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Abstract

Whereas primary tumors can often be treated successfully if detected at an early stage,
the main reason for malignant tumors being lethal is their capacity to metastasize. Va-
rious independent studies showed that a high extent of sialylated cell surface molecules
is related to an increased tendency of tumor cells to undergo invasion and formation of
metastases. There is also a correlation between an increased expression of sialyltrans-
ferases and poor prognoses. However, biomolecular mechanisms responsible for the
observed effects have not been studied in great detail due to the lack of appropriate

techniques for in vivo experiments.

In this work, highly affine fluorescence polarization (FP) probes were developed that
bind to sialyltransferases reversibly. This was achieved through modification of a donor
substrate based transition state analogon for sialyltransferases with fluorescein. The
probes were tested with two mammalin (rST3Gal II and hST6Gal I) and two bacterial
(Pd2,6S5T(N) and PmST1) sialyltransferases. Furthermore, the probes were used to
establish the first fluorescence polarization assay for sialyltransferase suitable for high-
throughput. This allows facile testing of inhibitors against sialyltransferases and makes

acceptor and donor substrates redundant.

The developed high-throughput fluorescence probe (HT-FP) assay was used to carry
out a high-throughput-screening (HTS, > 100 000 compounds/24h) of a sialyltrans-
ferase (rST3Gal II) against a library of 28864 chemical compounds. The assay was
found to be robust under HTS conditions and delivered excellent Z-values (> 0.93).
The validation of 149 primary hits gave 11 substances that reached the purity and
activity threshold, showed higher inhibition potentials than cytidine diphosphate and

are promising candidates for the development of new sialyltransferase inhibitors.

The photoreactive benzophenone moiety was incorporated in the fluorescence probes to
develop photoaffinity markers. Radiation with UV light allowed affinity based marking
of the two mammalin and the two bacterial sialyltransferases. The detection of these
markers in SDS gels was carried out by excitation of the fluorescein moiety followed by
photography. First attempts to label human full-length sialyltransferases in complex

proteomes proved to be promising.






Zusammenfassung

Die Fahigkeit zu metastasieren ist hauptursachlich fiir die hohe Letalitat bosartiger
Tumoren, wahrend Primartumoren bei rechtzeitiger Erkennung oft erfolgreich behan-
delt werden konnen. Zahlreiche unabhéngige Studien zeigten einen Zusammenhang
zwischen einer erhohten Sialylierung von Zelloberflaichenmolekiilen und der Invasions-
und Metastasierungsfahigkeit von Tumorzellen. Aulerdem besteht haufig eine Korre-
lation zwischen einer erhohten Expression von Sialyltransferasen und einer schlechten
Prognose. Jedoch sind die zugrundeliegenden biomolekularen Mechanismen nur wenig

erforscht, da es an Werkzeugen fiir in vivo Experimente mangelt.

In dieser Arbeit wurden hochaffine und reversibel bindende Fluoreszenzpolarisations-
Sonden (FP-Sonde) fir Sialyltransferasen entwickelt, indem ein Donorsubstrat-basierter
iibergangszustandsanaloger Inhibitor von Sialyltransferasen mit Fluorescein markiert
wurde. Die Sonden wurden mit zwei Sdugetier- (rST3Gal II und hST6Gal I) sowie zwei
bakteriellen Sialyltransferasen (Pd2,6ST(N) und PmST1) getestet. Mit ihnen wurde
der erste Fluoreszenzpolarisations-Assay (FP-Assay) fur Sialyltransferasen etabliert,
der Hochdurchsatz-fihig ist. Dies erlaubt das schnelle und einfache Testen von Inhibi-
toren gegen Sialyltransferasen und macht dartiber hinaus Akzeptor- und Donorsubstrat

iiberfliissig.

