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"Die meisten Menschen legen ihre Kindheit ab wie einen alten Hut. Sie
vergessen sie wie eine Telefonnummer, die nicht mehr gilt.

Frioher waren sie Kinder, dann wurden sie Erwachsene, aber was sind
sie nun?

Nur wer erwachsen wird und ein Kind bleibt, ist ein Mensch."

Erich Kastner
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Kurzzusammenfassung

Zucker, auch Glykane genannt, sind essenzielle Bausteine aller Organismen. Insbesondere
auf Zelloberflachen sind eine Vielzahl verschiedener Glykane prasent. Diese Glykanschicht
wird Glykokalyx genannt und besteht aus Glykoproteinen, Glykolipiden oder Proteoglykanen.
Diese fungieren als SignallUbermittler in zahlreichen biologischen Prozessen, wie Zell-Zell-
Kommunikation und Zelladhdsion. Auch Pathogene nutzen die Glykokalyx und die
zuckervermittelte Anbindung eines Pathogens an der Zelloberflache ist haufig der erste Schritt
des Infektionsprozesses. Um einerseits die biologischen Prozesse im Kérper und andererseits
den Infektionsmechanismus der Pathogene zu verstehen, ist es von Interesse, den Aufbau

und die Wechselwirkung der Glykane zu untersuchen.

Ein Glykanmotiv, das von vielen Pathogenen, insbesondere Viren, in der Zellanbindung
genutzt wird, ist die Neuraminsaure (Neu5Ac). Dartber hinaus ist dieser Zucker an vielen

weiteren biologischen Prozessen beteiligt.

Da die Isolierung Neu5Ac-haltiger Glykane und Glykankonjugate kompliziert ist, ist ein
alternativer Ansatz die Erzeugung sogenannter Glykanmimetika, die als Modelle zur
Untersuchung der biologischen Funktion der Glykane eingesetzt werden kénnen. Ein weit
verbreiteter Ansatz ist die Beschrankung der komplexen natirlichen Glykanliganden auf das
minimale Bindungsmotiv. Hierbei werden alle Kohlenhydrateinheiten, die vermutlich nicht
direkt an der Bindung beteiligt sind, vernachlassigt. Die verbleibenden Kohlenhydratliganden
werden dann an ein kinstliches Geriist angebracht, um Uber diese multivalente Présentation

eine Bindungsverstarkung zu erreichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, drei unterschiedliche Methoden zur Funktionalisierung
variabler aber gleichzeitig strukturell definierter und multivalenter Gerliste mit Neu5Ac zu
etablieren. Hierfir wurden sowohl chemische als auch enzymatische Methoden verwendet.
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Projekt 3
NeuSAc funktionalisierte starre cyclische Prazisionsoligomere
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der drei verschiedenen Projekte die in dieser Arbeit besprochen werden.
Projekt 1: Enzymatische Synthese von niedermolekularen und makromolekularen Polyolmotiven mittels dem Exo-
Enzymatischen-Labelling-System aus PmST1 und NmCSS. Projekt 2: Synthese von multivalenten Kamm-
Systemen aus Oligo(amidoaminen) und Holliday Junctions mittels Kupferfreier-Clickchemie zur Prédsentation von
Zuckern. Projekt 3: Synthese von Neub5Ac funktionalisierenten, starren und cyclischen Calix[n]aren-

Prézisionsoligomeren (n=4 oder 5).
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Eine der bereits etablierten enzymatischen Methoden ist das Exo-Enzymatischen-Labelling-
System aus NmCSS und PmST1 zur Sialylierung von Galaktoseeinheiten. Kiirzlich wurde von
Konietzny aus dem Arbeitskreis Hartmann herausgefunden, dass es neben der gezielten
Sialylierung von Galaktose funktionalisierten Strukturen auch zur Sialylierung des Tris-Puffers
kommt. Diese Entdeckung ermdglicht eine einfache chemoenzymatische Synthese von nicht
glykanbasierten Neu5Ac-Derivaten auf Basis von natlrlichen und nicht natiirlichen Substraten
fir biologische und medizinische Anwendungen. Aus diesem Grund wurde im ersten Tell
dieser Arbeit die chemoenzymatische Synthese von neuartigen Neu5Ac-Derivaten untersucht.
Hierbei wurde insbesondere ein Fokus auf die Sialylierungsbedingungen, ein Screening
verschiedener Substratklassen (Tris-, Glycerin-, Ethylenglycol-, Polyol-basierte) und die
Isolation der sialylierten Substrate gelegt. Es konnte gezeigt werden, dass Substrate mit
mindestens zwei Hydroxygruppen in rdumlicher Nahe sialyliert werden kénnen. Auf3erdem
konnte gezeigt werden, dass elektronendonierende und elektronenreiche funktionelle
Seitenketten eine Sialylierung beglnstigen. Die Isolation der sialylierten Derivate konnte mit
einer fur niedermolekulare Substanzen optimierten GPC erreicht werden. Zusatzlich wurden
erste  Versuche fir die Synthese von Neu5Ac-funktionalisierten Tris-Copolymeren
durchgefihrt.

Im zweiten Teil wurde anstelle einer enzymatischen kovalenten Verknipfung der
Oligo(amidoamin)-Geriste und Sialinsdure die Mdglichkeit zu DNA-vermittelten Konjugation
untersucht. In einer Kooperation mit Prof. Kjems und seinem Team wurden Oligo (amidoamin)-
Gertste mehrfach mit Oligonukleotid Seitenketten funktionalisiert. Diese sind Teil der
sogenannten Holiday Junctions, einem X-fdrmigen DNA-Origami Motiv. In der vorliegenden
Arbeit konnten erfolgreich ein bis drei Holiday Junctions durch Selbstassemblierung an einem
Cumarin-gelabelten Oligo(amidoamin)-Gerist konjugiert und isoliert werden. Zuklnftig
kdnnen dann Sialinsduren an die Oligonukleotid-Segmente angebracht werden und so eine

sequenzdefinierte, multivalente Prasentation ermdglicht werden.

Im dritten Teil der Arbeit wurden von Alisa Kayser synthetisierte Calix[n]aren-Gerlste (n=4 und
5) zur Verflgung gestellt und Uber chemische Konjugation mittels Cu-vermittelter Azid-Alkin-
Reaktion mit Sialinsduren funktionalisiert. Hierfir wurden drei Calix[5]aren-Oligomere mit
unterschiedlichen Bindungsabstanden und Valenz der Neu5Ac und ein Calix[4]aren-Oligomer

synthetisiert.

Die so erhaltenen Liganden prasentieren funf oder zehn Neu5Ac und orientieren sich in ihrer
GréBe und Anordnung der Glykanfragmente an dem pentameren VP1 Kapsidprotein des
Merkelzell-Polyomavirus (MCPyV). Beim MCPyV handelt es sich um den ersten bekannten
Onkovirus der Polyomaviren. Es ist bekannt, dass nur Zellen, die mit Neu5Ac funktionalisiert
sind, von dem MCPyV infiziert werden kénnen. Das VP1 Kapsidprotein besteht aus einem
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symmetrischen, ringférmigen Homopentamer aus finf VP1 Subeinheiten, die Neu5Ac binden
kénnen. Es konnte bereits fiir flexible lineare Liganden eine Bindung an das VP1 gezeigt
werden.

In ersten Bindungsstudien wurden in Kooperation mit Prof. Stehle und seinem Team die
Calix[n]aren-Oligomere mit dem VP1 cokristallisiert und an einem Synchrotron vermessen.
Hierbei hat sich gezeigt, dass es zur Bindung einzelner Neu5Ac kommt, allerdings keine

genauen Aussagen Uber die Bindungsstudien getroffen werden kdnnen.
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1. Einleitung
1.1 Die Glykokalyx

1.1.1 Zusammensetzung und biologische Funktionen

Kohlenhydrate sind fiir lebende Organismen ein wichtiger Baustein. Sie kommen vor allem auf
der Zelloberflache von eukaryotischen und prokaryotischen Zellen vor. Diese erstmals 1970
von Martinez-Palomo beschriebene Lipiddoppelschicht ist die Glykokalyx.! Auf dieser sind
Oligo- und Polysaccharide einerseits kovalent an Membranproteine (Glykoproteine) oder
Membranlipide (Glykolipide) gebunden oder Uber hydrophobe Wechselwirkungen (Mucine) in
der Lipiddoppelschicht verankert (Abbildung 2).2 Zu deren Aufgaben gehdren die Zell-Zell-
Erkennung und Kommunikation sowie die Zelladh&sion.® # Hierbei wird eine hohe Selektivitat
durch die Verknupfung und Verzweigung von verschiedenen Zuckern an den Hydroxygruppen
erzielt. Die entstehenden Zuckermotive sind dadurch sehr komplex und stellen daher eine
groBe Herausforderung bei der Untersuchung von biologischen Prozessen dar. Dennoch ist
es von Interesse, diese Prozesse besser zu verstehen, um einerseits die Funktionen der
Glykokalyx als auch den Mechanismus von Pathogenen bei einer Infektion von Zellen besser
zu verstehen. Ein weit verbreiteter Ansatz ist, die Komplexitat der Kohlenhydratliganden auf
ein Minimum zu beschranken.® Hierbei werden alle Kohlenhydrateinheiten, die vermutlich nicht
an einer Bindung beteiligt sind, entfernt und das Ubriggebliebene Kohlenhydratmotiv an ein
kiinstliches Gerust gebunden. Der Aufbau dieser so genannten Glykomimetika ist dabei sehr
variabel und kann an spezifische Ziele angepasst werden.> ©

Glykokalyx

Mucin

Glykolipide

:

Glykoprotein

N-Acetylneuraminsdure

[ (NeuSAc) A Fucose (Fuc)

@ Mannose (Man) [0 N-Acetyl-Galaktosamin (GalNAc)
QO Galaktose (Gal) B N-Acetylglucosamin (GalNAc)
@ GClucose (Clc) & Membranlipid

O Membranprotein

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Glykokalyx und ausgewdhiter Glykan-Konjugate.




1.1.2. Sialinsaurehaltige Oligo- und Polysaccharide

Sialinsduren nehmen eine besondere Rolle ein, da diese in der Regel die letzte
Funktionalisierung von Glykanen sind.”® Die im Menschen vorkommende N-
Acetylneuraminsdure (Neu5Ac) gehoért zu der Obergruppe der Sialinsduren, wobei dieser
Begriff falschlicherweise als Synonym flr die Neu5Ac verwendet wird.

( Sialinsauren \
OH HO
Ho\w‘) \w HO\%O HO\/('mc"H%HOO
N OH - O OH : O OH
\‘g Ho Ho HO HeN HO

H 0/\‘(

NeubAc (a) Neu5Gc (a) Kdn Neu (a)

@ o o .

Abbildung 3 Darstellung verschiedener Sialinsduren.

Sie kann im ganzen Kérper gefunden werden, wobei die Konzentration variiert. Im Gehirn ist
eine wesentlich hdhere Konzentration als im Fettgewebe festzustellen.® ' Neu5Ac besteht
aus neun Kohlenstoffatomen und tragt am C1-Kohlenstoff eine Carbonsaure. Durch die
Ladung und die hydrophilen Eigenschaften nimmt Neu5Ac Einfluss auf die Struktur und die
raumliche Anordnung von Zellen.'® 24 Vor allem bei weit entwickelten Wirbeltieren sind diese
an einer Vielzahl an physiologischen und pathogenen Prozessen beteiligt. Zu den
physiologischen Prozessen gehdren die neuronale Plastizitat,'® '® die glomerulare Filtration, >
6 die AbstoBung von roten Blutkérperchen', sowie die Zell-Zell-Kommunikation oder
Proteinerkennung.’® " 1 Einige Pathogene und Toxine nutzen die Wiedererkennung der
Zuckermotive und die Ladung der Glykane auf der Glykokalyx aus, um durch molekulares
Mimikry Zellen zu infizieren. Hierbei statten sich die Pathogene mit Zuckermotiven
einschlieBlich Neu5Ac aus, um von Zellen erkannt zu werden und der Immunabwehr

auszuweichen.”- 1921

Neben der hohen Komplexitéat der biologischen Prozesse, an denen Neu5Ac beteiligt ist, ist es
ebenso anspruchsvoll, sie synthetisch als Baustein zuganglich zu machen.?? Hierbei ist vor
allem die Struktur der Neu5Ac flir die Instabilitat verantwortlich. So ist die glykosidische
Bindung am anomeren Zentrum saurelabil und das Amid am C5-Kohlenstoff basenlabil.?3
AuBerdem ist der Zugang zum anomeren Zentrum durch die elektronenziehenden
Eigenschaften der Carboxylgruppe und die fehlende Hydroxygruppe des C2-Kohlenstoffs und
deren dirigierende Wirkung nicht trivial. Trotz des hohen chemischen Aufwands und der
Labilitdt der Neu5Ac ist sie aufgrund der Besonderheit der Eigenschaften und der Funktionen

eine der am besten untersuchten Glykierungen.2* Hierbei werden vor allem natiirliche und nicht




natlrliche Glykomimetika wie z.B. Neoglykoside oder Glykopolymere?2® auf medizinische,
biologische oder pharmakologische Eigenschaften getestet. %2931

1.1.3. Sialinsaure und deren Konjugate in der molekularen Medizin

Durch die Omniprasenz der Neu5Ac im Kérper besteht die Mdglichkeit, fiir pathologische oder
physiologische Prozesse eine Therapie zu entwickeln. Aus diesem Grund wurde eine Vielzahl
an Sialinsaure tragende oder Sialinsdure basierte Therapeutika entwickelt. Hierbei sind die
Anwendungsbereiche Entzindungshemmer, Krebstherapeutika, Virostatika,
Adhzsionshemmer und Wirkstofftransporter.323® Zu den bekanntesten Inhibitoren viraler
Sialidasen gehdéren Relenza und Tamiflu (Abbildung 4). Diese hindern die Vermehrung und
Ausbreitung von Influenzaviren. Eine weitere Strategie ist das Entfernen von Bindungstaschen
im Gewebe, die von Pathogenen angesteuert werden.®® Hierflir werden Sialoglykane
verwendet. Allerdings konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Infektionshemmung erzielt
werden.?® Krebszellen haben eine verdnderte Konzentration an Sialinsauren auf der
Zelloberflache. Diese fiihren durch die Interaktion mit Siglecs zu einem erhéhten Schutz vor
Immunreaktionen.®” 3 Ebenso kann der erhohte Sialylierungsgrad mit der Aggressivitat,
Metastasen und Medikamentenresistenz in Verbindung gebracht werden. 34" Aus diesem
Grund wird zurzeit an Inhibitoren fiir die Sialoglykansynthese sowie an der Sialoglykan-Siglec-
Interaktion geforscht. Dabei wurde in ersten Tierversuchen gezeigt, dass das Tumorwachstum

eingeschrankt und die Immunreaktion auf die Krebszellen verbessert werden konnte.*?

/

K (Neu5Ac)

Sialinsdure basierte Therapeutika
OH .0 ik o i " o o
HO ”,
o LY 3 I T
HO %
L HN.__NH;, HN™ =3
o OH Ao ‘|N1’H /go NH,
N-Acetylneuraminsaure Relenza Tamiflu

\

J

Abbildung 4 Darstellung von Sialinsdure basierten Medikamenten (Relenza und Tamiflu).
1.2. Multivalente Glykomimetika

1.2.1. Multivalenz

Multivalenz ist ein allgemeines Prinzip, um die Bindung von Liganden und Rezeptoren
miteinander zu verstarken. Hierbei kommt es durch die multivalente Prasentation dazu, dass
nicht die Affinitdt eines Liganden mit einem Rezeptor, sondern die sich zur Aviditat
summierenden Affinititen aller Liganden und Rezeptoren, flr die Bindungsstarke
verantwortlich ist.** Beim Vergleich der Bindungsstarke von multivalent prasentierten Liganden

mit monovalenten Liganden ist die Bindungsstéarke von multivalenten Liganden um ein




Vielfaches starker, weil in der Regel einzelne Bindungsereignisse sehr schwach sind. Es
konnte gezeigt werden, dass bei einer Vervierfachung an Kohlenhydratmotiven es zu einer
10.000-fach erhohten Aviditdt zum zugehorigen Lektin fuhrt.** 45 Allerdings bleiben diese
Interaktionen weiterhin reversibel. Das ist vor allem wichtig flir Prozesse, die nur eine gewisse
Zeit ausgefihrt werden sollen. Ein Beispiel hierfir wére die Ausschittung von Insulin nach der
Aufnahme von Zucker.*® Allgemein ist die Multivalenz fir biologische Systeme und Prozesse
essenziell, da diese fiir den Signaltransport, die Adhasion und die Erkennung der
Bindungspartner unerlésslich ist.2° Die Erhohung der Aviditat durch die Multivalenz kann durch
vier verschiedene Bindungseffekte erklart werden.?® 470 Diese vier Effekte sind die
Chelatisierung, die statistische Rekombination, die Clusterbildung und die sterische
Abschirmung (Abbildung 5).

Chelatisierung Statistische Rekombination

& @

Clusterbildung Sterische Abschirmung

Abbildung 5 Schematische Darstellung der Multivalenzeffekte (oben links = Chelatisierung, oben rechts =
statistische Rekombination, unten links = Clusterbildung, unten rechts = sterische Abschirmung).

Bei der Chelatisierung verbrtickt ein multivalenter Ligand mindestens zwei Bindungstaschen
eines multivalenten Rezeptors. Durch die Bindung der Liganden an den Rezeptor werden
Wassermolekiile aus der Bindungstasche verdrangt.®' Bei einem monovalenten Liganden
kommt es somit zu einem &aquivalenten Austausch von Liganden und Wassermolekilen,
wodurch die Anzahl der frei beweglichen Molekile in Lésung identisch bleibt.5! Besitzt ein
Ligand dagegen mindestens zwei Bindungsmotive, die an den Rezeptor binden, so werden
proportional zu den gebundenen Bindungsmotiven des Liganden Wassermolekile pro
Liganden freigesetzt. Hierbei steigt die Anzahl der frei beweglichen Molekule an und es kommt




zu einem Gewinn an Entropie.5! Ebenso erh6ht jede weitere Bindung eines Liganden an einen
multivalenten Rezeptor die Entropie, da durch die Bindung des ersten Bindungsmotivs die
Entropie jedes weiteren Bindungsmotivs verringert wird. Durch jede weitere Bindung kommt

es dadurch zu einem héheren Entropiegewinn als bei der ersten Bindung.%? 5

Die statistische Rekombination basiert auf dem kinetischen Verhalten der Liganden. Einerseits
kann es zum Austausch eines gebundenen Bindungsmotivs mit einem freien Bindungsmotiv
des Liganden kommen. Andererseits kann es bei der Dissoziation eines Bindungsmotives des
Liganden zu einer schnellen Bindung eines benachbarten Bindungsmotivs des Liganden
kommen. Somit setzt sich die Gesamtbindungsstarke des multivalenten Liganden mit dem
Rezeptor aus der Chelatisierung und der statistischen Rekombination zusammen.>'- 53 54

Bei der Clusterbildung bindet ein multivalenter Ligand an die Bindungstaschen verschiedener
Rezeptoren. Hierbei bilden sich Cluster aus. Die GréBe der Cluster ist abhangig von der
Konzentration des Liganden und des Rezeptors. Bei hohen Konzentrationen kann es zur

Ausbildung von groBen unléslichen Agglomeraten kommen, die aus der Lésung ausfallen.?->°

Bei der sterischen Abschirmung schitzen die ungebundenen Bindungsmotive den Ligand-
Rezeptor-Komplex vor dem Austausch mit anderen freien Liganden. Dadurch kann verhindert
werden, dass der Rezeptor an einen anderen Liganden anbinden kann. Dieser Mechanismus
wird verwendet, um eine virale oder bakterielle Infektion zu inhibieren, indem das Pathogen
an einen Liganden bindet und dieser durch die sterische Abschirmung den Kontakt mit der
Zelloberflache verhindert.*3: 50.55-57

1.2.2. Synthetische Geruste zur multivalenten Prasentation von Glykanen

Uber die Jahre wurde eine Vielzahl an verschiedenen Glykomimetika entwickelt. Diese
unterscheiden sich vor allem in der Synthese, der Struktur, der Dispersitat, der GréBe und der
Prasentation der Kohlenhydratmotive.* %8 Hierbei reicht die GroBe von kleinen
niedermolekularen Strukturen bis hin zu groBen multivalenten Makromolekllen und

Polymeren.5® 0

In der Natur sind viele Oligosaccharide nicht linear und auf verschiedene Arten in Lebewesen
prasentiert. Um diese verschiedenen Prasentationsmethoden zu imitieren oder um ein
mdglichst vorteilhaftes multivalentes System flr eine Interaktion zu prasentieren, wurden
verschiedene Geruste entwickelt. Diese Geriste kdnnen z.B. eher zellahnlichen sphérischen
Gerlsten wie Nanopartikel®, Liposome®' oder hochgradig verzweigten Gerlisten wie
Dendrimere® ¢2 entsprechen (Abbildung 6). Bei Nanopartikeln und Liposomen handelt es sich
um sphérische Partikel, die mit Kohlenhydraten funktionalisiert werden.




Multivalente Geriiste am Vorbild des natiirlichen Oligosaccharides \
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Abbildung 6 Darstellung von verschiedenen multivalenten Gertisten zur Présentation von Sialinsdure-Liganden.

Hierbei unterscheiden sie sich in ihrer Gr6Be und dem Tragermaterial. Nanopartikel kdnnen
mit einer hohen Anzahl an Kohlenhydraten funktionalisiert werden und sind auch wegen ihrer
elektronischen und spektrometrischen Eigenschaften interessant.®® Liposome sind dagegen
strukturell Zellen &hnlicher. Die Zuckermotive sind auf der Oberflache heterogen verteilt und
beweglich. Das fuhrt dazu, dass keine eindeutige Aussage Uber die genaue Struktur des
Liposoms getroffen werden kann.®' Liposome besitzen einen leeren Kern, der z.B. zum
Transport von Medikamenten genutzt werden kann.®* Dendrimere sind dagegen aufgrund inrer
verzweigten Struktur interessant. Obwohl die Strukturen hochverzweigt sind, sind sie
symmetrisch und monodispers.®® 62 AuBerdem kann die raumliche Geometrie nach Belieben
angepasst werden. ©

Viele dieser multivalenten Geriliste haben gemeinsam, dass sie die natirlichen
Oligosaccharide mittels synthetischer Partikel oder Polymere imitierten.

1.2.2.1 Polymere

Polymere begleiten heutzutage unser ganzes Leben. Herrmann Staudinger zeigte vor Gber
100 Jahren das erste Mal, dass Polymere aus langen kovalent miteinander verknipften
Monomeren bestehen.®® Wahrend synthetische Polymere in der heutigen Zeit flir den
Menschen unerldsslich sind, nutzt die Natur ebenfalls eine Vielzahl an verschiedenen
Polymeren, um das Leben Uberhaupt erst zu ermdglichen.®6-%8 Diese Biopolymere werden in
lebenden Zellen hergestellt und kénnen grundséatzlich in die Klassen der Polynukleotide,®®
Polypeptide’ "' und Polysaccharide aufgeteilt werden.”> DNA und RNA gehoren zu der Klasse
der Polynukleotide und bestehen aus linear verknlipften Nukleotiden, die aus einer der finf
Nukleinbasen (Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin, Uracil), einem Zucker (D-Ribofuranose, 2-




Desoxy-D-Ribofuranose) und ein bis drei Phosphatgruppen bestehen.® Polypeptide bestehen
aus Aminosauren, die mittels einer Peptidbindung verknlpft sind. Diese kdnnen sowohl kurze
Ketten aus zwei oder mehr Aminosauren bis hin zu Proteinen mit einer GréBe von mehreren
kDa ausbilden.” Polysaccharide bestehen aus Monosacchariden, die tiber eine glykosidische
Bindung miteinander verbunden sind. Hierbei ist anzumerken, dass die Menge an
verschiedenen Bausteinen limitiert ist. Allerdings kénnen durch die Variation an Mustern
unendlich viele verschiedene Strukturen mit verschiedenen Eigenschaften und Wirkungen
hergestellt werden.

Diese linearen Polymerstrukturen kdnnen mittels synthetischer Polymere imitiert werden. In
der Regel werden diese Glykomimetika Uber die Polymerisation von Kohlenhydratmonomeren
oder die Funktionalisierung eines Polymergeriists mit Kohlenhydratmotiven synthetisiert.
Hierflr werden unter anderem die freie (FRP) oder eine kontrollierte (KRP) radikalische
Polymerisation angewendet.®? Der Vorteil einer FRP ist, dass eine Vielzahl von Monomeren
leicht polymerisiert werden kann.” Allerdings ist die Kontrolle Uber Polymerlange und
Dispersitat im Gegensatz zur KRP geringer.”* Der Nachteil bei KRP, wie z.B. der Atom
Transfer Radikal Polymerisation (ATRP) oder der Reversiblen-Addition-Fragmentierungs-
Ketten-Transfer-Polymerisation (RAFT), ist, dass diese viel anfalliger sind fir Stérungsfaktoren
und nicht jedes Monomer mit diesen Methoden polymerisiert werden kann.%2 7> Ebenso kénnen
Glykopolymere mit anderen etablierten Polymerisationsmethoden wie z.B. ROMP synthetisiert

werden.”®

Eine weitere Klasse, bei der die Struktur an ein gewiinschtes Ziel angepasst werden kann, ist
die Klasse der sequenzdefinierten Oligomere.”” Hierbei wird in der Regel ein einfach zu
modifizierendes Oligomer hergestellt, das sowohl linear als auch verzweigt sein kann. Zu den
Modifikationen gehéren L&nge, Form, Valenz und Flexibilitat. Im Gegensatz zum
Glykopolymer wird nur ein kleiner Abschnitt aus der gesamten Struktur nachgeahmt. Ein
Ansatz, der die volle Kontrolle tber die Sequenz, die Gerlsteigenschaften und die Position
der Kohlenhydrateinheiten ermdglicht, ist die Festphasensynthese.

1.2.2.2 Sequenzdefinierte Oligo(amidoamine)

Auf der Basis der Festphasenpeptidsynthese von Merrifield”® wurde im Arbeitskreis von Prof.
Hartmann eine Methode zur Synthese von sequenzdefinierten monodispersen
Oligo(amidoaminen) entwickelt.”® Diese Oligo(amidoamine) werden mittels einer schrittweisen
Synthese aus synthetischen und natdrlichen Bausteinen hergestellt (Abbildung 7). Damit ein
Stufenwachstum garantiert ist, wird auf eine orthogonale Schutzgruppenstrategie
zurlckgegriffen. Die Bausteine besitzen analog zur Festphasensynthese von Peptiden eine
Carboxylgruppe und ein geschitztes Amin. Die Zielstruktur wird aus iterativen Zyklen von




Bausteinkupplungen und Entschitzungen der Schutzgruppen synthetisiert. Bei dieser

Kupplung wird eine Amidbindung gebildet.””: 7®

Die synthetischen Bausteine kénnen in zwei Klassen eingeteilt werden. Dies ist zum einen die
Klasse der Spacer-Bausteine. Mithilfe dieser Bausteine kann der Abstand von funktionellen
Gruppen sowie die hydrophilen und hydrophoben Wechselwirkungen des Gerlsts eingestellt
werden. Zum anderen ist dies die Klasse der funktionellen Bausteine. Diese Bausteine sind
mit funktionellen Gruppen ausgestattet, die entweder selbst einen Einfluss auf das Molekl
haben oder die eine weitere Funktionalisierung des Gerlsts moglich machen.”8 Fir eine
weitere Funktionalisierung werden oft Azide oder Alkine verwendet. Diese kdnnen mittels
kupferkatalysierter (CUAAC) oder kupferfreier Azid-Alkin-Cycloaddition funktionalisiert werden.
Dieses Verfahren findet weitreichende Anwendung im Bereich der Glykomimetika, da die
Funktionalisierung definierter Geriiste mit Zuckermotive leicht durchgefiihrt werden kénnen.””

Mechanismus der Festphasensynthese von Glycooligo(amidoaminen) \

o

H
HDJJ\D—N—FMOC o
NH, _— NJ'k H—an:
Kupplung

< > Entschitzung

o R

o
H H
HO' N—Fmoc s Hormoe

Spacer-Baustein Funktioneller-Baustein

R
o b Q

H”\CﬁDCJC}u*

| Funktionalisierung

| Abspaltung

Entschitzung
Endcapping

N—quc

Kupplung

\ 4

Sialinsaure (Neu5Ac)

.

/ EDS HDS S
0 i " "
Spacer-Baustein HO Hor INFENN N e o - N~
i@tm oy o ~
BADS TDS MDS
R i . H - i
Funktioneller-Baustein j\C}‘H R T -/wuw"& /7," S
HO' N-Fmoc o o 0
° o
N3

o

Abbildung 7 Schematische Darstellung der iterativen Zyklen der Festphasen und Beispiele fiir Spacer- und

Funktioneller-Bausteine.

Grundvoraussetzung fir einen Baustein, der fur die Festphasensynthese verwendet werden

soll, ist eine hohe Kupplungseffizienz und eine hohe Reinheit.”® 8

Durch die Verwendung von Kupplungsreagenzien kann die Kupplungseffizienz erhéht werden.

In der Regel werden hierbei Carbonsauren in einen Aktivester Uberflhrt.

Die erhohte



Reaktivitat durch den Aktivester flihrt zu einer hohen Kupplungseffizienz bei Raumtemperatur.
Uber die Jahre wurde eine Vielzahl an verschiedenen Kupplungsreagenzien entwickelt. 1975
wurde von Castro das erste phosphorbasierte Kupplungsreagenz BOP (Benzotriazol-1-yloxy-
tris(dimethylamino)phosphonium  hexafluorophosphat)  entwickelt.*® BOP bildet als
Nebenprodukt das krebserregende HMPA (Hexamethylphosphoramid) aus. Aus diesem
Grund wurde es durch das weniger giftige PyBOP (Benzotriazol-1-yloxy-tripyrrolidino-
phosphonium hexafluorophosphat) ersetzt (Abbildung 8).°" Neben den Phosphoniumsalzen
wurden ebenfalls Carbodiimide, Immonium-, Aminium-, Uronium- und Imidazoliumsalze
entwickelt.”® Viele dieser Kupplungsreagenzien benétigen fiir die Ausbildung des Aktivesters
eine gering nukleophile Base wie Diisopropylethylamin (DIPEA) zur Deprotonierung der

Carbonséure.®
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Abbildung 8 Reaktionsmechanismus der PyBOP vermittelten Amidbindungskniipfung.

Die Schutzgruppe am N-Terminus verhindert eine Mehrfachkupplung an dem gleichen
Oligomer. Merrifield verwendete urspriinglich ein Benzyloxycarbonyl als Schutzgruppe fiir den
N-Terminus der Aminosauren. Zum Nachteil dieser Schutzgruppe wurde diese mit
Bromwasserstoff vom N-Terminus abgespalten.’® Diese stark sauren
Entschitzungsbedingungen flihren ebenfalls zu einer teilweisen Abspaltung des Linkers mit
dem Peptid vom Harz.*® Deswegen wird heutzutage in der Regel Fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc) als Standardschutzgruppe fiir den N-Terminus des GerUsts verwendet. Im Gegensatz
zum Benzyloxycarbonyl ist Fmoc eine basenlabile Schutzgruppe, wodurch eine ungewollte
Abspaltung der Zielstruktur wahrend der Entschiitzung verhindert wird.%

Die Entschitzung eines Fmoc-geschltzen Bausteins wird unter milden Bedingungen mit
Piperidin durchgefihrt (Abbildung 9). Das abgespaltene Dibenzofulven wird durch den
Uberschuss an Piperidin abgefangen. Das hat zum einen den Vorteil, dass Nebenreaktionen
verhindert werden, und zum anderen besteht die Mdglichkeit die Abspaltung mittels UV-
Spektroskopie auf ihrer Vollstandigkeit zu untersuchen.®
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Abbildung 9 Reaktionsmechanismus der Fmoc-Entschlitzung bei der Verwendung von Piperidin.

1.2.2.3 Sequenzdefinierte Oligonukleotide — Holliday Junctions

Die Holliday Junction (HJ) ist nach dem Molekularbiologen Robin Holliday benannt. Er sagte
im Jahr 1964 deren Existenz voraus.®® In der Biologie nehmen die HJ eine Schllsselfunktion
in der genetischen Rekombination und der Reparatur des Doppelstrangabrisses ein. Sie
besteht aus vier DNA-Strédngen, bei denen Nukleinsduren eines DNA-Strangs mit jeweils zwei
anderen Strangen eine Doppelhelix ausbilden.®” Die einzelnen Strange haben hierbei
normalerweise eine symmetrische Sequenz, wodruch ein freies Gleiten der Strange
zueinander moglich ist. Hierbei entsteht eines von drei maoglichen X-férmigen
Konformationsisomeren. Die planare, offene X-férmige Struktur entsteht bei der Abwesenheit
von zweifach geladenen Kationen.% ®8 Durch die negativ geladenen Phosphatgruppen des
Nukleotidgerlists kommt es zur elektrostatischen AbstoBung der vier Arme. Sind dagegen
zweifach geladene Kationen anwesend, kommt es zu einer kationisch vermittelten Anlagerung
von zwei anionischen Helices. Hierbei wurde im Jahr 1972 zunachst angenommen, dass die
auBeren DNA-Strange parallel zueinander verlaufen und es zu einer Kreuzung der inneren
zwei DNA-Strange kommt.%® Allerdings konnte spater in biochemischen und strukturellen
Studien gezeigt werden, dass eine antiparallele Konformation vorliegt. In dieser Konformation
wird zwischen den nicht austauschenden Strangen, die die AuBenseite der HJ darstellen, und
den austauschenden DNA-Strangen unterschieden. Diese inneren DNA-Strange verlaufen in
entgegengesetzter Richtung und werden von einem der &uBeren DNA-Strange auf den
anderen Ubertragen, ohne dass sich die beiden inneren Strange dabei kreuzen. %
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Abbildung 10 Schematische Darstellung der einzelnen DNA-Strénge sowie die selbstassemblierte Struktur der
Holliday Junction (links). Paralleler und antiparalleler Verlauf der DNA-Strédnge in Holiday Junction (rechts).
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B Ligand oder Farbstoff

Das Prinzip der Selbstassemblierung kann auf nukleotidbasierte Strukturen Ubertragen
werden. Voraussetzung fiir eine Assemblierung ist das Zusammenpassen der Oligonukleotide.
Ein Nachteil der nattirlichen Oligonukleotide-Strange ist, dass diese nur eingeschrankt stabil
sind. Eine Mdglichkeit, das zu umgehen, ist die Verwendung von modifizierten Nukleotiden
oder ,Locked nucleic acids® (LNA).'%1%2 Eine mdgliche Modifikation ist die Methylierung der
Hydroxygruppe am C2-Kohlenstoff der Ribose. LNAs wurden erstmals von Obika et al. 1997
synthetisiert.’®® Hierbei wird eine Verbriickung zwischen der Hydroxygruppe am C2-
Kohlenstoff und dem C4-Kohlenstoff der Ribose eingefiinrt.'® Die modifizierten Nukleotide
kdnnen zum Erreichen gewinschter Eigenschaften mit natirlichen DNA- und RNA-Bausteinen
beliebig gemischt werden. %

/ Cytosinmonophosphat Nucleotide \

NH2 NH2 NH2
C » L
Ogs N&o oy N’go N
o o o
4 1 4 1 4 1
3 2 2 3 2
o] oI
-0, 0=P-0.

