entwicklung, Alzheimer, Krebs und

pathogene Prozesse.1#&155

Neben dem lokalen Sulfatierungsmuster am Monosaccharid wird auch der Einfluss der
Sequenz der NS, NA und NA/NS-Domanen, also des globalen Sulfatierungsmusters, untersucht
(siehe Abbildung 10). Auch dieser strukturelle Parameter kann die Interaktionen mit Proteinen
beeinflussen, dabei konnen die NA und NA/NS-Domédnen die Beweglichkeit der Ketten
erhohen und als spacer dienen. Beides kann zu einer besseren Zuganglichkeit der NS-
Domaéanen fiihren und so auch mehrere simultane Proteininteraktionen an einer Kette
ermoglichen 108109156 Bejspielsweise ist fur Interleukin-8 und den Platelet Faktor 4 eine
zusammengesetzte Bindungsstelle bestehend aus NS, NA und NS-Domane an der Interaktion
beteiligt. Die Domaéanenverteilung hat somit einen wichtigen Effekt auf die
Proteininteraktion,10%111,122,138

HSPGs als virale Rezeptoren

Wie bereits erwahnt, stellen auch die viralen Hillproteine eine Klasse von Proteinen dar, die
HSPGs als Rezeptoren auf der Zellmembran nutzen.>’-1¢° Die Bedeutung antiviraler Therapien
ist durch die COVID-19-Pandemie ins Zentrum der offentlichen Aufmerksamkeit und
unweigerlich auch in den Fokus der naturwissenschaftlichen Forschung geriickt worden.'%*
154,165,170-186 Damit verbunden hat auch die Untersuchung der Rolle von HSPGs in viralen
Infektionen wieder vermehrt an Aufmerksamkeit gewonnen. Am Beginn seines
Replikationszyklus steht die Anbindung eines Virus an die Wirtszelle, die Gber zellverankerte
14



Einleitung

Glykane und Rezeptoren erfolgt. Hier nehmen vor allem Sialinsdure-tragenden Glykane, die
Histoblutgruppenantigene und Glykosaminoglykane, insbesondere Heparansulfat, eine
wichtige Rolle ein.122187-188

Bereits vor 75 Jahren wurde zufallig das antivirale Potenzial von Polysacchariden entdeckt als
Horsfall und McCarty Mause gleichzeitig mit einem Virus und Streptokokken Bakterien
impften. Sie taten dies eigentlich mit dem Ziel eine verstarkte Infektion zu beobachten und
stellten dann aber fest, dass die Virusinfektion einen leichteren Verlauf nahm. Dies fiihrten sie
auf aus den Bakterien stammende Polysaccharide zurtick.'® Es folgten weitere Studien, die
die Bedeutung des anionischen Charakters der Zucker nachwiesen und spater die
Untersuchung von Polysacchariden gegen HIV (Human Immunodeficiency Virus) und HSV.
Doch erst 1992 gelang die Identifikation von HSPGs als Rezeptor fiir HSV.190-195

Der Hauptmechanismen Uber den Viren HSPGs nutzen ist die Anlagerung an die Zell-
gebundenen Glykane zur Erh6hung ihrer Konzentration auf der Zelloberflache, was zum
Transfer zu spezifischeren Proteinrezeptoren fiihren kann und anschlieBend zur Prozessierung
des viralen Proteins und der Infektion der Zelle (siehe Abbildung 12A). Zu diesen Viren gehoren
beispielsweise das Dengue-Virus, Enteroviren, HIV, das Hepatitis-B-Virus (HBV), Humane
Papillomaviren, das Merkelzell Polyomavirus (MCPyV) und auch SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus-2), fiur welches die Anbindung an Heparansulfat
Voraussetzung fiir die Infektion ist und zu einer Konformationsanderung fihrt, die die
Anbindung an den ACE2-Rezeptor ermoglicht.t641701% Aych in anderen Fillen ist die
Anbindung mit einer aktivierenden Konformationsdanderung verknipft. Zudem koénnen
manche Viren die HSPG-vermittelte Endozytose nutzen, um in die Zelle zu gelangen.*” Im Falle
von HSV sind HSPGs nicht nur initialer Anknipfungspunkt, sondern vermitteln auch die
Wanderung des Virus weiter hin zur Zellmembran und kdnnen dort als Rezeptor fiir die
Membranfusion und Freisetzung des Viruscapsids ins Cytoplasma dienen. Allerdings stehen
fur diesen finalen Schritt auch andere Rezeptoren zur Verfiigung (siehe Abbildung 12B).1% In
anderen Fallen beispielsweise fiir das Venezuelanische Pferdeenzephalomyelitis-Virus oder
auch fiir bestimmte Flaviviren wurde hingegen beobachtet, dass eine erhéhte Fahigkeit der
HS-Bindung zu einer schnelleren Beseitigung der Viren aus dem Blut und einer geringeren
Sterblichkeit fiihrte. Dies deutet auf eine erleichterte Entfernung des Virus aufgrund seiner
Anbindung an die ubiquitdir vorhandene HSPGs hin, wobei der zugrundeliegende
Mechanismus noch nicht bekannt ist.1%>-2%° Es wurde auch beobachtet, dass bestimmte Viren
die HSPG-Abhdngigkeit erst unter Zellkulturbedingungen entwickeln, was darauf
zurlickzuflihren ist, dass Viren schnell mutieren und sich den duBeren Bedingungen anpassen
kénnen. Ebenso wurden auch nach der menschlichen Infektion neue Varianten mit

veranderten Eigenschaften nachgewiesen.641¢>

Auch HSPG-modifizierende Enzyme wie Heparanase nehmen eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese viraler Infektionen ein. So kann beispielsweise die Hochregulierung von
Heparanase zu einer Ablosung der HS-Ketten fiihren und dadurch die Verbreitung der
angebundenen Viren im Organismus ermoglichen. Aber auch die Immunantwort kann durch
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die Heparanaseaktivitit stimuliert werden, was zu einer htheren Uberlebensrate von Zellen
fuhren kann.161,163

B)

Co-Rezeptor

Rezeptor

Inhibitor

Oosmskichekclelme

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Mechanismen, iiber die HSPG und therapeutisches HP/HS die Virusinfektion
beeinflussen: A) Viren nutzen HSPGs zur Anreicherung auf der Zelloberfldche und interagieren anschlieffend mit sekunddren
Rezeptoren zur Internalisierung in die Zelle; B) Viren nutzen HSPGs als Rezeptor zur Anbindung an die Zellmembran und zur
Internalisierung in die Zelle; C) I6sliche sGAGs kénnen die Interaktion von Viren mit den HSPGs und somit die Infektion einer
Zelle inhibieren.

Die hohe Affinitat von Viren gegenlber HSPGs ist aus pharmazeutischer Sicht duRerst
relevant. So kann beispielsweise |6sliches Heparin an die Bindungsstellen des viralen Proteins
anlagern und somit die Anbindung an HSPGs und folglich die Virusinfektion verhindern (siehe
Abbildung 12C). Ein Mechanismus, der schon fiir verschiedene Virusklassen untersucht wurde
und auch in der aktuellen COVID-19-Pandemie erneut vielversprechende Ergebnisse lieferte.
So konnte die Infektion mit SARS-CoV-2 in vitro durch den Einsatz von Heparin inhibiert
werden.165'177'2°1

Die Untersuchung von Virusprotein-HSPG-Interaktionen wird durch die grolRe Heterogenitat
und Komplexitdt der natlrlichen HSPGs erschwert. So kann beispielsweise ein HS-
Tetrasaccharid durch Variation der N-Substitution und IdoA-Anteile bereits 2000 verschiedene
Sulfatierungsmotive aufweisen und in Kombination mit den Parametern der
Monosaccharidsequenz, der Monosaccharidkonformation und der dreidimensionalen
Struktur ergibt sich eine groRe strukturelle Vielfalt, die die Aufklarung solcher sGAG-Protein-
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Interaktionen erschwert.'?> Heparin und Heparansulfat kénnen aus natirlichen Quellen
gewonnen werden, doch werden dabei heterogene Mischungen erhalten. Zudem besteht das
Risiko der Kontamination, welches vor allem bei pharmazeutischen Anwendungen relevant
ist.202207  Ahnliches gilt auch fir die zuvor diskutierten Lektin-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen. Fiir viele Fragestellungen und Anwendungen ist daher der Einsatz von
sogenannten Glykomimetika von groBer Bedeutung, auf die in Abschnitt 1.2 weiter
eingegangen werden soll.2%8

1.1.3 Die Zellmembran als Schauplatz von Kohlenhydrat-Rezeptor-
Wechselwirkungen — die Rolle der Ligandprasentation

Wie die im vorherigen Abschnitt erlauterten Virus-HPSG-Interaktionen spielen sich eine
Vielzahl biologischer Kohlenhydrat-Ligand-Wechselwirkungen auf der die Zellmembran
umgebenden Glykokalyx ab.’® Die Untersuchung von Ligand-Protein-Wechselwirkungen in
Losung oder unter Immobilisierung einer der beiden Komponenten auf starren Oberflachen,
wie dies in vielen Aviditatsassays notig ist, vernachlassigt somit Faktoren, die im natlrlichen
Kontext Einfluss auf die Interaktion haben konnen. Die Glykokalyx ist ein dicht
funktionalisiertes Ensemble von verschiedensten Molekiilen wie Glykolipiden und
Glykoproteinen und die Anordnung und gegenseitige Wechselwirkung sowie die Art der
Prasentation dieser Biomakromolekiile hat entscheidende Auswirkungen auf die Ligand-
Protein-Interaktion.??® Um die Einflussfaktoren auf die Interaktion von Glykokonjugaten mit
Proteinen vollstandig zu entschlisseln, ist es somit notig, die Landschaft der Glykokalyx in
ihrer dreidimensionalen Komplexitdt zu untersuchen. Dieser Herausforderung wird mit Hilfe
verschiedener Methoden des Glycocalyx Engineering begegnet, wobei die prazise Steuerung
und Modifikation der Zusammensetzung und Anordnung der membran-verankerten Glykane
eine besondere Hirde darstellt.20%-210

Grundlegende  Methoden des Glycocalyx Engineering  umfassen  genetische,
chemoenzymatische und metabolische Manipulierungen der zell-verankerten Glykane.
Nachteil ist hier, dass die Modifikation global durchgefiihrt wird und prizise Anderungen nicht
moglich sind.2%-21° Um dieses Problem zu umgehen, bieten sich zwei Vorgehensweisen an.
Zum einen konnen Systeme, die die natlrliche Glykokalyx nachahmen, sogenannte
Glykokalyx-Mimetika, zur Studie von Membran-Prozessen verwendet werden. Zum anderen
dient die neue Methode des de novo Glycocalyx Engineering dazu die natirliche Glykokalyx

durch synthetische Glykokonjugate zu verdndern oder sogar neu aufzubauen.20%-210

Zur Verwendung als Glykokalyx-Mimetika bieten sich neben einfach modifizierbaren
statischen ~ Systemen wie Goldoberflaichen  vor  allem Membranen aus
Phospholipiddoppelschichten an. Diese konnen beispielsweise als unterstitzte
Membrandoppelschicht auf einer Oberflache aufgebracht werden (siehe Abbildung 13).
GroRere Zelldhnlichkeit weisen hingegen sogenannte unilammelare gigantische Vesikel (GUV)
auf, die als Protozellen verwendet werden konnen.?%®> GUV sind eine Unterklasse von
Liposomen — kugelférmigen aus einer Lipiddoppelschicht bestehenden Vesikeln — die einen
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Teil des umgebenden Losungsmittels einschlieBen und aus amphiphilen Lipiden aufgebaut
sind. Im polaren Losungsmittel erfolgt aufgrund der amphiphilen Eigenschaften der Lipide
automatisch die Selbstassemblierung zu Vesikeln, da so die ungilinstigen Wechselwirkungen
der unpolaren Lipidalkylketten mit dem polaren Losungsmittel minimiert werden (siehe
Abbildung 13).211213 GUVs &hneln der Zellmembran, da sie eine natirliche Krimmung
aufweisen und zur Membranfusion fahig sind.?%°

Verschiedene Arten von Glykokalyx-Mimetika

Unterstiitzte Zelle
Lipiddoppelschicht De novo Glycocalyx
Engineering

Abbildung 13: Schematische Darstellung verschiedener Systeme zur Untersuchung von biologischen Prozessen auf der
Glykokalyx: A) Eine unterstiitzte Membrandoppelschicht; B) ein Liposom als Protozelle; C) Manipulation der natiirlichen
Glykokalyx im Rahmen des Glycocalyx Engineering.

Synthetische Konjugate von Glykanen mit Membranankern, wie Phospholipiden oder
Cholesterol, kdnnen in solche kiinstlichen Membransysteme eingebracht werden und die
Interaktionen mit Proteinen und das Membranverhalten der synthetischen
Biomakromolekiile wie beispielsweise die laterale Diffusion oder der Einfluss von
Phasenseparationen der Membran auf die Lokalisation untersucht werden. AuRerdem kénnen
auch Prozesse wie das Cross-Linking multivalenter Proteine durch mehrere Glykokonjugate
auf der Membran beobachtet werden.?%?

Die Untersuchung von Prozessen auf der Oberflache lebender Zellen erméglicht das de novo
Glycocalyx Engineering. Auch hier werden chemisch synthetisierte Lipid- oder Cholesterol-
verankerte Glykane verwendet, die (iber passive Prozesse in die Plasmamembran eingebracht
werden.?%%210 7Zum einen wurden beispielsweise CS-Polysaccharide mit spezifischen
Sulfatierungsmustern mit einem Membrananker funktionalisiert und in die Zellmembran von
Neuronen eingebracht, wo sie das Neuritenwachstum stimulierten.?!* Beispiele, bei denen
statt Polysacchariden kinstliche Kohlenhydrat-funktionalisierte Polymere als synthetische
Analoge der natirlichen sGAGs verwendet wurden, sind die Arbeiten aus der Gruppe von
Kamil Godula. Solche Strukturen kdnnen allgemein als Glykomimetika bezeichnet werden
(siehe auch Kapitel 1.2).21>-217 Beispielsweise wurden HS-mimetische Polymere in HS-defizitare
embryonale Stammzellen eingebracht und so die neuronale und mesodermale
Differenzierung angeregt.?'>2?' Ebenfalls mittels GAG-mimetischer Polymere wurden von
Huang et al. Prozesse der friihen Stadien der neuromuskuldren Synapsenbildung initiiert.?’
Auch Mucin-Mimetika wurden zur Modifikation der Glykokalyx verwendet. Woods et al.
konnten in dieser Studie zudem zeigen, dass durch die Verwendung eines Cholesterylamin-
Ankers die Verweilzeit der Glykonkonjugate auf der Zelloberflache (iber Recyclingprozess
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verlangert wurde.?’® Honigfort et al. untersuchten den Einfluss ihrer Mucin-mimetischen
Glukosepolymere auf die Anbindung und den Eintritt des Influenza Virus (H1IN1).2%°

Bisher wurden jedoch noch keine Arbeiten zur Ansteuerung von Virusinteraktionen mittels
sGAG-mimetischer Glykokonjugate prasentiert. Das Potenzial eines solchen Ansatzes lasst sich
aber anhand der vorgestellten Beispiele erahnen. Die Kombination etablierter und neu
entwickelter synthetischer und analytischer Methoden bietet dabei die Plattform, um neue
Erkenntnisse Uiber die Details von Virus-Membran-Interaktionen zu erhalten.

1.2 Glykomimetika ~ zur  Untersuchung von  Ligand-Protein-
Interaktionen

Zur Untersuchung von Ligand-Protein-Interaktionen auf Membranen aber auch in Lésung
werden haufig die bereits im vorherigen Abschnitt erwdhnten Glykomimetika, also kiinstliche
Strukturen, die die natirlichen Polysaccharide nachahmen, verwendet. Polysaccharide aus
natirlichen Quellen weisen haufig eine hohe Heterogenitat auf und es besteht das Risiko der
Kontamination, welches vor allem bei pharmazeutischen Anwendungen kritisch ist.202207 |m
Gegensatz dazu bieten synthetische Methoden den Vorteil, dass Liganden mit einer grolRen
Kontrolle (iber chemische Struktur, Dispersitdat und Reinheit der Probe erhalten werden
konnen.38-39220 Zym einen konnen hierfiir definierte und derivatisierte Mono-, Oligo- und
Polysaccharide iber chemische und chemoenzymatische Methoden gewonnen werden.?%2%!-
223 Durch gezielte Modifikationen kann dabei die Selektivitit und metabolische Stabilitit
erhoht werden. Dies wird vor allem bei der Entwicklung von kleinen Molekilen als Wirkstoffen
genutzt,1921,224-225 Bejspielsweise bei der Untersuchung von GAG-bindenden Proteinen spielt
diese Methode zudem zur Identifikation von spezifischen lokalen Sulfatierungsmustern eine
groBe Rolle.1?3134226-228 pije Synthese und prazise Variation solcher Systeme bleibt jedoch
komplex und Bedarf mehrstufiger, aufwandiger Syntheserouten.3622°

Alternativ kann das Prinzip der Simplifizierung zum Design und der Synthese von
Glykomimetika genutzt werden. |Insbesondere zur Ansteuerung multivalenter
Wechselwirkungen und zur Steigerung der Aviditdt wurde das Potenzial dieses Ansatzes in
vielfachen Beispielen gezeigt.38-39220.230 Hjerbei werden allgemein synthetische Geriiste mit
funktionellen Einheiten versehen, um multivalente Liganden zur Bindung an Proteine zu
erhalten.38-39,220,230

Die Anpassung der Hydrophobizitit?3!, Flexibilitat?3?, Ligandendichte?3® und -groRe?3* sowie
der Distanz zwischen Bindungsepitopen?3 spielt eine wichtige Rolle bei Design und Synthese
solcher Glykomimetika, um ausgewahlte Proteine gezielt ansteuern zu kdnnen. Hierfiir steht
eine Vielzahl kiinstlicher Gerliste zur Verfligung, z.B. verschiedene Arten von Polymeren wie
lineare Polymere, sternformige Kammpolymere, Block-Copolymere, Pfropfpolymere,
aulBerdem Partikel-basierte Systeme wie Dendrimere, Nanopartikel, Cyclodextrine und

Liposomen sowie Calixarene und (verzweigte) sequenz-definierte Glykomakromolekile.3®
39,236-246
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Polymere bieten den Vorteil einer hohen Ligandendichte und durch neuere
Polymerisationstechniken ist eine grolRe Kontrolle {ber Polymerldange und
Endgruppenfunktionalisierung maoglich.238246-248 Etablierte Polymerisationsmethoden bieten
jedoch keine Moglichkeit die Sequenz der eingebauten Monomere zu kontrollieren. Dies
jedoch ist eine Voraussetzung, um Struktur-Wirkung-Beziehungen bei der Interaktion der
Liganden mit einem Protein im Detail entschliisseln zu konnen, wodurch z.B. das zielgerichtete
Design von Proteinliganden in medizinischen Anwendungen erméglicht werden kann.?#
Hauptsachlich wird zur Synthese sequenz-kontrollierter Oligomere und Polymere die
Festphasensynthese angewendet.?*%2%0 Neuere synthetische Entwicklungen haben zudem
Fortschritte hin zur Synthese sequenz-kontrollierter Polymere mittels atom-transfer radical
polymerization (ATRP) oder Olefinmetathese hervorgebracht.?>! Die weite Anwendung dieser
Polymerisationsmethoden jedoch bleibt bisher aufgrund 6konomischer und technischer
Herausforderungen sowie der beschrinkten Skalierbarkeit limitiert.2>!

1.2.1 Unterschiede beim Design von Glykomimetika zur Ansteuerung der sGAG-
bindenden Proteine und von Lektinen

Um eine glykomimetische Zielstruktur zu entwerfen, kann ein Liganden- oder ein Rezeptor-
basierter Ansatz verfolgt werden.3® Fiir Lektine wird oft der Rezeptor-basierte Ansatz gewihlt,
da haufig lediglich die terminalen Sequenzen der natiirlichen Polysaccharide essentiell fiir die
Bindung an das Protein sind.*#3%2°2253 Das Glykomimetikum wird somit mit diesen
notwendigen Mono- oder Disaccharidepitopen funktionalisiert und die Struktur des
Glykomimetikums wird beispielsweise in Bezug auf den Abstand der prdsentierten

Bindungsepitope an die Bindungstasche des Lektins angepasst (siehe Abbildung 14A).436252-
253

A) Lektin Rezeptor-basiert
Was bendtigt der Essentielle
Rezeptor? Kohlenhydratepitope
Q Flexibilitdt/Rigiditat/Geometrie
Ladung/Sulfatierung

B) sGAG-bindendes Protein

R Ligand-basiert M -
e J Was macht den )
I:

g Liganden aus?
Y

Flexibilitat/Rigiditat

Q02 )

Sequenz

Abbildung 14: Beispiele fiir Designprinzipien von synthetischen Glykomimetika zur Ansteuerung von: A) Lektinen (iber einen
Rezeptor-basierten Ansatz durch Présentation essentieller terminaler Kohlenhydratepitope; B) sGAG-bindenden Proteinen,
hier als Beispiel FGF2 (PDB ID: 1BFB), liber einen Ligand-basierten Ansatz durch Nachahmung globaler und lokaler
Strukturparameter.
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Daneben kann auch die Einfliihrung von nicht-Saccharid-Epitopen zur Adressierung weiterer
Wechselwirkungen mit der CRD, wie m-Stacking, genutzt werden. Dies wurde beispielsweise
wie bereits erlautert zur Adressierung sekundarer Wechselwirkungen mit der CRD von Gal-3
angewendet (siehe 1.1.1).%%

Im Gegensatz zu Lektin-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen erfolgen GAG-Protein-Interaktionen
nicht tiber enge Bindungstaschen, sondern vielmehr durch die Anbindung von Clustern positiv
geladener Aminosiuren an die negativ geladenen Liganden (siehe Abbildung 14B).1%° Wie
bereits in Abschnitt 1.1.2 diskutiert, erschwert zudem die geringe Definition der sGAG-
bindenden Proteinsequenzen eine ldentifizierung essenzieller spezifischer Ligandsequenzen
und -eigenschaften und auch unspezifische Wechselwirkungen tragen einen groRen Teil zu
Interaktionen bei.%810% Daher wird bei sulfatierten sGAG-Mimetika oft der Liganden-basierte
Ansatz verwendet, wobei die Eigenschaften der Gesamtstruktur wie die hohe Dichte und
Sequenz von Sulfatierungen bzw. Ladungen sowie Kohlenhydraten oder auch die Flexibilitat
bzw. Rigiditit nachgeahmt werden.?0>207.25%4 Neben den oben erwdhnten Poly- und
Oligosaccharid-basierten Strukturen finden zur Synthese von sGAG-Mimetika vor allem
Polymere und Partikel-basierte Systeme?l7>-176,183-185255-256 \yje Dendrimere oder Nanopartikel,
Verwendung.

1.2.2 Polymer-sGAG-Mimetika zur Ansteuerung HSPG-bindender Proteine

Polymere sGAG-Mimetika koénnen in Kohlenhydrat-funktionalisierte, sogenannte
Glykopolymere, und Polyanionen, die keine Kohlenhydratepitope sondern lediglich geladene
Einheiten aufweisen, unterteilt werden. Den kontrolliert-radikalischen
Polymerisationsmethoden kommt bei ihrer Synthese eine besondere Bedeutung zu, da sie im
Vergleich zu ionischen Polymerisationen eine groRere Toleranz gegentliber funktionellen
Gruppen und verschiedenen Losungsmitteln bei hoher struktureller Kontrolle und geringen
Dispersitdten aufweisen.?3:257-262 Dje RAFT-Polymerisation bietet zusatzlich den Vorteil, dass
im wassrigen Medium gearbeitet werden kann.?®® Paluck et al. nutzten diese Methode
beispielsweise zur Synthese des Blockcopolymers Poly(styrolsulfonat-co-
polyethylenglycol)methylethermethacrylat)-b-vinylsulfonat (siehe Abbildung 15A), das
anschlieRend an den Fibroblast Wachstumsfaktor 2 (FGF2) konjugiert wurde.?%* Das Konjugat
zeigte eine verbesserte Anbindung an den FGF2-Rezeptor und die Konjugation erhohte die
Stabilitdt des Wachstumsfaktors.?®* Weiterhin fanden die Ring-6ffnende Metathese?5°-28, die
Stufenwachstums-Polymerisation?32269-270  dje  Cyanoxyl-vermittelte freie radikalische
Copolymerisation?’2’¢ und freie radikalische Polymerisationen?’”-2%> Verwendung zur
Synthese polymerer sGAG-Mimetika. Die Sulfatierung der Glykopolymere kann vor oder nach
der Polymerisation erfolgen. Fir die Einflhrung positionsspezifischer Sulfatierungen wird die
Synthese sulfatierter Monomere verwendet. So stellten beispielsweise Oh et al. zunachst an
der  AT-aktivierenden Pentasaccharidsequenz orientierte selektiv  sulfatierte
Disaccharidmonomere her, die dann durch Ring-6ffnende Polymerisation zur Herstellung von
Polymeren mit antikoagulativen Eigenschaften genutzt wurden, wobei sie Uber Kettenldange
und Sulfatierungsmuster die antikoagulativen Eigenschaften modulieren konnten (siehe
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Abbildung 15B).2%” Global sulfatierte Strukturen lassen sich auch durch nachfolgende
Sulfatierung der Glykopolymere erreichen, wobei der Sulfatierungsgrad durch die Anpassung
der eingesetzten Aquivalente an Sulfatierungsreagenz variiert werden kann.?3%277 Ein anderer
Ansatz wurde von Wang et al. verfolgt, wobei Monomere mit ungeladenen Kohlenhydraten
und Monomere mit ladungstragender Funktionalitdt kombiniert wurden (siehe Abbildung
15C).?%Y Auch die Flexibilitit von sGAG-Mimetika spielt eine wichtige Rolle bei der
Proteininteraktion. Sie kann beispielsweise Uber die Wahl des Monomers und der
Polymerisationsmethode und die daraus resultierenden Eigenschaften des Polymerriickgrats
variiert werden.206232266  Ein Beispiel fir die Untersuchung des Einflusses von
Sulfatierungsgrad und Flexibilitdit auf die biologischen, in diesem Fall antikoagulativen,
Eigenschaften der hergestellten sGAG-Mimetika ist die Arbeit von Ayres et al.; mittels
Stufenwachstumscopolymerisation wurden verschiedenen Laktose-tragenden Diamine mit
verschiedenen Isocyanaten polymerisiert und anschlieRend das Glykopolymer global
sulfatiert.?32 Die Variation des Isocyanats deutete dabei den positiven Einfluss erhdhter
Rickgrat-Flexibilitat an, wahrend ein hoherer Sulfatierungsgrads ebenfalls verstarkend auf die

antikoagulativen Eigenschaften wirkte.?3?

Kombiniertes Anion-

lykopolymer Polyanionen
Glykopolymere olyanione Kohlenhydrat-Polymer
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Abbildung 15: Beispiele fiir Polymer-basierte sGAG-Mimetika: Polyanionen, Glykopolymere und ein Polymer mit anionischen

0
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und Kohlenhydrat-Einheiten; rot: Sulfatgruppen = Ladungen und blau: Kohlenhydratepitope.

Polymer-basierte sGAG-Mimetika wurden auch zur Anwendung als antivirale Inhibitoren
entwickelt.?® So wurde von Soria-Martinez et al. eine Reihe von sGAG-Mimetika hergestellt.
RAFT wurde zur Synthese global sulfatierter Mannose- und Galaktoseglykopolymere genutzt,
wohingegen via Festphasensynthese GIcNAc-funktionalisierte, vollstiandig sulfatierte
Oligomere hergestellt wurden (siehe Abbildung 15D).2%? Die Polymere zeigten eine breite
antivirale Aktivitat in vitro gegeniiber HPV16, HSV-1, MCPyV sowie, wenn auch mit geringerer
Effektivitdat, gegen SV40 und Influenza A Virus (IAV). Die Glykooligomere zeigten eine
verminderte Effizienz der viralen Inhibition, interessanterweise aber auch einen anderen

molekularen Inhibitionsmechanismus.2%2
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Eine andere Studie zur Entwicklung von breitband-antiviralen sGAG-Polymer-Mimetika wurde
von Schandock et al. durchgefiihrt. Vierzehn verschiedene polyanionische Polymere mit
Carboxylat-, Phosphat-/Phosphonat- und Sulfonat-tragenden Einheiten wurden synthetisiert
und in einem Screening-Prozess in vitro auf ihr inhibitorisches Potenzial gegeniber zehn
verschiedenen Viren getestet (Beispiele siehe Abbildung 15E).2%¢ Hierbei wurde
Poly(vinylbenzoesaure) als Lead-Kandidat identifiziert, der antivirale Aktivitat gegen alle Viren
zeigte. AuBerdem wurde eine héhere Empfanglichkeit gegenliber den sGAG-Polymeren fiir
Viren mit hoéherer Glykoproteindichte nachgewiesen. Auf Polymerseite war zudem das
Vorhandensein von hydrophoben Strukturen vorteilhaft. Insgesamt zeigt dieser Ansatz das
Potenzial von sGAG-mimetischen Polymeren als antivirale Inhibitoren und zur Untersuchung

von Struktur-Wirkung-Beziehungen.?8®

Auch gegen SARS-CoV-2 wurden bereits sGAG-Mimetika getestet. Haag et al. zeigten in vitro
die Infektionsinhibition fiir eine Familie von Polyglycerolsulfaten (PGS) (siehe Abbildung
15F).17® Lineare, dendritische und hochverzweigte PGS wurden (ber Ring-6ffnende
Polymerisation hergestellt, wobei die flexibleren linearen PGS mit hohem Sulfatierungsgrad

die hochste inhibitorische Aktivitat zeigten.'’®

Trotz der groRen Bedeutung von sGAG-Protein-Interaktionen ist die Karte von Struktur-
Wirkung-Beziehungen aufgrund ihrer groRen strukturellen Vielfalt und verbleibender
Limitierungen bei der Gewinnung von HP und HS mit kontrollierten strukturellen Variationen
weiterhin unvollstdndig. Ein bisher wenig untersuchter Parameter ist der Einfluss der Abfolge
von unterschiedlich stark sulfatierten Domanen wie sie HS aufweist.’%%%® Um solche
Domanen nachahmen zu kdnnen, ist die Sequenzkontrolle der synthetisierten Struktur eine
Voraussetzung. Die Festphasensynthese ist die bisher prominenteste Technik zur Gewinnung

sequenz-kontrollierter Strukturen.?>°

1.2.3 Glykomimetika mittels Festphasensynthese

Historischer Hintergrund und synthetische Grundlagen der Festphasensynthese

Urspriinglich entwickelt wurde die Festphasensynthese von Merrifield zur Herstellung von
Peptiden. Durch Verwendung eines festen Tragermaterials, an das die Aminosauren Schritt
fir Schritt gekuppelt werden kdonnen, wurde es moglich Uberschiissige Reagenzien und
Losungsmittel durch einfache Filtrations-Waschschritte, bei der die gekuppelte
Aminosauresequenz auf dem Harz verbleibt, zu entfernen. Dies fihrt letztendlich zu hohen
Umsatzen in jedem Kupplungsschritt und so zu Strukturen mit hoher Reinheit und Ausbeute
bei geringeren Reaktionszeiten im Vergleich zur Flussigphasensynthese.?87-288

Bei der Festphasenpeptidsynthese werden Harzkligelchen als Tragermaterial verwendet, die
mit einem Linker als Ankerpunkt fiir die erste anzubringende Aminosdaure versehen sind.
Merrifield nutzte Styrol, welches mit para-Divinylbenzol vernetzt war.?87.28°2 Wichtig fir die
Zuganglichkeit der funktionellen Gruppen auf dem Harz ist dessen Quellverhalten.?%0-29! Fiir
den Einsatz hydrophilerer Losungsmittel wurde daher beispielsweise das TentaGel®-Harz

entwickelt, welches zusatzlich Poly(ethylenglycol)ketten enthélt (siehe Abbildung 16A).
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Als Linker verwendete Merrifield eine Chloromethyleinheit.?®® Alternativen dazu sind
beispielsweise der Chlorotrityl- und der Rink Amid-Linker (siehe Abbildung 16B).2°> Die Wahl
des Linkers bestimmt die Abspaltbedingungen, unter denen die vollstandig aufgebaute
Sequenz abgespalten werden kann und legt dariiber hinaus die Funktionalitat, die nach der
Abspaltung am zuvor Harz-verankerten Terminus der Zielstruktur vorliegt, fest.?®> Eine
interessante Alternative zu saure- und basenlabilen Linkern ist der von Holmes et al.
entwickelte photolabile O-Nitrobenzyllinker, der heute als Fmoc-Photo-Linker kommerziell
erhiltlich ist (siehe Abbildung 16B).2°3 Unter Bestrahlung bei einer Wellenldnge von A =
365 nm zerfallt der Photolinker nach einem Norrish-Typ-lI-Mechanismus unter Bildung eines
Nitrosoketons am Harz und einer Amidfunktion am C-Terminus der aufgebauten Sequenz
(siehe Abbildung 16B).294-2%>

Im ersten Schritt der Festphasenpeptidsynthese wird die erste Aminosdure an die
Linkereinheit des gewahlten Tragermaterials unter Einsatz von Kupplungsreagenzien
angebracht. Die verwendeten Aminosauren tragen eine freie Carboxylgruppe und eine durch
eine temporare Schutzgruppe blockierte Aminfunktionalitdt, ebenso sind gegebenenfalls
vorhandene Seitenkettenfunktionalitdten mit Schutzgruppen ausgestattet (siehe Abbildung
16C).?8° Bei der Wahl der N-terminalen Schutzgruppe ist es wichtig auf die Orthogonalitét zu
den Abspaltbedingungen des Harzes und zu denen der Seitenketten-Schutzgruppen zu achten.
So kann die N-terminale Schutzgruppe nach dem Kupplungsschritt selektiv unter Erhalt der
anderen Schutzgruppen abgespalten werden und die ndchste Aminosdure an das frei
werdende Amin angebracht werden.?’® Zur Vervollstindigung der gewiinschten Sequenz
werden die Kupplungs- und Entschiitzungsschritte wiederholt und abschlieBend die
Seitenketten entschiitzt und die Struktur vom Harz abgespalten. Merrifield nutzte zu seiner
Zeit tert-Butyloxycarbonyl (Boc) als terminale Schutzgruppe und hauptsdchlich Benzyl-
basierte Schutzgruppen zur Schitzung der Seitenketten. Boc ist eine saurelabile Schutzgruppe,
kann aber dennoch unter Einsatz von 4M HCl in Dioxan orthogonal unter Vermeidung der
Linkerspaltung entfernt werden.?®”-2%8 Heutzutage wird zur N-terminalen Schitzung meistens
auf die 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-Schutzgruppe zuriickgegriffen.?°¢2°® Da diese
basenlabil ist, ist sie inhdrent orthogonal zu den meist nétigen sauren Spaltbedingungen der
Linkereinheit. AuBerdem kann das nach der Fmoc-Entschiitzung entstehende Dibenzofulven-
Chromophor (ber UV Absorption nachgewiesen und somit zur Kontrolle des
Reaktionsumsatzes genutzt werden. Durch den Einsatz von Piperidin als Base erfolgt eine
Adduktbildung mit dem Dibenzofulven, wodurch Nebenreaktionen wie dessen Polymerisation
oder eine Michael-Addition mit dem freien N-terminalen Amin verhindert werden (siehe
Abbildung 16C).3%

Fir eine vollstindige Kupplung wird zum einen auf den Einsatz mehrerer Aquivalente
zurickgegriffen, was durch die bereits erwdhnte einfache Entfernung Uberschissiger
Reagenzien durch Filtration moglich ist. Zudem werden aktivierende Kupplungsreagenzien
verwendet, die die freie  Carboxylgruppe  aktivieren. Merrifield nutzte
Dicyclohexylcarbodiimid, das durch Bildung eines O-Acylisoureas den nukleophilen Angriff
eines primdren Amins beginstigt.?®’” Ein anderes, heute ha3ufig verwendetes
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Kupplungsreagenz ist PyBOP (Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-
hexafluorophosphat), welches zusammen mit DIPEA (Diisoproylethylamin) eingesetzt wird.3%%
303 |m ersten Schritt der Aktivierung wird eine aktivierte Acyloxyphosphoniumsalz-
Zwischenstufe unter Freisetzung von HOBt (1-Hydroxybenzotriazol) gebildet. HOBt greift nun
die gebildete Zwischenstufe an und es entsteht ein weniger labiler Aktivester, der wiederum
nukleophil vom freien Amin der wachsenden Aminosduresequenz auf der Festphase
angegriffen kann, sodass die gewiinschte Amidbindung entsteht (siehe Abbildung 16D).301-302
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Abbildung 16: Ubersicht iiber bei der Festphasensynthese verwendete Harze, Linker, Kupplungsreagenzien und Schutzgruppen.
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Festphasensynthese sequenz-definierter Glykooligo(amidoamine)

Das Prinzip der Festphasenpeptidsynthese wurde inzwischen auch auf die Synthese von
Biopolymeren wie Nukleinsduren3%* und Polysacchariden angewendet.??3% Doch auch nicht-
natirliche Strukturen lassen sich hiermit realisieren. So wurde die Festphasensynthese von
Hartmann et al. zur Synthese von sequenz-definierten Glykooligo(amidoaminen) zur
Ansteuerung von Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen weiterentwickelt,240-241,243,306-309
Wahrend das Syntheseprinzip beibehalten wird, werden statt Aminosdauren sogenannte
Bausteine verwendet, die ebenfalls freie Carboxylgruppen und Fmoc-geschiitzte Amine
tragen, aber deren restliche chemische Struktur mafligeschneidert fiir die gewlinschte
Anwendung angepasst wurde. Es werden funktionale und spacer Bausteine unterschieden.
Funktionale Bausteine tragen Seitenketten, Uber die eine Dekoration der synthetisierten
Oligo(amidoamin)-Geriiste maoglich ist (siehe Abbildung 18).9%24139% 7yr Synthese der
Strukturen wird zunachst durch Wiederholung von Kupplungs- und Entschiitzungsschritten ein
Rickgrat aufgebaut, das im nachsten Schritt durch Umsetzung der Seitenketten der
funktionalen Bausteine dekoriert und abschlieRend von der Festphase abgespalten werden
kann (siehe Abbildung 17). Generell ermoglicht der Baukasten der Oligo(amidoamin)-Synthese
eine groBe Variabilitdt der chemischen Struktur der synthetisierten Liganden. Die Valenz, der
Abstand zwischen Bindungsepitopen, die Flexibilitdit des Rickgrats, sowie dessen
Hydrophilitdt bzw. Hydrophobizitdt kénnen modifiziert werden.®%92231.250 Dariiber hinaus
lassen sich Uber Verzweigungen verschiedene Architekturen erhalten und eine einfache
Kombination mit natiirlichen oder funktionalisierten Aminosduren ist ebenfalls moglich.24%307

Festphasensynthese funktionalisierter Glykooligo(amidoamine)
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Abbildung 17: Schema der von Hartmann et al. entwickelten Festphasensynthese sequenz-definierter
Glykooligo(amidoamine).

Kupplung
und
Entschitzun

Grundlage fur die Synthese der meisten funktionalen Bausteine ist eine Diethylentriamin-
einheit, die eine Bernsteinsdureeinheit und ein Fmoc-geschiitztes Amin sowie eine variable
Seitenkette tragt (siehe Abbildung 18). Die Nomenklatur der funktionalen Bausteine besteht
aus drei Begriffen, wobei der erste Begriff die variable Seitenkette, der zweite die
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Diethylentriamineinheit (D) und der letzte die Bernsteinsdure (englisch: Succinic acid, S)
beschreibt. So tragt TDS eine Seitenkette mit einer Dreifachbindung (englisch: Triple bond, T).
Diese ermoglicht es Azid-funktionalisierte Kohlenhydrate liber Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition (englisch: copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, CuAAC) an das
Ruckgrat zu konjugieren.?*! Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine Cu(l)-katalysierte
Variante der Huisgen (2+3)-Cycloaddition, bei der das Kohlenhydratepitop liber ein 1,2,3-
Triazol an die TDS-Seitenkette angebracht wird. Solche Reaktionen werden auch als Click-

Reaktionen bezeichnet und verlaufen tblicherweise unter hohen Umsitzen.310-312
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Abbildung 18: MafSgeschneiderte Bausteine fiir die Festphasensynthese funktionalisierter Oligo(amidoamine).

MDS hingegen tragt eine Methyl-geschiitzte Bernsteinsdaure-Seitenkette. Nach Entschiitzung
ermoglicht diese die Anbringung Azid-funktionalisierter Kohlenhydrate (iber Staudinger-
Ligation oder auch die Amidkonjugation Amin-funktionalisierter Einheiten.’? In beiden
Fallen kann dies zur Synthese heteromultivalenter Strukturen genutzt werden, wenn ein
Riickgrat mit TDS und MDS-Bausteinen verwendet wird. Uber Staudinger-Ligation und CuAAC
kénnen so selektiv verschiedene Kohlenhydratazide angebracht werden.3®* Amin-
funktionalisierte Bindungsmotive konnen tGber Amidkupplung eingefiihrt werden, was z.B. fir
die Ansteuerung von sekundaren Wechselwirkungen mit der CRD von Galektinen erprobt
wurde (siehe auch Kapitel 3.3).%2

Als hydrophiler spacer Baustein wird EDS (Ethylenglycol Diamin Succinic acid) verwendet,
welches einen Ethylenglycol-Kern besitzt. Im Gegensatz dazu dient ODS (Octyl Diamin Succinic
acid) mit seinem Octyl-Kern zur Einfihrung hydrophober Eigenschaften.?3%241 So kdnnen
mittels der Festphasensynthese von Glykooligo(amidoaminen) Liganden fiir Kohlenhydrat-
erkennende Proteine entwickelt und als Glykomimetika zur Untersuchung von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen genutzt werden.
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2 Zielsetzung und Gliederung

Die Studie und Aufklarung von Glykokalyx-Protein-Interaktionen, zu denen beispielsweise die
Anbindung von Viren an sulfatierte Glykosaminoglykane wahrend der Infektion oder auch
Galektin-vermittelte Prozesse der Tumorentstehung gehoren, stellt einen wichtigen Baustein
zur Entwicklung medizinischer Therapeutika dar. Synthetische Systeme, die die natirlichen
Prozesse nachahmen oder auch zur Manipulation der biologischen Situation genutzt werden
konnen, werden als Mimetika bezeichnet und sind ein wichtiges Werkzeug fiir solche Studien.

Die Festphasensynthese von Hartmann et al. erlaubt die Herstellung sequenz-definierter
monodisperser Glykooligo(amidoamine) als Glykomimetika. Durch Wiederholung von
Kupplungs- und Entschitzungsschritten mit speziell entwickelten funktionalen und spacer
Bausteinen, die eine freie Carboxylgruppe und ein Fmoc-geschiitztes Amin tragen, kdnnen
Oligo(amidoamin)-Gerliste an der Festphase aufgebaut und diese anschliefend (iber
Funktionalisierung der Seitenketten dekoriert werden. Um diese Plattform
weiterzuentwickeln und die Anwendungsmoglichkeiten der hergestellten Strukturen zu
erweitern, soll nun insbesondere deren Prasentation auf Membranen realisiert werden, da
Membransysteme es erlauben die natirlichen Prozesse auf der Glykokalyx genauer zu
untersuchen als dies mit Studien in Losung der Fall ist.