Mit dem entwickelte Hochdurchsatz-FP-Assay (HT-FP-Assay) wurde erstmalig ein
Hochdurchsatz-Screen (HTS, >100.000 Compounds/24h) einer Sialyltransferase
(rST3Gal II) gegen eine umfangreiche chemische Bibliothek, bestehend aus 28.864
Substanzen, durchgefithrt. Der HT-FP-Assay erwies sich unter HTS-Bedingungen als
tiberaus robust mit exzellenten Z-Werten (> 0.93). Die Validierung von 149 Primérhits
ergab 11 Substanzen, die den Schwellenwert fiir die Aktivitdt und Reinheit erreichten
und ein hoheres Inhibitionspotential als Cytidindiphosphat aufwiesen. Sie stellen viel-

versprechende Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuer Sialyltransferaseinhibitoren
dar.

Durch Einbau einer photoreaktiven Benzophenongruppe in die FP-Sonden wurde ein
Photoaffinitatsmarker entwickelt. Die Bestrahlung mit UV-Licht (~ 366 nm) erlaubte
die affinitdtsbasierte Markierung der beiden Sdugetier- und der beiden bakteriellen Sia-
lyltransferasen. Die Detektion der Markierungsprodukte in SDS-Gelen erfolgte durch
Anregung des Fluoresceinrestes gefolgt von Fotographie. Erste Experimente, Volllan-

gen-Sialyltransferasen auch in komplexen Proteomen zu markieren, waren vielverspre-
chend.
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1. Einleitung

Die Fahigkeit bosartiger Tumoren aus ihrem Verband auszuwandern und in fremden
Geweben Metastasen zu bilden, ist massgeblich fir ihre Letalitat verantwortlich. Wah-
rend Primértumoren bei frithzeitiger Erkennung oft erfolgreich operativ und mit Radio-
oder Chemotherapie behandelt werden konnen, verbleibt die Heilung von metastasiven
Krebserkrankungen eine grofie Herausforderung der Onkologie!". Die molekularen und
zellularen Mechanismen der Tumorausbreitung sind daher Gegenstand intensiver For-
schungsanstrengungen, die Metstasierung besser vorhersagen, identifizieren und heilen

zu konnen 2.

Zahlreiche Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen der erhohten Sialylierung
von Zelloberflachenmolekiilen und der Invasions- und Metastasierungsfihigkeit von
Tumorzellen, die hdufig mit einer erhohten Sialyltransferasenaktivitiat einhergeht. Die
zugrundeliegenden Mechanismen, mit denen sialylierte Strukturen das Zellverhalten

modulieren, sind bisher jedoch unzureichend erforscht!®.

Der Grund dafiir ist der Mangel an geeigneten Werkzeugen zur Untersuchung der
Struktur-Funktions-Beziehungen im lebenden Organismus. Dies war die Motivation
fir die Entwicklung zahlreicher und sehr effzienter Inhibitoren fiir Sialyltransferasen
innerhalb der vergangenen zwei Jahrzehnte. Sie basieren tiberwiegend auf Cytidin-
monophosphat, so dass die fiir in vivo Untersuchungen notwendige Zellpermeabilitat
nicht gewéhrleistet ist. Alleinige Ausnahme stellen das weniger potente, aber zellgdngi-

5:6] dar. Jiingste in vivo

ge Soyasaponin I und die daraus abgeleiteten Litocholderivate
Untersuchungen mit einem der Litocholderivate zeigten, dass mit Inhibitoren der Sia-
lyltransferasen die Metastasierung von Krebszellen hemmbar ist%. Dies bestétigt, dass
Sialyltransferaseinhibitoren zur Aufkldrung der Beteiligung der Sialyltransferasen an
dem Prozess der Metastasierung geeignet sind und moglicherweise auch als Grundlage

fiir eine Therapieentwicklung dienen kénnten.