O:I%-Q._ o=l . ;
@o @0 eo

k Natdrlich Verbriickung Methylierung /

Abbildung 11 Ubersicht (iber natiirliche und ,Locked” Nukleinséure am Beispiel von Cytosin mit verbriickter und
methylierter Funktionalisierung.
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Aufgrund der definierten raumlichen Struktur, der biologischen Kompatibilitdt sowie der
Stabilitat sind HJ sowohl fir biomedizinische Anwendungen'® als auch flr verschiedenste
Anwendungen in der Nanotechnologie'® %7 von groBem Interesse. Hierbei kann z.B. durch
Modifikation der HJ mit unterschiedlichsten Liganden ein komplexes Oligonukleotid hergestellt

werden, welches Anwendung in der Biomedizin findet.

11




1.3. Glykankonjugation

Die Glykankonjugation gehért zu der Klasse der Biokonjugationen. Hierbei kdnnen biologische
Molekile mit einer Vielzahl an beliebigen Molekilen z.B. Farbstoffen oder Zuckern
funktionalisiert werden. Es wird von bioorthogonalen Reaktionen gesprochen, wenn eine
Funktionalisierung In Vivo ohne die Beeinflussung von biologischen Prozessen durchgefihrt
werden kann.'% 1% Der Begriff der Bioorthogonalitat wurde maBgeblich von Carolyn Bertozzi
gepragt. Bei diesen Reaktionen handelt es sich in der Regel um Click-Reaktionen.

1.3.1. Chemische Konjugation von Glykanen mittels Click-Chemie

Click-Chemie ist eine gangige Methode zur Verknlipfung von zwei Molekilen. Bei Click-
Reaktionen handelt es sich um ein Konzept und nicht um einen speziellen Mechanismus. Um
als Click-Reaktion eingestuft zu werden, missen folgende Kriterien erfllt werden: die
modulare und breite Anwendbarkeit, eine Unempfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff und
verschiedenen L&sungsmitteln insbesondere Wasser, hohe Umsatze, eine hohe

Atomoékonomie, Regio- und Stereospezifizitadt sowie eine hohe thermodynamische Triebkraft
von mindestens 84 T:—il.“o Zu den bekannteren Click-Reaktionen gehoéren die Thiol-En-

Reaktion, die Diels-Alder-Reaktion sowie die 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden und
Alkinen. In Bezug auf diese Arbeit werde ich im Folgenden auf die Kupfer(l)-katalysierte Azid
Alkin Cycloaddition (Copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition| CUAAC) sowie die
Ringspannung induzierte Azid-Alkin  Cycloaddition  (Strain-promoted azide-alkyne
cycloaddition|SPAAC) eingehen.

Bei der CUAAC handelt es sich um eine Weiterentwicklung der 1,3-dipolaren Cycloaddition
von Huisgen, die fir eine Reaktion hohe Temperaturen von mindestens 100 °C bendtigt.
AuBerdem wird eine Mischung aus den 1,4- und 1,5- 1,2,3-Triazol Isomeren ausgebildet."
Durch die Verwendung von Cu(l) als Katalysator kann die Reaktion bei Raumtemperatur
durchgefiihrt werden und es wird selektiv das 1,4-Isomer ausgebildet. ''! Aktuelle Studien
sowie DFT-Rechnungen''2 113 |egen nahe, dass zwei Cu(l) Spezies an der Reaktion beteiligt
sind. "% 115 Wie in Abbildung 12 gezeigt, bildet sich zunachst ein -Komplex aus der Cu(l)-
Spezies mit dem Alkin aus. Die zweite Cu(l)-Spezies koordiniert an das Azid, wodurch eine
Aktivierung stattfindet. Im n&chsten Schritt ersetzt das Azid einen der Liganden, wodurch ein
Kupfer-Azid-Acetylid-Komplex gebildet wird. Nach der Zyklisierung und Protonierung unter
Abspaltung der zweiten Cu(l)-Spezies bildet sich das 1,4-1,2,3-Triazol-Isomer aus.
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Abbildung 12 Schematische Darstellung der 1,4- und 1,5-1,2,3-Trialzol Isomere, die bei einer metallkatalysierten
Alkin-Azid-Cycloaddition entstehen kénnen(links). Mechanismus der Kupfer(l) katalysierten 1,3-dipolaren
Cycloaddition von Aziden und Alkinen.

Auch wenn die CuAAC sehr effizient unter biologischen Bedingungen angewendet werden
kann, werden dennoch Kupfersalze verwendet, die zytotoxisch wirken. Um diesem Problem
entgegenzuwirken, wurden Liganden entwickelt, die entweder zu einer erhbhten
Zellpenetration flhren oder die effektive Cu(l)-Konzentration erhdéhen. Dadurch kénnen
geringere Mengen an Kupfersalzen verwendet werden.'®"'® Neben Methoden, die Menge an
Cu(l) zu verringern, wurde an kupfer- und metallfreien Methoden geforscht.'2°
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Abbildung 13 Darstellung von verschiedenen Alkinen fiir die ringspannungsinduzierte Cycloaddition.

Hierbei wurde von Bertozzi die ringspannungsinduzierte Azid-Alkin-Cycloaddition SPAAC
entwickelt. Bei den gespannten cyclischen Alkinen handelt es sich um Cyclooctin-Derivate.
Einerseits kann die Reaktivitat durch die Einfihrung von elektronenziehenden Gruppen an der
Propargylfunktionalitdt erhdéht werden. Die elektronenziehende Gruppe fihrt zu einer
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Destabilisierung des Alkins, wodurch die Triebkraft der Reaktion gesteigert wird. Ein Beispiel
hierflr ist das Difluorooctin (DIFO).'2° Andererseits kann die Ringspannung auch weiter erhoht
werden, wodurch eine Reaktion beginstigt wird. Die erhéhte Ringspannung kann durch das
Einfihren von Aromaten und den Cyclooctinring erfolgen. Ein Beispiel hierfir sind
Dibenzylcyclooctine (DBCO). Der Vorteil der SPAAC ist, dass auf Kupfersalze verzichtet
werden kann. Allerdings werden dadurch, dass weder DFIO- noch DBCO-Derivate
symmetrisch sind, immer zwei verschiedene Produkte gebildet, was bei einer CUAAC nicht der
Fall ist.

1.3.2. Enzymatische Konjugation von Glykanen am Beispiel der Sialyltransferase

Die Glykosylierung ist ein Mechanismus von Organismen um Biomakromolekile, wie z.B.
Proteine oder Lipide, mit Kohlenhydrateinheiten enzymatisch zu funktionalisieren.'?' Bei dieser
Reaktion wird ein Glykosyldonor, z.B. ein Kohlenhydrat oder Glykan, kovalent an eine
Hydroxygruppe oder eine andere funktionelle Gruppe des Glykosylakzeptors gebunden, wobei
ein Glykokonjugat entsteht. Grundsatzlich wird zwischen Glykierung und Glykosylierung
unterschieden. Die Glykierung ist ein chemischer Prozess ohne den Einfluss von Enzymen. In
Gegensatz dazu sind die bei der Glykosylierung entstehenden Glykokonjugate enzymatisch
synthetisiert. Die Glykosylierung kann sowohl co-translational als auch post-translational sowie
intra- als auch extrazellular erfolgen. Zu den bekanntesten Glykosylierungen gehéren die N-
Glykosylierung und O-Glykosylierung. Fur die N-Glykosylierung dient die Aminoséauresequenz
auf Asn-X-Ser/Thr, wobei das Kohlenhydratmotiv kovalent an den Stickstoff der Seitenkette
des Asparagins (Asn) gebunden wird. Hierbei ist die mittlere Aminosédure variabel,
ausgenommen davon sind Prolin (Pro), Serin (Ser) und Threonin (Thr).'?2 Im Gegensatz dazu
werden die Kohlenhydrate bei der O-Glykosylierung an die Hydroxygruppen von Serin oder
Threonin enzymatisch angebracht. Die nach diesem Mechanismus aufgebauten
Glykomakromolekille sind hauptsachlich aus Fucose, Galaktose, Glucose, Glucosamin,
Mannose und Sialinsduren aufgebaut. Dabei nimmt Neu5Ac eine besondere Rolle ein.'??

Die enzymatische Transferreaktion besteht aus zwei Schritten. Im ersten Schritt wird ein
Nukleotidtriphosphat und ein Zucker durch eine Nukleotidzuckersynthetase zu einem
aktivierten Zuckerdonor umgesetzt.'?® Im menschlichen Korper gibt es zehn verschiedene
Nukleotidzucker, die als Zuckerdonor fungieren. Von diesen sind sechs auf der Basis von
Uracil, zwei auf der Basis von Guanin und zwei auf der Basis von Cytosin. In anderen
Organismen gibt es eine Vielzahl weiterer Nukleotidzucker auf Basis aller fiinf Nukleotide. 124
Bei der Synthese der Nukleotidzucker kommt es zur Abspaltung einer Phosphatgruppe mit
Ausnahme von Cytosinmonophosphat-Neu5Ac (CMP-Neu5Ac), bei der es zur Abspaltung von
zwei Phosphatgruppen kommt. Im zweiten Schritt wird der Zuckerdonor enzymatisch durch
eine Glykosyltransferase an einen Akzeptor gebunden.'® Dieser Akzeptor ist entweder ein
nukleophiler Sauerstoff, Stickstoff, Schwefel oder Kohlenstoff. 2!
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Diese enzymatischen Reaktionen kénnen ebenfalls im Labor durchgefiihrt werden. Hierfir
mussen die Enzyme aufgereinigt und isoliert werden.'?® Diese Art von Synthesen wird ,exo
enzymatic labelling system® genannt. Ein etabliertes System fur die enzymatische
Glykosylierung besteht aus der Neisseria meningitidis CMP-Neu5Ac Synthetase (NmCSS)'%
und der Pasteurella multocida Sialyltransferase (PmST1).'27- 128 Mit diesem System kdnnen

Galaktosederivate mit Neu5Ac funktionalisiert werden.

Bei der Funktionalisierung von Lactosederivaten mit NeuSAc wurde erstmal durch Patrick
Konietzny festgestellt, dass die Spezifizitat des NmCSS/PmST1 Systems geringer ist als
erwartet. Als Nebenprodukt konnte eine Sialylierung des Tris-Puffers festgestellt werden.'2¢
Diese Entdeckung ermdglicht die enzymatische Synthese von nicht-Glykan Strukturen, die
sonst nur durch eine aufwendige organische Synthese méglich waren.
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2. Motivation

Viele essenzielle Funktionen in der Natur basieren auf sich wiederholenden und definierten
Sequenzen von funktionalen Bausteinen in Biopolymeren. Eine wichtige Klasse der
Biopolymere sind die Glykane. Sie sind Uberall in Organismen zu finden. Besonders auf
Zelloberflachen kénnen viele immer wiederkehrende Zuckermotive beobachtet werden.
Hierbei haben die einzelnen Sequenzen und Zuckermotive eigenstéandige Aufgaben und
Funktionen. Neu5Ac ist an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt.
Einige Pathogene und Toxine nutzen die multivalent prasentierten Zuckermotive, um durch
molekulares Mimikry Zellen zu infizieren. Diese Motive kdnnen von Zellen erkannt werden und
fihren zum Einschleusen der Pathogene in die Zelle. Um ein genaueres Verstandnis fur die
Funktionsweise von physiologischen und pathologischen Prozessen zu erreichen, ist es von
Interesse, die Prozesse schrittweise zu verstehen. Der Zugang zu definierten Glykanstrukturen
ist sehr beschrankt und mit klassischen chemischen Methoden nur mit erheblichem Aufwand
erreichbar. Eine weit verbreitete Methode ist, die Komplexitat der Zuckermotive auf das
minimale Bindungsmotiv zu reduzieren, diese an kinstlichen Gerusten zu présentieren und

auf physiologische und pathologische Eigenschaften zu untersuchen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, drei unterschiedliche Methoden zur Funktionalisierung
variabler aber gleichzeitig strukturell definierter und multivalenter Gertiste mit Sialinsduren zu
etablieren. Im ersten Projekt wird ein enzymatischer Ansatz verfolgt. Hierfur wird das Exo-
Enzymatischen-Labelling-System aus NmCSS und PmST1 genutzt, um neuartige Neu5Ac
tragende Ligaden aus nicht glykanbasierten, natirlichen und nicht natiirlichen Substraten zu
synthetisieren und zu isolieren. Hierbei liegt ein besonderer Fokus darauf, die Grenzen der
chemoenzymatischen Synthese zu untersuchen. Im Anschluss werden erste Versuche zur
multivalenten Prasentation der neuartigen Neu5Ac tragenden Ligaden an einem Polymer
durchgefihrt.

Im zweiten und dritten Projekt wird die Optimierung und Entwicklung neuartiger multivalenter
Ligandensysteme untersucht. Das zweite Projekt fokussiert sich auf die Synthese eines
neuartigen, multivalenten und selbstassemblierenden Kamm-Systems aus Oligonukleotiden
und  Oligo(amidoaminen).  Hierfir  sollen  multivalente und  sequenzdefinierte
Oligo(amidoamine) als Grundgerust genutzt werden. An dieses Grundgerust sollen Holliday-
Junctions konjugiert werden. Dafr wird einer der vier DNA-Strédnge an das Oligo(amidoamin)-
Gerust konjugiert. Die restlichen drei DNA-Stréange bilden durch Selbstassemblierung die
Holliday-Junction aus. Besonders vorteilhaft an diesem System ist, dass durch die Variation
unterschiedlich funktionalisierter DNA-Strange einfache Modifikationen fir das gesamte
System mdglich sind.
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Abbildung 14 Schematische Darstellung der drei verschiedenen Methoden zur Funktionalisierung definierter
multivalenten Geriiste mit Sialins&uren.
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Die Motivation des dritten Projekts ist, die kinstlich synthetisierten Liganden Uber chemische
Konjugation mittels Cu-vermittelter Azid-Alkin-Reaktion mit Neu5Ac funktionalisiert und
strukturell den naturlichen Motiven anzupassen. In der Vergangenheit wurden neben linearen
auch verzweigte Oligo(amidoamine) zur Bindung an Viren und Bakterien synthetisiert.
Allerdings sind viele der Oberflachenproteine, an die eine Bindung erfolgt, cyclisch
angeordnet, wodurch oft nicht alle Bindungstaschen gleichzeitig besetzt werden und die
Aviditat der synthetischen Liganden geringer ist als die der natirlichen Liganden. Das Ziel
dieses Projektes ist es, einen rigiden cyclischen Liganden zu entwickeln, der durch seine
Struktur einfacher mehrere Bindungstaschen gleichzeitig besetzten kann. Ein Beispiel hierflr
ist das VP1 des Merkelzell-Poliomavirus, welches an NeuSAc bindet. Das VP1 ist ein
symmetrisches, cyclisches Homopentamer aus VP1-Untereinheiten. Als rigides Grundgerist
werden Calix[n]arene-Bausteine (n = 4 und 5) flr die Festphasensynthese synthetisiert und
anschlieBend mit Neu5Ac funktionalisiert, um eine bessere Bindung gegenlber linearen

Liganden zu erzielen.
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3.Ergebnis und Diskussion

3.1. Enzymatische Synthese von Neu5Ac-haltigen nicht-Glykanen und

Polymeren

Die Glykokalyx auf der Zelloberflache von lebenden Organismen spielt eine wichtige Rolle fir
eine Vielzahl von biologischen Prozessen. Hierbei haben die verschiedenen komplexen
Zuckermotive sowohl die Funktion als Ligand zur molekularen Erkennung und der damit
einhergehenden biologischen Reaktion, als auch als Strukturgeber durch elektrostatische und
sterische Wechselwirkungen. Hierbei sind besonders die Diversitat und Komplexitat, bei immer
wiederkehrenden Motiven von besonderer Bedeutung. Diese wiederkehrenden Motive werden
Uber eine enzymatische Glykosylierung erzielt. Hierbei nimmt die Sialylierung eine besondere
Rolle ein, da diese meistens am Ende einer Glykansynthese stattfindet und somit als
Bindungsmotiv zur Verfligung steht. Diese endsténdigen Sialinséduren werden unter anderem
von einer Vielzahl von Viren wie Polyoma- und Influenzaviren flr eine Primarinteraktion far

eine Infektion genutzt.

3.1.1 Enzymatische Sialylierung von nicht-glykanbasierten Polyol-Motiven

Fir eine bessere Untersuchung der Infektionsmechanismen ist die Untersuchung der
Liganden fir den Priméarkontakt unabdingbar. Die organische Synthese von Komplexen oder
sogar verzweigten Glykanen ist mit einem erheblichen hohen Aufwand zu bewerkstelligen.
Neben der klassischen organischen Synthese kénnen diese Glykane ebenfalls enzymatisch
hergestellt werden. Hierfir kénnen aus Organismen, die flr eine spezifische glykosidische
Bindung verantwortlichen Enzyme isoliert und modifiziert werden. Eines dieser verwendeten
Exo-Enzymatischen-Labelling-Systeme fir die Sialylierung von Galaktose ist das Enzympaar
aus PmST1 und NmCSS. Bei der Verwendung dieses Enzympaares wurde von P. Konietzny
festgestellt, dass es neben der Sialylierung der Galaktose ebenfalls zu einer Sialylierung des
Tris-Puffers gekommen ist. Dies ermdglicht eine einfache chemoenzymatische Synthese von
neuen Neu5Ac-funktionalisierten Tris-Derivaten.
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Enzymatische Sialylierung mittels NmCSS und PmST1
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Abbildung 15 Schematische Darstellung der Enzymatische Synthese von niedermolekularen Polyolmotiven am
Beispiel von Tris-Derivaten mittels dem Exo-Enzymatischen-Labelling-System aus PmST1 und NmCSS (oben).
Das Exo-Enzymatischen-Labelling-System aus PmST1 und NmCSS wurde mittels Mutanten Studien (WT,
M144D, P34H M144L), Puffer Studien (Bicin, CHES, HEPBS, Glycinamid) und der Reaktionskinetik untersucht
und optimiert. AnschlieBend wurde eine Substanzbibliothek auf aus Tris-, Glycin-, Ethylenglycol-, und Polyol-
Derivate erstellt. (unten)

Die enzymatische Sialylierung von dem natirlichen Galaktose Motiv mittels NmCSS und
PmST1 ist eine gut untersuchte und optimierte Synthese. Es wurde an T1-5 den ersten nicht-
natlrlichen Strukturen gezeigt, dass eine enzymatische Sialylierung mdglich ist. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit soll nun ausfiihrlich untersucht werden, welche Gerlste als
Akzeptoren fiir die Sialyltransferasen fungieren kénnen. AuBBerdem wurden untersucht, welche
Optimierungen flr die enzymatische Synthese von natirliche und nicht natirliche nicht
Glykanmotive erforderlich sind. Hierbei wird ein besonderer Fokus auf das
Sialylierungverhalten der verschiedenen PmST1-Varienten, den Einfluss verschiedener
Puffersysteme auf die Sialylierung und dem Umsatz sowie der Reaktionskinetik. Mit den
optimierten Sialylierungsbedingungen wurden fir die Erstellung einer Substanzbibliothek von
Tris-, Glycerin-, Ethylenglycol- und Polyol-Derivate.

3.1.1.1 Optimierung der Sialylierungsbedingungen

Umsatzbestimmung verschiedener PmST1-Mutanten

Far die enzymatische Synthese wurden von Robb de Vries die Enzyme zur Verfugung gestellt.
Dies beinhaltet sowohl die Cytosin-Sialinsdure-Synthetase aus der E.coli Rekombinante von
Neisseria Menigitides (NmCSS) als auch Sialinsduretransferasen aus der E.coli
Rekombinante von Pasteurella Multocida (PmST1). Hierbei wurden von der PmST1 sowohl
der Wildtyp (WT), die Einfachmutante M144D als auch die Doppelmutante P34H M144L zur
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Verfligung gestellt. Bei der PmST1 M144D wurde an der Stelle 144 im Proteingertist Methionin
gegen Asparaginsaure ausgetauscht. Durch diese Modifikation konnte die Donorhydrolyse um
den Faktor 20 reduziert sowie eine um den Faktor 18 reduzierte Sialidaseaktivitat erzielt
werden.'® Allerdings wird durch die Mutation ebenfalls die Transferaseaktivitat um den Faktor
18 reduziert.®

Bei der Mutante P34H M144L wurden die Aminosauren im Peptidgertst an der Stelle 34 Prolin
durch Histidin und an der Stelle 144 Methionin durch Leucin ersetzt. Durch diese Modifikation
kommt es zu einer Anderung der enzymatischen Selektivitat. Der WT und die Mutante M144D
katalysieren eine a-(2-3) — Transferreaktion. Im Gegensatz dazu katalysiert die Mutante P34H
M144L eine a-(2-6) — Transferreaktion. Des Weiteren ist im Vergleich zum WT eine um 50%

reduzierte Donorhydrolyse und um den Faktor 50 reduzierte Sialidaseaktivitat nachweisbar.'®
131

Diese Reaktivitdten wurden allerdings nur fir das natirliche Donor-Akzeptor-System aus
CMP-Neu5Ac und einem Galaktosederivat untersucht. Da die Reaktivitat bei dem nicht
natirlichen Substrat abweichen kann, wurde der Umsatz der einzelnen Mutanten anhand von

Tris-Motiv-Derivaten untersucht.

Hierfir musste zuerst ein Tris-Derivat synthetisiert werden, das eine einfache und schnelle
Umsatzbestimmung ermdglicht. Aufgrund der hohen Polaritat, der Ladung der NeuSAc, des
Nichtvorhandenseins einer UV-aktiven-Gruppe, sowie des kleinen Molekulargewichts kann
eine Trennung mittels herkdmmlicher Methoden wie RP-HPLC, Saulenchromatographie etc.
nicht ohne weiteres durchgefuhrt werden. Eine Méglichkeit, diesem Problem auszuweichen,
ist die Einflhrung einer hydrophoben aromatischen Gruppe Uber das Amin. Hierbei ist zu
beachten, dass der aromatische Anteil nicht zu grof3 ist, damit eine Wasserldslichkeit weiterhin

garantiert werden kann.

Das von P. Konietzny bereits synthetisiert Tris-Derivat T2 mit einem Aromaten und einer
Azidfunktionalitat wurde zur Umsatzbestimmung mit den verschiedenen Mutanten verwendet.
Die Reaktionslésung der enzymatischen Sialylierung aus Puffer (Bicin|pH 8,8), T2, Neu5Ac,
CTP und NmCSS wurde bei 37°C in einem Thermoschuttler inkubiert. Nach 1 h wird die
PmST1-Variante hinzugegeben und fir 18 h inkubiert. Die Reaktion wird mit einer kleinen
Menge Acetonitril unterbrochen und mittels RP-HPLC-MS(ESI) untersucht.

Ein Vorteil bei der Sialylierung von Tris-Derivaten ist, dass die regioselektiven Eigenschaften

der Enzyme aufgrund der Symmetrie vernachlassigt werden kénnen.
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Abbildung 16 Enzymatische Sialylierung von T2 (oben). RP-HPLC-Spektrum der Reaktionslésung von T2 zu
T2S(unten) (linearer Gradient von 5-95 vol.% MeCN in H20 in 15 min bei 25 °C).

Tabelle 1 Einfachbestimmung des mutantenabhénigen Umsatzes von T2 in Bicin mittels RP-HPLC.

Enzym Umsatz [%]
PmST1 WT 5,7
PmST1 M144D 1,1
PmST1 P34H M144L 7,3

In Abbildung 16 sind die RP-HPLC-MS(ESI) Chromatogramme der verschiedenen PmST1
Ubereinander aufgetragen. Hierbei ist bei einer Retentionszeit von 5,76 min das Edukt T2 zu
erkennen. Die Signale bei 4,67 min und 5,22 min kénnen dem gewilnschten Produkt T2S
zugeordnet werden. Bei der Retentionszeit von 4,67 min wird die Masse der sialylierten
Struktur T2S detektiert. Die zugehdrige Masse zu dem Signal bei 5,22 min, entspricht der des
Edukts. Da allerdings die Retentionszeit zwischen den hydrophileren sialylierten Produkt und
dem hydrophoberen Edukt liegt, ist anzunehmen, dass es zu einer Desialylierung auf der Saule
kommt. Der Grund dafir ist, dass die Neu5Ac aufgrund der nicht vorhandenen Hydroxygruppe
am C3-Kohlenstoff fur eine sdurekatalysierte Eliminierung empfindlich ist.

In Tabelle 1 ist zu erkennen, dass der prozentuale Umsatz der PmST1 Typen vergleichbar zu
den natlrlichen Substraten verlauft. Nach 18 h Reaktionszeit zeigt die Mutante PmST1 P34H
M144L aufgrund der erhdhten Reaktivitdt den héchsten Umsatz und die Mutante PmST1
M144D aufgrund der reduzierten Reaktivitdt den geringsten Umsatz. Basierend auf diesen
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Erkenntnissen wurde PmST1 P34H M144L als Standardenzym fir alle weiteren Sialylierungen

verwendet.

Bestimmung des pufferabhdngigen Umsatzes der PmST1

Eine weitere Syntheseoptimierung der Ein-Topf-Synthese ist die Variation des Puffersystems.
Hierbei wird der Einfluss des Puffers auf die Sialylierung untersucht. Es muss darauf geachtet
werden, dass der verwendete Puffer nicht selbst sialyliert und gleichzeitig bei einem pH-Wert
von 8,8 als Puffer eingesetzt werden kann. Fir die Studie wurden Bicin (pH 7,6-9), HEBPS
((N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'(4butansulfonsaure)) | pH 7,6-9), CHES ((N-cyclohexyl-2-
aminoethansulfonsaure | pH 8,6-10) und Glycinamid (pH physiologischer Bereich) getestet.
Um zusatzlich den Einfluss des Azids von T2 einerseits auf die Wechselwirkung mit den
Enzymen und dem Puffersystem und andererseits eine Vergleichbarkeit der elektronischen
Eigenschaften zu T2 herzustellen, wurde sich fiir die Synthese eines weiteren Tris-Motives mit
einer aromatischen Seitenkette entschieden. Um eine Vergleichbarkeit der elektronischen und
sterischen Eigenschaften mit T2 herzustellen, wurde eine Funktionalisierung des Tris-Motives
mit Benzoyl-Chlorid durchgefiihrt. Dieses kann Gber das Amin von Tris als Amid eingefiihrt

werden.

Synthese eines mit einem Aromaten funktionalisierten Tris-Motives (T3)

Far die Synthese von T3 wurde Tris in Dimethylformamid (DMF) gelést und in einem Eisbad
gekuhlt. Das Benzoyl-Chlorid wird portionsweise zugetropft, um eine Einfachfunktionalisierung
am Amin zu beginstigen. Nach vollstandiger Reaktion wurde das Lésungsmittel entfernt und
das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie und praparativer RP-HPLC aufgereinigt, um
ein reines Produkt zu garantieren, das in biologischen Messungen verwendet werden kann.
T3 konnte mittels RP-HPLC-MS(ESI), HR-ESI sowie mit '"H-NMR nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: "TH-NMR-Spektren (600MHz, D20, 25°C) von T1 (unten) T3 (oben).

In Abbildung 17 ist das 'H-NMR-Spektrum von T3 abgebildet. Die sechs Protonen der H1
Protonen sind dem Singulett mit einer Verschiebung von 3,8 ppm zuzuordnen. Die Protonen
des Aromaten spalten in ein Dublett der zwei H2 Protonen bei 7,68 ppm, zwei Tripletts der
zwei H3 Protonen bei einer Verschiebung von 7,45 ppm sowie des H4 Protons bei einer
Verschiebung von 4,53 ppm auf. Ebenso ist zu erkennen, dass erfolgreich die Edukte entfernt
werden konnten, da die Signalintensitat im passenden Verhaltnis ist.

Im RP-HPLC-MS(ESI)-Spektrum (Abbildung 84) konnte die Zielstruktur T3 mit einer Reinheit

von 99% bei einer Retentionszeit von 3.59 min nachgewiesen werden.

Sialylierung in verschiedenen Puffersystemen

Mithilfe von T3, den kommerziell erhéltlichen T4 und T5, sowie der von P. Konietzny
synthetisierten Struktur T2 kann der Umsatz von Tris-Derivaten in Bicin, Glycinamid, CHES
und HEPBS mittels RP-HLPC-MS(ESI) bestimmt werden.

26




Tris-Substrate zur Bestimmung des
pufferanhdnigen Umsatzes

OH
HO
N N; HO, oH Hooc Ho_ N;
HO - i7~0—7o N
I AcHN
Ho Ho wo” ©

T2 T28

Ho OH
H HO, oH Hooc Ho_
Ho S ~o0-7o N
i AcHN
HO qo” O
T3S

i OH
H N=N HO oy Hooc HO _
HO N )N | —— & 7—o H_(N‘N>_N =
N-N N7 AcHN Yl W
Ho Ho
4S

(<]
T

T5 158

Abbildung 18 Edukte und Produkte zur Bestimmung des pufferabhdngingen Umsatzes.

Tabelle 2 Bestimmung des pufferabhdngingen Umsatzes an den Substraten T2-5 mittels RP-HPLC.

Puffer T2 T3 T4 TS
HEPBS 8,0+£22 10,3+04 41,3+3,8 -
Glycinamid 11,141 11,6 +0,8 38,6 +4,0 -
Bicin 10,9+1,3 8,6+0,6 52,8 +4,9 -
CHES 0,8+0,6 - 04+04 -

Beim Vergleich der verschiedenen Puffer-Systeme (Tabelle 2) ist zu erkennen, dass im CHES-
Puffer keine Sialylierung flr T3 und T5 sowie nahezu keine Sialylierung fir T2 und T4 erzielt
werden konnte. Flr die anderen drei Puffer zeigen die einzelnen Substrate Umséatze in der
gleichen GréBenordnung. Beim Vergleich der einzelnen Umsétze in den Puffersystemen
HEPBS, Glycinamid und Bicin ist zu erkennen, dass Glycinamid fur alle Substrate im Mittel die
besten Umsétze zeigt. Allerdings zeigt sich bei T4, dass gerade in Bicin héhere Umsétze erzielt
werden kdénnen. Da Glycinamid im Mittel die h6chsten Umsétze aufweist, wurde Glycinamid
als Standardpuffer verwendet.

Beim Vergleich der Umséatze der Substanzen T2-5 ist zu erkennen, dass T4 den hdchsten
Umsatz mit 40 -50 %, T2 und T3 einen Umsatz von ca. 10 % und T5 keinen detektierbaren
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Umsatz aufweist. Der Unterschied der verschiedenen Strukturen liegt vor allem in den
elektronischen Eigenschaften der Verbindungen. Bei T4 handelt es sich um ein sekundéres
Amin mit einem elektronenreichen Aromaten, der in der Lage ist, Elektronendichte zum Tris-
Motiv zu donieren. Bei T2 und T3 hingegen sind die elekironenreichen Aromaten Uber ein
Amid gebunden, welche Elektronendichte aus dem Tris-Motiv entfernen. Bei TS handelt es
sich um das Tris-Motiv, bei dem das Amin mit einem +M-Effekt durch eine Nitrogruppe mit
einem -M-Effekt substituiert ist. Daraus kann geschlossen werden, dass eine hdhere
Elektronendichte am Tris-Motiv zu einem héheren Umsatz fihrt. Weiter ist zu erkennen, dass
das Azid von T2 im Vergleich zu T3 keinen Einfluss auf den Umsatz zeigt. Ein Grund hierfir
ist, dass weder die Ladung noch die potenzielle Toxizitat des Azids einen Einfluss auf die
Sialyltransferreaktion hat.

3.1.1.2 Bestimmung der Reaktionskinetik der enzymatischen Sialylierung

Neben der Pufferoptimierung wurde ebenfalls die Kinetik des Systems untersucht, um eine
optimale Reaktionszeit fir die Erstellung einer Substanzbibliothek von Tris-, Glycerin-,
Ethylenglycol- und Polyol-Derivate oder einer méglichen Bulksynthese von nicht natiirlichen
Neu5Ac-Derivaten zu bestimmen. Hierfir werden analog zur Pufferoptimierung Derivate
bendtigt, mit denen ein Umsatz leicht nachvollzogen werden kann. Aus diesem Grund wurden
T3 und T4 fur die Kinetikstudien verwendet. Hierbei wurde auf T2 verzichtet, da es in der
Pufferoptimierung den gleichen Umsatz wie T3 aufweist. Ebenso wurde einmal T4 bei halber
Konzentration vermessen. Der Grund hierfirr ist, dass T4 nur langsam bei Temperaturen von
70°C in derselben Konzentration wie die anderen Derivate gelést werden konnte. Hierfur
wurde neben der dafir vorgesehenen Menge an Wasser ebenfalls das Wasser verwendet,
das bei allen anderen Reaktionen hinzugegeben wurde, um die gewutnschte Konzentration
einzustellen. So wurde fur das Lésen von T4 ein 4,5-faches Volumen im Vergleich zu den
anderen Substraten verwendet. Es besteht die Mdglichkeit, dass wahrend der Reaktion ein
Teil von T4 wieder aus der Lésung ausfallt, da diese tber 18 h bei 37 °C durchgefihrt wird.
Um zu Uberprifen, ob durch das potenzielle Ausfallen von T4 aus der Lésung ein Fehler
entsteht und eine Verfélschung des Umsatzes erfolgt, wurde eine Umsatzbestimmung mit
einer halb konzentrierten Substratlésung von T4 durchgefihrt. Es ist nicht anzunehmen, dass
das sialylierte Produkt T4S aus der Lésung ausfallt, da die Substrate durch die Einfihrung der
Neu5Ac hydrophiler werden, was auch aus den RP-HPLC-Spektren in Abbildung 16 aufgrund

der geringeren Retentionszeit zu entnehmen ist.

Far die kinetischen Messungen wurde Uber 72 h zu verschiedenen Zeitenpunkten Proben aus
der Reaktionslésung entnommen. Der Umsatz wurde mittels RP-HPLC-MS(ESI) bestimmt. Die
erhaltenen Datenpunkte wurden mit einem logarithmischen Fit aufgetragen. Beim Betrachten
von Abbildung 19 ist zu erkennen, dass sowohl die Messungen fir T4 und T3 sich

asymptotisch einem maximalen Wert anndhert. Fir T3 konnte ein maximaler Umsatz von
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11,3 % = 1,9 und fir T4 konnte ein Umsatz von 43,3 % * 3,8 bzw. 53,8 % + 5,5 flir den Ansatz
mit dem halbkonzentrierten Substrat berechnet werden. Ebenfalls wurden die Zeiten
berechnet, bei denen ein Umsatz von 70 % und 90 % des maximalen Umsatzes erreicht
wurden. AuBerdem wurde der Umsatz nach 18 h sowie der prozentuale Umsatz des
maximalen Umsatzes berechnet (Tabelle 3). Beim Vergleich von T4 zu T3 ist zu erkennen,
dass der Umsatz von T3 langsamer verlauft als von T4. T3 erreicht nach 18 h 53 % der
Maximalumsatzes und nach 30 h erreicht wird 70 % des Maximalumsatzes erreicht. T4
erreicht nach 18 h einen Umsatz von 74% und bereits nach 14,5 h wird ein Umsatz von 70 %
erreicht. Der gleiche Trend ist auch fir T4 bei halber Konzentration zu erkennen.

Zeitabhaniger Reaktionsumsatz m T3S
60 — e T4S
A T4Sc*0,5
[ J
50
40

Umsatz [%]
8
1

20

10

Zeit [h]

Abbildung 19 Grafische Darstellung des zeitabhédngigen Reaktionsumsatzes der enzymatischen Reaktionskinetik
von T3 und T4 iber 72h. Die Umsétze wurden mittels RP-HPLC-MS(ESI) (linearer Gradient von 5-95 vol.%
MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) bestimmt.