Im ersten Teil der Arbeit soll jedoch zunéchst eine neue Klasse von Glykooligo(amidoaminen)
erschlossen werden. Mittels Festphasensynthese sollen Strukturen, die natirlichen
sulfatierten Glykosaminoglykanen, kurz sGAGs, dhneln, zuganglich gemacht werden. Hierzu
soll die Anwendung eines photospaltbaren Linkers und erstmalig die Durchfiihrung der
Sulfatierung auf der Festphase ermoglicht und so die Einflihrung sequenz-definierter
Sulfatierungsmuster umgesetzt werden. AnschlieRend soll die neue Syntheseroute zur
Herstellung drei verschiedener Klassen von Strukturen, die als Mimetika sulfatierter
Glykosaminoglykane (sGAGs) betrachtet werden kénnen, angewendet werden. Es sollen
sowohl global als auch segmentweise sulfatierte Strukturen synthetisiert werden.
Insbesondere die Synthese der segmentweise sulfatierten Glykooligo(amidoamine) soll nun in
besonderer Form die Nachahmung der Sequenz unsulfatierter und stark sulfatierter Domanen
der natirlichen Heparansulfate, die zu den sGAGs zdhlen, ermoglichen. Zudem soll die
Variation der Rickgrateigenschaften der Strukturen unter Verwendung von Oligoprolin-
Einheiten durchgefiihrt werden. Wie Studien von Soria et al. zu global sulfatierten
Glykooligo(amidoaminen) zeigen konnten, haben diese Strukturen das Potenzial
Virusinfektionen zu inhibieren. AbschlieRend sollen die Strukturen daher zum ersten Mal auch
auf ihre antikoagulativen Eigenschaften untersucht werden, da diese einen Risikofaktor fir
mogliche Kreuzaktivitaten und Nebenwirkungen bei medizinischen Anwendungen darstellen
koénnen.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen, unter anderem basierend auf dem neu entwickelten
Syntheseprotokoll ~ fiir  sGAG-mimetische  Glykooligo(amidoamine),  verschiedene
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Moglichkeiten zur Prasentation von sGAG-Mimetika auf Vesikelmembranen und natrlichen
Zellmembranen untersucht werden. Finales Ziel ist es hierbei eine synthetische Plattform zu
Herstellung von Membrananker-tragenden sGAG-Mimetika zu erhalten, um die Strukturen
anschlieBend zur Modifizierung von Membransystemen zu nutzen. Solche
Funktionalisierungen sollen dann erstmalig die Untersuchung von Glykooligo(amidoamin)-
basierten sGAG-Mimetika im dynamischen Zustand erlauben. Hierbei stehen verschiedene
Syntheseansatze zur Verfligung, die getestet werden sollen. Membrananker kénnen in
Losung, mittels Festphasensynthese oder durch Funktionalisierung auf der Oberflache von
vorformulierten Vesikeln an die Liganden angebracht werden. All diese Varianten sollen
getestet werden. Ziel ist es sowohl sGAG-mimetische Glykooligo(amidoamine) als auch mit
dem kommerziell erhaltlichen sGAG-Pentasaccharid Fondaparinux funktionalisierte Ligand-
Lipid-Konjugat zu erhalten. AnschlieBend soll deren Einbau in kiinstliche und natirliche
Membranen Uberprift und final die Interaktion von Virus-ahnlichen Partikeln an die
erhaltenen dekorierten Membranen untersucht werden, um so die Grundlage fiir Studien zu
Glykokalyx-Virusprotein-Interaktionen zu legen. Solche Interaktionen wurden bisher noch
nicht mittels synthetischer membranverankerter Glykomimetika untersucht, entsprechende
Studien kénnen somit potenziell einen groBen Beitrag zur Entschliisselung von Virus-
Membran-Interaktionen liefern.

Im letzten Teil der Arbeit soll das Prinzip der Ligand-Membranpradsentation auf ein weiteres
System (Ubertragen werden. Dazu soll die Konjugation von heteromultivalenten und
homomultivalenten Oligo(amidoaminen) an Lipide ermoglicht werden, um die erhaltenen
Konjugate in Liposomen einbauen zu kdnnen, die dann als eine Art Glykokalyx-Mimetikum zur
Untersuchung der Interaktionen mit Galektinen im dynamischen Zustand genutzt werden
sollen. Dazu soll die von Freichel et al. etablierte Syntheseroute zur Herstellung
heteromultivalenter Strukturen verwendet werden und anschlieend deren Konjugation an
Lipide in Bezug auf verschiedene Reaktionsparameter evaluiert und optimiert werden, um
eine Reihe verschieden funktionalisierter Glykomakromolekiil-Lipid-Konjugate zu erhalten.
AnschlieBend soll erstmalig die Interaktion von Galektin-1 und Galektin-3, sowohl mit den
Glykooligo(amidoaminen) selbst in Losung als auch mit den entsprechenden Lipidkonjugate
inkorporiert in Liposomen, in Kooperation mit Partner*innen am Institut CICbioGUNE in Derio
(Spanien) unter der Leitung von Prof. Dr. Jesus Jiménez-Barbero mittels NMR-Studien, Cryo-
Elektronenmikroskopie und Molekulardynamik-Simulationen untersucht werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese segmentweise sulfatierter
Prazisionsglykomakromoleklile als  sGAG-Mimetika  mittels
Festphasensynthese

sGAG-Proteoglykane und hier insbesondere HSPGs spielen eine wichtige Rolle in einer Vielzahl
biologischer Prozesse. Die HS-Polysaccharidketten werden wahrend ihrer Biosynthese aus D-
Glucuronsaure (GlcA) und N-Acetyl-D-Glukosamin (GIcNAc) aufgebaut und anschlieBend
modifiziert, wobei stark sowie nicht sulfatierte Doméinen entstehen.''¥14 Mit der
Domanenstruktur eng verknipft ist die Flexibilitat bzw. Rigiditat der Polysaccharidketten, da
NS-Domanen im Vergleich zu NA-Domanen eine verminderte Flexibilitdt aufweisen.%® Wie
genau die Regulation dieser Prozesse ablduft und welche Rolle die strukturellen Parameter fiir
die biologische Aktivitat der HSPGs spielen und wie sie z.B. die Spezifizitat von HSPG-Protein-
Interaktionen beeinflussen, ist Gegenstand intensiver Forschung, 108-109122-127,136,314-316 7,,¢
Untersuchung des Einflusses positionsspezifischer Sulfatierung, also des lokalen
Sulfatierungsmuster (siehe Abbildung 19A), auf die biologische Funktion gibt es bereits eine
Vielzahl von Studien (siehe Kapitel 1.1.2).108-111,123-132,316 |y Gegensatz dazu ist die Rolle der in
Domanen variierenden Sulfatierung, also des globalen Sulfatierungsmusters (siehe Abbildung
19B), und der damit verknipften Flexibilitdt nur in geringerem Umfang untersucht worden.
Studien zu Interleukin-8, Platelet Faktor 4, Fibroblast Wachstumsfaktoren und anderen
Proteinen zeigen jedoch bereits, dass die Abfolge der stark und nicht sulfatierten Domanen
die Interaktionen beeinflusst und teilweise sogar essentiell ist.19%:15¢

Ein groRes Hindernis bei der detaillierten Untersuchung globaler Sulfatierungsmuster stellt die
Einfihrung von sequenz-definierten Sulfatierungen dar. Um diese nun zu ermdglichen, wurde
die Festphasensynthese nach Hartmann et al. (siehe 1.2.3) als synthetische Werkbank
gewahlt, die es ermoglicht sequenz-definierte Glykooligo(amidoamine) als Glykomimetika,
also als Strukturen, die die natiirlichen Vorbilder nachahmen, herzustellen. In Studien von
Soria-Martinez et al. konnte bereits das Potenzial durch Festphasensynthese erhaltener und
anschlieBend global sulfatierter Glykooligo(amidoamine) gezeigt werden. Die synthetisierten
GlcNAc-funktionalisierten und global sulfatierten Strukturen zeigten in vitro eine antivirale
Wirkung gegen HPV16, HSV-1, SV40 und IAV (siehe auch Kapitel 1.1.2).262

Aus synthetischer Sicht war ein groBer Nachteil der gewahlten Strategie, dass die Sulfatierung
nicht auf der Festphase durchgefiihrt werden konnte, sondern erst im Anschluss in Losung
stattfand. Dies hatte zur Folge, dass die Sulfatierung nur global angewendet wurde und nicht
mehr Teil der sequenz-definiert modulierbaren Arbeitsschritte war. Um nun also erstmalig
eine segmentweise Sulfatierung von Glykooligo(amidoaminen) zu erlauben, wurde, wie im
Folgenden erlautert, zunachst die Sulfatierung von Glykomakromolekiilen auf der Festphase
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ermoglicht und anschliefend die Einfiihrung von sulfatierten und nicht sulfatierten Domanen
etabliert (siehe Abbildung 19C).
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Syntheseplanung zur Gewinnung von segmentweise funktionalisierten
Glykooligomeren und Oligoprolin-Hybrid-Glykooligomeren.

Im nachsten Schritt wurde dann lber die Einfiihrung rigider Abschnitte im Oligomerrickgrat
dessen Modifizierung und damit die Variation der Flexibilitdt der Gesamtstruktur erméglicht
(siehe Abbildung 19C). Insgesamt lassen sich so (iber das neu etablierte Syntheseprotokoll
malgeschneiderte sGAG-Mimetika erhalten. AbschlieBend wurden erstmalig die
antikoagulativen Eigenschaften der hergestellten Zielstrukturen untersucht, welche einen
wichtigen Faktor flir mogliche therapeutische Anwendungen solcher Verbindungen darstellen
kénnen.

3.1.1 Etablierung eines Syntheseprotokolls zur Herstellung sulfatierter
Glykooligo(amidoamine) auf der Festphase

Wahl des Linkers fiir die Festphasensynthese

Wie Sebastian Bauer in seiner Doktorarbeit zur Synthese monodisperser, sequenz-definierter
sulfatierter N-Acetylglukosamin-Oligomere ausfiihrlich schildert, ist die Synthese sulfatierter
Glykomakromolekiile mittels der Festphasensynthese nach Hartmann et al. maBgeblich durch
die Verwendung saurer Reaktionsbedingungen bei der finalen Oligomerabspaltung vom Harz
gehindert. Diese flihren wahrend der Abspaltung zu einer Desulfatierung bereits sulfatierter
Kohlenhydrate, sodass Produkte mit unzureichendem Sulfatierungsgrad erhalten werden.3'’

Eine Losung dieses synthetischen Problems stellt die Verwendung eines Linkers dar, der ohne
Verwendung saurer Reaktionsbedingungen, also im gewissen Sinne orthogonal zu
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vorhandenen Sulfatgruppen, gespalten werden kann und somit die Abspaltung sulfatierter
Strukturen von der Festphase erlaubt. Es gibt inzwischen eine Vielzahl verschiedener Linker,
die Uiber saure, basische oder nukleophile Einwirkung gespalten werden kdnnen. Eine weitere
interessante Klasse von Linkern aber stellen die photospaltbaren Linker dar, die ohne den
Einsatz harscher Reaktionsbedingungen und durch Bestrahlung orthogonal zu

konventionellen Synthesemethoden gespalten werden kénnen.?%

Die erste Veroffentlichung zur Synthese eines photolabilen Linkers zur Anbringung auf der
Festphase beschrieb die Herstellung eines O-Nitrobenzyloxy-Linkers durch Rich und Gurwara
im Jahr 1975, der unter anderem auch von Merrifield verwendet wurde.38 Zahlreiche Derivate
dieses urspriinglichen Linkers mit verschiedenen Eigenschaften wurden anschliefend
entwickelt und optimiert. Dennoch blieben Limitierungen durch lange Photolysezeiten und
geringe Ausbeuten. In den 1990er Jahren dann wurde unter anderem von Holmes et al. ein O-
Nitroveratryl(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-basierter Aminlinker vorgestellt, durch deren
Bestrahlung ~ Amid-terminierte  Strukturen  erhalten  wurden.?®32%  Ausfihrliche
Untersuchungen zum Einfluss der aromatischen Substituenten auf die Reaktivitat des Linkers
zeigten eine Beschleunigung der Spaltung durch die Einflihrung eines elektronengebenden
Alkoxy-Substituenten und einer Alkylgruppe an der a-Position des Amins. Auch eine groRRere
Kettenlange des Spacers zwischen Linker und Aromat war vorteilhaft.?°3-2%> Dieser optimierte
Linker ist inzwischen in Fmoc-geschitzter Form kommerziell erhéltlich und wurde zur
Funktionalisierung des Harzes fiir die zu etablierende Synthese gewahlt (siehe Abbildung 20).
Als Harz wurde das TentaGel® S NH, Harz verwendet, da der Fmoc-Photo-Linker tber eine
stabile Amidbindung an dieses angebracht werden kann. Es sollten nun die Kompatibilitat des
Linkers mit den fir die Festphasensynthese von Glykooligo(amidoaminen) etablierten
Reaktionsbedingungen getestet sowie passende Bedingungen zur Sulfatierung und
Abspaltung gefunden werden.

Ausfiihrliche Evaluierung eines Festphasensyntheseprotokolls zur Herstellung sulfatierter
Glykooligo(amidoamine)

Bei der Etablierung des Syntheseprotokolls wurde mittels Messung der UV-Absorption des bei
der Fmoc-Entschiitzung gebildeten Dibenzofulvennebenprodukts der Reaktionsumsatz
Uberwacht. Eine Reaktion ist dann vollstandig, wenn die urspriingliche Beladung des Harzes
wiederhergestellt werden kann. Um die Messungen in den Arbeitsablauf zu integrieren, wurde
ein spezielles Protokoll zur Beladungsbestimmung entwickelt. Bei exakter Harzeinwaage zu
Beginn der Synthese konnte nach jeder Kupplung bei der anschlieRend durchgefiihrten Fmoc-
Entschiitzung die ausgestolRene Losung aufgefangen und verdiinnt direkt zur Bestimmung der
Beladung und somit des Reaktionsumsatzes genutzt werden (siehe auch Experimentalteil).

Durch dieses Vorgehen konnte zunachst die Kupplung des Linkers, als auch jede weitere
Bausteinkupplung in-line wahrend der Synthese auf ihre Vollstandigkeit hin Gberprift werden.
Fir die Syntheseentwicklung wurden nach Kupplung des Linkers zunachst die
gebrduchlichsten Bausteine EDS und TDS verwendet, die durch Entschiitzung des N-Terminus
auf der Festphase und anschlieRende Kupplung an das Harz angebracht werden kdnnen. Dabei
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wurde nach dem Festphasensyntheseprotokoll von Hartmann et al. und zusatzlich unter
Lichtausschluss gearbeitet. EDS bietet generell die Méglichkeit die Hydrophilie einer Struktur
zu erhéhen, wohingegen TDS zur spateren Seitenkettenfunktionalisierung mit Kohlenhydrat-
Aziden notwendig ist (siehe Abbildung 20A). Es zeigte sich, dass die erste Bausteinkupplung
sowohl bei der Verwendung von TDS als auch von EDS erst nach einer Doppelkupplung
vollstandig war. Dies kann eventuell durch die geringere Reaktivitat des sekundaren Amins
des Photolinkers im Vergleich zu den sonst am N-Terminus vorhandenen primdaren Aminen
begrindet werden. Es wurde im nachsten Schritt an EDS und an TDS-funktionalisiertes Harz
eine weitere EDS-Einheit gekuppelt (siehe Abbildung 20A). Hier war nur fiir das EDS-
funktionalisierte Harz ein vollstandiger Umsatz zu erkennen. Es ist zu vermuten, dass sich dies
durch die hoéhere Hydrophilie des EDS-funktionalisierten Harzes erklaren Ilasst. Die
anschlieRende Kupplung einer TDS-Einheit als drittem Baustein war ebenfalls vollstandig. Alle
folgenden Synthesen wurde daher mit der Doppelkupplung von EDS als erstem Baustein
begonnen und die Kupplungen abgesehen von dieser Anpassung nach Standardbedingungen
durchgefihrt.

Fmoc-ladungs- o I TDS EDS A) Evaluation erster Bausteinkupplungen
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Abbildung 20: Arbeitsschritte der Linker-Etablierung: Linkerkupplung; A) Evaluation der ersten Bausteinkupplungen; B) Aufbau
der ersten Teststruktur aus TDS und EDS unter Verwendung von Mannose-Azid, inkl. Sulfatierung; der Kupplungserfolg wurde
durch Fmoc-Ladungsbestimmung verfolgt.

Als erste Teststruktur Tl wurde dann ein divalentes Mannose-funktionalisiertes
Glykooligomer aufgebaut (siehe Abbildung 20B). Dabei wurde nach der Kupplung der zweiten
TDS-Einheit die Fmoc-Schutzgruppe auf dem Harz belassen, die Kohlenhydrat-Azide ((2-
Azidoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosid) per CuAAC angebracht, und erst
dann die Fmoc-Entschiitzung durchgefihrt. Die Beladung war auch nach der CuAAC
unverandert. Dies zeigt, dass auch die Reaktionsbedingungen der CuAAC nicht zu einer
ungewollten Spaltung des Linkers fihrten und dass allgemein die VorsichtsmaBnahmen zum
Lichtausschluss ausreichend waren. AnschlieBend wurde die Struktur durch Umsetzung mit
Essigsdureanhydrid N-terminal acetyliert und die Kohlenhydrate wurden unter Zemplén
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Bedingungen O-deacetyliert (siehe Abbildung 20B).3!° Ein Teil des Harzes wurde zu diesem
Zeitpunkt der Synthese abgenommen und durch Bestrahlung wurde das Glykooligomer T1
erhalten.

Anhand dieser ersten Teststruktur wurden dann mit dem restlichen Harz verschiedene
Sulfatierungsbedingungen getestet. Die Sulfatierung ist eine chemische Reaktion zur Bildung
von Schwefelsdureestern, wodurch Schwefeltrioxid (SOs)-Gruppen eingefiihrt werden. Die
Sulfatierung mit aggressiven Reagenzien wie Sulfurylchlorid und Schwefelsdure oder auch mit
gasformigem oder flissigem Schwefeltrioxid ist fir empfindliche Edukte nicht geeignet.
Stattdessen werden beispielsweise zur Sulfatierung der Hydroxylgruppen von Kohlenhydraten
Schwefeltrioxid-Komplexe mit Aminen und Amiden wie Pyridin (Py), Trimethylamin und N, N-
Dimethylformamid (DMF) eingesetzt.320-322

Die Sulfatierung mit 50 Aq. Py*SOs pro Hydroxylgruppe der Kohlenhydrate bei 70 °C iber
Nacht fiihrte laut *H-NMR-Analytik nicht zum gewiinschten Produkt. Unter den auch von
Sebastian Bauer verwendeten Reaktionsbedingungen mit TMA*SOs (50 Aq. pro
Hydroxylgruppe der Kohlenhydrate, bei 70 °C, liber Nacht) hingegen konnte ein global
sulfatiertes Glykooligomer (T2) erhalten werden.?®?3'7 Der Erfolg der Sulfatierung ist gut
erkennbar am Tieffeldshift der zu den Protonen der Kohlenhydrat-Einheiten gehérenden
Signale im *H-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Ausziige der *H-NMR-Spektren der erfolgreich synthetisierten Teststrukturen T1 (oben) und T2 (unten).

Aufgrund der harschen Reaktionsbedingungen wurde die Sulfatierung in einem
Festphasenglasreaktor mit Glasfritte durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Harz mit
Natriumacetatlésung, Wasser und DMF gewaschen, um das im groRen Uberschuss
verwendete Sulfatierungsreagenz zu entfernen.?®? Diese Filtrierungs- bzw. Waschschritte
stellen eine einfache Moglichkeit zur Aufarbeitung des Produkts dar und sind ein groRRer
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Vorteil gegenlber der Sulfatierung in Losung. AnschlieBend wurde das Produkt unter
Bestrahlung bei einer Wellenlange von A = 365 nm abgespalten. Dazu wurde das Harz in einer
Mischung aus Wasser und Acetonitril (1/1) in einem Schnappdeckelglas suspendiert und die
Suspension auf einem Schittler fiir mehrere Stunden bestrahlt. Das Harz wurde via Filtration
mit Wasser und Acetonitril gewaschen und erneut zur Bestrahlung suspendiert. Nach
mehreren  solcher Abspaltzyklen wurden die gesammelten Fraktionen am
Rotationsverdampfer eingeengt und abschlieRend Uber Dialyse mittels
Ultrazentrifugiereinheiten von verbleibenden Unreinheiten befreit und das finale Produkt
nach Gefriertrocknung erhalten.

Vor der Synthese der finalen Zielstrukturen sollte als abschlieende vorbereitende
Untersuchung Uberprift werden, ob der Linker unter den Reaktionsbedingungen des
Festphasensyntheseprotokolls und der Sulfatierung inert ist. Dies sollte dazu dienen
eventuelle Nebenreaktionen des Linkers, die zu dessen Deaktivierung und somit zu
verminderten Ausbeuten fihren konnten, auszuschlieRen. Solche Nebenreaktionen waren
Uber die Fmoc-Bestimmung und die bisher verfliigbare Analytik nicht zu detektieren gewesen.
Deshalb wurde saurelabiles TentaGel® S RAM Harz mit dem Fmoc-Photo-Linker
funktionalisiert, EDS und anschlieRend TDS gekuppelt und geschiitztes GIcNAc-Azid (3,4,6-tri-
O-Acetyl-B-D-GIcNAc Azid) Uber CuAAC eingefiihrt, deacetyliert und ein Anteil davon
sulfatiert. AnschlieBend konnten die unsulfatierte und die sulfatierte Teststrukturen T3 bzw.
T3S unter Erhalt der Linker-Einheit unter sauren Bedingungen abgespalten werden. Die ‘H-
NMR-Analytik zeigte die Unversehrtheit des Linkers nach Durchfiihrung aller
Reaktionsschritte, da die Signale der beiden aromatischen Protonen des Linkers weiterhin die
gleiche chemische Verschiebung und entsprechenden Integrale aufwiesen, wie sie fiir den
unbehandelten Linker detektiert werden (siehe Anhang).

Die insgesamt positive Evaluierung des Syntheseprotokolls war Grundlage fir die Herstellung
global sulfatierter und segmentweise sulfatierter Glykomakromolekiile sowie fiir die
Herstellung global sulfatierter Oligoprolin-Hybrid Strukturen, die im Folgenden beschrieben
werden soll.

3.1.2 Synthese sulfatierter GlcNAc-funktionalisierter Oligo(amidoamine) mit
spezifisch variierbaren Eigenschaften als sGAG-Mimetika

Es wurden nun insgesamt funf sulfatierte Glykooligo(amidoamine) nach dem etablierten
Protokoll hergestellt, wobei als Kohlenhydrat GIcNAc-Azid verwendet wurde, da dieses auch
als Bestandteil von HS-Polysacchariden vorkommt.323 Die schematische Darstellung aller
synthetisierten Glykooligo(amidoamine) ist in Abbildung 22 gezeigt.

Die Strukturen konnen in drei Klassen unterteilt werden. Die erste Klasse bilden zwei global
sulfatierte Strukturen (1S, 2S). Die zweite Klasse von Strukturen tragt segmentweise
Sulfatierungsmuster (3S, 4S) und die letzte Verbindung kann als global sulfatierte Oligoprolin-
Hybrid-Struktur beschrieben werden (5S).
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Die sulfatierten Verbindungen wurden mittels Elementaranalyse (EA), *H-NMR-Spektroskopie
und HR-ESI-MS untersucht und der Sulfatierungsgrad (englisch: degree of sulfation, DS) iber
zwei verschiedene Methoden bestimmt. Zum einen wurde der DS tber Elementaranalyse (fiir
Details der Berechnung siehe Experimentalteil) und zum anderen mittels *H-NMR-Analytik
ermittelt. Im !H-NMR-Spektrum kdnnen fiir das anomere Proton des sulfatierten
Hauptprodukts und des unsulfatierten Nebenprodukts ein Haupt- bzw. ein Nebenpeak (siehe
grauer Kasten in Abbildung 24) detektiert werden. Es wurde daher das Signal des
Triazolprotons auf den zu erwartenden Wert normiert und anschlieBend der Haupt- und der
Nebenpeak des anomeren Protons integriert und aus dem Verhadltnis der Integrale der
Sulfatierungsgrad bestimmt. Die erhaltenen Sulfatierungsgrade variieren von 84 bis 97% und
sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die erhaltenen Werte zeigen eine globale Sulfatierung der
hergestellten Strukturen.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung aller GIcNAc-funktionalisierten Zielstrukturen A) global sulfatiert (1S, 2S); B)
segmentweise sulfatiert (3S, 4S); C) global sulfatierte Oligoprolin-Hybrid-Struktur (5S), sowie beispielhaft die chemische
Struktur fiir 5S.

Fir alle dargestellten Zielstrukturen wurden ebenfalls die entsprechenden unsulfatierten
Strukturen als Referenz hergestellt; entweder Giber Bestrahlung eines Anteils an Harz vor der
Sulfatierung oder unter Verwendung der Standardbedingungen nach Hartmann et al. am
TentaGel® S RAM Harz. Die unsulfatierten Strukturen wurden mittels *H-NMR, RP-HPLC-MS
und HR-ESI charakterisiert (siehe Anhang).
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Tabelle 1: Sulfatierungsgrade bestimmt iiber EA und *H-NMR-Analytik sowie Ausbeuten fiir die synthetisierten sulfatierten
GIcNAc-Oligo(amidoamine).

DS bestimmt mittels

Glykooligomere Nr. Ausbeute [%]
1H-NMR [%] EA [%]
1S 91 84 10
A) Global sulfatiert
2S 91 88 20
. 3S 91 89 23
B) Segmentweise
sulfatiert
4s 97 96 41
C) Oligoprolin-
Hybrid 58 85 87 21

Flr die Synthese von 1S wurde im Gegensatz zu den anderen Verbindungen die Ansatzgrolle
von 0,0125-0,025 auf 0,1 mmol erhoht, um zu Uberprifen, ob eine Hochskalierung méglich
ist. Die Analytik zeigte eine erfolgreiche Synthese ohne Verminderung von Reinheit oder
Sulfatierungsgrad. Die geringere relative Ausbeute ist Giber eine hohe Lichtstreuung der stark
konzentrierten Harzsuspension wahrend der Bestrahlung zu erkldren. Dies lieRe sich aber
durch die Durchflihrung mehrerer Abspaltungsvorgidnge mit kleinen Portionen der
Gesamtmenge Harz umgehen und sollte dann auch zu entsprechend zufriedenstellenden
relativen Ausbeuten fiihren. Anhand der octavalenten global sulfatierten Struktur 2S, die mit
einer Ausbeute von 20% und einem Sulfatierungsgrad von 91% (bestimmt tber ein *H-NMR)
erhalten wurde, konnte gezeigt werden, dass die Syntheseroute inklusive der Sulfatierung
auch fur héhervalente Systeme anwendbar ist.

Die Ausbeuten liegen insgesamt im Bereich von 10 bis 41%, womit sie vergleichbar mit den
Ergebnissen anderer veroffentlichter Arbeiten sind, bei denen ein photospaltbarer Linker
eingesetzt wurde.3?43% Eine Limitierung bei der Ausbeute stellt die Zuganglichkeit des Harzes
dar, wie unter anderem von Bakhtan et al. ausgiebig untersucht wurde. Das einfallende Licht
erreicht nur die photospaltbaren Einheiten auf dem duBeren Teil der Harzkligelchen und es
kann somit nur ein Teil des hergestellten Produkts abgespalten werden. Solch eine
Problematik lieBe sich durch den Einsatz eines spezifisch modifizierten Harzes umgehen, wie
es von Kim et al. hergestellt wurde. Die core-shell-Struktur des Harzes bewirkt hier, dass die
funktionellen Gruppen lediglich auf der Oberflache der Harzkiigelchen prasentiert werden,
wodurch hohe Ausbeuten von 95% erreicht werden kénnen.

Synthese segmentweise sulfatierter GIcNAc-funktionalisierter Oligo(amidoamine)

Um segmentweise sulfatierte Glykomakromolekiile zu erhalten, die das globale
Sulfatierungsmuster von HS nachahmen sollen, musste das vorgestellte Syntheseprotokoll
modifiziert werden (siehe Abbildung 23).
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Festphasensynthese segmentweise sulfatierter Glykooligo(amidoamine)
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Abbildung 23: Syntheseschema fiir die Herstellung segmentweise sulfatierter Glykooligomere: A) Kupplung des Fmoc-Photo-
Linkers; B) Fmoc-Entschiitzung; C) Bausteinkupplung mit TDS oder EDS; D) falls in diesem Schritt vorgesehen, CUAAC mit
GIcNAc in acetylierter oder deacetylierter Form; E) Sulfatierung der freien Hydroxylgruppen,; F) Fmoc-Entschiitzung; G) N-
Acetylierung; H) O-Deacetylierung; 1) Abspaltung von der Festphase durch Bestrahlung.

Nach Anbringung des Linkers am TentaGel® S NH; Harz wurden zunachst EDS und zwei TDS-
Einheiten gekuppelt. Anschlieend wurde zuvor O-deacetyliertes GIcNAc-Azid Gber CUAAC an
die Seitenketten der ersten beiden TDS-Einheiten angebracht. AnschlieBend wurde die N-
terminale Fmoc-Schutzgruppe entfernt und die Kupplung zwei weiterer TDS-Bausteine
durchgefiihrt, wieder gefolgt von der Seitenkettenfunktionalisierung durch CuAAC, wobei nun
geschitztes GIcNAc-Azid verwendet wurde. Fir Zielstruktur 3S wurde dann die Sulfatierung
durchgefiihrt, wobei nur die Hydroxylgruppen der ersten beiden, ungeschitzten
Kohlenhydrat-Einheiten umgesetzt wurden. Anschliefend wurde das terminale Amin Fmoc-
entschiitzt, N-acetyliert und die geschiitzten Kohlenhydrate O-deacetyliert. Nach Bestrahlung
und Aufreinigung wurde die Zielstruktur erhalten. Fiir Verbindung 4S wurde die gesamte
Abfolge von Kupplungsschritten und Seitenkettenkonjugationen noch einmal wiederholt, um
eine octavalente Struktur herzustellen. Die erhaltenen Glykooligomere sind in Abbildung 22B
schematisch dargestellt.

Die Ausziige der 'H-NMR-Spektren der unsulfatierten (2, 4) und sulfatierten octavalenten (25,
4S) global und segmentweise sulfatierten Verbindungen sind in Abbildung 22 dargestellt. Der
Vergleich von 2 und 2S zeigt deutlich den Tieffeldshift der Signale der Ringprotonen der
Kohlenhydrat-Einheiten durch die Sulfatierung. Auch die Acetylierung fihrt zu einem
signifikanten Tieffeldshift der entsprechenden Kohlenhydrat-Ringprotonen (2), wodurch ein
charakteristisches Signalmuster entsteht (siehe Abbildung 22C).
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Abbildung 24: Ausziige der 'H-NMR-Spektren von A) 2; B) 2S; C) 4; D) 4S; E) 5; und F) 5S; mit grauen Kdsten sind die
verbleibenden Signale der anomeren Protonen der unsulfatierten Kohlenhydrate markiert, alle integrierten Signale gehéren
zu Protonen der Kohlenhydrate. Das Spektrum zeigt deutlich die Verschiebung der Protonensignale der Kohlenhydrat-
Einheiten durch Sulfatierung oder Acetylierung (die vollstindigen Spektren sind im Anhang dargestellt).

Die vergleichbar hohen Sulfatierungsgrade der segmentweise sulfatierten Verbindungen von
89 bis 97% zeigen, dass die O-Deacetylierung nach der Sulfatierung keinen Einfluss auf die
Sulfatierung hat. Somit konnten erfolgreich segmentweise sulfatierte
Glykooligo(amidoamine) erhalten werden.

Synthese einer sulfatierten GlcNAc-funktionalisierten Oligoprolin-Hybrid Struktur

Um neben dem globalen Sulfatierungsmuster nun auch die Rickgrateigenschaften der
Glykomakromolekiile zu variieren, wurde die Einbringung einer Oligo-L-Prolin-Einheit
getestet. Oligo-L-Proline besitzen eine inhdrente Rigiditat, die zur Bildung von linksdrehenden
Helices flihrt und somit zu einer hohen strukturellen Starrheit und Definition. Daher werden
Oligo-L-Proline auch als sogenannte molecular rulers verwendet (siehe Abbildung 25).326-328 5o
wurden beispielsweise von Kroll et al. radioaktiv markierte Oligo-L-Proline als starre Gerlste
genutzt, um in definierten Distanzen Antagonisten flr den Gastrin freisetzenden
Peptidrezeptor zu installieren, da solche Systeme Anwendung in der Tumorbildgebung und -
therapie haben kénnen.3?°
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Abbildung 25: a) Hexaprolin p-Br-CsHa-Pros-OH b) Kristallstruktur von Hexaprolin (ORTEP) c) Segmentweise Seitenansicht d)
Sicht entlang der Achse (Nachgedruckt mit Erlaubnis von Wilhelm, P.; Lewandowski, B.; Trapp, N.; Wennemers, H. A Crystal
Structure of an Oligoproline Ppii-Helix, at Last. Journal of the American Chemical Society 2014, 136 (45), 15829-15832. DOI:
10.1021/ja507405j. Copyright 2014 American Chemical Society).

Fir die Modifizierung der sulfatierten Glykooligo(amidoamine) wurde Fmoc-L-Pro-OH (Pro)
verwendet und als Trimer zwischen trivalenten TDS-Blécken eingefiihrt, sodass sich in der
Zielstruktur Oligoprolin und TDS-Segmente abwechseln (siehe Abbildung 22C). Die Analytik
der unsulfatierten (5) und sulfatierten Struktur (5S) zeigt zufriedenstellende Reinheiten bzw.
Sulfatierungsgrade sowie Ausbeuten (siehe Tabelle 1 und Anhang). Und der Vergleich der H-
NMR-Spektren zeigt erneut die charakteristische Tieffeldverschiebung der Kohlenhydrat-
Ringprotonen aufgrund der Sulfatierung (siehe Abbildung 24) und somit die erfolgreiche
Synthese der Zielstruktur.

3.1.3 Koagulationsstudien mit sulfatierten GlcNAc-funktionalisierten
Oligo(amidoaminen)

Wie bereits in Abschnitt 1.1.2 erldutert ist HP fiir seine antikoagulativen Eigenschaften
bekannt und wird als Blutgerinnungshemmer verwendet.'4%142 HS weist ebenso, wenn auch
schwachere, antikoagulative Eigenschaften auf und es gibt zahlreiche Beispiele fiir das Design
und die Synthese von sGAG-Mimetika, die diese biologische Aktivitit besitzen.232256,267,330-331
Die antikoagulative Wirkung von sGAGs und deren Mimetika basiert auf der Aktivierung von
Antithrombin (AT). AT ist in der Lage die Gerinnungsfaktoren der Blutgerinnungskaskade, die
zu den Serinproteasen gehoren, zu binden und zu inhibieren und wird daher als
Serinproteaseinhibitor (Serpin) bezeichnet.'4%142 Durch diese Inhibition wird letztendlich die
Verklumpung des Blutes verzdgert (siehe auch Kapitel 1.1.2).243 Um die Fahigkeit von sGAG-
Mimetika zur Aktivierung von AT also zur Verzogerung der Blutgerinnung zu untersuchen,
kann die aktivierte partielle Thromboplastin Zeit (englisch: activated partial thromboplastin
time, APTT) gemessen werden. Flir Anwendungen von sGAG Mimetika auBerhalb der
Blutgerinnungshemmung kann eine antikoagulative Eigenschaft zu Nebenwirkungen flhren.
In diesen Fallen ist eine minimale Beeinflussung der Blutgerinnung gewiinscht. Wahrend die
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antiviralen Eigenschaften global sulfatierter GlcNAc-funktionalisierter
Glykooligo(amidoamine) wie oben beschreiben bereits nachgewiesen wurden, ist deren
antikoagulatives Verhalten bisher nicht untersucht worden und die hergestellten Strukturen
sollten diesbezliglich charakterisiert werden. Die Studien wurden vom Zentralinstitut fir
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums Dusseldorf unter
Leitung von Dr. Hermsen durchgefihrt.

Hierzu wurde fir die global sulfatierten (GS) di- bzw. octavalenten Glykooligomere 1S und 28,
das segmentweise sulfatierte (SWS) octavalente Glykooligomer 4S und das sulfatierte
Oligoprolin-Hybrid Glykooligomer 5S die APTT bei zwei verschiedenen Konzentrationen (150
und 250 pg/ml) bestimmt. Als Kontroll- bzw. Referenzmessungen wurden zudem eine
Blutprobe, die nur mit Puffer versetzt wurde, sowie eine mit dem unsulfatierten (US)
octavalenten Glykooligomer 2 und eine mit Heparin behandelte Probe untersucht (siehe
Tabelle 2).

Die global sulfatierten Strukturen 2S und 5S zeigten einen deutlichen Einfluss auf die APTT,
wobei der Einfluss von 28 bei einer Konzentration von 250 pg/ml mit einer Verlangerung der
APTT von 27 auf 56 s und somit ungefahr einer Verdopplung am hochsten war. Die octavalente
segmentweise sulfatierte Struktur hingegen zeigte nur einen leichten Einfluss auf die APTT
und die divalente global sulfatierte Verbindung 7S hatte keinen Effekt. Auch fir die
Negativkontrolle mit dem unsulfatierten Glykooligomer 2 blieb die APTT unverdandert im
Vergleich zur Probe mit Pufferzusatz. Heparin hingegen verlangerte die APTT um mehr als 150
s, was den Messbereich Uberschreitet. In anderen Studien wurde fiir Heparin bei einer
Konzentration von 100 pg/ml eine Verldngerung der APTT auf ungefihr 600 s gemessen.33!
Die antikoagulativen Wirkstoffe Arixtra® und niedermolekulares Heparin verlangern, wie Oh
et al. gezeigt haben, die APTT um das 4 bzw. 2,5-fache.?®’ Der antikoagulative Effekt der
synthetisierten Glykooligomere ist somit deutlich geringer und vergleichbar mit dem von HS,
welches die APTT bei 100 pg/ml auf 54 s verlangert.33°

Tabelle 2: Gemessene APTT fiir das unsulfatierte (US) octavalente Glykooligomer 2, die global sulfatierten (GS) Glykooligomere

1S und 28, das segmentweise sulfatierte (SWS) octavalente Glykooligomer 4S, das global sulfatierte Oligoprolin-Hybrid-
Oligomer, fiir Heparin und fiir einen Blank, bei dem lediglich Puffer zugesetzt wurde.

Glykooligomere Nr. e
150 pg/ml 250 pg/ml
US Octa 2 - 27
GS Di 1S 28 27
GS Octa 25 46 56
SWS Octa 4s 30 31
GS Hybrid 5S 36 39
Kontrolle - Heparin > 150 -
Kontrolle - Puffer 28
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Ein sGAG-Mimetikum mit &dhnlichen antikoagulativen Eigenschaften wie die der
Glykooligomere ist PG545, ein Cholesterol-funktionalisiertes Tetrasaccharid mit einer APTT
von 72 s bei einer Konzentration von 100 pg/ml. Dieser Vergleich ist besonders interessant,
da fiir PG545 in klinischen Studien bereits die therapeutische Vertraglichkeit nachgewiesen
wurde.?32333 Dje synthetisierten Glykooligomere besitzen also relativ geringe antikoagulative
Eigenschaften, sodass bei einer Anwendung als antivirale Inhibitoren im getesteten
Konzentrationsbereich nicht mit Nebenwirkungen durch die Beeinflussung der Blutgerinnung
zu rechnen sein sollte.

Zusammenfassend zeigen die vorgestellten Ergebnisse, dass die Einfiihrung eines
photospaltbaren Linkers und die Etablierung eines entsprechenden Syntheseprotokolls
erstmalig die Herstellung maligeschneiderter sulfatierter Glykooligo(amidoamine) erlaubt. So
wird die Variation des globalen Sulfatierungsmusters nach Segmenten und die Modifizierung
der Rickgratzusammensetzung durch Einfiihrung starrer Oligo-L-Prolin-Einheiten ermoglicht,
wodurch strukturelle Eigenschaften der natiirlichen Heparansulfate nachgeahmt werden
konnen. Zum ersten Mal wurden zudem die antikoagulativen Eigenschaften solcher
Verbindungen untersucht, wobei die antikoagulative Aktivitat insgesamt als gering eingestuft
werden kann.
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3.2 Synthese Membrananker-tragender sGAG-Mimetika und deren
Anwendung in ersten Studien zu Virus-Membran-Interaktionen

Seit Beginn der COVID-19-Pandemie ist die Bedeutung der Glykokalyx fiir die Infektion mit
Viren verstarkt in den Fokus der Forschung gerlckt. Zahlreiche Viren nutzen
membranverankerte sGAGs zur Anbindung an die Zelle zu Beginn des Infektionsprozesses
(siehe auch 1.1.2).'7° Die genauen Mechanismen dieser Interaktionen jedoch sind nicht
vollstandig entschllsselt, was unter anderem an der limitierten Verfligbarkeit definierter
Liganden liegt.1%4292 Dje Verwendung kiinstlicher Glykomimetika kann nun sowohl die
Identifizierung von potenten Inhibitoren als auch, sofern strukturell definierte Liganden
verwendet werden, die Entschliisselung von Struktur-Wirkung-Beziehungen der Ligand-
Protein-Interaktionen erlauben.??’ Fiir die Studie von Viren ist dabei die Untersuchung der
ablaufenden Prozesse im dynamischen Ensemble auf Membranen von grofRer Bedeutung.
Verschiedene Studien zeigen bereits das Potenzial der Verwendung von Liposomen als
Zellmimetika sowie der kinstlichen Modifizierung natiirlicher Membranen im Zuge des de
novo Glycocalyx Engineering zur Betrachtung von Protein- und auch Virus-
Membraninteraktionen (siehe auch 1.1.3).2'>2%° Dije Ansteuerung von Viren mittels sGAG-
Mimetika-funktionalisierter Membranen hingegen wurde bisher nicht untersucht. Aufbauend
auf den Ergebnissen des vorherigen Kapitels zur Synthese von sequenz-definierten sGAG-
Mimetika sollte daher nun eine synthetische Plattform entwickelt werden, die das Design
einer Strukturbibliothek von sGAG-mimetischen Strukturen zur Funktionalisierung von
Liposomen und Zellmembranen erlaubt. Durch den Einbau der erhaltenen Strukturen in
Membranen sollte dann die Untersuchung der Interaktion der erhaltenen, spezifisch
funktionalisierten Membranen mit Viren ermoglicht werden. Zunachst stand dabei die
Etablierung der Liposomfunktionalisierung als Zellmimetika im Fokus. Dieses System kann zum
einen dazu genutzt werden, den Erfolg der Membranfunktionalisierung zuverldssig zu
evaluieren. Als simplifiziertes Zellmimetikum erlaubt es zudem die genaue Untersuchung von
Struktur-Wirkung-Beziehungen bei der Studie von Virusinteraktionen. Finales Ziel bei der
Entwicklung der Syntheseplattform war es dariiber hinaus die Dekoration natirlicher
Membranen im Sinne des bereits vorgestellten de novo Glycocalyx Engineering (siehe Kapitel
1.1.3) zu ermoglichen.

Die im Folgenden vorgestellten Arbeiten zum Design membranverankerter sGAG-Mimetika
umfassen vier Strukturklassen A bis D, die in Abbildung 26 schematisch dargestellt sind. Im
Rahmen dieser Arbeiten wurden insbesondere fiir die Anbringung des Membranankers an die
sGAG-Mimetika verschiedene synthetische Strategien getestet. Als Membrananker wurden
zum einen Cholesterol und zum anderen Lipide, die aus einer polaren Kopfgruppe und zwei
unpolaren Alkylketten bestehen, verwendet. Liposomen, die mit dem Pentasaccharid
Fondaparinux funktionalisiert sind, stellen die Strukturklasse A und den ersten Abschnitt der
synthetischen Arbeiten dar (siehe 3.2.1). Im zweiten Abschnitt (siehe 3.2.2) werden zwei
Klassen von Prazisionsglykomakromolekiilen, die durch Festphasensynthese erhalten wurden,
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zur Membrandekoration vorgestellt. Zum einen sind diese Strukturen Fondaparinux-
funktionalisiert (B) und zum anderen tragen sie sulfatierte Mannose-Einheiten (C).

A) X = Pentasaccharid Fondaparinux X = Fondaparinux-funktionalisierte B)
Prazisionsglykomakromolekiile

PR

X = sGAG-mimetische D)

X = sGAG-mimetische
Polymere

Prazisionsglykomakromolekiile

LLXLEIS

Mogliche Membrananker:
oder O:

)
(\\/S Cholesteral Lipid bestehend aus polarer
=]

Kopfgruppe und zwei Fettsidureketten

Abbildung 26: Vier verschiedenen Klassen von Strukturen zur Prdsentation auf Liposomen: A) das Pentasaccharid
Fondaparinux; B) Fondaparinux-funktionalisierte Prézisionsglykomakromolekiile; C) sGAG-mimetische sulfatierte Mannose-
funktionalisierte Prézisionsglykomakromolekiile und D) sGAG-mimetische sulfatierte Mannose-funktionalisierte Polymere
(Design und Synthese durch Lorand Bonda im Rahmen seiner Promotion).

Die Synthese der membranverankerten sGAG-mimetischen Polymere aus Strukturklasse D ist
nicht Teil dieser Arbeit, sondern wurde von Lorand Bonda im Rahmen seiner Promotion
durchgefiihrt. Da diese Strukturen aber ebenfalls einen wichtigen Bestandteil der Studie von
Virusinteraktionen (siehe 3.2.3) darstellen, sollen sie hier kurz vorgestellt werden. Fir die
Synthese der Polymere wurden durch Festphasensynthese erhaltene Makroinitiatoren
verwendet, die bereits vor der Polymerisation mit dem entsprechenden Membrananker
funktionalisiert wurden. Nach der Polymerisation und Sulfatierung konnten sie so zur
Dekoration von Membranen verwendet werden.

3.2.1 Funktionalisierung von Liposomen mit Fondaparinux

Wie in Kapitel 1.1.2 bereits vorgestellt ist Fondaparinux ein unter dem Markennamen Arixtra®
erhaltliches Pentasaccharid, welches die essenzielle Sequenz von Monosacchariden und
Sulfatierungen zur Aktivierung von Antithrombin enthélt und als Blutgerinnungshemmer
Verwendung findet.'*! Solch ein kommerziell erhiltliches sGAG-Pentasaccharid ist auch zur
Ansteuerung anderer biologischer Prozesse wie der Interaktion mit Viren von groRem
Interesse.