2. Allgemeiner Teil

2.1. Einfiihrung in die Glycobiologie

2.1.1. Glycokonjugate

Glycokonjugate spielen fundamentale Rollen in sehr unterschiedlichen Prozessen wie
der Immunantwort, der interzelluliren Erkennung und der Proteinfaltung™. Der Be-
griff umfasst Oligosaccharidstrukturen (Glycane), die meist kovalent an Lipide oder
Proteine (Glycolipide und Glycoproteine) gebunden sind. Glycane kénnen sowohl schiit-
zende Funktionen haben und z.B. das Polypeptid-Riickgrad eines Glycoproteins vor der
Erkennung durch Proteasen und Antikorper verbergen, als auch als Bindungsstellen
fir fir Protein-Rezeptoren (Lektine und Selektine) dienen. Diese Wechselwirkungen
bilden die Grundlagen vieler biologischer Prozesse wie der Zelladhésion und Zell-Zell-
Kommunikation, dem intrazelluldren Transport von Glycoproteinen, Adhésions- und
Infektionsprozessen bei Viren und Bakterien sowie der Tumormetastasis'%). Die Glyco-
sylierung von Enzymen ist fiir Zellen neben der Expression und Phosphorylierung eine
weitere Moglichkeit der Aktivitatsregulation "2l Fiir den Aufbau der Glycane werden
iiberwiegend nur eine kleine Auswahl der in der Natur vorkommenden Monosaccharid-
Bausteine verwendet (Abbildung 2.1 A), die zusétzlich modifiziert sein konnen (z. B.
phosphoryliert, sulfatiert, methyliert oder N/O-acetyliert). Dennoch sind selbst kleine
Strukturen durch die Oligofunktionalitat der Saccharide auflerst komplex und kénnen
nicht vorhergesagt werden, da ihre Sequenzen ein sekundéres Genprodukt sind.

Die Mehrzahl der Glycokonjugate lassen sich in N- und O-Glycoproteine und Glyco-
lipide einteilen, deren Glycanketten aus wenigen bis hin zu hunderten Zuckereinheiten
bestehen konnen. In N-Glycoproteinen ist eine allen gemeinsame pentasaccharidische
Kernstruktur N-glycosidisch an die Seitenkette eines Asparaginrestes gebunden. Durch
weitere Zuckeranheftungen an die Kernstruktur werden zunéchst die drei Klassen der
N-Glycane Oligomannose, Complex und Hybrid gebildet (Abbildung 2.1 B), von denen

ausgehend sich die Oligosaccharidketten antennenartig weiterverzweigen. O-Glycane
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Abb. 2.1.: (A) Die héufigsten in Glycokonjugaten vorkommenden Monosaccharide; (B) Die
drei Typen der N-Glycane; (C) Strukturen eines Glycosphingolipides (GalCer)
und eines Glycoglycerolipides (Seminolipid). 13!

beginnen in der Regel mit einem a-GalNAc-Rest, der an Serin oder Threonin gebun-
den ist und die Basis zahlreicher Kernstrukturen bildet. Die wichtigsten Trager sind
hochglycosylierte Mucine, die zahlreiche Glycosylierungsstellen aufweisen. Glycolipi-
de bestehen aus 1,2-Di-O-Diacylglycerin (Glycoglycerolipide) oder N-Acylsphingosin
(Glycosphingolipide), an die O-glycosidisch mehrere Mono- oder Oligosaccharide ge-
bunden sind (Abbildung 2.1 C). Alle sialylierten Glycosphingolipide werden als Gan-

glioside bezeichnet.

2.1.2. Biosynthese von Glycokonjugaten

Der N-Glycanaufbau beginnt im Endoplasmatischen Reticulum (ER) mit der kotransla-
tionalen Ubertragung des Vorlidufersaccharid GlesMangGleNAc, von Dolicholphosphat
auf ein Asparagin des naszierenden Polypeptides im Lumen des ER. Durch weitere
Prozessierungen mit Glycosidasen und Transglycosidasen sowie den Transfer in den
Golgi-Apparat wird das Vorlaufersaccharid getrimmt und auf der Basis der Kernstruk-
tur die Typen Oligomannose, Complex und Hybrid aufgebaut. Der weitere Glycanauf-
bau erfolgt im trans-Golgi-Kompartiment und die endgiiltige Struktur der Glycane
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héngt von der Verweilzeit der Glycoproteine im ER und Golgi-Apparat-Netzwerk so-
wie den Aktivitdten der beteiligten Glycosyltransferasen ab. Daraus ergibt sich die
fiir die Glycanstrukturen typische Mikroheterogenitit . Der O-Glycanaufbau findet
posttranslational im Golgi-Apparat statt und beginnt mit dem Transfer eines N-Acetyl-
galactosaminrestes auf ein Serin oder Threonin des Proteinriickgrats. Nach Abschluss
des Glycanaufbaus werden die Glycoproteine sekretiert oder zu der Plasmamembran

transportiert.