Der berechnete maximale Umsatz von T3 ist hdher als der von T4. Hierflir sind wahrscheinlich
die unterschiedlichen elektronischen Eigenschaften von Aminen und Amiden verantwortlich.
Eine mdgliche Erklarung hierfur ist, dass elektronendrmere Derivate schlechter von der
PmST1 erkannt werden kénnen, wodurch sowohl ein geringer Umsatz als auch ein geringerer
maximaler Umsatz resultiert.
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Tabelle 3 Berechnung des maximalen theoretischen Umsatzes mittels logarithmischen Fit (Abbildung 85) fiir die
Sialylierung von T3 und T4. Bestimmung des Umsatzes nach 18h sowie an welchem Zeitpunkt 70% und 90% des
maximalen Umsatzes erreicht sind.

Umsatz
nach 18 h
Berechneter
90% Umsatz 70% Umsatz (Anteil des
max. Umsatz
max.
Umsatz)
T4 43,3+3,8 40 h 14,5h 32% (74%)
T4 c=5,5mM 53,8+5,5 64 h 19 h 37% (69%)
T3 11,3+1,9 62 h 30h 6% (53%)

Bei Vergleich des berechneten maximalen Umsatzes von T4 mit der T4c=s,smm iSt zu erkennen,
dass flr T4c-ssmm der maximale Umsatz héher ist. Anhand der Umsatze nach 18 h sowie den
berechneten Zeitpunkten fir Umséatzen von 70 % und 90 % ist zu erkennen, dass fiir T4c=ss5mm
langere Reaktionszeiten bendtigt werden, um den gleichen prozentualen Umsatz zu erzielen.
Der héhere maximale Umsatz kénnte damit erklart werden, dass aufgrund der geringeren
Konzentration von T4 im Verhaltnis doppelt so viel ATP und somit auch das in situ enzymatisch
hergestellte CMP-Neu5Ac vorhanden ist. Die erhdhte Menge an CMP-Neu5Ac beglinstigt
somit eine Sialylierung mittels der PmST1. Ein weiterer Faktor, der berlicksichtigt werden
muss, ist dadurch, dass bei geringeren Reaktionszeiten bereits hdhere Umsatze erreicht
wurden, der Einfluss des thermischen und hydrolytischen Zerfalls von CTP, CMP-Neu5Ac und
Neu5Ac reduziert wird. Dadurch steht effektiv mehr CMP-Neu5Ac fiir die Sialylierung durch
die PMST1 zur Verflgung, wodurch eine hdhere prozentuale maximale Ausbeute erzielt

werden kann.

Dartber hinaus stellt sich die Frage, warum die PmST1 Uberhaupt in der Lage ist, das Tris-
Motiv zu Sialylieren, da enzymatische Reaktionen nur an spezifischen Mustern durchgefihrt
werden. Bei genauerem Vergleich der chemischen Strukturen des Tris-Motives mit einem
Zuckermotiv ist vor allem die strukturelle Ahnlichkeit des Polyolmotives vergleichbar. Dadurch
ahnelt das Tris-Motiv mit seinen drei Hydroxygruppen, die tber einen Isobutylkern gebunden
sind, einem Teil eines Zuckerbausteins. Die Substratspezifitdt von bakteriellen Enzymen wie
der PmST1 ist geringer als bei humanen Enzymen. Diese fuhrt im Fall der PmST1 dazu, dass
nicht das ganze Bindungsmotiv der Galaktose flr eine Sialylierung erforderlich ist. Daraufhin
stellt sich die Frage, welche Bindungsmotive grundsatzlich erkannt und sialyliert werden
kdnnen. Hierfir wurden verschiedene Stoffklassen mit unterschiedlichen elektronischen
Eigenschaften und raumlicher Orientierung untersucht.
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3.1.1.3 Substratbibliothek

Das System aus NmCSS und PmST1 wurde daraufhin einem Screening unterzogen, da
dieses System das Potential besitzt, neuartige Neu5Ac-Derivate einfach synthetisch
herzustellen. Hierbei liegt der Fokus besonders darauf, nicht-glykanbasierte Neu5Ac-Derivate
auf Basis von natirlichen und nicht natiirlichen Substraten herzustellen. Da das nattrliche
Bindungsmotiv die Galaktose ist und bereits gezeigt werden konnte, dass das Tris-Motiv
ebenfalls sialyliert werden kann, wurden weitere Substanzklassen gesucht, welche den beiden
Motiven &hneln. Da besonders das Polyolmotiv die gréBte Ahnlichkeit zwischen dem Tris-
Motiv und der Galaktose aufweist, wurde der Fokus auf diese vier verschiedenen
Substanzklassen gelegt: Tris, Glycerin, (Poly)Ethylenglycol ((P)EG) und Polyol (Abbildung 20).
Hierbei wurden vor allem kommerziell erhaltliche Substrate priorisiert. Dadurch ist einerseits
ein leichter und schneller Zugang zu verschiedenen Motivmustern mit unterschiedlichen
funktionellen Gruppen mdglich und andererseits kénnen bereits etablierte Substanzen, die fur
andere Synthesen und Prozesse verwendet werden, auf eine mégliche Sialylierung untersucht
werden. Neben den kommerziell erhaltlichen Substanzen wurden ebenfalls bereits von P.
Konietzny und M. Schmitter synthetisierte Tris-Derivate (T2, T9, T10, T11, T12) untersucht.
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Abbildung 20 Abbildung der Substrate aus den vier Substratklassen (Tris, Glycerin, (P)EG, Polyol).

Die Sialylierung der verschiedenen Substratklassen wurde analog zur Kinetik- und
Pufferbestimmung durchgefihrt. Hierbei wurde aufgrund der zuvor durchgefihrten Puffer-
Umsatz-Studien ein Fokus auf Glycinamid und Bicin gelegt. Fir ausgewahlte Substrate
wurden ebenfalls Sialylierungen in HEPBS und CHES durchgefihrt, da sich beim Test
verschiedener Puffersysteme gezeigt hatte, dass der Sialylierungsgrad der Substrate bei

verschiedenen Puffersystemen variiert.
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Tabelle 4 Graphische Darstellung der erfolgreichen Synthese der verschiedenen gescreenten Substrate. (Griin =
Sialyliertes Produkt konnte eindeutig nachgewiesen werden; Grau = Uberlagerung der Produktsignales mit
anderen in der Reaktionslésung vorhanden Substraten, rot = Das sialylierte Produkt konnten nicht nachgewiesen
werden; schwarz = nicht vermessen). Die Umsétze wurden mittels RP-HPLC-MS(ESI) (linearer Gradient von 5-95
vol.% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) oder MS(ESI) bestimmt

Tris T1|T2|T3|TA|[T5(T6e | T7| T8 | T9|T10|T11|T12
Bicin
Glycinamid
HEPBS
CHES
Glycerin | G1|G2|G3|G4| G5|G6| G7| G&| G9
Bicin
Glycinamid
HEPBS
CHES
Ethylenglycol|EG1|EG2|EG3|EG4|EG5|EG6|EG7|PE
Bicin

Glycinamid
HEPBS
CHES
Polyol P1|P2(P3|P4|P5|P6|P7|P8
Bicin

Glycinamid
HEPBS
CHES

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der RP-HPLC-MS(ESI) der einzelnen Substarte in den
verschiedenen Puffern abgebildet. Aufgrund der hohen Hydrophilie der Substrate und der
durch die Neu5Ac eingefligten positiven Ladung weisen fast alle Neu5Ac-Substrat-Konjugate
sehr hohe Polaritat auf. Das fUhrt dazu, dass eine Trennung mittels RP-HPLC-Methoden nur
fr Substrate mit einem hohen hydrophoben Anteil méglich ist, da der hydrophobe Anteil daftir
sorgt, dass die Substrate nicht im Injektionspeak eluieren. Dieser hydrophobe Anteil ist
lediglich flr die Substrate T2-4 gro3 genug, um eine detektierbare Trennung zu erhalten. Von
allen anderen Substraten konnte mittels ESI-MS nur die Aussage getroffen werden, ob ein
Substrat sialyliert werden kann. Dadurch konnte keine Aussage Uber den prozentualen
Umsatz gegeben werden. Substrate die erfolgreich sialyliert werden konnten sind in griin
markiert. FOr alle anderen Substrate konnte entweder das sialylierte Produkt nicht
nachgewiesen werden (rot) oder es konnte durch Uberlagerung der zu erwartenden
Massesignale fir die sialylierten Produkte mit anderen in der Reaktionslésungen vorhandenen
Substanzen wie z.B. der Puffer oder die Neu5Ac, keine eindeutige Aussage getroffen werden,
ob es sich hierbei um eine in der Reaktionslésung vorhandene Substanz oder ein
Produktsignal (grau) handelt. Erschwerend dazu haben Puffer oft die Eigenschaft mit
mehrwertigen lonen Addukte einzugehen. Diese Addukte sind mittels MS-Methoden wie der
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ESI-MS nachweisbar, wobei Addukte aus mehreren Puffermolekilen und mehreren lonen in
beliebigen Kombinationen entstehen kénnen.

Beim Vergleich der vier Puffer in Bezug auf deren MGdglichkeit ein breites Spektrum an
verschiedenen Substraten enzymatisch zu Sialylieren ist der gleiche Trend wie bei der
Umsatzbestimmung in den verschiedenen Puffern zu erkennen (Tabelle 2). Hierbei ist
ebenfalls CHES der schlechteste Puffer, da selbst von den partiell ausgewahlten Substraten
(T1, T2, T3, T4, T5, T8, G8, EG5, P2) vier Substrate nicht sialyliert werden konnten (T5, G8,
EG5, P2). Von diesen konnte lediglich T5 in keinem der anderen Puffersystemen sialyliert
werden, wohin gegen eine Sialylierung von (G8, EG5, P2) in anderen Puffern mdglich ist. Fir
die Sialylierung in HEPBS konnte gezeigt werden, dass von den ausgewahlten Substraten
(T1, T2, T3, T4, T5, T8, T9, T10, T11, T12, G1, G8, G9, EG1, EG5, P1, P2, P6) keine
Sialylierung von den Substraten T5, T9, T10, T11, G8, G9, P1 und P6 nachgewiesen werden
konnte. Beim Vergleich der in HEPBS und CHES durchgeflihrten Reaktionen, ist zu erkennen,
dass EG5 und P2 in HEPBS sialyliert werden konnten. Die anderen Substrate, die in HEPBS
nicht sialyliert werden konnten, wurden in CHES nicht vermessen. In Bicin und Glycinamid
wurden alle Substrate mit Ausnahme von PEG, P7 und P8 in Bicin auf eine Sialylierung
getestet. Von den 34 getesteten Substraten in Bicin konnte fiir 16 eine Sialylierung
nachgewiesen werden (T1, T2, T3, T4, T7, T8, T10, T11, G1, G6, G7, G8, EG1, P1, P2, P3).
Far acht der Substrate konnte der Umsatz nicht eindeutig nachgewiesen werden (T6, T9, T12,
G2, G4, G5, EG2, P5) und fir zehn Substrate konnte kein sialyliertes Substrat nachgewiesen
werden (T5, G3, G9, EG3, EG4, EG5, EG6, EG7, P4, P6). In Glycinamid konnten fiir von den
37 getesteten Substrate fir 25 eine Sialylierung (T1, T2, T3, T4, T6, T7, T8, T10, T12, G1, G2,
G3, G4, G6, G7, G8, EG1, EG5, EG7, P1, P2, P3, P4, P7, P8), fir neun keine eindeutige
Sialylierung (T9, T11, G5, EG2, EG4, PEG, P5) und fir finf keine Sialylierung (T5, G9, EG3,
EG6, P6) nachgewiesen werden. Anhand dieser Ergebnisse ist es eindeutig, dass Glycinamid
flr ein Screening das beste Puffersystem ist, da die wenigsten Substrate nicht sialyliert werden
oder kein eindeutiges Ergebnis bestimmt werden konnte. Dennoch ist es sinnvoll in Glycinamid
getestete Sialylierungen auch in anderen Puffersystemen zu Uberprifen, so konnte
beispielsweise fir T11 keine eindeutige Sialylierung in Glycinamid nachgewiesen werden,
allerdings war dieser Nachweis in Bicin mdglich. Ein weiterer wesentlicher Vorteil von
Glycinamid ist, dass durch mehrwertige lonen nahezu keine Puffer-Salz-Addukte ausgebildet
werden. Das fUhrt dazu, dass die Auswertung der Analytik erleichtert wird. Insbesondere ist
dadurch die Aussage Uber eine Sialylierung leichter, da die Wahrscheinlichkeit der
Uberlagerung von Puffer-Salz-Addukt-Signalen mit Produktsignalen erheblich verringert wird.

Im Folgenden werden die Substrate der einzelnen Substratklassen miteinander in Bezug auf
ihre funktionellen Gruppen und deren elektironischen und sterischen Eigenschaften

miteinander verglichen.
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Tris-Motiv-Substrate

Die Tris-Motiv-Substrate haben von den vier vermessenen Stoffklassen die meisten
verschiedenen funktionellen Gruppen. Hierbei kann grundsétzlich in zwei unterschiedlichen
Funktionalisierungsarten unterschieden werden. Bei der einen Funktionalisierungsart wurde
das Amin des Tris-Motives weiter funktionalisiert. Hierbei wurden die Reste entweder als
sekundares Amin (T4, T8, T12) oder als Amid (T2, T3, T7, T10, T11) an das Tris-Motiv
angebracht. Bei der anderen Funktionalisierungsart wurde das Amin des Tris-Motives
substituiert. Das Amin wurde durch eine Nitrogruppe (T5), Methylrest (T6) oder ein Azid (T9)

ersetzt.

Unter Bericksichtigung aller Puffersysteme konnte in mindestens einem Puffer fur alle Tris-
Motiv-Substrate mit Ausnahme von T5 und T9 eine Sialylierung der verschiedenen Motive
nachgewiesen werden. Da alle Tris-Substrate, deren Funktionalisierung am Amin angebracht
wurden, sialyliert werden konnten, ist anzunehmen, dass das Amin auf verschiedenste Arten
funktionalisiert werden kann und gleichzeitig weiterhin sialyliert werden kann. Der einzige
signifikante Unterschied ist der bereits in Kapitel 3.1.1.1 bestimmte Umsatz. So zeigte T4, das
Uber ein sekundares Amin funktionalisiert ist, einen signifikant hdheren Umsatz als T2 und T3,

die Uber ein Amid funktionalisiert sind.

Von den Substraten, bei denen das Amin substituiert wurde, konnte lediglich T6 sialyliert
werden. T6 unterscheidet sich im Wesentlichen durch den +|-Effekt und das
Nichtvorhandensein eines zwitterionischen Charakters durch das Azid oder die Nitrogruppe.
Es ist davon auszugehen, dass ein starker -I-Effekt und ein zwitterionischer Charakter eine
Sialylierung einschrankt. Allerdings konnte gezeigt werden, dass fur eine Sialylierung das
Amin des Tris-Motives nicht essenziell ist. Deshalb wurden &hnliche Triolmotive gesucht. Das
Ahnlichste in der Natur vorkommende Derivat ist Glycerin. Hierbei ist der Grundkdrper vom
Tris und Glycerin bis auf die mittlere Hydroxygruppe identisch. An der mittleren Hydroxygruppe
ist ein Kohlenstoff weniger vorhanden, wodurch diese Hydroxygruppe kein primarer, sondern
ein sekundarer Alkohol ist.

Glycerinsubstrate

Analog zu den verschiedenen Tris-Derivaten gibt es eine Vielzahl an Glycerin-Derivate mit
unterschiedlichen Substitutionsmustern. Bei den Glycerin-Derivaten wurde ein Fokus auf den
Einfluss von Alkoholen, Aminen, Halogenen und Alkylketten gelegt. Fir die Substrate G2-5
sind einzelne Alkohole durch Amine substituiert. Bei den restlichen Glycerin-basierten
Substraten ist jeweils ein Alkohol modifiziert. Die Modifikationen sind eine Substitution mit
Chlor (G6), eine Funktionalisierung mit einem Propargylrest (G7) oder die Eliminierung der
Hydroxygruppe (G8). Bei den Substraten G3 und G9 sind Methylreste an das Grundgertist
angeflgt.

34




In Glycinamid konnte fir alle Glycerin-basierten Substrate mit Ausnahme von G5 und G9 eine
Sialylierung nachgewiesen werden. Die Sialylierung von G5 konnte aufgrund von
Uberlagerungen in der MS(ESI) nicht eindeutig bestimmt werden. Analog zu der Sialylierung
der Tris-Substrate konnten bei der Reaktion in Bicin weniger sialylierte Glycerin-basierte
Substrate (G1, G6, G7, G8) eindeutig nachgewiesen werden. AuBerdem konnte fir G2, G4
und G5 fir G3 und G9 eine Sialylierung nicht eindeutig nachgewiesen werden, sodass auch
fur Glycerin-basierte Substrate Glycinamid das breiter anwendbare Puffersystem ist. Dass die
Sialylierung von G9 in keinem der Puffersysteme erfolgreich durchgefiihrt werden konnte ist
ein unerwartetes Ergebnis, da eine Vielzahl der anderen vermessenen Glycerin-basierter
Substrate ebenfalls nur zwei Hydroxygruppen haben und dennoch sialyliert werden konnten.
Des Weiteren hat G9 keine funktionelle Gruppe wie ein Azid oder eine Nitrogruppe, die analog
zur Sialylierung der Tris-Substrate eine Sialylierung inhibieren kénnen. Allerdings ist es eines
der beiden vermessenen Motive (G9, P5), die keine primare Hydroxygruppe, sondern nur
sekundare Hydroxygruppen besitzen. Da auch beim natirlichen Galaktosemotiv eine primare
Hydroxygruppe vorhanden ist, kdbnnte das ein Indiz dafir sein, dass mindestens ein primarer
Alkohol flr eine Sialylierung vorhanden sein muss. Da G5 nur eine Hydroxygruppe besitzt, ist
es nicht unerwartet, dass in keinem der Puffersysteme eine Sialylierung nachgewiesen werden

konnte, insbesondere da das natlrliche Galaktosemotiv fiinf Hydroxygruppen besitzt.

Es konnte gezeigt werden, dass Substrate mit nur zwei Hydroxygruppen sialyliert werden
kdnnen. Die nachstkleinere Stoffklasse mit zwei Hydroxygruppen, die auf die enzymatische
Sialylierung untersucht werden kann sind Ethylenglycol-Derivate.

Ethylenglycolsubstrate

Ethylenglycole sind mit verschiedenen Heteroatomen und Wiederholungseinheiten erhaltlich.
Durch diese Variation ist es mdglich einerseits die Anzahl der nétigen Hydroxygruppen und
andererseits deren maximaler Abstand zueinander fir eine erfolgreiche Sialylierung zu
untersuchen. Hierbei kénnen die verschiedenen Ethylenglycol-Substrate in zwei Gruppen
eingeteilt werden. Die erste Gruppe besteht aus Ethylenglycol-Derivaten bei denen eine der
beiden Hydroxygruppen durch ein Alkin (EG2), ein Amin (EG3) oder ein Thiol (EG4)
ausgetauscht wurden. Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um Ethylenglycol-Derivate mit
zwei oder mehr Wiederholungseinheiten (EG5-7, PEG).

Beim Vergleich der Ethylenglycol-Substrate mit den Tris- und Glycerin-Substraten konnten
weniger Substrate (EG1, EG5, EG7) sialyliert werden. Hierbei ist zu erkennen, dass nur
Ethylenglycol-basierte Substrate erfolgreich sialylierten werden konnten, welche mindestens
zwei primare Hydroxygruppen tragen. Der Abstand, der zwischen den Hydroxygruppen
maximal vorhanden sein darf, wurde durch die Substrate EG5 und EG6 bestimmt. Da EG5
sialyliert allerdings EG6 nicht mehr erfolgreich sialyliert werden konnte, durfen die
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Hydroxygruppen Uber sechs Bindungen voneinander getrennt sein. Bei EG6 sind zwischen
den beiden Hydroxygruppen durch neun Bindungen voneinander getrennt. Da keine Substrate
mit Abstanden von sieben oder acht Bindungen vermessen wurden ist es ebenfalls mdglich
das eine Sialylierung Uber diese Distanzen mdglich ist. Der Einbau von Heteroatomen in die
Kette zwischen den Hydroxygruppen (EG7), scheint eine Sialylierung nicht zu inhibieren.
Dadurch, dass keines der Substrate (EG2-4) mit nur einer Hydroxygruppe sialyliert werden
konnte, ist davon auszugehen, dass mindestens zwei Hydroxygruppen fiir eine Sialylierung
erforderlich sind.

Die Sialylierung der PEG 200-10kD konnten nicht eindeutig bestimmt werden. Das kommt vor
allem dadurch, dass kommerzielles PEG nicht monodispers ist. Durch die breite
Massenverteilung Uberlagern die verschiedenen Kettenldngen des PEGs mit méglichen
sialylierten Massen.

Polyolsubstrate

Neben den in den anderen Klassen vermessenen Polyolen sind weitere Polyole kommerziell
erhaltlich, die strukturelle Ahnlichkeiten zu den bereits vermessenen Substraten haben. Da
sowohl lineare als auch verzweigte Substrate sialyliert werden konnten, wurden weitere
Polyolderivate mit zwei bis flinf Hydroxygruppen auf eine mdgliche Sialylierung untersucht.
Hierbei wurden unter anderem P7 und P8 aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zur
Galaktose untersucht. Sowohl fir P7 als auch P8 konnte eine Sialylierung nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis ist nicht unerwartet, da beide Substrate nahezu identisch zur
Galaktose sind. AuBerdem wurde die Synthese mit PmST1 P34H M144L durchgefiihrt, welche
eine a2-6 Bindung knupft. Dadurch, dass die Modifikation des Galaktosemotives am C2 der
Galaktose ist, kann die Sialylierung des C6 ungehindert stattfinden.

Neben P7 und P8 wurden nattrliche und nicht nattrliche Polyole untersucht. Die natirlichen
SuBstoffe Xylit (P2) und Erythrit (P3) haben funf bzw. vier Hydroxygruppen. Zu den
untersuchten synthetischen Polyolen gehéren trans-2,5-Bis(hydroxymethyl)-1,4-dioxane-2,5-
diol  (P4|4 OH), Dithiothreitol (P52 OH, 2 SH), Pentaerythrit (P1|4 OH) sowie
Tris(hydroxymethyl)phosphin (P6|3 OH).

Lediglich far P5 und P6 konnte eine Sialylierung nicht eindeutig nachgewiesen werden. Bei P5
handelt es sich um Dithiothreitol (DTT). Es kann verwendet werden, um Proteine in ihrer
funktionalen Form zu konservieren, indem es die Ausbildung von Disulfidbriicken durch die
reduktiven Eigenschaften verhindert. Allerdings kdnnen auch Disulfidbriicken gespalten
werden, die fur die Faltung der Proteine verantwortlich sind, wodurch sie ihre enzymatische
Aktivitat verlieren. Durch diese Eigenschaften kann es sein, dass eines der Enzyme inaktiviert
wird und eine Sialylierung nicht mehr méglich ist. Es besteht auch die Mdglichkeit, dass die
NmCSS und PmSTT1 nicht in ihrer Funktion inhibiert werden, allerdings das sialylierte P5 durch
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die reduktiven Eigenschaften von P5 wieder reduziert werden. Das wirde dazu flhren, dass
kein sialyliertes P5 nachgewiesen werden kann.

3.1.1.4 Sialylierung eines Bis-Tris-Substrates

Beim Betrachten aller Sialylierungen im Screening konnte fir alle Substrate immer nur eine
einfache Sialylierung nachgewiesen werden. Das entspricht der Sialylierung des natrlichen
Galaktosemotives, dass auch nur einfach sialyliert wird. Da es sowohl bei Substraten mit
regiochemischen Informationen wie Galaktose oder Galaktosamin als auch symmetrischen
Derivaten wie dem Tris-Motiv nur zu einer einfachen Sialylierung kommt, ist anzunehmen,
dass die PmST1 die Neu5Ac an den Substraten erkennt und keine weitere Sialylierung erfolgt.
Hierflr kénnen sterische oder elektironische Effekte, die durch negative Ladung der
Carbonsdure am C2 der Neu5Ac induziert werden, fir die Erkennung eines sialylierten

Derivates verantwortlich sein.

Dennoch ist es in der Natur mdglich, komplexe Glykanstrukturen enzymatisch zu sialylieren.
Hierbei werden in der Regel Seitenketten der Glykane sialyliert. Eine Mdglichkeit, die
Verzweigung zu imitieren, ist, zwei Tris-Motive Uber eine Kohlenstoffkette zu verknipfen.
Hierfur wurde das kommerziell erhaltliche Bis-Tris-Propan (T6) verwendet. Die beiden Tris-
Motive sind durch einen Proplylinker voneinander getrennt. Dennoch konnte weiterhin nur die
Sialylierung eines Tris-Motivs detektiert werden, sodass davon ausgegangen werden kann,
dass die PmST1 auch bei einem Abstand der Bindungsmotive Uber einen Proplylinker immer
noch die Sialylierung detektieren kann und es somit zu keiner weiteren Sialylierung kommt.

/ Sialylierung des Bis-Tris-Substrats T8 \
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Abbildung 21 Enzymatische Sialylierung vom T8, welches zwei Tris-Motive besitzt. Hierbei wird lediglich das
einfach sialylierte Produkt T8S (schwarz) und nicht das bisialylierte Produkt T8Sz (grau) gebildet.

3.1.1.5 Permethylierung

Die Analytik vieler der sialylierten Substrate ist aufgrund ihrer hohen Polaritat mittels RP-
HPLC-MS(ESI) nicht méglich. Eine weit verbreitete Methode zur Analyse von hoch polaren
und geladenen Substanzen wie z.B. Glykanen ist die Permethylierung.'3> ' Diese ist eine
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bewahrte Methode zur genauen Analyse und Strukturaufklarung von komplexen
Oligosacchariden. Bei der Permethylierung werden die freien polaren funktionellen Gruppen
mit Methyliodid umgesetzt, um die Hydrophobizitat durch die Reduzierung von Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen und Wasserstoffbrickenbindungen zu erhdhen. Durch die erhdhte
Hydrophobizitat ist es mdglich, die permethylierten Strukturen mit einer RP-HPLC zu trennen.
Die Permethylierung wurde nach einem Protokoll des ,Complex Carbohydrate Research
Center® (CCRC) der Universitat in Georgia durchgefiihrt. Die Enzyme muissen als aller erstes
aus der Lésung entfernt werden, bevor die Probe gefriergetrocknet wird, da sonst der erhaltene
Feststoff nicht in DMSO l6slich ist. Zu der gelésten Probe werden Methyliodid und ein NaOH-
DMSO-Gel hinzugegeben. Nachdem die Reaktion vollstandig abgelaufen ist, wird die Reaktion
mit Wasser abgebrochen. Das permethylierte Produkt kann mit DCM extrahiert werden. Nach
dem Entfernen vom DCM durch einen Stickstoffstrom kann die Probe in einem Gemisch aus
ACN/Wasser gel6st und analytisch untersucht werden.
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Abbildung 22 Reaktionsgleichung zur Permethylierung ausgewéhlter Tris-, Glycerin-, Ethylenglycol- und Polyol-
Substraten.

Die Permethylierung wurde fir sechs verschiedene Substrate (T1, T4, T3, G1, EG1, P2)
durchgefuhrt (Abbildung 22). Bei den Substraten handelt es sich um drei Tris-basierte, ein
Glycerin-basiertes, ein Ethylenglycol-basiertes und ein Polyol-basiertes Substrat. Flr alle
sechs Substrate konnte eine vollstandig permethylierte Struktur mittels RP-HPLC-MS(ESI)
detektiert werden. Durch die Permethylierung konnte das UV-Signal der Substrate aus dem
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Injektionspeak zu spéateren Retentionszeiten verschoben werden. Mit Hilfe der
Permethylierung konnte ein weiterer Nachweis fur die Synthese von neuartigen Neu5Ac
funktionalisierten Nicht-Glykanen mittels der PmST1 nachgewiesen werden.

Die Permethylierung ist eine sehr gute Methode, um Strukturen nachzuweisen. Allerdings sind
die Substrate durch die Permethylierung biologisch inaktiv und kénnen auch nicht wieder in
ihre nicht alkylierte Form Uberfihrt werden. Um dennoch die sialylierten Substrate zu isolieren,
muss eine Methode verwendet werden, die unabhangig von Ladung und Polaritat das Produkt
von den restlichen Bestandteilen der Ein-Topf-Synthese trennt. Eine Mdglichkeit, die
Reaktionslésung zu trennen, ist, ein Sdulenmaterial fir sehr polare und geladene Substanzen
zu verwenden. In der Regel handelt es sich hierbei um ,Reverse Phase — Reverse Phase“ —
Saulen (RP-RP-Saulen).

3.1.1.6 Trennung mittels einer HILIC-S&ule

Bei einer ,Hydrophilic interaction liquid chromatography“ (HILIC)-Saule handelt es sich um
eine RP-RP-Saule. Hierbei sind die Kohlenstoffketten einer RP-Saule mit geladenen
funktionellen Gruppen oder Polyolen funktionalisiert. Das fihrt zu einer erhdhten
Wechselwirkung von polaren und geladenen Proben mit dem S&ulenmaterial, wodurch eine
Trennung erfolgen kann. Hierbei sind die anionischen, kationischen und hydrophilen
Eigenschaften der zu trennenden Substanzen fir die Wahl des Saulenmaterials
ausschlaggebend. So ist die Diol-HILIC flr gering kationische, leicht saure Substrate, die
Polyethylenimin (PEI)-HILIC flr saure, kationische und neutrale Substrate, die Urea-HILIC fir
wenig geladene Substrate und die Zwitterionische-HILIC flr hydrophile und hydrophobe,
wenig geladene Substrate geeignet. Aufgrund der kationischen und leicht sauren
Eigenschaften der Sialinsaure-Derivate wurde sich fir die Trennung mittels einer Diol-HILIC-
Saule entschieden.'*

/ Darstellung verschiedener HPLC-Sdulenmaterialien \
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Abbildung 23 Schematische Darstellung verschiedener Sdulenmaterialien zur Trennung von Substraten mit
verschieden anionischen, kationischen und hydrophilen Eigenschaften.
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Die Trennung uber eine analytische Diol-HILIC-S&ule wurde am Beispiel von EG6
durchgefiihrt. Eine Trennung von EG6 auf einer C18-Saule ist nicht méglich, da alle
Bestandteile aus der Reaktionslésung im Injektionspeak eluiert werden. Das Chromatogramm
der HILIC zeigt, dass die Probe nicht im Injektionspeak mitlauft, sondern es zu einer
Auftrennung der Probe kommt. Die Trennung wurde Uber 30 min bei einem
Lésungsmittelverhéltnis von 81,5% ACN in Wasser durchgefuhrt. Bei diesen Bedingungen
kann das Zielprodukt bei Retentionszeit von 13,2 min detektiert werden.

Dadurch, dass die Trennung von EG8 auf der analytischen HILIC-Saule erfolgreich war, wurde
versucht, unter den identischen Bedingungen eine Trennung auf einer praparativen Saule zu
erreichen. Hierbei hat sich gezeigt, dass das EG8 nicht isoliert werden konnte. Hierflir kbnnen
zwei Grinde ausgemacht werden. Der erste Grund ist, dass die Stoffmenge von EG8 im
Vergleich zu den anderen Bestandteilen der Reaktionsldsung, insbesondere im Vergleich zum
Puffer, sehr gering ist. Dadurch kann es leicht zu einer Uberlagerung von Signalen kommen.
Der zweite Grund ist die Separation der Probe. Da in keiner der gesammelten Fraktionen EG8
nachgewiesen, werden konnte ist anzunehmen, dass das EG8 entweder auf der Saule oder

im Anschluss bei der Entfernung des Lésungsmittels zerfallt.

Um die sialylierten Substrate dennoch zu isolieren, wurde eine weitere Methode gesucht, die
eine Trennung nach GréBe ermdglicht und gleichzeitig unabhangig von Ladung und Polaritat
ist.

3.1.1.7 GréBenausschluss-Chromatographie GPC

Analog zur GPC fir Polymere und Makromolekile gibt es auch Harze, die in der Lage sind,
niedermolekulare  Substanzen zu trennen.'™® Fir diese Art GroBenausschluss-
Chromatographie werden besondere Harze oder Gele bendétigt, die eine sehr geringe
Maschenbreite besitzen. Ein Beispiel hierfir ist das Biogel P2 von BIO-RAD, das eine

fraktionierte Auftrennung von Substanzen mit einem Molekulargewicht zwischen

100 - 1800 % ermoglicht.”® Durch die geringe Maschenbreite ist die Flussgeschwindigkeit

bei Normaldruck sehr langsam und in etwa vergleichbar mit einem C18-Saulenmaterial. Die
Trennung wurde an einer von Sebastian Wilke gebauten Apparatur durchgefuhrt. Der Vorteil
daran ist, dass die Trennung auf einer selbst vorgepackten Saule mit konstantem Druck
durchgefiihrt werden kann. Dadurch konnte die Trennleistung von 1 ml pro Stunde auf 0,75 ml
pro 3 min erhéht werden.

FUr die Trennung wurden dieselben Substrate (T1, T4, T3, G1, P2) wie fir die Permethylierung
verwendet. Die Enzyme missen analog zur Permethylierung entfernt werden. Die restliche
Lésung wurde lyophilisiert. Der erhaltene Feststoff wurde in 0,5 ml MQ-Wasser gelést und auf
die Saule aufgetragen. Die Neu5Ac funktionalisierten Substrate konnten erfolgreich von ihren

unfunktionalisierten Derivaten abgetrennt werden. Die Trennung wird am Beispiel von T4

40




gezeigt (Abbildung 24), da durch die orangene Farbe, die Trennung auf der Biogel P2-Saule
optisch verfolgt werden konnte. So konnte das sialyliete T4S aufgrund des gréBeren
Molekulargewichts in den Fraktionen 6-14 und das nicht sialylierte T4 in den Fraktionen 24-38
gesammelt werden. Mittels RP-HPLC und den zugehérigen HR-MS(ESI)-Spektren konnten
den Fraktionen 24-38 mit einer Retentionszeit von 6,3 min T4 (Abbildung 307-Abbildung 315)
und den Fraktionen 6-14 mit einer Retentionszeit von 5,8 min T4S (Abbildung 298-Abbildung
306) zugeordnet werden.

Die in Tabelle 5 abgebildeten Fraktionen sind auf die unterschiedlichen Molekulargewichte der
Derivate zurlickzufiihren. Hierbei ist zu erkennen, dass die Substrate mit hdherem
Molekulargewicht schneller von der Saule eluieren. Bei einer
GroBenausschlusschromatographie ist dieses Ergebnis, aufgrund der erhdhten

Wechselwirkung von kleineren Molekilen mit dem Gel, zu erwarten.
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Abbildung 24 Fraktionen der semi-préparativen Gré3enausschluss-Chromatographie von T4. (T4S = Fraktionen
7-20, T4 = Fraktionen 25-37).

Tabelle 5 Bestimmung der Fraktionen in denen die Edukte und Produkte von T1, T4, T3, G1 und P1 mittels der
GréBenausschluss-Chromatographie getrennt werden konnten.

Fraktion T1 T4 T3 G1 P1
Edukt - 24-38 24-38 - 19-22
Produkt 11-14 6-14 10-22 6-11 6-12

Far alle Substrate konnte eine Trennung der in der Reaktionslésung vorhandenen Substanzen
mittels RP-HPLC-MS(ESI) und HR-MS(ESI) bestimmt werden (Abbildung 275-Abbildung 315).
Far die Derivate T1, G1, P2 wurde aufgrund der Elution im Injektionspeak die Isolierung mittels
MS(ESI) und HR-MS(ESI) bestimmt.
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Die erhaltenen isolierten Neu5Ac-funktionalisierten Derivate kdnnen in zuklnftigen
Messungen auf ihre biologische Aktivitat untersucht werden. Ebenso eréffnen sich durch die
einfache enzymatische Sialylierung eine Vielzahl an weiteren biologisch oder medizinisch

interessanten Derivaten.