Um mit Fondaparinux oder allgemein mit sGAG-Mimetika und Glykanen funktionalisierte
Liposomen zu erhalten, stehen verschiedene Strategien zur Verfligung, die in Abbildung 27
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schematisch zusammengefasst sind.33*335 Zunichst einmal ist wie in A dargestellt eine
Konjugation des Membranankers in Losung mdoglich.33* Vorteil ist hier, dass das erhaltene
Produkt durch analytische Methoden wie Massenanalytik und NMR-Spektroskopie
charakterisiert werden kann. Dies wiederum ermoéglicht eine Umsatzbestimmung und den
Einsatz definierter Mengen Konjugat bei der Funktionalisierung von Membranen. Ein Nachteil
ist, dass die Aufarbeitung durch Dialyse keine Entfernung des nicht umgesetzten
Membranankers erlaubt, da dieser sich zusammen mit dem Konjugat in supramolekularen
Aggregaten anordnet und so in der Dialysekammer verbleibt. Zudem kann die Wahl des
Losungsmittels entsprechend der Loslichkeit der Reaktanden, die sich in ihrer Hydrophilie
teilweise stark unterscheiden, eine Herausforderung darstellen. Bei Synthesestrategie B wird
daher die Konjugation nach einer im Folgenden als Grafting-to-Ansatz bezeichneten Strategie
auf der Oberfliche bereits formulierter Liposomen durchgefiihrt.33®> Dieser Ansatz umgeht
insbesondere eventuelle Loslichkeitsprobleme. Die Reaktion wird in wassrigem Medium
durchgeflhrt, in dem die hydrophilen Liganden auf die polaren Kopfgruppen der Lipide
treffen. Es kann zudem eine verbesserte Zuganglichkeit und Reaktivitat der funktionellen
Gruppen der Lipide angenommen werden, da diese durch die Integration in die
Liposommembran eine gewisse Fixierung erfahren. Nachteil dieser Methode ist, dass fir
gewohnlich eine Lipidmischung zur Herstellung stabiler Liposomen noétig ist und somit ein
Produktgemisch erhalten wird, bei dem sich nun weder Umsatz noch Menge des erhaltenen
Konjugates Uber klassische analytische Methoden exakt bestimmen lassen. Es kommt hinzu,
dass sich bei der Liposomherstellung ein Anteil der reaktiven Gruppen auch im Inneren der
Liposomen anordnen wird, der somit nicht funktionalisiert werden kann.3%

. Y

In Lésung
B) + +
\gj(\ el
? S5
Y X
T3 R
Auf der Liposom- +;-'v’*2‘3 e
oberflache
)
*
(& o &
Auf der Festphase

Abbildung 27: Synthetische Strategien zur Ligand-Lipid-Konjugation: A) Konjugation in Lésung; B) Konjugation auf der
Liposomoberfldche; C) Konjugation auf der Festphase.
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Als letzte hier vorgestellte Option ist eine Konjugation von Membranankern auf der Festphase
wie in C gezeigt moglich.3% Dies ist allerdings nur anwendbar fir Strukturen, die zuvor auf der
Festphase aufgebaut wurden. Dann bietet diese Methode jedoch verschiedene Vorteile.
Durch einfaches Waschen ist eine Abtrennung (iberschissigen Membranankers maglich,
sodass dieser nicht wie in A und B in der Produktmischung verbleibt. Nachdem das Produkt
abgespalten wurde, kénnen dann nicht umgesetzte Liganden durch Dialyse abgetrennt
werden, wodurch ausschlielRlich das Konjugat erhalten werden sollte. Zudem kénnen die
erhaltenen Strukturen mittels Massen- und NMR-Spektroskopie charakterisiert werden.
Durch die separat erfolgende Anbringung von Bindungsepitopen und Membrananker wird
aullerdem eine groRere Flexibilitat bei der Losungsmittelwahl in Bezug auf den jeweiligen
Reaktanden erhalten. Das Quellverhalten des Harzes und die Zuganglichkeit der funktionellen
Gruppen auf dem Harz miissen allerdings ebenfalls berlicksichtigt werden.

Da es zunachst das Ziel war Fondaparinux direkt an ein Lipid zu konjugieren, um ein Glykolipid
zu erhalten, und die Konjugation in Losung fiir die Synthese von Ligand-Lipid-Konjugaten in
Abschnitt 3.3.2 erfolgreich gewesen war, wurde als Erstes die Strategie A zur Synthese von
Fondaparinux-Lipid-Konjugaten getestet. Fondaparinux prasentiert zwei Carboxylgruppen, die
zur Konjugation an Hydroxylgruppen-tragende Lipide lber eine Esterbindungsbildung oder an
Amin-funktionalisierte Lipide via Amidbindungsbildung genutzt werden kénnen und ist gut in
Wasser nicht aber in organischen Losungsmitteln 16slich. Dies macht es noétig ein wassriges
System zur Konjugation zu verwenden; zudem missen Kupplungsreagenzien eingesetzt
werden, um die Konjugationsreaktion zu fordern. Um passende Reaktionsbedingungen zu
finden, muss also sowohl die Loslichkeit als auch die Stabilitat der Reaktanden, insbesondere
der Kupplungsreagenzien, berlicksichtigt werden.

Als Erstes sollte die Konjugation des C18-Ceramids N-Stearoyl-D-erythro-sphingosin liber eine
Esterbindung Uber die Hydroxylgruppe der Lipidkopfgruppe getestet werden wie es in
Abbildung 28A dargestellt ist. Ceramide stellen den Lipidteil von Glykosphingolipiden dar, zu
denen z.B. die Ganglioside und Sulfatide gehoren, die in der Glykokalyx eine wichtige Rolle bei
der Vermittlung von Zell-Zell-Interaktionen einnehmen.33¢

Konjugationsversuche zur Konjugation von Fondaparinux in Losung
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Abbildung 28: Versuche zur Fondaparinux-Lipid-Konjugation in Lésung: A) mit dem C18-Ceramid N-Stearoyl-D-erythro-
sphingosin; B) mit dem Phospholipid DPPE; blau unterlegt sind die reaktiven Gruppen.
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DMTMM  (4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-morpholiniumchlorid) ist ein
wasserldsliches Kupplungsreagenz, welches sowohl zur Amidierung als auch zur
Esterifizierung genutzt werden kann. Wie eine Studie von Alini et al. zur Kupplung von Aminen
an Hyaluronsaure zeigt, ist das Kupplungsreagenz DMTMM dem haufig verwendeten
EDC/NHS-System (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid und N-Hydroxysuccinimid)
in dieser Anwendung Uberlegen und insbesondere weniger pH-sensitiv.33” Es wurde zudem
von Baier et al. bereits erfolgreich zur Konjugation von Glykomakromolekiilen mit
Fondaparinux in Lésung genutzt33, kann sich jedoch in organischen Ldsungsmitteln wie
Chloroform, DMF und DMSO selbst zersetzen.33%-340 Dje Testansitze wurden angelehnt an die
Arbeiten von Baier et al. in einem Losungsmittelgemisch von DMF und Phosphatpuffer (9/1)
Uber Nacht durchgefiihrt. Zunachst wurde die Konjugation mit 2 mg Fondaparinux unter
Einsatz von 20 Aq. DMTMM und 1,1 Aq. Ceramid getestet. Um die Léslichkeit des Ceramids in
DMF zu verbessern, wurde dieses zunachst im Ultraschallbad bei 40 °C behandelt und die
Reaktion bei 45°C unter Riihren Uber Nacht durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde
anschlieRend gegen Wasser dialysiert. Die *H-NMR-Analytik zeigte jedoch keine Umsetzung
zum Produkt.

Eine von vielen moglichen Erklarungen liegt in einer unzureichenden Reaktivitat der
Hydroxylgruppe des Ceramids. Daher wurde im nachsten Schritt die Lipidkomponente
gewechselt und die Konjugation des Phospholipids DPPE (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin), welches ein Amin an seiner Kopfgruppe tragt und somit eine hohere
Nukleophilie und Reaktivitat aufweisen sollte, getestet (siehe Abbildung 28B). Zudem wurde
mit 50 Ag. DMTMM und 2 Aq. Lipid gearbeitet. Die entstandene leicht triibe
Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur Uber Nacht geriihrt und das Gemisch
dialysiert. Erneut konnte mittels *H-NMR-Analytik keine Umsetzung zum gewiinschten
Produkt nachgewiesen werden.

Mogliche Parameter, die das Ergebnis der Reaktion beeinflussen, sind insbesondere die
Loslichkeit der Reaktanden, vor allem der Lipidkomponenten, die in beiden Ansatzen nicht
optimal in Losung gebracht werden konnten, sowie die Reaktivitat der funktionellen Gruppen.
Statt eine Optimierung der Reaktionsbedingungen durchzufiihren, wurde daher nun die
Synthesestrategie B, nach dem Grafting to-Ansatz (siehe Abbildung 27B), getestet. Diese
umgeht, wie zuvor geschildert, das Problem der Loslichkeit, da sich die hydrophoben
Lipidschwanze im Inneren der Liposommembran anordnen und die hydrophilen Kopfgruppen
sowie Liganden im verwendeten wassrigen Puffer gut |6slich sind. Es muss somit kein
organisches Losungsmittel verwendet werden, was zuséatzlich einen positiven Effekt auf die
Stabilitat des eingesetzten DMTMM haben sollte. Zudem wird durch die strukturell starker
fixierte Prasentation der funktionellen Gruppen eine hohere Reaktivitat erwartet.

Um diesen Ansatz verfolgen zu kdnnen, musste zundchst eine Lipidmischung gefunden
werden, die ausreichend hohe Anteile an DPPE enthdlt und gleichzeitig die Bildung von
stabilen Liposomen zulasst. Es wurde dafiir nach einem von Rademacher et al. etablierten und
auch in Arbeiten von Freichel et al. verwendeten Protokoll gearbeitet.?%3*! Kurz gefasst
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werden definierte Mengen von Stammldsungen der gewiinschten Lipidkomponenten in ein
Reagenzglas pipettiert, die organischen Losungsmittel unter Hochvakuum entfernt und der
gebildete Lipidfilm unter Einsatz von Ultraschall und Vortexen in PBS-Puffer resuspendiert. Mit
Hilfe von Extrusion durch Membranen mit Porengréfen von 200 und 100 nm wird
anschlielend die GréRe der gebildeten Vesikel vereinheitlicht. Mit dem Ziel das System
moglichst simpel zu gestalten, wurde zunachst versucht aus ausschlieBlich DPPE und aus
Mischungen von DPPE mit Cholesterol Liposomen zu formulieren. Cholesterol wurde
eingesetzt, da es eine wichtige Komponente natirlicher Membranen ist und einen groRen
Einfluss auf die Stabilitdt bzw. auch Fluiditdt von Membranen hat.3*>343 Die Ablésung des
Lipidfilms und Bildung einer feinen Suspension war dabei in allen Fallen unvollstandig und die
Suspensionen lieRen sich mit den verfligbaren Membranen nicht extrudieren. Es schien jedoch
ein positiver Effekt des Cholesterols beobachtbar zu sein. Als weitere Membrankomponente
wurde nun DSPC (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin) eingesetzt, da dieses auch in
den verwendeten Protokollen zum Einsatz kommt. Fir drei verschiedene verwendete
Mischungsverhaltnisse konnten nun erfolgreich Liposomen hergestellt und tGber DLS und
Zetapotentialmessung charakterisiert werden (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Zusammensetzung und Ergebnisse der DLS- sowie Zetapotentialmessungen fiir drei getestete
Liposomformulierungen unter Verwendung von DPPE sowie die Analyseergebnisse fiir die Liposomen mit einem Verhdltnis von
60/30/10 nach der Funktionalisierung mit Fondaparinux.

Zusammensetzung [mol%] Durchmesser? (PDI)®>  Zetapotential® (SD)*

DPPE DSPC Cholesterol [nm] [mV]

Vor Funktionalisierung:

20 60 20 150,4 (0,029) -7,65 (0,60)
40 50 10 164,6 (0,090) -7,99 (1,05)
60 30 10 156,7 (0,076) -7,10 (0,24)

Nach Funktionalisierung:

60 30 10 168,6 (0,090) -34,85 (0,85)

1 Bestimmt durch DLS-Messungen mit einem Zetasizer Nano ZS.

2 Mittelwert aus der Messung in Duplikaten bestimmt (iber Zetapotentialmessungen mit einem Zetasizer Nano ZS.
3 Polydispersitat der Liposomen bestimmt durch das Messprogramm des Zetasizer.

4 Standardabweichung bestimmt aus der Messung in Duplikaten.

Da der dritte getestete Ansatz den hochsten DPPE-Anteil aufweist, wurde dieser fiir die
Reaktion zur Fondaparinux-Funktionalisierung genutzt wie sie in Abbildung 29 dargestellt ist.

Zur Liposomsuspension in PBS-Puffer (650 pl), bei deren Herstellung 1,8 umol DPPE verwendet
wurden, wurde eine Lésung von Fondaparinux (3 Ag. bezogen auf DPPE) und DMTMM (5 Aqg.
bezogen auf DPPE) ebenfalls in PBS-Puffer geldst (250 pl) hinzugegeben. Die Liposomen
wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur unter Schiitteln mit der Reaktionslésung inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension mit den funktionalisierten Liposomen (6) durch Dialyse
aufgearbeitet und mittels DLS- und Zetapotentialmessungen charakterisiert. Es wurde eine
deutliche Steigerung des Zetapotentials von -7,33 auf -35,7 mV beobachtet, was auf eine
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erfolgreiche Funktionalisierung hindeutet. Das eingebrachte Fondaparinux erhéht durch seine
hohe Zahl an Ladungen das negative Potential der Liposomoberflache.

Konjugation von Fondaparinux auf der Liposomoberfldche
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Abbildung 29: Schema der Reaktion zur Funktionalisierung von vorformulierten Liposomen mit Fondaparinux zur Synthese der
funktionalisierten Liposomen (6).

Welche der beiden Carboxylgruppen des Pentasaccharids bei der Konjugation an DPPE
reagiert hat, lasst sich anhand dieser Analysemethoden nicht bestimmen. Ebenso ist, wie
bereits weiter oben fiir die Synthesestrategie B diskutiert wurde, keine direkte Quantifizierung
der Fondaparinuxbeladung méglich. Die Umsetzung der Reaktion kann unvollstandig sein. Auf
jeden Fall aber wird sich ein Teil des eingebauten DPPE im Inneren der Liposomen befinden
und somit unzugdnglich fir die Funktionalisierung sein. Die Messungen zur
PartikelgroRenbestimmung zeigen, dass die Partikel leicht vergrofRert sind aber weiterhin eine
geringe Polydispersitat aufweisen, was darauf schlieRen lasst, dass sie Uber den Verlauf der
Reaktion und Aufreinigung stabil waren.

Da die erhaltene Lipidmischung nur im Ganzen in Liposomen oder Zellen eingebaut werden
kann, ist keine Kontrolle tber die final prasentierte Fondaparinuxmenge moglich. Dennoch
bietet die Methode die Mdglichkeit Fondaparinux-funktionalisierte Glykolipide zu erhalten,
die zur Modifizierung von Membranen genutzt werden kénnen. Die Anderung der
Syntheseroute und die Verwendung des Grafting-to-Ansatzes erlaubt die erfolgreiche
Funktionalisierung des DPPE mit Fondaparinux. Nach unserem besten Wissen ist dies die erste
Arbeit zur Synthese einer solchen Lipidmischung mit einem Fondaparinux-funktionalisierten
Glykolipid. Die Membranen kdnnen so mit einem sGAG-Pentasaccharid funktionalisiert
werden, wodurch die natiirliche Membrandekoration durch HSPGs nachgeahmt wird (siehe
auch Abbildung 36). Daher wurde die Probe zur Untersuchung der Interaktion mit Virus-
dhnlichen Partikeln (englisch: virus-like particles, VLP) des Humanen Papillomavirus 16 in
Liposomen eingebaut. Hier zeigte sie positive Resultate, was die erfolgreiche
Funktionalisierung der Lipide weiter untermauert. Zudem zeigte das durchgefiihrte
Experiment, dass das konjugierte Fondaparinux seine biologische Funktion als
Anbindungspunkt fir Viren auch nach der Konjugation behalt. Details dieser Experimente sind
in Abschnitt 3.2.3 erlautert.
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3.2.2 Etablierung einer Plattform zur Synthese verschiedener sGAG-mimetischer
Glykomakromolekile mit Membrananker

Auch wenn die im vorherigen Abschnitt prasentierte Funktionalisierung von Liposomen mit
Fondaparinux erfolgreich war, sollte nun ein anderer Ansatz getestet werden, um die
Funktionalisierung von Liganden mit Membranankern durchzufiihren. Das libergeordnete Ziel
der in diesem Kapitel vorgestellten Arbeiten war, wie bereits erwadhnt, die Etablierung einer
Plattform zur Synthese von sGAG-mimetischen Strukturen zur Dekoration von Membranen.
Solch eine Plattform sollte die zuverldssige und leicht variierbare Herstellung der
Zielstrukturen ermoglichen. Statt dem Erhalt von Produktgemischen, wie im vorherigen
Abschnitt geschildert, ist zudem die Synthese von Produkten mit niedriger Dispersitat
wiinschenswert. Daher sollte nun die Festphasensynthese nach Hartmann et al.?%2°0:308338 3|5
synthetisches Werkzeug eingesetzt werden, die mehrere Vorteile bietet. So ist eine einfache
und zuverlassige Produktaufarbeitung inklusive der Entfernung von ({iberschiissigem
Membrananker und somit eine bessere Charakterisierung der erhaltenen Strukturen maéglich
(siehe auch Abbildung 27C). Aulerdem bietet die Festphasensynthese die Moglichkeit,
einfache Variationen des aufgebauten Riickgrats und der entsprechenden Funktionalisierung
durchzufiihren.

Um eine direkte Untersuchung von Virus-Liposom- bzw. Membraninteraktionen durch
optische und Fluoreszenz-Mikroskopie zu ermdéglichen, ist eine Markierung der Strukturen mit
einem Farbstoff von groRem Vorteil. Durch die Verwendung der Festphasensynthese konnte
der Farbstoff, in diesem Fall wurde Rhodamin gewahlt, wenn gewiinscht, an das Rickgrat
angebracht werden. Die Etablierung eines Syntheseprotokolls zur Synthese von
Membrankanker-tragenden Fondaparinux-funktionalisierten Oligo(amidoaminen) (siehe
auch Abbildung 26B) sowie zur Synthese von sulfatierten Mannoseoligo(amidoaminen) mit
Membranankern (siehe Abbildung 26C) soll im Folgenden vorgestellt werden. Die Synthesen
wurden im Rahmen einer paritatischen Zusammenarbeit zusammen mit Luca-Cesare Blawitzki
durchgefihrt.

Synthese Fondaparinux-funktionalisierter Membrananker-tragender Prdzisionsglykomakro-
molekiile

Die erste Syntheseroute, die zur Herstellung Fondaparinux-funktionalisierter Membrananker-
tragender Prazisionsglykomakromolekile getestet wurde, ist in Abbildung 31 dargestellt.
Zunachst sollte nur die Konjugation des Fondaparinux an ein Festphasen-verankertes
Oligo(amidoamin) getestet werden, weshalb die Anbringung des Membranankers in diesem
Experiment noch nicht durchgefiihrt wurde, sondern die Struktur stattdessen N-terminal
acetyliert wurde. Dadurch wurden die Syntheseroute und die Analytik der erhaltenen
Strukturen vereinfacht.
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Konjugationsversuch zur Fondaparinux-Konjugation auf der Festphase
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Abbildung 30: Syntheseschema fiir den ersten Versuch zur Synthese von Fondaparinux-funktionalisierten
Prdzisionsglykomakromolekiilen tiber folgende Schritte: 1) Aufbau des Oligo(amidoamin)-Riickgrats; 2) Fmoc-Entschiitzung
und N-Acetylierung; 3) Dde-Entschiitzung und Rhodaminkupplung; 4) Boc-Entschiitzung und Fondaparinuxkupplung; 5)
Abspaltung; die Syntheseroute bietet die Méglichkeit durch spédtere Modifizierung auch einen Membrananker einzubringen.
Es wurde als Erstes das in Abbildung 31 gezeigte Riickgrat aufgebaut. Die Verwendung von
orthogonal geschiitztem Boc- und Dde-Lysin beim Aufbau der Struktur sollte die spezifische
Funktionalisierung mit dem Farbstoff Rhodamin bzw. dem Fondaparinux-Bindungsmotiv
ermoglichen. Der in Kapitel 3.1 eingefiihrte Fmoc-Photo-Linker wurde verwendet, um eine
schonende Abspaltung Fondaparinux-funktionalisierter Oligo(amidoamine) zu erlauben. Die
Fondaparinux-Konjugation an die aufgebaute Struktur wurde in zwei Ansdtzen getestet.
Generell wurde sich bei der Wahl der Reaktionsbedingungen an den Arbeiten aus dem
vorherigen Abschnitt zur Funktionalisierung der Liposomoberflache sowie an den Arbeiten
von Baier et al. orientiert und erneut DMTMM als Kupplungsreagenz verwendet. Beim ersten
Ansatz wurden 2 Aq. Fondaparinux, 20 Aq. DMTMM und 10 Aq. DIPEA verwendet und die
Reaktion wurde in einem Gemisch von THF und Wasser tGber Nacht durchgefiihrt. THF als
organisches Losungsmittel wurde gewahlt, da das Harz darin entsprechend der
Herstellerangaben gut quellen und DMTMM in THF im Vergleich zu DMF eine hdhere Stabilitat
aufweisen sollte.3#93% Nach der Abspaltung von der Festphase wurde allerdings nur
unfunktionalisiertes Rlickgrat erhalten. Daher wurden die Reaktionsbedingungen gedndert
und es wurden 3 Aqg. Fondaparinux, 20 Aq. DMTMM und 10 Aqg. DIPEA in einem
Losungsmittelgemisch aus DMF und Wasser verwendet. Bei dieser Reaktion wurde nach der
Abspaltung ein teilweise Fondaparinux-funktionalisiertes Oligomer erhalten. Jedoch zeigte die
'H-NMR-Analytik nur einen geringen Umsatz. Es scheint, dass die Erhdhung der Aquivalente
oder die Anderung des Lésungsmittels einen positiven Einfluss auf die Reaktion hatte. Diese
Anderungen waren jedoch nicht ausreichend, um einen hohen Reaktionsumsatz zu erhalten.

In der als Orientierung genutzten Arbeit von Baier et al. war, wie bereits erwdhnt, ein anderer
Ansatz erfolgreich verwendet worden. Hier wurde die Kupplungsreaktion in Losung
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durchgefiihrt und beide Carboxylgruppen des Fondaparinux wurden mit den
Lysinseitenketten von Sialinsdure-funktionalisierten Oligo(amidoaminen) umgesetzt. Es
konnte unter Einsatz von 1,5 Aqg. Glykooligo(amidoamin) pro Carboxylgruppe eine Ausbeute
von 74% erzielt werden. Es kann vermutet werden, dass die funktionellen Gruppen des
Oligomers auf dem Harz in ihrer Zuganglichkeit beschrankt bzw. sterisch abgeschirmt sind. Die
Zuganglichkeit fiir das selbst sterisch relativ anspruchsvolle Fondaparinux-Molekil kann somit
unzureichend sein. Auch wenn eine vollstandige Durchfiihrung der Synthese inklusive
Fondaparinux- und Membrananker-Konjugation auf der Festphase wiinschenswert ware,
wurde daher als nachstes die in Abbildung 31 gezeigte Syntheseroute getestet, bei der die
Konjugation des Fondaparinux in Losung erfolgte. Da das saurelabile Fondaparinux-Motiv also
erst im Anschluss an die Festphasensynthese eingebracht wurde, konnte nun das TentaGel® S
RAM Harz fir den Aufbau des Oligo(amidoamins) verwendet werden.

Fondaparinux-Konjugation in Lésung und Membrananker-Konjugation auf der Festphase
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Abbildung 31: Syntheserouten zur Herstellung von Fondaparinux-funktionalisierten Glykomakromolekiilen unter Verwendung
der Festphasensynthese zur Membrankanker-Konjugation und der Durchfiihrung der Fondaparinux-Konjugation in Lésung
tiber folgende Schritte: 1) Aufbau des Oligo(amidoamin)-Rlickgrats; 2) Fmoc-Entschiitzung und Membranankereinfiihrung; 3)
Dde-Entschiitzung und Rhodaminkupplung; 4) Abspaltung unter sauren Bedingungen und Boc-Entschiitzung; 5)
Fondaparinuxkupplung in Lésung.

AuBerdem wurde jetzt der Membrankanker auf der Festphase eingebracht, um die zuvor
diskutierten Vorteile der in Abbildung 27C gezeigten Synthesestrategie nutzen zu kénnen. Es
wurde also zunachst das vollstandige bereits Rhodamin-funktionalisierte Oligomerriickgrat
inklusive des Membranankers aufgebaut. Dazu wurde nach dem Aufbau des Riickgrats, N-
terminal Fmoc-entschiitzt und der Membrananker angebracht. Als Membrananker wurde zum
einen Cholesterol verwendet. Dazu wurde zunachst Pentinsdure als letzter Baustein gekuppelt
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und anschlieRend Cholesterol als Azid durch CuAAC konjugiert (siehe Abbildung 31).3%
Alternativ wurde als Membrananker ein synthetisches Etherlipid basierend auf einem
Glycerolkern verwendet, welches inspiriert von einer Arbeit von Delaveris et al. von Luca-
Cesare Blawitzki hergestellt wurde (siehe ebenfalls Abbildung 31).3%¢ AnschlieBend wurde die
entsprechende Lysinseitenkette Dde-entschiitzt und Rhodamin B an das frei gewordenen
Amin konjugiert. Die Abspaltung der Struktur von der Festphase durch TFA erlaubte die
simultane Freisetzung der Boc-geschiitzten Lysinseitenkette. Die erhaltenen Zwischenstufen
2S-7, mit dem Etherlipid-Membrananker, und ZS-8, N-terminal Cholesterol-funktionalisiert,
wurden Uber !H-NMR-Spektroskopie, ESI-MS und HR-ESI-MS charakterisiert (siehe
Experimentalteil). AnschlieBend wurden die Rhodamin- und Membrananker-
funktionalisierten Oligo(amidoamine) in einer Konjugationsreaktion mit Fondaparinux in
Analogie zu den Arbeiten von Baier et al. umgesetzt.3383%7 Die erste Konjugation erfolgte in
einem Gemisch aus DMF und Phosphatpuffer (pH = 6,5) unter Einsatz von 20 mg ZS-7 und 2,7
Aqg. Fondaparinux sowie 50 Aq. DMTMM uber Nacht. Nach Aufreinigung durch Zentrifugation
in Dialysezentrifugiereinheiten mit einem MWCO (englisch: molecular weight cut-off) von
10 000 g/mol zur Entfernung des Uberschissigen Fondaparinux und DMTMM wurde das
Etherlipid-funktionalisierte Produkt 7 Gber *H-NMR-Analytik und ESI-MS charakterisiert. Der
hohe MWCO kann bei der Aufreinigung wie auch schon zuvor verwendet werden, da die
Membrananker-funktionalisierten Systeme im wassrigen Dialysemedium supramolekulare
Aggregate formen, die in der Kammer verbleiben. Fiir Verbindung 7 sind in Abbildung 32 die
'H-NMR-Spektren der Verbindung 7 selbst (D), des verwendeten Ether-Lipids (A), der
eingesetzten Zwischenstufe ZS-7 vor der Fondaparinux-Funktionalisierung (B) sowie des zur
Funktionalisierung eingesetzten Fondaparinux (C) dargestellt. In der Darstellung ist klar
erkennbar, dass sowohl die Signale des Fondaparinux (blau umrahmt) als auch des Lipids
(orange umrahmt) sowie des Oligomerriickgrats (grau umrahmt) im Spektrum des finalen
Produkts wiederzufinden sind. Die vollstandige Zuordnung findet sich im Experimentalteil. Es
kann beobachtet werden, dass fiir das Konjugat 7 und fiir ZS-7 die Signale, die dem Rhodamin
zugeordnet werden kénnen, unterdriickt werden und die Signale des Lipidschwanzes stark
verbreitert sind. Solche Beobachtungen wurden auch fiir die anderen hergestellten Strukturen
(siehe nachster Abschnitt) sowie bereits in vorherigen Arbeiten in der Gruppe von Laura
Hartmann zur Synthese von Membrananker-tragenden Oligo(amidoaminen) gemacht. Ein
Wechsel des Losungsmittels oder eine Erhohung der Temperatur bei der Messung konnten
diese Effekte nur teilweise vermindern.348-3% Auch in den Arbeiten von Purcell et al. wird eine
Unterdrickung der Protonen des Membranankers, in diesem Fall Cholesterol, beobachtet.3*°
Es kann allgemein davon ausgegangen werden, dass die unpolaren Molekiilteile im wassrigen
Medium zur Verminderung des Kontakts zum Losungsmittel Vesikel oder andere Formen von
assemblierten Systemen bilden. Aufgrund der grolRen Kopfgruppe der Amphiphile scheint eine
Bildung regelmaRiger Lipiddoppelschichten bzw. Vesikel unwahrscheinlich, im Gegenteil kann
davon ausgegangen werden, dass die Assemblierungen in ihrer Form und Geometrie
komplexer sind. Auch die unpolaren Rhodamin-Einheiten koénnen an solchen
Assemblierungsprozessen beteiligt sein. Generell kénnen solche Zusammenlagerungen
letztendlich zu einer erhohten lokalen Viskositat bzw. einer Einschrankung des sogenannten
molecular tumbling und somit zu einer schlechteren Sichtbarkeit dieser Molekdilteile im NMR-
Experiment fiihren.3>3352 Der Vergleich der einzelnen *H-NMR-Spektren zusammen mit der
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Verwendung des Kaisertests zur Reaktionstiberpriifung und den massenanalytischen Daten
ermoglicht es dennoch die Struktur zu charakterisieren und die erfolgreiche Synthese
nachzuweisen.
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Abbildung 32: *H-NMR-Spektren A) des verwendeten Etherlipids; B) des Oligomers mit dem Etherlipid als Membrananker vor
der Funktionalisierung; C) des Fondaparinux-Edukts; D) des Oligomers mit dem Etherlipid nach der Funktionalisierung mit
Fondaparinux (7); mit blau umrandet die Kohlenhydratprotonen, in Grau die Bernsteinséureprotonen und in Gelb die Lysin-
und Lipidprotonen.

Anhand der 'H-NMR-Analytik I&sst sich nicht eindeutig sagen, ob ebenfalls Konjugate zweier
Oligo(amidoamine) mit einem Fondaparinuxmolekiil vorliegen. Da mit einem Uberschuss an
Fondaparinux gearbeitet wurde, ist der Anteil der Bildung des zweifach substituierten
Produkts als gering zu erwarten. Durch die ESI-MS-Analytik kann jedoch ebenfalls das zweifach
substituierte Produkt nachgewiesen werden, wobei keine Moglichkeit zu einer quantitativen
Aussage besteht (siehe Anhang). Fiir das zweifach substituierte Produkt ist von einer
geringeren Zuganglichkeit in spateren Membranstudien auszugehen. So konnten Blixt et al.
zeigen, dass zweifach Cholesterol-funktionalisierte Lektinliganden nach dem Einbau in Vesikel
zu einer verminderten Anbindung des Lektins im Vergleich zu einfach funktionalisierten
Liganden fihrten. Da von einem Produktgemisch aus einfach und zweifach substituiertem
Fondaparinux auszugehen ist und die Qualitat der NMR-Analytik durch die amphiphilen
Eigenschaften des Produkts vermindert wird, ist eine Umsatzbestimmung deutlich erschwert.
Unter Verwendung der Dublettsignale der anomeren Protonen des Fondaparinux im Bereich
zwischen 5,8 und 4,6 ppm und der Bernsteinsaureprotonen bei 2,6 ppm lasst sich jedoch ein
Umsatz von ca. 76% errechnen, wobei jedoch wie bereits angemerkt auch zwei
Oligomermolekile an einem Fondaparinux angebracht sein kénnen.

Fir die Herstellung einer Verbindung mit einem Cholesterol-Membrananker wurde die
Umsetzung unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Die Analytik der Struktur 8-1
jedoch ist weniger aussagekraftig, da die Protonen des Fondaparinux weniger gut aufgeldst
sind, was auf einen geringeren Umsatz hindeutet (siehe Anhang). Durch ESI-MS konnte die
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Masse des Produkts nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu 7 konnte das zweifach
substituierte Fondaparinux nicht gefunden werden. Da die Reaktionsbedingungen weiterhin
nicht ideal zu sein schienen, wurde ein weiterer Ansatz durchgefiihrt, bei dem als
Losungsmittel DMF und DMSO verwendet wurden. Dies erlaubt die Verwendung eines
anderen Kupplungsreagenzes, in diesem Fall wurde PyBOP eingesetzt, und der Austausch von
DMSO gegen Puffer sollte zudem die Bildung von Vesikeln im Reaktionsmedium minimieren
und so die Zugdnglichkeit der Oligo(amidoamine) verbessern. Die Loslichkeit des
Fondaparinux in DMSO erschien nicht optimal, dennoch zeigt das *H-NMR-Spektrum des nach
Aufreinigung durch Dialyse erhaltenen Produkts 8 eine bessere Auflésung der Signale des
Fondaparinux im Vergleich zu 8-1. Insgesamt blieb die Auflésung der Signale jedoch, auch
aufgrund der geringen AnsatzgrofRe und Ausbeute schlechter als fiir Verbindung 7. Wie schon
flir 7 konnte auch fir 8 sowohl die Masse des einfach- als auch die des zweifach-substituierten
Fondaparinux detektiert werden. Die erhaltene Probe kann trotz der geringeren Reinheit
somit testweise in ebenfalls zur Dekoration von Membranen in spateren Versuchen
verwendet werden.

Die in diesem Kapitel bisher vorgestellten Arbeiten zeigen die Bandbreite der getesteten
moglichen Synthesestrategien zur Dekoration von Membranen mit Fondaparinux, aber auch,
dass die Konjugation des stark geladenen, hydrophilen, sterisch anspruchsvollen
Pentasaccharids an amphiphile Molekiile sowie die analytische Charakterisierung der
erhaltenen Produkte nicht trivial ist. Als Erstes wurde die Konjugation an Phospholipide in
Losung getestet und nach zwei erfolglosen Versuchen die Funktionalisierung stattdessen auf
der Membran vorformulierter Liposomen durchgefiihrt, wobei die Dekoration erfolgreich war
und die verwendete Lipidmischung zur Modifikation von Liposomen genutzt wurde, was die
Anbindung von VLPs des Humanen Papillomavirus ermoglichte. Um die Anwendbarkeit fir die
Studie von Virus-Liposom-Interaktionen zu verbessern, ist eine genauere Definition der zu
inkorporierenden Verbindungen von Vorteil. Auch die zusatzliche Funktionalisierung von
Ligand-Lipid-Konjugaten beispielsweise durch Farbstoffe ist essenziell. Daher wurde die
Festphasensynthese als weiteres synthetisches Werkzeug hinzugezogen. Die
Funktionalisierung von Oligo(amidoaminen) mit Fondaparinux auf der Festphase war jedoch
nicht erfolgreich, eventuell bedingt durch den grofRen sterischen Anspruch des
Pentasaccharids und die daflir unzureichende Zuganglichkeit der Lysinseitenkette des
Oligo(amidoamins). Es konnte stattdessen das Riickgrat in Losung mit Fondaparinux
funktionalisiert werden. So lasst sich das gewilinschte Konjugat mit einem Etherlipid-
Membrananker erhalten. Da jedoch ein Produktgemisch aus einfach und zweifach
substituiertem Fondaparinux sowie dem unfunktionalisierten Oligo(amidoamin) entstanden
ist und die Auswertung der *H-NMR-Ergebnisse durch die amphiphilen Eigenschaften des
Produkts weiter erschwert wird, ist wie schon beim Produkt des Grafting-to-Ansatzes keine
exakte Bestimmung des Fondaparinux-Anteils moglich. Die Strukturen kénnen dennoch wie
angestrebt in Studien zur Virus-Membran-Interaktion verwendet werden. Insbesondere die
vorgestellte modular variierbare Einbringung von Membrananker und Fluoreszenz-Markern
zeigt die Vorteile und Moglichkeiten, die die Festphasensynthese beim Design von sGAG-
Membrananker-Konjugaten bietet. Diese sollen dementsprechend auch im folgenden
Abschnitt ausgenutzt werden.
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Synthese sulfatierter Mannose-funktionalisierter Membrananker-tragender Préizisionsglyko-
makromolekiile

Im nachsten Abschnitt soll die Synthese von vier sulfatierten Mannose-funktionalisierten
Membrankanker-tragenden Prazisionsglykomakromolekilen geschildert werden. Auch wenn
Mannose nicht als Monosaccharid in natlirlichen sGAGs vorkommt, haben sich sulfatierte
Mannose-Polymere in den Studien von Soria et al. als potente Virusinhibitoren erwiesen.
Daher sollten auch im Rahmen der hier vorgestellten Studien sulfatierte Mannose-
funktionalisierte Oligomere und Polymere zur Dekoration von Membranen und zur Studie von
Virus-Membran-Interaktionen genutzt werden. Wie bereits erwahnt wird in dieser Arbeit
jedoch lediglich die Synthese der Oligomere im Detail vorgestellt. Flr alle vier Strukturen
wurde dabei das gleiche Rickgrat mit der Sequenz EDS-[TDS]s-EDS-Lys(Boc)-EDS
aufgebaut.3®®3>3  Dije Funktionalisierungsschritte des Riickgrats sind fur zwei der
synthetisierten Strukturen schematisch in Abbildung 33 dargestellt. Die genauen
Reaktionsbedingungen sind im Experimentalteil geschildert.

Festphasensynthese von Membrananker-tragenden sulfatierten Oligo(amidoaminen)
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Abbildung 33: Schema der Synthese zweier sulfatierter Mannose-funktionalisierter Membananker-tragender
Prdzisionsglykomakromolekiile: A) Sulfatiertes Mannose-funktionalisiertes Oligo(amidoamin) mit einem Membrananker aus
Ng,Ng-di-Fmoc-L-2,3-diaminopropionsédure (DAP) und zwei Mlyristinsdureketten (9S5); B) Sulfatiertes Mannose-
funktionalisiertes Oligo(amidoamin) mit Cholesterol als Membrananker (10S).

Zur Synthese aller in diesem Abschnitt vorgestellten Strukturen wurde der Fmoc-Photo-Linker
verwendet, um die Sulfatierung auf der Festphase zu ermdglichen. Nach dem Aufbau des
Rickgrats wurde dieses durch CuAAC mit Mannose-Azid ((2-Azidoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-a-D-mannopyranosid) funktionalisiert. Durch anschliefRende N-terminale Entschiitzung
wurde ein freies Amin erhalten. Wie in Abbildung 33A fiir die Struktur 9S gezeigt, wurde zur
Einbringung eines Lipidmimetikums, bestehend aus polarem Kopf und unpolarem Schwanz,
als nachstes die Ng,Ng-di-Fmoc-L-2,3-diaminopropionsaure (DAP) gekuppelt. Nach erneuter
Fmoc-Entschiitzung konnten dann als Alkylketten zwei Myristin-Fettsaureketten durch
Kupplung eingefiihrt werden, sodass ein Lipidmimetikum erhalten wurde, welches zum Einbau
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in Membranen genutzt werden kann.3* Diese Methode stellt eine Alternative zur
Verwendung des Etherlipids aus dem vorherigen Abschnitt dar und zeigt die Variabilitat der
Syntheseplattform. Durch Variation der Fettsduren kann zudem einfach die
Lipidschwanzldnge eingestellt werden. Die Reaktionsschritte zum Einbau des Membranankers
wurden durch Kaisertests Uberprift. AnschlieBend wurde das Lysin Boc-entschiitzt und das
frei gewordene Amin mit der Carboxylgruppe des Rhodamin B umgesetzt. Die Kohlenhydrate
wurden unter Zemplén-Bedingungen O-deacetyliert, wobei aufgrund der basischen
Bedingungen ein Ringschluss des Rhodamins erfolgt.3>> Um diesen riickgangig zu machen,
wurde das Harz mit Salzsaure behandelt. AnschlieRend wurde die Sulfatierung der
Kohlenhydrat-Einheiten durchgefiihrt und das Produkt 9S durch Bestrahlung von der
Festphase abgespalten. Fur die Synthese der Cholesterol-verankerten Struktur 10S wurde, wie
in Abbildung 33B dargestellt, nach Aufbau des Riickgrats, CUAAC und Fmoc-Entschiitzung als
nachstes Pentinsdure gekuppelt. AnschlieBend konnte die Lysinseitenkette Boc-entschiitzt
und Rhodamin-funktionalisiert werden. Im nachsten Schritt wurde das Cholesterol-Azid als
Membrananker durch CuAAC an das Glykooligo(amidoamin) angebracht. Nach O-
Deacetylierung und Behandlung mit HCIl zur Rhodamin B-Ring6ffnung konnte die Verbindung
sulfatiert und durch Bestrahlung die Zielstruktur 10S abgespalten werden. Neben den
Verbindungen 9S und 10S wurden noch zwei weitere sulfatierte Strukturen hergestellt. Alle
sulfatierten Glykooligomere sind in Abbildung 34 gezeigt. Verbindung 11S wurde als
potenzieller Kompetitor flir spatere Virusassays in N-terminal acetylierter Form hergestellt.
Bei 12S handelt es sich um eine Kontrollstruktur ohne Rhodamin, die ebenfalls in spateren
Virusassays genutzt werden kann, um einen Einfluss des Rhodamins auf die Virusinteraktion
auszuschlieBen. Diese wurde durch Acetylierung der Lysinseitenkette erhalten.
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Abbildung 34: Ubersicht iiber die synthetisierten sulfatierten Mannose-funktionalisierten Prézisionsglykomakromolekiile:
Verbindung 95 mit einem Membrananker bestehend aus polarem Kopf und unpolaren Alkylketten, Verbindung 10S mit
Cholesterolmembrananker, Verbindung 11S ohne Membrananker und Verbindung 125 ohne Rhodamin-Funktionalisierung.

Die hergestellten Strukturen wurden mittels Zentrifugation in Dialysezentrifugiereinheiten
aufgereinigt und durch 'H-NMR-Analytik, Elementaranalyse und ESI-MS charakterisiert. Die
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erhaltenen Sulfatierungsgrade und Ausbeuten sind in Tabelle 4 dargestellt. Da das Signal des
anomeren Protons der Mannose-Einheiten teilweise mit dem Peak des restlichen
unvollstindig deuterierten Lésungsmittel, also dem des HDO, im H-NMR-Spektrum
Uberlappt, kann es nicht wie in Kapitel 3.1 zur Bestimmung des Sulfatierungsgrades genutzt
werden. Es wurde hierfiir nur die Elementaranalyse verwendet.

Tabelle 4: Sulfatierungsgrade bestimmt (iber Elementaranalyse und Ausbeuten fiir die hergestellten sulfatierten
Mannoseoligo(amidoamine) 9S bis 128.

Nr. Sulfatierungsgrad [%]  Ausbeute [%]
9s 99 15
10S 98 12
11S 94 22
12S 94 4

Fir die Mannoseoligo(amidoamine) 9S und 10S wurden zudem jeweils auch die
entsprechenden nicht sulfatierten Kontrollstrukturen durch Bestrahlung eines Anteils des
Harzes vor der Sulfatierung erhalten. Die hergestellten Strukturen 9 und 10 wurden ebenfalls
durch Zentrifugation in Dialysezentrifugiereinheiten aufgereinigt und mittels *H-NMR-Analytik
und HR-ESI-MS charakterisiert. Die Ergebnisse sind im Experimentalteil zusammengefasst.

Anhand von Struktur 10S soll exemplarisch die Charakterisierung, wie sie fir die
Membrananker-tragenden Strukturen durchgefihrt werden kann, diskutiert werden. Die
Charakterisierung der Proben wird dadurch erschwert, dass die Verbindungen nach der
Einflhrung des Membranankers nicht mehr mittels RP-HPLC-MS untersucht werden kénnen
und die 'H-NMR-Analytik wie bereits zuvor gezeigt durch die Amphiphilie der erhaltenen
Strukturen und deren Fahigkeit zur Assemblierung eingeschrankt wird. Um dennoch die
erfolgreiche Synthese nachweisen zu kénnen, wurden nicht nur die finalen Produkte
charakterisiert. Es wurden zudem als Zwischenstufen das hergestellte Oligo(amidoamin)-
Rickgrat ZS-Oligomerriickgrat vor der Funktionalisierung sowie fir Struktur 10(S) das
Rhodamin-funktionalisierte Mannoseoligo(amidoamin) mit Pentinsdure als terminalem
Baustein vor der CUAAC des Cholesterol-Azids als ZS-10 durch sogenannte Mikroabspaltungen
in kleinen Mengen isoliert und charakterisiert. Durch RP-HPLC-MS konnten die beiden
Zwischenstufen mit relativen Reinheiten von 97% bzw. 92% nachgewiesen werden (siehe
Anhang). Somit konnte gezeigt werden, dass das vorgestellte Protokoll zur erfolgreichen
Herstellung des Riickgrats sowie zu dessen Funktionalisierung mit Rhodamin B und den
Mannose-Aziden genutzt werden kann. Die *H-NMR-Spektren des ZS-Oligomerriickgrat, der
unsulfatierten Verbindung 10 und der sulfatierten Verbindung 10S sind in Abbildung 35
dargestellt.
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Abbildung 35: Ausziige der *H-NMR-Spektren von: A) ZS-Oligomerriickgrat; B) Oligomer 10; C) Oligomer 10S; mit rosa
umrandet die aromatischen Rhodaminprotonen, mit blau umrandet die Kohlenhydratprotonen, in Grau die Bernsteinséure-
und Pentinsdureprotonen und in Gelb die Lysin- und Cholesterolprotonen.