Der Aufbau der Glycosphingolipide erfolgt schrittweise im ER und beginnt mit der
Kniipfung von Glucose oder Galactose an Ceramid. Nach Transport in den Golgi-

Apparat werden durch Glycosyltransferasen weitere Zucker angeheftet.

2.1.3. Glycosyltransferasen

Die Glycosyltransferasen katalysieren die Bildung der glycosidischen Bindungen und
tibertragen eine Monosaccharideinheit von einem aktivierten Donorzucker (UDP-Glu/
Gle/Gal/GleNAc/GalNAc/GleA /Xyl, GDP-Man/Fuc und CDP-Neu5Ac) stereo- und
regiospezifisch unter Inversion oder Retention der Stereochemie des anomeren Kohlen-
stoffs auf ein Akzeptorsubstrat (Oligosaccharide, Proteine, Lipide, etc.)['%. Die Gly-
cosyltransferasen agieren sequenziell und iiberwiegend strikt verkniipfungs-, donorsub-
strat- und akzeptorsubstratspezifisch. Das Produkt einer Zuckeranheftung kann wie-
derum das Akzeptorsubstrat fiir eine weitere Glycosyltransferase bilden. Die Glyco-
syltransferasen des ER sind iiberwiegend Multitransmembranproteine, die im Golgi-
Komplex lokalisierten sind dagegen Typ-II Membranproteine. Sie setzen sich aus einem
kurzen cytoplasmatischen N-Terminus und einer einzelnen kurzen Signal-Transmem-
bran-Doméne zusammen, gefolgt von einer Stamm-Region und der groflen globuléren
C-terminalen katalytischen Doméne. Wird die Signal-Anker-Doméne durch proteoly-
tische Spaltung entfernt, kénnen Glycosyltransferasen in biologische Fliissigkeiten se-

kretiert werden [15:16]

. Die 30.000 bekannten Glycosyltransferasesequenzen sind in der
CAZy-Datenbank! anhand der Homologien ihrer Primirsequenzen in Familien grup-
piert. Zwischen Mitgliedern unterschiedlicher Familien liegen keine wesentlichen Se-
quenzahnlichkeiten vor, aber dennoch gibt es Sequenzmotive, die Glycosyltransferasen

gleicher Donorsubstratspezifizitat miteinander teilen. Die Glycosyltransferasen weisen

YCAZy: carbohydrate-active enzymes; www.cazy.org
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(A)

(©)

Catalytic
domain

Stem region

Cytoplasm
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N-terminus

Abb. 2.2.: Typ-II Transmembranproteine: (A) Schematische Struktur der membranassoziier-
ten Proteine und representative Strukturen einer (B) GT-A (SpsA von Bacillus
subtilus) und (C) GT-B (Bakteriophage T4 B-Glucosyltransferase) gefaltenen Gly-
cosyltransferase 19

des Weiteren vorwiegend zwei Faltungstypen auf, die als GT-A? und GT-B? bezeichnet

werden.

2.2. Sialinsauren

Sialinsduren* reprisentieren eine Zuckerfamilie aus iiber 50 natiirlichen Derivaten der
Neuraminsiure mit einer ungewohnlich variablen chemischen Struktur?!. Thre Struk-
turbesonderheiten umfassen die Carboxylgruppe (pKg 2.2) am anomeren Zentrum,
die bei physiologischem pH negativ geladen ist, und eine Aminogruppe am C-5, die
bei der hdufigsten Form, der N-Acetylneuraminsiure (NeubAc), acetyliert ist. Durch
Hydroxylierung dieser Acetylgruppe wird die in vielen Tieren auftretende N-Glyco-
lylneuraminsdure (Neub5Gce) gebildet, deren Biosynthese beim Menschen im Laufe der
Evolution vollstindig aufgehoben wurde®? und nur im Falle bestimmter Krebsarten
vorkommt!?3. Die meisten anderen Sialinsdureformen gehen aus Neu5Ac oder 2-Keto-

3-desoxy-nonulonséure (Kdn) hervor (Abbildung 2.3)[21.