3.1.2 Synthese von Tris-basierten Polymeren zur enzymatischen Sialylierung

Neben den hoch komplexen Neu5Ac-funktionalisierten Glykanen, ist NeuSAc ebenfalls von
Bedeutung im Bereich der Mucine. Mucine bestehen aus einem Proteinkern, an den lange
Polysaccharide gebunden sind. Ebenso sind Mucine mit Neu5Ac und Sulfatgruppen
funktionalisiert. Durch diese Funktionalisierung haben Mucine viele negative Ladungen. Die
negativen Ladungen sowie die Vielzahl an Hydroxygruppen flihren dazu, dass viel Wasser
gebunden werden kann, wodurch die Mucine eine schleimartige Konsistenz haben. Durch
diese Eigenschaften sind sie an einigen biologischen Prozessen beteiligt, wie die Inhibition der
Aufnahme von Pathogenen. Aufgrund der medizinischen Eigenschaften wurde in der Literatur
eine Vielzahl an Neu5Ac funktionalisierten Polymeren hergestellt. Mithilfe der enzymatischen
Sialylierung des Enyzmpaares aus NmCSS und PmST1 besteht die Mdglichkeit, Neu5Ac
funktionalisierte Polymerstrukturen herzustellen, sofern ein Polyolmotiv vorhanden ist. Wie
bereits im Screening gezeigt wurde, konnte das kommerziell erhéltliche T7 enzymatisch
sialyliert werden. Aufgrund der Erkenntnisse aus der Umsatzbestimmung ist davon
auszugehen, dass andere Monomere, die nicht auf Acrylamidbasis sind, einen hdheren
Sialylierungsgrad erreichen kénnen. Aus diesem Grund wurde die Synthese von
Acrylatmonomeren mit einem aliphatischen Spacer untersucht, um die positiven
Eigenschaften von elektronendonierenden Systemen flir einen hohen Sialylierungsgrad
auszunutzen. Die Synthese der Monomere sowie der Copolymere wurde von dem
Bachelorstudenten Raphael Neff unter meiner Aufsicht durchgefuhrt. Die enzymatische
Sialylierung der Copolymere wurde von mir durchgefiihrt.

[ Syntheseroute von T1 zum Neu5Ac-T1 Polymer \
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Abbildung 25 Syntheseroute eines enzymatisch sialylierten Tris-Polymers.
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3.1.2.1 Tris-basierte Monomersynthesen

Fir den ersten Ansatz wurde die Synthese der Acrylatmonomere in zwei Schritte aufgeteilt
(Abbildung 25). Im ersten Schritt wurde Bromethanol mit Acryloylchlorid bzw.
Methacryloylchlorid zu 2-Bromoethylacrylat (TM1) bzw. 2-Bromoethylmethacrylat (TM2)
umgesetzt. TM1 konnte mit einer Ausbeute von 70 % und TM2 konnte mit einer Ausbeute
von 80 % hergestellt werden. Die Proben wurden mittels 'H-NMR auf ihre Reinheit
untersucht. Hierbei ist zu erkennen, dass die Ethylprotonen H3 und H4 aufgrund der
gleichen chemischen Umgebung bei beiden Monomeren bei einer Verschiebung von
4,5 ppm und 3,5 ppm in jeweils ein Triplet aufspalten. Durch die Methylgruppe des TM2
spalten die Vinylprotonen der beiden Monomere unterschiedlich auf. Die Vinylprotonen
von TM2 kénnen den Signalen bei einer Verschiebung von 5,6 ppm und 6,2 ppm und die
drei H2 Protonen kénnen dem Signal bei 1,95 ppm zugeordnet werden. Die Vinylprotone
von TM1 kdnnen miteinander koppeln, wodurch es zu einer Aufspaltung der zwei H1
Protonen in jeweils ein Duplett bei einer Verschiebung von 5,9 ppm und 6,5 ppm und zur
Ausbildung eines Tripletts des H2 bei einer Verschiebung von 6,15 ppm, kommt. Bei
Vergleich der "H-NMR-Spektren ist zu erkennen, dass TM2 erheblich mehr verunreinigt ist
als TM1.

Im zweiten Schritt soll Tris durch eine nukleophile Substitution eingefiihrt werden. Hierfir
wurde TM1 mit Tris fiir 22 h umgesetzt. Der erhaltene weiBe Feststoff wurde mittels 'H-
NMR und RP-HPLC-MS(ESI) untersucht.

43




— TMD

500 -

TM5
6 MeH 12222
H
Ho/ﬂ/ N\/\rrox./
(o]
HO

Exact Mass: 221,12632

400

w

o

o
1

IM=ha’] 244

o]

o

o
1

Absorption [mAu]

, W | P t;=12,66687
50 200 250 300 350

100

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zeit [min]

Abbildung 26 RP-HPLC-Chromatogramm und MS-Spektrum vom Aza-Micheal-Produkt TM5 (linearer Gradient 5-
95% Wasser/Acetonitril in 17 min bei 25°C).

In der RP-HPLC-MS(ESI) (Abbildung 26) konnte im UV-Lauf ein Signal bei 12,7 min detektiert
werden. Im zugehérigen Massespektrum ist allerdings nicht die erwartete Masse von
219,11 =%, sondern 221,2 -, detektiert worden. Dadurch ist anzunehmen, dass nicht das
gewinschte Produkt TM3 gebildet worden ist. Eine genauere Strukturaufklarung ist mittels des
'H-NMR maglich.
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Abbildung 27 "H-NMR-Spektrum des Aza-Micheal-Produkts TM5 in CDClz (MHz 600).

Beim Vergleich der '"H-NMR Spektren TM1 (Abbildung 53) und TM5 (Abbildung 27) ist zu
erkennen, dass nach der Umsetzung von TM1 mit Tris die Vinylprotonen bei einer
Verschiebung von 5,9 ppm - 6,5 ppm verschwunden sind. Es ist davon auszugehen, dass es
nicht zu der nukleophilen Substitution des Broms gekommen ist, sondern zu einer Addition.
Ebenso kdnnen sechs der acht Protonen bei einer Verschiebung von 3,65 ppm den Tris-
Protonen zugeordnet werden. Es kann daraus geschlossen werden, dass es zu einer Reaktion
von TM1 mit Tris gekommen ist. Bei TM1 handelt es sich um ein Michael-System. Dieses
kann in Anwesenheit von Aminen eine Aza-Michael-Addition durchlaufen, wobei TM5
ausgebildet werden wirde. Zu dieser Hypothese passen ebenfalls die restlichen Signale im
'H-NMR-Spektrum. So kdnnten das Triplett bei einer Verschiebung von 1,2 ppm (H5) und das
Quartett bei einer Verschiebung 3,5 ppm (H4) dem Ethylester zugeordnet werden. Das Triplett
bei einer Verschiebung von 2,5 ppm kann dem H3 zugeordnet werden, welches mit den sechs
Tris Protonen H2 Uberlagert, wodurch die Summe von acht Protonen bei einer Verschiebung
von 3,7 ppm zu erklaren ist. Bei genauerem Betrachten dieses Signales ist ebenfalls die
Uberlagerung eines Singuletts mit einem Triplett zu erkennen. Dadurch kann davon
ausgegangen werden, dass ausschlie3lich das Aza-Michael-Produkt gebildet wurde. Aufgrund
dieser Erkenntnisse wurde der Aufbau des Monomers in umgekehrter Reihenfolge erneut
durchgefihrt.
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Abbildung 28 Neue Syntheseroute zur Synthese des Tris-Monomers TM3.

Bei diesem Syntheseweg soll die Aza-Michael-Addition durch die vorherige Umsetzung des
freien Amins mit Bromethanol unterbunden werden. Die erfolgreiche Funktionalisierung des
Alkohols mit Acryloylchlorid konnte bereits bei den Synthesen von TM1 und TM2 gezeigt
werden. Das essenzielle Zwischenprodukt fiir die Synthese ist TM11. Hierbei wurde sich fir
eine Acetylschutzgruppenstrategie fiir die Alkohole entschieden, da sie unter milden
Bedingungen wieder abgespalten werden kénnen, ohne dass es zu einer Reduktion der
Vinylprotonen kommt. Fir die Synthese von TM11 wurden zwei unterschiedliche Methoden

untersucht.

Der erste Syntheseschritt erfolgte mittels einer Fmoc-Schutzgruppenstrategie, da aufgrund der
erhdhten Reaktivitdt des Amins sowie die Orthogonalitédt der Schutzgruppe eine selektive
Schiitzung erfolgen kann. TM6 konnte als flockiger, weiBer Feststoff mit einer Ausbeute von
40 % erhalten werden. Die Reinheit wurde mittels 'H-NMR untersucht (Abbildung 55). Im
zweiten Schritt wurden die freien Hydroxygruppen mit Essigsadureanhydrid geschitzt. Das
Produkt TM8 konnte mit einer Ausbeute von 92 % erhalten werden. Die Reinheit wurde mittels
'H-NMR untersucht (Abbildung 57). Im letzten Schritt wird die Fmoc-Schutzgruppe
abgespalten, um das freie Amin zu erhalten. Das Amin kann im nachsten Schritt weiter
funktionalisiert werden. Flr die Entschiitzung wird Piperidin verwendet. Dieses bildet nach der
Abspaltung ein Fmoc-Piperidin-Addukt aus. Von dem Rohprodukt TM10 wurde eine 'H-NMR-
Analyse durchgefihrt (Abbildung 29).
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Abbildung 29 "H-NMR von TM10 in CDCl3 (300MHz).

In Abbildung 29 ist zu erkennen, dass noch eine groBe Menge an Fmoc-Piperidin-Addukt (7-
8 ppm und 1-3 ppm) in der Probe vorhanden ist. Die aufgespaltenen Protonen bei 2 ppm sind
den sechs Protonen vom Tris zuzuordnen. Beim Vergleich der '"H-NMR Spektren von TM8
und TM10 ist zu erkennen, dass viele Signale verschoben und nicht mehr chemisch aquivalent
sind. Da die Protonen von TM10 allerdings Aquivalent sein sollten, muss ein nicht
symmetrisches Produkt ausgebildet werden. Eine mdgliche Erklarung fir die erhdhte
Aufspaltung der Signale ist, dass TM10.1 nicht stabil ist und weiter zum Ketal reagiert.
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Abbildung 30 Mégliche Ausbildung des Ketals (TM10.1) bei der Synthese von TM10 zur Erklérung der
verschobenen "H-NMR-Signale.

Die Ausbildung des Ketals wiirde die Rotationsfahigkeit des Molekils verringern, wodurch es
zu einer groBeren Aufspaltung der Protonensignale kommt. Die Ausbildung dieses Ketals

TM10.1 wurde bereits von Schmitter fir dieses Molekil vorgeschlagen (Abbildung 30).

Fir den zweiten Syntheseweg wurde Trifluoracetat als Schutzgruppe gewahlt. Hierflir wurde
im ersten Schritt das Amin mit Ethyltrifluoracetat umgesetzt. TM7 konnte als weiBer,

wachsartiger Feststoff mit einer Ausbeute von 99 % erhalten werden. Die Reinheit wurde
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mittels "H-NMR untersucht (Abbildung 31). Hierbei konnte durch die verénderte Verschiebung
der Tris-Protonen von 3,5 ppm fir Tris zu 3,8 ppm fiir TM7 die Einflihrung der Trifluoracetat-
Schutzgruppe bestimmt werden. Im zweiten Schritt werden die Acetylschutzgruppen (TM9)
mittels  Acetylchlorid eingefihrt. Hierfir wird im Gegensatz zur Schitzung mit
Essigsaureanhydrid keine Base bendtigt, da bereits schwache Basen in der Lage sind, die
TFA-Gruppe abzuspalten. TM9 ist ein weiBer, wachsartiger Feststoff Die Reinheit wurde
mittels "H-NMR untersucht (Abbildung 58).
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Abbildung 31 Verschiebung der CH2-Protonenvon TM7 im "H-NMR-Spektren durch TFA-Schiitzung von Tris.

Die Entschitzung von TM9 wurde mit Kaliumcarbonat in Methanol durchgefihrt. Allerdings

konnte TM10 nicht isoliert werden.

Da TM10 analog zur ersten Syntheseroute nicht isoliert werden konnte und es zusatzlich zu
einer Aza-Micheal-Addition bei dem Umsatz mit Acryloylchlorid bzw. Methacryloylchlorid
kommt, konnten die Synthese der Trismonomere TM3 und TM4 nicht erfolgreich durchgefihrt
werden. Da allerdings die Monomere TM1 und TM2 synthetisiert werden konnten, kann die
Aza-Michael-Addition in einem zukinftigen Projekt umgangen werden, indem durch eine
Polymerisation des Acrylats das Micheal-System entfernt wird. Nach der Polymerisation kann

Tris an das Polymergerust mit der ,Grafting To“ Methode angebracht werden.
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3.1.2.2 Copolymerisation von T7 mit Ethylacrylat

Fir T7 konnte bereits beim Erstellen der Substratbibliothek gezeigt werden, dass es
enzymatisch sialyliert werden kann. AuBerdem ist es bekannt, dass T7 radikalische
Polymerisation méglich ist, weil es fir die Herstellung von biologischen Gelen verwendet wird.
Aus diesem Grund wurden Copolymere aus T7 und Ethylacrylat (EA) fir eine erste
Versuchsreihe ausgewahlt. Fiir die Copolymere Poly(T7x-co-EA10-x) wurde ein Anteil von T7
von 100 %, 70 %, 50 % und 20 % angestrebt. Die Polymere wurden radikalisch mit
Azobis(isobutyronitril) (AIBN) als Initiator fir 5h bei 70 °C polymerisiert. Aufgrund des
steigenden hydrophoben Anteils durch den héheren Einbau von Ethylacrylat musste das
Fallungsmittel fir jedes Polymer angepasst werden. So konnten Poly(T7100-c0-EAo) und
Poly(T720-co-EAg) in Isopropanol, aber nicht in Aceton gefallt werden. Im Gegensatz dazu
konnten Poly(T770-co-EAso) und Poly(T7s0-co-EAso) nur in Aceton und nicht in Isopropanol
gefallt werden. Die gefallten Polymere wurden mittels 'H-NMR-Analyse auf das
Einbauverhaltnis, sowie mit Wasser-GPC auf das Molekulargewicht und die Dispersitat

analysiert.

Tabelle 6 Ausbeute der verschiedenen Copolymere aus T7 und Ethylacrylat mit deren dazugehdrigen
Féallungsmitteln. Mittels Waser-GPC bestimmtes My und Dispersitét. Uberpriifung des Einbauverhéltnisses und
des Sialylierungsgrads wurde mittels 'H-NMR-Analyse bestimmt.

Ausbeute Fallungsmittel Molare Dispersitat NMR- Sialylierungs-
Masse D Einbauverhaltnis grad
Mn der Comonomer
(T7:EA)
Poly(T7100- 82% Isopropanol 30 1,72 - -
co-EAy) kDa
Poly(T770- 87% Aceton 71 1,37 65:35 13,7-21,6 %
co-EA3) kDa
Poly(T7s0- 55% Aceton 27 1,27 50:50 99 %
co-EAs) kDa
Poly(T730- 62% Isopropanol - - - -
co-EA7)

Das Copolymer Poly(T72-co-EAgo) konnte aufgrund des hohen Ethylacrylanteils nicht in
Wasser geldst werden. Da allerdings eine Wasserldslichkeit fur die enzymatische Sialylierung
noétig ist, wurde das Polymer Poly(T720-co-EAso) nicht weiter untersucht.

Fur die Bestimmung des Einbauverhéltnisses wurden die charakteristischen Signale in der 'H-
NMR-Analyse verwendet. Die Polymere zeigen im typischen Bereich flr das Polymergerist
bei einer Verschiebung von 1,5 ppm — 2,5 ppm ein breites Signal. In der '"H-NMR-Analyse von
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Poly(T7100-c0-EAo) (Abbildung 59) ist das charakteristische Signal der CH2 — Gruppe von T7
bei einer Verschiebung von 3,8 ppm zu erkennen. Bei den Polymeren Poly(T770-co-EAaso)
(Abbildung 60) und Poly(T7s0-co-EAso) (Abbildung 61) kénnen neben den Signalen des T7
Monomers ebenfalls die zwei charakteristischen Signale vom EA bestimmt werden. Das Signal
bei einer Verschiebung von 4,2 ppm kann der CH>-Guppe und das Signal bei 1,3 ppm kann

der CHs-Gruppe zugeordnet werden.
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Abbildung 32 Gestapelte 'H-NMR-Spektren der Copolymere Poly(T7-co-EA10x) (x= 100, 70, 50) zum Vergleich
der Einbauverhéltnisse.

Poly(T7100-c0-EAo) konnte mit einem zahlenmittleren Molekulargewicht von 30 kDa und einer
Dispersitat von 1,72 isoliert werden. Aufgrund des ausschlieBlichen Einsatzes von T7 als
Monomer musste kein Monomer Verhaltnis bestimmt werden. Fir Poly(T77-co-EA30) wurde
ein zahlenmittleres Molekulargewicht von 71 kDa mit einer Dispersitat von 1,37 bestimmt.
Ebenso konnte das angestrebte Einbauverhaltnis von 70 % mit 65:35 | T7:EA erreicht werden.
Far das Polymer Poly(T7s0-co-EAs) konnte ein zahlenmittleres Molekulargewicht von 27 kDa
mit einer Dispersitat von 1,27 bestimmt werden. Das angestrebte Einbauverhaltnis von

50:50 | T7:EA konnte genau erreicht werden.

Die erhaltenen Polymere wurden lyophilisiert. Hierbei wurde festgestellt, dass die Polymere
stark hygroskopisch sind. Die hygroskopischen Eigenschaften steigen mit h6herem Anteil von
T7. Wird das Polymer nicht innerhalb von wenigen Minuten luftdicht und unter Schutzgas

verschlossen, wird aus dem Polymerfeststoff eine viskose Fllssigkeit. Neben den hohen
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hygroskopischen Eigenschaften hat Poly(T7100-co-EAo¢) ebenfalls die Eigenschaft,
Lésungsmittel in die Polymerketten einzulagern. So konnte nach der Lyophilisierung trotz einer
Vielzahl an Waschzyklen immer noch DMF in einer erheblichen Menge durch die 'H-NMR-

Analyse nachgewiesen werden.

Enzymatische Sialylierung der Copolymere

Die Sialylierung der Polymere Poly(T7x-co-EA1e-x) (x= 100, 70, 30) wurde analog zum
Screening durchgefihrt. Nach 24 h wurde die Sialylierung abgebrochen. Um die sialylierten
Polymere aufzureinigen, wurden die Polymere mit einem Vivaspin 10 kDa aufgereinigt. Hierbei
werden neben der Neu5Ac die anderen niedermolekularen Verunreinigungen Glycinamid,
CTP, CMP, Mg?* und CMP-Neu5Ac entfernt. Die Enzyme PmST1 und NmCSS werden hierbei
nicht aus der Polymerlésung entfernt.

Der Sialylierungsgrad wurde mittels der 'H-NMR-Analyse bestimmt (Abbildung 33). Hierbei
Uberlagern die Hydroxygruppen der NeuSAc mit den charakteristischen Protonen des Tris-
Motives. Neben den hinzugekommenen Signalen der Neu5Ac sind ebenfalls Signale der
Enzyme im Bereich von 3,5 ppm - 4,5 ppm vorhanden. Allerdings kann der Umsatz Uber die
Acetylprotonen der Neu5Ac bei einer Verschiebung von 2,1 ppm bestimmt werden.

Im '"H-NMR ist flr das Polymer Poly(T7100-c0-EAo) (Abbildung 62) zu erkennen, dass,
abgesehen von den urspriinglichen Polymersignalen, kein neues Signal hinzugekommen ist.
Daraus kann geschlossen werden, dass keine Sialylierung erfolgt ist. Da eine Sialylierung vom
T7 mdglich war, ist dieses Ergebnis unerwartet. Eine mdgliche Erklarung sind die DMF-Reste,
die nicht vollsténdig vor der Sialylierung entfernt werden konnten. Diese DMF-Reste kénnten
fir die Enzyme potenziell toxisch wirken, wodurch eine Sialylierung nicht erfolgen wiirde.

FUr die Polymere Poly(T770-co-EAso) (Abbildung 63) und Poly(T7s0-co-EAso) (Abbildung 64)
konnte ein Sialylierungsgrad bestimmt werden. Hierfir wurden die Acetylprotonen ins
Verhéltnis zu den CHs-Protonen des EA gesetzt. Dadurch konnte ein Sialylierungsgrad far
Poly(T770-co-EAasp) von 13,7-21,6 % und fiir Poly(T7s0-co-EAsg) von 99 % bestimmt werden.
Daraus resultiert, dass nicht nur prozentual, sondern auch absolut mehr Tris-Motive sialyliert
werden mit ansteigendem EA-Anteil. Ein so deutlicher Anstieg des Sialylierungsgrads ist nicht
zu erwarten gewesen, da bei dem Sialylierungsversuch von T8 keine Sialylierung beider Tris-
Motive detektiert werden konnte.
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Abbildung 33 Gestapelte 'H-NMR-Spektren zu Bestimmung des Sialylierungsgrads der Copolymere Poly(T7xco-
EA1oo.x)-Neu5AC (X=700,' 70,50)

Eine Erklarung fir den héheren Sialylierungsgrad ist, dass durch den EA-Anteil hydrophobe
Wechselwirkungen mit der PmST1 ausgeubt werden. Diese Wechselwirkungen kénnen dazu
fihren, dass der Abstand des aktiven Zentrums des Enzyms und dem Tris-Motiv des Polymers
verringert wird, wodurch eine Sialylierung begtinstigt wird. Ebenso besteht die Méglichkeit,
dass die PmST1 durch das EA nebenstehende sialylierte Tris-Motive nicht als sialyliert

erkennt, wodurch ein weiteres nahes Tris-Motiv sialyliert werden kann.

Aufgrund eines Defektes der Wasser-GPC konnten die sialylierten Polymere nicht nach der

enzymatischen Sialylierung untersucht werden.

Es konnte allerdings erstmals gezeigt werden, dass es mdglich ist, nicht nattrliche
Polyolpolymere enzymatisch zu sialylieren. Ebenso konnte gezeigt werden, dass der Anteil
des Comonomers einen Einfluss auf den Sialylierungsgrad hat. In zukUnftigen Projekten kann
dieses Synthesekonzept in Bezug auf die Wahl des Comonomers, den Sialylierungsgrad oder
die Anderung des Polymergeriists untersucht werden. Ein unter physiologischen Bedingungen
abbaubares Polymer wirde beispielsweise eine medizinische oder biologische Anwendung

ermdglichen.
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3.2. Synthese von Azid funktionalisierten Prazisonsoligomeren

Neben Polymeren besteht die Mdéglichkeit, Oligomere zur Prasentation von Liganden wie
Neu5Ac oder Oligonukleotiden zu verwenden. Eine Mdoglichkeit ist die von Hartmann
entwickelte Festphasen-Polymer-Synthese (SPPoS) zur Synthese von sequenzdefinierten
monodispersen Oligo(amidoaminen). Die verwendeten Bausteine kénnen in Spacer- und
funktionelle Bausteine eingeteilt werden. Zu den bereits im Arbeitskreis Hartmann etablierten
Bausteinen gehoéren der Spacerbaustein EDS und der funktionelle Baustein BADS, welcher
mit einem Azid funktionalisiert ist. Mit diesem Azid ist es mdglich, CUAAC durchzufihren, um
Neu5Ac, Oligonukleotide oder andere Liganden an die Oligomere anzubringen. Um die
Baustein-Bibliothek zu erweitern und ein méglichst optimales Gerust fir die Funktionalisierung
mit Oligonukleotiden und Neu5Ac zu finden, wurden Lys-Ns3 und DAP-Ns; als Azid
funktionalisierte Bausteine und PEGS8 als Spacerbaustein auf PEG-Basis auf ihre Komptabilitat
mit der Festphasensynthese untersucht.

/ Konjugation von Oligonukleotiden und Zuckermotiven an Azidgeriiste \
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Abbildung 34 Schematische Darstellung der Konjugation von Oligonukleotiden (links) und Neu5Ac(rechts) an ein
Oligo(amidoamin)-Gertist mittels Kupfer-Click-Chemie.

3.2.1 Untersuchung von PEG- und Azid-Bausteinen zur Synthese von
Prazisionsoligo(amidoaminen)

Hierfur wurden funf Oligomere mit verschiedenen Kombinationen aus Spacer- und
Funktionellen-Bausteinen synthetisiert. In einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob die
Bausteine einen Einfluss auf das CuAAC-Verhalten haben. Hierflir wurden die synthetisierten
Oligomere mit Mannose funktionalisiert. Die Synthese der Oligomere AO-O01-05 und AO-G1-
G5 wurde von der Bachelorstudentin Ayla Yaman nach dem Standardprotokoll fir

53




Festphasensynthese des Arbeitskreises Hartmann durchgefihrt (Abbildung 35). Fur die
Synthese der AO-G1-G5 wurde die Halfte des Festphasenharzes der Oligomere AO-O1-05
entnommen und mit Mannose funktionalisiert.
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Abbildung 35 Schematische Ubersicht iiber die synthetisierten Oligo(amidoamine) AO-01-05 und deren
Funktionalisierung mit Mannose AO-G1-G5.

Tabelle 7 Ausbeute und Reinheit der Oligomere AO-O1-05 und AO-G1-G5 wurde mittel RP-HPLC-MS(ESI)
bestimmt. (Die Werte in Klammern geben die Menge an Umlagerungsprodukt an)

Oligomer Reinheit [%] Ausbeute [%]
AO-0O1 AO-G1 70 (8,4) 62 54 21
AO-02 AO-G2 73 82 42 48
AO-03 AO-G3 - - - -
AO-0O4 AO-G4 73 (16) 81 62 52
AO-0O5 AO-G5 68 70 24 69

Die Synthese der Oligomere aus elf Bausteinen konnte fir die vier Kombinationen aus EDS,
PEG8, BADS und Lys-Njs erfolgreich synthetisiert werden. Die Oligomere wurden mittels 'H-
NMR-Analyse (Abbildung 65-Abbildung 72), RP-HPLC-MS(ESI) (Abbildung 204-Abbildung
219) und MALDI-TOF (Abbildung 266-Abbildung 273) analysiert. Die Ausbeuten betragen
zwischen 24 % und 62 % bei einer Reinheit von 68-73 %. Das Oligomer AO-O3 mit DAP-Ns
als azidhaltigen Baustein konnte, nicht synthetisiert werden. Fir die Oligomere mit dem BADS-
Baustein kann es nach der Entschiitzung der Fmoc-Schutzgruppe zu einer Umlagerung der 4-
(Azidomethyl)benzoesaure an das freie primare Amin kommen. Im n&chsten Kupplungsschritt
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erfolgt die Kupplung des Bausteins an das sekunddre Amin des BADS-Bausteins.'® Der
prozentuale Anteil des umgelagerten Produktes ist in Tabelle 7 in den Klammern angegeben.
Beim Vergleich der Reinheiten der Oligomere ist kein signifikanter Unterschied weder
zwischen den unterschiedlichen Spacer-Bausteinen noch zwischen den funktionellen
Bausteinen zu erkennen. Die signifikant geringere Ausbeute von AO-O5 mit 24 % im
Gegensatz zu den anderen Oligomeren mit einer Ausbeute zwischen 42 % und 62 % kann auf
zwei mogliche Griinde zurlickgeflihrt werden. Da bei der Féllung von AO-G5 die geringste
Ausbeute bestimmt werden konnte, ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um ein
Isolationsproblem handelt. Bei der Isolation besteht einerseits die Moglichkeit, dass bei der
Abspaltung mit TFA nicht alle Oligomere vom Harz abgespalten wurden und eine
Doppelabspaltung nétig ist. Andererseits besteht die Mdglichkeit, dass das Oligomer nur
langsam in Ether ausfallt. Um den Produktverlust beim Ausfallen zu verringern, kann der Ether,
in dem das Oligomer gefallt wurde Gber langere Zeit bei -20 °C gelagert werden. Durch die

langere Standzeit bei tiefen Temperaturen kann mehr Oligomer aus der Lésung ausfallen.

Im nachsten Schritt wurde Uberpriift, ob Lys-Ns und PEG8 einen Einfluss auf den Umsatz der
CuAAC haben. Hierflir wurden an die Oligomere AO-O1, 02, 04, O5 Mannose-Alkin
konjugiert. Hierbei konnte kein signifikanter Unterschied im CuAAC-Verhalten mittels "H-NMR-
Analyse, RP-HPLC-MS(ESI) und MALDI-TOF festgestellt werden. Dadurch kdnnen die
Bausteine PEG8 und Lys-N3 dem Werkzeugbaukasten fir die Festphasensynthese
hinzugefugt werden. Besonders Lys-Ns hat gegeniiber dem BADS-Baustein den Vorteil, dass
das Lys-Ns nicht umlagern kann. Dadurch wird die Synthese von monodispersen Oligomeren
bei gleicher Kupplungseffizienz erleichtert, da keine Oligomere mit umgelagerten Bausteinen
synthetisiert werden, welche eventuell je nach Anwendungsbereich mit chromatographischen
Methoden abgetrennt werden missen. Der Vorteil, den Lys-Ns im Gegensatz zu BADS nicht
bieten kann, ist das -System. Das 1-System ermdglicht -1m-Wechselwirkungen, wodurch die
Bindungsaffinitat des Ligandensystems mit dem Bindungsmotiv erhéht werden kann. Der
PEG8-Baustein biete gegenltber dem EDS-Baustein den Vorteil, dass dieser durch die acht
Ethylenglycoleinheiten andere Abstédnde zwischen Liganden eingestellt werden kénnen.

3.2.1.10ptimierung der Kupplungsbedingungen zur Kupplung des DAP-N3-Bausteins.

Das Oligomer AO-03 konnte nicht anhand des Standardprotokolls hergestellt werden. Nach
der Kupplung des zweiten DAP-Ns3-Bausteins wurde eine Umsatzkontrolle durchgefiihrt.
Hierbei wurde festgestellt, dass in der RP-HPLC-MS(ESI) und in der '"H-NMR-Analyse nur ein
Tetramer aus vier EDS-Bausteinen detektiert werden konnte und die Kupplungsreaktion des
DAP-Ns3-Bausteins nicht erfolgreich war. Eine mdégliche Erklarung hierfar ist, dass im
Gegensatz zu BADS oder Lys-Ns; der Abstand vom Azid zur Carbonséaure deutlich geringer
ist, wodurch einerseits ein elektronischer Einfluss auf die Carbonsédure ausgelibt werden
kénnte. Andererseits besteht die Mdglichkeit, dass durch den ionischen Charakter des Azids
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eine sterische Abschirmung der Carbonsaure erfolgt, wodurch eine Aktivierung mittels PyBOP
nicht mdglich ist.

Um zu untersuchen, ob DAP-N3; mit den handelsiblichen Kupplungsreagenzien gekuppelt
werden kann oder einzelne Kupplungsreagenzklassen nicht fir die Kupplung geeignet sind,
wurde ein Testoligomer aus drei EDS-Bausteinen hergestellt. Fir die Kupplung von DAP-N3
an das Testoligomer wurden sieben Kupplungsreagenzien untersucht. Darunter sind vier
Carbodiimide  (N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid  (DCC), Diisopropylcarbodiimid  (DIC),
Azodicarbonsaurediethylester (DEAD) und Hydroxyiminocyanessigsaureethylester
(OximaPure)), ein Phosphoniumsalz (PyOxim), ein Aminiumsalz (HATU) und ein Uroniumsalz
(COMU). Das Kupplungsverhalten wurde mittels RP-HPLC-MS(ESI) Uberprift (Anhang,
Tabelle 9). Hierbei hat sich gezeigt, dass alle Kupplungsreagenzien die Kupplung von DAP-
N; katalysieren. Allerdings konnten Reste des Testoligomers im Injektionspeak mittels
MS(ESI) nachgewiesen werden. Eine vollstdndige Kupplung des DAP-Ns-Bausteins kann
durch Mehrfachkupplungen erzielt werden. Aufgrund der geringeren Kupplungseffizenz von
DAP-Ns als Lys-Ns ist die Verwendung fur die Festphasensynthese nur dann zu empfehlen,

wenn genau dieses kurze Motiv bendtigt wird.

3.2.2 Synthese von azidhaltigen Oligomeren fir DNA-Konjugation

Die im Arbeitskreis Hartmann synthetisierten Prazisionsoligomere werden fir eine Vielzahl von
Anwendungen verwendet. Zu diesen Anwendungen gehéren vor allem die Prasentation von
Liganden zur Inhibition von viralen oder bakteriellen Pathogenen.®' Hierflr wurden auch
bereits verzweigte Strukturen verwendet.’®” In der Regel wurden kurze Oligomerseitenketten
mit einzelnen Mono- und Disacchariden prasentiert. Im Arbeitskreis von Prof. Jorgen Kjems
vom iNANO der Universitat Aarhus werden Holliday Junctions (HJ) als ein sequenzdefiniertes
GerUst verwendet. Hierbei kann jeder der einzelnen vier DNA-Strange nach den jeweiligen
Anforderungen funktionalisiert werden. Die vier DNA-Strange kénnen sich selbstassemblieren
und die HJ ausbilden.

Im Folgenden wurde die Synthese eines Kamm-Systems zur multivalenten Prasentation von
mehreren HJ an einem sequenzdefinierten Gerlst untersucht (Abbildung 36). Hierflr wurde
von Simon Vinther der DNA-Strang Q2 mit einem DBCO-Linker versehen, wodurch eine
kupferfreie Clickreaktion mit einem Azidgerist durchgefihrt werden kann. Es wurde sich fir
ein Click-System entschieden, da es ein bereits sehr gut etabliertes bioorthogonales System
mit sehr hohen Umsatzen ist. Die funktionalisierten DNA-Strange (Q1-4) werden mittels RP-
HPLC und UREA-PAGE auf ihren Umsatz untersucht. Hierflir werden die spezifischen UV-
Signale der DNA-Strange bei 260 nm, die des DBCO-Linkers bei 310 nm, sowie von SYBR-
Gold, welches zum Einfarben von DNA-Strangen verwendet wird, bei einer Extinktion von

500 nm und Emission von 540 nm untersucht. Um den Umsatz mit dem Oligomer sowie ein
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Tracking in Zellen und Organismen zu ermdglichen, sollte das Oligomer mit einem kompatiblen
Fluoreszenzfarbstoff funktionalisiert werden. Aufgrund der in der Biologie und Medizin bereits
etablierten Alexa™ Farbstoffen wurde sich fir Alexa 647 entschieden.

/ Multivalente Prasentation von HJ \
e Ns ft .
/\—L’/—I\ I Q1 /7 NH,C6 mCICmGITmCmCmTIGMAIGMCmC
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I E /_7 NH,C6 mGIGMCITmCMAMCmCIGMAITIE
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Abbildung 36 Schematische Darstellung des Kamm-Systems aus einem azidhaltigen Oligo(amidoamin)-Geriists
und konjugierter Holliday Junction(links). Sequenz der vier verschiedenen DNA-Strénge der verwendeten Holliday
Junction(rechts).