Es ist klar zu erkennen, dass sich im Spektrum des finalen Produkts sowohl die Signale der
Protonen des Rickgrats (grau), des Cholesterols (orange) als auch der Kohlenhydrate (blau)
wiederfinden. Ebenfalls zu Teilen sichtbar sind die aromatischen Protonen des Rhoadmins
(rosa). Eine vollstandige Zuordnung der Protonen findet sich im Experimentalteil. Es kann
jedoch wie bereits im vorherigen Abschnitt auch hier eine Verbreiterung bzw. Unterdriickung
der Signale der Cholesterol- und Rhodamin-Protonen insbesondere fiir die Verbindung 10
beobachtet werden. Allein anhand der 'H-NMR-Analytik kann also die erfolgreiche
Funktionalisierung mit Rhodamin B bzw. Cholesterol fiir 10 nicht eindeutig nachgewiesen
werden. Es kann dennoch fiir die erhaltenen Strukturen von einer erfolgreichen und
vollstandigen Funktionalisierung mit Cholesterol ausgegangen werden. Zum einen sind die
entsprechenden Protonen im *H-NMR-Spektrum von 10S besser aufgelést. Zum anderen wird
wahrend der Festphasensynthese unumgesetzter Membrananker durch Waschen entfernt
und nicht mit dem Membrananker funktionalisierte Glykooligo(amidoamine) wahrend der
abschlielenden Aufreinigung abgetrennt, da diese nicht in der Dialysekammer verbleiben.
Wie bereits erwahnt, zeigen die Daten der RP-HPLC-MS auRerdem die erfolgreiche Einfiihrung
des Rhodamin B und das erhaltene Produkt hat eine pinke Farbe, weshalb auch hier trotz der
uneindeutigen 'H-NMR-Analytik von einer erfolgreichen Funktionalisierung ausgegangen
werden kann. Im *H-NMR-Spektrum der Verbindung 10S ist zudem die Tieffeldverschiebung
der Signale der Kohlenhydratprotonen durch die Sulfatierung deutlich zu sehen. Zusammen
zeigen die prasentierten analytischen Daten somit die erfolgreiche Synthese der
Zielstrukturen 10 und 10S. Da fir alle Strukturen, dasselbe Riickgrat aus dem gleichen Ansatz
genutzt wurde und auch die restlichen Reaktionsbedingungen beispielsweise der Rhodamin-
Kupplung gleichblieben, ldsst sich anhand dieser Ergebnisse und der fir die finalen Produkte
erhaltenen 'H-NMR-Spektren (siehe Experimentalteil und Anhang) auch die erfolgreiche
Synthese der anderen Strukturen untermauern.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass insbesondere der Einsatz des
Festphasensyntheseprotokolls aus Kapitel 3.1 zur Synthese sulfatierter Strukturen und dessen
Weiterentwicklung die Entwicklung einer Syntheseplattform ermoglicht hat, durch die
Membrananker-tragende sGAG-mimetische Strukturen erhalten werden konnten. So konnten
die Membrananker variiert werden und es wurde Cholesterol sowie zwei verschiedene Lipide
bestehend aus polarem Kopf und unpolaren Alkylketten eingesetzt. Sowohl durch die
Funktionalisierung mit Fondaparinux in Losung als auch mit sulfatierter Mannose auf der
Festphase konnten Kohlenhydratmotive in die Strukturen eingebracht werden, wobei die
Einbringung des Fondaparinux erneut anspruchsvoll und letztendlich unvollstandig war. Die
Anbringung verschiedener Kohlenhydratazide, potenziell auch zur Synthese segmentweise
sulfatierter Strukturen, ist jedoch mit der vorgestellten Route auch in zukiinftigen Arbeiten
einfach umsetzbar. Darliber hinaus wurde die Einfihrung von Rhodamin als
Fluoreszenzmarker ermoglicht. Abseits der Festphasensynthese konnte ein Grafting-to-Ansatz
zur Herstellung einer Lipidmischung genutzt werden, die Fondaparinux-funktionalisierte
Glykolipide enthielt. Zusammenfassend ist in Abbildung 36 schematisch die Prasentation eines
natirlichen HSPGs im Vergleich zu den hergestellten synthetischen Strukturen dargestellt, die
fr Studien zu Virus-Membran-Interaktionen genutzt werden kénnen.
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Mimetikum

Fondaparinux- v
Oligo(amidoamin)

Natirliche HSPGs Fondaparinux-

ﬁ@ Glykolipid
e

Polymer-
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Natiirliche und synthetische Strukturen
auf einer schematischen Membran

Abbildung 36: Schematische Darstellung der erhaltenen membranverankerten sGAG-Mimetika und eines natiirlichen HSPGs
auf einer exemplarischen Membran.

3.2.3 Erste Studien zur Interaktion von Virus-ahnlichen Partikeln mit
membranverankerten sGAG-Mimetika

Um das Potenzial der im vorherigen Abschnitt (siehe Abbildung 36) hergestellten Strukturen
aufzuzeigen, wurden zundchst die Lipidmischung mit dem Fondaparinux-Lipid und ein
hergestelltes sGAG-mimetisches Polymer mit Cholesterol als Membrananker und einem
Polymerisationsgrad von 76 zur Funktionalisierung von Liposommembranen genutzt, wobei
die Synthese des Polymers nicht Teil dieser Arbeit war, sondern, wie bereits erwahnt, im
Rahmen der Doktorarbeit von Lorand Bonda durchgefiihrt wurde. Es wurden Liposomen, die
als giant unilammelar vesicles (GUVs) kategorisiert werden konnen, fir diese Experimente
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verwendet. Solche GUVs besitzen GroRen oberhalb von 1 um und eignen sich daher besonders
gut als Zellmimetika, da ihre Membrankrimmung der von Zellen dhnelt.2%%3% Zur Studie der
erhaltenen Systeme in der Interaktion mit Viren wurden VLPs drei verschiedener Virusarten
verwendet. Zum einen wurden VLPs des Humanen Papillomavirus 16 (HPV16) benutzt. HPV16
ist ein kleines, nicht-umhiilltes DNA-Virus, das Haut und Schleimh&ute infiziert, wobei HPV16
zu den Hochrisikotypen gehort, die fir die Entstehung verschiedener Krebserkrankungen wie
dem Gebarmutterhalskrebs, verantwortlich sind. HPV16 bindet tiber HSPGs an die Membran
von Zellen, was zu einer konformativen Anderung des Hauptcapsidproteins fiihrt, die
wiederum den Transfer zu einem sekundaren Membranrezeptor und schlieRlich die
Internalisierung des Virus in die Zelle ermdglicht. Neben HPV16-VLPs wurden VLPs zwei
verschiedener Polyomaviren verwendet, die beide wie HPV16 zu den Onkoviren gehéren und
zu den kleinen nicht-umhdllten Viren zahlen. Zum einen wurden VLPs des Merkelzell-
Polyomavirus (MCPyV) eingesetzt, welches in Verbindung mit der Entstehung des
gleichnamigen hochst aggressiven Merkelzellkarzinoms steht, und zum anderen VLPs des
Simian-Virus 40 (SV40). Das MCPyV bildet eine Ausnahme in der Familie der Polyomaviren, da
es neben der Anbindung an Sialinsaure-tragende Ganglioside auch auf die Interaktionen mit
sGAGs zur Infektion von Zellen angewiesen ist.3>7-3°8 Die Infektion von Zellen mit SV40
hingegen ist unabhingig von der Anwesenheit von sGAG-Proteoglykanen.®® In den
durchgefihrten Experimenten kdnnen die HPV16-VLPs somit als Positiv- und die SV40-VLPs
als Negativkontrolle verwendet werden. Das Anbindungsverhalten der MCPyV-VLPs ist bisher
weniger erforscht und sollte hier weiter untersucht werden.

Zunachst wurden mit Hilfe der Lipidmischung 6 zusammen mit einem Fluoreszenz-markierten
Lipid Liposomen hergestellt. Die Verwendung des Membranfarbstoffs dient zur Lokalisierung
der Liposomen wahrend der Mikroskopie. Ein Nachweis der Dekoration der Membran mit
Fondaparinux kann hierliber noch nicht erfolgen. Dieser konnte aber indirekt erbracht
werden, woflr die Liposomen mit fluoreszenz-markierten VLPs des HPV16 inkubiert wurden.
Die entsprechenden Aufnahmen sind in Abbildung 37 gezeigt.

A) Membranfarbstoff B) HPV16-Farbstoff  C€) Ubereinandergelegt D) Situation Schematisch

A

%&ﬁ

Abbildung 37: Fluoreszenzmikroskopiebilder fiir Fondaparinux-dekorierte Liposomen (6) inkubiert mit HPV16-VLPs: A)
Aufgenommen im Kanal des Membranfarbstoffs; B) Aufgenommen im Kanal des zur VLP-Markierung verwendeten Farbstoffs
und C) Bilder aus A und B iibereinandergelegt; D) Schematische Darstellung der Interaktion der VLPs mit der Liposommembran.

Wie zu sehen ist, kann das untersuchte Vesikel in beiden Fluoreszenzkanalen beobachtet
werden. In A) wird mit der Absorptionswellenlange des Membranfarbstoffs angeregt und die
Vesikelmembran ist sichtbar. In B) hingegen wird der Kanal des zur Markierung der HPV16-
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VLPs verwendeten Farbstoffs angewahlt. Die beobachtete Fluoreszenz entlang der
Vesikelmembran entsteht somit ausschlief8lich durch die Kolokalisierung der HPV16-VLPs mit
der Membran, die dadurch hervorgerufen wird, dass die VLPs an das prasentierte
Fondaparinux binden. Die heller erscheinenden Punkte werden durch Cluster von VLPs
hervorgerufen. In Abbildung 37C sind die beiden einzelnen Aufnahmen (ibereinandergelegt
worden, um die Kolokalisierung zu verdeutlichen. Das Experiment zeigt also zum einen die
erfolgreiche Prasentation der Fondaparinux-Einheiten auf der Liposommembran und zum
anderen, dass die HPV16-VLPs die prasentierten Bindungsmotive zur Lokalisierung auf der
Zellmembran nutzen kénnen. Das gleiche Experiment wurde auch unter Verwendung der
MCPyV-VLPs durchgefiihrt. Abbildung 38 zeigt Mikroskopieaufnahmen der hergestellten
Liposomen nach der Inkubation mit den VLPs. Wird das Vesikel im Kanal des zur Markierung
der VLPs genutzten Farbstoffs untersucht, so kann keine Fluoreszenz beobachtet werden, was
darauf schlieBen lasst, dass das Virus nicht an das membranverankerte Fondaparinux
anbindet.

A) Membranfarbstoff ~ B) MCPyV-Farbstoff  C) Ubereinandergelegt D) Situation Schematisch

Abbildung 38: Fluoreszenzmikroskopiebilder fiir Fondaparinux-dekorierte Liposomen (6) inkubiert mit MCPyV-VLPs: A)
Aufgenommen im Kanal des Membranfarbstoffs; B) Aufgenommen im Kanal des zur VLP-Markierung verwendeten Farbstoffs
und C) Bilder aus A und B libereinandergelegt; D) Schematische Darstellung der funktionalisierten Liposomen ohne Interaktion
der VLPs.

Ebenso wie fir die Fondaparinux-funktionalisierten Vesikel sollte jetzt auch das
Bindungsverhalten der VLPs gegeniiber Liposomen, die mit sGAG-mimetischen Polymeren
funktionalisiert wurden, untersucht werden. Nach der Inkubation mit HPV16-VLPs wurden die
in Abbildung 39 dargestellten Bilder erhalten. Hier kann wie zuvor eine Kolokalisierung der
VLPs mit der Vesikelmembran beobachtet werden (B+C), die VLPs binden somit an die
prasentierten Polymere.

A) Rhodamin-Polymer B) HPV16-Farbstoff  €) Ubereinandergelegt D) Situation Schematisch

Abbildung 39: Fluoreszenzmikroskopiebilder fiir Polymer-dekorierte Liposomen inkubiert mit HPV16-VLPs: A) Aufgenommen
im Kanal des zur Markierung des Polymers verwendeten Rhodamin B; B) Aufgenommen im Kanal des zur VLP-Markierung
verwendeten Farbstoffs und C) Bilder aus A und B (ibereinandergelegt; D) Schematische Darstellung der Interaktion der VLPs
mit der Liposommembran.
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Anders als flr die Fondaparinux-funktionalisierten Vesikel, kann fiir die Polymer-dekorierten
GUVs jetzt auch eine Anbindung der MCPyV-VLPs beobachtet werden (siehe Abbildung
40B+C). Eine mogliche Erklarung fir das unterschiedliche Verhalten kann in der hohen Dichte
und Zahl der Ladungen entlang der Polymerkette im Vergleich zum kurzkettigen
Pentasaccharid liegen. Um dies weiter zu untermauern, missten allerdings zusatzliche
Experimente durchgefihrt werden.

A) Rhodamin-Polymer B) MCPyV-Farbstoff C) Ubereinandergelegt D) Situation Schematisch

Abbildung 40: Fluoreszenzmikroskopiebilder fiir sGAG-Polymer-dekorierte Liposomen inkubiert mit MCPyV-VLPs: A)
Aufgenommen im Kanal des zur Markierung des Polymers verwendeten Rhodamin B; B) Aufgenommen im Kanal des zur VLP-
Markierung verwendeten Farbstoffs und C) Bilder aus A und B (lbereinandergelegt; D) Schematische Darstellung der
Interaktion der VLPs mit der Liposommembran.

Beispielsweise die Verwendung der sGAG-mimetischen Oligomere aus dem vorherigen
Abschnitt kénnte hierbei einen Beitrag leisten. Auch wenn bisher keine Studien zur
Virusinteraktion fir diese Strukturen durchgefiihrt wurden, konnte in ersten Experimenten
der erfolgreiche Einbau der Struktur 9S, also des mit einem polaren Kopf und zwei unpolaren
Fettsaureketten funktionalisierten sulfatierten Mannoseoligo(amidoamins) gezeigt werden
(siehe Anhang). Auch diese Strukturen kénnen also zukiinftig zur Studie von Membran-Virus-
Interaktionen verwenden werden.

Da ein Ziel der Arbeiten in diesem Kapitel auch die Anwendung der synthetisierten Strukturen
im Rahmen des de novo Glycocalyx Engineering war, wurden als ndchstes statt GUVs GM-95
Zellen verwendet und diese mit den Membrananker-tragenden sGAG-mimetischen
Polymeren funktionalisiert. Die Zellen wurden verwendet, da sie kein Gangliosid GT1b
aufweisen, welches als Anbindungspunkt fiir SV40 und McPyV-VLPs dienen wiirde. Zur
Dekoration wurden die Zellen mit den Polymerstrukturen inkubiert, gewaschen und im
ndchsten Schritt auf Eis gekiihlt, um die Endozytose zu unterbinden, um dann mit den MCPyV-
VLPs inkubiert zu werden. Das Bild A) in Abbildung 41 deutet auf einen erfolgreichen Einbau
der Polymere durch die durchgefiihrte Inkubation der Zellen hin. AuRerdem kann wie schon
fir die GUVs eine Anbindung der MCPyV-VLPs (B) an die Zellen beobachtet werden. Im
Vergleich zu Zellen, die nicht mit Polymer inkubiert wurden, ist die Anbindung verstarkt, wie
durch Messung der mittleren Fluoreszenz quantifiziert werden konnte (siehe Anhang). Dieses
Experiment zeigt zunachst die Moglichkeit des Einbaus Membrananker-tragender sGAG-
Mimetika in Zellmembranen und somit das Potenzial zur Nutzung der vorgestellten Strukturen
in zuklnftigen Studien zur Virusanbindung an Zellen.
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A) Rhodamin-Polymer  B) MCPyV-Farbstoff  C) Ubereinandergelegt D) Situation Schematisch

Abbildung 41: Fluoreszenzmikroskopiebilder fiir zuvor mit sGAG-Polymeren behandelte GM-95 Zellen inkubiert mit MCPyV-
VLPs: A) Aufgenommen im Kanal des zur Markierung des Polymers verwendeten Rhodamin B; B) Aufgenommen im Kanal des
zur VLP-Markierung verwendeten Farbstoffs und C) Bilder aus A und B (ibereinandergelegt; D) Schematische Darstellung der
Interaktion der VLPs mit der Zellmembran.

Im Vergleich zur Inkubation der Zellen mit MCPyV-VLPS fand nach der Behandlung mit SV40-
VLPs als Kontrollexperiment keine Bindung der VLPs an die Zelle statt, wie in Abbildung 42B

zu sehen ist.

A) Rhodamin-Polymer B) SV40-Farbstoff  €) Ubereinandergelegt D) Situation Schematisch

Abbildung 42: Fluoreszenzmikroskopiebilder fiir zuvor mit sGAG-Polymeren behandelte GM-95 Zellen inkubiert mit SV40-VLPs:
A) Aufgenommen im Kanal des zur Markierung des Polymers verwendeten Rhodamin B; B) Aufgenommen im Kanal des zur
VLP-Markierung verwendeten Farbstoffs und C) Bilder aus A und B (ibereinandergelegt; D) Schematische Darstellung der
dekorierten Zellmembran ohne Interaktion der VLPs.

Becker et al. konnten zeigen, dass die Infektion von Zellen mit dem MCPyV abhangig von der
Interaktion mit sulfatierten Proteoglykanen ist, wohingegen die Infektion der Zellen mit dem
SV40 weder durch Heparin inhibiert werden konnte noch durch die Desulfatierung der auf den
Zellen vorhandenen Glykane vermindert wurde. Dies ist in Ubereinstimmung damit, dass auch
in den durchgefiihrten Zellversuchen nur fir die MCPyV- nicht aber fir die SV40-VLPs eine
Anbindung an die Zelle beobachtet werden kann. In den Studien von Soria et al. wurde
Uberraschenderweise nicht nur fiir HPV16 und im verminderten MaRe fiir MCPyV, sondern
auch fiir SV40 eine Inhibition der Virusinfektion durch das eingesetzte Heparin sowie durch
die verwendeten sulfatierten Mannosepolymere beobachtet. Uber die zugrundeliegende
Wirkungsweise konnte jedoch keine genaue Aussage getroffen werden. Die hier vorgestellten
Strukturen und Untersuchungsmethoden bieten das Potenzial zu einer Aufklarung
beizutragen.

Um die Aussagekraft der durchgefiihrten Experimente zu erhdhen, sind weitere

Untersuchungen notig. Ein wichtiger Schritt dabei ist die Desulfatierung der Zellen vor der

Einbringung der sGAG-Mimetika, da dann die Anbindung der VLPs noch eindeutiger auf die

Einbringung der sGAG-Mimetika zurlickgefiihrt werden kann. Zudem ware es interessant die

Experimente auch unter kompetitiven Bedingungen, bei denen sGAG-Mimetika ohne
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Membrananker eingesetzt werden kénnten, durchzufiihren. Experimente mit den Oligomeren
sGAG-Mimetika kdnnten zudem Riickschlisse auf die Kettenlange, die zur Anbindung der VLPs
notig ist, ermaoglichen.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass die ersten hier prasentierten Studien das
Potenzial der synthetisierten Strukturen zur Dekoration von GUVs und Zellen aufzeigen. Auch
konnte beobachtet werden, dass Viren an die so modifizierten Membranen anbinden kdnnen.
Es konnte also eine synthetische Plattform entwickelt werden, die die Herstellung spezifisch
funktionalisierter und Membrananker-tragender sGAG-Mimetika erlaubt. Auerdem konnten
die Strukturen erfolgreich in ersten Testversuchen in Membranen eingebaut werden und
erlaubten dort die Anbindung von VLPs. Solche Systeme konnen also erstmalig die
Untersuchung von Virus-Membran-Interaktionen mittels sGAG-Mimetika ermoglichen.
Perspektivisch ist auch die Kombination mehrerer kinstlicher sowie natirlicher
Membrananker umsetzbar. So kénnten z.B. Ganglioside und synthetische sGAG-Mimetika auf
Membranen prasentiert werden, was insbesondere fiir das MCPyV potenziell eine detaillierte
Studie der Interaktionen mit den einzelnen Membranrezeptoren erlauben wiirde.
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3.3 Synthese und Liposom-Inkorporation von heteromultivalenten
GlykomakromolekUl-Lipid-Konjugaten  zur  Ansteuerung von
Interaktionen mit Gal-1 und Gal-3 und deren Studie mittels NMR

Wie bereits im vorherigen Abschnitt erlautert, ist ein wichtiger Schauplatz multivalenter
Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen die Glykokalyx. Da der GroRteil der dort
prasentierten Protein- oder Lipid-konjugierten Kohlenhydratliganden in der Membran
verankert ist, ist ihre Wechselwirkung und ihr Bindungsverhalten stark auch von der
umgebenden Membran und ihren Eigenschaften, etwa der Dynamik oder Phasenseparation,
beeinflusst.4%20%-210 Wie bereits in Kapitel 3.2 ausdriicklich aufgezeigt, kénnen unter anderem
Liposomen als Zellmimetika genutzt werden, um diese Parameter besser untersuchen und
ihren Effekt auf das Bindungsverhalten verstehen zu kénnen.29%212213 Neben den sGAG-
bindenden Virusproteinen gibt es viele weitere Proteine, deren Studie mit Hilfe von
Liposomen als Glykokalyx-Mimetika grofRes Potenzial aufweist. Daher wurden nun die
Prinzipien der vorherigen Abschnitte auf eine weitere Klasse von Proteinen, den 3-Galaktosid-
bindenden Galektinen tbertragen. Deren Untersuchung mit solchen Systemen ist besonders
interessant, da sie ihre biologische Funktion insbesondere darliber ausiiben, dass sie die
Fahigkeit besitzen zu oligomerisieren und nach Anbindung an mehrere Glykane der Glykokalyx
so zur Bildung von Clustern und Verbanden fiihren kénnen.4347,5053359 Als neues Instrument
zur Untersuchung der ablaufenden Prozesse wurden zudem insbesondere NMR-Experimente
gewahlt, da diese es erlauben die Situation im dynamischen Zustand zu untersuchen.

Durch Festphasensynthese erhaltene Glykooligo(amidoamine) wurden in Arbeiten von
Freichel et al. (siehe auch 1.1.1) bereits als vielversprechende Galektinliganden vorgestellt,
wobei zwei Strategien angewendet wurden, um Liganden mit hohen Aviditaten zu erhalten.
Wie bereits in Abschnitt 1.1.1 dargestellt bietet die multivalente Prasentation von Liganden
auf biologisch kompatiblen Geriisten eine Moglichkeit zur Aviditatssteigerung. Zudem ist die
Kombination von Kohlenhydratmotiven und sekundaren Bindungsmotiven, wie beispielsweise
Aromaten, eine wichtige Methode beim Design von potenten Galektinliganden, da Uber die
sekunddren Funktionalitdten zusatzliche Bereiche der Galektinbindungstasche adressiert
werden kénnen (siehe Abbildung 43).43°0135360 Entsprechend konnte fiir homomultivalente
Laktose-funktionalisierte Oligo(amidoamine), die auf Liposomen multivalent prasentiert
wurden, eine Steigerung der Aviditat gegeniiber Gal-3 im Vergleich zu den Liganden in Losung
gezeigt werden.’® Zum anderen wurde ein positiver Einfluss von unterschiedlich substituierten
Aromaten bei der Funktionalisierung von heteromultivalenten Laktose-tragenden
Oligo(amidoaminen) festgestellt.”?> Die Kombination von Heteromultivalenz und liposomaler
Prasentation hingegen wurde noch nicht realisiert. AuRerdem wurden die Ligand-Galektin-
Interaktionen ausfuhrlich quantitativ ausgewertet, die zugrundeliegenden Mechanismen,
strukturellen Parameter der Wechselwirkungen und die Interaktion im dynamischen Zustand
hingegen wurden bisher nicht genauer untersucht. Wie in Abschnitt 1.1.1 bereits erwédhnt,
kommt der Kombination von NMR-Spektroskopie und Molekulardynamik-Simulationen (MD)
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bei der Studie von Galektin-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen eine besondere Rolle zu.*?%°
Diese sollte somit nun zur Untersuchung von homo- und heteromultivalenten Liganden
sowohl in Losung als auch auf der Oberfliche von Liposomen genutzt werden wie dies
schematisch fir Gal-3 in Abbildung 43 dargestellt ist. Insbesondere fiir die Interaktion von
Proteinen mit liposomalen Systemen ergeben sich im Vergleich zum freien Liganden neue
Faktoren, die die Bindung beeinflussen kénnen. So kdnnen grofSe Liposom-Protein-Aggregate
entstehen und die Beweglichkeit der Liganden auf den Membranen kann die Bildung von
Ligand-Protein-Verbdanden begiinstigen. Um diese Prozesse untersuchen zu kénnen sind NMR-
Studien von grofRer Bedeutung.

NMR-Studien zu Galektin-Ligand-Interaktionen:

e B D g ok e il .

In Losung — Potenzielle sekunddre und | Auf der Liposomoberfliche —
1 Bindungsmotive ! | Multivalente Prasentation |
| R —— - - 4 o e o e e e e e e e o

Abbildung 43: Designprinzip von Galektinliganden zur Studie von Interaktionen mittels 1H-NMR-Analytik, beispielshaft gezeigt
fiir die Interaktion mit Gal-3.

Dennoch ist die Anwendung von liposomalen Systemen fiir NMR-Studien zu Galektin-Ligand-
Interaktionen bisher nur wenig erforscht und sollte hier nun systematisch untersucht werden.
Zundachst wurden dafiir homo- und heteromultivalente Liganden mittels Festphasensynthese
hergestellt. Die Konjugation an Lipid-Membrananker ermdglichte zudem deren Einbringung in
Liposomen. Anschliefend konnten die Liganden selbst sowie Ligand-funktionalisierte
Liposomen in Kooperation mit Partner*innen des CICbioGUNE in Derio (Spanien) unter der
Leitung von Prof. Dr. Jesls Jiménez-Barbero mittels NMR-Spektroskopie, Cryo-
Elektronenmikroskopie (EM) und MD untersucht werden. Die im Folgenden dargestellten
Studien zeigen das Potenzial fiir synergistische Effekte durch die Kombination von liposomalen
Liganden als Zellmimetika mit Methoden zur Strukturaufklarung dynamischer und statischer
Prozesse.
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3.3.1 Festphasensynthese von homo- und heteromultivalenten
Oligo(amidoaminen) zur Adressierung von Galektinen

Zur Synthese homo- und heteromultivalenter Galektinliganden wurde die
Festphasensynthese sequenz-definierter, monodisperser Kohlenhydrat-funktionalisierter
Oligo(amidoamine) nach Hartmann et al. verwendet.%>241.2503%9 Hierbei werden allgemein
synthetische Bausteine, die eine freie Carboxylgruppe und ein Fmoc-geschiitztes Amin tragen,
Uber die Carboxylgruppe an die Festphase gekuppelt und anschlieBend N-terminal entschitzt.
Diese beiden Arbeitsschritte werden wiederholt, bis die gewlinschte Sequenz erhalten wird,
um im nachsten Schritt die Seitenkettenfunktionalitdten der Bausteine zur Funktionalisierung
des aufgebauten Riickgrats zu nutzen (siehe Abbildung 44). Hierzu wurde im Rahmen dieses
Projekts das TentaGel®-S-RAM-Harz als Festphase und die folgenden Bausteine ausgewahlt:
TDS, als Alkin-funktionalisierter Baustein, MDS, als Baustein mit einer Methyl-geschitzten
Bernsteinsdure-Seitenkette, EDS als spacer Baustein ohne Seitenkettenfunktionalitat und die
Boc-geschiitzte Aminosdure Alanin.®?> Der Ablauf der Festphasensynthese ist in Abbildung 44
dargestellt. Die Kombination wvon Alkin und Carboxylgruppe der eingefiihrten
Bausteinseitenketten ermdglichte eine orthogonale Konjugation verschiedener funktioneller
Motive.

Festphasensynthese I 0
heteromultivalenter Hok —NHBoc Bausteine
Glykooligo(amidoamine) —NHFmoc o

o |

o™ NHFmoe
O“_ ___—NHFmoc A) Entschiitzung |
B) Baustein- i m OYO
Kupplung O-("". ] —NHBoc
- 3

|| HOJ\ —NHFmoc

Zielstruktur: C-F) Ruckgrat-Funktionalisierung

SO,H SO4H

OTNH G) Abspaltung o Oﬁ’NH
[ ] —NH o 1 ] —NHBoc¢

3 3

Abbildung 44: Schematische Darstellung der Festphasensynthese homo- und heteromultivalenter Oligo(amidoamine): A)
Fmoc-Entschiitzung; B) Bausteinkupplung; C) Entschiitzung der MDS-Seitenkette; D) Kupplung der p-Aminobenzolsulfonséure;
E) CuUAAC mit dem Laktose-Azid; F) O-Deacetylierung der Kohlenhydrate; G) Abspaltung von der Festphase unter sauren
Bedingungen.

Laktose-Azide wurden als primare Bindungsmotive via CuAAC (englisch: copper(l)-catalyzed
azide-alkyne cycloaddition) an TDS und p-Aminobenzolsulfonsdaure als zusatzliche
Funktionalisierung des Riickgrats tiber Bildung einer Amidbindung an MDS angebracht. Nach
der Funktionalisierung wurden die eingefiihrten geschiitzten Laktose-Einheiten unter
Zemplén Bedingungen O-deacetyliert.3?® Nach der Abspaltung der Oligo(amidoamine) von der
Festphase unter sauren Bedingungen, wurden diese mit einem Anionenaustauscherharz und
mittels praparativer RP-HPLC (englisch: reverse phase high-performance liquid
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chromatography-mass spectrometry) aufgereinigt und nach Gefriertrocknung als weil3e
Feststoffe erhalten. Wichtig bei der Synthese der Liganden war es, ein freies terminales Amin
zu erhalten. Dafiir wurden zwei verschiedene Vorgehensweisen gewahlt. Zum einen wurde
EDS als letzter Baustein eingefiuhrt und fir die anschlieBende CuAAC in Fmoc-geschitzter
Form belassen, um erst anschlieRend entschiitzt zu werden. Alternativ wurde Boc-geschiitztes
Alanin als letzter Baustein verwendet, welches erst bei der sauren Abspaltung von der
Festphase entschiitzt wurde. Dies war insbesondere fiir Strukturen nétig, bei denen der MDS-
Baustein funktionalisiert wurde. Bei der Entschlitzung der MDS-Seitenkette wiirde eine
terminale Fmoc-Schutzgruppe entfernt werden und es wiirden Nebenreaktionen des
freiwerdenden terminalen Amins u.a. mit den Carboxylgruppen der MDS-Seitenketten
auftreten.

Durch die Kombination der gewahlten Bausteine konnte ein Satz verschieden dekorierter
Strukturen erhalten werden (siehe Abbildung 45). Es wurden drei trivalente Laktose-
Oligo(amidoamine) hergestellt (siehe Abbildung 45A), wobei durch Ersatz von EDS in
Verbindung 13 (im Folgenden: 3-Lac) durch MDS eine heteromultivalente Struktur (14, im
Folgenden: 3-Lac-3-SOsH) erhalten wurde, die Laktose und p-Aminobenzolsulfonsaure-
Funktionalitaiten tragt. Als entsprechende Kontrollstruktur wurde Verbindung 15 (im
Folgenden: 3-Lac-3-COOMe) mit noch geschiitzten MDS-Seitenketten synthetisiert. Zusatzlich
wurden eine monovalente Struktur (16, im Folgenden: 1-Lac, siehe Abbildung 45B) sowie zwei
Negativkontrollen synthetisiert 17 und 18, im Folgenden 1-pSOsHPh und 3-Glc, siehe
Abbildung 45C). Verbindung 1-pSO3HPh (17) ist lediglich mit einer p-Aminobenzolsulfonsaure-
Einheit funktionalisiert, wahrend die trivalente Struktur 3-Glc (18) mit Glukose funktionalisiert
ist, welche von Galektinen nicht gebunden wird.?

1 Strukturen 13, 16 und 18 wurden von Miriam Hoffmann im Rahmen dieser Doktorarbeit synthetisiert,
Strukturen 14, 15 und 17 wurden von Nils Schomann im Rahmen seiner Masterarbeit synthetisiert.
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Abbildung 45: Schematische Darstellungen der synthetisierten homo- und heteromultivalenten Oligomere: A) trivalente homo-
und heterofunktionalisierte Oligomere 13 (3-Lac), 14 (3-Lac-3-SO3H), 15 (3-Lac-3-COOMe); B) monovalentes Oligomer 16 (1-
Lac); C) Negativkontrollen: 17 (1-SOsH) und trivalentes Glukose-funktionalisiertes Oligomer 18 (3-Glc).

Die Produkte wurden mittels analytischer RP-HPLC-Massenspektrometrie (MS), *H-NMR-
Spektroskopie und HR-ESI (englisch: high resolution electron spray ionization mass
spectrometry) charakterisiert (siehe Anhang). Tabelle 5 zeigt die Ausbeuten, relativen
Reinheiten (bestimmt Uber Integration des UV-Signals bei A = 214 nm) und HR-ESI-MS
Ergebnisse der hergestellten unterschiedlich funktionalisierten Oligo(amidoamine) 13 bis 18.

Tabelle 5: Relative Reinheiten (bestimmt (iber Integration des UV-Signals bei A = 214 nm), Ausbeuten und HR-ESI-MS-
Ergebnisse der synthetisierten Oligo(amidoamine) 13 bis 18 zur Studie von Galektin-Ligand-Wechselwirkungen.

Relative Ausbeute HR-ESI-MS
Nr. Reinheit [%] kalkuliert fiir gemessen
[%]
13 95 22 Ci0sH177N250s1 [M+4H]* 652,1 652,1
14 -1 37 C142H218N3406553 [M+4H]*  885,1 885,1
15 95 22 C127H209N31059 [M+4H]* 779,3 779,4
16 -2 64 CagHgaN12022 [M+2H]?* 591,3 591,3
17 95 32 C41HesN10016S [M+2H]?* 495,2 495,2
18 99 18 Co3H1590N25039 [M+4H]* 563,5 563,5

ISiehe Diskussion.
2Das Produkt eluiert mit dem Injektionspeak, eine Reinheitsbestimmung liber Integration des UV-Signals ist nicht méglich.
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Die Produkte wurden Uber die verwendete Analytik nachgewiesen und mit relativen
Reinheiten > 95% erfolgreich synthetisiert und sollten im nachsten Schritt zur Konjugation an
Lipide verwendet werden. Fiir Struktur 3-Lac-3-pSO3HPh (14) konnte ein Nebenprodukt
detektiert werden, bei dem eine p-Aminobenzolsulfonsaure-Einheit fehlt. Da Produkt- und
Nebenproduktpeak sich in der RP-HPLC-Messung (iberschneiden, konnte keine Reinheit
bestimmt werden. Es konnte zudem beobachtet werden, dass eine Peakverbreiterung in der
Messung auftritt. Eine mogliche Erklarung ist, dass die drei Sulfonatgruppen des Molekiils in
verschiedenen Zustdanden also protoniert oder deprotoniert und dann mit einem Kation als
Gegenion vorliegen kénnen. Daher wurde dieselbe Probe mit Trifluoressigsaure behandelt.
Das RP-HPLC-Spektrum der behandelten Probe zeigt zwei schmale, scharfe, jedoch weiterhin
Uberlappende Signale (siehe Anhang). Die vollstandige Deprotonierung der Sulfonate fiihrte
somit zu einem einheitlichen Laufverhalten des Produkts sowie des Nebenprodukts. Da somit
der Grund fir die Peakverbreiterung gefunden werden konnte und das Nebenprodukt im
geringeren Anteil vorliegt und weiterhin zwei p-Aminobenzolsulfonsdure-Einheiten tragt,
wurde das erhaltene Produktgemisch dennoch fiir die nachsten Schritte verwendet.

3.3.2 Ligand-Lipid-Konjugation zur Prasentation homo- und heteromultivalenter
Galektinliganden auf der Oberflache von Liposomen

Es stehen generell zwei Arten der Liposomfunktionalisierung zur Verfligung. Zum einen
konnen Liposomen vorformuliert werden, die reaktive Gruppen auf ihrer Oberflache tragen,
an die anschlieBend Liganden konjugiert werden kdnnen. Zum anderen lassen sich zunachst
Ligand-Lipid-Konjugate synthetisieren und diese anschlieRend in Liposomen einbringen.33>
Letztere Methode bietet den Vorteil, dass die Konjugate zunichst mittels *H-NMR-Analytik
und MALDI-TOF-MS charakterisiert werden konnen und die Menge der eingesetzten
Konjugate zur Funktionalisierung der Liposomen genau festgelegt werden kann und wurde

daher fir die durchzufiihrende Liposomfunktionalisierung ausgewahilt.

Im Rahmen meiner Masterarbeit, deren Ergebnisse als Teil der Arbeiten von Freichel et al.
veroffentlicht wurden, wurde die Synthese von Glykooligo(amidoamin)-Lipid-Konjugaten fur
homomultivalente Liganden bereits basierend auf einem Protokoll von Wamhoff et al.
etabliert, wobei DSPE-PEG-NHS (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-
Polyethylenglylkol-N-Hydroxysuccinimid) als Lipidanker verwendet wurde (siehe Abbildung
46).°%341 PE-Phospholipide sind eine wichtige Komponente biologischer und kiinstlicher
Membranen.33>3%1 Die verbriickende PEG-Einheit verbessert zudem die Stabilitdt von
Liposomen durch sogenannte stealthing Effekte gegeniiber dem Abbau im Organismus und
der NHS-Aktivester erhoht die Reaktivitat der terminalen Carboxylgruppe fiir die Reaktion mit
Aminen.213'362'363
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Abbildung 46: Schema der Ligand-Lipid-Konjugation unter Verwendung von DSPE-PEG-NHS und Ligand 13.

Fiir Verbindungen 3-Lac (13), 1-Lac (16) und 3-Glc (18) wurde die Reaktion entsprechend des
etablierten Protokolls in einem Losungsmittelgemisch von Natriumhydrogencarbonatpuffer
(pH = 8,4) und DMF (1/9) mit 8 Aquivalenten (Aq.) Ligand (iber Nacht bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Anschliefend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und
die Produkte wurden durch Dialyse aufgereinigt. Die Umséatze der Konjugation lassen sich tiber
die 'H-NMR-Analytik bestimmen, wozu das Integral eines signifikanten Signals des Liganden,
normalerweise das der anomeren Protonen, ins Verhaltnis zum Integral der terminalen
Methylgruppen der Alkylketten des Lipids gesetzt wird.

Tabelle 6: Umsdtze, Ausbeuten und MALDI-TOF-MS-Ergebnisse fiir die Ligand-Lipid-Konjugation der Liganden 13 bis 18 mit
DSPE-PEG-NHS.

Umsatz!  Ausbeute? MALDI-TOF-MS3

- [%] [%] kalkuliert fiir [M+H]* gemessen
L13 92 48 C243H445N27NaO107P 5512,3 5512,9
L14 96 29 Ca80HassN3sNaO121PS3 6443,3 -

L15 19 13 Ca65H477N33NaO115P 6020,8 6021,6
L16 34 33 Ci86H352N15sNaO7gP 4063,9 4064,0
L17 13 9 C179H336N12Na0O7,PS 3895,7 3895,4
L18 72 42 C231H427N27NaOgsP 5158,0 5159,4

1 Bestimmt tiber *H-NMR.

2 Bezogen auf das Konjugat unter Beriicksichtigung der Umsetzung, also unter Ausschluss des unkonjugierten Lipids.

3 Durchgefiihrt im positiven lonenmodus; die angegebenen molekularen Massen wurden fiir eine PEG-Kette mit 44
Wiederholungseinheiten, entsprechend der beobachtet Hauptsignale berechnet.

72



Ergebnisse und Diskussion

Die Umsatze der entsprechenden Lipidkonjugate L13, L16 und L18 lagen zwischen 34 und 92%
(siehe Tabelle 6). Auch in der zuvor veroffentlichten Arbeit von Freichel et al. waren die
Reaktionsumsatze mit 56 bis 66% unvollstandig. Dies lasst sich u.a. durch die Hydrolyse des
NHS-Aktivesters erklaren,®>364 hinzukommt der groRe Unterschied in der Hydrophilie bzw.
Hydrophobie der eingesetzten Reaktanden und ihr groRer sterischer Anspruch.

Um zu testen, ob sich die Umsatze optimieren lassen, fihrte Nils Schomann im Rahmen seiner
Masterarbeit eine ausfiihrliche Evaluation verschiedener Reaktionsbedingungen durch.3®° Es
wurden der Einfluss des Losungsmittels, der Temperatur und Reaktionsdauer sowie der
Einsatz verschiedener Aktivierungsreagenzien und der Zusatz von Guanidiniumchlorid als
chaotropes Salz untersucht.3®® Fiir den Einsatz von wasserfreiem DMSO als Lésungsmittel mit
DIPEA als Base wurde im direkten Vergleich zu den Standardbedingungen bei einer
Testreaktion mit 10% die grofte Umsatzsteigerung festgestellt. DMSO bietet sich als
Alternative zu dem zuvor verwendeten Natriumhydrogencarbonat-Puffer/DMF-Gemisch an,
da hier keine Hydrolyse des NHS-Esters ablaufen sollte und die Reaktanden gut I6slich sind.
Die von Nils Schomann durchgefiihrte Konjugation der Liganden 3-Lac-3-pSOsHPh (14), 3-Lac-
3-COOMe (15) und 1-pSOsHPh (17) wurde folglich unter diesen optimierten Bedingungen
durchgefiihrt.3%> Der Umsatz bei der Synthese von Ligand-Lipid-Konjugat L14 war mit 96% am
hochsten. Fiir L15 und L17 konnten jedoch auch unter den neuen Reaktionsbedingungen nur
Umsatze von 19 bzw. 13% erhalten werden. Fiir Ligand 17 kann eine beobachtete schlechtere
Loslichkeit als moglicher Umsatz-mindernder Faktor angefiihrt werden. Generell sind wie
bereits erwahnt Unterschiede in der Hydrophilie und ein groRer sterischer Anspruch Faktoren,
die die Reaktion beeinflussen. Alle Konjugate konnten somit insgesamt in ausreichenden
Ausbeuten zwischen 9 und 48% erhalten und iber *H-NMR-Spektroskopie und MALDI-TOF-
MS (englisch: matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry)
nachgewiesen werden. Lediglich flir L14 wurde die Masse des Produkts nicht iber MALDI-TOF-
MS detektiert. Da das NMR nach der Aufreinigung mittels Dialyse jedoch die zu erwartenden
Signale des Liganden und des Lipids aufweist (siehe Anhang), kann von einer erfolgreichen
Synthese ausgegangen werden. Wie im Folgenden dargestellt lie8 sich L14 zudem erfolgreich
in Liposomen einbauen und wurde auf der Liposomoberflache durch Galektine gebunden.

3.3.3 Studie von Galektin-Ligand-Wechselwirkungen — Interaktionen in Losung
und auf Modellmembranen — mittels NMR, Cryo-EM und
Molekulardynamik-Simulationen

Untersuchung von Ligand-Galektin-Interaktionen in Lésung mittels NMR

Zundachst sollten die Interaktionen der Liganden mit der CRD von humanem Gal-3 (hGal-3-
CRD), welches als Monomer vorliegt, und mit humanem Gal-1 (hGall), bei dem es sich um ein
Homo-Dimer handelt, in Losung untersucht werden (siehe Abbildung 47). Die entsprechenden
Studien wurden von Marta Gutierrez Lete am CICbioGUNE unter der Leitung von Prof. Dr.
JesUs Jiménez-Barbero durchgefiihrt. Es wurde zunidchst H-STD-NMR-Spektroskopie
verwendet. Mit dieser Methode lassen sich Interaktionen zwischen Ligand und Protein
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nachweisen und dariber hinaus die Ligand-Bindungsepitope identifizieren (fiir Details siehe
auch 1.1.2).9>97-98

STD-NMR:

SOH SOzH
— Ligand-basiert
- Epitop-Mapping

Ligand in Losung
Abbildung 47: Schematische Darstellung und kurze Erléuterung zu den STD-NMR-Messungen.