2Die GT-A haben eine einzelne katalytische Domiine, die Ahnlichkeit zur Rossmann-Faltung (Paar
von PofafB-Motiven) aufweist und den Nukleosidphosphatzucker bindet. Sie besitzen ein DXD-
Motiv und sind metallionenabhéinig (Mn?* oder Mg?+) 7],

3Die GT-B haben zwei sich gegeniiberliegende Rossmann-Faltung-ihnliche Doméinen, zwischen de-
nen das Akzeptorsubstrat gebunden wird. Das Donorsubstrat wird durch eine carboxyterminale
Doméne gebunden. Die GT-B besitzen kein DXD Motiv und sind metallionenunabhéngig 1819,

4Aus dem griechischen: sialon fiir Speichel; Entdeckt von G. BLIX in Mucinen des Speichels %) und
von E. KLENK in cerebralen Glycolipiden.
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Abb. 2.3.: Derivate der Neuraminsaure.

Die Sialinsduren sind o2,3- oder o2,6-glycosidisch an Galactose, a2,6-glycosidisch an
N-Acetylgalactosamin oder a2,8-glycosidisch an sich selbst gebunden und nehmen die
terminale Position der Glycane ein. Nur bei der Oligo- oder Polysialinsdure wird sie in
internen Positionen gefunden. Sialinsaurehaltige Glycane treten in den meisten Kor-
perfliissigkeiten, den Zelloberflichen und den Nervenzellen auf. Durch ihre exponierte
Position als terminale Saccharide und ihre negative Ladung haben sie massgeblichen
Einfluss auf die Eigenschaften ihrer Glycane und weisen eine enorme Funktionsvielfalt
auf. Dabei nehmen sie hdufig duale Rollen ein. Sie maskieren antigene Strukturen und
Rezeptoren und koénnen so Zellen und Molekiile vor Abbau und Erkennung durch das
Immunsystem schiitzen. Andererseits agieren sie selbst als Liganden fiir zahlreiche mi-
krobielle oder tierische Lektine. Bei der Immunantwort und Hamostase’ sind sie die
Schliisselkomponente bei den Interaktionen von Liganden mit Selektinen und Siglecs®
der Leukozyten, Thrombozyten und Endotheliumzellen?*?°!. Bei der Rekrutierung von
Leukozyten in entziindetes Gewebe binden die Selektine der Endothelzellen an das An-
tigen Sialyl Lewis* 7, welches von den Leukozyten in hoher Zahl auf ihrer Oberfliche
prisentiert wird. Viele pathogene Wirkstoffe wie Toxine (z.B. Choleratoxin %), Vi-
ren (z. B. Influenza) und Bakterien (z. B. Escherichia Coli, Helicobacter pylori) binden

ebenfalls iiber sialinsédurehaltige Rezeptoren an ihre Wirtszellen?7).

Das Maskieren von Epitopen kann nachteilige Folgen haben, wenn bosartige Zellen
durch Ubersialylierung dem humoralen und zelluliren Verteidigungsystem verborgen
bleiben und so ihre Malignitét steigern. Auch Mikroorganismen nutzen die Sialylierung,

um im Wirtsorganismus langer zu tiberleben.

SHimostase ist der Prozess der Blutstillung und Blutgerinnung, der bei Verletzungen der Blutgefiifie
entstehende Blutungen zum Stehen bringt.

6Siglec: Sialic acid binding Ig-like Lectins

"Siale*: NeuS5Ac(02,3)-Gal(B1,4)- [Fuc-(al,3)]-GleNAc, gebunden an O-Glycane.
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2.3. Sialyltransferasen

Sialyltransferasen sind eine Familie der Glycosyltransferasen, die in der Biosynthese
von sialylierten Glycolipiden und Glycoproteinen involviert sind. Die Sialyltransfera-
sen katalysieren den Transfer der Sialinsdure vom gemeinsamen Donor CMP-NeubAc
unter Inversion des anomeren Zentrums auf Akzeptorzuckerstrukturen. Als Mechanis-
mus wird ein direkter Substitutionsmechanismus iiber einen oxocarbeniuméahnlichen
Ubergangszustand mit Beteiligung einer Base angenommen (Abbildung 2.4 A)[2%29],