Fir die erste Generation an Oligomeren wurde sich an den Ergebnissen der Azid-Oligomere
AO-01-05 orientiert. Hierfr wurden zun&chst zwei Oligomere synthetisiert, wobei HJ-O1 mit

zwei Aziden und HJ-02 mit drei Aziden ausgestattet ist (Abbildung 37). Aufgrund der GréBe

und des hohen Molekulargewichts von 4542,23% von Q2 wurden zwischen den

Azidbausteinen zwei Spacerbausteine in das Oligomer eingeflhrt, um eine sterische
Abschirmung zu verringern. Der Alexa 647 Farbstoff wurde aufgrund des hohen Preises und
der geringen verfligbaren Menge erst nach vollstindiger Synthese und Abspaltung der
Oligomere angebraucht. Die Synthese der Oligomere wurde bis einschlieBlich der Kupplung
der Bernsteinsdure an der Festphase nach dem Standardprotokoll durchgefihrt. Nach
Fertigstellung der Oligomere wurden mit einer Prep-HPLC aufgereinigt, um Fehlsequenzen zu
entfernen. Die Synthese der Oligomere wurde mittels RP-HPLC-MS (Abbildung 222-Abbildung
223) und MALDI-TOF bestatigt. Im ndchsten Schritt wurde Alexa 647 an die freie Carbonsaure

gekuppelt. Die Oligomere wurden mittels eines Vivaspins mit einem Cutoff von 3000 % SO

lange gewaschen, bis kein Farbstoff mehr im Filtrat nachgewiesen werden konnte. Die Alexa
647 gelabelten Oligomere wurden mittels RP-HPLC-(MS) und MALDI-(TOF) auf ihren Umsatz

untersucht.
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Abbildung 37 Schematische Darstellung der 1. Generation an Holliday-Junction-Oligomere (oben) und deren
verwendete Bausteine (unten).

Hierbei hat sich gezeigt, dass weder mittels der RP-HPLC-MS(ESI) noch mittels MALDI-TOF
ein Signal detektiert werden konnte. Da allerdings sowohl RP-HPLC-MS(ESI) als auch MALDI-
TOF der Oligomere ohne den Farbstoff mdglich gewesen sind, wurde versucht, nur vom
Alexa 647 eine RP-HPLC-(MS)-Analyse und MALDI-(TOF) zu messen. Hierbei stellte sich
heraus, dass fir keine der beiden Messungen ein Signal detektiert werden konnte. Eine
mogliche Erklarung ist, dass Alexa 647 nicht ionisiert und dadurch auch nicht detektiert werden

kann. Da allerdings der Cutoff des Vivaspins bei der Aufreinigung bei 3000 % gewahlt wurde,
ist davon auszugehen, dass die Oligomere HJ-O1 mit 1496,65+2000-2400 % bzw. HJ-02
mit 2301,55+2000-2400 % vom Alexa 647 mit 2000 - 2400 % und den nicht konjugierten

Oligomeren abgetrennt wurden. Nach der Lyophilisierung wurde ein Feststoff erhalten,
welcher die charakteristische Farbe von Alexa 647 aufweist. In Losung zeigen die Oligomere
die charakteristischen Fluoreszenzeigenschaften von Alexa 647. Daraufhin wurden die
Oligomere HJ-O1 und HJ-02 zur Funktionalisierung mit Q2 an Simon Vinther Gbergeben.

3.2.3 Konjugation des DNA-Strangs Q2 an die OligomergerUste

Die Funktionalisierung der Oligomere HJ-O1 und HJ-02 mit Q2 wurde in 0,1 M pH 7,4
HEPES-Puffer mit 30 % DMSO Uber Nacht bei 30 °C durchgefihrt. Die Reaktionslésung
wurde mittels einer PD-10 Gracity Column (G25, Mr 5000) getrennt. Die einzelnen Fraktionen
wurden auf Fluoreszenz bei 260 nm, 310 nm und 640 nm untersucht. Die Fraktionen mit
Fluoreszenzeigenschaften wurden auf eine 12 % Urea-PAGE aufgetragen und getrennt
(Abbildung 38).
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Konjugation von HJ-O1 und HJ-O1 mit Q2
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Abbildung 38 Urea-Page von den mit Q2 konjugierten Oligomeren HJ-O1 und HJ-O2 Fraktionen durchgefiihrt von
Simon Vinther. (DNA-Staining mit SYBR-Gold)

Fir die Konjugation von HJ-O1 und HJ-02 ist das gleiche Ergebnis zu erkennen. Hierbei
handelt es sich bei den griin fluoreszierenden Banden um mit SYBR-Gold angefarbte DNA
und die rot fluoreszierenden Banden um den Alexa-Farbstoff. Bei der ganz linken Spalte
handelt es sich um den reinen DNA-Strang Q2, der nicht weiter funktionalisiert ist. Bei der
nachsten Spalte handelt es sich um das mit dem DBCO-Linker funktionalisierte Q2. Hierbei ist
oberhalb der Bande fiir das unfunktionalisierte Q2 eine weitere Bande zu erkennen. Diese
Bande kann dem mit DBCO-funktionalisierten Q2 zugeordnet werden. Dadurch, dass sowohl
eine Bande fir Q2 und Q2-DBCO in der Probe zu erkennen ist, ist anzunehmen, dass die
Funktionalisierung von Q2 mit DBCO nicht vollstandig abgelaufen ist. Da allerdings Q2 ohne
DBCO nicht mit den Oligomeren konjugieren kann, kénnen die nicht funktionalisierten Q2
vernachlassigt werden. In den beiden rechten Spalten sind die Alexa 647 gelabelten
Oligomere aufgetragen. Bei geringer Konzentration sind zwei Banden zu erkennen. Hierbei ist
anzunehmen, dass bei der Trennung mit dem Vivaspin nicht alles an nicht konjugierten
Alexa 647 aus der Lésung entfernt werden konnte. Eine mdgliche Erklarung hierfur sind - 11-
Wechselwirkungen von Alexa 647 mit den Aromaten der BADS-Bausteine sowie dem -
System von bereits an Oligomer konjugierten Alexa 647-Farbstoffemolekile. Ebenso wie die
unfunktionalisierten Q2 haben die unfunktionalisierten Alexa 647 Farbstoffmolekille keinen
Einfluss auf die Konjugation. Bei den Fraktionen in der Mitte handelt es sich um
Mischfraktionen aus der Reaktionslésung. Diese Mischfraktionen bestehen nach der
Aufreinigung mittels einer Saule sowohl aus Q2 als auch die Oligomere HJ-O1 und HJ-02.
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Allerdings ist zu erkennen, dass es bei der Trennung durch die Urea-PAGE nicht zur Bildung
neuer Banden fir die Konjugate aus Q2 und den Oligomeren kommt, sondern dass dieselbe
Aufspaltung wie fir die nicht konjugierten Q2 und Oligomere. Das ist ein Indiz daflir, dass die
Konjugation nicht erfolgreich war. Da es sich hierbei um eine fir DNA optimierte
Trennungsmethode handelt, kénnte es dennoch sein, dass es zu einer erfolgreichen
Konjugation gekommen ist, da sowohl Q2 als auch die Oligomere bei der GréBenauftrennung
in derselben Fraktion gesammelt wurden, obwohl Q2 ein erheblich gréBeres Molekulargewicht
als die Oligomere hat. Aufgrund dieses nicht eindeutigen Ergebnisses wurde der Umsatz mit
einer fir DNA optimierten RP-HPLC untersucht.

Fir die RP-HPLC-Untersuchung (Abbildung 241) wurde zunachst Q2, das Oligomer HJ-02
und die Konjugation der beiden untersucht. Hierbei wurde Q2 bei 260 nm fir das
charakteristische DBCO-Signal und HJ-02 bei 640 nm flr das Alexa 647 Signal untersucht.
Hierbei konnte festgestellt werden, dass Q2 eine Retentionszeit von 27 min und HJ-O2 eine
Retentionszeit von 21 min hat. Bei einer erfolgreichen Konjugation sollte das Produktsignal bei
einer Retentionszeit zwischen den beiden Edukten zu finden sein. Allerdings konnten nur die

Eduktsignale fir die Konjugation detektiert werden.

Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Konjugation nicht erfolgreich war. Eine Erklarung
daftr, dass sowohl Q2 als auch die Oligomere bei der GréBenauftrennung zusammen
eluieren, ist, dass die beiden Moleklle stark miteinander wechselwirken, allerdings nicht
kovalent gebunden sind.

Dieses Ergebnis ist aufgrund der Zuverlassigkeit der DBCO-Azid-Click-Reaktion unerwartet
gewesen. Insbesondere weil nicht einmal eine einfache Konjugation von einem Q2 mit dem
Oligomer detektiert werden konnte. Da allerdings der Alexa-Farbstoff schon bei der Synthese
der Oligomere zu erheblichen Problemen gefihrt hat, wurde in Betracht gezogen, dass der
Alexa-Farbstoff die Konjugation verhindert. Um das genauer zu untersuchen, wurde von
Simon Vinther Q2 zur Verfigung gestellt.

In einem ersten Versuch wurde getestet, ob eine Konjugation der Oligomere mit Q2 mittels
MALDI-TOF nachgewiesen werden kann. Hierfir wurden HJ-O1, HJ-O02 und HJ-O1 ohne
Alexa 647 (HJ-O1.1) mit Q2 fir 48 h bei 37°C inkubiert. Fir die Oligomere HJ-O1 und HJ-O2
konnte keine Konjugation mit Q2 detektiert werden. Es konnten lediglich die Massen des nicht
konjugierten Oligomers sowie Q2 detektiert werden. Dies spiegelt die Ergebnisse der UREA-
PAGES sowie die zugehdrigen HPLC-Spektren, die von Simon Vinther vermessen wurden,
wider. Bei der Konjugation von HJ-O1.1 mit Q2 konnte neben den HJ-01.1 und Q2 ebenfalls
die Massen der Konjugate aus HJ-O1.1 mit zwei Q2 sowie ein kleines Signal fir die Masse
mit nur einem Q2 Strang detektiert werden. Daraus kann geschlossen werden, dass eine
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Konjugation grundsétzlich méglich ist, allerdings die mit Alexa 647 gelabelten Oligomere nicht
in der Lage, sind, diese Konjugation einzugehen.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde ein neuer Fluoreszenzfarbstoff gesucht, der eine
Nachverfolgung der multivalent prasentierten Oligomere ermdglicht. Hierbei sind in Abbildung
39 die Absorption und Emissionsspekiren von CYBR-Gold in Grin und Alexa 647 in Rot
aufgetragen. Die DNA-Strdnge haben eine Fluoreszenz durch die Aromaten der
Nukleotidbasen bei 280 nm und durch den DBCO-Linker bei 310 nm. Somit steht der
Wellenlangenbereich von 330 — 480 nm flr einen anderen Fluoreszenzfarbstoff zur Verfligung
(Abbildung 39).

Abbildung 39 Absorption (gestrichelt) und Emmisionssprektren(gefiillt) von Cumarinfarbstoffen (blau), SYBR-
GOLD (grtin) und Alexa 647(rot). Darstellung wurde erstellt vom Fluorescence Spectra Viewer von Thermo Fisher
SCIENTIFIC."38

Eine Farbstoffklasse, die in diesem Bereich absorbiert und emittiert, ist die Klasse der
Cumarine. Im Gegensatz zu anderen Fluoreszenzfarbstoffen, die zum Markieren von
biologischen Substraten (z.B. Alexafarbstoffe) verwendet werden, sind Cumarinfarbstoffe
weitaus weniger komplex und in groBen Mengen kommerziell erhaltlich. Eines der kommerziell
erhéltlichen Cumarine ist das bifunktionelle 7-Amino-4-essigsaure-cumarin. Aufgrund der
Bifunktionalitdt mit einer Carbonsaure und einem Amin besteht die Mdéglichkeit, durch die
EinfGhrung einer Fmoc-Schutzgruppe den Cumarinfarbstoff als Fluoreszenzfarbstoff-Baustein
fir die Festphasensynthese zu verwenden.

3.2.3.1. Synthese Cumarinbaustein
Die Synthese des Cumarinbausteins wurde nach der Vorschrift von Maly et al. durchgefiihrt.°
Der Umsatz wurde mittels '"H-NMR-Analyse untersucht (Abbildung 40).
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Abbildung 40 "H-NMR-Spektrum des Cumarinbausteins fiir die Festphasensynthese in DMSO-ds (600MHz).

Durch die Verwendung von DMSO als Lésungsmittel kdnnen sowohl die Carbonséaure bei
einer Verschiebung von 12,7 ppm und das Proton des Carbamates bei einer Verschiebung
von 10,2 ppm detektiert werden. Das Singulett bei einer Verschiebung von 3,8 ppm kann der
CHz-Gruppe zugeordnet werden. Das Proton des ungesattigten Lactons kann dem Signal bei
einer Verschiebung von 6,3 ppm zugeordnet werden. Die aromatischen Signale der Fmoc-
Schutzgruppe und des Phenylrings des Cumarinfarbstoffs kénnen den Signalen im Bereich
von 7,3 — 8 ppm zugeordnet werden. Die zwei Signale bei 4,3 ppm und 4,5 ppm kénnen dem
Ethyllinker der Fmoc-Schutzgruppe zugeordnet werden.

Um die Komptabilitdt des Cumarinbausteins mit dem Tentagel SRAM und den
Oligo(amidoaminen) zu untersuchen, wurde die Kupplung an einem Testoligomer aus drei
EDS-Bausteinen untersucht. Dieses wurde zunéchst nach dem Standardprotokoll mit PyBOP
und DIPEA als Kupplungsreagenzien durchgefuhrt. Hierbei hat sich gezeigt, dass nicht das

gewtnschte Produkt mit einer Masse von 1130,52 %, sondern ein Produkt mit der Masse von

819,42 %, detektiert wird. Da die Synthese der Oligo(amidoamine) gut erforscht ist und nie
ein solches Verhalten beobachtet wurde, ist davon auszugehen, dass es bei der Kupplung des
Cumarinbausteins zu einer Fehlkupplung kommt. Ein gangiges Nebenprodukt eines Fmoc
geschitzten Oligomers ist die entschiitzte Variante. Da allerdings die Fmoc-Schutzgruppe ein
Molekulargewicht von nur 223,8 % hat und die Massedifferenz zwischen dem erhaltenen und
dem Zielprodukt 311,1 %, ist, muss ein gréBeres Fragment bei der Kupplung des Bausteines

abgespalten worden sein.

Da die Kupplung mit dem Standardprotokoll nicht erfolgreich war, wurden die
Kupplungsbedingungen optimiert. Als Kupplungsreagenzien wurden HATU, DIC und PyBOP
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verwendet. Bei der Kupplung mit PyBOP und HATU wurde anstatt von DIPEA 2,4,6-
Trimethylpyridin als nicht nucleophile Base verwendet. Bei der Kupplung mit DIC wurde HOBt

als Hilfsreagenz zur Ausbildung des Aktivesters verwendet. Fir die drei Kupplungen konnte

das gewiinschte Produkt erhalten werden. Hierbei wurde nicht das um 311,1 == kleinere

mol

Nebenprodukt gebildet, wodurch angenommen werden kann, dass DIPEA fir die
Nebenreaktion verantwortlich ist. Beim Vergleich der Umsatze ist ebenfalls zu erkennen, dass
PyBOP mit 57 % Umsatz das am wenigsten fir die Kupplung geeignete System ist. Bei der
Kupplung mit HATU konnte ein Umsatz von 75 % erreicht werden und fir die Kupplung mit
DIC ein Umsatz von 85%. Da DIC den hdéchsten Umsatz zeigt, wurde DIC als
Kupplungsreagenz fir den Cumarinbaustein verwendet. Mit Hilfe einer Doppelkupplung des

Cumarinbausteins wurde ein Umsatz von Uber 95 % erreicht.

3.2.4 Synthese der 2. Generation von azidhaltigen Oligomeren und Konjugation mit
Q2

Es wurden drei Oligomere mit dem Cumarinbausteins synthetisiert. Hierbei wurden HJ-04 und
HJ-0O5 analog zu den Oligomeren HJ-O1 und HJ-02 aufgebaut, mit dem Unterschied, dass
der Bernsteinsadureanhydridbaustein fir die Kupplung des Cumarinfarbstoffs nicht benétigt
wird und darauf verzichtet wurde. Fir das dritte Oligomer HJ-O3 wurde sich an der Struktur
der anderen Oligomere orientiert, mit der Ausnahme, dass dieses nur ein Azid tragt (Abbildung
41). Die erhaltenen Oligomere wurden mittel RP-HPLC-MS(ESI) (Abbildung 214-222) und
MALDI-TOF (Abbildung 239, 242-245) untersucht. Im Gegensatz zu den Alexa 647 gelabelten

Oligomere war nun eine Auswertung mdglich.

Die Oligomere HJ-03-05 wurden daraufhin mit Q2 fiir 24 h bei 37 C inkubiert. Die erhaltenen
Produkte wurden mittels MALDI-TOF auf einen Umsatz tberprift. Hierbei konnten fir alle drei
Oligomere HJ-03-05 Signale mit geringer Intensitat fir eine erfolgreiche Konjugation mit Q2
nachgewiesen werden. Fur HJ-O4 und HJ-O5 konnten jeweils zu den vollstandig konjugierten
Oligomeren ebenfalls die nur einfach bzw. zweifach mit Q2 konjugierten Oligomerkonjugate
detektiert werden.
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2. Generation an HJ-Oligomeren
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Abbildung 41 Schematische Darstellung der 2.Generation an Holliday-Junction Oligomeren HJ-O3-05.

Aufgrund der Komplexitat der Messung von DNA mittels MALDI-TOF wurde die Messung fur
Q2 mit 3-Hydroxypicolinsdure (3-HPA) durchgefihrt. 3-HPA ist eine flr Nukleinsduren
optimierte Matrix und nicht fir die Messung von Peptidomimetika geeignet. Durch die
Konjugation von Q2 mit den Oligomeren werden Mischstrukturen aus Nukleinséureteilen und
Peptidmimetikteilen erzeugt. Die nur schwachen Signale der Q2-Oligomer-Konjugate kénnen
dadurch erklart werden, dass das Uberfiihren der Konjugate in die Gasphase durch den
Oligo(amidoamin)anteil in der 3-HPA Matrix nur eingeschrankt méglich ist. Um neben einer
chemischen Analyse mittels MALDI-TOF, ebenfalls eine biologische Analyse mittels PAGE-
Assays durchzuftihren, wurden die Oligomere HJ-03-05 an Simon Vinther Gbergeben. Die
Konjugation der Oligomere mit Q2 wurde tGber Nacht bei 4 °C, 25 °C und 37 °C durchgefihrt.
Hierbei konnte kein Unterschied im Umsatz mittels einer UREA-PAGE oder einer Nativen
PAGE identifiziert werden (Abbildung 42).
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Temperaturabhangige Konjugation der Oligomere mit Q2
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Abbildung 42 UREA-(links) und NATIV-PAGE (rechts) der mit Q2 konjugierten HJO3-05 bei einer
Reaktionstemperatur von 4°C, 25°C und 37°C durchgefiihrt von Simon Vinther.

Bei allen Konjugationen konnten Ruckstande an Q2 detektiert werden. Dies liegt daran, dass
Q2 fiir die Konjugationen im Uberschuss eingesetzt wird. Beim Vergleich der Q2 Bande mit
den Q2-Oligomerkonjugaten ist zu erkennen, dass die Intensitaten ahnlich sind. Dadurch kann
davon ausgegangen werden, dass es sich bei den restlichen Q2-Banden lediglich um
Uberschissiges Q2 handelt. Analog zu den MALDI-TOF Ergebnissen ist zu erkennen, dass
eine Mischung aus einfach fir HJ-03-05, zweifach fir HJ-04-05 bzw. dreifach fir HJ-O5
konjugierten Oligomeren entstanden ist. Die Intensitat der Banden fiir die Produkte im PAGE-
Assay sind deutlich stérker ausgebildet als die Signalintensitat der Produkte in den MALDI-
TOF Messungen. Allerdings muss bei den PAGE-Analysen auch beachtet werden, dass es
sich bei den Q2-Oligomer-Konjugaten um Mischstrukturen aus DNA und Oligo(amidoaminen)
handelt. Das fuhrt dazu, dass die kurzere Laufdistanz der einzelnen Banden nicht proportional
zu der in Basenpaaren umgerechneten GréBe der Oligo(amidoamine) ist. Beim Vergleich der
Banden des Standards mit den Banden der Q2-Oligomerkonjugate ist zu erkennen, dass
gerade fur die Konjugation des ersten Q2 mit den Oligomeren, die Anzahl der Basenpaare des
Standards nicht mit der Anzahl im Konjugat Ubereinstimmt. AuBerdem hat die unterschiedliche
GroBe der Oligomere kaum einen sichtbaren Einfluss auf die Laufdistanz, obwohl HJ-O5 mit

einem Molekulargewicht von 2402,66 % eine fast 2,5 fach gréBere Masse hat als HJ-O3 mit

einem Molekulargewicht von 1023,12 —. Dadurch entsprechen die Banden der einfach mit

9
mol
Q2 konjugierten Oligomere HJ-03-05 einer GroBe von ungefahr 30 Basenpaaren. Wird
lediglich die Masse der Oligomere betrachtet, so entsprache HJ-O3 ungefahr drei
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Basenpaaren, HJ-04 ungefahr finf Basenpaaren und HJ-O5 ungefahr sieben Basenpaaren.
Q2 besteht aus 12 Basenpaaren, wodurch die Q2-Oligomer-Konjugate einer Gré3e von 15-20
Basenpaaren entsprechen wirden. Kommt es zu einer Konjugation von mindestens einem
weiteren Q2, so Uberwiegen die Eigenschaften der Nukleinsduren und die Position der Banden
entspricht ungefahr der Anzahl der Basenpaare der Q2-Oligomer-Konjugate.

Die in den PAGEs sichtbare Konjugation wurde auch mittels einer HPLC untersucht, um eine
Einschatzung darlber treffen zu kénnen, wie gut der Umsatz ist. In Abbildung 43 sind die RP-
HPLC-Spektren der unkonjugierten Edukte Q2 und HJ-O3-05 (oben links) und die jeweils
konjugierten Produkte aus Q2 mit den Oligomeren HJ-03-05. Hierbei sind die
Produktspektren mit den jeweiligen Eduktspektren tiberlagert. In den Spektren ist zu erkennen,
dass die Retentionszeiten mit der Kettenlange zunehmen. Beim Ubereinanderlegen der Q2-
Oligomerkonjugate mit den Spektren der Kontrollsubstanzen ist zu erkennen, dass die Q2-
Oligomerkonjugate zwischen dem jeweiligen Oligomer und Q2 eluieren. Dadurch kann daraus
geschlossen werden, dass die Konjugation erfolgreich ist.

HPLC-Spektren der Konjugationvon Oligomeren mit Q2

——HJ-03 — HJ-04
——HJ-04 —— HJ-04-Q2
HJ-05 — Q2
20004 Q? 2000 A
g 1500 4 § 1500
E E
| = C
e 2
S 10004 2 1000
o [=]
w w
Ee | 4
500 A‘L I 500
0 ) ‘ . : L — : 0 ‘ : . : )
20 21 22 23 24 25 26 27 20 21 2 23 24 25
Zeit [min] Zeit [min]
—HJ-03-Q2 —— HJ-05
——HJ-03 —— HJ-05-Q2
2408 —a2 1400 4 — Q2
2200 4
2000 4 1200 4
__ 1800 _
g s00] é 1000
ey ‘c 500
2 1200 ] 2
24 o
S 1000 - G 600
2 a0 £
600 ] 400
400 -| 200
200 -|
0 ; ; ‘ ‘ ) 0 ; i : et ‘ :
20 21 22 23 24 25 20 21 2 23 24 25 26 27
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 43 RP-HPLC-Spektren der Kontrolle aus den nicht konjugierten Q2 und HJ-03-05 (oben links).
Gestackte RP-HPLC-Spektren aus den nicht konjugierten Edukten und den konjugierten Produkten (unten links=
HJ-03, oben rechts= HJ-04, unten rechts HJ-O5) (durchgefiihrt von Simon Vinther).

66




3.2.5 Selbstassemblierung der DNA-Strange Q1, Q3 und Q4 an die Oligo(amidoamin)-
Q2-Konjugate.

Flr die Selbstassemblierung der HJ wurden die Q2-Oligomerkonjugate mittels einer HPLC
aufgereinigt. Die erhaltenen Q2-Oligomerkonjugate wurden Gber Nacht im &aquimolaren
Verhéltnis mit den restlichen DNA-Strangen Q1, Q3 und Q4 bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Selbstassemblierung wurde mit einer UREA-PAGE untersucht (Abbildung 44).

HJ-Selbstassemblierung an Oligo-Q2-Geriisten
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Abbildung 44 UREA-PAGE der selbstassemblierten Holliday Junction an den Oligomeren HJ-03-05(links).
Schematische Darstellung der selbstassemblierten Kamm-Strukturen aus den Oligomeren HJ-O3-05 und den
Holliday Junction. (durchgefiihrt von Simon Vinther)

Als Kontrolle wurde eine HJ verwendet, die nicht an ein Oligomer konjugiert wurde. In allen
HJ-Konjugationen sind schwache Banden fur die unkonjugierten HJ zu erkennen. Diese bilden
sich aufgrund von nichtkonjugierten Q2 aus, welches nicht mittels der RP-HPLC entfernt
werden konnte. Fir die Selbstassemblierung der HJ mit den Oligomeren HJ-03-05 ist flr alle
drei Oligomergerlste eine Bande fir ein vollstdndig mit HJ assembliertes Oligomer zu
erkennen. Neben den Banden flr eine vollstandige Assemblierung ist fir HJ-O4 ebenfalls eine
Bande mit nur einer HJ und fir HJ-O5 eine Bande flr eine HJ und eine fir zwei HJ sichtbar.
Bei Betrachten der Intensitat der Banden ist zu erkennen, dass die jeweils vollstandig mit HJ
assemblierten Oligomere am starksten ausgepragt sind. Fir das Oligomer HJ-05 ist oberhalb
der Bande fir drei assemblierte HJ eine weitere Bande zu erkennen. Diese kann auf
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Aggregation durch das Verknoten einzelner HJ-Oligomer-Konjugate miteinander
zurlckgeflhrt werden.

In diesem Modellversuch konnte erstmals gezeigt werden, dass HJ multivalent prasentiert
werden kdénnen, und in der Lage sind Selbstassemblierung durchzufiihren. Fir eine weitere
Syntheseoptimierung kénnen der Abstand und die Anzahl der Azide vergréBert werden, um
einerseits mehr HJ zu prasentieren und anderseits die Selbstassemblierung zu erleichtern.
Ebenso kdnnen die verwendeten Q1, Q3 und Q4 Strdnge durch funktionalisierte Strange
ersetzt werden. Wodurch eine multivalente HJ-Struktur mit bis zu drei unterschiedlich
funktionalisierten DNA-Strangen hergestellt werden kann. Dadurch besteht die Mdéglichkeit,
drei verschiedene Liganden gleichzeitig zu prasentieren. Es besteht die Mdglichkeit die
Multivalenz durch eine Art Kamm-Kamm-System zu erh6éhen. Hierfir kénnten die
synthetisierten Oligomere mittels einer Grafting-Methode an ein Polymer angebracht werden.
Ebenso besteht die Mdéglichkeit an die Enden der Oligomergeriiste weitere DNA-Stréange
anzubringen, die durch Selbstassemblierung lange Ketten oder durch Verzweigung eine Art
Hydrogel ausbilden.
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3.3. Synthese von Neu5Ac-haltigen Calix[5]arenen zur Bindung an das VP1
des MCPyV

Der Merkelzell-Polyomavirus (MCPyV) gehért zu der Klasse der Onkoviren und ist damit der
erste flir Menschen bekannte Onkovirus der Polyomaviren.'® Er wird in Verbindung mit dem
Merkelzellkarzinom gebracht. Bei ca. 80 % aller Merkelzellkarzinome konnte eine Infektion mit
dem MCPyV nachgewiesen werden. Das Merkelzellkarzinom ist ein seltener, sehr aggressiver
Hautkrebs mit einer Sterblichkeitsrate von 50 % nach 5 Jahren.'*': 42 Je nach Altersgruppe
kébnnen bei bis zu 80 % der gesunden Probanden Antikdrper gegen den MCPyV
nachgewiesen werden.'#® '#* Die Infektion von Zellen erfolgt tiber das Kapsidprotein VP1.145
Im ersten Bindungsevent bindet der MCPyV an sulfatierte Glykosaminoglykane. Allerdings
sind Zellen, die keine mit Neu5Ac tragende Glykane besitzen, resistent gegen eine Infektion. 46
Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Neu5Ac nicht am ersten Bindungsevent beteiligt ist,
allerdings fir eine Infektion essenziell ist. Anhand einer Kristallstruktur des VP1 konnte
bestimmt werden, dass es sich bei dem VP1 um ein symmetrisches, ringférmiges
Homopentamer aus finf VP1 Subeinheiten handelt. Die Bindungstaschen fiir die Neu5Ac sind
hierbei auf der Oberseite des VP1 Pentamers angeordnet.

In der Vergangenheit wurden divalente Neu5Ac-Oligomere synthetisiert, welche erfolgreich an
das VP1 von Polyomaviren binden kann.3' Bei den getesteten Oligomeren handelt es sich um
lineare Oligomere. Um die Bindung der Neu5Ac an das VP1 zu verbessern, muss die
Geometrie des Ligandensystems an das VP1 angepasst werden. Durch eine gewisse Rigiditat
und ein cyclisches System mit fiinf Neu5Ac wird das Ansteuern von oben an alle finf
Bindungstaschen des VP1 erleichtert. Ein gut erforschtes rigides cyclisches System sind die
Calix[n]arene.

Calix[n]arene sind makrozyklische Kondensate aus p-Alkylphenolen und Formaldehyd.'*” Die
Synthese wird in einem Eintopfverfahren durchgefihrt, wobei die GréBe der Ringe durch die
Reaktionsfuhrung eingestellt werden kann.'# 149 Auffallig ist, dass bei der Synthese vermehrt
Makrozyklen mit einer geraden Anzahl an Wiederholungseinheiten entstehen. ' Bis heute ist
der Mechanismus zur Synthese nicht vollstandig geklart.®" Bei Calix[n]Jarenen wird zwischen
dem Upper und Lower Rim unterschieden. Beim Upper Rim handelt es sich um den
aromatischen Rest und die Funktionalisierung in Parastellung der Phenole. Als Lower Rim
werden die Hydroxygruppen und deren Funktionalisierung bezeichnet. Je nach
Substitutionsmuster des Upper und Lower Rims sowie die Calix[n]arene GréBe sind die
Phenole in ihrer Position fixiert oder kdnnen durch den Kern hindurchschwingen und andere
Konformationen einnehmen. Die Funktionalisierung des Upper und Lower Rims ist sehr gut
untersucht.'®2% Hierbei wurden unter anderem Funktionalisierungen mit Zuckern untersucht.

Diese Glykocalixarene haben zahlreiche medizinische Anwendungen als zielgerichtete
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Liganden und als Transportmittel fiir Wirkstoffe.’™' Eine Mdglichkeit Glykocalixarene
herzustellen, ist die Festphasensynthese. Die Syntheseroute von Calix[4]arenen wurde von
Alisa Kayser im Arbeitskreis Hartmann optimiert.

Ziel dieses Projektes ist die physikalischen Eigenschaften der Calix[n]arene zu nutzen, um ein
gezielteres Ansteuern des VP1 zu ermdglichen. Hierfir wurden squenzdefinierte
Calix[n]arene-Oligo(amidoamine) (n= 4 oder 5) mittels klassischer Kupfer-Click-Chemie mit
Neu5Ac funktionalisiert. Hierbei wurden die Valenz und der Abstand zwischen die Neu5Ac-
Liganden variiert.

3.3.1 Synthese der Neu5Ac haltigen Calix[4]arene und Calix[5]arene

Im Zuge dieses Projektes wurden die von Alisa Kayser synthetisierten Calix[4]arene und
Calix[5]arene an der Festphase mit NeuSAc funktionalisiert, um diese auf die Bindung an das
VP1-Pentamer des MCPyV zu testen. Hierflir wurden drei verschiedene Neu5Ac
funktionalisierte Calix[5]arene mit unterschiedlichen Abstédnden der Neu5Ac-Einheiten
zueinander und variierender Valenz synthetisiert. AuBerdem wurde ein Neu5Ac
funktionalisiertes Calix[4]aren als Vergleichsstruktur synthetisiert (Abbildung 45). Die
Synthese des Calix[5]aren-Bausteins musste neu im Arbeitskreis Hartmann von Alisa Kayser
etabliert werden. Diese wurde analog zur bereits etablierten Synthese des Calix[4]aren-
Bausteins durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass bei Calix[5]arenen eine selektive
Alkylierung von vier von funf Alkoholen nicht durchgefthrt werden kann. Dadurch muss ein
zusatzlicher Reaktionsschritt mit der selektiven Schiitzung eines Alkohols mittels einer
Benzylschutzgruppe durchgefuhrt werden. Diese wird in einem weiteren Schritt entfernt und

durch einen Hexansaurerest ersetzt.
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Abbildung 45 Syntheseroute des Calix[5]arene-Bausteins(oben). Schematische Darstellung der synthetisierten
NeubAc funktionalisierten Calix[nJarene (n=4 und 5) Oligomere(unten).
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Die Synthese der Oligomere wurde bis auf die Kupplung und Reduktion der Nitrogruppen zu
Aminen von mir durchgefthrt. Durch die Saurelabilitadt der Neu5Ac kann die Entschitzung und
Abspaltung der Oligomere nicht nach dem Standardprotokoll des Arbeitskreises Hartmann
durchgeflihrt werden, da sonst die Neu5Ac vom Oligomer abgespalten werden wiirde. Um das
Abspalten der Neu5Ac zu verhindern, wurden die Oligomere mit geschitzter Neu5Ac von der
Festphase abgespalten und anschlieBend mit LiOH in Methanol|Wasser entschiitzt. Aufgrund
der thermischen Labilitéat der Neu5Ac konnte das Lésungsmittelgemisch nicht mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers entfernt werden, wodurch die Entfernung des Lésungsmittels mittels
Lyophilisierung erfolgen musste. Die Oligomere wurden mittels RP-HPLC-MS(ESI) und 'H-
NMR untersucht. In den RP-HPLC-Spekiren ist neben den Signalen fir die gewiinschten
Oligomere eine Schulter zu erkennen. In den zugehérigen MS(ESI)-Analysen ist zu erkennen,
dass in den Schultern Oligomere mit partiell hydrolysierten Neu5Ac zu finden sind. Die partielle
Abspaltung kann entweder wahrend der Entschitzung und der Lyophilisierung oder auf der
RP-HPLC-Saule erfolgen, da die Saule mit 0,1 vol.% Ameisenséaure betrieben wird. Da in den
'"H-NMR-Analysen der Oligomere nicht das Proton des Triazols bei einer Verschiebung von
mehr als 10 ppm nachgewiesen werden kann, ist davon auszugehen, dass die Oligomere

vollstandig funktionalisiert sind und die Hydrolyse auf der HPLC-S&aule passiert.