Kurzgefasst wird eine Sattigung des Proteins im NMR-Experiment angeregt und diese auf
Protonen eines anbindenden Liganden Ubertragen. Je starker der Bereich eines Liganden an
der Wechselwirkung mit der Protein-CRD beteiligt ist, desto gréRer ist die Ubertragung der
Sattigung. Final wird ein Spektrum erhalten, in dem lediglich die Ligandprotonen der an der
Interaktion beteiligten Strukturelemente des Liganden zu sehen sind, wobei die Signalstarke
mit dem Bindungsanteil korreliert.%®

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente sind in Abbildung 48 dargestellt und zeigen,
dass die Interaktion mit beiden Galektinen lediglich iber die Laktose-Einheit vermittelt wird.
Fir die beiden Negativkontrollen, das monovalente p-Aminobenzolsulfonsadure-
funktionalisierte Oligomer 1-pSOsHPh (17) und das trivalente Glukose-Oligomer 3-Glc (18)
wurde dementsprechend keine Interaktion beobachtet. Fiir die multivalenten homo- und
heterofunktionalisierten Liganden 13 bis 15, also 3-Lac, 3-Lac-3-pSO3HPh und 3-Lac-3-COOMe,
sowie fiir den homovalenten Lactose-Liganden 1-Lac (16) wurden insbesondere grof3e STD-
NMR-Intensitaten fiir die Protonen H4, H5 und H6 der Galaktose-Einheit der Laktose erhalten.
Fiir manche der Liganden wurden auch Interaktionen der Glukose-Einheit beobachtet. Solche
leichten Schwankungen sind insbesondere aufgrund der GrofRe des Proteins nicht weiter
ungewohnlich und lassen daher keine weiteren Schliisse beispielsweise auf die
Bindungsstirke zu.3®® Die Ergebnisse sind jedoch insofern Uberraschend, als dass die
vorherigen Studien zu den Aviditdten der homo- und heteromultivalenten Liganden einen
positiven, Aviditats-steigernden Effekt der p-Aminobenzolsulfonsidure nachgewiesen haben.?®
Dieser lasst sich jedoch, wie die STD-Experimente zeigen, nicht durch die Interaktion mit der
CRD der Galektine erklaren. Auch eine Interaktion der aromatischen Motive mit dem Protein
an einer anderen Stelle des Proteins ware durch die durchgeflihrten STD-Experimente
beobachtbar und kann somit ausgeschlossen werden. Auch wenn fir andere
Galektinliganden, haufig durch Kristallstrukturanalysen*’3, solche sekundaren Interaktionen
beobachtet werden konnten, scheint die Aviditatssteigerung fiir die Glykooligo(amidoamine)
nicht auf solchen Wechselwirkungen zu basieren. Die STD-NMR-Ergebnisse zeigen auch, dass
die Interaktion der auf einem Oligo(amidoamin)-Riickgrat prasentierten Laktose dhnlich ist zu
der von freier Laktose. Die Art der Prasentation auf dem Oligomerriickgrat beeintrachtigt also
die Interaktion mit den Lektinrezeptoren nicht negativ und die Interaktion wird hauptsachlich
durch den B-Galaktosering der Laktose vermittelt.
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Abbildung 48: Bindungsepitop-Charakterisierung als Ergebnis der 'H-STD-NMR-Studien fiir die synthetisierten Laktose-
funktionalisierten Liganden in der Interaktion mit hGal3 (oben) und hGall (unten) bei einer Galektinkonzentration von 40uM
und einem Molverhdltnis von 8:1 fiir 3-Lac (13), 3-Lac-3-pSOsHPh (14) und 3-Lac-3-COOMe (15) sowie 30:1 fiir 1-Lac (16).

Die Interaktion der Liganden in Lésung mit den ausgewadhlten Lektinen wurde anschlieRend,
nun Uber einen Rezeptor-basierten Ansatz, wie in Abbildung 49 schematisch dargestellt, noch

weiter untersucht. Hierzu wurde das heteromultivalente 3-Lac-3-pSO3HPh-Oligomer 14 als

Modellverbindung ausgewidhlt und die Lektine in °N-gelabelter Form verwendet, um

zweidimensionale *H->N-HSQC-NMR-Spektren aufzunehmen.

SOH SO4H

Ligand in Losung

Abbildung 49: Schematische Darstellung und kurze Erlduterung zu den 'H-1°N-HSQC-NMR-Experimenten mit den freien

Liganden in Lésung.
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Die Methode untersucht die Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes®;
A+B <> AB

Im Gleichgewicht kann die Komplexbildung Gber die Dissoziationskonstante Kp (Einheit: M)
sowie die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (kon [M*s!]) und Dissoziation (Koff [s™])
mit der folgenden Gleichung beschrieben werden:

[PI[L] _ koss 5)

K, = =
PTOPL] T ko

Im Vergleich mit anderen Methoden zur qualitativen und quantitativen Untersuchung von
Protein-Ligand-Interaktionen wie beispielsweise SPR- und ELISA-Assays, bei denen Ligand
oder Protein immobilisiert werden muss, ist ein grofRer Vorteil, das die Interaktion im gelosten
und dynamischen Zustand betrachtet werden kann.

Wie bereits in der Einleitung ausfiihrlich beschrieben (siehe 1.1.1) hat die Geschwindigkeit des
Austauschs zwischen gebundenem und freiem Zustand und somit die Starke der Bindung
einen grollen Einfluss auf das erhaltene NMR-Spektrum. Fiir einen schnellen Austausch wird
eine Verschiebung der Signale, die sogenannte chemical shift perturbation, der Aminosduren
des Proteins im NMR-Spektrum beobachtet, wobei die Verschiebung starker ist fiir die Signale
der Aminosauren, die einen gréReren Anteil an der Interaktion haben und mit der Starke der
Bindung bzw. dem Molanteil des Protein-Ligand-Komplexes (AB) zunimmt.0%102 Sg kénnen
beispielsweise bei der Charakterisierung von Proteinen die Aminosauren der CRD identifiziert
werden, da fir diese eine starkere CSP auftritt. AuBerdem kann durch Vergleich der fir
verschiedene Liganden beobachteten CSP auch die Bindungsstérke verglichen werden.100:102

Dies wurde auch in den durchgefiihrten *H->N-HSQC-Experimenten genutzt. Es wurde fiir die
Untersuchung zunachst die Interaktion von Gal-3 mit 3-Lac-3-pSO3HPh (14) beobachtet, wobei
der Ligand in einem 1:1 Verhaltnis eingesetzt wurde, was einem Verhaltnis von drei Laktose-
Einheiten zu einer Gal-3-CRD entspricht. Zudem wurden Spektren mit 3 bzw. 10 Aq. Laktose
zum Vergleich aufgenommen. Es kann fir Gal-3 von einem schnellen Austausch zwischen
gebundenem und freiem Protein ausgegangen werden. Dementsprechend wird nach Zugabe
des Liganden ein Signal fiir jedes Amidproton des Proteins detektiert, durch Vergleich mit dem
Spektrum ohne Liganden wird die CSP erhalten. Die CSP bei einem Aquivalent von Struktur 3-
Lac-3-pSO3HPh (14), welches 3 Aq. Laktose entspricht, dhnelt der fiir 10 Aq. der freien Laktose
gemessenen (siehe Abbildung 50). Es wird also bezogen auf die einzelne Kohlenhydrat-Einheit
flr 3-Lac-3-pSO3HPh (14) ein groRerer Anteil an Protein-Ligand-Komplex, also eine verstarkte
Interaktion beobachtet. Dies kann durch das Auftreten multivalenter Effekte erklart werden.
Es kann davon ausgegangen werden, dass statistische Effekte wie statistical rebinding
(deutsch: statistische Neubindung) auftreten, die durch die hohe lokale Konzentration an
Bindungsepitopen die Bindungsaviditit erhéhen.3®” Zudem kann potenziell auch receptor
clustering auftreten (siehe unten), wie dies allgemein fiir multivalente Liganden beschrieben
wurde®, Gber die CSP-Daten aus den NMR-Experimenten l3sst sich dies jedoch nicht weiter
untermauern.
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0,07
SOsH Laktose 3 Aqg.

0,06 M Laktose 10 Aq.

® Glykomakromolekiil 14 1 Ag.
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Durchschnittliche CSP

Abbildung 50: Gemessene CSP fiir die hGal3-CRD bei der Bindung von 3-Lac-3-pSOsHPh (14) (1:1 Verhdltnis, griin) bzw. bei der
Interaktion mit freier Laktose (1:3 und 1:10 Verhdltnis, gelb bzw. blau,).

Durch Vergleich der CSP fiir die Interaktion mit Laktose und dem Liganden 3-Lac-3-pSOsHPh
(14), kann zudem gezeigt werden, dass die gleichen Aminosduren zur Interaktion beitragen.
Wie also auch schon die STD-Daten gezeigt haben, wird die Interaktion des Liganden mit Gal-
3 Uber die Wechselwirkung der Laktose-Einheit mit den Aminosaduren der CRD vermittelt, die
auch mit der freien Laktose interagieren, andere Teile des Proteins zeigen keine zusatzlichen
Interaktionen.

Unter den gleichen Bedingungen wurde auch die Interkation von Gal-1 mit 3-Lac-3-pSOsHPh
(14) und Laktose untersucht. Fiir 3-Lac-3-pSO3HPh (14) wurde jedoch keine klassische CSP
beobachtet, sondern eine deutliche Reduktion der Intensitat der NMR-Signale.

Dies lasst sich durch einen Anstieg der Relaxationsraten der NMR Signale erklaren, welche zu
einer Verminderung der Signalintensitaten bis hin zu deren Verschwinden fiihren kénnen. Zu
diesem Anstieg der Relaxationsraten kdnnen zwei verschiedene Effekte beitragen. Zum einen
kann ein Phdanomen, das als chemischer Austausch (englisch: chemical exchange) bezeichnet
wird, auftreten.'%® Da im durchgefiihrten Experiment das Protein im Wechsel zwischen freiem
und gebundenem Zustand beobachtet wird, @ndert sich die magnetische Umgebung.
Abhangig von der Geschwindigkeit der Protein-Ligand-Komplexbildung kann dies wie oben
bereits erwdhnt die erhaltenen Spektren beeinflussen. Bei einer Interaktion im mittleren
Bereich der Zeitskala ist die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation dhnlich der Differenz
der chemischen Verschiebung und es treten verbreiterte Signale auf, die zudem an Intensitat
verlieren und dadurch sogar verschwinden kdnnen.103368 Es ist moglich, dass fir die
Interaktion des Liganden mit Gal-1 der Austausch zwischen freiem und gebundenem Zustand
des Proteins auf einer mittleren Zeitskala in Bezug auf die Zeitskala des NMR-Experiments
stattfindet, also langsamer als zuvor fiir die Interaktion mit Gal-3 und daher die
Signalreduktion auftritt. Eine Verlangsamung der Ligand-Protein-Komplexbildung bedeutet
eine groBere Stabilitdat des Komplexes also eine héhere Starke der Bindung. Dies lielse sich
beispielsweise durch die Bildung von Protein-Ligand-Clustern der multivalenten Liganden mit
den Gal-1-Dimeren erklaren.
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Der zweite Effekt, der zu einer Erhéhung der Relaxationszeit und somit zum Verschwinden von
NMR-Signalen fiihren kann, ist die Einschrankung bzw. Verlangsamung der
Molekiilbewegungen, im Englischen haufig auch als molecular tumbling bezeichnet. Bewegt
sich ein Molekiil zu langsam, so steigen die Relaxationszeiten und das Molekil wird unsichtbar
fur das NMR.3%° Fir das Gal-1 alleine wére so ein Verhalten nicht zu erwarten. Bilden sich
jedoch grolRere Cluster und Komplexe der Proteine mit den multivalenten Liganden, so kdnnen
die Proteine in ihrer Beweglichkeit eingeschrankt werden und die Signale im NMR-Spektrum
vermindert werden oder verschwinden. Es lasst sich hier nicht weiter differenzieren, welchen
Beitrag die beiden Effekte zur beobachteten Signalintensitatsreduktion leisten. In beiden
Fallen jedoch deutet die Signalreduktion auf eine Erhéhung der Bindungsstarke hin, die durch
die Bildung von Protein-Ligand-Komplexen begriindet werden kann. Die Entstehung solcher
Komplexe ist im Gegensatz zu dem Experiment mit der Gal-3-CRD dadurch beglinstigt, dass
Gal-1 als Homodimer vorliegt. Ubereinstimmend mit dieser Vermutung, konnte die Bildung
einer leichten Tribung bzw. eines Niederschlags im NMR-Réhrchen beobachtet werden, die
ebenfalls auf die Entstehung von Clustern hindeutet. Ahnliche Beobachtungen konnten
beispielsweise auch von Bertuzzi et al. fiir multivalente Liganden und Gal-1 bzw. Gal-3 in
vergleichbaren NMR-Studien gemacht werden.36¢

Untersuchung von Ligand-Galektin-Interaktionen auf der Oberfléiche von Liposomen mittels
NMR

Neben den Interaktionen in Losung sollten auch die Protein-Ligand-Wechselwirkungen von
Membran-verankerten Liganden auf der Oberflaiche von Liposomen zur besseren
Nachahmung der natirlichen Situation untersucht werden (siehe Abbildung 51). Die
entsprechenden NMR-Messungen wurden ebenfalls in Kooperation mit dem Institut
CICbioGUNE durch Marta G. Lete und weitere Kooperationspartner*innen unter Leitung von
Prof. Dr. Jesus Jiménez-Barbero durchgefiihrt.

1H-15N-HSQC-NMR:

- Protein-basiert

:’\‘/S‘\CES
%8 o
—» CSP und Signalreduktion

- Stadrke der Interaktion

s

e’ .
Abbildung 51: Schematische Darstellung und kurze Erléuterung zu den *H-">N-HSQC-NMR-Experimenten mit Liposomen.

Dazu wurden die Konjugate mit L-a-Phosphatidylcholin (Hauptbestandteil: POPC, 1-Palmitoyl-
2-oleoyl-glycero-3-phosphocholin) gemischt und aus der Lipidmischung Liposomen
hergestellt. Wie bereits erwdhnt kdnnen Einschrankungen der Molekilbewegungen, des
molecular tumbling, dazu fihren, dass grofle Aggregate im NMR-Experiment nicht beobachtet
werden konnen. Dies gilt auch fiir die funktionalisierten Liposomen, die deutlich gréRer als die
Liganden allein oder auch die Proteine sind, und fir die daher keine Ligand-basierten
Methoden verwendet werden konnten. Stattdessen wurden erneut Protein-basierte *H-1°N-
HSQC-NMR-Messungen genutzt, um die Wechselwirkung zu charakterisieren. Fir die
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Messungen wurden alle Lipid-Konjugate (L13 bis L18) fir die Funktionalisierung von
Liposomen verwendet. Zudem wurde eine Probe mit unfunktionalisierten Liposomen
untersucht.

In den Experimenten mit hGal3-CRD konnte fiir die Laktose-funktionalisierten Liganden eine
Signalreduktion sowie eine CSP beobachtet werden. Die Signalreduktion kommt durch die
Anbindung des Proteins an die Liposomoberflache zustande, wodurch die Beweglichkeit, also
das molecular tumbling, des Proteins eingeschrankt und die Intensitat der entsprechenden
Signale vermindert wird. Zur Auswertung werden die Intensitatsreduktionen aller Signale im
NMR-Spektrum gemittelt und aufgetragen, wobei eine starkere Signalreduktion einer
hoheren Bindungsstarke beziehungsweise Verweildauer im gebundenen Zustand entspricht.

Die erhaltenen Werte lagen fir die mit den trivalenten Lipidkonjugaten, 3-Lac-Lipid (L13), 3-
Lac-3-pSOsHPh-Lipid (L14) und 3-Lac-3-COOMe-Lipid (L15) funktionalisierten Liposomen bei
ungefdahr 50% der urspriinglichen Intensititen (siehe Abbildung 52). Fiir die monovalente
Struktur 1-Lac (L16) wird, erneut entsprechend der Erwartung, eine geringere Reduktion
beobachtet. Fir die Liposomen, die mit den Negativkontrollen funktionalisiert wurden, also
bei der Verwendung von 1-pSOsHPh-Lipid (L17) und 3-Glc-Lipid (L18), sowie fir die
unfunktionalisierten Liposomen wird keine Anderung der chemischen Verschiebung und
Signalintensitaten registriert. Dies zeigt, dass die Interaktion spezifisch und durch die Laktose-
Einheiten vermittelt ablauft. Um diese Beobachtung weiter zu untermauern, wurden
Messungen unter kompetitiven Bedingungen — Zugabe von 20 Aq. Laktose — durchgefiihrt. Die
Zugabe von Laktose zeigte in den anschlieBend wiederholten *H->N-HSQC-NMR-Messungen
eine vollstandige Wiederherstellung der Signalintensitaten fur 3-Lac-Lipid (L13) und 1-Lac-
Lipid (L16). Fur 3-Lac-3-COOMe-Lipid (L15) wurden 90% und fiir 3-Lac-3-pSOsHPh-Lipid (L14)
70% der urspringlichen Signalintensitdit wiederhergestellt. Bei unvollstandiger
Signalwiederherstellung ist die Bindung an Gal-3 am schwierigsten zu inhibieren und
dementsprechend am starksten. Die Trends bei der Peakwiederherstellung deuten somit an,
dass die Interaktion von 3-Lac-3-pSO3HPh (L14)-funktionalisierten Liposomen mit der hGal3-
CRD am stadrksten ist.
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Abbildung 52: Bestimmung der Peakvolumenreduktion fiir die hGal-3 CRD durch Anbindung_an Ligand-funktionalisierte
Liposomen (hellblau) sowie die Wiederherstellung der Signalintensitdten durch Zugabe von 20 Aq. Laktose (dunkelblau). Als
Kontrolle wurde zudem das Protein zusammen mit unfunktionalisierten Liposomen (PC) vermessen.

Diese Beobachtung deckt sich mit den bereits diskutierten Ergebnissen aus den von Freichel
et al. veroffentlichten Arbeiten. Und es kann nun erstmalig nicht nur fiir die
heteromultivalenten Liganden in Losung, sondern auch auf Liposomen, ein solch
bindungsverstarkender Effekt durch die p-Aminobenzolsulfonsdure-Einheiten nachgewiesen
werden. Da die STD-NMR-Studien aber keine Interaktion der CRD bzw. des Proteins mit den
zusatzlich auf dem Ligandriickgrat aufgebrachten Funktionen zeigen, lasst sich Uber die
Grinde dieser Intensitatssteigerung keine klare Aussage treffen. Eine mogliche Hypothese
basiert auf einer Betrachtung der konformativen Eigenschaften der Liganden. Basierend auf
vorherigen Studien kann davon ausgegangen werden, dass das Oligomer als Knduel vorliegt.
Es ist nun vorstellbar, dass sich die sekunddren aromatischen Einheiten innerhalb dieses
Knduels durch Interaktionen der m-Elektronen zusammenlagern. Ebenso ko&nnen
Interaktionen der aromatischen Ringe mit den anionischen Sulfonatgruppen benachbarter
sekundarer Einheiten auftreten. Solche Interaktionen tragen beispielsweise auch zu der
Faltung von Proteinen bei.3’° Das Oligomerkniuel wird durch diese Interaktionen enger,
wobei andere Teile des Molekiils wie die Laktose-Einheiten nach aulien gedrangt werden. Es
kann angenommen werden, dass durch die veranderte Prasentation die Kohlenhydrate fiir die
Proteine besser zuginglich werden. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits fiir andere
Glykooligo(amidoamine) mit aromatischen Einheiten aus der Gruppe von Hartmann et al.
gemacht.?3!

Bei der Untersuchung der Liposominteraktion mit Gal-1 wurde fiir 1-pSOsHPh-Lipid (L17) und
3-Glc-Lipid () wie erwartet erneut keine Veranderung der aufgenommenen NMR-Spektren
beobachtet. Die Experimente mit Laktose-enthaltenden Liposomen (funktionalisiert mit L13
bis L16) hingegen zeigten erneut drastisch verschiedene Ergebnisse im Vergleich zu den

Experimenten mit Gal-3. Die Signale in den aufgenommenen Spektren verschwanden
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vollstindig und auch die Zugabe von 20 Aq. Laktose fiihrte nicht zu einer Wiederherstellung
der Signalintensitdten. Ebenso konnte eine starke Sedimentation im NMR-R6éhrchen
beobachtet werden. Wie schon die Ergebnisse der *H-1>N-HSQC-NMR-Studien des Liganden 3-
Lac-3-pSOsHPh (14) in Losung deutet dies auf eine deutliche Steigerung der Starke der
ablaufenden Interaktionen mit Gal-1 im Vergleich zu Gal-3 hin. Das vollstandige Verschwinden
der Signale kann durch die Bildung groBBer und stabiler Protein-Ligand bzw. Liposom-Komplexe
erklart werden, die aufgrund ihrer eingeschrankten Beweglichkeit nicht Giber die verwendeten
NMR-Methoden detektiert werden konnen. Eine Beobachtung, die auch schon fir andere
multivalente Glykomimetika zur Ansteuerung von Gal-3 und Gal-1 gemacht werden konnte.3%¢
Ein Vergleich mit den Ergebnissen fiir die freien Liganden in Losung ist nicht direkt moglich, da
fir die Anbindung des Proteins an Liposomen inhdrent eine starkere Einschrankung der
Beweglichkeit des Proteins zu erwarten ist als fur die Anbindung an die freien Liganden. Es
|asst sich aber festhalten, dass Gal-1 in Kombination mit den hier verwendeten multivalenten
Systemen die Bildung von stabilen Clustern zu erméglichen scheint.

Es sollte daher weiter untersucht werden, ob sich die zugrundeliegenden Mechanismen und
strukturellen Parameter der Interaktion aufklaren lassen. Der groBe Unterschied zwischen
Gal-1 und Gal-3 ist, dass Gal-1 als Homodimer und fir Gal-3 lediglich die CRD in den NMR-
Studien verwendet wurde. Dies lasst die Vermutung zu, dass die hGall-Homodimere im
Gegensatz zur hGal3-CRD Liganden verbriicken kdnnen. Gal-1 kann dabei theoretisch an zwei
Liganden desselben Liposoms oder an Liganden unterschiedlicher Liposomen binden. Diese
verschiedenen Interaktionsmodi kdnnen als trans und cis bezeichnet werden und sind
schematisch in Abbildung 53 skizziert. Theoretisch ebenfalls denkbar ware eine Anbindung
des Galektindimers an zwei Laktose-Einheiten desselben Liganden. Eine solche Interaktion ist
aber aufgrund der Tatsache, dass die beiden Bindungsstellen des Gal-1-Homodimers in
entgegengesetzte Richtungen zeigen, sehr unwahrscheinlich und wird im Weiteren daher
nicht betrachtet.3’!
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Abbildung 53: Schematische Darstellung der méglichen cis- und trans-Interaktionen von hGall mit den Liganden auf der
Liposomoberfldche.

Fiir beide Prozesse ist davon auszugehen, dass sie zu einer verstarkten Interaktion fihren. Die
Verbriickung von Liganden auf verschiedenen Liposomen kann aber zusatzlich eine
Formierung groRerer Komplexe aus Proteinen und Liposomen bewirken.
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Untersuchung von Ligand-Galektin-Interaktionen auf der Oberfléiche von Liposomen mittels
Cryo-EM und Molekulardynamik (MD)-Simulationen

Um die These zu unterstiitzen, dass die Gal-1-Homodimere zu einer Verbriickung von
Liganden fiihren, wurden als nachstes Cryo-EM-Aufnahmen der funktionalisierten Liposomen
mit und ohne Galektinzusatz erstellt, wobei die gleichen Bedingungen wie fiir die NMR-
Experimente verwendet wurden (siehe Abbildung 54). Die Cryo-EM- und MD-Experimente
wurden ebenfalls am CICbioGUNE unter der Leitung von Prof. Dr. Jesus Jiménez-Barbero
durchgefiihrt.

Galektine in Kombination mit L13-funktionalisierten Liposomen

A) PC-L13 + B) PC-L13 +
hGal3-CRD hGall
J s
«fg fo@ IO

C) PC D) PC + hGal3-CRD E) PC-L13

Abbildung 54: Cryo-EM-Aufnahmen fiir folgende Probenzusammensetzungen: A) 3-Lac-Lipid (L13)-funktionalisierte Liposomen
mit hGal3-CRD mit schematischer Darstellung der méglichen Interaktionen; B) 3-Lac-Lipid (L13)-funktionalisierte Liposomen
mit hGall mit schematischer Darstellung der méglichen Interaktionen; C) unfunktionalisierte Liposomen; D)
unfunktionalisierte Liposomen mit hGal3-CRD und E) 3-Lac-Lipid (L13)-funktionalisierte Liposomen.

Die Bilder A und B in Abbildung 54 zeigen die Situation, wenn Liposomen funktionalisiert mit
3-Lac-Lipid (L13) in Kombination mit jeweils einem der beiden verschiedenen Galektine
vorliegen. Im unteren Abschnitt sind Aufnahmen unter Kontrollbedingungen gezeigt, bei
denen nackte Liposomen allein (C), mit hGal-3CRD (D) und Liposomen funktionalisiert mit 3-
Lac-Lipid (L13) aber ohne Zusatz von Protein erstellt wurden. Fiir die Kontrollbedingungen sind
kaum ausgedehnteren Kontaktflachen zwischen den Liposomen zu beobachten und es kann
ein unabhangiges Verhalten der Liposomen angenommen werden. Im Gegensatz dazu zeigen
die Bilder A und B ein vermehrtes Auftreten von elektronendichten Bereichen an
Kontaktflachen von Liposomen, wobei fir Gal-1 deutlich mehr solcher Bereiche gefunden
werden koénnen. Elektronendichte Bereiche konnen sowohl fir A als auch B auf die

Akkumulation von Proteinen hindeuten. Eine mogliche Erklarung, dass solche Bereiche
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deutlich haufiger in B) beobachtet werden, ist die Verbriickung von Liganden auf der
Liposomoberflache durch Gal-1 via eines trans Modus.

Um diese mogliche Erklarung durch Berechnungen zu unterstitzten, wurden zwei
verschiedene Situationen durch full-atom MD-Simulationen modelliert; einmal die Anbindung
von drei Gal-3-Molekilen an die drei Kohlenhydratepitope eines einzelnen
membranverankerten 3-Lac-Lipid-(L13)-Molekiils und einmal die Anbindung eines Gal-1-
Homodimers an die dulRere bzw. die mittlere Laktose-Einheit zwei verschiedener 3-Lac-(L13)-
Molekdle, in beiden Fallen auf einer kleinen Doppelschicht aus POPC (1-Palmitoyl-2-oleoyl-
glycero-3-phosphocholin). Somit wird in der Modellierung die Membransituation auf der
Liposomoberflache nachgeahmt (siehe Abbildung 55).

Abbildung 55: Reprdsentative Momentaufnahmen einer 100 ns dauernden MD-Simulation in wdssriger Lésung fiir die
folgenden Situationen auf einer POPC Doppelschicht: A) drei Gal-3-Molekiile binden simultan an die drei Laktose-Einheiten
von einem 3-Lac-Lipid (L13)-Molekiil und B) ein Gal-1-Homodimer bindet an die dufSere und die mittlere Laktose-Einheit zwei
verschiedener 3-Lac-Lipid (L13)-Molekiile.

In den durchgefiihrten Simulationen konnte beobachtete werden, dass sich die PEG-Ketten,
die Ligand und Lipid miteinander verknipfen, zusammenziehen, was durch ihre grofle
Flexibilitdt und den hydrophoben Effekt zu erkldaren ist. So kann PEG sowohl hydrophile als
auch hydrophobe Charakteristika im wassrigen Medium ausbilden.3’2 Dennoch erhalten sie
einen gewissen Abstand zwischen Liganden und Membran liber den kompletten simulierten
Zeitraum (100 ns). Wahrend der Simulation weisen die Laktose-Einheiten gleichbleibende
geometrische Parameter auf, was darauf hinweist, dass die Bindung beider Lektine Gber deren
kanonische, also klassischen, Bindungsmodi, wie sie auch in Kristallographiestudien
charakterisiert wurden, erfolgt.3’*3’ Die Simulationen zeigen, dass multivalente
Interaktionen zwischen Ligand 3-Lac (13) auf der Oberflache von Liposomen und Gal-3 wie
auch Gal-1 stattfinden konnen. Beide modellierten Situationen kénnen eine Erklarung fiir das
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Auftreten elektronendichter Bereiche in den gezeigten Cryo-EM-Aufnahmen liefern, da tber
multivalente Interaktionen eine Akkumulation von Liganden und Galektinen stattfindet wird.
Die Fahigkeit von Gal-1 zur Verbriickung von Liganden, wenn auch fiir den trans-Modus nicht
Uber Simulationen untermauert, kann zudem als eine Erklarung dafiir dienen, dass diese
Bereiche fiir Gal-1 haufiger auftreten.

Insgesamt zeigen die erhaltenen Ergebnisse den Einfluss der Ligand-Prasentation auf die
Interaktion mit Proteinen. Da NMR-Studien zu Protein-Ligand-Interaktionen eine wichtige
Rolle spielen, besitzt insbesondere die vorgestellte Verwendung der Liposomen in solchen
Untersuchungen und die dadurch ermdglichte Betrachtung von dynamischen Protein-
Membran-Interaktionen, die die natirlichen Protein-Glykokalyx-Interaktionen nachahmen,
ein groBes Potenzial auch fir zukiinftige Studien zu Protein-Ligand-Interaktionen. Zudem war
es insbesondere durch die Kombination von NMR-, Cryo-EM- und MD-Experimenten zur
Untersuchung liposomaler Systeme und multivalenter Liganden moglich die ablaufenden
Interaktionen weiter zu entschliisseln. Der Nachweis einer ausgesprochen stabilen Interaktion
von Gal-1 mit multivalenten Liganden in Losung und bei der Interaktion mit funktionalisierten
Liposomen, bei denen die gebildeten Komplexe durch die Zugabe von Laktose nicht
aufgebrochen werden kdnnen, ist besonders fiir die Galektine, die ihre biologische Funktion
haufig durch Ausbildung von Clustern auf der Zellmembran ausfiihren, von groBem Interesse.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Synthese spezifisch modifizierter, durch
Festphasensynthese erhaltener Glykomimetika und insbesondere deren Prasentation auf
Membranen realisiert. Die erhaltenen Strukturen wurden dann zur Studie von Protein-Ligand-
Interaktionen in Loésung und auf der Oberflache verschiedener Membransysteme genutzt. Es
wurde die Synthese global und segmentweise sulfatierter Glykooligo(amidoamine) mittels
Festphasensynthese etabliert und durch eine Weiterentwicklung der
Festphasensyntheseplattform die Prasentation sulfatierter Glykomakromolekiile auf
Membranen zur Ansteuerung von Virus-Membran-Interaktionen ermaoglicht. Dariber hinaus
wurde die Membranprasentation heteromultivalenter Galektinliganden durch Ligand-Lipid-
Konjugation ermdoglicht, und die erhaltenen Ligand-funktionalisierten Liposomen wurden als
Zellmodellsysteme in NMR-, Cryo-EM- und Molekulardynamik-Simulation-Studien (MD-
Simulationen) verwendet.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Etablierung einer Festphasensynthesemethode zur
Herstellung global und insbesondere segmentweise funktionalisierter
Glykooligo(amidoamine) als sGAG-Mimetika vorgestellt (Abbildung 56). Solche Strukturen
bieten die Moglichkeit, mit groRer Definition die in natlrlichem Heparansulfat auftretenden
Sequenzen stark und nicht sulfatierter Regionen nachzuahmen. Um erstmalig die Sulfatierung
von Glykooligo(amidoaminen) als Teil der Festphasensyntheseroute durchfiihren zu kénnen,
wurde ein photospaltbarer Linker eingefiihrt, der die schonende Abspaltung der sulfatierten
Strukturen erlaubt. Es wurden die Kompatibilitdt des verwendeten Fmoc-Photo-Linkers mit
den Reaktionsbedingungen der Festphasensynthese (Uberprift und (ber Fmoc-
Ladungsbestimmungen die Kupplungseffizienzen quantifiziert und das Protokoll entsprechend
angepasst. Anschlieend wurden passende Reaktionsbedingungen zur vollstindigen
Sulfatierung der aufgebauten Glykooligo(amidoamine) auf der Festphase gefunden. Die
Syntheseroute wurde dann zur Herstellung von drei Klassen von sGAG-Mimetika genutzt. Zur
Herstellung zweier global sulfatierter di- bzw. octavalenter Strukturen wurde ein Riickgrat aus
funktionalen und spacer Bausteinen aufgebaut, die Alkin-Seitenketten der funktionalen
Bausteine anschliefend Gber CUAAC mit Acetyl-geschiitztem GIcNAc-Azid umgesetzt und die
Kohlenhydrate nach Deacetylierung sulfatiert. Zur Synthese zweier segmentweise sulfatierter
Strukturen, die im Wechsel zwei unsulfatierte und zwei sulfatierte GIcNAc-Einheiten tragen,
wurde die Abfolge der Syntheseschritte variiert, sodass nach Einfliihrung zwei Alkin-
funktionalisierter Bausteine jeweils die CUAAC mit Acetyl-geschlitztem oder ungeschiitztem
GlcNAc-Azid durchgefiihrt wurde. Bei der anschlieBenden Sulfatierung wurden so nur die
freien Hydroxylgruppen umgesetzt. Nach anschliefender Deacetylierung konnten nun durch
Bestrahlung Strukturen mit Segmenten sulfatierter und unsulfatierter Kohlenhydrate erhalten
werden. Eine weitere Variation der strukturellen Parameter der Glykooligo(amidoamine)
wurde durch die Einfihrung rigider Oligoprolin-Einheiten beim Aufbau des Rickgrats
realisiert, wodurch eine global sulfatierte Oligoprolin-Hybrid-Struktur erhalten wurde.
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Abbildung 56: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Kapitel 1: Etablierung eines Protokolls zur Festphasensynthese global
und segmentweise sulfatierter Glykooligo(amidoamine); Ubersicht iiber die hergestellten Zielstrukturen; Ergebnisse der
Koagulationsassays unter Verwendung der synthetisierten Verbindungen.

Wie Arbeiten von Soria et al. gezeigt haben, kdnnen sulfatierte Glykooligo(amidoamine) die
Inhibition von Virusinfektionen ermoglichen. Ein elementarer Faktor bei solchen
Untersuchungen stellt die Spezifizitat dar. Nebenwirkungen durch Kreuzreaktivitaten, wie die
ungewollte Beeinflussung der Blutgerinnung, spielen hier eine wichtige Rolle. Daher wurden
die hergestellten Strukturen zum ersten Mal auch auf ihre antikoagulativen Eigenschaften
untersucht. Generell konnen sGAG-Mimetika Antithrombin aktivieren, welches wiederum
Gerinnungsfaktoren inhibiert und somit die Blutgerinnung verzégert. Daher wurde der
Einfluss der Strukturen auf die APTT (englisch: activated partial thromboplastin time)
untersucht, wobei die Aktivitdat der Strukturen hierbei gering war und mit der Zahl der
Sulfatgruppen anstieg. Insbesondere fiir die global sulfatierte octavalente Struktur konnte
dementsprechend eine Verdopplung der APTT bei einer Konzentration von 250 pg/ml
gemessen werden. Im Vergleich zu Heparin und dem Pentasaccharid Arixtra® war die
Beeinflussung der APTT jedoch gering und lag zudem in einem dhnlichen Bereich wie fir das
bereits in klinischen Studien als gut vertraglich eingestufte sGAG-Mimetikum PG545. Es ist
somit davon auszugehen, dass es bei einer Anwendung der prasentierten Strukturen im
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getesteten Konzentrationsbereich nicht zu einer antikoagulativen Kreuzreaktivitat kame. Die
Entschllsselung des sogenannten sulfation code und die Studie des Einflusses spezifischer
struktureller Parameter auf die Interaktionen von natiirlichen und synthetischen sGAGs und
sGAG-Mimetika mit Proteinen kdnnen die Grundlage fiir die Entwicklung von therapeutisch
anwendbaren Strukturen bilden. Die Einflihrung der Sulfatierung auf der Festphase erlaubt in
diesem Kontext die Synthese sequenz-definiert variierbarer Strukturen und somit einer neuen
Klasse von sGAG-Mimetika, die es ermoglichen kann, Erkenntnisse zur Struktur-Wirkung-
Beziehung in der Interaktion beispielsweise mit Viren zu erhalten. Die Etablierung der
Sulfatierung auf der Festphase bietet zudem die Moglichkeit, weitere Variationen der
hergestellten Strukturen durchzufiihren, da die Festphasensynthese als modularer Ansatz um
weitere Reaktionsschritte erganzt werden kann.

Dies wurde im zweiten Teil der Arbeit ausgenutzt, um die Prasentation von sGAG-Mimetika
auf liposomalen Vesikeln und natirlichen Membranen zu ermdglichen (Abbildung 57). Viren
nutzen sGAGs als Ankerpunkte auf der Zellmembran wahrend des Infektionsprozesses, daher
ist die Betrachtung solcher Interaktionen auf dynamischen Membransystemen von groRem
Interesse, und die hergestellten Strukturen wurden zur Ansteuerung von Virus-Membran-
Interaktionen genutzt. Zunachst wurde die Funktionalisierung von Vesikelmembranen mit
Fondaparinux-tragenden Glykolipiden untersucht. Die Anbringung des sGAG-Pentasaccharid
Fondaparinux an Lipide stellte eine groRe Herausforderung dar. Griinde liegen vermutlich in
der groRen Polaritdat und dem hohen sterischen Anspruch des Liganden, da dies die
Losungsmittelwahl erschwert bzw. eine optimale Zuganglichkeit der reaktiven Gruppen der zu
konjugierenden Lipide erfordert. Durch die direkte Konjugation der Carboxylgruppen des
Fondaparinux an die Amin-Funktionalititen von Lipiden auf der Membran von
vorformulierten Liposomen konnten diese Voraussetzungen letztendlich erfillt und
Fondaparinux-funktionalisierte Liposomen erhalten werden. Nachteil dieser Methode war es,
dass eine Lipidmischung erhalten wurde, fiir die der Anteil des Fondaparinux-Lipid-Konjugates
unbekannt war. Um einen weiteren Ansatz zur Ligand-Lipid-Konjugation zu testen, wurde im
nachsten Schritt, in Zusammenarbeit mit Luca-Cesare Blawitzki, die Verwendung der
Festphasensynthese zur Herstellung zwei verschiedener Klassen von
Glykooligo(amidoaminen) getestet. Der Einsatz der Festphasensynthese zu Anbringung von
Membranankern bot den groRen Vorteil, dass unumgesetzter Membrananker direkt durch
Waschen abgetrennt werden konnte. Durch Aufreinigung der Strukturen, nach deren
Abspaltung mittels Dialyse, konnten zudem auch die Oligomere ohne Membrananker entfernt
werden, da bei einem ausreichend hohen MWCO nur die funktionalisierten Strukturen in Form
von Aggregaten in der Dialysekammer verbleiben. Fir die Synthese sulfatierter Mannose-
funktionalisierter Oligo(amidoamine) wurde das im vorherigen Kapitel etablierte Protokoll
weiterentwickelt. Nach Aufbau des Riickgrats konnten dessen Seitenketten durch CUAAC mit
Mannoseazid und der N-Terminus durch Anbringung eines Membranankers, in diesem Fall
Cholesterol oder auch ein Lipidmimetikum bestehend aus einem polaren Kopf und zwei
unpolaren Alkylketten, dekoriert werden. Zudem wurde eine orthogonale Funktionalisierung
des Rickgrats mit Fluoreszenzmarkern durchgefiihrt, wobei die Reihenfolge der
Funktionalisierungsschritte je nach Anspruch der Reaktanden variiert werden konnte. Nach
Sulfatierung, Abspaltung durch Bestrahlung und Aufreinigung durch Dialyse wurden so vier
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sulfatierte Mannose-funktionalisierte Glykomakromolekile erhalten, die zur Studie von
Protein-Membran-Interaktionen genutzt werden kénnen.

Synthese und Studie von membranverankerten sGAG-Mimetika
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Abbildung 57: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Kapitel 2: Fondaparinux-Funktionalisierung von Liposomen durch
Grafting-to-Ansatz; Entwicklung einer Festphasensyntheseplattform zur Herstellung von Membrananker-tragenden sGAG-
Oligo(amidoaminen); Erste Studien zur Verwendung Membrananker-tragender sGAGs- und sGAG-Mimetika zur Dekoration
von GUVs und Zellen sowie die Untersuchungen der VLP-Anbindung an die funktionalisierten Membranen.

Fir die Synthese Fondaparinux-funktionalisierter Oligo(amidoamine) musste die
Synthesestrategie modifiziert werden, da die Anbringung des Fondaparinux auf der Festphase
nicht erfolgreich war. Stattdessen wurden Membrananker-tragende, Fluoreszenz-markierte
Strukturen in Losung mit Fondaparinux funktionalisiert. Wie schon zuvor, stellte die
Konjugation des Fondaparinux auch hier eine anspruchsvolle Reaktion dar, und die Analytik
der erhaltenen Strukturen wurde durch deren amphiphile Eigenschaften erschwert. Da die
Umsetzung der Fondaparinux-Funktionalisierung unvollstandig war, konnten Uber diese
Syntheseroute Produktgemische, die Cholesterol bzw. ein Etherlipid als Membrananker
tragen, erhalten werden, die dennoch testweise fiir die Dekoration von Membranen mit
Fondaparinux in Virus-Membran-Studien eingesetzt werden kénnen. Insbesondere bei der
Verwendung von Kohlenhydrataziden bietet die Festphasensynthese den Vorteil der
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einfachen Isolation Membrananker-tragender Glykooligo(amidoamine) sowie die Moglichkeit
zur Variation des Membranankers und der Rickgrat-Funktionalisierung. Die vorgestellten
Synthesemethoden kénnen somit auch in Zukunft als Syntheseplattform fir Membrananker-
tragende Glykooligo(amidoamine) dienen. Die mogliche Anwendung der erhaltenen
Strukturen wurde mit Hilfe der Fondaparinux-funktionalisierten Lipidmischung sowie durch
Verwendung von sulfatierten Membrananker-tragenden Mannosepolymeren, deren
Synthese nicht Teil dieser Arbeit war, die jedoch analog zu den vorgestellten
Glykooligo(amidoaminen) synthetisiert und funktionalisiert wurden, in ersten Studien
aufgezeigt. Hier konnten die verwendeten Verbindungen zur Funktionalisierung von GUVs
(englisch: giant unilamellar vesicles) und Zellen genutzt werden. Es wurde die Anbindung von
Virus-ahnlichen Partikeln (VLPs) des HPV16 an Fondaparinux- sowie Polymer-funktionalisierte
GUVs gezeigt. Im Gegensatz dazu banden MCPyV-VLPs lediglich an die Polymer-tragenden
Vesikel. Als erste Studie zu moglichen de novo Glycocalyx Engineering Experimenten konnte
eine Polymer-Dekoration von Zellen erzielt werden, die zu einer vermehrten Anbindung von
MCPyV-VLPs fiihrte. Testweise wurde zudem fir ein Membrananker-tragendes
Glykooligo(amidoamin) der erfolgreiche Einbau in GUVs nachgewiesen. Die prdsentierten
Ergebnisse zeigen somit eindriicklich die Méglichkeiten dieses Systems zur Studie von Virus-
Membran-Interaktionen auf. In weiteren Arbeiten werden nun auch die anderen
synthetisierten Strukturen, sowohl inkorporiert in GUVs als auch in Zellmembranen,
untersucht werden, um Einblicke in Struktur-Wirkung-Beziehungen zu erzielen. Auch eine
Verwendung segmentweise sulfatierter Strukturen, die mit der neu etablierten Syntheseroute
aus Kapitel 1 erhalten werden kénnen, ist dabei moglich.

Im letzten Teil der Arbeit wurde nun das Prinzip der Ligand-Membranprasentation zur
Ansteuerung von Proteinen auf ein weiteres System (ibertragen. Es wurden
heteromultivalente Glykooligo(amidoamine) mittels Festphasensynthese synthetisiert und
zum ersten Mal deren Konjugation an Lipide realisiert. Die Inkorporation der erhaltenen
Strukturen in Liposomen und die Verwendung verschiedener NMR-Methoden ermdoglichte die
Untersuchung der erhaltenen Liganden in der Interaktion mit Galektin-1 (Gal-1) und Galektin-
3 (Gal-3) im dynamischen, membranverankerten Zustand (siehe Abbildung 58). Dies war so
zuvor fur die verwendeten Liganden nicht moglich und ist insbesondere flr Galektine, die
einen wichtigen Teil ihrer biologischen Funktion durch multivalente Prozesse auf der
Glykokalyx unter Einbeziehung mehrerer Proteine und Glykane ausiben, von groflem
Interesse. Die Studien hierzu wurden in Zusammenarbeit mit Kooperationspartner*innen am
Institut CICbioGUNE in Derio (Spanien) unter der Leitung von Prof. Dr. Jesus Jiménez-Barbero
durchgefiihrt. Durch die Wahl der NMR-Methoden konnten zudem zuvor unaufgeklarte
strukturelle Parameter der Interaktion entschliisselt werden. In vorangegangenen Studien von
Freichel et al. zu Gal-1 und Gal-3 war ein bindungsverstarkender Effekt sowohl durch die
multivalente Prasentation homomultivalenter Liganden auf Liposomen als auch durch die
Einflhrung zusatzlicher aromatischer Riickgratfunktionalisierungen an Laktose-tragende
Oligo(amidoamine) zum Erhalt heteromultivalenter Strukturen beobachtet worden. Diese
beiden Strategien wurden nun kombiniert. Es wurden insgesamt sechs homo- und
heteromultivalente Oligo(amidoamine) mit einem freien N-Terminus hergestellt, wobei als
zusatzliches Motiv zur Funktionalisierung p-Aminobenzolsulfonsaure verwendet wurde.
AnschlieBend wurden die erhaltenen Strukturen an NHS-aktivierte PEG-DSPE-Lipide
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konjugiert. Die erhaltenen Konjugate wurden zur Herstellung Ligand-funktionalisierter
Liposomen genutzt, die als Zellmimetika in ihrer Interaktion mit Gal-1 und Gal-3 untersucht
werden konnten. Es wurden zundchst NMR-Studien von Gal-3 (hGal-3-CRD) und Gal-1 (hGal1)
mit den Oligo(amidoaminen) ohne Lipid-Membrananker in Losung durchgefiihrt. Die STD-
NMR-Experimente lieferten bisher fehlende Informationen zu den strukturellen Parametern
der Interaktion und =zeigten (iberraschenderweise keine Beteiligung der p-
Aminobenzolsulfonsaure an der Interaktion mit der Bindungstasche der beiden Galektine. Die
Uber H->N-HSQC-Experimente beobachtete CSP (englisch: chemical shift perturbation) fur
einen heteromultivalenten Liganden in Lésung mit Gal-3 zeigte eine verstarkte Interaktion im
Vergleich zu freier Laktose, was auf das Auftreten multivalenter Effekte bei der Bindung des
Galektins hinweist. Fir die Interaktion des heteromultivalenten Liganden mit Gal-1 wurde
unerwarteterweise eine Verminderung der Signale beobachtet, was sich durch die Entstehung
supramolekularer Komplexe erklaren lasst.