Die Informationen aus Mutageneseexperimenten und Kristallstrukturen stiitzen einen

: 30-34
solchen Mechanismus! I
* -/ F
NH, NH2
SN SN
o, o° PN o, o° L1
OH N N0 5. INie)
HO, oo o o o o cd?
o C @k j OH { j
o co; HO, on o8 /o
AcHN OH OH S ~—CO; OH OH AcHN
E— N
HO AcHN
oH OH HO “g* OHOH
HN-R %o ' /%at"H
N -0 *’ HN™ SN
N oH ! — o
HO
i ) o}
Hisa10 L Hisg1g N ]

Abb. 2.4.: Wahrscheinlicher Ubergangszustand der pST3Gal I mit Histidin als generelle Base.

2.3.1. Aufbau und Struktur der Sialyltransferasen

Die Sialyltransferasen der Wirbeltiere sind geméfl ihrer katalysierten Bindungskniip-
fung in vier Familien gruppiert: ST3Gal, ST6Gal, ST6GalNAc und ST8Sial*!. Sie
konnen bei den Sédugetieren in 20 und bei den niederen Wirbeltieren in 25 Unterfamili-
en unterteilt werden. Wie die meisten Glycosyltransferasen sind die Sialyltransferasen
Typ-1I Membranproteine (Abbildung 2.2 A) und golgimembrangebunden®. Alle bis-
lang identifizierten tierischen Sialyltransferasen sind in die Familie GT29 der CAZy-
Datenbank eingeordnet. Dies reflektiert ihre gemeinsame modulare Organisation und
Abstammung. Der Sequenzabgleich von klonierten Sdugetier-Sialyltransferasen zeigt
geringe Gesamtsequenziibereinstimmungen mit der bedeutenden Ausnahme von vier
konservierten Peptidmotiven in der katalytischen Doméne, genannt , Sialyl-Motive”
(Abbildung 2.5 A). Die Funktionen der Motive wurden mit ortsspezifischer Mutagenese

[37-42]

von konservierten Aminosaureresten und der Aufklarung der Struktur der schwei-

nischen pST3Gal I im Komplex mit CMP und einem Akzeptorzucker (Gal31,3GalNAca-
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PhNO,) B bestimmt. Die pST3Gal I gehort zur GT-A Strukturgruppe, die das Nu-
kleotid CMP in einer tiefen Spalte neben der Rossmann-Faltung bindet. In der Struktur
der pST3Gal I im Komplex mit Gal 31,3GalNAca-PhNO, befindet sich der Stickstoff
eines Histidins des Sialylmotivs VS nahe (2.8 A) der C3 Hydroxylgruppe der Galactose
und kann das Akzeptorsubstrat deprotonieren (Abbildung 2.5 B). Dieses wird durch
zahlreiche Wasserstoffbriickenbindungen fiir die Katalyse ausgerichtet. Die invarian-
ten Cysteine der Motive L und S bilden eine Disulfidbriicke, die fiir die enzymatische

Aktivitat essentiell ist 40421

o Sialylmotiv L (large; 48-49 Aminosduren, 5 strikt konserviert, 1 invariantes

Cystein) bindet das Donorsubstrat

« Sialylmotiv S (small; 23 Aminoséuren, 2 unveranderlich, 1 invariantes Cystein)
formt eine o-Helix, dessen positives Helixdipolende auf den negativ geladenen
Donorzucker ausgerichtet ist und zur Bindung beitragen kann; eine konservierte
Disulfidbriicke fixiert die Ausrichtung der a-Helix zum Sialyl-Motiv L

« Sialylmotiv III (4 Aminosduren, 1 hoch konserviert) ist nahe der Phosphatbin-
dungsstelle lokalisiert (ein Histidin interagiert direkt mit dem Donorphosphat)

 Sialylmotiv VS (very short; 6 Aminosauren, 2 hoch konserviert) trigt die ka-
talytische Base Histidin