3.3.2 NMR-Studien der Calix[5]arene

In der 'H-MNR-Analyse der Calix[5]aren-Oligomere ist eine deutliche Verbreiterung der
Signale zu erkennen. Diese Verbreiterung der Signale ist neben den Oligomeren auch bei dem
Calix[5]arenBaustein sichtbar, allerdings nicht bei den mit tfert.-Butyl funktionalisierten
Calix[5]aren-Derivaten. Das liegt daran, dass der tert.-Butylrest sowie die
Wasserstoffbriickenbindungen die Calix[5]arene in ihrer Position fixieren. Durch das Entfernen
der tert.-Butyl-Gruppe ist die Rotation um die eigene Achse nicht mehr eingeschrankt, wodurch
eine Vielzahl an Konformationsisomeren vorliegen. Um die Verbreiterung der Signale zu
minimieren, kann die Temperatur, bei der die Messungen durchgefihrt werden, variiert
werden. Hierbei besteht die Mdglichkeit, die Temperatur zu erhdhen, wodurch die Rotation der
Calix[5]arene angeregt wird. Die erhdhte Rotation flhrt zur Koaleszenz der Signale, wodurch
scharfe Signale entstehen. Hierflr wurde der Calix[5]aren-Baustein bei RT, 50 °C, 75 °C und
90 °C vermessen (Abbildung 46). Bei RT spalten die Wasserstoffatome durch verschiedenen
eingenommenen Konformationen nur breite Signale aus. Daraus resultiert, dass die Basislinie
nicht eindeutig vermessen werden kann und dadurch negative Werte entstehen. Mit steigender
Temperatur nehmen die breiten Signale ab und die Schérfe der Signale nimmt zu. Daraus
resultiert, dass bei 90 °C ein fast vollstédndig koalesziertes Spektrum zu erkennen ist. Ebenso
besteht die Mdglichkeit, die Rotation durch Absenken der Temperatur zu verringern, was zu
einer Fixierung der verschiedenen Konformationsisomere fuhrt. Dabei bildet jedes einzelne

Konformationsisomer ein scharfes Signal aus.
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Abbildung 46 "H-NMR-Spektrum des Calix[5]-Bausteins bei RT, 50°C,75°C und 90°C (600 MHz).

zunehmende Koaleszenz

Neu5Ac funktionalisierte Oligomere kénnen allerdings nicht auf Gber 40 °C erhitzt werden, da
die Neu5Ac bei hdheren Temperaturen nicht mehr stabil ist und zerfallt. Da allerdings durch
die nicht funktionalisierten Calix[5]arene bekannt ist, dass fir die Koaleszenz Temperaturen
von 90 °C nétig sind, kénnen flr die sialylierten Oligomere keine koaleszierten Spektren

aufgenommen werden. Aus diesem Grund, wurde versucht analysierbare Spektren durch
Tieftemperaturmessungen zu erhalten. Beim Vergleich der '"H-NMR-Spektren am Beispiel von
Calix[5]short (Abbildung 47) ist zu erkennen, dass bei -40 °C viele sehr scharfe Signale zu
erkennen sind. Dadurch, dass die Oligomere durch ihre GréBe aus mehreren hundert

Wasserstoffatomen bestehen, die chemisch sehr &hnlich sind, tberlagern sich die einzelnen

Signale zu Multipletts. Uber die Protonen der N-Acetylgruppe der Neu5Ac und die
Arylprotonen konnte eine vollgestéandige Funktionalisierung nachgewiesen werden.
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Abbildung 47 'H-NMR-Spektrum zur Uberpriifung der vollsténdigen Funktionalisierung der Calix[n]arene
Oligomere mit NeubAc am Beispiel von Calix[5]-O3 in DMSO-ds 600 MHz. (Lila Neu5Ac-Ac, 30H; Rot Aryl-H,
10H; Blau Triazol-H, 10H; Keine Triazol-Abspaltung-H)

Die synthetisierten Calix[n]aren-Oligomere wurden an Jasmin Kuhn aus der Gruppe von Thilo
Stehle Ubergeben, um Bindungsstudien mit dem VP1-Protein durchzufiihren. Um die Bindung
der Calix[n]aren-Oligomere zu untersuchen, wurden Cokristallisationen aus den Oligomeren
mit den VP1 durchgeflhrt. Die erhaltenen Kristalle wurden mit einem Synchrotron vermessen.
Hierbei hat sich gezeigt, dass es zur Bindung einzelner NeuSAc kommt, allerdings keine
Aussagen Uber die Bindungsaffinitdt gemacht werden kénnen. Dadurch, dass eine Bindung
von Neu5Ac an das VP1 vereinzelt nachgewiesen werden konnte, und eine Kontamination der
Oligomere mit Neu5Ac durch Festphasensynthese ausgeschlossen werden kann, ist es am
wahrscheinlichsten, dass die Cokristallisationen des VP1 mit den Calix[n]aren-Oligomeren
nicht erfolgreich gewesen ist. Eine Mdglichkeit hierfur ist, dass die Flexibilitat der Systeme trotz
der Verwendung von Calix[n]arenen flr eine Kristallisation zu grof3 ist, wodurch keine
Kristallstruktur bestimmt werden kann. Da selbst bei dem Calix[4]aren-Oligomer keine
Cokristallisation erzielt werden konnte, ist davon auszugehen, dass fir die weniger
rotationseingeschrankten Calix[5]aren-Oligomere ebenfalls keine Cokristalle mit dem VP1
ausgebildet werden kénnen.

In zuklnftigen Arbeiten kénnen die synthetisierten Neu5Ac-Calix[n]aren-Oligomere (n=4 und
5) mittels anderer Methoden, z.B. SPR auf ihre Bindungsaffinitat untersucht werden. Ebenso
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besteht die Méglichkeit, die Neu5Ac-funktionalisierten Oligomere gegen andere Viren wie z.B.
das Influenzavirus zu testen oder das GrundgerUst beizubehalten und mit anderen Liganden

zu funktionalisieren.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde drei Methoden zur Konjugation von Sialinsduren an
multivalenten Gerlsten etabliert. Im ersten Teil der Arbeit lag der Fokus auf der Verwendung
der enzymatischen Sialylierung zur Synthese von neuartigen Neu5Ac tragenden Ligaden auf
Basis von nicht glykanbasierten, natlrlichen und nicht natlrlichen Substraten. Im zweiten Teil
wurde die multivalente Prasentation von Liganden mittels einer DNA-vermittelten Konjugation
an sequenzdefinierten Oligo(amidoaminen) untersucht. Im dritten Teil wurde die Konjugation
von Sialinsdure an cyclischen Préazisionsoligomeren mittels klassischer Click-Chemie

untersucht.

Fir die enzymatische Sialylierung wurde das Exo-Enzymatischen-Labelling-System aus
NmMCSS und PmST1 zur Sialylierung von Polyolmotiven genutzt. Die Enzyme wurden von
Robb de Vries aus der Universitat Utrecht zur Verfligung gestellt. Hierfir wurden zunéchst das
Puffersystem und die Kinetik bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass flir ein Screening
der beste getestete Puffer das Glycinamid ist, da hier die gréBte Anzahl an verschiedenen
Substraten mit gutem Umsatz sialyliert werden kénnen. Der Umsatz variiert allerdings
zwischen den verschiedenen Puffern, sodass fliir eine Syntheseoptimierung fiir verschiedene
Substrate unterschiedliche Puffer fir einen maximalen Umsatz getestet werden mussen. In
der Kinetik wurde gezeigt, dass nach 18 h ein Umsatz zwischen 53 % und 74 % des
maximalen Umsatzes und ein Umsatz von 90 % des maximal Umsatzes nach 40 h — 64 h
erreicht werden konnte. Im Screening wurden Tris-, Glycerin-, (P)EG- und Polyol-basierte
Substrate untersucht.

Zusammenfassung der Eigenschaften fiir eine
erfolgreiche enzymatische Sialylierung
. e-Akzeptor Neutral e-Donator
En?ym.atische Nein Ja Ja Nur einfach
Sialyierung

Polaritat der H/ ‘
Bindung 246<9 NeuSAc

Abbildung 48 Schamtische Darstellung der Eigenschaften der Substarte die flir eine enzymatische Sialylierung
beglinstigend sind.
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Es wurde gezeigt, dass flr eine Sialylierung mindestens zwei Hydroxygruppen nétig sind, die
maximal sechs bis neun Bindungen voneinander entfernt sein dirfen. Elektronendonierende
und elektronenreiche funktionelle Seitenketten beglnstigen eine Sialylierung. Ebenso konnte
fir keines der gescreenten Substrate, einschlieBlich fir T8, welches aus zwei mit einem
Propyllinker verknipften Tris-Motiven besteht, eine Sialylierung von zwei Hydroxygruppen
nachgewiesen werden. Die Sialylierung der Substrate wurde mittels RP-HPLC-MS(ESI) sowie
mittels Permethylierung von T1, T3, T4, G1, EG1 und P2 nachgewiesen. Fir dieselben
Substrate konnte eine Separation und Isolierung mittels SEC fir niedermolekulare Substanzen
erfolgreich durchgeflhrt werden. AnschlieBend wurden erste Versuche zur multivalenten
Prasentation von sialylierten Tris-Derivaten durchgefihrt. Hierfir wurde T7 mit Ethylacrylat
copolymerisiert. Bei der anschlieBenden Sialylierung konnte gezeigt werden, dass je héher
der Ethylacrylatanteil ist, eine Sialylierung beglnstigt wird.

In zukiinftigen Projekten kénnen verschiedene Schwerpunkte verfolgt werden. Hierbei besteht
die Mdglichkeit, weitere Polyol basierte Stoffklassen auf eine Sialylierung zu untersuchen.
Ebenso besteht die Méglichkeit, Zuckerhybride bestehend aus Glykanen und Polyolmotiven
herzustellen (Abbildung 49). AuBerdem koénnen verschiedene Copolymere mit
unterschiedlichen Comonomeren auf den Sialylierungsgrad, die Biokompabilitdt und die
Bioabbaubarkeit sowie deren biologischen Eigenschaften untersucht werden. Alle
synthetisierten Neu5Ac funktionalisierten Derivate kénnen auf ihre biologischen Eigenschaften
im Vergleich zu den natlrlichen Derivaten untersucht werden.
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Projekt 1
Enzymatische Sialylierung von Polyolmotiven
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Abbildung 49 Schematische Darstellung der enzymatischen Sialylierung von nieder-(T1S, T3S, T4S, G1S, EG1S

und P2S) und makromolekularen Polyolen (oben). Mégliche neuartige Anwendungen der enzymatischen

Sialylierung fiir Glykan-Polyol-Hybride und Polyol-Polymere durch andere Monomersysteme (unten).
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In Projekt 2 konnte ein neuartiges Kamm-System zur multivalenten Prasentation von Liganden
aus der Konjugation von Oligo(amidoaminen) und Holliday Junction entwickelt werden. Hierflr
wurden Oligo(amidoamine) mit ein bis drei Aziden synthetisiert. An die Oligomere wurde
mittels meinem DBCO funktionalisierten DNA-Strang (Q2) eine kupferfreie  CuAAC
durchgeflihrt. Die Synthese der DNA-Strange sowie deren biologische Auswertung wurde von
Simon Vinther aus INANO der Universitat Aarhus durchgeftihrt. Um ein Verfolgen des Systems
zu ermdglichen, wurden Fluoreszenzfarbstoffe an das Oligo(amidoamin)-Gerlist angebracht.
In der ersten Generation wurde Alexa 647 verwendet. Hierbei konnte keine Konjugation des
Oligo(amidoamin)-Gerists mit Q2 nachgewiesen werden. Allerdings konnte fur ein Gerlst
ohne Alexa 647 eine Konjugation mittels MALDI(TOF) gezeigt werden. Daraufhin wurde fir
eine zweite Generation an Oligomeren ein Cumarinbaustein hergestellt. Dieser Baustein
erleichterte die Synthese der Oligomere, da dieser mit der Festphasensynthese leicht an das
Oligo(amidoamin)-Gerist angebracht werden kann. Die Konjugation des Oligo(amidoamin)-
Gerlists mit Q2 konnte mittels Nativer- und Urea-PAGE, RP-HPLC sowie MALDI(TOF)
nachgewiesen werden. Die Selbstassemblierung der Holliday Junction an die DNA-
Oligo(amidoamin)-Konjugate wurde durch Zugabe der drei anderen DNA-Strange (Q1, Q3,
Q4) erfolgreich durchgefihrt. Simon Vinther vom iNANO der Universitat Aarhus stellte die
DNA-Strange zur Verfigung und flhrte die Selbstassemblierung und PAGE-Assays durch. Die
Synthese des Kamm-System aus Oligo(amidoaminen) und Holliday Junction konnte mittels
UREA-PAGE nachgewiesen werden.

In zukUnftigen Arbeiten kdnnen die einzelnen DNA-Strédnge durch funktionalisierte Strange
ersetzt werden und auf spezielle Ziele und Eigenschaften getestet werden. Ebenso kann das
System erweitert werden. Hierfir kénnen entweder die Oligomer-HJ-Konjugate mit einer
Grafting-Methode multivalent an ein Polymergeriist angebracht werden, wodurch ein Kamm-
Kamm-System gebildet werden wirde, oder das weitere DNA-Strange an die Enden des
Oligo(amidoamin)-Geriist angebracht werden, wodurch durch Selbstassemblierung von
langen linearen oder verzweigten hydrogelartige Oligo(amidoamine)-Holliday Junction-
Konjugate synthetisiert werden kénnen.
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Projekt 2
Mulitvalente Kamm-Systeme aus Oligo(amidoaminen)
und Holliday Junctions

L LI
)

Kamm-Kamm-System Selbstassemblierung mittels weiterer DNA-Strange

verzweigt linear

Abbildung 50 Schematische Darstellung méglicher zukiinftiger Erweiterungen des multivalenten Kamm-System
aus Oligo(amidoaminen) und Holliday Junction. Links ist ein Kamm-Kamm-System bei dem die
Oligo(amidoamin)-Holliday Junction-Konjugate an eine langkettigen Polymermatrix konjugiert werden. Rechts
wurden die Oligo(amidoamin)-Holliday Junction-Konjugate mittels weiterer anderen Selbstassemblierenden DNA-
Strédngen entweder verzweigt (hydrogelartig) oder linear erweitert.

Im dritten Projekt dieser Arbeit wurde ein Ligandensystem fir symmetrische und cyclische
Kapsidproteine mit finf Bindungstaschen entwickelt. Ein Beispiel fur ein Kapsidprotein ist das
VP1 des Merkelzell-Polyomavirus. Hierflr wurden drei Oligomere synthetisiert, bei denen die
Valenz und Bindungsabsténde zwischen den Neu5Ac-Liganden variiert. Diese wurden mittels
HPLC-MS(ESI), MALDI-(TOF) und "H-NMR (RT, Tieftemperatur) auf ihre Struktur und Reinheit
untersucht. Die Calix[n]aren-Oligomere (n =4 und 5) wurden mit dem VP1 des Merkelzell-
Polyomavirus von Jasmin Freytag cokristallisiert und am Synchrotron vermessen. Hierbei
konnte die Kristallstruktur des VP1 mit vereinzelten Neu5Ac aufgelést werden. Die
Calix[n]aren-Oligomere konnten nicht kristallisiert werden. Grunde hierflr sind einerseits die
Rotationseigenschaften der Calix[5]arene sowie die Flexibilitat des Oligo(amidoamin)-Gerusts.
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Projekt 3
Neu5Ac funktionalisierte starre cyclische Prazisionsoligomere

gl

Wik

Abbildung 51 Schematische Darstellung eines exemplarischen NeubAc funktionalisierten Calix[5]arene-
Oligomers.

’ Neu5Ac

In zukinftigen Arbeiten kénnen die synthetisierten Neu5Ac-Calix[n]aren-Oligomere
(n=4 und 5) gegen andere Viren wie z.B. das Influenzavirus getestet werden. Ebenso kann

das Grundgerlst beibehalten werden und mit Liganden fir andere Zielmolekule funktionalisiert

und getestet werden.
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5. Experimentalteil

5.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften und Analytik

Alle durchgefiuhrten Reaktionen mittels der Festphasensynthese wurden in Polypropylen
Chromabond Spritzen durchgefihrt. In diese sind am Boden mit Polypropylen Fritten und B7
Septen eingelegt. Das verwendete Tentagel SRam wurde bei Rapp Polymere mit einer

mmol

Beladung von 0,23 oder 0,27 %"l erworben.

Alle kauflich erworbenen Chemikalien wurden von den Herstellern Iris Biotech [Benzotriazol-
1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat ~ (PyBOP),  N2-(((9H-fluoren-9-
yl)methoxy)carbonyl)-N6-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)acetyl)-L-lysine (Lys-N3) (99%), 1-
Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-

morpholinocarbenium hexafluorophosphate (CUMO) (98%)], Roth [2-Mercaptoethanol (99%),
Benzoylchlorid (99%)1, Carbolution [Bernsteinsaureanhydrid, N-
[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycin (Tricin) (99%)], Bio Basic [N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-
(4-butanesulfonic acid) (HEPBS)], Merck [Acetylchlorid (98%)], TCI [1,2-Bis(2-
aminoethoxy)ethan (98%), meso-Erythritol (99%), 2-(Hydroxymethyl)-2-nitro-1,3-propanediol
(99%)], Thermo Fisher Scientific  [Oxalylchlorid (98%), Pentinsdure (95%),
Triphenylmethylchlorid (98%), Trifluoressigsaure (99,5%), 2-Bromoethylprop-2-enoat (94%),
Piperidin (99%), 2-Amino-2-methylpropan-1,3-diol (99%), Alexa Fluor™ 647 Hydrazide], J&K
[3-Chlor-1-Propanol(99%)], Alfa Aeser [Methacryloylchlorid (97%)], Fluka [PEG], Applichem
[N, N'-Dicyclohexylcarbodiimid (98%), (+)-Natrium-L-ascorbat (98%)], Ali Chem[ 3-(Prop-2-yn-
1-yloxy)propane-1,2-diol  (50%)], Aldrich [a,a'-Azo-isobutyronitril (AIBN) (98%), 1,5,7-
Triazabicyclo[4.4.0]dec-5-en (98%), 2,2"-Diamindiethylamin (99%), Triisopropylsilane (99%),
N,N'-Diisopropylcarbodiimide (99%)], abcr [Silbercarbonat (99%),
[Bis(hydroxymethyl)phosphanyllmethanol (95%), Fisher Chemical [Natriumazid (99%)],
Cabrosynth  [NAcetylneuraminsaure (95%), 1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridinium 3-Oxide Hexafluorophosphat (98%)] und BLDpharm [Cytidin-5'-
triphosphat Dinatriumsalz (CTP)(97%), 1-(9H-Fluoren-9-yl)-3-oxo0-2,7,10,13,16,19,22,25,28-
nonaoxa-4-azahentriacontan-31-saure (97%), 2-([6-(3,5-Dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)-1,2,4,5-
tetrazin-3-yllamino)-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol (95%), (R)-(-)-3-Chloro-1,2-
propanediol (99,82%), 9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (98,34%), 2,3-Butanediol (98%), 3-
(Prop-2yn-1yloxy)propane-1.2diol ~ (61,47%),  2-Amino-1,3-propanediol  (98%), 2-
(Cyclohexylamino)-ethansulfonsaure (98%), 1,3-Diamino-2-hydroxy-propan (98%),
Glycinamide Hydrochloride (98%)] erworben.
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Lésungsmittel und andere Chemikalien wurden dem Bestand des Arbeitskreises entnommen.
Hierbei wurden nur Lésungsmittel, welche mindestens destillativ gereinigt wurden, verwendet.

Die Reinheit wurde mittels 'H-NMR-Analyse untersucht.

Das verwendete Kieselgeld mit einer Korngré3e von 0,04 mm bis 0,063 mm wurden von den
Herstellern Macherey—Nagel und Fluka erworben. Die DC-Platten (60 F254) wurden von der
Firma Merck erworben und entweder mittels UV bei 254 nm, einer ,Sugarstaining“-Lésung mit

Anisaldehyd oder Zimtaldehyd oder mit Kaliumpermanganat ausgewertet.

Fiur die GPC wurde das Biogel P-2 extra fine (<45 um wet bead size, 100-1800 MW) von
BioRad verwendet.

Alle "H-NMR-Spektren wurden auf einem Spektrometer Avance Il 300 oder 600 der Firma
Brucker bei 25°C durchgefihrt. Alle *C-NMR- und '*F-NMR-Spektren wurden auf dem Avance
[11 600 durchgefinhrt.

RP-HPLC-MS(ESI)-Analysen wurden an einem Aglient 1260 Infinity Gerat durchgefihrt.
Dieses ist mit einem Wellenlangendetektor (VWD, 214 nm) ausgestattet und einer 6120
Quadrupole LC/MS Elektronenspray lonisierungsquelle (ESI) (%: 200 bis 2000) gekoppelt.
Als Saulen wurden eine MZ-AquaPerfekt C18 RP Sé&ule (3.0 x 50 mm, 3 ym) von Mz-
Analysentechnik und eine VDSpher 100 HILICOH (250 x 4.6 mm, 5 um) verwendet. Die

Saulen wurden mit einem Wasser/Acetonitril- Gemisch mit 0,1 vol% Ameisenséaure bei 25°C
betrieben.

Zur Lyophilisierung von wassrigen Proben wurde ein Alpha 1-4 LD plus Instrument der Firma
Christ Freeze Dryers GmbH mit -52°C und 0,1 mbar verwendet. Proben mit anderen
Lésungsmittelgemischen wurden an einer Schlenklinie lyophilisiert.

Prep-RP-HPLC

Die C18-Prep-RP-HPLC-Analysen wurden auf einem Agilent Technologies1260 Infinity
Instrument mit einem variablen Wellenlangendetektor durchgefihrt. Als Saule wurde eine
CAPCELL PAK C18 (20 mml.D. x 250 mm, 5 uM) verwendet.

Die HILIC-Prep-RP-HPLC-Analysen wurden auf einem Agilent Technologies1260 Infinity
Instrument durchgefihrt.

Thermoschiuttler

Die Reaktionen im Thermoschittler wurden in einem Thermo Scientific MaxQ 4450
Tischorbitalschittler bei 37 °C durchgeflhrt.
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MALDI-TOF

Die MALDI-TOF-Analysen wurden entweder an einem MALDI-TOF/Tof UltrafleXtreme
(durchgefiihrt von Dr. Peter Tommes, Heinrich-Heine-Universitat Duasseldorf) oder
autoflexTOF/TOF (durchgefuhrt von Dr. Ralf Hanselmann, Universitat Freiburg) der Firma
Bruker Daltonics durchgeftihrt.

HR-ESI

Die HR-MS(ESI)-Spektren wurden entweder an einem UHR-QTOF maXis 4G von Bruker
Daltonics (durchgefiihrt von Dr. Peter Tommes, Heinrich-Heine-Universitat Dlsseldorf) oder
an einem Agilent QTOF 6530 C gekuppelt mit Agilent HPLC1260 Infinity Il durchgefihrt. Alle
Proben der Agilent QTOF 6530 C wurden auf einer Zorbax Eclipse-Analysesaule (1,8 um, 2,1
x 50 mm) mit einer Flussrate von 0,4 mL gemessen, wobei eine Abstufung von 2 % Acetonitril,
98 % Wasser bis 98 % Acetonitril, 2 % Wasser Uber 17 min erfolgte. Allen Lésungsmitteln
wurde zur Verbesserung der lonisierung 0,1 % Ameisensdure zugesetzt. Die Detektion
erfolgte im negativen lonenmodus mit einer Quellenspannung von 3,5 kV und einer

Gastemperatur von 250 °C.
UV-Vis

Die UV-Vis-Analyseaufnahmen wurden auf einem Zweistrahlspektrometer Specord 210 Plus
von Analytik Jena AG bei 25 °C aufgenommen. Die Proben wurden in Quarzkuvetten

vermessen.
MilliQ Wasser

Das MilliQ Wasser (ultrareines Wasser) mit einer Leitfahigkeit von 18.20 MQ*cm wurde mit
einem Thermo Scientific Barnstead Micropure ST erzeugt.

Microplate Reader

Am CLARIOstar Microplatereader von BMG LABTECH wurden fur Absorptions- und
Fluoreszenzmessungen in 384 well microliter plates von Greiner Bio-One durchgefihrt.
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Enzymatische Sialylierung

Screening

Die Edukt- und Komponentenlésungen wurden mit MQ-Wasser hergestellt und zusatzlich mit
einem Acrodisc 32 mm Syringe Filter mit 0,1 um Supor Membrane filtriert.

Alle Screeningreaktionen wurden in 50 ul Totalvolumen synthetisiert. Dem Reaktionsvial
wurden 10 uL 1 M Puffer (pH 8.8, 200 mM, 200 mM MgCl»(40 mM)), 5 uL einer 165 mM
Neu5Ac Lésung (16.5 mM), 17.2 ul Wasser, 10 uL einer 165 mM CTP Lésung (33 mM), 5 pul
der 110 mM Substratlséung (11 uM) und 0,5 pul NmCSS hinzugefihrt und bei 37 °C
geschittelt. Nach einer Stunde wurden 2,3 uL der PmST1-Variante hinzugegeben und fir
weitere 19 h reagieren gelassen. Wahrend der Reaktion fallt, weiBes Magnesium
Pyrophosphat aus der Reaktionslésung aus.

Als Puffer wurden CHES, HEPBS, Glycinamid und Bicin verwendet.

Aufgrund der geringeren Léslichkeit von T4 wurde eine 24,4 mM Lésung hergestellt. 22,5 pl
dieser Lésung wurden anstelle der Zugabe von Wasser der Reaktionslésung hinzugeflgt,

wodurch dieselbe Konzentration erzielt wurde.

Fir die GPC-Trennungen und die Permethylierungen wurden die Enzymatischen
Sialylierungen in einem Totalvolumen von 1 ml durchgefiihrt. Dies entspricht 200 pl Puffer,
100 pl Substratlésung, 100 pl Neu5Ac-Lésung, 200 pl CTP-Lésung, 46 ul NmCSS 344 ul
Wasser und 46 pl PmST1 P34H M144L.

Analog zum Screening wurde T4 in 444 ul Wasser geldst und es wurde auf die Zugabe von
Wasser verzichtet.

Entfernung der Enzyme aus der Reaktionslésung

Aus der Reaktionslésung der enzymatischen Sialylierung kénnen die Enzyme mit einem
Vivaspin 2 (SARTORIS, Membran 1000 MWCOQO) entfernt werden, da sonst nach der
Lyophilisierung der erhaltene Feststoff nicht mehr I6slich ist. Hierflr wird Vivaspin dreimal mit
dem Fillvolumen gespult, um Verunreinigungen aus der Membran zu entfernen. AnschlieBend
wird die Reaktionslésung in den Vivaspin eingeflllt und so lange zentrifugiert bis dreimal das
Fallvolumen durch die Membran gelaufen ist. Das Filtrat wird gesammelt und lyophilisiert. Die
lyophilisierte Probe wird bei -20 °C gelagert.

Permethylierung
Die Synthese wurde nach einer Vorschrift des Carbohydrate Reserach Center in Georgia
durchgefiihrt und adaptiert.
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Herstellung des NaOH-DMSO-Gels

In einem Falcontube werden 100 pl einer 50 %NaOH-Lésung mit 200 uL Methanol versetzt
und mit einem Vortexer vermischt. AnschlieBend wird 4 ml wasserfreies DMSO hinzugegeben
und erneut mit einem Vortexer vermengt. Hierbei fallt Natriumhydrogencarbonat als weiB3er
Feststoff aus. Die Reaktionslédsung wird bei 3000 rpm flr 5 min zentrifugiert. Hierbei entsteht
ein farbloses Gel am Boden des Falcontubes. Auf diesem Gel lagert sich das
Natriumhydrogencarbonat ab. Der Uberstand sowie das Natriumhydrogencarbot werden
vorsichtig entfernt. Dieser Waschzyklus wird so lange wiederholt, bis kein
Natriumhydrogencarbonat mehr aus der Lésung ausfallt. Das erhaltene Gel wird mit 1 ml
wasserfreiem DMSO versetzt.

Das erhaltene Gel kann so fiir die Permethylierung verwendet werden oder unter wasserfreien
Bedingungen gelagert werden. Nach der Lagerung muss das Gel erneut mit wasserfreiem

DMSO gewaschen werden.
Methylierung

Die lyophilisierte Probe wird in einem Glasreaktor mit 200 ul wasserfreiem DMSO gelést und
zu 300 pl des NaOH-DMSO-Gels hinzugegeben. Nach der Zugabe von 100 pl Methyliodid wird
die Reaktion fir 15 min geschittelt. Durch die Zugabe von 2 ml MQ-Wasser wird die Reaktion
abgebrochen. Hierbei wird die Reaktionslésung trib. Der nicht reagierte Methyliodidrtickstand
wird mit durchblubbern mit Stickstoff entfernt. Das permethylierte Produkt wird mit DCM
extrahiert (30 sek.). Zur Phasentrennung wird das Gemisch bei 3000 rpm fir eine Minute
zentrifugiert. AnschlieBend wird die Wasserphase entfernt und die organische Phase wird mit
2 ml Wasser gewaschen und zentrifugiert. Dieser Waschzyklus wird dreimal wiederholt. Nach
dem letzten Waschzyklus wird die wéassrige Phase vollstdndig entfernt und die organische
Phase wird in ein Falcontube Uberfiihrt. Das DCM wird im Stickstoffstrom entfernt. Das
erhaltene Produkt wurde in Acetonitril geldst und mittels RP-HPLC-MS(ESI) vermessen.

GPC

Die lyophilisierte Probe wird in 0,5 ml gel6st filtriert und auf eine 7 cm x 2 cm gepackte Saule
aufgetragen. Die Flussrate wurde mit einer Pumpe auf 0,3 ml die Minute eingestellt. Es wurden
0,75 ml Fraktionen gesammelt. Die erhaltenen Fraktionen wurden lyophilisiert und mittels RP-
HPLC-MS(ESI) vermessen.

87




5.2 Oligo(amidoamin)-Synthese

Die Synthese der Oligomere wird in Reaktorspritzen durchgefiihrt. Das Festphasenharz wird
vor der ersten Nutzung und nach jeder Lagerung fiir 15 min mit DCM gequollen. AnschlieBend
wird durch finfmaliges Spiilen auf das gewlinschte Lésungsmittelmedium gewechselt. Die
Zielstruktur wird durch abwechselnde Kupplungs- und Entschitzungszyklen synthetisiert. Die
Reaktorspritze wird wahrend der Kupplungs- und Entschitzungszyklen geschuttelt. Die
Kupplungseffizienz wird mittels RP-HPLC-MS(ESI)-Analyse (berprift. Sollte keine
vollstéandige Kupplung erfolgt sein wurde eine Doppelkupplung durchgefiihrt.

Bausteinkupplung

Die Fmoc-Schutzgruppe wird zweimal fir 15 min mit einer 25 vol.% Piperidinlésung in DMF
entfernt. Zwischen jedem Kupplungs- und Entschitzungszyklus wird die Reaktorspritze mit
zehnmal DMF gewaschen. Fiir die Kupplung wird der Baustein (5 Ag.) mit PyBOP (5 Aq) und
DIPEA (20 Aq.) in DMF geldst. Nach 3 min Préaktivierung wird die Reaktionsldsung in der
Reaktorspritze mit Harz Gberfuhrt. Die Kupplung wird fiir 1 h durchgefthrt. Ab der Kupplung
des siebten Bausteins werden Doppelkupplungen durchgefuhrt. Hierfir werden zweimal
2,5 Aqg. des Bausteins und PyBOP mit 10 Aq. DIPEA fiir 45 min gekuppelt.

N-Terminus Capping

Nach der Kupplung des letzten Bausteins des Oligomers kann optional der N-Terminus mit
einer Acetyl-Gruppe abgeschlossen werden. Hierfir wird das Oligomer mit
Essigsaureanhydrid fir 30 min geschuttelt.

Kupfer katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition

Das geschiitzte Neu5Ac-Azid (2,5 Ag. Pro Alkin) wird in DMF geldst. In jeweils separaten Vials
werden 2 Ag. Natriumascorbat und 2,5 Aqg. Kupfersulfat-Pentahydrat pro Alkin in Wasser
geldst, sodass nach dem Mischen der drei Lésungen ein DMF-Wasserverhaltnis von 9:1
entsteht. Die L6ésungen werden nacheinander in die Reaktorspritze mit dem Festphasenharz
aufgezogen. Die Reaktorspritze wird lichtgeschltzt Uber Nacht geschuttelt. AnschlieBend wird
die Reaktionslésung entfernt und gesammelt, da das Neu5Ac-Azid in einer 10 gew. %
Zitronensaurelésung gefallt und zuriickgewonnen wird. Das Festphasenharz wird dreimal mit
DMF gereinigt. AnschlieBend wird mit einer 0,2 M Natriumdiethyldithiocarbamatlésung in
DMF/Wasser (1:1) die restlichen Kupferionen auf der Festphasen komplexiert und entfernt.
Hierfir wird das Festphasenharz fir 10 min mit der Natriumdiethyldithiocarbamatlésung
inkubiert. Hierbei entsteht ein brauner Kupferkomplex, der mit iterativem Waschen mit Wasser
und DMF von der Festphase entfernt werden kann. Nach vollstdndigen entfernen des
Komplexes wird erneut Natriumdiethyldithiocarbamatlésung aufgezogen und inkubiert. Dies
wird so lange wiederholt bis keine braune Farbung durch die Zugabe der
Natriumdiethyldithiocarbamatlésung erfolgt.
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Abspaltung des Oligomers von der Festphase

Fir die Abspaltung des Oligomers von der Festphase wird eine Abspaltlésung aus 95 vol%
TFA, 2,5 vol.% TIPS und 2,5 vol.% DCM verwendet. Das Harz wird zweimal fiir 45 min mit der
Abspaltlésung inkubiert und anschlieBend in zwei separaten GefaBen mit dem 20fachen
Volumen an kaltem Diethylether gefallt. Das gefallte Oligomer wird zentrifugiert. Der Uberstand
wird abdekantiert und das Oligomer wird mit Diethylether gewaschen und erneut zentrifugiert
und abdekantiert. Das Oligomer wird im Stickstoffstrom getrocknet. AnschlieBend wird das
Oligomer in MQ-Wasser geldst und fiir 20 min mit Stickstoff gesplilt. Die erhaltene Lésung wird
eingefroren und mit lyophilisiert.

Entschitzung Neu5Ac

Das lyophilisiert Oligomer wird in einer 1:1 Wasser/Methanol mit 0,1 M LiOH entschiitzt. Nach
3 h wird die Reaktionsldsung mit Amberlite IR 120 H* auf pH von 4-5 eingestellt. Im Anschluss
wird das Amberliteharz abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Die Lésung wird an einer
Schlenklinie lyophilisiert, da Temperaturen von tber 25 °C aufgrund der Hydrolyse der Neu5Ac

vermieden werden sollten.

Praparative Aufreinigung

Die praparative Aufreinigung wird auf demselben Saulenmaterial wie die RP-HPLC
durchgefiihrt. Die Probe wird hochkonzentriert in einem Gemisch aus 75/25 Wasser/Acetonitril
auf die praparative Saule aufgetragen und Mithilfe der zuvor Uber die RP-HPLC bestimmten
Laufmittelverhéltnisse getrennt.

TFA Entfernung

Die TFA-lonen werden mit Acetationen ausgetauscht. Hierfir wird das AG1-X8
lonentauscherharz (quarterary ammonium, 100-200mesh, Acetatform, von BioRad)
verwendet. Es wird ein hoher Uberschuss an lonentauscherharz verwendet, um einen
vollstandigen Austausch zu garantierten. Das Harz wird durch das dreimalige Waschen mit
einer 1.6 M Essigsaureldsung und anschlieBendem dreimaligen Waschen mit 0,16 M
Essigsaureldsung in einer Spritze mit Fritte aktiviert. Das lyophilisierte Oligomer wird in MQ-
Wasser geldst und in die Spritze mit dem lonentauscher aufgezogen und fir 1 h inkubiert. Die
Lésung wird in einem Falcontube abgelassen und das Harz wird mit MQ-Wasser nachgespdilt.
Das Wasser wird an einem Freezedryer entfernt.

89




5.3 Synthesen

4-(Chloromethyl)benzoesaure-TRIS-amid T2

HO H N,
HO N
HO 0

C12H16N4O4

280,24-%
mol

Die Synthese wurde nach der Vorschrift von Patrick Konietzny durchgefihrt.