Homo- und heteromultivalente Liganden und deren
Prasentation auf Liposomen zur Ansteuerung von Galektinen
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Abbildung 58: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Kapitel 3: Epitopmapping durch STD-NMR; Signalreduktion beobachtet
in 1H->N-2D-HSQC-NMR-Experimenten; Cryo-EM- und MD-Simulationen zur weiteren Entschliisselung intermolekularer
Wechselwirkungen.

Um dariiber hinaus auch die Ligand-funktionalisierten Liposomen untersuchen zu kénnen,
wurden erneut H-N-HSQC-Studien durchgefiihrt. Fir Gal-3 wurde hierbei eine
Signalreduktion sowie das Auftreten einer CSP beobachtet. Beides zeigt die starke Interaktion
des Proteins mit den Liganden auf der Liposomoberflache, wobei die Spezifizitdt der Bindung
Uber Kontrollexperimente sowie durch Messungen unter kompetitiven Bedingungen
nachgewiesen werden konnte. Vergleiche der verschiedenen Liganden zeigten eine starkere
Interaktion des trivalenten im Vergleich zum homovalenten Laktose-funktionalisierten
Oligo(amidoamin), und zudem konnte fiir den heteromultivalenten Liganden die insgesamt
starkste Interaktion beobachtet werden. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit den Ergebnissen
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von Freichel et al., lasst sich aber, wie die STD-Messungen zeigten, nicht wie vermutet durch
eine Interaktion der p-Aminobenzolsulfonsaure mit der CRD des Lektins begriinden. Eine
mogliche Erklarung ist, dass die aromatischen Funktionalititen die konformativen
Eigenschaften des Liganden beeinflussen. Es ist moglich, dass die aromatischen Einheiten der
Struktur Gber m-m- sowie mn-Anion-Interaktionen miteinander interagieren und sich
zusammenlagern, wodurch wiederum die Laktose-Einheiten des Liganden nach aulen
gedrangt werden und somit deren Zuganglichkeit fir das Protein verbessert wird. Fir die
Ligand-funktionalisierten Liposomen bei der Interaktion mit Gal-1 konnte keine klassische CSP
beobachtet werden, da die Signale vollstandig verschwanden, was auf eine starke Interaktion
und erneut auf das Auftreten supramolekularer Komplexe hindeutet. Der Effekt ist somit noch
einmal drastischer als fiir die Liganden in Losung. Allgemein kann die Entstehung solcher
Aggregate durch die dynamische Prasentation der Liganden auf der Liposommembran
begiinstigt werden, was erneut die Bedeutung des verwendeten liposomalen Systems
unterstreicht. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der NMR-Experimente konnten in
Cryo-EM-Aufnahmen fir Ligand-funktionalisierte Liposomen mit Gal-3 bzw. Gal-1
elektronendichte Bereiche zwischen einzelnen Liposomen beobachtet werden, wobei diese
fir Gal-1 vermehrt auftraten. Sowohl die beobachtete Signalreduktion fir Gal-3 bzw. das
Verschwinden der Signale fiir Gal-1 als auch die Cryo-EM-Aufnahmen lassen sich dadurch
erklaren, dass simultane Anbindungen mehrerer Proteine an einen oder benachbarte
Liganden auftreten. Hierbei unterscheidet sich Gal-1 von der verwendeten Gal-3-CRD, da es
als Homodimer vorliegt und somit eine Verbriickung von verschiedenen Liganden oder sogar
Liposomen und so die Entstehung supramolekularer Komplexe erméglichen kann. Es wurden
die entsprechenden Situationen mittels full atom Molekulardynamik-Simulationen
untersucht. Dazu wurden die Anbindung von drei Gal-3-CRDs an einen einzelnen trivalenten
membranverankerten Liganden und die Anbindung eines Gal-1-Homodimers an zwei
benachbarte Liganden auf derselben Membran simuliert. Die Berechnungen zeigten, dass
solche Interaktionen mdglich sind, und untermauern somit die vorgestellten Erklarungen zu
den ablaufenden Protein-Ligand-Interaktionen. Die Kombination verschiedener Methoden
konnte zur Aufschlisselung der ablaufenden Interaktionen von Gal-1 und Gal-3 mit Ligand-
funktionalisierten Liposomen als Zellmimetika genutzt werden. Insbesondere fir die
Durchfiihrung von NMR-Studien, die eine wichtige Methode zur Untersuchung von Ligand-
Protein-Interaktionen darstellen, ist die Verwendung von Liposomen und somit die
Betrachtung einer Situation, die der auf der Glykokalyx in hdherem Mal3e dhnelt, von groller
Bedeutung und konnte durch das verwendete System realisiert werden.

Insgesamt zeigen die vorgestellten Arbeiten die Herausforderungen und entsprechenden
Losungswege bei der Synthese definierter Liganden und bei deren Prasentation auf
Membranen. Zunachst konnte ein Festphasensyntheseprotokoll erarbeitet werden, das es
erlaubt, sequenz-definiert sulfatierte Glykooligo(amidoamine) als sGAG-Mimetika
herzustellen. Das entsprechende Protokoll wurde dann weiterentwickelt und so die
Dekoration von Membranen mit sGAG-Mimetika und die Studie von Virus-Membran-
Interaktionen ermoglicht. Das Prinzip, definierte Liganden auf Membranen zur Ansteuerung
von Proteinen zu nutzen, wurde dann im letzten Kapitel auf heteromultivalente Liganden zur
Ansteuerung von Galektinen libertragen, wobei, durch die Verwendung von NMR-Methoden,
neue Aspekte bei der Studie von Protein-Membran-Interaktionen betrachtet werden konnten.
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5 Experimentalteil

5.1 Materialien

Alle Chemikalien und Lésungsmittel wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet. 4-(4-[1-
(9-Fuorenylmethyloxycarbonylamino)ethyl]-2-methoxy-5-nitrophenoxy)butansdure  (Fmoc-
Photo-Linker), Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP)
und Boc-L-Alanin-OH wurden von Iris Biotech erworben. Dioxan und Pyridin wurden von VWR
erworben. CuSOs Pentahydrat, Piperidin, Natriummethoxid, p-Anisaldehyd und
Triisopropylsilan (TIPS) wurden von Acros Organics erworben. Natriumdiethyldithiocarbamat
wurde von Alfa Aesar erworben. N,N-Dimethylformamid (DMF, fiir die Peptidsynthese) wurde
von Biosolve erworben. N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) wurde von Carl Roth erworben.
Acetonitril (ACN), Ehtylacetat, Hexan und Dichlormethan (DCM) wurden von Fischer Scientific
erworben. Diethylether wurde von Honeywell erworben. Rhodamin B wurde von TCI
Chemicals erworben. DMTMM (4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methyl-
morpholiniumchlorid) wurde von Fluorochem erworben. Fmoc-Lys(Boc)-OH und Ng,Ng-di-
Fmoc-L-2,3-diaminopropionsadure (DAP) wurden von BLD Pharma erworben. Fmoc-Lys(Dde)-
OH wurde von Carbosynth erworben. Amberlite™ IR120 H-Form, Boc-B-Alanin-OH,
Cholesterol, Essigsdure, Essigsdureanhydrid, Hydrazinhydrat, Methanol (MeOH),
Myristinsdure, Natriumascorbat, PBS-Puffer-Tabletten, Schwefeltrioxid
Trimethylaminkomplex (TMA*SOs3) und Tetrahydrofuran wurden von Sigma-Aldrich
erworben. N-[N’-(Succinimidyloxyglutaryl)aminopropylpolyoxyethylenoxycarbonyl]-1,2-
distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin Natriumsalz = SUNBRIGHT DSPE-020GS (DSPE-
PEG-NHS) und DSPC (1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin, COATSOME MC-0808®)
wurden von NOF Europe erworben. 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
(DPPE) wurde von Avanti Polar Lipids erworben. 4-Aminobenzolsulfonsdure wurde von J&K
erworben. Lithiumhydroxid wurde von PanReac AppliChem erworben. O-(7-Azabenzotriazol-
1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HATU) wurde von Abcr erworben.
TentaGel® S NH; Harz und TentaGel® S Rinkamid (RAM) Harz wurde von Rapp Polymere
erworben. Macrosep® Advance Zentrifugaleinheiten mit einer Omega™ Membran von Pall
wurden  Uber VWR  erworben. Reaktionen  wurden  mittels analytischer
Diinnschichtchromatographie (DC) auf Merck Silicagel 60 F254 Platten verfolgt und mit
Anisaldehyd- oder Ninhydrinlosungen angefarbt. Slyde-A-Lyzer™ Dialysekassetten wurden
von Thermo Scientific erworben. Spectra/Por Float-a-Lyzer G2 Einheiten mit einem MWCO
von 100-500 g/mol und einem Volumen von 10 ml wurden von Spectrum Labs erworben.
Vivaspin 20-Maximum Spin Einheiten mit einem MWCO von 10 000 g/mol wurden von
Sartorius erworben. Anionenaustauschharz AG1-X8 als Acetatform wurde von BioRad
erworben. Fondaparinux-Natrium wurde in Form von Fertigspritzen mit Arixtra®-
Injektionslésung mit einer Konzentration von 10 mg/0,8 ml von Aspen Pharma Trading Limited
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erworben. (2-Azidoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosid und Hepta-O-acetyl--
laktosylazid wurden nach etablierten Protokollen synthetisiert und von Sophia Boden bzw.
Patrick Konietzny dankenswerterweise zur Verfigung gestellt.3”> Ebenso wurden (2-
Azidoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosid nach etablierten Protokollen bereits in
Rahmen meiner Masterarbeit hergestellt und hier verwendet.?4376-377 Cholesterol-Azid und
Etherlipid wurden nach einem vertffentlichten  Protokoll  synthetisiert und
dankenswerterweise von Luca-Cesare Blawitzki zur Verfiigung gestellt.34®

Die Festphasensynthese wurde in Polyproplyen-Spritzenreaktoren ausgestattet mit
Polyethylenfritten und verschlossen mit Luer-Stoppern von MultiSynthech GmbH
durchgefihrt. Die Sulfatierung wurde in Festphasen-Glasreaktoren (50 ml) ausgestattet mit
einem PTFE-Absperrhahn mit T-Bohrung und einer Glasfritte mittlerer Porositat (CG-1866) von
Chemglass Life Sciences erworben liber Dunn Labortechnik durchgefiihrt.

5.2 Analytische Methoden und verwendete Gerate

Kernspinresonanzspektroskopie (englisch: Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR))

'H-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance lll 600 gemessen. Die chemischen
Verschiebungen wurden fiir alle NMR-Spektren in Delta (8) in parts per million (ppm)
angegeben. Das restliche, nicht deuterierte Losungsmittel wurde als interner Standard mit &
= 4,79 fir HDO verwendet. Multiplizitaiten wurden wie folgt abgekiirzt: Singulett, s; Dublett,
d; Triplett, t; Multiplett, m.

Umkehrphasen Hochleistungsflissigchromatographie-Massenspektrometrie (englisch:
reversed phase - high performance liquid chromatography (RP-HPLC-MS))

Analytische RP-HPLC-MS-Messungen wurden mit der Agilent Technologies 6120 Serie
gekoppelt mit einem Agilent Quadrupol-Massenspektrometer mit einer Elektrospray-
lonisationsquelle (ESI), die in einem m/z-Bereich von 200 bis 2000 arbeitet, durchgefiihrt. Alle
Messungen wurden mit den Lésungsmitteln A: 95% H20, 5% ACN, +0,1% Ameisensaure und
B: 5% H20, 95% ACN, +0,1% Ameisensaure gemessen. Die angezeigten relativen Reinheiten
wurden durch Integration des UV-Signals mit der OpenLab ChemStation-Software fiir LC/MS
von Agilent Technologies bestimmt. Das UV-Signal wurde durch einen auf 214 nm
eingestellten Wellenlangendetektor detektiert.

High resolution ES| Masssenspektrometrie (HR-ESI/MS)

HR-ESI/MS-Spektren wurden auf einem UHR-QTOF maXis 4G (Bruker Daltonics) gemessen.

Elementaranalyse

Das Verhaltnis von Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff und Schwefel wurde mit Hilfe eines
Vario Micro Cube (Analysensysteme GmbH) bestimmt.

Matrix-assisted laser desorption ionization - time of flight - mass spectrometry (MALTI-TOF-

MS)
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MALDI-TOF-MS Messungen wurden mit einem Bruker MALDI-TOF Ultraflex | System unter
Verwendung, der jeweils angegebenen Matrix, durchgefihrt.

UV-Vis Spektroskopie

UV-Vis Spektroskopie wurde mit einem mit Zweistrahltechnik ausgestattetem Specord® 210
Plus Spektrometer von Analytik Jena AG mit Quartzglaskiivetten durchgefiihrt. Das Instrument
wurde durch die Win ASPECT PLUS Software gesteuert.

UV-Bestrahlung

Die UV-Bestrahlung der Proben erfolgte mit einem UV-LED-Spot mit einer Wellenldange von
365 nm und einer maximalen Bestrahlungsstiarke von 950 mW/cm?, betrieben mit einer
LEDControl, beides von Opsytec Dr. Grobel.

Gefriertrocknung

Die Lyophilisierung wurde mit einem Alpha 1-4 LD plus Instrument von Martin Christ Freeze
Dryers GmbH bei -42 °C und 0.1 mbar durchgefihrt.

5.3 Generelle Methoden

Methoden zur Bestimmung des Sulfatierungsgrades

Zur Bestimmung des Sulfatierungsgrads (DS) wurden zwei verschiedene Methoden
angewandt.

a) DS uber *H-NMR

Das dem Triazol-Proton zugeordnete Signal wurde als Referenz verwendet und auf den
erwarteten Wert gesetzt. Dann wurden die Signale, die den anomeren Protonen fir den
sulfatierten (downfiled) bzw. den unsulfatierten (upfield) Zucker zugeordnet werden kénnen,
integriert und das Verhaltnis wurde zur Berechnung des Sulfatierungsgrades verwendet.

b) DS liber Elementaranaylse

Der Sulfatierungsgrad wurde durch Verhaltnisberechnungen fiir die experimentellen und
theoretischen Werte bestimmt. Kurz zusammengefasst, wurde das S/C-Verhéltnis fur die
experimentell gemessenen Werte und fiir die theoretischen Werte fiir ein Molekil mit einem
Sulfatierungsgrad von 100 % berechnet. Die erhaltenen Werte wurden dann als Verhaltnisse
von experimentellem zu theoretischem S/C ausgedriickt. Das Gleiche wurde fiir die S/N-
Verhéltnisse gemacht. Beide erhaltenen Werte wurden gemittelt, um den Sulfatierungsgrad
zu erhalten. Diese Methode wurde angewandt, da die Proben sehr hygroskopisch waren, was
zu verringerten Werten fur C/N/S und erhéhten Werten fur H/O fuhrte.

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (englisch: activated partial thromboplastin time

(APTT))

Glykooligomere bzw. Heparin als Standard wurden in phosphatgepufferter Kochsalzlosung

(PBS, pH = 7,4) in einer Konzentration von 1650 pg/l bzw. 2750 pg/ml gel6st, und 270 pul der
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Losung wurden zu 2,7 ml Citrat-stabilisiertem venésem menschlichem Blut hinzugefiigt, um
Endkonzentrationen von 150 bzw. 250 upg/ml zu erreichen. Zur Herstellung einer
Negativkontrolle wurden 270 ul PBS zugegeben. Die Proben wurden zentrifugiert und die APTT
wurde fir das erhaltene Humanplasma bestimmt. Die Proben wurden vom Zentralinstitut fir
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums Diisseldorf mit einem
Sysmex CS 5100 System (Siemens Healthineers, Deutschland) analysiert.

DLS- und Zetapotentialmessung

Die Messung der DLS und des Zetapotentials wurden an einem Zetasizer Nano ZS von Malvern
Pananalytical durchgefiihrt. Die DLS-Proben wurden in Polystyrolkiivetten von Sarstedt
vermessen. Flr die Zetapotentialmessungen wurden als Kiivette die Kapillarzellen DTS 1070
verwendet und zur Datenverarbeitung die Zetasizer-Software.

Messeinstellungen Zetapotential: Losungsmittel: T = 25,0 °C, Viskositdt: 0,8872 cP,
Brechungsindex 1,330, Dielektrizitatskonstante 78,5; Model: Smoluchowski, Zelltyp: DTS
1070; Messung Minimum runs: 10, Maximum runs: 100; Analysis Model: General purpose

Messeinstellungen DLS: T 25,0 °C, Viskositat: 0,8872, Brechungsindex: 1,330; Zelle: ZEN0040;
Messwinkel: 173° Backscatter, Zahl der Messungen: automatisch.

Mini-Extruder Set

Zur Extrusion der Liposomen wurde das Mini-Extruder Set von Avanti Polar Lipids verwendet
zusammen mit Hamilton-1000 pl-Spritzen und Polycarbonatmembranen (PorengréBe 0,1 und
0,2 um) ebenfalls von Avanti Polar Lipids.

Untersuchung der Anbindung von Virus-VLPs und GUVs und Zellen

Flr die Formulierung der GUVs mit Fondaparinux wurde Lipidmischung 6 (DPPE: 1,799 umoaol,
DSPC: 0,901 pmol, Cholesterol: 0,300 pmol; Molverhaltnis 60/30/10) in 60 ul
Chloroform/Methanol (3/1) gelost und mit 4 ul einer Losung (1 mg/ml) des B-BODIPY FL C12-
HPC Membranfarbstoffs (entspricht4 pg bzw. 0,000446 pmol Lipid) gemischt. 5 ul der
Mischung wurden zur Herstellung der GUVs auf einem Platindraht verdampft und die
Mischung wurde in 300 mM Sucrose-Puffer durch Elektroformierung behandelt.

Fiir die Formulierung der GUVs mit Polymer wurde folgende Zusammensetzung verwendet:
97/2/1 Molprozent DOPC/Polymer/ B-BODIPY FL C12-HPC Membranfarbstoffs. Die GUVs
wurden ebenso durch Elektroformierung hergestellt.

Fir die Zellexperimente wurden GM-95 Zellen Uber Nacht auf 18-mm-Deckglaser in
serumfreiem Medium aufgebracht. Am nachsten Tag wurden die Zellen Gber Nacht mit 5 pl
(1 mg/ml) Polymerlosung in serumfreiem Medium behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und 10 min auf Eis inkubiert, um die Endozytose zu stoppen,
bevor Virus-ahnliche Partikel (5 pl, 0,2 mg/ml) zugegeben wurden, gefolgt von einem weiteren
Inkubationsschritt fiir 20 min auf Eis. Die Zellen wurden fixiert und mit einem Spinning-Disk-
Mikroskop untersucht.
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Galektin-Proteinexpression und Aufreinigung

Die Expression und Aufreinigung der Galektine (hGal3-CRD und hGall) wurde nach
verdffentlichten Protokollen durchgefiihrt.378379 |In kurz zusammengefasst wurden um
markiertes Protein zu erhalten 5 ml einer Ubernacht-Kultur in einen Liter M9-Medium mit
Antibiotikum und *N-NH4Cl (1 g) als Stickstoffquelle gegeben. Sobald die Kultur eine optische
Dichte von 0,7 - 1,2 erreicht hatte, wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM
Isopropyl-B-D-1-thio-galactopyranosid (IPTG) induziert und das Wachstum fiir 3 Stunden bei
37 °C fortgesetzt. Danach wurden die Zellen geerntet und in Saulenpuffer (PBS 1x, pH 7,2,
2 mM EDTA, 2 mM B-Mercaptoethanol /DTT, 0,1% NaNs) resuspendiert und 1 mM PMSF
wurde hinzugefiigt, um die Spaltung durch Proteasen zu hemmen. Die Suspension wurde mit
Ultraschall behandelt und der Rohextrakt durch Zentrifugation bei 35000 rpm fiir 30 min bei
4°C geklart. Die |6sliche Fraktion wurde auf eine voraquilibrierte a-Lactose-Agarose-Harzsaule
(Sigma-Aldrich) geladen und mit 50 ml S&ulenpuffer gewaschen. Zur Elution der
rekombinanten Proteine wurden 7 ml Elutionspuffer (150 mM a-Laktose in Sdulenpuffer)
benutzt. Die Proteinreinheit wurde durch SDS-PAGE lberprift und anschlieend durch LC-MS
bestatigt. Beide Galektine wurden vor ihrer Verwendung griindlich gegen PBS (pH 7,4)
dialysiert, bis keine Laktose mehr vorhanden war.

Liposomherstellung fir Galektinstudien

Phosphatidylcholin und konjugierte Glykomakromolekiile in Pulverform wurden jeweils in
einer organischen Ldsung (2/1 Chloroform/Methanol) geldst. Die gewiinschten Mengen
Stammlosung wurden in ein Glasflaschchen Gberfiihrt und das Losungsmittel unter einem
Stickstoffstrom verdampft und die Probe anschlieBend 2 Stunden lang unter Vakuum
getrocknet. Der erhaltene Lipidfilm wurde dann mit dem gewiinschten Puffer (PBS, pH 7,4)
mittels Vortexen resuspendiert, um multilamellare Vesikel zu erhalten. AnschlieRend wurden
die Proben 10 Gefrier- und Auftauzyklen unterzogen und mit einem Mini-Extruder durch
Nucleopore-Filter mit einer PorengrofRe von 0,1 um extrudiert. Es wurden unilamellare Vesikel
mit einem Durchmesser von 100 nm erhalten.

NMR-Studien zur Untersuchung von Galektinen

Alle Spektren wurden bei 298 K mit einem Bruker AVANCE 2 600 MHz-Spektrometer mit
Standard-Dreikanalsonde (600 MHz) durchgefiihrt. Die *H-NMR-Resonanzen der Liganden
wurden durch TOCSY (60 und 90 ms Mischzeit), NOESY (500 oder 600 ms Mischzeit) und HSQC-
Experimente bestimmt. Die Liganden wurden in deuterierter phosphatgepufferter
Kochsalzlésung bei einer Konzentration von 1 mM gel6st.

Flr Sattigungstransfer-Differenz (STD)-Experimente wurden 40 uM hGal3-CRD oder Gal-1 (full
length) in deuteriertem PBS vorgelegt und etwa 70 Ag. des Liganden hinzugefiigt. Die On-
Resonance-Frequenz wurde auf den aliphatischen Bereich (ca. 0,77 ppm) und die Off-
Resonance-Frequenz auf -25 ppm eingestellt. Um die Sattigung des Proteins zu erreichen,
wurde eine Serie von PC9-Pulsen einer Dauer von 25-50 ms mit einer Gesamtsattigungszeit
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des Proteins von 2 s in einem 600-MHz-Spektrometer verwendet. Ein Spin-Lock-Filter (100 ms)
wurde verwendet, um die NMR-Signale des Makromolekiils zu entfernen.

Zur Analyse der Bindung der Galektine an die Glykomakromolekiile auf den Liposomen
wurden *H-N-HSQC-Spektren mit 50 uM *N-hGal3-CRD und **N-hGal1 bei 298 K auf einem
Bruker AVANCE 2 600 MHz mit einer Standard-Dreikanalsonde aufgenommen. Die CSP
(englisch: chemical shift perturbation) und das Kreuzpeakvolumen wurden mit der Software
CcpNmr Analysis 2.4.2 verfolgt.38°

Berechnungsmethoden

Modellbildung

Eine POPC-Doppelschicht mit 422 Einheiten (ca. 120 A mal 120 A) wurde mit dem CHARMM-
GUI45-Membran-Builder erstellt. Ein einzelnes Glykolipid fiir die Galektin-3-Simulation und
zwei Glykolipide fiir die Galektin-1-Simulation wurden manuell in die Membran eingebettet.
Dies entspricht dem 29,8:0,2 mM-Verhaltnis zwischen PC und Lac(1,3,5)-6-PEG-DSPE (L1), das
bei der experimentellen Formulierung der Liposomen verwendet wurde. Der PEG-Linker ist 44
Einheiten lang und sorgt fiir einen Abstand von etwa 200 A zwischen den Laktosegruppen und
der Membran. Die Galektine wurden an die Laktosegruppen angedockt. Die
Ausgangskoordinaten fir Gal-3 und Gal-1 wurden aus veroffentlichten kristallographischen
Strukturen (PDB ID 4R9C bzw. 1W60) gewonnen.374381

Molekulardynamik-Simulationen

Die all-atom MD-Simulationen wurden mit AMBER 2032 unter Verwendung des Kraftfelds
ff14SB323 fiir Proteine, GLYCAM 06j-138 fiir Glykane, Lipid143 fiir Lipide und gaff23¢ fiir die
Linker und unter Verwendung periodischer Randbedingungen (PBC) durchgefiihrt. Die
Membran-Glykolipid-Galektin-Modelle wurden in eine Wasserbox aus TIP3P3¥’
Wassermolekulen abgesenkt und durch Zugabe von expliziten Na+/Cl- Gegenionen
neutralisiert. Das System wurde 5.000 steilsten Abstiegs- und 5.000 konjugierten Gradienten-
Geometrie-Optimierungsschritten unterzogen und dann entlang einer 100 ps-Simulation im
NVT-Ensemble unter Verwendung des Langevin-Thermostats von 0 auf 300 K erhitzt.38 Es
folgte eine 1-ns-Molekulardynamik-Simulation im NPT-Ensemble zur Anpassung der
Wasserdichte. In beiden Simulationen wurde fiir alle Atome auer Wasser und Gegenionen
eine harmonische Beschriankung von 10 kcal/(mol*A2) erzwungen. In einem weiteren Schritt
wurden die Beschrankungen fir die Lipiddoppelschicht entfernt, wahrend die
Beschrankungen fiir das Protein und das Glykolipid beibehalten wurden. SchlielRlich wurden
alle Beschrankungen entfernt, damit sich das System 1 ns lang vollstiandig ausbalancieren
konnte. Die Produktionssimulationen wurden fiir 100 ns im NPT-Ensemble mit anisotroper
Skalierung und dem Berendsen-Barostat durchgefiihrt.38 Der Algorithmus SHAKE3%® wurde fiir
die Produktion mit einem Zeitschritt von 2 fs verwendet. Elektrostatische Fernwirkungen
wurden mit der particle mesh-Ewald-Methode modelliert, wobei die Breite der nicht
gebundenen "Haut" auf 5,0 A in Kombination mit einem Cut-off fiir nicht gebundene
Wechselwirkungen von 10 A festgelegt wurde. Diese Option definiert die Mitglieder der Liste
der Nichtgebundenen in den particle mesh-Ewald-Berechnungen und wird benétigt, um ein
Anhalten des Codes zu verhindern, wenn sich die GroBe und Dichte der
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Membransimulationsboxen wi3hrend der Aquilibrierung zu stark &ndert.3®® Die
Trajektorienanalyse wurde mit dem Tool cpptraj in AMBER durchgefiihrt.3°2

5.4 Synthesen

Die Synthese von TDS (2,2,2-Trifluoro-N-(2-((2-(tritylamino)ethyl)amino)ethyl)acetamid, 1-
(Fluorenyl)-3,11-dioxo-7-(pent-4-ynoyl)-2-oxa-4,7,10-triazatetra-14-decansaure), MDS (1-
(9H-Fluoren-9-yl)-7-(4-methoxy-4-oxobutanoyl)-3,11-dioxo-2-oxa-4,7,10-triazatetra-14-
decansaure) und EDS (1-(9H-Fluoren-9-yl)-3,14-dioxo-2,7,10-trioxa-4,13-diaza-17-
heptadecansaure) wurde nach den bereits veréffentlichten Protokollen von Hartmann et al.
durchgefiihrt.3®3 Dabei wurde die Synthese von MDS von Nils Schomann im Rahmen seiner
Masterarbeit durchgefiihrt.

Zur Benennung aller im Folgenden dargestellten Makromolekile wurde die etablierte
Nomenklatur nach Hartmann et al. verwendet. Fiir die sequenz-definierten Strukturen wird in
Klammern zunachst die Position der jeweiligen Bausteine oder Funktionen angegeben, gefolgt
von der Bezeichnung des jeweiligen Bausteins oder der Seitenkettenfunktion. Dies wird in
aufsteigender Reihenfolge fir alle Bestandteile des Molekils durchgefiihrt. Am Ende wird
zudem die Gesamtzahl der Bausteine/Funktionen angegeben und falls vorhanden als letztes
die am N-Terminus angebrachte Struktur, beispielsweise der Membrananker, benannt. Fir die
Kohlenhydrat kann zudem in Klammern nach der Bezeichnung der Zuckereinheit die Position
von vorhandenen Sulfatierungen, freien Hydroxylgruppen oder Acetylgruppen angegeben
werden.

5.4.1 Festphasensynthese von sequenz-definierten Glykooligo(amidoaminen) als
sGAG-Mimetika

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reaktionen angelehnt an die bereits
veroffentlichten Protokolle nach Hartmann et al. in Polypropylen-Spritzenreaktoren auf einem
Schittler durchgefiihrt und die angegebenen ReaktionsgrofRen beziehen sich auf einen Ansatz
von 0,025 mmol.?>2*1 Waschschritte wurden, sofern nicht anders beschrieben, fiinfzehnmal
und mit je 2 ml Losungsmittel und im Falle von Wasser mit MilliQ-Wasser durchgefiihrt. Sofern
der Fmoc-Photo-Linker verwendet wurde, wurde unter Lichtausschluss gearbeitet. Vor der
Lagerung wurde das Harz mit DCM gewaschen.

Die unsulfatierten Strukturen 1 und 2 wurden entsprechend zuvor verdffentlichter Protokolle
am TentaGel® S RAM Harz hergestellt.®?413%3 Alle andere Strukturen wurden unter
Verwendung des unten beschriebenen Protokolls hergestellt, wobei fiir die unsulfatierten
Strukturen 3 bis 5 ein Teil des Harzes vor der Sulfatierung abgetrennt und zur Abspaltung des
unsulfatierten Produkts bestrahlt wurde.

Die Reihenfolge der Reaktionsschritte unterschied sich fiir die global bzw. segmentweise
sulfatierten Glykooligomere. Fir die global sulfatierten Strukturen wurde zundchst das
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vollstandige Rickgrat durch Wiederholung von Entschiitzungs- und Kupplungsschritten
aufgebaut, dann das terminale Amin acetyliert, die Kohlenhydratazide tiber CUAAC eingefiihrt,
deacetyliert und anschlieBend sulfatiert. Flir die segmentweise sulfatierten Strukturen wurde
nach der Kupplung zweier TDS-Bausteine zunachst durch CuAAC entweder geschiitztes oder
zuvor entschitztes GlcNAc-Azid eingefiihrt. AnschlieRend wurden die nachsten zwei TDS-
Bausteine hinzugefiigt und erneut eine CUAAC durchgefiihrt. Diese Schritte wurden bis zur
Vervollstandigung der gewiinschten Sequenz wiederholt. Dann wurde die Sulfatierung der
ungeschiitzten Kohlenhydrat-Einheiten durchgefiihrt, gefolgt von N-terminaler Fmoc-
Entschiitzung, N-terminaler Acetylierung und Kohlenhydrat-O-Deacetylierung. Die
Reaktionsbedingungen fiir alle Arbeitsschritte sind im Folgenden beschrieben.

Funktionalisierung des Harzes mit dem Fmoc-Photo-Linker

TentaGel® S NH; Harz (0.405 mmol) wurde in einen 20 ml Spritzenreaktor eingewogen und in
10 ml DMC fiir 30 min gequollen. Fmoc-Photo-Linker (3 Aq.) und PyBOP (3 Aq.) wurden in DMF
(125 mmol/1) gelést und DIPEA (20 Aq.) wurde hinzugegeben. AnschlieRend wurde die Losung
in den Spritzenreaktor aufgezogen und die Spritze fur 3 h geschittelt. Das Harz wurde dreimal
mit je 5 ml DMF gewaschen und eine zweite Kupplung durchgefiihrt. Abschlielend wurde das
Harz jeweils fiinfzehnmal mit 5 mI DMF und mit 5 ml DCM gewaschen und unter Hochvakuum
getrocknet. Die Beladung wurde wie unten beschrieben bestimmt.

Harzvorbereitung

Zur Vorbereitung des Harzes wurde dieses in einen 5 ml Spritzenreaktor eingewogen
(0,025 mmol) und in 2 ml DMC fir 30 min gequollen. AnschlieRend wurde das Harz mit DMF
gewaschen.

Fmoc-Abspaltung

Fmoc wurde durch Behandlung mit 2 ml einer 25%igen Piperidinlosung in DMF entfernt. Daflir
wurde das Harz dreimal fir je 10 min in der Losung geschiittelt. Zwischen den einzelnen
Entschiitzungsschritten wurde das Harz dreimal und zum Abschluss fliinfzehnmal mit DMF
gewaschen.

Bausteinkupplung

Der Baustein (5 Ag.) wurde zusammen mit PyBOP (5 Aq.) in DMF (1 ml) gelést und DIPEA
(20 Aq.) wurde hinzugegeben. Die Lésung wurde in den Reaktor aufgezogen und die Spritze
fir 1 h geschiittelt. AnschlieRend wurde das Harz mit DMF gewaschen.

Acetylierung des N-Terminus

Um den N-Terminus zu acetylieren, wurde das Harz zweimal fiir 15 min mit je 2 ml
Essigsaureanhydrid behandelt und danach mit DMF gewaschen.

Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition (CUAAC)

Das jeweilige Kohlenhydrat-Azid (2,5 Aq. pro Alkin) wurde in DMF (1 ml) oder im Falle von
zuvor deacetyliertem B-D-GIcNAc-Azid in DMF/Wasser (1 ml, 9/1) gel6st. Separat wurden
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Losungen von Kupfersulfat-Pentahydrat (50 mol% pro Alkin) und Natriumascorbat (50 mol%
pro Alkin) jeweils in 0,15 ml Wasser angesetzt. Die Kohlenhydratlosung wurde gefolgt von der
Natriumascorbat- und der Kupfersulfatlésung in die Spritze aufgezogen und diese liber Nacht
geschittelt.  AnschlieBend wurde das Harz ausgiebig mit DMF, einer
Natriumdiethyldithiocarbamatlosung (0,2 M) in DMF/Wasser (1/1), Wasser und DCM
gewaschen, bis keine Farbung der Waschlosung mehr beobachtet werden konnte.

O-Deacetylierung auf der Festphase

Das Harz wurde zweimal fiir je 30 min mit 2 ml Natriummethoxidldsung in MeOH (0,2 M)
behandelt.?'° Dazwischen wurde das Harz dreimal mit MeOH und abschlieBend fiinfmal mit
MeOH und zehnmal mit DMF gewaschen.

Sulfatierung

Die Sulfatierung wurde in 50 ml Festphasensynthesereaktoren aus Glas, ausgestattet mit
einem PTFE-Hahn mit einer T-Bohrung und einer Glasfritte mittlerer Porositat, durchgefihrt.
Das Harz wurde mit trockenem DMF zehnmal gewaschen und anschlieBend wurde eine
Lésung von TMA*SOs (50 Ag. pro Hydroxylgruppe) in DMF (8,65 ml/g) hinzugegeben. Die
Mischung wurde zur Reaktion Gber Nacht bei 70°C gelagert. AnschlieBend wurde das Harz mit
einer 10%igen Natriumacetatldsung in Wasser (10 Aq. bezogen auf TMA*S0s) behandelt und
flinfzehnmal mit Wasser, flinfzehnmal mit warmem DMF (70 °C), dreiBigmal mit DMF (RT) und
flinfzehnmal mit DCM gewaschen. Anmerkung: Um eine Desulfatierung zu verhindern, sollten
langere Inkubationszeiten mit warmem DMF nach Entfernen der Reaktionsldsung vermieden
werden.

Abspaltung vom Harz — Fmoc-Photo-Linker

Das Harz wurde 30 min in DCM gequollen und anschliefend mit ACN gewaschen und in ein
GlasgefaR tberfiihrt. Das Harz wurde in einer Mischung von ACN und Wasser (1/1) suspendiert
und unter einen LED-Spot platziert (365 nm). AnschlieBRend wurde das Harz unter Schiitteln
flr insgesamt 24 h bei einer Leistung von 15 % der maximalen Lampenleistung und einem
Abstand von 3cm von der Lampe, was in einer ungefdhren Bestrahlungsstarke von
285 mW/cm? resultiert, bestrahlt. Der Bestrahlungsprozess wurde regelmiRig unterbrochen,
um bereits abgespaltenes Produkt vom Harz durch Waschen mit ACN und Wasser
abzutrennen und das Harz neu in DCM zu quellen. Die gesammelten Fraktionen wurden
anschlieflend unter vermindertem Druck getrocknet.

Aufarbeitung — Ultrafiltrierung

Zur Aufarbeitung mittels Ultrafiltrierung wurden die Produkte in Wasser gel6st und zehnmal
mit Macrosep® Advance Dialysezentrifugiereinheiten, die mit einer Omega™ Membran
(MWCO = 1000 g/mol) ausgestattet sind, zentrifugiert. AnschlieBend wurden die finalen
Produkte durch Gefriertrocknung der verbleibenden wassrigen Phase erhalten.

Fmoc-Ladungsbestimmung

a) Fir die initiale Harzbeladung nach Funktionalisierung mit dem Fmoc-Photo-Linker
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Drei Aliquots von je ungefahr 10 mg des getrockneten Harzes wurden exkat in drei separate
Eppendorfgefille eingewogen. Die Proben wurden anschlieBend mit 1 ml einer 25%igen
Piperidin-Lésung in DMF fir 30 min auf einem Schdttler inkubiert. Die UV-Absorption der
Uberstehenden Losung bei 301 nm wurde anschliefend bei einer 20-fachen Verdiinnung in
Triplikaten gemessen. Die Beladung wurde mit Hilfe der untenstehenden Gleichung
berechnet.

b) Fir die in-flow Uberpriifung der einzelnen Reaktionsschritte

Zu Beginn der Festphasensynthese wurde eine exakte Menge Harz in den
Festphasenspritzenreaktor eingewogen. Bei jedem durchgefiihrten Fmoc-
Entschltzungsschritt wurde das Harz mit exakt 3 ml der Piperidinabspaltldosung (25%ig in
DMEF) flr 20 min geschittelt. AnschlieBend wurde die Losung ausgestolRen und das Harz mit
erneut 1 ml Abspaltlésung fiir 10 min behandelt. Die vereinigten Lésungen wurden um das
100-Fache verdinnt und die Absorption bei 301 nm wurde in Triplikaten gemessen. Die

Beladung wurde Uber die untenstehende Gleichung bestimmt.
Beladung in mmol/g: L = ?Ti:

L = Harzbeladung

Aso1 = Absorption bei 301 nm

V = Volumen der Abspaltlosung

d = Verdlinnung

E. = Extinktionskoeffizient (7800 ml/(mmol*cm))
w = Klivettenbreite

m = Masse der eingewogenen Probe

O-Deacetylierung von 3,4,6-Tri-O-Acetyl-B-D-GIcNAc-Azid

Das O-acetylierte Kohlenhydratazid (1,0g, 2,69 mmol) wurde in 100ml einer
Natriummethoxidlosung in Methanol (2 mg/ml) gelost. Die Reaktionslosung wurde 30 bis
60 min gerihrt und der Umsatz mittels Dunnschichtchromatographie mit 30/70
Ethylacetat/Hexan verfolgt. Nach der vollstindigen O-Deacetylierung wurde Amberlite IR120
H* Harz hinzugeben bis ein neutraler pH-Wert erreicht wurde, um die Reaktion zu quenchen.
Das Harz wurde durch Filtration abgetrennt und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt, um das Produkt zu erhalten.

(1)-EDS-(2-3)-GIcNAc-3,1

OH
HO_ & OH

AcHN"(_J
N
I N
N
o

o H (0] O
HoNy A~ Ay~ O~ N N~Na~y
o) H H H2

0]

HR-MS kalk. fuir CsaHggN17021: [M+2H]?** 656,8; gefunden 656,8. Ausbeute: 51,2 mg (78%).

RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): Produkt eluiert mit dem Injektionspeak,
Reinheit konnte nicht bestimmt werden.
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'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 8,01-8,00 (m, 2H, Ar-H), 5,80 (d, 3) = 9,7 Hz, 2H, CHanomer),
4,26-4,22 (m, 2H, CHpyranose), 3,95-3,92 (m, 2H, CHpyranose), 3,86-3,66 (M, 12H, CHpyranose, —
OCH,CH,0O—- (EDS), erhohtes Integral (6H) verursacht durch PEG aus Harz), 3,63-3,60 (m, 4H, —
OCH,CH;NH- (EDS)) 3,48-3,43 (m, 8H, —C(O)NHCH,CH;N-(TDS)), 3,40-3,31 (m, 12H, —
C(O)NHCH,CH>— (TDS und EDS)), 3,03-2,96 (m, 4H, —NC(O)CH,CH.- (Seitenkette)), 2,80-2,76
(m, 4H —=NC(O)CH,CH,— (Seitenkette)), 2,60-2,40 (m, 12H, —C(O)CH.CH,C(0)-), 1,93 (m, 3H, —
C(O)CHs (N-terminale Acetylgruppe)), 1,83 (m, 6H, —C(O)CHs (N-Acetyl)), erhohte Integration
bei 2,06 wird verursacht durch Acetationen, die aus dem Anionenaustausch nach der TFA-
Abspaltung stammen.

(1)-EDS-(2-3)-GIcNAc(3-65)-3, 1S

Na0,s0, OSOsNa

0SO;Na
AcHN"{_ ]
N

|

z_z

(o)

o H o} 0
HZN“/\)LN/\,O\/\O/\,NL(\)LN/\,N\/\N],U\

o) o) H H 2

ESI-MS kalk. fur Csq4Hs3sN17NagO39S6: [M-6Na+2H]* 446,8; gefunden 447,0. Ausbeute: 20,0 mg
(10%).

DS kalk. mittels TH-NMR: 91%, kalk. mittels EA: 84%.

IH-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 8,02 (m, 2H, Ar-H), 6,01 (d, 3J = 9,8 Hz, 2H, CHpyranose,
anomeres Proton), 4,79 (m, 2H erwartet, CHpyranose, verdeckt durch HDO-Signal), 4,68 (m, 2H,
CHpyranose), 4,57 (m, 2H, CHpyranose), 4,47 (M, 2H, CHpyranose), 4,20 (M, 4H, CHpyranose), 3,67 (s, 4H,
—OCH2CH,O— (EDS)), 3,63-3,61 (m, 4H, —OCH:CH,NH-(EDS)), 3,49-3,28 (m, 20H, -
C(O)NHCH,CH,— (TDS und EDS)), 3,08-2,93 (m, 4H, —NC(O)CH,CH:— (Seitenkette)), 2,80-2,73
(m, 4H =NC(O)CH,CHx— (Seitenkette)), 2,62-2,41 (m, 12H, —C(O)CH2CH.C(0)-), 2,01-1,90 (m,
3H, —-C(O)CH3 (N-terminale Acetylgruppe)), 1,89-1,72 (m, 6H, —C(O)CH3 (N-Acetyl)),
zusatzliches Signal im Bereich 3,75 bis 3,65 verursacht durch PEG aus Harz.

(1)-EDS-(2,3,4,5,6,7,8,9)-GIcNAC-9, 2

0.

(¢} H o o
HZN\H/\)LN’\/O\/\O’\’N H/\/N\/\H o

o H o)
HR-MS kalk. fir C1goH287Ns9Ogo: [M+5H]°* 876,8; gefunden 876,8. Ausbeute: 153,2 mg (70%).
RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 5,43 min, bestimmte Reinheit: 92 %.