In einem Kolben werden 4 g Tris (33 mmol, 1 &q.) mit 8,7 ml TEA (6,34 g, 62,7 mmol,
1,9 &q.) in 40 ml DMF gel6st. Die Reaktionslésung wird fir 30 min mit Argon entgast. Nach
dem Entgasen wird die Ldsung in einem Trockeneis-Aceton-Bad gekihlt und
portionsweise eine Lésung aus 6,24 g 4-(Chloromethyl)benzoylchlorid (33.0 mmol, 1 &q.)
in 10 ml DMF unter Schutzgas =zugetropft. Nach vollstdndiger Zugabe der 4-
(Chloromethyl)benzoylchlorid-Lésung wird das Trockeneis-Aceton-Bad entfernt und Uber
Nacht bei RT gertihrt. Das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Um DMF-

Racksténde zu entfernen, wird dest. Wasser zur Coevaporation verwendet.

59 des erhaltenen 4-(Chloromethyl)benzoesaure-TRIS-amid (18,3 mmol, 1 &qg.) werden in
20 ml DMF geldst und mit 5,95 g Natriumazid (91,5 mmol, 5 &q.) fur 24 h bei 80 °C ungesetzt.
Nach Abschluss der Reaktion wird die Reaktionslésung auf 5 - 10 ml eingeengt. Die Reste an
Natriumazid werden durch die Zugabe von 30 ml ACN ausgefallt. Der Feststoff wird bei
4400 rpm abzentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Der Uberstand wird einrotiert.
Abhénig von der Reinheit muss eine saulenchromatographische Aufreinigung erfolgen.
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N-(1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-yl)benzamide T3

o OH
N OH
H OH
C11H15NO4

225249
mol

Die Synthese wurde an die Arbeiten von Kosuke Yamamonto et.al. angelehnt ist bereits
publiziert.

3,64 g Tris (30 mmol) wird in 20 ml DMF und 5,6 ml TEA (40 mmol) geldst. 2,32 ml
Benzoylchlorid wird portionsweie der Reaktionslésung hinzugegeben und Uber Nacht
geruhrt. Die Reaktion wird mit 1 M Salzsdure gequencht und mit EE extrahiert. Die
kombinierten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und mit
einer 5 gew. % LiCl-Lésung werden DMF-Reste aus der EE Phase entfernt. Die Lésung wird
mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde mit einer Prep-HPLC gereinigt und
lyophilisiert. Es wurde eine weil3er Feststoff.

'H NMR: (D20, 600 MHz): 8(ppm) 7.67 (d, 2H, 2), 7.53 (t, 1H, 4), 7.43(t, 2H, 2), 3.82 (s, 6H,
1)

HRMS (ESI) m/z: [M+H]'* berechnet C11H1sNO4:226,1074; gefunden 226,1076

RP-HPLC: tr = 3,59 min, Reinheit = 99 % (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H2O
(0,1 % Ameisensaure)).
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Screening
Die Synthese der gescreenten Substarte wurde nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift fur die
enzymatische Sialylierung durchgefihrt.

T1S

OH HO

AcHN /\t\

C11H15NO4

HO,

.llo

412172
mol

ESI MS: Berechnet flir C11H1sNO4 [M+H]* 413,2; gefunden 413,2

T2S

C23H33Ns012

571,54 -9
mol

ESI MS: Berechnet fir C23H3sNsO12 [M+6H]% 572,2; gefunden 572,2; [M+H-Sia]* 281,12
gefunden 281,05.
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T3S

OH
HO HO %o

H o)

)
AcHN O/Q\N
HO on H

C22H32N2012

dlfe]

516,20-Z
mol

ESI MS: Berechnet fir C22H32N2012 [M+Na]* ;, gefunden 539,2; [M+H]* 517,2; gefunden
517,2; [M+H-Sia]*226,2; gefunden 226,2.

HR-ESI MS: Berechnet flir C2oHz2N20O12 [M+H]*515,1882, gefunden 515,1839

T4S

\M /QEN—(\ PN

Ca22H32N2012
586,23-2-
mol

ESI MS: Berechnet flir C22H32N2012 [M+Na]* 609,2; gefunden 609,2; [M+H]*587,2; gefunden
587,2

HR ESI MS: Berechnet fiir C22H32N2012 [M+H]* 585,2274; gefunden 585,2332

T5S
OH
HO, HOOC
oH o NO,
AcHN O/\E\OH
HO oH
C15H26N2013
442,14 2
mol

ESI MS: Berechnet fir C1sH26N20+3 [M+H]*443,14 gefunden -
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T6S

OH
HO oH HoOC

AcHN 2 O/\E\OH

H

° OH
C1sH20NO11
411,40 %
mol

ESI MS: Berechnet fir C16H20NO11 [M+Na]* 434,4; gefunden 434; [M+H]* 412,4; gefunden
412

T7S

HO
W HOOC A\

AcHN ° O/T\OH
HO

OH

(l]e]}

C1gH30N2012
466,44 -2
mol
ESI MS: Berechnet flr C130H209N35042 [M+Na]+489,4, gefunden 489,3

T8S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2-((3-((1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-
yl)amino)propyl)amino)-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)propoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO H HoOC HO OH
)
AcHN o/g\N/\/\N%\OH
HO o H Ho by

C22HasN3O14

(lle]

573,59 -
mol

ESI MS: Berechnet fir C22H43N3O+4 [M+H]* 574,6; gefunden 574,2
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T9S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(3-azido-2,2-bis(hydroxymethyl)propoxy)-4-hydroxy-6-
((1R,2R)-1,2,3-trihnydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO oH HoOOC N;
AcHN ° O/\E\OH
HO
OH
C16H28N4O14
452 42 9
mol

ESI MS: Berechnet fir C1eH2sN4O11 [M+H]®* 453 4; gefunden -.
T10S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2-(6-azidohexanamido)-3-hydroxy-2-
(hydroxymethyl)propoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-

carboxylic acid

OH

(o)

AcHN ° O/\E\OH
HO

OH
C21H37Ns012
551,55-2
mol

ESI MS: Berechnet fur C21Hs7NsO12 [M+Na]* 574,5; gefunden 574,2.
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T11S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2-(2-azidoacetamido)-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)propoxy)-
4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH (o]
HO
oH HOOG HNJJ\,N3
AcHN 9/ o OH
HO
OH
C17H29Ns5012
495,442
mol

ESI MS: Berechnet fir C17H29NsO+2 [M+Na]* 518,4; gefunden 518,15.
T12S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-(prop-2-yn-1-
ylamino)propoxy)-6-((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2-(di(prop-2-yn-1-yl)Jamino)-3-hydroxy-2-
(hydroxymethyl)propoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-
carboxylic acid

on | IL Jl
HO oH HOOC HN HOOC
AcHN. ° ° AcHN

C1gH3oN2011  C21H32N2014
450,44 2 488,49 L
mol mol

ESI MS: Berechnet fir C1gH3oN20+11 [M+Na]* 473,4; gefunden 474.

ESI MS: Berechnet fur C21Hz2N2011 [M+H]* 489,4; gefunden 489.
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G1S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2,3-dihydroxypropoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO oH HoOC
AcHN 2 O/Y\OH
HO OH
C14H25NO11
383,35 —9—
mol

ESI MS: Berechnet fir C14H2sNO+¢ [M+Na]* 406,4, gefunden 406.
HR ESI MS: Berechnet flir C14H2sNO11 [M+H]* 382,1355, gefunden 382,1355.
G2s

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2,3-dihydroxypropoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO, oH HoOC
AcHN 2 O/Y\OH
HO NH,
C14H26N2010
382,37i
mol

ESI MS: Berechnet fir C14H26N201o [M+Na]* 405,4; gefunden 405; [M+H]* 383,4; gefunden
383,2.
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G3S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2-amino-3-hydroxy-2-methylpropoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-
1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO OH HOOC
AcHN 2 O/\I/\OH
HO NH,
C15H2sN2010
396,39 -L
mol

ESI MS: Berechnet flir C1sH2sN2010 [M+Na]* 397,4 gefunden 397,2.
G4S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(3-amino-2-hydroxypropoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO, oH HOOC
AcHN 2 O/A\T/A\NHz
HO OH
C14H26N2010
382,37 -
mol

ESI MS: Berechnet fir C14H26N2010 [M+Na]* 405,4; gefunden 405,95; [M+H]* 383,4;
gefunden 382,8.

G5S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-((1,3-diaminopropan-2-yl)oxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
H,N
HO y HoocC’ :L\/
(0] NH,
AcHN o
HO

C14H27N3Og

lllo

381,38 -
mol

ESI MS: Berechnet fir C14H27N3Og [M+H]* 382,4; gefunden -.

98




G6S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(3-chloro-2-hydroxypropoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO, oH HOOC
AcHN 2 °/\|/\CI
HO OH
C14H24CINO1o
401,79 -+
mol

ESI MS: Berechnet fir C14H224CINO+o [M+Na]* 424,8; gefunden 424 2.

G7S
OH
HO OH HooOC
AcHN 2 O/Y\O/\\\
HO OH

C11H1sNO4
421,49

mol

ESI MS: Berechnet fir C11H1sNO4 [M+Na]* 444,4; gefunden 444.
G8S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(2-hydroxy-3-(prop-2-yn-1-yloxy)propoxy)-6-
((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO oH HooC
AcHN AR g
HO OH
C15H25NO19
379,36 -
mol

ESI MS: Berechnet fir C1sH2sNO1o [M+Na]* 402,4; gefunden402,2.
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G9S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(3-hydroxy-2-methylbutoxy)-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO oH Hooc OH

S 0
AcHN o

HO
C16H29NO1o
395,41 -
ESI MS: Berechnet fir C16H20NO10 [M+H]* 396,4; gefunden -.
EG1S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(2-hydroxyethoxy)-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH

HO, H HooC
o OH
AcHN 0N\~

HO

lllo

Ci13H2sNO1o
353,32 L
mol
ESI MS: Berechnet fir C13H2sNO1o [M+H]* 354,3; gefunden 354.

EG2S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(prop-2-yn-1-yloxy)-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO oH HoOC
AcHN ° 0/\\\
HO
C14H21N09
347,12 L
mol

ESI MS: Berechnet fur C14H21NOg [M+H]* 348,1; gefunden -.
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EG3S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(2-aminoethoxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO oH HoOC

3 o NH,
AcHN 0N~
HO

C13H24N20g
352,34 L
mol
ESI MS: Berechnet fir C13H24N20Og [M+H]* 353,3 gefunden -.

EG4S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(2-mercaptoethoxy)-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO H HoocC

o O/A\V,SH

(l[e]

AcHN
HO

C13H23NOeS
369,39 -
ESI MS: Berechnet fir C13H23NOgS [M+H]* 370,4, gefunden -.
EG5S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)-6-((1R,2R)-
1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO, oH HooC
o OH
ACHN fo) 0\ ~ NN\
HO
C17H31NO12
441,43 L
mol

ESI MS: Berechnet fir C17H31NO12 [M+Na]* 464,42; gefunden 463,85.
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EG6S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)-6-
((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO, oH HoOC
AcHN 07 N0 OO NoH
HO
C19H35NO13
485,48 -2
mol

ESI MS: Berechnet flir C19H3ssNO13 [M+H]* 486,5; gefunden -.
EG7S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(2-((2-hydroxyethyl)amino)ethoxy)-6-((1R,2R)-
1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH

HO, H HooC H
N
AcHN (o) 0"\ \/\OH

HO

dlle]

C15H28N2010
396,39 -L
mol

ESI MS: Berechnet flir C1sH2sN201o [M+Na]* 419,38; gefunden 419,95; [M+H]* 397 4;
gefunden 397.
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P1S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(3-hydroxy-2,2-bis(hydroxymethyl)propoxy)-6-
((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO oH HOOC OH
AcHN ° OIA\{EA\OH
H
o OH
C16H29NO12
427,40 -L
mol

ESI MS: Berechnet fir C16H20NO12 [M+Na]* 450,4; gefunden 450,2; [M+H]* 428,4; gefunden
427.8.

P2S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-(((2S,3S,4R)-2,3,4,5-tetrahydroxypentyl)oxy)-6-
((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH

HO oH HOOC OH
AcHN o/ o OH
HO OH OH
C16H29NO12
443,40 L
mol

ESI MS: Berechnet fiir C1sH29NO12 [M+Na]* 466,4; gefunden 466.

HR-ESI MS: Berechnet fur C1gH20NO+2 [M+H]* 442;1566; gefunden 442,1506.

103




P3S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-((2R,3S)-2,3,4-trihydroxybutoxy)-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO, oH HOOC OH
OH
AcHN 0/ o7
HO OH
C15H27NO12
413,38 -~
mol

ESI MS: Berechnet fir C1sH27NO12 [M+Na]* 436,4; gefunden 436,2; [M+H]* 414,4; gefunden
414.

P4S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-((2,5-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-1,4-dioxan-2-yl)methoxy)-4-
hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH

HO oH HooC oH
= o N
AcHN °/\t j<o/|-|
HO
o OH
C17H29NO14
471,41 L
mol

ESI MS: Berechnet fir C17H29NO14 [M+H]* 472,4; gefunden 472,9.
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P5S

(2S,4S,5R,6R)-5-acetamido-4-hydroxy-2-((3-hydroxy-1,4-dimercaptobutan-2-yl)oxy)-6-
((1R,2R)-1,2,3-trihnydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HS
HO H HooC
o OH
AcHN 0
HO SH

Ci15H27NO10S2

dlfe]}

445,50 -2
mol
ESI MS: Berechnet fir C1sH27NO10S2 [M+H]* 446,5; gefunden -.

P6S

(2S,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-((bis(hydroxymethyl)phosphaneyl)methoxy)-4-hydroxy-6-
((1R,2R)-1,2,3-trihydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
HO oH HooOC
< AN\
AcHN 9/ o Pk OH
HO
OH
C14H26NO11P
415,33 L
mol

ESI MS: Berechnet fiir C14H26NO11P [M+H]*416,3; gefunden-.
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P7S

(2S,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(((2R,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-2,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-4-yl)oxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

OH
OH _OH
HO OH HoOC o
< o) OH
AcHN 0 N
HO
o
C19H32N2014
512,47 2
mol

ESI MS: Berechnet fir C19H32N2014 [M+Na]* 535,5; gefunden 535,2; [M+H]* 513,5; gefunden
513,1.

P8S

(2R,4S,5R,6R)-5-acetamido-2-(((2R,3R,4R,5R,6R)-3-amino-2,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-4-yl)oxy)-4-hydroxy-6-((1R,2R)-1,2,3-
trinydroxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylic acid

wo. 1" OH_OH

OH HOOC o
< o E;;;SS,OH
AcHN 0

HO
C17H30N2013
470,43 L
mol

ESI MS: Berechnet fir C17H30N2013 [M+Na]* 493,4; gefunden 493,2; [M+H]* 471,4; gefunden
471.
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Permethylierung
T1 SPer

1,3-dimethoxy-2-((((2R,4S,5R,6R)-4-methoxy-2-(methoxycarbonyl)-5-(N-methylacetamido)-6-
((1S,2R)-1,2,3-trimethoxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)methyl)-2-(trimethyl-14-
azaneyl)propan-1-ylium

Co2sHs50N2011*
566,69 —Z-
mol
ESI MS: Berechnet fiir C2sHsoN20+1* [M]* 566,69 gefunden 567 ,4.

RP-HPLC-MS: tr = 8-10 min (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H2O (0,1 %

Ameisensaure) in 30 min).

T3SPer

methyl (2R,4S,5R,6R)-4-methoxy-2-(3-methoxy-2-(methoxymethyl)-2-(N-
methylbenzamido)propoxy)-5-(N-methylacetamido)-6-((1S,2R)-1,2,3-
trimethoxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylate

- |
/ o
(o) / 00 fo)
o - o
- o
Eahfene
N

Cs1Hs50N2012
642,74 2
mol

ESI MS: Berechnet fir C31Hs0N2012 [M+Na]* 665,7; gefunden 665,35; [M+H-Sia]* 282,2;
gefunden 282,2.

RP-HPLC-MS: tgr = 15,2 min (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %

Ameisensaure) in 30 min).
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T4SPer

N-(1,3-dimethoxy-2-((((2R,4S,5R,6R)-4-methoxy-2-(methoxycarbonyl)-5-(N-
methylacetamido)-6-((1S,2R)-1,2,3-trimethoxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)methyl)propan-2-yl)-6-(3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)-N,N-dimethyl-1,2,4,5-tetrazin-3-
aminium

ngf% {0,

Ca2Hs5NgO1+1*

IIO \

727,84 -2
mol
ESI MS: Berechnet flir Cs2HssNsO+1* [M]* 727,4 gefunden 727 4.

RP-HPLC-MS: tr = 10 min (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %

Ameisensaure) in 30 min).

G1 SPer

methyl (2R,4S,5R,6R)-2-(2,3-dimethoxypropoxy)-4-methoxy-5-(N-methylacetamido)-6-
((1S,2R)-1,2,3-trimethoxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylate

022H41 NO11
495,57 -L
mol

ESI MS: Berechnet fir C C22H41NO+1 [M+Na]* 518,6; gefunden 518,2; [M+H]* 496,6;
gefunden 496,2.

RP-HPLC-MS: tr = 10 min (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %

Ameisensaure) in 30 min).
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EG1Sper

methyl (2R,4S,5R,6R)-4-methoxy-2-(2-methoxyethoxy)-5-(N-methylacetamido)-6-((1S,2R)-
1,2,3-trimethoxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-carboxylate

/] o~ |
0 o~ oocC
N- fo) 0/\/0\
70
\
C20H37NO1o
451,24 L
mol

ESI MS: Berechnet fir C20H37NO1o [M+Na]* 474,2; gefunden 474,2; [M+H]* 452,2; gefunden
452 2.

RP-HPLC-MS: tr = 10,2 min (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H2O (0,1 %

Ameisensaure) in 30 min).

P2SPer

methyl (2R,4S,5R,6R)-4-hydroxy-5-(N-methylacetamido)-2-(((2S,3S,4R)-2,3,4,5-
tetramethoxypentyl)oxy)-6-((1S,2R)-1,2,3-trimethoxypropyl)tetrahydro-2H-pyran-2-

carboxylate
- |
/| © o}
(o] o/ o o/
"N LT O
| Ho 0 _

CasHa7N2013
569,65 -2
mol
ESI MS: Berechnet fur C2sH47N2043 [M+H]* 570,7; gefunden 569,2.

RP-HPLC-MS: tr = 10,7 min (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %

Ameisensaure) in 30 min).
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Synthese von 2-Bromoethylacrylat TM1 und 2-Bromoethylmethacrylat TM2

X
(01 o)

Br

TM1 R = H CsH;BrO» 179,01 -
mol
TM2 R = CH3 C¢HoBrO» 193,04 ﬁ

Unter Argonschutzgas wird das Saurechlorid (57,3 mmol, 14q.) in 10 ml THF geldst und in
einem Eisbad gekihlt. In 50 ml THF werden 12,5 ml TEA (90,4 mmol) und 4,21 ml 2-
Bromethanol (59,8 mmol, 1,05 Ag.) geldst und Uber 30 min zur Reaktionslésung unter
Schutzgas getropft. Das Eisbad wird nach vollstandiger Zugabe entfernt und fir 4 h bei RT
gerthrt. Die Reaktionslésung wird mit DCM verdinnt und mit Wasser gewaschen. Die
organische Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt.

Tabelle 8 AnsatzgréRen zur Synthese von TM1 und TM2.

Ansatz Saurechlorid Volumen
™1 Acryoylchlorid 4,7 ml
TM2 Methacryloylchlorid 55ml

TM1 wurde mit einer Ausbeute von 70 % als gelbe stechend riechende Flissigkeit isoliert.
TM2 wurde als gelb-braune Flissigkeit mit stechendem Geruch mit einer Ausbeute von 80%

isoliert.

TM1 'H-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 6,47 (dd, 3J = 17,30 Hz, 2J = 1,43 Hz, 1H, H-1
oder H-1°); 6,15 (dd, 3J =17,3 Hz, 3J =10,43 Hz, 1H, H-2); 5,89 (dd, 3J = 10,41 Hz,
2J =1,42 Hz, 1H, H-1" oder H-1); 4,47 (t, 3J = 6,17 Hz, 2H, H-3); 3,55 (t, 3J = 6,14 Hz, 2H.
H-4).

TM2 'H-NMR (300 MHz, CDCl;): & (ppm) = 6,17 (s, 1H, H-1 oder H-1); 5,62 (s, 1H, H-1°
oder H-1); 4,45 (t, 3J = 6,34 Hz, 2H, H-3); 3,55 (t, 3J = 6,09, 2H, H-4); 1,96 (s, 3H, H-5).
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2-((1,3-Dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-yl)amino)ethylacrylat TM3
D
o) (0]

NH

Ho/\E\OH

OH
CoH17NOs
219,24 L

mol

0,134 g Tris (1,10 mmol, 2 Aqg.) wird in 40 ml Ethanol gelést und mit 0,4 g Kaliumcarbonat unter
Rihren suspendiert. 69 ul TM1 (0,55 mmol, 1 Aqg.) wird der Reaktionsldsung portionsweise
hinzugefugt. Das Reaktionsgemisch wird bei RT fir 22 h gerihrt. Die Reaktionslésung wird
mit 40 ml Wasser versetzt und mit zweimal 100 ml Ethylacetat extrahiert. Die organische
Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo entfernt. Es wurde ein Produktmit einer
Ausbeute von 48,2 % (0,27 mmol, 59,16 mg) erhalten.

TH-NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 3,70 (t, 3J = 5,85 Hz, 3J = 5,44 Hz, 2H, H-3); 3,69 (s,
6H, H-1); 3,54 (g, 3J = 7,02 Hz, 2H, H-6); 2,53 (1, ®J = 5,88 Hz, ®J = 5,42 Hz, 2H, H-4); 1,21 (t,
%J = 6,99 Hz, 3H, H-7).

RP-HPLC-MS: tr = 12,07min, Reinheit = 98 % (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H-O

(0,1 % Ameisenséaure)).
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(9H-Fluoren-9-ylymethyl (1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-yl)carbamat TM6

F
moc\NH

Ho/\E\OH

OH
C19H21NOs
219,24 L

mol

5,01 g Tris (40 mmol, 1 Ag.) 1 werden in einem Einhalskolben in 150 ml gesattigter
Kaliumcarbonatlésung gelést. Mit 150 ml THF wird ein Zweiphasensystem ausgebildet.
Unter kraftig geriihrt, wird 10,9 g Fmoc-Chlorid (42 mmol, 1,05 Aq.) hinzugegeben und fiir
18 h weiter gerlhrt. Die organische Phase wird in vacuo entfernt und die verbleibende
wassrige Phase wird mit 300 ml Ethylacetat gewaschen. Die enthaltende organische
Phase wird zweimal mit 100 ml einer gesattigten Natriumhydrogencarbonat-Lésung
gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wird bei vermindertem
Druck reduziert. Bei der Konzentration féllt ein weiBBer Feststoff aus. Das Ethylacetat mit
dem Feststoff wird in Diethylether umgefallt. Der zuriickbleibende Feststoff wird abfiltriert
und die organische Phase wird bei -20 °C rekristallisiert. TM6 konnte mit einer Ausbeute

von 39 % (5,28 g, 15,4 mmol) isoliert werden.

'H-NMR (300 MHz, ds-Aceton): & (ppm)=7,86 (d, %J=7,43Hz, 2H, H-2); 7,70 (d,
%) = 7,43 Hz, 2H, H-5); 7,37 (m, 4H, 3J = 7,33 Hz, H-3 und H-4); 4,33 (d, 2H, 3J = 6,79 Hz, H-
8); 4,24 (t, 1H, 3J = 6,81 Hz, H-7); 3,75 (s, 6H, H-11).
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2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-2-(acetoxymethyl)propane-1,3-diyldiacetat
TM8

Fmoc
NH

AcO/\t\OAc

OAc
CaosH27NOs
469,49 -Z-

mol

1 g TM6 (4,6 mmol, 1 Ag.) wird in einem Einhalskolben vorgelegt und auf 0°C gekdihlt.
Dazu werden 10 ml Acetylchlorid (138 mmol, 30 Aq.) portionsweise hinzugetropft. Die
Reaktion wird Uber Nacht auftauen gelassen. Das Acetylchlorid wird unter verringerten
Druck entfernt. Das Produkt ist ein wachsartiger, weiBer Feststoff. TM8 konnte mit einer

Ausbeute von 99 % (1,6 g, 4,6 mmol) isoliert werden.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): & (ppm) = 7,04 (s, 1H, N-H); 4,45 (s, 6H, H-4); 2,11 (s, 9H, H-6).
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N-(1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-yl)-2,2,2-trifluoroacetamide TM7

TFA
“NH

HO/\E\OH

OH
CeH10FsNO4
217,14 L

mol

2,78 g Tris (23 mmol, 1. Aq) werden in 100 ml THF geldst und durch ein Eisbad gekiihlt. Unter
Kiihlung werden 3 ml Ethyltrifluoracetat (25,3 mmol, 1,1 Aqg.) hinzugetropft. Nach vollstandiger
Zugabe wird die Reaktion Uber Nacht bei RT gerthrt. THF wird unter vermindertem Druck
entfernt. Das Produkt ist eine wachsartiger, weiBer Feststoff isoliert werden. TM7 konnte mit

einer Ausbeute von 99% (5,11 g, 23 mmol) isoliert werden.

'H-NMR (600 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 3,84 (s, 6H, H-4).
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2-(Acetoxymethyl)-2-(2,2,2-trifluoroacetamido)propane-1,3-diyldiacetat TM9

TFA
“NH

AcO/\t\OAc

OAc
Ci2H16FsNO7
343,26 -2

mol

3,59 (10,2 mmol, 1 Ag.) TM7 wird in 38 ml Pyridin gel6st und mit einem Eisbad gekiihlt.
Unter Rihren werden mit einen Tropftrichter 4,33 ml (46 mmol, 4,5Aq.)
Essigsdureanhydrid Gber 1 h zugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wird das Eisbad
entfernt. Nach 5 Stunden werden weitere 1,44 ml (15 mmol, 1,5 Aq.) Essigsaureanhydrid
dazugegeben und fur weitere 60 h gerUhrt. Der Kolbeninhalt wird in eine eiskalte
Natriumhydrogencarbonat-Lésung gegeben und weiter mit Natriumhydrogencarbonat
neutralisiert. Das Produkt finfmal mit 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigte
organische Phase wird zweimal mit 100 ml Natriumhydrogencarbonat-Lésung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und unter verminderten Druck
konzentriert. Das Produkt wird fiinfmal mit Ethylacetat coevaporiert. TM9 konnte mit einer
Ausbeute von 92 % (4,41 g, 9,4 mmol) isoliert werden.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7,77 (d, 3J = 7,57 Hz, 2H, H-2); 7,58 (d, 3J = 7,56 Hz,
2H, H-5); 7,41 (t, 3J = 7,46 Hz, 2H, H-3 oder H-4); 7,32 (t, 3J = 7,5 Hz, 2H, H-4 oder H-3); 5,16
(s, TH, N-H); 4,38 (m, 8H, H-8 und H-11); 4,22 (t, ®J = 6,37 Hz, 1H, H-7); 2,07 (s, 9H, H-13).

RP-HPLC-MS: tr = 13 min, Reinheit = 72 % (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H2O
(0,1 % Ameisensaure)).
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2-(Acetoxymethyl)-2-aminopropane-1,3-diyldiacetat TM10

NH,

AcO/\t\OAc

OAc
C10H17NOs

247,15
mol

Synthese aus TM8

0,69 g TM8 (1,47 mmol, 1 Aq.) wird in 2,4 ml Dichlormethan geldst und es werden 0,76 ml
Piperidin hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 1 h bei RT gerthrt und DCM wird
unter verminderten Druck konzentriert. Das Konzentrat wird mit Diethylether versetzt und
bei -20 C geklhlt. Der Rickstand wird filtriert und mit wenig kaltem Diethylether
gewaschen. Die Feststoff wird abfiltriert und die organische Phase unter vermindertem
Druck entfernt. TM10 konnte nicht isoliert werden.
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Poly(T7x-EA100-x)

In einem sekutierten Schlenkkolben werden die Monomere (T7 und EA) mit 18,75 mg
(0,114 mmol, 0,01 Aqg.) AIBN in 15 ml DMF gel&st und fiir 4 h bei 70°C polymerisiert. Das
Polymer wird entweder in Aceton oder Isopropanol gefallt, zentrifugiert und abdekantiert.

Die Monomere werden mit einem Vivaspin mit 1 kDa abgetrennt. Die erhaltenen Polymere

werden lyophilisiert.

Polymer | T7 EA Fallungsmi | Ausbeu | M, Dispersi | Einbau-
ttel te tat Verhatl
nis
Poly(T71 | 2,0 g - Aceton 1,63g |30k |[1,72 -
00-EA¢) | (10,46 m (82 %) | Da
mol,
1Aq.)
Poly(T77 | 1,4 g 0,37 ml Isopropan | 1,52g |71k | 1,37 64:36
0-EA3): | (8 mmol, | (3,43 mm | ol (87 %) | Da
0,7 Aq.) ol,
0,3Aq.)
Poly(T7s | 19 0,6 ml Isopropan | 0,87g |27k | 1,27 51:49
0-EAso) 5,717mm | (5,71 mm | ol (55 %) | Da
ol ol
0,5Aq.) 0,5Aq.)
Poly(T7. | 0,4 g Tml Aceton 0,81g |- - -
0-EAs0) | (2,284 m | (9,136 m (81 %)
mol, mol,
0,2Aq.) 0,8 Ag.)

Poly(T7100-EAo): 'H-NMR (300 MHz, D,0): & (ppm) = 3,82 (s, 6H, H-5); 2,5-1,25 (m, 3H,
H-1 und H2).

Poly(T7:0-EAso): 'H-NMR (300 MHz, D-0): & (ppm) = 4,19 (s, 1,28 H, H-4); 3,80 (s, 6H, H-
10); 2,5- 1,3 (m, H-1,2,6,7); 1,3 (s, 1,74 H, H-5).

Poly(T7s0-EAso): "H-NMR (300 MHz, D20): & (ppm) = 4,19 (s, 1,92 H, H-4); 3,80 (s,6H, H-
10); 2,5-1,3 (m, H-1,2,6,7) 1,3 (s, 2,84 H, H-5).
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AO-O1
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5 " 5
Ci130H209N35042
293431 L
mol

Die Verbindung AO-O1 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am

Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert.

AO-O1 wurde mit einer Ausbeute von 24 % (26,49 mg) und einer Reinheit von 70 %

synthetisiert.

"H-NMR (600 MHz, D20): & (ppm) = 7.5 (d, 3 = 7.95 Hz, 6H, Aryl-H); 7.4 (d, 3Ju = 7.95 Hz,
6H, Aryl-H), 4.9 (s, 6H, N3-CH), 3.71-3.50 (m, 100H, O-CHz, N-H, CHzN-CH,), 3.40-3.22 (m,
44H, (CO)-NH-CH_), 2.57-2.38 (m, 44H, NH-CO-CHz), 1.98 (d, 3H, -CHs).

ESI MS: Berechnet flir Ci30H200N35042 [M+6H]®* 478,8; gefunden 479,0; [M+5H]% 587,5;
gefunden 578,8; [M+4H]* 734,2; gefunden 734,4; [M+3H]3*+ 978,5, gefunden 979,0.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C) tr= 10,482 min.
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AO-02
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Ci100H179N29036
2363,70 L
mol

Die Verbindung AO-02 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert.

AO-02 wurde mit einer Ausbeute von 42 % (16,82 mg) und einer Reinheit von 73 %
synthetisiert.

"H-NMR (600 MHz, D-0): 5 (ppm) = 4.25-4.22 (s, 3H, CO-CH-NH), 3.72-3.66 (m, 64H, O-CH.),
3.64-3.60 (m, 21H, -NH), 3.45-3.30 (m, 32H, CO-NH-CHy), 2.57-2.52 (m, 32H, NH-CO-CH>),
2.0 (s, 3H, CO-CH), 1.84-1.38 (m, 24H, -CHz (Lys)).

ESI MS: Berechnet fiir CiooH179N2903s [M+5H]>* 473,5; gefunden 473,6; [M+4H]* 591,6;
gefunden 591,8; [M+3H]** 788,4; gefunden 788,6.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C) tr= 10,843 min.
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AO-03
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Co1H161N29036
2237,46 L

b)
mol

Die Verbindung AO-O3 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert. Nach dem 6. Baustein wurde die Synthese
abgebrochen, da die Analytik nicht die erwartete Struktur zeigte.

ESI MS: Berechnet fiir C4sHgsN1701s [M+H]* 1162,6; gefunden 469,8.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H20 in 17 min bei 25 °C) tr = 1,027 min.
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C148H255N25056
3280,79 -~
mol

Die Verbindung AO-O4 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert.

AO-04 wurde mit einer Ausbeute von 62 % (33,51 mg) und einer Reinheit von 73 %
synthetisiert.

'H-NMR (600 MHz, Dz0): & (ppm) = 7.50 (d, 3Ju = 7.95 Hz, 6H, Aryl-H), 7.41 (d, *Juy = 7.95
Hz, 6H, Aryl-H), 4.49 (s, 6H, Ng-CH), 3.82-3.75 (m, 12H, CH-NH-CHs), 3.72-3.50 (m, 172H,
-O-CHs, CO-NH-CHz), 3.41-3.34 (m, 16H, -NH), 2.55-2.38 (m, 28H, NH-CO-CHs), 1,98 (s, 3H,
CO-CHgy)

ESI MS: Berechnet fiir CiasH249N270s4 [M+6H]®* 541,8; gefunden 542,0; [M+5H]>* 650,0;
gefunden 650,2; [M+4H]* 812,2; gefunden 812,6.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C) tr= 12,433 min.
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AO-05
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C106H201N190s0
2676,13 L
mol

Die Verbindung AO-O5 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert.

AO-O5 wurde mit einer Ausbeute von 24 % (10,77 mg) und einer Reinheit von 68 %
synthetisiert.

H-NMR (600 MHz, D>0): & (ppm) = 4.30-4.22 (m, 3H, CO-CH=-NH), 3.85-3.76 (m, 13H, NH),
3.74-3.56 (m, 144H, O-CHz), 3.48-3.33 (m, 16H, CO-NH-CH), 2.65-2.53 (m, 16H, NH-CO-
CHz), 1.99 (s, 3H, CO-CHs), 1.85-1.36 (m, 24H, -CHa(Lys)).

ESI MS: Berechnet fiir C116H219N21O4s [M+5H]** 535,9; gefunden 536,2; [M+4H]* 669,6;
gefunden 669,8; [M+3H]** 892,5; gefunden 892,8.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) tr= 13,014 min.
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Die Verbindung AO-G1 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert.

AO-G1 wurde mit einer Ausbeute von 21 % (13,05 mg) und einer Reinheit von 62 %
synthetisiert.

'H-NMR (600 MHz, D,O): 5 (ppm) = 8.14 (s, 3H, Triazol-Ring), 7,44 (d, 3Jun = 7.95 Hz, 6H,
Aryl-H), 7.39 (d, 3Ju = 7.95 Hz, 6H, Aryl-H), 5.70 (s, 6H, Triazol-CH,), 3.80-3.44 (m, 118H,
Man-CH, Man-CHz, -NH, CH>NH-CH,, O-CHz), 3.40-3.19 (m, 44H, CO-NH-CH,), 2.57-2.33
(M, 44H, NH-CO-CHy), 1.98 (s, 3H, CO-CHg).

ESI MS: Berechnet flir Cis7H251N3s060 [M+6H]%* 598,8; gefunden 599,0; [M+5H]*>* 718,4;
gefunden 718,6; [M+4H]* 897,7; gefunden 898,0.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C) tr = 7,570 min.

MALDI-TOF: Berechnet fir C1s7H251N35060 [M+Na]* 3609,76; gefunden 3610,807.
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Die Verbindung AO-G2 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert.

AO-G2 wurde mit einer Ausbeute von 48 % (24,73 mg) und einer Reinheit von 81 %
synthetisiert.