IH-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 8,00 (m, 8H, Ar-H), 5,81 (d, 3J = 9,7 Hz, 8H, CHpyranose,
anomeres Proton), 4,24 (m, 8H, CHpyranose), 3,93 (m, 8H, CHpyranose), 3,86-3,65 (m, 36H,
CHpyranose, —OCH>CH,0— (EDS), erhohtes Integral (6H) verursacht durch PEG aus Harz), 3,62-
3,60 (M, 4H, —OCH2CH,NH—- (EDS)) 3,52-3,40 (m, 32H, —C(O)NHCH,CHzN- (TDS)), 3,39-3,26 (m,
36H, —C(O)NHCHCH,— (TDS und EDS)), 3,02-2,90 (m, 16H, —NC(O)CH,CH,— (Seitenkette)),
2,81-2,72 (m, 16H —NC(O)CH2CH2— (Seitenkette)), 2,58-2,38 (m, 36H, —C(O)CH2CH-C(0)-), 1,93
(m, 3H, —C(O)CH3 (N-terminale Acetylgruppe)), 1,82 (m, 24H, —C(O)CH3 (N-Acetyl)), erhéhte
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Integration bei 2,06 wird verursacht durch Acetationen, die aus dem Anionenaustausch nach
der TFA-Abspaltung stammen.

(1)-EDS-(2,3,4,5,6,7,8,9)-GIcNAc(3-65)-9, 2S

NaOzs0, 9SOsNa

L OSO;Na
AcHN C(}J

N
| N
N
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ESI-MS kalk. fir CigsoH263NsoNa240141524: [M-14Na+5H]>" 723,8; gefunden 724,7. Ausbeute:
50,25 mg (20%).

DS kalk. mittels *H-NMR: 91%, kalk. mittels EA: 88%.

'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 8,00 (m, 8H, Ar-H), 6,02 (d, 3J = 9,9 Hz, 8H, CHpyranose,
anomeres Proton), 4,79 (m, 2H erwartet, CHpyranose, verdeckt von HDO-Signal), 4,68 (m, 8H,
CHpyranose), 4,58 (m, 8H, CHpyranose), 4,47 (m, 8H, CHpyranose), 4,20 (M, 16H, CHpyranose), 3,67 (s, 4H,
—OCH,CH,0—- (EDS)), 3,62-3,58 (m, 4H, —-OCH,CH,NH-(EDS)), 3,48-3,28 (m, 68H, -
C(O)NHCH,CH>— (TDS und EDS)), 2,98 (m, 16H, —NC(O)CH,CH— (Seitenkette)), 2,76 (m, 16H —
NC(O)CHCH,— (Seitenkette)), 2,57-2,42 (m, 36H, —C(O)CH,CH»C(0)-), 1,92 (m, 3H, —C(O)CH3;,
N-terminale Acetylgruppe), 1,83-1,70 (m, 24H, —C(O)CH3 (N-Acetyl)), zusatzliches Signal im
Bereich 3,75 bis 3,65 verursacht durch PEG aus Harz.

(1)-EDS-(2,3)-GIcNAc(3-60H)-(4,5)-GIcNAc(3-60Ac)-5, 3

OH
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HR-MS kalk. fuir CiosH167N31043: [M+3H]3* 863,1; gefunden 863,1. Ausbeute: 0,9 mg (6%).
RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 9,16 min, bestimmte Reinheit: 96%.

'H-NMR (600 MHz, D20) 6 (ppm) = 8,04-7,99 (m, 4H, Ar-H), 6,08 (d, 3) = 9,8 Hz, 2H, CHanomer-
OAc), 5,81 (m, 2H, CHAnomer—OH), 5,51 (m, 2H, CHPyranose-OAc), 5,28 (m, 2H, CHPyranose-OAc), 4,64 (m,
2H, CHpyranose-oac), 4,40 (m, 2H, CHpyranose-0ac), 4,31 (m, 2H, CHpyranose-0ac), 4,27-4,21 (m, 4H,
CHPyranose-OH, CHPyranose-OAc), 3,92 (m, 2H, CHPyranose-OH), 3,85-3,65 (m, 14H, CHPyranose-OH, -
OCH,CH,0- (EDS), erhohtes Integral (2H) verursacht durch PEG aus Harz), 3,63-3,60 (m, 4H, —
OCH,CH,NH- (EDS)) 3,46-3,27 (m, 34H, —C(O)NHCH,CH;N- (TDS), —C(O)NHCH,CH2— (TDS und
EDS)), 3,02-2,93 (m, 8H, —NC(O)CH,CH,— (Seitenkette)), 2,82-2,73 (m, 8H —NC(O)CH,CH,—
(Seitenkette)), 2,60-2,37 (m, 20H, —C(O)CH.CH,C(O)-), 2,26-2,03 (m, 18H, —C(O)CH3 (OAc))
1,93 (m, 3H, —C(O)CH3 (N-terminale Acetylgruppe)), 1,83-1,77 (m, 12H, —C(O)CH3 (N-Acetyl)),
zusatzliches Signal bei 3,17 wahrscheinlich durch Unreinheiten aus dem Harz.

103



Experimentalteil

(1)-EDS-(2,3)-GIcNACc(3-6S)-(4,5)-GIcNAc(3-60H)-5, 3S

NaOys0, £SOsNa

0SOzNa
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ESI-MS kalk. fir CosH149N31NagOssSe: [M-6Na+3H]* 937,0; gefunden 937,8. Ausbeute: 8,33 mg
(23%).

DS kalk. mittels H-NMR: 91%, kalk. mittels EA: 89%.

'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 8,03 (m, 4H, Ar-H), 6,00 (d, 3) =9,7 Hz, 2H, CHanomerss), 5,82
(d, ) =9,7 Hz, 2H, CHanomer-on), 4,79 (m, 4H erwartet, CHpyranose-s, verdeckt durch HDO-Signal),
4,57 (m, 2H, CHpyranose-s), 4,46 (m, 2H, CHpyranose-s), 4,28-4,13 (m, 6H, CHpyranose-s, CHpyranose-on),
3,95 (m, 2H, CHpyranose-on), 3,85-3,20 (m, 52H, CHpyranose-on, —OCH.CH,O- (EDS), -
OCH,CH2NH—- (EDS), —C(O)NHCH,CH:zN- (TDS), —=C(O)NHCH2CH2— (TDS und EDS)), 3,10-2,91 (m,
8H, -NC(O)CH,CH— (Seitenkette)), 2,86-2,76 (m, 8H —-NC(O)CH,CH,— (Seitenkette)), 2,57-2,37
(m, 20H, —C(O)CH,CH,C(0)-), 1,92-1,71 (m, 12H, —C(O)CH3 (N-Acetyl)), 2,01-1,72 (m, 3H, —
C(O)CHs (N-terminale Acetylgruppe)).

(1)-EDS-(2,3,6,7)-GIcNAc(3-60H)-(4,5,8,9)-GIcNAc(3-60Ac)-9, 4
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HR-MS kalk. fir Ca04H311N590s1: [M+5H]>* 977,6; gefunden 977,6. Ausbeute: 15,3 mg (17%).

RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 10,53 min, bestimmte Reinheit: 95%
(kleinere zusatzliche Peaks konnen der Zielstruktur mit mehr oder weniger Acetylgruppen
zugeordnet werden).

'H-NMR (600 MHz, D,0) 6 (ppm) = 8,01 (m, 8H, Ar-H), 6,08 (d, 3J = 9,8 Hz, 4H, CHanomer-0Ac),
5,81 (m, 4H, CHanomer-on), 5,50 (M, 4H, CHpyranose-0ac), 5,27 (m, 4H, CHpyranose-0ac), 4,64 (m, 4H,
CHpyranose-oac), 4,41 (m, 4H, CHpyranose-oac), 4,31 (m, 4H, CHpyranose-0ac), 4,26-4,20 (m, 8H,
CHPyranose-OH, CHPyranose-OAc), 3,92 (m, 4H, CHPyranose-OH), 3,84'3,66 (m, ZOH, CHPyranose-OH, -
OCH,CH,O- (EDS)), 3,61 (m, 4H, —-OCH,CH;NH-(EDS)) 3,46-3,31 (m, 68H, -
C(O)NHCH,CH;N— (TDS), —C(O)NHCH,CH»— (TDS und EDS)), 3,02-2,97 (m, 16H, -NC(O)CHCH»—
(Seitenkette)), 2,78-2,76 (m, 16H —NC(O)CH.CH,— (Seitenkette)), 2,58-2,43 (m, 36H, —
C(O)CH2CH,C(0O)-), 2,18-2,01 (m, 36H, —C(O)CH; (OAc)) 1,92 (m, 3H, —C(O)CH3; (N-terminale
Acetylgruppe)), 1,84-1,71 (m, 24H, —C(O)CHs (N-Acetyl)).
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(1)-EDS-(2,3,6,7)-GIcNAc(3-65)-(4,5,8,9)-GIcNAc(3-60H)-9, 4S

Nao,s0, 9SO:Na
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ESI-MS kalk. fiir C1goH275Ns9Na120105S12: [M-8Na]® 677,7; gefunden 677,5. Ausbeute: 42,91 mg
(41%).

DS kalk. mittels TH-NMR: 97%, kalk. mittels EA: 96%.

'H-NMR (600 MHz, D>0) & (ppm) = 8,02 (m, 8H, Ar-H), 6,00 (d, 3J = 9,8 Hz, 4H, CHanomer-s), 5,80
(d, 3)=9,7 Hz, 4H, CHanomer-on), 4,79 (m, 4H erwartet, CHpyranose-s, verdeckt durch HDO-Signal),
4,70 (m, 4H, CHpyranose-s), 4,56 (m, 4H, CHpyranose-s), 4,46 (m, 4H, CHpyranose-s), 4,28-4,13 (m, 12H,
CHPyranose-S, CHPyranose-OH), 3,94 (m, 4H, CHPyranose-OH), 3,85-3,20 (m, 92H, CHPyranose-OH, -
OCH,CH,0—- (EDS), —OCH,CH;NH- (EDS), —C(O)NHCH,CH;N— (TDS), —C(O)NHCH2CH,— (TDS und
EDS)), 3,06-2,92 (m, 16H, —NC(O)CH.CH— (Seitenkette)), 2,83-2,73 (m, 16H —NC(O)CH,CH,—
(Seitenkette)), 2,58-2,42 (m, 36H, —C(O)CH.CH,C(O)-), 1,92 (m, 3H, —C(O)CHs (N-terminale
Acetylgruppe)), 1,83-1,72 (m, 24H, —C(O)CHs (N-Acetyl)).

(1)-EDS-(2,3,4,8,9,10)-GIcNAc(3-60H)-(5,6,7,11,12,13)-Pro-13, 5

Ho, ©OH
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HR-MS kalk. fiir C1esH263N510s0: [M+4H]** 985,7; gefunden 985,7. Ausbeute: 1,04 mg (2%).
RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 8,99 min, bestimmte Reinheit: 73%.

!H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 8,01 (m, 6H, Ar—H), 5,81 (m, 6H, CHpyranose, anomeres
Proton), 4,82-4,66 (m, 4H erwartet, —C(O)CHCH,CH,CH;N- (Prolin), verdeckt durch HDO-
Signal), 4,33 (m, 2H, —C(O)CHCH,CH,CH,N- (Prolin)), 4,24 (t, 3) = 9,9 Hz, 6H, CHpyranose), 3,92
(m, 6H, CHpyranose), 3,84-3,58 (m, 44H, CHpyranose, —OCH2CH,0— (EDS), —OCH>CH,NH- (EDS), —
C(O)CHCH2CH2CH;N- (Prolin)), 3,50-3,24 (m, 52H, —C(O)NHCH,CH2N— (TDS), —C(O)NHCHCH»—
(TDS und EDS)), 3,07-2,91 (m, 12H, —NC(O)CH,CH- (Seitenkette)), 2,85-2,72 (m, 12H —
NC(O)CH:CH,— (Seitenkette)), 2,61-2,38 (m, 28H, —C(O)CHCH.C(0O)-), 2,36-1,88 (m, 27H, —
C(O)CHCH,CH,CH;N— (Prolin), —C(O)CH3 (N-terminale Acetylgruppe)), 1,82-1,72 (m, 18H, —
C(O)CHs (N-Acetyl)).
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(1)-EDS-(2,3,4,8,9,10)-GIcNAc(3-65)-(5,6,7,11,12,13)-Pro-13, 55

NaOss0, OSO:Na
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ESI-MS kalk. fir CiesH245sNs1Na1s011351s: [M-12Na+5H]’- 786,7; gefunden 787,6. Ausbeute:
29,4 mg (21%).

DS kalk. mittels TH-NMR: 85%, kalk. mittels EA: 87%.

'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 8,03 (m, 6H, Ar—H), 6,00 (m, 6H, CHpyranose, anomeres
Proton), 4,86-4,64 (m, 10H erwartet, —C(O)CHCH,CH,CH,2N— (Prolin), CHpyranose, verdeckt durch
HDO-Signal), 4,33 (m, 2H, =C(O)CHCH,CH,CH,N- (Prolin)), 4,57 (m, 6H, CHpyranose), 4,47 (M, 6H,
CHpyranose), 4,32 (m, 2H, =C(O)CHCH,CH,CH2N—- (Prolin)), 4,25-4,17 (m, 12H, CHeyranose), 3,81 (m,
2H, —C(O)CHCH,CH,CH;N—- (Prolin), verbliebene Peaks konnen Protonen der unsulfatierten
GlcNAc-Einheiten zugeordnet werden), 3,72-3,22 (m, 72H, —-OCH,CH,O- (EDS), -
OCH,CH,;NH- (EDS), —C(O)NHCHCH>— (TDS und EDS), —C(O)CHCH,CH,CH:N- (Prolin)), 3,07-
2,92 (m, 12H, —-NC(O)CH.CH, (Seitenkette)), 2,82-2,70 (m, 12H -NC(O)CH.CH.—
(Seitenkette)), 2,64-2,39 (m, 28H, -C(O)CH.CH.C(O)-), 2,35-1,70 (m, 45H, -
C(O)CHCH,CH,CH;N— (Prolin), —C(O)CH3 (N-terminale Acetylgruppe), —C(O)CH; (N-Acetyl)).

5.4.2 Synthese von Fondaparinux-funktionalisierten Liposomen

Fondaparinux-Natrium
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Fondaparinux wurde durch Dialyse der kommerziell erhaltlichen Injektionslosung gegen
Wasser achtmal 12 h mit Spectra Por Float-A-Lyzer-Einheiten mit einem MWCO von 100-
500 g/mol und einem Volumen von 10 ml und anschlieBender Gefriertrocknung erhalten. In
mehreren Laufen wurden insgesamt 24 Spritzen verwendet und 235 mg (Ausbeute: 98%)
Fondaparinux erhalten.

'H-NMR (600 MHz, D20) 6 (ppm) = 5,62 (d, 3) = 3,8 Hz, 1H, Glukosamin (GA)""-H1), 5,55 (d, 3J =
3,5 Hz, 1H, GA?"ral.H1), 5,17 (d, 3J = 3,8 Hz, 1H, Iduronsaure (1)-H1), 5,04 (d, 3) = 3,5 Hz, 1H,
GA'-H1), 4,86-4,70 (m, 1H erwartet, I-H5, verdeckt durch HDO-Signal), 4,63 (d, 3) = 7,9 Hz, 1H,
Glucuronsidure(GS)-H1), 4,48 (d, 3) = 10,0 Hz 1H, GA?"alH3), 4,43-4,26 (m, 6H, GA"—H6’,
GAZntralH6 H6, I-H2, GA™-H6’, 6*), 4,17-4,15 (m, 4H, GA™-H6", GAZ"ral_H5 |-H3, 4), 3,98 (m,
2H, GAZ"a_H4  GA™-H5), 3,90-3,76 (m, 5H, GA™-H5, GS-H3, 4, 5, GA™-H4), 3,67-3,57 (m, 3H,
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GA'™-H3, GA™-H3, 4), 3,46-3,41 (m, 5H, GA®"ra.H2 GS-H2, OMe), 3,28 (dd, 3J = 10,7, 3,7 Hz,
2H, GA"-H2, GA™-H2).

Liposom(DPPE/DSPC/Chol — 60/30/10)-Fondaparinux, 6

Es wurden Liposomen nach einem von Rademacher et al. veroffentlichten Protokoll
hergestellt.?%34! Kurz zusammengefasst wurden definierte Mengen von Stammlésungen der
einzelnen Lipidkomponenten in ein Reagenzglas pipettiert, die organischen Losungsmittel
mittels Hochvakuum entfernt und der erhaltene Lipidfilm in 650 pl PBS-Puffer durch Vortexen
und Ultraschall resuspendiert. Durch Extrusion durch Membranen mit einer PorengrofRe von
200 und 100 um wurden die erhaltenen Liposomen in ihrer GréRe vereinheitlicht. Im Vergleich
zum verwendeten Protokoll wurde die Zusammensetzung abgeandert und es wurde mit einer
Mischung aus DPPE, DSPC und Cholesterol (60/30/10) gearbeitet. Die verwendeten
Ansatzgroflen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: Zur Liposomherstellung verwendete AnsatzgréfSen.

DPPE DSPC  Cholesterol
M [g/mol] 691,959 790,2 386,67
Molverhaltnis 60,0 30,0 10,0
Menge [mg] 1,245 0,712 0,116
Menge [umol] 1,799 0,901 0,300
Konz. Stammlésung [mg/ml] 3 20 10
Volumen (Stamml6ésungen) [ul] 415,0 35,6 11,6
Volumen (PBS-Puffer) [ul] 650
Finale Gesamtlipidkonzentration [mM] 4,62

Die Liposomen wurden im Anschluss an die Extrusion mit einem Zetasizer mittels DLS- und
Zetapotentialmessung charakterisiert (siehe Tabelle 3). AnschlieBend wurde die hergestellte
Liposomsuspension mit Fondaparinux (3 Ag. bezogen auf DPPE) und DMTMM (5 Aq. bezogen
auf DPPE) in 250 ul PBS-Puffer Giber Nacht inkubiert. Die Liposomen wurden durch Dialyse mit
Slyde-A-Lyzer-Kassetten (MWCO = 7000 g/mol) aufgereinigt. Die Liposomen wurden nach der
Funktionalisierung erneut mittels DLS- und Zetapotentialmessung charakterisiert (siehe
Tabelle 8).
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Tabelle 8: Zusammensetzung und Ergebnisse der DLS- sowie Zetapotentialmessungen fiir eine Liposomformulierung vor und
nach der Funktionalisierung mit Fondaparinux.

Zusammensetzung [mol%] Durchmesser? (PDI)®>  Zetapotential® (SD)*

DPPE DSPC Cholesterol [nm] [mV]

Vor Funktionalisierung:

60 30 10 156,7 (0,076) -7,10 (0,24)

Nach Funktionalisierung:

60 30 10 168,6 (0,090) -34,85 (0,85)

1 Bestimmt durch DLS-Messungen mit einem Zetasizer Nano ZS.

2 Mittelwert aus der Messung in Duplikaten bestimmt liber Zetapotentialmessungen mit einem Zetasizer Nano ZS.
3 Polydispersitat der Liposomen bestimmt durch das Messprogramm des Zetasizer.

4 Standardabweichung bestimmt aus der Messung in Duplikaten.

5.4.3 Festphasensynthese  von  Glykooligo(amidoaminen) und  deren
Membrananker-tragenden Analoga zur Untersuchung gegenUber Viren

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reaktionen angelehnt an die bereits
veroffentlichten Protokolle nach Hartmann et al. und in Polypropylen-Spritzenreaktoren auf
einem Schuttler durchgefiihrt und die angegebenen ReaktionsgroBen beziehen sich auf einen
Ansatz von 0,025 mmol.”>?*! Waschschritte wurden, sofern nicht anders beschrieben,
flinfzehnmal und mit je 2 ml Losungsmittel und im Falle von Wasser mit MilliQ-Wasser
durchgefiihrt. Wenn der Fmoc-Photo-Linker verwendet wurde, wurde TentaGel® S NH; Harz
verwendet, unter Lichtausschluss gearbeitet und der erste EDS-Baustein als Doppelkupplung
eingefiihrt. Die Reaktionen zur Rickgratfunktionalisierung wurden mittels Kaisertest
Uberpruft. Zur Lagerung wurde das Harz mit DCM gewaschen.

Funktionalisierung von TentaGel® S NH, Harz mit dem Fmoc-Photo-Linker

TentaGel® S NH; Harz (0.405 mmol) wurde in einen 20 ml Spritzenreaktor eingewogen und in
10 ml DMC fiir 30 min gequollen. Fmoc-Photo-Linker (3 Ag.) und PyBOP (3 Aq.) wurden in DMF
(125 mmol/l) geldst und DIPEA (20 Aq.) wurde hinzugegeben. AnschlieRend wurde die Lésung
in den Spritzenreaktor aufgezogen und die Spritze fiir 3 h geschiittelt. Das Harz wurde dreimal
mit je 5 ml DMF gewaschen und eine zweite Kupplung durchgefiihrt. AbschlieRend wurde das
Harz jeweils fiinfzehnmal mit 5 ml DMF und mit 5 ml DCM gewaschen und unter Hochvakuum
getrocknet. Die Beladung wurde wie unten beschrieben bestimmt.

Harzvorbereitung

Zur Vorbereitung des Harzes wurde dieses in einen 5 ml Spritzenreaktor eingewogen
(0,025 mmol) und in 2 ml DMC fiir 30 min gequollen. AnschlieBend wurde das Harz mit DMF
gewaschen.
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Fmoc-Abspaltung

Fmoc wurde durch Behandlung mit 2 ml einer 25%igen Piperidinldsung in DMF entfernt. Dafiir
wurde das Harz dreimal fir je 10 min in der Losung geschittelt. Zwischen den einzelnen
Entschitzungsschritten wurde das Harz dreimal und zum Abschluss finfzehnmal mit DMF
gewaschen.

Kupplungen an der Festphase

Reaktionsbedingungen flr TDS, EDS, Lysin, Diaminopropionsdure und Pentinsdaure: das zu
kuppelnde Reagenz (5 Aq.) wurde zusammen mit PyBOP (5 Aq.) in DMF (1 ml) gelést und
DIPEA (20 Aq.) wurde hinzugegeben. Die Lésung wurde in den Reaktor aufgezogen und die
Spritze fur 1 h geschiittelt. Anschliefend wurde das Harz mit DMF gewaschen.

Reaktionsbedingungen fiir das Etherlipid, Rhodamin B und die Myristinsdaureketten: wie zuvor
beschrieben, aber mit DCM als Losungsmittel. Fir Rhodamin wurde anschlieBend ausgiebig
mit DCM und MeOH gewaschen.

Acetylierung

Um den N-Terminus oder das Amin der Lysinseitenkette zu acetylieren, wurde das Harz
zweimal flr 15 min mit je 2 ml Essigsaureanhydrid/Pyridin (1/1) behandelt und danach mit
DMF gewaschen.

Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC)

Fiir die Funktionalisierung mit Mannose: Das Mannose-Azid (2,5 Aq. pro Alkin) wurde in DMF
(1 ml) oder im Falle von zuvor deacetyliertem B-D-GlcNAc-Azid in DMF/Wasser (1 ml, 9/1)
gelost. Separat wurden Lésungen von Kupfersulfat-Pentahydrat (50 mol% pro Alkin) und
Natriumascorbat (50 mol% pro Alkin) jeweils in 0,15ml Wasser angesetzt. Die
Kohlenhydratlosung wurde gefolgt von der Natriumascorbat- und der Kupfersulfatlosung in
die Spritze aufgezogen und diese Uber Nacht geschittelt. AnschlieBend wurde das Harz
ausgiebig mit DMF, einer Natriumdiethyldithiocarbamatlésung (0,2 M) in DMF/Wasser (1/1),
Wasser und DCM gewaschen, bis keine Farbung der Waschlésung mehr beobachtet werden
konnte.

Fir die Funktionalisierung mit Cholesterol: wie oben beschrieben, aber statt DMF wurde THF
verwendet, um das Cholesterolazid zu l6sen.

Boc-Entschiitzung

Das Harz wurde fiir 30 min mit 4M Salzsaurel6sung in Dioxan inkubiert und anschlieRend mit
DMF gewaschen.

Dde-Entschiitzung

Das Harz wurde zweimal fir 15 min mit einer frisch angesetzten Losung von Hydrazin-Hydrat
in DMF (2%) behandelt, dazwischen wurde dreimal mit DMF und abschlieRend flinfzehnmal

mit DMF gewaschen.
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HCIl-Behandlung zur Rhodaminoffnung

Das Harz wurde 5 min mit einer 4M Salzsdureldsung inkubiert und anschlieBend mit DMF
gewaschen.

O-Deacetylierung auf der Festphase

Das Harz wurde zweimal fur je 30 min mit 2 ml Natriummethoxidlésung in MeOH (0,2 M)
behandelt.3'® Dazwischen wurde das Harz dreimal mit MeOH und abschlieBend fiinfmal mit
MeOH und zehnmal mit DMF gewaschen.

Sulfatierung

Die Sulfatierung wurde in 50 ml Festphasensynthesereaktoren aus Glas, ausgestattet mit
einem PTFE-Hahn mit einer T-Bohrung und einer Glasfritte mittlerer Porositat, durchgefiihrt.
Das Harz wurde mit trockenem DMF zehnmal gewaschen und anschlieBend wurde eine
Lésung von TMA*SO3 (50 Ag. pro Hydroxylgruppe) in DMF (8,65 ml/g) hinzugegeben. Die
Mischung wurde zur Reaktion Gber Nacht bei 70°C gelagert. AnschlieBend wurde das Harz mit
einer 10%igen Natriumacetatldsung in Wasser (10 Aq. bezogen auf TMA*S0s) behandelt und
finfzehnmal mit Wasser, fiinfzehnmal mit warmem DMF (70 °C), dreiBigmal mit DMF (RT) und
flinfzehnmal mit DCM gewaschen. Anmerkung: Um eine Desulfatierung zu verhindern, sollten
langere Inkubationszeiten mit warmem DMF nach Entfernen der Reaktionsldsung vermieden
werden.

Abspaltung vom Harz — Fmoc-Photo-Linker

Das Harz wurde 30 min in DCM gequollen und anschliefend mit ACN gewaschen und in ein
GlasgefaR tberfiihrt. Das Harz wurde in einer Mischung von ACN und Wasser (1/1) suspendiert
und unter einen LED-Spot platziert (365 nm). AnschlieBend wurde das Harz unter Schitteln
flr insgesamt 24 h bei einer Leistung von 15 % der maximalen Lampenleistung und einem
Abstand von 3cm von der Lampe, was in einer ungefdahren Bestrahlungsstiarke von
285 mW/cm? resultiert, bestrahlt. Der Bestrahlungsprozess wurde regelmaRig unterbrochen,
um bereits abgespaltenes Produkt vom Harz durch Waschen mit ACN und Wasser
abzutrennen und das Harz neu in DCM zu quellen. Die gesammelten Fraktionen wurden
anschlieffend unter vermindertem Druck getrocknet.

Abspaltung vom Harz — TentaGel® S RAM

Das Harz wurde mit DCM gewaschen und anschlieRend eine Abspaltlésung bestehend aus 95%
TFA, 2,5% TIPS und 2,5% DCM in den Reaktor aufgezogen und diese fiir eine Stunde
geschuttelt. Die Mischung wurde anschlieRend in Diethylether ausgefallt und der Niederschlag
unter Stickstoffstrom getrocknet. Die so erhaltenen Zwischenstufen wurden ohne weitere
Aufarbeitung zur Konjugation mit Fondaparinux (siehe unten) verwendet.

Aufarbeitung — Ultrafiltrierung

Zur Aufarbeitung mittels Ultrafiltrierung wurden die Produkte in NaCl-Loésung (0,1 M) geldst
und zehnmal mit Macrosep® Advance Dialysezentrifugiereinheiten, die mit einer Omega™
Membran (MWCO = 1000 g/mol fir terminal acetylierte Strukturen, MWCO = 10 000 g/mol
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fr Cholesterol- oder Lipid-verankerte Strukturen) ausgestattet sind, zentrifugiert, wobei nach
dem ersten Lauf Wasser zur weiteren Aufreinigung genutzt wurde. AnschlieBend wurden die
finalen Produkte durch Gefriertrocknung der verbleibenden wassrigen Phase erhalten.

(1,3,5)-EDS-(2)-Lys(NH;)-(4)-Lys(Rho)-5-Etherlipid, ZS-7

NH,

HoN i o HM/CHO N g i N
2 NH/\/ N NJ\/\n’N\/\O/\’O\/\N NNN/\’O\/\O/\’N‘H/\O/\(\O/\/\/\/\/\/\/\
o H S H I
ve

© H o NN
(o]
0
ANF e NN

o

Die Struktur wurde unter Verwendung des oben beschriebenen Protokolls synthetisiert,
wobei TentaGel® S RAM Harz verwendet wurde. Nach dem Aufbau des Riickgrats wurde Fmoc-
entschitzt und das Etherlipid konjugiert. AnschlieBend wurde die Dde-Schutzgruppe entfernt
und Rhodamin B gekuppelt. Die Zwischenstufe wurde durch Abspaltung mit TFA und Ausfallen
in Diethylether erhalten.

ESI-MS kalk. fiir C103H17aN13020": [M*+2H]3* 638,4; gefunden 638,6. Ausbeute: 30,2 mg (61%).
HR-MS kalk. fuir C103H174N13020": [M*+1H]?* 957,2; gefunden 957,2.

'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 8,16-6,12 (erwartet 10H, Ar—H (Rho)), 4,23 (m, 1H, —
C(O)CH(CH2)NH- (Lys)), 4,10-3,83 (m, 2H, —C(O)CH(CH2)NH- (Lys), -
C(O)CH,OCH,CH(OR)CH,0—- (Lipid)) 3,75-2,87 (m, 66H, erhohtes Integral (9H) verursacht
durch PEG aus Harz, —OCH2CH,NHC(O)CH(Lys)NH- (EDS), —Ar—NCHCH3 (Rho), —OCH2CH20—-
(EDS), —OCH2CH2NH— (EDS), —C(O)NHCH2CH2— (EDS), —CHCH,CH,CH,CH2NHC(O)- (Lys), —
OCH» (Lipid)), 2,79-2,27 (12H, —C(O)CH.CH,C(O)-), 2,06-0,65 (m, 78H,
CHCH,CH,CH,CH;NHC(O)- (Lys), —Ar—NCH,CH3 (Rho), —CH20CH3(CH)12CHs— (Lipid)).

(1,3,5)-EDS-(2)-Lys(NH>)-(4)-Lys(Rho)-5-Cholesterol, ZS-8

o
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Die Struktur wurde unter Verwendung des oben beschriebenen Protokolls und mit TentaGel®
S RAM Harz synthetisiert, wobei nach dem Aufbau des Riickgrats Fmoc-entschiitzt und
Pentinsdure gekuppelt wurde. AnschlieBend wurde das Cholesterol-Azid via CuAAC
angebracht, die Dde-Schutzgruppe entfernt, und Rhodamin B gekuppelt. Die Zwischenstufe
wurde durch Abspaltung mit TFA und Ausfallen in Dietylether erhalten.

ESI-MS kalk. fiir C102H15oN16017": [M*+1H]%* 940,6; gefunden 940,6. Ausbeute: 28,2 mg (59%).
HR-MS kalk. flr C102H159N16017C|2 [l\/|+3H]3+ 638,5; gefunden 638,6.
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'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 7,98-7,60 (m, 4H, Ar-H (Rho und Triazol)), 7,42 (m, 2H, Ar-
H (Rho und Triazol)), 7,26-6,67 (m, 5H, Ar-H (Rho, Triazol)), 5,32 (m, 1H, —-C=CH- (Chol)), 4,21
(m, 1H, —C(O)CH(CH2)NH- (Lys)), 3,99 (m, 1H, —C(O)CH(CH2)NH- (Lys)), 3,85-2,74 (m, 53H, —
OCH,CH;NHC(O)CH(Lys)NH— (EDS), —Ar—NCH>CHs (Rho), -NCH- (Chol), -OCH,CH,O—- (EDS), —
OCHCH;NH- (EDS), = —C(O)NHCH,CH,— (EDS), = —CHCH,CH,CH,CH,NHC(O)—  (Lys),
NC(O)CH,CH— (Pentinsaure)), 2,63-2,40 (m, 12H,—C(O)CH,CH.C(0)-), 2,19-0,28 (m, 67H, —
CHCH,CH,CH,CH;NHC(O)- (Lys), —Ar—NCH,CH3 (Rho)), Chol).

(1,3,5)-EDS-(2)-Lys(Fondaparinux)-(4)-Lys(Rho)-5-Etherlipid, 7
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Das Produkt wurde durch Umsetzung von 20 mg ZS-7 mit Fondaparinux (2,7 Aq.) unter
Verwendung von DMTMM (50 Aq.) in 4 ml Phosphatpuffer (Sérensenpuffer, pH = 6,5) und 1
ml  DMF unter Schitteln Uber Nacht umgesetzt. Nach Aufreinigung in
Dialysezentrifugiereinheiten mit einem MWCO von 10 000 g/mol und Gefriertrocknung wurde
das Produkt als Feststoff erhalten.

ESI-MS kalk. fiir Ci3sH216N16NagOesSs*: [M*+4H-9Na]* 849,0; gefunden 849,8. Ausbeute:
29,02 mg (80%).

'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 5,64 (d, 3J = 3,8 Hz, 0,78H, Glukosamin (GA)"-H1), 5,54 (d,
3) = 3,5 Hz, 0,75H, GA?"a-H1), 5,19 (d, 3J = 3,8 Hz, 0,78H, Iduronsiure (1)-H1), 5,04 (d, 3) = 3,5
Hz, 0,78H, GA'-H1), 4,65 (d, 3] = 7,9 Hz, 0,69H, Glucuronsiure(GS)-H1), 4,56-2,87 (m, 81H, —
OCH2CHaNHC(O)CH(Lys)NH— (EDS), —Ar—NCH:CHs  (Rho), —-OCH.CH.O—  (EDS), -
OCH,CH;NH- (EDS), —C(O)NHCH,CH,— (EDS), —CHCH,CH,CH,CH,NHC(O)- (Lys), —OCH--
(Lipid), CHpyranose), 2,70-2,44 (m, 12H, -C(O)CH.CH.C(O)-), 2,13-0,61 (m, 78H, -
CHCH2CH>CH>CH,NHC(O)- (Lys), =Ar—NCH,CH3 (Rho), =CH20CH»(CH>)12CH3— (Lipid)).
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(1,3,5)-EDS-(2)-Lys(Fondaparinux)-(4)-Lys(Rho)-5-Cholesterol, 8
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Das Produkt wurde durch Umsetzung von 6,1 mg ZS-8 mit Fondaparinux (2,7 Aq.) unter
Verwendung von PyBOP (50 Aq.) in 1,5 ml DMF und 0,5 ml DMSO unter Schiitteln iber Nacht
umgesetzt. Nach Aufreinigung mittels Zentrifugation in Dialysezentrifugiereinheiten mit einen
MW(CO von 10 000 g/mol und Gefriertrocknung wurde das Produkt als Feststoff erhalten.

ESI-MS kalk. fiir C133H201N19NagOesSs*: [M*-7Nal® 567,7; gefunden 567,9. Ausbeute: 4,24 mg
(37%).

'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 5,62 (d, potenziell: Glukosamin (GA)"-H1), 5,56 (m,
potenziell: GA%"raH1), 5,49 (m, —C=CH- Chol), 5,02 (m, potenziell: GA™H1), 4,62 (m,
potenziell: Glucuronsaure(GS)-H1), 4,51-2,82 (m, —OCH,CH,NHC(O)CH(Lys)NH— (EDS), —Ar—
NCH,CHs (Rho), —OCH,CH,O- (EDS), —OCH,CH;NH- (EDS), —C(O)NHCH,CH»— (EDS), -
CHCH,CH,CH,CH;NHC(O)— (Lys), —NCH— Chol, CHpyranose), 2,70-2,39 (m, 12H, -
C(O)CH2CH:C(0O)-), 2,23-0,35 (m, 67H, —CHCH>CHCH>CH,NHC(O)- (Lys), —Ar—NCH,CHs (Rho),
Chol).

(1,7,9)-EDS-(2,3,4,5,6)-TDS-(8)-Lys(Boc)-9-Fmoc, ZS-Oligomerriickgrat

Z
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Die Struktur wurde nach dem oben beschriebenen Protokoll am Photolinker-
funktionalisierten Harz durch Wiederholung von Entschiitzungs- und Kupplungsschritten
aufgebaut. Die analytischen Daten wurden durch eine Mikroabspaltung unter Bestrahlung
einer kleinen Harzmenge erhalten.

ESI-MS kalk. fiir C121H182N24032: [M+3H]3* 829,8; gefunden 829,1. Ausbeute: Mikroabspaltung.
RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 17 min bei 25 °C): tg = 9,72 min, bestimmte Reinheit: 97%.
HR-MS kalk. fuir C121H185N24032 [M+3H]3* 828,8; gefunden 828,8.
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(1,7,9)-EDS-(2,3,4,5,6)-Man(2-60H)-(8)-Lys(Rho)-9-Lipid 9
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Ausgehend von ZS-Oligomerriickgrat wurde die Struktur unter Verwendung des oben
beschriebenen Protokolls synthetisiert, wobei zunachst das Mannose-Azid durch CuAAC
angebracht und dann DAP sowie die Myristinketten durch Entschitzungs- und
Kupplungsschritte eingeflihrt wurden. Im nachsten Schritt wurde die Boc-Schutzgruppe
entfernt und Rhodamin B gekuppelt. Es wurde O-deacetyliert und mit HCl behandelt. Durch
Aufteilung des Harzes und Bestrahlung eines Anteils gefolgt von der Aufreinigung mittels
Dialysezentrifugiereinheit wurde die Verbindung 9 erhalten. Das restliche Harz wurde zur
Synthese von 9S verwendet.

ESI-MS kalk. fir Ca00H326N43063": [M*+4H]>* 868,3; gefunden 868,8. Ausbeute: 16,0 mg (20%)
HR-MS kalk. far C200H325N43053+: [|\/|++3H]4+ 1085,1; gefunden 1085,3.

'H-NMR (600 MHz, D20) 6 (ppm) = 7,85 (m, 6H, Ar—H Triazol und Rho), 4,79 (m, 6H erwartet,
CHpyranose-oH, —=C(O)CH(CH2NHC(O)R)NHC(O)- Lipid, verdeckt durch HDO-Signal), 4,60 (m, 10H,
—NCH;CH,0- Seitenkette), 4,06 (m, 6H, —NCH,CH,0— Seitenkette, —C(O)CH(CH2R)NH- Lys),
3,95-3,84 (m, 10H, —-NCH,CH,0- Seitenkette, CHpyranose-on), 3,78-3,18 (m, 106H, —-OCH,CH,0—
(EDS), —=OCH2CH2NH— (EDS), —C(O)NHCH2CH,N— (TDS), —C(O)NHCH,CH2— (TDS und EDS), —Ar—
NCH,CHs Rho, CHpyranose-on, —C(O)CHCH:NHC(O)- Lipid), 3,03-2,91 (m, 17H,
CHCH,CH,CH,CH,NHC(O)— Lys, —NC(O)CH.CH— (Seitenkette), CHpyranose-on), 2,77 (m, 10H —
NC(O)CH.CHo— (Seitenkette)), 2,56-2,35 (m, 32H, —C(O)CH.CH.C(O)-), 2,18 (m, 4H, -
NHC(O)CH2(CH2)11CHs Lipid), 1,83-0,62 (m, 68H, —CHCH2CH2CH2CH,NHC(O)- Lys, —Ar—
NCH.CH; Rho, -NHC(O)CH2(CH>)11CH3 Lipid).

(1,7,9)-EDS-(2,3,4,5,6)-Man(2-6S)-(8)-Lys(Rho)-9-Lipid 9S
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Harz aus dem Ansatz von 9 wurde unter Sulfatierungsbedingungen behandelt. Die Struktur 9S
wurde anschlieBend durch Bestrahlung und Aufreinigung durch Ultrafiltrierung erhalten.
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ESI-MS kalk. fiir C200H306N43Na200123520": [M*-9Na]® 771,3; gefunden 771,0. Ausbeute: 17,9 mg
(15%).

DS kalk. mittels *H-NMR: 91%, kalk. mittels EA: 99%.

'H-NMR (600 MHz, D;0) 6 (ppm) = 7,93 (m, 6H, Ar—H Triazol und Rho), 7,66 (m, 1H, Ar-H, Rho),
7,47 (m, 1H, Ar-H, Rho), 7,25 (m, 1H, Ar-H, Rho), 6,76 (m, 1H, Ar-H, Rho), 6,44 (m, 5H, Ar-H),
5,13 (s, 5H, CHpyranose anomeres Proton), 4,79 (m, 11H erwartet, CHpyranose-s, —C(O)CHNHC(O)—
Lipid, verdeckt durch HDO-Signal), 4,72-4,32 (25H, -NCH,CH,0- Seitenkette, CHpyranose-s), 4,14-
3,94 (m, 16H, —NCH,CH,0- Seitenkette, CHpyranose-s, —C(O)CH(CH2R)NH- Lys), 3,75-3,22 (m,
91H, —OCH,CH20- (EDS), —OCH2CH,NH- (EDS), —C(O)NHCHCH:N— (TDS), —C(O)NHCH2CH,—
(TDS und EDS), —~Ar—NCH,CH3 Rho, —C(O)CHCH;NHC(O)- Lipid, CHpyranose-s), 3,01 (m, 12H, —
CHCH2CH,CH,CH;NHC(O)- Lys, —NC(O)CH,CH>— (Seitenkette)), 2,82 (m, 10H —NC(O)CH>CH>—
(Seitenkette)), 2,58-2,35 (m, 32H, -C(O)CH.CH.C(O)-), 2,32-0,47 (m, 72H, -
CHCH,CH2CH>,CH;NHC(O)- Lys, —NHC(O)CH2(CH2)11CH3 Lipid, —Ar—NCH,CH3 Rho, -
NHC(O)CH»(CH)11CH3 Lipid).

(1,7,9)-EDS-(2,3,4,5,6)-Man(2-60H)-(8)-Lys(Rho)-9-Pentinsaure, ZS-10
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Ausgehend von ZS-Oligomerriickgrat wurde die Struktur unter Verwendung des oben
beschriebenen Protokolls synthetisiert, wobei zunidchst das Mannose-Azid durch CuAAC
angebracht, anschliefend die Fmoc-Schutzgruppe entfernt und Pentinsdure gekuppelt wurde.
Im nachsten Schritt wurde die Boc-Schutzgruppe entfernt und Rhodamin B gekuppelt. Die
Zwischenstufe wurde durch Bestrahlung in Form einer Mikroabspaltung erhalten.

ESI-MS  kalk. fur Ci74aH272N41061*:  [M*+4H]>* 783,9; gefunden 783,6. Ausbeute:
Mikroabspaltung.

RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 12,85 min, bestimmte Reinheit: 92%.
HR-MS kalk. fiir C17aH272N41061*: [M*+4H]°* 783,9; gefunden 783,2.

'H-NMR (600 MHz, D,0) 6 (ppm) = 7,86 (m, 7H, Ar—H Triazol und Rho), 6,29 (Rho, unterdriickt)
4,79 (m, 5H erwartet, CHpyranose-on, verdeckt durch HDO-Signal), 4,57 (m, 10H, -NCHCH,0—-
Seitenkette), 4,06 (m, 6H, —NCH,CH,0- Seitenkette, —C(O)CH(CH2R)NH- Lys), 3,93-3,82 (m,
10H, —NCH,CH,O- Seitenkette, CHpyranose-on), 3,77-3,15 (m, 104H, —OCH,CH,O—- (EDS), —
OCHCH;NH- (EDS), —C(O)NHCH2CH2N— (TDS), —C(O)NHCH2CHa— (TDS und EDS), ~Ar—NCH,CHs3
Rho, CHpyranoseon), 3,06-2,91 (m, 19H, —CHCH,CH2CH,CH2NHC(O)- Lys, —NC(O)CH2CH—
(Seitenkette), CHpyranose-oH), 2,77 (m, 12H —NC(O)CH,CH,— (Seitenkette)), 2,57-2,28 (m, 32H, —
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C(O)CH,CHC(0)-), 1,91 (s, 1H, —C=CH ) 1,42-1,15 (m, 18H, —CHCH2CH2CHCH,NHC(O)- Lys, —
Ar—NCH,CH3 Rho).

(1,7,9)-EDS-(2,3,4,5,6)-Man(2-60H)-(8)-Lys(Rho)-9-Cholesterol, 10
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Ausgehend von ZS-10 wurde die Struktur unter Verwendung des oben beschriebenen
Protokolls synthetisiert, wobei zunachst Cholesterol-Azid via CUAAC eingefiihrt wurde. Es
wurde deacetyliert und mit HCl behandelt. Durch Aufteilung des Harzes und Bestrahlung eines
Anteils gefolgt vom Aufreinigungsschritt mittels Ultrazentrifugation wurde die Verbindung 10
erhalten. Das restliche Harz wurde zur Synthese von 10S verwendet.

ESI-MS kalk. fir C201H317N44061*: [M*+4H]>* 865,7; gefunden 865,8. Ausbeute: 10,2 mg (13%).
HR-MS kalk. fir Ca01H317N44O61*: [M*+4H]>* 865,7; gefunden 865,8.

'H-NMR (600 MHz, D,0) 6 (ppm) = 7,86 (m, 6H, Ar—H Triazol), 4,79 (m, 5H erwartet, CHpyranose-
on, Uberlappt mit HDO-Signal), 4,60 (m, 10H, —NCH,CH,O- Seitenkette), 4,06 (m, 6H, —
NCH,CH,O- Seitenkette, —C(O)CH(CH:R)NH- Lys), 3,95-3,80 (m, 10H, —NCH,CH,O-
Seitenkette, CHpyranose-or), 3,76-3,11 (m, 105H, —~OCH;CH;0— (EDS), —~OCH2CH;NH— (EDS), —
C(O)NHCH2CH2N—- (TDS), —C(O)NHCH;CH>— (TDS und EDS), ~Ar—NCHCH3 Rho, CHpyranose-oH, —
NCH- Chol), 3,03-2,94 (m, 19H, —CHCH,CH,CH,CH,NHC(O)- Lys, —NC(O)CHCHr
(Pentinsaure), CHpyranose-on), 2,77 (m, 12H —-NC(O)CH,CH,— (Pentinsaure)), 2,56-2,37 (m, 32H, —
C(O)CH2CH2C(O)-), 2,34-0,58 (m, 60H, —CHCH>CH,CH>CH,NHC(O)- Lys, —Ar—-NCH,CH3 Rho, —
CHCH(CH3)CH,CHCH,CH(CHs),— Chol).

(1,7,9)-EDS-(2,3,4,5,6)-Man(2-6S)-(8)-Lys(Rho)-9-Cholesterol 10S
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Harz aus dem Ansatz von 10 wurde unter Sulfatierungsbedingungen behandelt. Die Struktur
10S wurde anschliefend durch Bestrahlung und Aufreinigung durch Ultrafiltrierung erhalten.

ESI-MS kalk. fir Cao1H297N4aNa200121S20: [M*-10Na]® 681,4; gefunden 681,5. Ausbeute:
15,0 mg (12%).
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DS kalk. mittels 98%.

'H-NMR (600 MHz, D,0) 6 (ppm) = 7,97 (m, 7H, Ar—H Triazol und Rho), 7,63 (m, 1H, Ar-H, Rho),
7,45 (m, 1H, Ar-H, Rho), 7,26 (m, 1H, Ar-H, Rho), 6,78 (m, 1H, Ar-H, Rho), 6,32 (m, 5H, Ar-H,
Rho), 5,16 (bs, 5H, CHpyranose anomeres Proton), 4,79 (m, CHpyranose-s Uberlappt mit HDO-Signal),
4,72-4,52 (m, 15H, CHpyranose-s, ~NCH2CH,O— Seitenkette), 4,48-4,26 (m, 10H, CHpyranose-s), 4,18~
3,91 (m, 16H, -NCH,CH,0- Seitenkette, CHpyranose-s, —C(O)CH(CH2R)NH- Lys), 3,76-3,15 (m,
89H, —OCH,CH,0— (EDS), —OCH,CH,;NH- (EDS), —C(O)NHCH,CH2N— (TDS), —C(O)NHCHCH>—
(TDS und EDS), —ArNCH,CHs Rho, —NCH- Chol, CHpyranoses), 3,01 (m, 14H,
CHCH,CH,CH,CH2NHC(0)- Lys, —~NC(O)CH2CH2— (Pentinséure)), 2,82 (m, 12H —NC(O)CH2CHo—
(Pentinsdure)), 2,58-2,40 (m, 32H, —C(O)CH,CH,C(0)-), 2,05-0,46 (m, 61H, Chol, ~Ar—NCH,CH3
Rho, —CHCH,CH,CH>CH,NHC(O)- Lys).

(1,7,9)-EDS-(2,3,4,5,6)-Man(2-6S)-(8)-Lys(Rho)-9-Ac 11S
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Ausgehend von ZS-Oligomerriickgrat wurde die Struktur unter Verwendung des oben
beschriebenen Protokolls synthetisiert, wobei zunachst N-terminal Fmoc-entschiitzt und
acetyliert wurde. AnschlieRend wurde Boc-entschiitzt und Rhodamin B konjugiert. Die TDS-
Seitenketten wurden durch CuAAC mit Mannoseazid funktionalisiert und nach Deacetylierung
und HCI-Behandlung die Sulfatierung durchgefiihrt. Das Produkt 11S wurde durch Bestrahlung
und nach Aufreinigung durch Ultrafiltrierung erhalten.

ESI-MS kalk. fur C171H250N41N3200121520: [M*—lONa]9‘ 631,4; gefunden 631,8. Ausbeute: 16 m§g
(22%).

DS kalk. mittels EA: 94%.

'H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 7,88 (m, 6H, Ar—H Triazol und Rho), 7,64 (m, 2H, Ar-H, Rho),
7,06 (m, 2H, Ar-H, Rho), 6,52 (m, 5H, Ar-H), 5,13 (bs, 5H, CHpyranose anomeres Proton), 4,79 (m,
CHpyranose-s Uberlappt mit HDO-Signal) 4,71-4,54 (15H, -NCH,CH,0O—- Seitenkette, CHpyranose-s),
4,43 (M, 5H, CHpyranose-s), 4,34 (M, 5H, CHpyranose-s), 4,15-3,87 (m, 16H, -NCH,CH,O— Seitenkette,
CHpyranoses; —C(O)CH(CH2R)NH-Lys,), 3,73-3,24 (m, erwartet 89H, —OCH,CH,O- (EDS), —
OCHCH;NH- (EDS), —C(O)NHCH2CH2N— (TDS), —C(O)NHCH2CH2— (TDS und EDS), ~Ar—NCH,CHs3
Rho, CHpyranose-s, erhohtes Integral (9H) verursacht durch PEG aus Harz), 3,08-2,98 (m, 12H, —
CHCH,CH,CH,CH;NHC(O)— Lys, —NC(O)CH.CH,~ (Seitenkette)), 2,87-2,74 (m, 10H, -
NC(O)CH.CH,— (Seitenkette)), 2,60-2,37 (m, 32H, —C(O)CH.CH.C(O)-), 1,98 (m, 3H, N-
terminale Acetylgruppe), 1,46-0,89 (m, 18H, —CHCH,CH,CH,CH,NHC(O)- Lys, —Ar—NCH,CH3
Rho).
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(1,7,9)-EDS-(2,3,4,5,6)-Man(2-6S)-(8)-Lys(Ac)-9-Cholesterol 12S
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Ausgehend von ZS-Oligomerriickgrat wurde die Struktur unter Verwendung des oben
beschriebenen Protokolls synthetisiert, wobei zunachst das Mannose-Azid durch CuAAC
angebracht und dann N-terminal Fmoc entschiitzt und Pentinsdaure gekuppelt wurde. Im
nachsten Schritt wurde die Boc-Schutzgruppe entfernt und das Amin acetyliert. Es wurde das
Cholesterolazid durch CuAAC eingefiihrt, O-deacetyliert und mit HCl behandelt. Nach
Sulfatierung wurde durch Bestrahlung des Harzes gefolgt vom Aufreinigungsschritt mittels
Ultrafiltrierung die Verbindung 12S erhalten.

ESI-MS kalk. fir C17sH270N42Na200120520": [M*-10Na]®  638,8; gefunden 638,8. Ausbeute: 4,7 mg
(4%).

DS kalk. mittels EA: 94%.

1H-NMR (600 MHz, D,0) & (ppm) = 7,91 (m, 6H, Ar-H Triazol), 5,49 (m, 1H, —-C=CH- Chol), 5,13
(bs, 5H, CHpyranose anomeres Proton), 4,79 (m, 5H erwartet, CHpyranose-s, Uberlappt mit HDO-
Signal), 4,66 (m, 10H, —=NCH>CH,0- Seitenkette, 5H CHpyranose-s), 4,58 (m, 5H, CHpyranose-s), 4,44
(m, 5H, CHpyranose-s), 4,34 (M, 5H, CHpyranose-s), 4,19 (m, 1H, —C(O)CH(CH2R)NH- Lys), 4,10 (m,
10H, —NCH,CH,0- Seitenkette, CHpyranose-s), 3,95 (m, 5H, -NCH,CH,0- Seitenkette), 3,71-3,27
(m, 82H, -OCH,CH,O- (EDS), —OCHCH;NH-(EDS), -C(O)NHCH,CH;N-(TDS), -
C(O)NHCH,CH,— (TDS und EDS), —-NCH- Chol, CHpyranoses), 3,14 (m, 2H, -
CHCHCH,CH2CH2NHC(O)- Lys), 3,01 (m, 12H, —NC(O)CH.CH-— (Seitenkette)), 2,82 (m, 12H —
NC(O)CH.CHx— (Seitenkette)), 2,62-2,42 (m, 32H, —C(O)CH,CH»C(0)-) 2,09-0,86 (m, in diesem
Bereich liegen 3H, N-Acetyl, 34H Chol, 6H, -CHCH,CH,CH>CH,NHC(O)- Lys), 0,83 (m, 6H, —
CHCH(CH3)CH,CH>CH,CH(CH3),— Chol), 0,63 (bs, 3H, -CHCH(CH3)CH,CH,CH,CH(CH3),— Chol).

5.4.4 Festphasensynthese von sequenz-definierten funktionalisierten
Oligo(amidoaminen) zur Ansteuerung von Galektinen

Zur Synthese der Strukturen 13 bis 18 wurde das TentaGel® S RAM Harz verwendet. Wenn
nicht anders angegeben, wurden die Reaktionen angelehnt an die bereits veroffentlichten
Protokolle nach Hartmann et al. in Polypropylen-Spritzenreaktoren auf einem Schittler
durchgefiihrt und die angegebenen ReaktionsgroRen beziehen sich auf einen Ansatz von
0,025 mmol.*?%4! Waschschritte wurden, sofern nicht anders beschrieben, fiinfzehnmal und
mit je 2 ml Losungsmittel und im Falle von Wasser mit MilliQ-Wasser durchgefiihrt. Vor der
Lagerung wurde das Harz mit DCM gewaschen. Die Arbeitsschritte wurden in der unten
angegebenen Reihenfolge durchgefiihrt, wobei Entschitzungs- und Kupplungsschritte
wiederholt wurden, bis das vollstandige Rlickgrat aufgebaut war. Um ein freies terminales
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Amin zu generieren, wurde fir Struktur 13 und 18 das terminale EDS fiir die CUAAC Fmoc-
geschitzt belassen und erst anschlieRend entschiitzt. Flr die Strukturen 14 bis 17 wurde Boc-
geschitztes Alanin als terminaler Baustein verwendet (fiir 14, 15, 17 B-Alanin, fir 16 a-Alanin),
das erst bei der finalen Oligomerabspaltung mittels TFA entschitzt wurde. Dies war noétig, da
bei der Demethylierung der MDS-Seitenketten andernfalls auch das N-terminale Fmoc-
geschitzte Amin entschitzt worden ware, was Nebenreaktionen des Amins mit den freien
Carboxylgruppen ermdglicht hatte.

Harzvorbereitung

Zur Vorbereitung des Harzes wurde dieses in einen 5 ml Spritzenreaktor eingewogen
(0,025 mmol) und in 2 ml DMC fiir 30 min gequollen. AnschlieBend wurde das Harz mit DMF
gewaschen.

Fmoc-Abspaltung

Fmoc wurde durch Behandlung mit 2 ml einer 25%igen Piperidinlosung in DMF entfernt. Daflir
wurde das Harz dreimal fir je 10 min in der Losung geschittelt. Zwischen den einzelnen
Entschitzungsschritten wurde das Harz dreimal und zum Abschluss finfzehnmal mit DMF
gewaschen.

Bausteinkupplung

Der Baustein oder die Aminosiure (5 Ag.) wurde zusammen mit PyBOP (5 Aq.) in DMF (1 ml)
geldst und DIPEA (20 Ag.) wurde hinzugegeben. Die Lésung wurde in den Reaktor aufgezogen
und die Spritze flir 1 h geschiittelt. Anschlieend wurde das Harz mit DMF gewaschen.

Entschitzung der MDS-Seitenkette

Vor der Entschiitzung wurde das Harz finfmal mit einer Mischung aus THF/Wasser (1/1)
gewaschen. Dann wurde das Harz zweimal fiur jeweils 1h mit 1,5ml einer
Lithiumhydroxidlosung (0,2 M) in THF/Wasser (1/1) behandelt. Zwischen den zwei
Entschitzungen wurde das Harz finfmal mit dem verwendeten Losungsmittelgemisch
gewaschen. Nach der zweiten Entschiitzung wurden jeweils finf Waschgdange mit Wasser,
DMF, DCM und erneut DMF durchgefiihrt.

Amidkupplung an die MDS-Seitenkette

Zur Voraktivierung wurde HATU (3 Aq. pro Carboxylgruppe) in 0,4 ml DMF geldst, es wurde
DIPEA (10 Ag.) hinzugegeben, die Lésung in die Spritze aufgezogen und das Harz fiir 15 min
geschiittelt. AnschlieBend wurde eine Ldsung von 4-Aminobenzolsulfonsiure (3 Ag. pro
Carboxylgruppe) in 0,4 ml DMF hinzugefligt und die Reaktionsmischung fir weitere 1,5 h
geschittelt. AnschlieBend wurde das Harz mit DMF gewaschen.

Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC)

Das jeweilige Kohlenhydrat-Azid (2,5 Aq. pro Alkin) wurde in DMF (1 ml) geldst. Separat
wurden Losungen von Kupfersulfat-Pentahydrat (50 mol% pro Alkin) und Natriumascorbat
(50 mol% pro Alkin) jeweils in 0,15 ml Wasser angesetzt. Die Kohlenhydratlésung wurde
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gefolgt von der Natriumascorbat- und der Kupfersulfatlésung in die Spritze aufgezogen und
diese Uber Nacht geschittelt. Anschliefend wurde das Harz ausgiebig mit DMF, einer
Natriumdiethyldithiocarbamatlosung (0,2 M) in DMF/Wasser (1/1), Wasser und DCM
gewaschen, bis keine Farbung der Waschlosung mehr beobachtet werden konnte.

O-Deacetylierung auf der Festphase

Das Harz wurde zweimal fir je 30 min mit 2 ml Natriummethoxidlésung in MeOH (0,2 M)
behandelt.?'® Dazwischen wurde das Harz dreimal mit MeOH und abschlieBend finfmal mit
MeOH und zehnmal mit DMF gewaschen.

Abspaltung vom Harz

Das Harz wurde mit DCM gewaschen und anschlieBend eine Abspaltlésung bestehend aus 95%
TFA, 2,5% TIPS und 2,5% DCM in den Reaktor aufgezogen und diese fiir eine Stunde
geschittelt. Die Mischung wurde anschlieRend in Diethylether ausgefallt und der Niederschlag
unter Stickstoffstrom getrocknet. Zur TFA-Entfernung wurde entsprechend des Protokolls von
Roux et al. fiir 100 mg Probe, 1000 mg Anionenaustauscherharz genutzt.3** Das Harz wurde
zundachst aktiviert durch je dreimaliges Waschen mit 10 ml einer 1,6 M Essigsaurelosung und
einer 0,16 M Essigsaurelosung. Das Produkt wurde in 10 ml Wasser gel6st und in die Spritze
mit dem Harz aufgezogen. Die Spritze wurde fir 1 h geschiittelt und die wdassrige Phase
aufgefangen. Das Harz wurde dreimal mit je 2 ml Wasser gewaschen und die vereinigten
wassrigen Phasen gefriergetrocknet. AnschlieBend wurde das erhaltene Produkt mittels
praparativer RP-HPLC aufgereinigt.

(1,3,5)-Lac-(2,4,6)-EDS-6, 13

HaN N/\/N\/\N’u\/\n/N\/\o/\/o\/\N H
o H H o H
3

HR-MS kalk. fiir CiosH177N250s1: [M+4H]** 652,1; gefunden 652,1. Ausbeute: 113,4 mg (22%).
RP-HPLC: (von 100 bis 50 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 7,37 min, bestimmte Reinheit: 95%.

IH-NMR (600 MHz, D,0) & = 8,46 (s, 1H, NH), 8,05 (br s, 3H, Ar-H), 5,74 (m, 3H, CHpyranose,
anomeres Proton Glc), 4,53 (d, 3J = 7,8 Hz, 3H, CHpyranose, anomeres Proton Gal), 4,05 (t, 3) =
9,1 Hz, 3H, CHpyranose), 3,99 — 3,58 (m, 57H, CHpyranose, ~OCH>CH,0-, —C(O)NHCH,CH,0-,
—-OCH,CH,NH,), 3,46-3,32 (m, 34H, —-C(O)NHCH,CH:N-, -C(O)NHCH>CH,0-), 3,22 (t, 3) = 5,0
Hz, 2H, ~-OCH2CH;NH>), 3,04 (m, 6H, -NC(O)CH>CH>-), 2,81 (m, 6H, -NC(O)CH2CH>-), 2,56 —
2,44 (m, 24H, —C(0)CH,CHC(O)-) ppm.
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(1,3,5)-Lac-(2,4,6)-pSO3HPh-(7)-EDS-(8)-8Ala-8, 14

O

OH
HOW d

NH
HO3S” :

HR-MS kalk. fur C142H218N34065S3: [M+3H]3* 1179,5; gefunden 1179,5. Ausbeute: 261,0 mg
(37%).
RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 4,86 min, Reinheit konnte nicht

bestimmt werden, da das Produkt und das Nebenprodukt mit einer fehlenden p-
Benzolsulfonsaure-Einheit zusammenlaufen.

1H-NMR (600 MHz, D20) & = 8,02 (m, 3H, Ar-H), 7,76 (m, 6H, Ar-H), 7,58 (m, 6H, Ar-H), 5,73
(m, 3H, CHpyranose, anomeres Proton Glc), 4,50 (m, 3H, CHpyranose, anomeres Proton Gal), 4,03
(M, 3H, CHpyranose), 3,99-3,22 (m, 95H, CHpyranosey —OCH2CH20-, —C(O)NHCHCH,0-,
-C(O)NHCHCH:zN-, -C(0)CH2CH2NH3), 3,04-2,92 (m, 6H, ~NC(O)CH2CH2-), 2,84-2,65 (m, 20H,
-NC(0)CH2CH,—, -NC(O)CH.CH-C(O)NH-, —C(O)CH2CH:NH,), 2,53-2,33 (m, 28H,
-C(O)CH:CH2C(O)-) ppm.

(1,3,5)-Lac-(2,4,6)-MDS-(7)-EDS-(8)-8Ala-8, 15

HO. OH

OH
HOW
0

HR-MS kalk. fuir C127H209N310s0: [M+4H]* 779,3; gefunden 779,4. Ausbeute: 37,67 mg (22%).

RP-HPLC: (von 100 bis 75 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 13,32 min, bestimmte Reinheit:
95%.

1H-NMR (600 MHz, D20) & = 8,65 (br s, 6H, NH), 8,05 (m, 3H, Ar-H), 5,74 (d, 3/ = 9,2 Hz, 3H,
CHpyranose, anomeres Proton Glc), 4,51 (d, 3/ = 7,8 Hz, 3H, CHpyranose, anomeres Proton Gal), 4,05
(m, 3H, CHpyranose), 3,99-3,33 (m, 108H, CHpyranosey —OCH2CH20-, —-C(O)NHCH2CH,0-,
~C(O)NHCH2CH:zN-, —C(0)OCHs), 3,28 (t, 3J = 6,7 Hz, 2H, ~C(O)CH2CH2NH,), 3,07-3,02 (m, 6H,
-NC(O)CH,CH2-), 2,87-2,80 (m, 6H, =-NC(O)CH:CH»-), 2,75-2,68 (m, 8H,
-NC(O)CH,CH,C(O)NH-, -C(O)CH,CH:NH3), 2,65-2,62 (m, 6H, -NC(O)CH,CH,C(O)NH-),
2,55-2,40 (m, 28H, —-C(O)CH,CH,C(0O)-) ppm.
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(1)-Lac-(2,3)-EDS-(4)-aAla-4, 16

HO. OH

OH
HOW d

Ho, 9
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H H H H

o o e} NH,

HR-MS kalk. fuir CagHgaN1202,: [[\/|+2H]2Jr 591,3; gefunden 591,3. Ausbeute: 32,4 mg (54%).

RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): Produkt eluiert mit dem Injektionspeak,
Reinheit konnte nicht bestimmt werden.

'H-NMR (600 MHz, D;0) & = 8,07 (m, 1H, Ar-H), 5,75 (m, 1H, CHpyranose, anomeres Proton Glc),
4,52 (d, 3 = 7,8 Hz, 1H, CHpyranose, anomeres Proton Gal), 4,11-4,01 (m, 2H, CHpyranose, —
C(O)CHNH,CH3s), 4,00-3,76 (m, 9H, CHpyranose), 3,72-3,58 (m, 23H, CHpyranose, ~OCH2CH20-, —
C(O)NHCH,CH,0-), 3,51-3,33 (m, 16H, —C(O)NHCHCH;N-, —C(O)NHCH,CH,0-), 3,40-3,33 (m,
16H, -C(O)NHCHCH;N-), 3,05 (m, 2H, -NC(O)CH,CH>-), 2,82 (m, 2H, -NC(O)CH,CH,-),
2,59-2,46 (m, 12H, -C(O)CH,CH»C(0)-), 1,53 (d, 3/ = 7,0 Hz, 3H, -C(O)CHNH,CH3) ppm.

(1)-pSOsHPh-(2,3)-EDS-(4)-8Ala-4, 17

QL
NH

0

O,
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H H
HzN\n/\)LN/\,N\/\NJJ\/\n,N\/\O/\/O\/\NJ’\/\WN\/\O/\/O\/\NJ"\/\NH2
H H H H

o o o

HR-MS kalk. fiir C41HegN10016S: [M+2H]?* 495,2; gefunden 495,2. Ausbeute: 63,4 mg (32%).
RP-HPLC: (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 2,30 min, bestimmte Reinheit: 95%.

1H-NMR (600 MHz, D,0) & = 7,78 (m, 2H, Ar-H), 7,62 (m, 2H, Ar-H), 3,69-3,56 (m, 32H,
~OCH;CH20-, ~C(O)NHCH,CH20-, ~C(O)NHCH;CHzN-, ~C(O)NHCH;CH,0-), 3,26 (t, 3/ = 6,7 Hz,
2H, —C(0)CH2CH2NH), 2,79-2,74 (m, 4H, ~NC(O)CH,CH2C(O)NH-), 2,68 (t, 3 = 6,7 Hz, 2H,
~C(O)CH2CH2NH,), 2,56-2,41 (m, 12H, -C(O)CHCHC(0)-) ppm.

(1,3,5)-Glc-(2,4,6)-EDS-6, 18

O,
0 ﬁ/([ o] "
Hy N/\/N\/\NJJ\/\ITN\/\O/\/O\/\N H
H H H
o o
3

HR-MS kalk. fir CosH150N25030: [M+4H]** 563,5; gefunden 563,5. Ausbeute: 78,9 mg (18%).
RP-HPLC: (von 100 bis 50 Vol. % A in 30 min bei 25 °C): tg = 8,03 min, bestimmte Reinheit: 99%.

1H-NMR (600 MHz, D,0) & = 8,46 (br s, 1H, NH), 7,91 (m, 3H, Ar-H), 4,90 — 4,77 (m, CHpyranose,
anomeres Proton, tberlappt mit HDO), 4,70 — 4,62 (m, 6H, —NCH>CH,0-), 4,43 (d, 3Jun = 7,9
Hz, 0,6H, CHpyranose anomeres Proton (B-Anomer)), 4,09 (m, 3H, -NCH,CH,0-), 3,93 (m, 3H, —
NCH,CH0-), 3,77 (m, 2H, CHpyranose), 3,73 — 3,32 (m, 71H, ~OCH2CH0-, —C(O)NHCHCH,0-,
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-OCH2CH;NH3, -C(O)NHCH,CH:N-, CHpyranose), 3,26 — 3,22 (m, 2H, ~-OCH2CH;NH>), 3,00 (m, 6H,
~NC(O)CH2CH2-), 2,87 (M, 2,4H, CHpyranose), 2,80 (m, 6H, ~NC(O)CH2CHa-), 2,57 — 2,44 (m, 24H,
—C(O)CH2CHC(0)-) ppm.

5.4.5 Synthese von Ligand-Lipid-Konjugaten

Die Ligand-Lipid-Konjugationen fiir L13 und L18 wurde entsprechend bereits veroffentlichter
Protokolle von Rademacher et al. durchgefiihrt.®®3*! Dazu wurde DSPE-PEG-NHS (12 mg, 1
Aqg.) in 600 pl DMF geldst und mit einer Lésung der jeweiligen Liganden (8 Aq.) in 5,4 ml
NaHCOs-Puffer (0,1 M, pH = 8,4) gemischt. Die Mischung wurde Uber Nacht gerihrt.
AnschlieBend wurden die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, das Produkt
erneut in NaHCOs-Puffer (0,1 M, pH = 8,4) geldst und mit Slide-A-Lyzer Kassetten (MWCO =
7000 g/mol) dreimal 8 bis 12 Stunden gegen Puffer und anschieBend dreimal 8 bis zwolf
Stunden gegen Wasser dialysiert. Die Konjugationen von Oligomer 14 bis 17 wurde von Nils
Schomann unter Anwendung eines leicht abgewandelten Protokolls durchgefiihrt. Dafiir
wurden DSPE-PEG-NHS (1 Aq.) und der jeweilige Ligand (5 Aq.) in DMSO (0,5 ml pro 1 mg Lipid)
geldst, DIPEA (20 Ag.) hinzugefiigt und die Mischung tber Nacht geriihrt. Die restlichen
Arbeitsschritte wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt. Alle Proben wurden nach
Gefriertrocknung als weiRe Feststoffe erhalten. Die Ausbeuten in mg beziehen sich auf das
erfolgreich konjugierte Lipid. Das Verhaltnis von konjugiertem zu unkonjugiertem Lipid wurde
Uber die 'H-NMR-Analytik bestimmt und in der Berechnung der Ausbeute wurde das
unkonjugierte Lipid aus der Ausbeute rausgerechnet.

(1,3,5)-Lac-(2,4,6)-EDS-6-PEG-DSPE-Konjugat, L13

o o
o " " 9 H H 2 n U NN NN
Hy Jl\/\nrN\/\N/\/N\I,I/\)'J\N/\/O\/\O/\/N N\/\/O.(/\OyLN/\/O’ go/?%\o
e} o H o 5 44H i \n/\/\/\/\/\/\/\/\/
3

s 2 OH
HO %,

Ausbeute: 17,6 mg (48%). Umsetzung: 92%. MALDI-TOF-MS kalk. fiir C243H445N27NaO107P:
[M+H]* 5512,3; gefunden: 5512,9.
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(1,3,5)-Lac-(2,4,6)-pSO3HPh-(7)-EDS-(8)-pAla-8-PEG-DSPE-Konjugat, L14

o

) 0, o " H o H H H 2 P ,U\/\/\/\/\/\/\/\/\
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0 0 0 0 ] Na*
3

o

Ausbeute: 10,0 mg (29%). Umsetzung: 96%. MALDI-TOF-MS kalk. flir C2g0HagsN3sNaO121PSs:
[M+H]* 6440,1; gefunden -.

(1,3,5)-Lac-(2,4,6)-MDS-(7)-EDS-(8)-5Ala-8-PEG-DSPE-Konjugat, L15
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Ausbeute: 9,6 mg (13%). Umsetzung: 19%. MALDI-TOF-MS kalk. flir Cz65H477N33NaO11sP:
[M+H]* 6020,8; gefunden: 6021,6.

(1)-Lac-(2,3)-EDS-(4)-BAla-4-PEG-DSPE-Konjugat, L16
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Ausbeute: 12,5 mg (34%). Umsetzung: 33%. MALDI-TOF-MS kalk. fiir Cis6H352N14NaO7sP:
[M+H]* 4063,9; gefunden: 4064,0.

(1)-pSO3HPh-(2,3)-EDS-(4)-fAla-4-PEG-DSPE-Konjugat, L17
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Ausbeute: 17,9 mg (9%). Umsetzung: 13%. MALDI-TOF-MS kalk. fuir C179H336N12NaO7,P: [M+H]*
3895,7; gefunden: 3894,2.
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(1,3,5)-Glc-(2,4,6)-EDS-6-PEG-DSPE-Konjugat, L18
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Ausbeute: 14,4 mg (42 %). Umsetzung: 72%. MALDI-TOF-MS kalk. flr C31Ha27N27NaOgsP:
[M+H]* 5158,0; gefunden: 5159,4.

125



Anhang

6 Anhang

6.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kapitel der vorliegenden Arbeit basierend auf der
Festphasensynthese nach Hartmann et al. (oben) mit dem Ubergeordneten Ziel die
Untersuchung von Ligand-Protein-Interaktionen auf Membranen zu erméglichen................. Il
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Glykokalyx und der Interaktion von Proteinen, z.B.
von Bakterien, Viren oder anderen Zellen, mit den prasentierten Glykanen, die an Lipide und
Proteine KONJUZIErt VOITIEZEN. c....uuiii ittt aae e e s s nnaeee s 2
Abbildung 3: Die haufigsten natirlichen Monosaccharide: Glukose (Glc), Galaktose (Gal), N-
Acetylglukosamin (GIcNAc), N-Acetylgalaktosamin (GalNAc), Fucose (Fuc), Xylose (Xyl),
Sialinsdaure (Neu5Ac), Glucoronsaure (GlcA), Mannose (Man) und Iduronsdure (IdoA)........... 2
Abbildung 4: Schematische Struktur der Galektinklassen: A) Prototyp; B) Tandem-repeat; C)
Chimera; sowie Darstellung der Proteinstruktur von Gal-3 mit den Untereinheiten der CRD
(PDB 1Dz TABK). ceuteeuteeteesiteetee ettt et e sttt et e st et e st e et e s bt e et e e s beesas e e sse e e bt e sseesaneeene e e b e e nneeeareenneeenne 3
Abbildung 5: Synthetische Glykomimetika zur Ansteuerung von Gal-1 und Gal-3: Verbindung
1 — unfunktionalisiertes TDG, Verbindung 2 — TDG mit fluorsubstituiertem Aromaten an der
C3-Postition’?, Verbindung 3 — TDG mit u.a. einem Sulfatsubstituenten an C272, Verbindung 4
— TD13973, Verbindung 5 — unsubstituierte Galaktose, Verbindung 6 — an C2 und C3
SUDStItUIErte GalaktoSE . ...ttt sttt s 5
Abbildung 6: Per Festphasensynthese erhaltene Galektinliganden unter Anwendung zwei
verschiedener Strategien. A) Synthese heteromultivalenter Liganden; B) Erhdhung der
Multivalenz durch Prasentation auf der Liposomoberflache. ........cccooeveeiiiiiciiiiiieiee, 6
Abbildung 7: Das Prinzip der STD-NMR-Spektroskopie: Gleichgewicht der Protein-Ligand-
Komplexbildung; Off-resonance-Experiment: die Ligandenprotonen werden im H-NMR-
Experiment registriert; On-resonance-Messung: Die Sattigung des Proteins wird auf die an der
Interaktion beteiligten Teile des Liganden Ubertragen, die entsprechenden Signale im *H-
NMR-Spektrum werden verringert; Subtraktion der aus beiden Experimenten erhaltenen H-

NMR-Spektren ergibt das STD-SPEKEIUM. ..cccuvviiiiiieiiiiiirieee e e e e e e e araaees 8
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Abbildung 8: Beispielhafte NMR-Spektren und Verhalten eines exemplarischen Proteinsignals
bei einem NMR-Experiment unter Titration von Ligand: A) schneller Austausch zwischen
gebundenem und freiem Zustand des Proteins; B) langsamer Austausch zwischen
gebundenem und freiem Zustand des Proteins (Nachgedruckt mit Erlaubnis von Becker, W.;
Bhattiprolu, K. C.; Gubensdk, N.; Zangger, K. Investigating Protein-Ligand Interactions by
Solution Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Chemphyschem 2018, 19 (8), 895-906.
DOI: 10.1002/cphc.201701253. Copyright 2018 John Wiley and Sons). ......cccceeeeveeeeveeecrveenne. 9
Abbildung 9: Schematische Darstellung der Monosaccharidsequenz verschiedener
Glykosaminoglykane:  Hyaluronsdaure (HA), Chondroitin-/Dermatansulfat  (CS/DS),
Keratansulfat (KS), Heparansulfat/Heparin (HS/HP) sowie die Protein-Polysaccharid-Linker-
Sequenz GlcA-B-1,3-Gal-B-1,3-Gal-B-1,4-Xyl fir CS, DS, HS und HP. .....ccccuvveeiiiieeeeee e, 11
Abbildung 10: Unterschiedliche Arten von Sulfatierungsmustern, die die Protein-Interaktion
beeinflussen  konnen: Lokales Sulfatierungsmuster, welches positionsspezifische
Sulfatierungen umfasst und globales Sulfatierungsmuster, welches durch die Abfolge
unterschiedlich stark sulfatierter Domanen entsteht.........ccccooviiiiiiiiiiiiicee e, 12
Abbildung 11: Pentasaccharidsequenz des Fondaparinux (Arixtra®) zur Aktivierung von AT. 14
Abbildung 12: Schematische Darstellung der Mechanismen, Uber die HSPG und
therapeutisches HP/HS die Virusinfektion beeinflussen: A) Viren nutzen HSPGs zur
Anreicherung auf der Zelloberfliche und interagieren anschlieBend mit sekundaren
Rezeptoren zur Internalisierung in die Zelle; B) Viren nutzen HSPGs als Rezeptor zur Anbindung
an die Zellmembran und zur Internalisierung in die Zelle; C) l6sliche sGAGs kdnnen die
Interaktion von Viren mit den HSPGs und somit die Infektion einer Zelle inhibieren............. 16
Abbildung 13: Schematische Darstellung verschiedener Systeme zur Untersuchung von
biologischen Prozessen auf der Glykokalyx: A) Eine unterstiitzte Membrandoppelschicht; B)
ein Liposom als Protozelle; C) Manipulation der natiirlichen Glykokalyx im Rahmen des
GlYCOCAIYX ENGINEEIING. ..veeieeiiiieieiiee ettt e e e e et e e e e e e e e st e e e e e e e e seanstaeeeeeaeesesnnnseeenns 18
Abbildung 14: Beispiele fiir Designprinzipien von synthetischen Glykomimetika zur
Ansteuerung von: A) Lektinen Uber einen Rezeptor-basierten Ansatz durch Prasentation
essentieller terminaler Kohlenhydratepitope; B) sGAG-bindenden Proteinen, hier als Beispiel
FGF2 (PDB ID: 1BFB), {iber einen Ligand-basierten Ansatz durch Nachahmung globaler und
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6.3 Analytik
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Abbildung 59: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung T1.
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Abbildung 60:H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung T2.
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Abbildung 61: *H-NMR Spektrum (600 MHz, DMSO-ds) von Verbindung T3 und T3S sowie dem unbehandelten Fmoc-Photo-

Linker.
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Abbildung 62: HR-MS Spektrum von Verbindung 1.
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Abbildung 63: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vo
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Abbildung 64: ESI-MS Spektrum bei tg = 1.58 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 1.
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Abbildung 65: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 1.
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Abbildung 66: ESI-MS von Verbindung 1S, Negativionenmodus.
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Abbildung 67: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 18.
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Abbildung 68: HR-MS Spektrum von Verbindung 2.
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Abbildung 69: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30

144

min bei 25 °C) von Verbindung 2.
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Abbildung 70: ESI-MS Spektrum bei tg = 5.43 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 2.
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Abbildung 71: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 2.
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Abbildung 72: ESI-MS von Verbindung 2S, Negativionenmodus.
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Abbildung 73: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 2S.
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Abbildung 74: HR-MS Spektrum von Verbindung 3.

400
'S' o
T 300 t,=9.16 min
o 200-
@ ]
g 100
£ ]

O i I i I M I i I i I M 1
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abbildung 75: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 3 (kleine zusdtzliche
Peaks kénnen Derivaten der Zielstruktur mit mehr oder weniger Acetylgruppen zugeordnet werden).
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Abbildung 76: ESI-MS Spektrum bei tg = 9.16 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 3.
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Abbildung 77: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 3.
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Abbildung 78: ESI-MS von Verbindung 3S, Negativionenmodus.
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Abbildung 79: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 3S.
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Abbildung 80: HR-MS Spektrum von Verbindung 4.
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Abbildung 81: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 4.
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Abbildung 82: ESI-MS Spektrum bei tg = 10.53 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 4.
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Abbildung 83: 1H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 4.
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Abbildung 84: ESI-MS von Verbindung 4S, Negativionenmodus.
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Abbildung 85: 1H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 4S.
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Abbildung 86: HR-MS Spektrum von Verbindung 5.
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Abbildung 87: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 5 (das Signal bei 7.53
min mit einer Fldche von 11.9% kann dem Nebenprodukt zugeordnet werden, dass durch Acetylierung nach der siebten
Kupplung entstanden ist).
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Abbildung 88: ESI-MS Spektrum bei tg = 8.99 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 5.
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Abbildung 89: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 5.
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Abbildung 90: ESI-MS von Verbindung 5S, Negativionenmodus.
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Abbildung 91: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 58.

152



Anhang

(amamans

HDO

0.0 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

20 1.5 1.0 0.3 0.0

Abbildung 92: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D20) von Verbindung Fondaparinux-Natrium.
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Abbildung 93: ESI-MS von Verbindung ZS-7.
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Abbildung 94: HR-MS Spektrum von Verbindung ZS-7.
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Abbildung 95: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung ZS-7.
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Abbildung 96: ESI-MS von Verbindung ZS-8.
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Abbildung 97: HR-MS Spektrum von Verbindung ZS-8.
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Abbildung 98: 1H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung ZS-8.
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Abbildung 99: ESI-MS von Verbindung 7, Negativionenmodus.
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Abbildung 100: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 7.
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Abbildung 101: ESI-MS von Verbindung 8-1, Negativionenmodus.
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Abbildung 102: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D;0) von Verbindung 8-1.
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Abbildung 103: ESI-MS von Verbindung 8, Negativionenmodus.
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Abbildung 104: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 8.
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Abbildung 105: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 17 min bei 25 °C) von Verbindung ZS-Oligomerriickgrat.
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Abbildung 106: ESI-MS Spektrum bei tg = 9,72 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung ZS-
Oligomerriickgrat.
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Abbildung 107: HR-MS Spektrum von Verbindung ZS-Oligomerriickgrat.
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Abbildung 108: ESI-MS Spektrum von Verbindung 9.
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Abbildung 109: HR-MS Spektrum von Verbindung 9.
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Abbildung 110: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 9.
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Abbildung 111: ESI-MS von Verbindung 9S, Negativionenmodus.
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Abbildung 112: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D;0) von Verbindung 9S.
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Abbildung 113: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung ZS-10.
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Abbildung 114: ESI-MS Spektrum bei tg = 12,85 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung ZS-10.
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Abbildung 115: HR-MS Spektrum von Verbindung ZS-10.
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Abbildung 116: *H-NMR Spektrum (300 MHz, D,0) von Verbindung ZS-10.
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Abbildung 117: ESI-MS Spektrum von Verbindung 10.
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Abbildung 118: HR-MS Spektrum von Verbindung 10.
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Abbildung 119: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 10.
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Abbildung 120: ESI-MS von Verbindung 10S, Negativionenmodus.
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Abbildung 121: *H-NMR Spektrum (300 MHz, D,0) von Verbindung 10S.
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Abbildung 122: ESI-MS von Verbindung 11S, Negativionenmodus.
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Abbildung 123: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 118.
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Abbildung 124: ESI-MS von Verbindung 12S, Negativionenmodus.
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Abbildung 125: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 12S.
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Abbildung 126: Fluoreszenzmikroskopiebilder aufgenommen im Kanal des Rhodamin B fiir drei beispielshafte GUVs
funktionalisiert mit 9S.
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Abbildung 127: Quantifizierung der mittleren Fluoreszenz fiir Gm-95-Zellen nach der Inkubation mit SV40 bzw. MCPyV-VLPs.
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Abbildung 128: HR-MS Spektrum von Verbindung 13.
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Abbildung 129: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 50 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 13.
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Abbildung 130: ESI-MS Spektrum bei tg = 7.37 min (von 100 bis 50 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 13.
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Abbildung 131: H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 13.
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Abbildung 132: HR-MS Spektrum von Verbindung 14.

168



Anhang

250
. 200
3 ]
<C 150 t, =4.86min
‘g' J
o 100
a ]
3] 50 4
L= 1

D T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zeit (min)
Abbildung 133: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 14.
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Abbildung 134: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 14 nach der Inkubation
mit TFA. Die Peaks sind schmaler und schdrfer im Vergleich zum Lauf aus Abbildung 133. Der Injektionspeak wird durch

entstandene Salze vergréfert.
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Abbildung 135: ESI-MS Spektrum bei tg = 4.86 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 14. Zugeordnet
sind auch die Massen des Nebenprodukts mit einem fehlenden p-Benzolsulfonséurerest.
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Abbildung 136: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 14.
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Abbildung 137: HR-MS Spektrum von Verbindung 15.
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Abbildung 138: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 75 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 15.
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Abbildung 139: ESI-MS Spektrum bei tg = 13.32 min (von 100 bis 75 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 15.
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Abbildung 140: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 15.
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Abbildung 141: HR-MS Spektrum von Verbindung 16.
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Abbildung 142: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 16.
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Abbildung 143: ESI-MS Spektrum des Injektionspeaks (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 16.
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Abbildung 144: H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 16.
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Abbildung 145: HR-MS Spektrum von Verbindung 17.
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Abbildung 146: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 17.
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Abbildung 147: ESI-MS Spektrum bei tg = 2.30 min (von 100 bis 0 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 17.
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Abbildung 148: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 17.
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Abbildung 149: HR-MS Spektrum von Verbindung 18.
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Abbildung 150: RP-HPLC Chromatogramm (von 100 bis 50 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 18.
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Abbildung 151: ESI-MS Spektrum bei tg = 8.03 min (von 100 bis 50 Vol. % A in 30 min bei 25 °C) von Verbindung 18.
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Abbildung 152: *H-NMR Spektrum (600 MHz, D,0) von Verbindung 18.
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Abbildung 153: *H-NMR Spektrum von Verbindung L13.
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Abbildung 154: MALDI-TOF-MS Spektrum von Verbindung L13.
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Abbildung 155: *H-NMR Spektrum von Verbindung L14.
d d
u U]
I 3]
e fa
A B H a5
1 T 7
QTA mTé QT6
oase——
1
_J
i 3
[(a} o
wn o
S ©
W0 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

f1 (ppm)

Abbildung 156: 1H-NMR Spektrum von Verbindung L15.
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Abbildung 157: MALDI-TOF-MS Spektrum von Verbindung L15.
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Abbildung 158: *H-NMR Spektrum von Verbindung L16.
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Abbildung 159: MALDI-TOF-MS Spektrum von Verbindung L16.
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Abbildung 160: *H-NMR Spektrum von Verbindung L17.
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Abbildung 161: MALDI-TOF-MS Spektrum von Verbindung L17.
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Abbildung 162: *H-NMR Spektrum von Verbindung L18.
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Abbildung 163: MALDI-TOF-MS Spektrum von Verbindung L18.

181

Anhang



Anhang

Gal3FL

Struktur
13

STDx 75 e

Ref

a H4 Gal
b H5 Glc
c H6 Gal
d H3 Gal
e H2 Gal

Gal1

Struktur
13
a ¢
b
d e
STDx 75

Ref

a H4 Gal
b H5 Glc
c H6 Gal
d H3 Gal
e H2 Gal

Abbildung 164: *H-STD-NMR-Spektren der Interaktion der Glykomakromolekiile mit Gal-3 (volle Lédnge) (oben) und Gal-1
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Abbildung 165: 1H-">N-TROSY-NMR-Spektrum von Gal-1 (106 uM) nach Zugabe von 10 Aq. von 3-Lac-3-SO3H (14) (Daten

erstellt am CICbioGUNE).
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Abbildung 166: 'H-"*N-HSQC-NMR-Spektrum von Gal-3 (50 uM) nach Zugabe von nackten Liposomen (PC LUV) bzw. von

Liposomen funktionalisiert mit: L13, L14, L15, L16, L17 und L18 (Daten erstellt am CICbioGUNE).
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Abbildung 167: H-*>*N-HSQC-NMR-Spektrum von Gal-1 (50 uM) nach Zugabe von nackten Liposomen (PC LUV) bzw. von
Liposomen funktionalisiert mit: L13, L14, L15, L16, L17 und L18 (Daten erstellt am CICbioGUNE).

184



Anhang

380 A

120

120 A
Abbildung 168: Full-atom Modell des Lipidkonjugats L13 verankert in einer POPC Lipiddoppelschicht und mit drei

angebundenen Gal-3-Molekiilen, die die Laktose-Einheiten binden (Daten erstellt am CICbioGUNE).
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Abbildung 169: Analyse von Gal-3 gebunden an L13 einer POPC-Doppelschicht durch MD Simulationen. Jede Laktose-Einheit
bindet ein Gal-3-Molekiil. Links: charakteristische Wasserstoffbriickenbindungen und CH/m-Interaktionen; Rechts: die
Geometrie der 8-D-Gal-(1->4)-D-Glc-glykosidischen Bindung (Daten erstellt am CICbioGUNE).
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Abbildung 170: Analyse von Gal-1 gebunden an L13 einer POPC-Doppelschicht durch MD Simulationen. Jede Laktose-Einheit
bindet ein Gal-3-Molekiil. Links: charakteristische Wasserstoffbriickenbindungen und CH/m-Interaktionen; Rechts: die
Geometrie der 8-D-Gal-(1->4)-D-Glc-glykosidischen Bindung (Daten erstellt am CICbioGUNE).
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