'H-NMR (600 MHz, D;0): & (ppm) = 8.00 (s, 3H, Triazol-Ring-H), 4.45 (m, 3H, CO-CHzNH),
3.79-3.55 (m, 85H, O-CHz, NH), 3.42-3.33 (m, 32H, CO-NH-CH>), 2.60-2.50 (m, 32H, NH-CO-
CHz), 1.99 (s, 3H, CO-CHs), 1.90-1.24 (m, 24H, -CHz (Lys))

ESI MS: Berechnet flr Ci27H221N290s4 [M+5H]%* 604,3; gefunden 604,6; [M+4H]* 755,1;
gefunden 755,4; [M+3H]** 1006,5; gefunden 1006,8.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) tr = 7,464 min.

MALDI-TOF: Berechnet flir C127H221N290s4 [M+Na]* 3039,53 ; gefunden 3040,16.

124




AO-G4
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Ci173H291N27072
3901,35 L
mol

Die Verbindung AO-G4 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert.

AO-G4 wurde mit einer Ausbeute von 52 % (34,90 mg) und einer Reinheit von 81 %
synthetisiert.

"H-NMR (600 MHz, D-O): & (ppm) = 8.16 (s, 3H, Triazol-Ring-H), 7.44 (d, 3Jun = 7.95 Hz, 6H,
Aryl-H), 7.38 (d, 3Jun = 7.95 Hz, 6H, Aryl-H), 5.70 (s, 6H, Triazol-Ring-CH.), 3.82-3.47 (m,
193H, Man-CH, Man-CHz, -NH, O-CHz, CHz-NH-CH_), 3.42-3.19 (m, 28H, CO-NH-CH.), 2.57-
2.32 (m, 28, NH-CO-CHy), 1.98 (s, 3H, CO-CHS).

ESI MS: Berechnet flir Ci73H291N27O72 [M+6H]®* 650,8; gefunden 651,2; [M+5H]>* 780,8;
gefunden 781,2; [M+4H]* 975,8; gefunden 976,2.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C) tr = 9,513 min.

MALDI-TOF: Berechnet fir C173H201N27072 [M+Na]* 3921,98; gefunden 3922,56.
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C143H261N2106s
3330,74 -Z
mol

Die Verbindung AO-G5 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert.

AO-G5 wurde mit einer Ausbeute von 69 % (39,08 mg) und einer Reinheit von 70 %
synthetisiert.

'H-NMR (600 MHz, D-O): & (ppm) = 8,09 (s, 3H,Triazol-Ring-H), 4,27-4,19 (m, 3H, CO-CH-
NH), 3,87-3,55 (m, 144H+, Man-CH, Man-CHa, -O-CHz), 3,48-3,33 (m, 28H, NH, CO-NH-CH>),
2,61-2,50 (m, 28, NH-CO-CHz), 1,99 (s, 3H, CO-CHs), 1,92-1,25 (m, 24H, -CH; (Lys)).

ESI MS: Berechnet flir CiasHz61N2106s [M+6H]®* 555,8; gefunden 556,0; [M+5H]>* 666,8;
gefunden 667,0; [M+4H]* 833,2; gefunden 833,4.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C) tr = 9,528 min.

MALDI-TOF: Berechnet flir C143H261N2106s [M+Na]* 3351,76; gefunden 3352,448.
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Synthese des Testoligomers mit DAP
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CagH71N11015

1042,15 L

mol

Die Testoligomer wurden nach dem beschriebenen allgemeinen Kupplungsprotokoll am
Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert. Fiir die Kupplung des DAP-Ns-Bausteins

wurden die in der Tabelle aufgelisteten Bedingungen getestet.

Tabelle 9 Verschiedene Kupplungsbedingungen zur Kupplung des DAP-N3z-Bausteins an das Testoligomer.

Kupplungsreagenz

5 Aq. COMU, 20 Aq. DIPEA

5 Aq. HATU, 20 Aq. DIPEA
5 Aq. DCC, 5 Aq. HOBt, 20 Aq. DIPEA

5 Aq. PyOxim, 20 Aq. DIPEA

5 Ag. OxymaPure, 20 Aq. DIPEA
5 Aqg. DIC, 5 Ag. HOBt, 20 Aq. DIPEA

5 Ag. DEAD, 5. Ag. HOBt, 20 Aq. DIPEA

Es konnte fir die angegeben Bedingungen eine Kupplung erzielt werden.

ESI MS: Berechnet fir CssH71N11O1s [M+Na]* 1064,98; gefunden 1064,5; [M+H]* 1043,00;
gefunden 1042,6; [M+2H]** 522,1; gefunden 521,8.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 15 min bei 25 °C) tr = 9,55 min.
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HJ-O1 und HJ-01.1

CesH101N 19021 +AF647
1496,65 -2 +AF647(~2000-2400 -2-)
mol mol

Das Oligomergerist von HJ-O1 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen
Kupplungsprotokoll am Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert. Die Kupplung der
Bernsteinsaure wurde mit Bernsteinsaureanhydrid (10 Aqg.) und DIPEA (20 Aq.) durchgefiihrt.
Das Oligomer wurde von der Festphase abgespalten und praparativ aufgereinigt. Alex 647-
Hydrazid (1,1 Aq.) wird an das Oligomer (1 Aq.) mit 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid (10 Ag.) und  NHydroxysuccinimid (10 Aq.)
gekuppelt. Die Reaktionslésung wird mit einem Vivaspin 2,5 kDa aufgereinigt, bis kein Alexa
647 Farbstoff mehr im Filtrat nachgewiesen werden kann. Far HJ-O1.1 wurde auf die Kupplung
des Alexa 647 Farbstoffs verzichtet.

HJ-0O1.1 RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) tr =
9,821 min.
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Das Oligomergerist von HJ-02 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen
Kupplungsprotokoll am Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert. Die Kupplung der
Bernsteinsaure wurde mit Bernsteinsdureanhydrid (10 Ag.) und DIPEA (20 Aq.) durchgefiihrt.
Das Oligomer wurde von der Festphase abgespalten und praparativ aufgereinigt. Alex 647-
Hydrazid (1,1 Aq.) wird an das Oligomer (1 Aq.) mit 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid (10 Ag.) und  NHydroxysuccinimid (10 Aq.)
gekuppelt. Die Reaktionslosung wird mit einem Vivaspin 2,5 kDa aufgereinigt, bis kein Alexa

647 Farbstoff mehr im Filtrat nachgewiesen werden kann.

HJ-02 (ohne Alexa 647) RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H20 in 30 min
bei 25 °C) tr=10.787 min.
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1 g 7-Aminocoumarin-4-Essigsaure (4,5 mmol, 1 Aqg.) werden in 10 ml DCM suspendiert. Zur
Reaktionslésung werden 1,3 ml frisch destilliertes Trimethylsilylchlorid (10 mmol, 2,2 Ag.) und
1,7 ml DIPEA (10 mmol, 2,2Aq.) hinzugegeben. Die Reaktion riickflusserhitzt und nach 3 h in
einem Eisbad abgekihlt. Fmoc-Chlorid wird portionsweise hinzugegeben und tber 11 h unter
rihren auf RT aufwarmen gelassen. Unter starkem Rdhren wird der Reaktionslésung 25 ml
Methanol hinzugegeben. Hierbei féllt ein leicht gelblicher Feststoff aus. Der Feststoff wird

abfiltriert und zweimal mit Methanol und Diethylether gewaschen.
Das Produkt konnte mit einer Ausbeute von 66% (1,3 g, 3 mmol) erhalten werden.

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 12,81 (s, 1H, COOH), 10,20 (s, 1, C-NH-CO), 7,91
(d, 2H, Aryl-H), 7,76 (d, 2H, Aryl-H), 7,62 (d, 1H, Aryl-H), 7,55 (s, 1H, Aryl-H), 7,39 (m, 5H,
Aryl-H), 6,34 (s, 1H, -CH-CH-COO-), 4,56 (d, 2H, CH2-Fmoc), 4,34 (t, 1H, CH-Fmoc), 3,86 (s,
2H, C-CH=COOH).
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Das Oligomergerist von HJ-O3 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen
Kupplungsprotokoll am Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert. Der
Cumarinbaustein wurde mit DIC (5 Ag.) und HOBt (5 Ag.) an der Festphase gekuppelt.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C) tr = 5,97 min.

MALDI-TOF: Berechnet fir Ca7HssN12014 [M+K]* 1062,083; gefunden 1062,218 [M+Na]*
1041,154; gefunden 1046,345; [M+H]* 1024,127; gefunden 1024,952
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C73H104N20021
1597,75 -2
mol

Das Oligomergerist von HJ-O4 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen
Kupplungsprotokoll am Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert. Der
Cumarinbaustein wurde mit DIC (5 Ag.) und HOBt (5 Aq.) an der Festphase gekuppelt.

ESI MS: Berechnet fiir C7sH104N20021 [M+H]* 1598,7; gefunden 1597,6; [M+2H]*>* 799,9;
gefunden 799,5; [M+3H]** 533,6; gefunden 533,4, [M+4H]* 400,4; gefunden 400,4.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) tr= 6,012 min.

MALDI-TOF: Berechnet fir C7sH104N20021 [M+Na]* 1620,739; gefunden 1620,929.
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Das Oligomergerist von HJ-O5 wurden nach dem beschriebenen allgemeinen
Kupplungsprotokoll am Tentagel S Ram Harz (0,26 mmol/g) synthetisiert. Der
Cumarinbaustein wurde mit DIC (5 Ag.) und HOBt (5 Aq.) an der Festphase gekuppelt.

ESI MS: Berechnet fir C1osH160N30032 [M+2H]?* 1202,34; gefunden 1201,95; [M+3H]** 801,89;
gefunden 801,65; [M+4H]*; gefunden 601,4; [M+5H]>* 481,5; gefunden 481,4.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-50 vol.% MeCN in H2O in 30 min bei 25 °C) tr = 10,85 min.

MALDI-TOF: Berechnet flir Cio9H160N30O32 [M+Na]* 2425,649; gefunden 2423,698; [M+H]*
1620,739; gefunden 2399,110.
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Cs78Ha87N1250191P24

10581,11 -
mol

3 pl einer 300uM HJ-01.1-Lésung (1Aq.) werden mit 9 pl einer 300 pM Q2-Lésung gemischt
und Uber Nacht bei 37 °C geschittelt.

MALDI-TOF: Berechnet flr CazgHas7N1250191P24 [M+Na]* 10598,579; gefunden 10604,274.
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3 pl einer 300pM HJ-03-Lésung (1Aq.) werden mit 9 pl einer 300 uM Q2-Lésung gemischt
und Uber Nacht bei 37 °C geschittelt.

MALDI-TOF: Berechnet fir Czo3sH259Ns5099P12 [M+Na]* 5585,399; gefunden 5582,511.
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3 pl einer 300pM HJ-03-Lésung (1Aq.) werden mit 9 pl einer 300 uM Q2-Lésung gemischt
und tber Nacht bei 37 °C geschittelt.

MALDI-TOF: Berechnet flir CagsHagoN1260191P24 [M+Na]* 10699,609; gefunden 10706,945.
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HJ-05-Q2

Cs77H739N1890287P36

16029,35 -
mol

3 pl einer 300uM HJ-05-Lésung (1Aq.) werden mit 9 pl einer 300 pM Q2-Lésung gemischt
und Uber Nacht bei 37 °C geschittelt.

MALDI-TOF: Berechnet flir Cs77H739N1890287P36 [M+Na]* 16052,949; gefunden 16056,186.
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Die Synthese von Calix[4]-O1 nach dem Standardprotokoll fir die Festphasensynthese
synthetisiert. Die Reduktion der Nitrogruppen auf dem Festphasenharz wurde mit
20 Aquivalenten Zinn(ll)chlorid Dihydrat in DMF fiir 15 h bei 24 °C bis 28 °C durchgefiihrt. Das
restliche Zinn(Il)chlorid Dihydrat wird durch zehnmal Waschen mit DMF, Methanol, DMF und
DCM entfernt.

ESI MS: Berechnet fir CazisHs11NasOss [M+3H]** 1332,1; gefunden 1331,6; [M-Sia+2H]**
1852,0; gefunden 1851,4; [M-Sia+3H]** 1235,0; gefunden 1235,0, [M-2Sia+3H]** 1040,6;
gefunden 1040,5

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-95 vol.% MeCN in H20 in 15 min bei 25 °C) tr = 8,0 min
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Die Synthese von Calix[5]-O1 nach dem Standardprotokoll fir die Festphasensynthese
synthetisiert. Die Reduktion der Nitrogruppen auf dem Festphasenharz wurde mit
20 Aquivalenten Zinn(ll)chlorid Dihydrat in DMF fiir 15 h bei 24 °C bis 28 °C durchgefiihrt. Das
restliche Zinn(Il)chlorid Dihydrat wird durch zehnmal Waschen mit DMF, Methanol, DMF und
DCM entfernt.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-95 vol.% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) tr= 18,11 min
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Die Synthese von Calix[5]-O2 nach dem Standardprotokoll fir die Festphasensynthese
synthetisiert. Die Reduktion der Nitrogruppen auf dem Festphasenharz wurde mit
20 Aquivalenten Zinn(ll)chlorid Dihydrat in DMF fiir 15 h bei 24 °C bis 28 °C durchgefiihrt. Das
restliche Zinn(Il)chlorid Dihydrat wird durch zehnmal Waschen mit DMF, Methanol, DMF und
DCM entfernt.

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-95 vol.% MeCN in H20O in 30 min bei 25 °C) tr= 11,02 min
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Die Synthese von Calix[5]-O3 nach dem Standardprotokoll fiir die Festphasensynthese
synthetisiert. Die Reduktion der Nitrogruppen auf dem Festphasenharz wurde mit
20 Aquivalenten Zinn(ll)chlorid Dihydrat in DMF fiir 15 h bei 24 °C bis 28 °C durchgefiihrt. Das
restliche Zinn(Il)chlorid Dihydrat wird durch zehnmal Waschen mit DMF, Methanol, DMF und
DCM entfernt.

ESI MS: Berechnet fir CasssHsosN77O13s [M+4H]** 1950,79; gefunden 1948,3; [M+5H]>*
1560,83; gefunden 1558,5; [M+6H]®* 1300,86; gefunden 129555, [M+7H]"* 1115,17;
gefunden 1113,1

RP HPLC: (linearer Gradient von 0-95 vol.% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) tr= 9,34 min
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6. Anhang
NMR-Spektren
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Abbildung 52 "H-NMR-Spektrum von T4 in D20 (600 mHz).
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Abbildung 53 "H-NMR-Spektrum in CDCI3 von TM1 (300MHz).
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Abbildung 54 "H-NMR-Spektrum in CDCl3 von TM2 (300MHz).
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Abbildung 55 "H-NMR-Spektrum in CDCI3 von TM6 (300MHz).
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Abbildung 56 'H-NMR-Spektrum in CDCl3 von TM7 (300MHz).
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Abbildung 57 1H-NMR-Spektrum in CDClI3 von TM8 (300MHz).
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Abbildung 58 "H-NMR-Spektrum in CDCl3 von TM9 (300MHz).
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Abbildung 59 "H-NMR-Spektrum von Poly(T7100c0EAg) in D20 (300 MHz).
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Abbildung 60 "H-NMR-Spektrum von Poly(T770c0EA3q) in D20 (300 MHz).
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Abbildung 61 "H-NMR-Spektrum von Poly(T750c0EAsq) in D20 (300 MHz).
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Poly(T7,40-co-EA,)-Neu5Ac
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Abbildung 62 "H-NMR-Spektrum von Poly(T7100c0EAg)-Neu5Ac in D20 (300 MHz).
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Abbildung 63 "H-NMR-Spektrum von Poly(T770c0EA3g)-Neu5Ac in D20 (300 MHz).
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Poly(T7,-co-EA;,)-Neu5Ac

Abbildung 64 'H-NMR-Spektrum von Poly(T75,c0EAsq)-Neu5Ac in D20 (300 MHz).
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Abbildung 65 "H-NMR-Spektrum von AO-01 in D20 (600 MHz). (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)?°

149



—4.79 D20

A
f:

=
=
N B8.89x A

U 51224

$.00 = +

¥
k3

7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5

59.06
W 4569

(5,1
N
o
-
(5]
=
o
o
(5,1
o

4.0 3.0
f1 (ppm)

Abbildung 66 "H-NMR-Spektrum von A0-02 in D20 (600 MHz). (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°
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Abbildung 67H-NMR-Spektrum von AO-04 in D20 (600 MHz). (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'°°
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Abbildung 68 "H-NMR-Spektrum von AO-05 in D20 (600 MHz). (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°
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Abbildung 69 "H-NMR-Spektrum von AO-G1 in D20 (600 MHz). (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)?°
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Abbildung 70 "H-NMR-Spektrum von AO-G2 in D20 (600 MHz). (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit) %
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Abbildung 71 'H-NMR-Spektrum von AO-G4 in D20 (600 MHz). (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)?°
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Abbildung 72 "H-NMR-Spektrum von AO-G5 in D20 (600 MHz). (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°
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Abbildung 73 "H-NMR-Spektrum von Calix[4]-O1 in D2O/Methanol bei RT (600 MHz).
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Abbildung 74 'H-NMR-Spektrum von Calix[4]-O1 in DO/Methanol bei -40°C (600 MHz).
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Abbildung 75 "H-NMR-Spektrum von Calix[5]-O1 in D2O/Methanol bei RT (600 MHz).
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Calix[5]-O1 -40°C
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Abbildung 76 "H-NMR-Spektrum von Calix[5]-O1 in D2O/Methanol bei -40°C (600 MHz).
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Abbildung 77 "H-NMR-Spektrum von Calix[5]-02 in D2O/Methanol bei RT (600 MHz).
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Abbildung 78 "H-NMR-Spektrum von Calix[5]-02 in D2O/Methanol bei -40°C (600 MHz).
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Abbildung 79 "H-NMR-Spektrum von Calix[5]-O3 in D2O/Methanol bei RT (600 MHz).
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Calix[5]-03 -40°C
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Abbildung 80 "H-NMR-Spektrum von Calix[5]-03 in D2O/Methanol bei -40°C (600 MHz).
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Abbildung 81 "H-NMR-Spektrum von Calix[5] in D2O/Methanol bei RT (600 MHz).
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Abbildung 82 'H-NMR-Spektrum von Calix[5] in D20/Methanol bei RT (600 MHz).
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RP-HPLC- und ESI-Spektren
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Abbildung 83 RP-HPLC-Spektrum von T2 mit den verschiedenen PmST1-Varianten.
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Abbildung 84 HPLC-Spektrum von T3 (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 % Ameisenséure) in
30 min).
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odell LognormalCDF
lsichung y=y0+A’ ncrmu;lf(( In{x)-xc )w
eichnen D
Zeitabhéniger Reaktionsumsatz m T3S 0 8,07437+ 1,65891
4571091+ 3,81476
60 o T4S c 239961 £0,1002
A T4Sc*05 1,44273£0,18789
il hi-Quadr Reduziert 06729
R-Quadrat (COD) 0,99808
Kor. R-Quadrat 0,99692
odell LognormalCDF
5 y=y0+A*normedf( ( In(x)-xc )iw
leichung )
eichnen c
0 5,45501+1,37183
37,85651+ 242437
c 2,16012+ 0,07592
1,29624 + 0,14869
hi-Quadr Reduziert 0,49843
R-Quadrat (COD) 0,99836
Kor. R-Quadrat 0,99713
odell LognormalCDF
IaicHing y=y0+A normc)l‘if(( In{x)-xc )lw
eichnen | B
0 0,86806+0,4118
8‘0 10,42288+ 1,562725
c 2,87543+0,21293
Zeit [h] 1,11557 £ 0,25705
hi-Quadr Reduziert 0,20455
R-Quadrat (COD) 0,99058
Kor. R-Quadrat 0,98492

Abbildung 85 Grafische Darstellung des zeitabhdngigen Reaktionsumsatzes der enzymatischen Reaktionskinetik
von T3 und T4 liber 72h mit logarithmischen Fit. Die Umsétze wurden mittels RP-HPLC-MS(ESI) (linearer
Gradient von 5-95 vo.-% MeCN in H20 in 30 min bei 25 °C) bestimmt.
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Abbildung 86 ESI-Spektrum von T1S in Bicin.
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Abbildung 87 ESI-Spektrum von T1S in Glycinamid
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Abbildung 88 ESI-Spektrum von T1S in CHES
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Abbildung 89 ESI-Spektrum von T1S in HEPBS
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Abbildung 90 ESI-Spektrum von T2S bei einer Retentionszeit.
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Abbildung 91 ESI-Spektrum von T2 bei einer Retentionszeit.
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Abbildung 92 ESI-Spektrum von T3 bei einer Retentionszeit.
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Abbildung 93 ESI-Spektrum von T3S bei einer Retentionszeit.
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Abbildung 94 ESI-Spektrum von T4 bei einer Retentionszeit.
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Abbildung 95 ESI-Spektrum von T4S bei einer Retentionszeit.
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Abbildung 96 ESI-Spektrum von T4S in CHES.
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Abbildung 97 ESI-Spektrum von T4S in Bicin.
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Abbildung 98 ESI-Spektrum von T4S in HEPBS.
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Abbildung 99 ESI-Spektren von T4S in Glycinamid.
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Abbildung 100 ESI-Spektrum von T5S in CHES.
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Abbildung 101 ESI-Spektrum von T5S in Bicin.
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Abbildung 102 ESI-Spektrum von TS in HEPBS.
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Abbildung 103 ESI-Spektrum von T5S in Glycinamid.
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Abbildung 104 ESI-Spektrum von T6S in Glycinamid.
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Abbildung 105 ESI-Spektrum von T6S in Bicin.
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Abbildung 106 ESI-Spektrum von T7S in Bicin.
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Abbildung 107 ESI-Spektrum von T7S in Glycinamid.
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Abbildung 108 ESI-Spektrum von T8S in Bicin.
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Abbildung 109 ESI-Spektrum von T8S in HEPBS.
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Abbildung 110 ESI-Spektrum von T8S in Glycinamid.
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Abbildung 111 ESI-Spektrum von T8S in CHES.
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Abbildung 112 ESI-Spektrum von T9S in Bicin.
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Abbildung 113 ESI-Spektrum von T9S in Glycinamid.
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Abbildung 114 ESI-Spekirum von T9S in HEPBS.
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Abbildung 115 ESI-Spektrum von T10S in HEPBS.
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Abbildung 116 ESI-Spektrum von T108S in Glycinamid.
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Abbildung 117 ESI-Spektrum von T10S in Bicin.
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Abbildung 118 ESI-Spektrum von T11S in HEPBS.
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Abbildung 119 ESI-Spektrum von T11S in Glycinamid.
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Abbildung 120 ESI-Spektrum von T11S in Bicin.
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Abbildung 121 ESI-Spektrum von T12S in HEPBS.
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Abbildung 122 ESI-Spektrum von T12S in Bicin.
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Abbildung 123 ESI-Spektrum von T12S in Glycinamid.
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Abbildung 124 ESI-Spektrum von G1S in HEPBS.
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Abbildung 125 ESI-Spektrum von G18S in Glycinamid.
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Abbildung 126 ESI-Spektrum von G1S in Bicin.
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Abbildung 127 ESI-Spektrum von G2S in Bicin.
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Abbildung 128 ESI-Spektrum von G2S in Glycinamid.

174



G3S-Glycinamid
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Abbildung 129 ESI-Spektren von G3S in Glycinamid.
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Abbildung 130 ESI-Spektren von G3S in Bicin.
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Abbildung 131 ESI-Spektrum von G4S in Glycinamid.
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Abbildung 132 ESI-Spektrum von G4S in Bicin.
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Abbildung 133 ESI-Spektrum von G5S in Bicin.
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Abbildung 134 ESI-Spektrum von G5S in Glycinamid.
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Abbildung 135 ESI-Spektrum von G6S in Glycinamid.
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Abbildung 136 ESI-Spektrum von G6S in Bicin.
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Abbildung 137 ESI-Spektrum von G7S in Bicin.
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Abbildung 138 ESI-Spektrum von G7S in Glycinamid.
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Abbildung 139 ESI-Spektrum von G8S in Glycinamid.
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Abbildung 140 ESI-Spektrum von G8S in HEPBS.
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Abbildung 141 ESI-Spektrum von G8S in CHES.
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Abbildung 142 ESI-Spektrum von G8S in Bicin.
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Abbildung 143 ESI-Spektrum von G9S in HEPBS.
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Abbildung 144 ESI-Spektrum von G9S in Glycinamid.
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Abbildung 145 ESI-Spektrum von G9S in Bicin.
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Abbildung 146 ESI- Spektrum von EG1S in HEPBS.
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Abbildung 147 ESI-Spektrum von EG1S in Glycinamid.
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Abbildung 148 ESI-Spektrum von EG1S in Bicin.
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Abbildung 149 ESI-Spektrum von ES2S in Glycinamid.
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Abbildung 150 ESI-Spektrum von ES2S in Bicin.
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Abbildung 151 ESI-Spektrum von EG3S in Bicin.
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Abbildung 152 ESI-Spektrum von EG3S in Glycinamid.
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Abbildung 153 ESI-Spektrum von EG4S in Glycinamid.
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Abbildung 154 ESI-Spektrum von EG4S in Bicin.
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Abbildung 155 ESI-Spektrum von EG5S in HEPBS.
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Abbildung 156 ESI-Spektrum von EG5S in CHES.
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Abbildung 157 ESI-Spektrum von EG5S in Glycinamid.
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Abbildung 158 ESI-Spektrum von EG5S in Bicin.
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Abbildung 159 ESI-Spektrum von EG6S in Bicin.
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Abbildung 160 ESI-Spektrum von EG6S in Glycinamid.
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Abbildung 161 ESI-Spektrum von EG7S in Bicin.
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Abbildung 162 ESI-Spektrum von EG7S in Glycinamid.
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Abbildung 163 ESI-Spektrum von PEG 4,4-4,8 kDa.
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Abbildung 164 ESI-Spektrum von PEG 8 kDa.

186



Intensitat

Intensitat

Intensitat

WL .

PEG 200

T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

m/z

Abbildung 165 ESI-Spektrum von PEG 200.
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Abbildung 166 ESI-Spektrum von PEG 10 kDa.
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Abbildung 167 ESI-Spektrum von PEG 3 kDa.
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PEG 1kDa

Intensitat

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

Abbildung 168 ESI-Spektrum von PEG 1 kDa.
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Abbildung 169 ESI-Spektrum von PEG-Methyl 2 kDa.
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Abbildung 170 ESI-Spektrum von PEG 6k.
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PEG 2kDa
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Abbildung 171 ESI-Spektrum von PEG 2kDa.
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Abbildung 172 ESI-Spektrum von PEG 400.
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Abbildung 173 ESI-Spektrum von PEG 1,5 kDa.
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Abbildung 174 ESI-Spektrum von P1S in HEPBS.
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Abbildung 175 ESI-Spektrum von P1S in Glycinamid.

P1S-Bicin
T
‘@
c
2
£
[M+Naf] 450,95
I‘ . \\\WSH — ol :
0 200 400 600 800 1000

m/z

Abbildung 176 ESI-Spektrum von P1S in Bicin.
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Abbildung 177 ESI-Spektrum von P2S in HEPBS.
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Abbildung 178 ESI-Spektrum von P2S in CHES.
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Abbildung 179 ESI-Spektrum von P2S in Bicin.
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Abbildung 180 ESI-Spektrum von P2S in Glycinamid.
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Abbildung 181 ESI-Spektrum von P3S in Glycinamid.
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Abbildung 182 ESI-Spektrum von P3S in Bicin.
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Abbildung 183 ESI-Spektrum von P4S in Bicin.
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Abbildung 184 ESI-Spektrum von P4S in Glycinamid.
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Abbildung 185 ESI-Spektrum von P5S in Bicin.
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Abbildung 186 ESI-Spektrum von P5S in Glycinamid.
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Abbildung 187 ESI-SPektrum von P6S in Bicin.
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Abbildung 188 ESI-Spektrum von P6S in Glycinamid.
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Abbildung 189 ESI-Spektrum von P6S in HEPBS.
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Abbildung 190 ESI-Spektrum von P7S in Glycinamid.
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Abbildung 191 ESI-Spektrum von P8S in Glycinamid.
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Abbildung 192 RP-HPLC-Spektrum von T1Segr (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min)
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Abbildung 193 ESI-Spektrum von T1Sper.
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Abbildung 194 RP-HPLC-Spektrum von T3Seer (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 195 ESI-Spektrum von T3Sper.
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Abbildung 196 RP-HPLC-Spektrum von T4Sper (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisensdure) in 30 min).
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Abbildung 197 ESI-Spektrum von T4Sper.
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Abbildung 198 RP-HPLC-Spektrum von G1Seer (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).

G1Sper|

Intensitat

\ [M+Na'] 518,2
M+H1] 4962
\ { 1™ s

T - T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900
m/z

Abbildung 199 ESI-Spektrum von G1Sper.
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Abbildung 200 RP-HPLC-Spektrum von EG1Sper (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 201 ESI-Spektrum von EG1Sper.
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Abbildung 202 RP-HPLC-Spektrum von P2Sger (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisensdure) in 30 min).
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Abbildung 203 ESI-Spektrum von P2Sper.
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Abbildung 204 HPLC-Spektrum von AO-O1 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 205 ESI-Spektrum von AO-O1.
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Abbildung 206 HPLC-Spektrum von AO-02 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 207 ESI-Spektrum von AO-O2.
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Abbildung 208 HPLC-Spektrum von AO-04 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisensdure) in 30 min).
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Abbildung 209 ESI-Spektrum von AO-0O4.

202



500
400
2
£ 300
c
K]
2200 ~
o
(%2}
Qo
<
100
14=12,94417
. -4’\/_’/’_/\_7
T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abbildung 210 HPLC-Spektrum von AO-O5 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 211 ESI-Spektrum von AO-0O5.
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Abbildung 212 HPLC-Spektrum von AO-G1 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisensdure) in 30 min).
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Abbildung 213 ESI-Spektrum von AO-G1.
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Abbildung 214 HPLC-Spektrum von AO-G2 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisensdure) in 30 min).
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Abbildung 215 ESI-Spektrum von AO-G2.
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Abbildung 216 HPLC-Spektrum von AO-G4 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 217 ESI-Spektrum von AO-G4.
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Abbildung 218 HPLC-Spektrum von AO-G5 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 219 ESI-Spektrum von AO-G5
—— DAP-Kupplung
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Abbildung 220 HPLC-Spektrum von DAP-Kupplung (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisensdure) in 15 min).
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Abbildung 221 ESI-Spektrum von DAP-Kupplung.
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Abbildung 222 HPLC-Spektrum von HJ-O1 (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %

Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 223 HPLC-Spektrum von HJ-O2 (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %

Ameisensdure) in 30 min).
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Abbildung 224 Gestapelte HPLC-Spektrum von HJ-03, HJ-03-Q2 und Q2.
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Abbildung 225 Gestapelte HPLC-Spektrum von HJ-O4, HJ-04-Q2 und Q2.
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Abbildung 226 Gestapelte HPLC-Spektrum von HJ-05, HJ-05-Q2 und Q2.
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Abbildung 227 Gestapelte HPLC-Spektrum von HJ-03, HJ-O4, HJ-O5 und Q2.
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Abbildung 228 HPLC-Spektrum von HJ-O3 (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisensdure) in 15 min).
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Abbildung 229 HPLC-Spektrum von HJ-O4 (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 230 ESI-Spektrum von HJ-O4.
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Abbildung 231 HPLC-Spektrum von HJ-OS5 (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 232 ESI-Spektrum von HJ-O5.
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Abbildung 233 HPLC-Spektrum von Calix[5]-O1 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %

Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 234 ESI-Spektrum von Calix[5]-O1 bei 15°C.
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Abbildung 235 HPLC-Spektrum von Calix[4]-O1 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %

Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 236 ESI-Spektrum von Calix[4]-O1 bei 15°C.
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Abbildung 237 HPLC-Spektrum von Calix[5]-O2 bei 15°C (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisensdure) in 30 min).
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Abbildung 238 ESI-Spektrum von Calix[5]-02 bei 15°C.
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Abbildung 239 HPLC-Spektrum von Calix[5]-O3 bei 15°C. (linearer Gradient von 5-95 % Acetonitril in H20 (0,1 %
Ameisenséure) in 30 min).
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Abbildung 240 ESI-Spektrum von Calix[5]-O3 bei 15°C.
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Abbildung 241 Exemplarische RP-HPLC-Spektren von HJ-O2 bei 640 nm und Q2-DBCO bei 260 nm (links).
Abbildung der RP-HPLC-Spektren nach der Konjugation von Q2 mit HJ-O2 bei 260 nm und 640 nm(rechts)

durchgefiihrt von Simon Vinther.
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Abbildung 242 MALDI-TOF-Spektrum von A-O1. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)?%®
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Abbildung 243 MALDI-TOF-Spektrum von AO-O2. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°
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Abbildung 244 MALDI-TOF-Spektrum von AO-O4. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit) "5
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Abbildung 245 MALDI-TOF-Spektrum von AO-O5. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°
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Abbildung 246 MALDI-TOF-Spektrum von AO-G1. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit) "5
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Abbildung 247 MALDI-TOF-Spektrum von AO-G2. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°

218




20000 [M+Na]*
3922,56
—~ 15000 -
=)
L
i
@ 10000
Q
=
5000 -
0 l | ] " ] i AWI . L :
2000 3000 4000 5000

Abbildung 248 MALDI-TOF-Spektrum von AO-G4. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit) "5
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Abbildung 249 MALDI-TOF-Spektrum von AO-G5. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°

219




Intens, |a.u.]

Intens. [a.u.]

5000 :
=
i
=
&
2
=]
6000 - i
40004
”
&
w
f
2000 - s
".
'
g & E 0 o 2
& T e S 3 2
i ™, 2 s g =
= o
: L...“l Kﬁ»&.._a_ » T‘J'T-*m !
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2000 3000 4000 5000 8000 70040 8000 0000 10000 11000

miz

Abbildung 250 MALDI-TOF-Spektrum von Q2 in einer HPA Matrix.
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Abbildung 251 MALDI-TOF-Spektrum-Zoom von Q2 in einer HPA-Matrix.
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Abbildung 252 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-O1-Q2 in einer HPA Matrix.
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Abbildung 253 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-01-Q2 in einer TA-Matrix.
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Abbildung 254 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-01.1-Q2 in einer HPA-Matrix.
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Abbildung 255 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-02-Q2 in einer HPA-Matrix.
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Abbildung 256 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-02-Q2 in einer TA-Matrix.
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Abbildung 257 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-02-Q2 in einer TA-CHZA-Matrix.
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Abbildung 258 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-O3 in einer ACNTFA-CHZS-Matrix.
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Abbildung 259 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-03-Q2 in einer HPA-Matrix.
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Abbildung 261 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-O4 in einer ACNTFA-CHZS-Matrix.
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Abbildung 262 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-O4 in einer HPA-CA-Matrix.
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Abbildung 263 MALDI-TOF-Spektrum-Zoom von HJ-04 in einer HPA-CA-Matrix.
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Abbildung 264 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-O5 in einer ACNTFA-CHZS-Matrix.
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Abbildung 265 MALDI-TOF-Spektrum von HJ-O5-Q2 in einer HPA-CA-Matrix.
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Abbildung 266 MALDI-TOF-Spektrum von AO-O1. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°
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Abbildung 268 MALDI-TOF-Spektrum von AO-04. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°
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Abbildung 269 MALDI-TOF-Spektrum von AO-O5. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)?%6
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Abbildung 270 MALDI-TOF-Spektrum von AO-G1. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)'%°
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Abbildung 271 MALDI-TOF-Spektrum von AO-G2. (Entnommen aus Ayla Yamans Bachelorarbeit)?%6
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