Die Sialyltransferasen der Prokaryoten sind auf vier GT-Familien verteilt und besit-
zen zwei kurze konservierte Motive, das D/E-D/E-G und das HP Motiv*®l. Dies legt
den Schluss nahe, dass sich die prokaryotischen Sialyltransferasen unabhangig von de-
nen der Eukaryoten entwickelt habenl. Die Kristallstrukturen der Cst-I""22133] und
A32Cst-11B34 des Bakteriums Campylobacter Jejuni zeigen je ein Histidin, welches die
Rolle der katalytischen Base zur Deprotonierung der Hydroxylgruppe iibernehmen
konnte. Sie gehoren zwar zur GT-A Strukturgruppe, besitzen aber kein DXD-Motiv
und die katalytische Aktivitat ist metallionenunabhéngig. Die ebenfalls prokaryoti-
schen Sialyltransferasen A24PmST1 von Pasteurella multocida®'*?) und A16psp26ST
von Vibrionacaea Photobacterium sp. JT-ISH-224*4 gehoren zur GT-B Familie und
zeigen eine Asparaginsidure in einer Position, in der sie als katalytische Base fungieren

konnte.
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(A)
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Abb. 2.5.: (A) Doménen-Struktur einer Sdugetiersialyltransferase mit den Sialyl-Motiven;
(B) pST3Gal I im Komplex mit CMP und dem Disaccharidakzeptor (gelbe Stéb-
chenmodelle): (a) Schematische Struktur und (b) die vier konservierten Sialylmo-
tive (katalytische Base His319 ist cyan gefiirbt) 30,

2.3.2. Sialyltransferaseassays

Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt wurden zahlreiche Assaysysteme fiir Sialyltransfera-
sen entwickelt (Abbildung 2.6). Grundsétzlich kann dabei zwischen Assays unterschie-
den werden, die markierte Substrate einsetzen, deren Reaktionsprodukte derivatisiert
werden oder die ginzlich ohne Markierungen auskommen. Da es sich ausnahmslos um
Aktivitatsassays handelt, werden Donorsubstrat als auch Akzeptorsubstrat benotigt.

Als Akzeptorsubstrate geniigen kleine Oligosaccharide wie N-Acetyllactosamin oder

10
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Glycoproteine, die die entsprechende Akzeptorsaccharidstruktur tragen.

Assays mit markierten Substraten

4] 5o dass markierte Sia-

Die Sialyltransferasen tolerieren modifizierte Donorsubstrate
linséduren eingesetzt werden kénnen. Alternativ ist eine Markierung der Akzeptoroligo-
saccharide moglich. Die am héufigsten verwendeten Assays verwenden radiomarkierte
(z.B. CMP-["*C]Neu5Ac) 648 oder farbstoffmarkierte Substrate®°l. Die Farbstoff-
markierung des Akzeptor- oder Donorsubstrates erfolgt mit einem Absorptions- (Ben-
zyl, p-Nitrophenyl®?, 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl [54}) oder Fluoreszenzmarker (Fluo-
resceinyl®*°%561  2-Aminopyridin*"!). Bei beiden Methoden miissen die Produkte der
Enzymreaktion von den unreagierten markierten Substraten getrennt werden. Bei der
autoradiographischen Methode erfolgt dies durch Gelfiltration%) oder Prezipitation*”
vom radioaktiven Katalyseprodukt, bevor das Produkt mittels Szintillationsmessung
quantifiziert wird. Farbstoffmarkierte Substrate werden per HPLC vom Produkt abge-
trennt, dessen Quantifizierung dabei mit einem UV-Detektor moglich ist (Abbildung
2.6 A-1).

Die kontinuierliche Verfolgung der Enzymreaktion ist mit einem FRET-Assay mog-
lich®”. Der Donorzucker Sialinsiure wird an der C-9 Position mit einer Naphthylme-
thylgruppe substituiert und der Akzeptorzucker N-Acetyllactosamin trigt eine Dan-
sylgruppe. Durch die Aktion einer Sialyltransferase werden die Fluorophore zu einem
FRET-Paar zusammengefiihrt und die zeitliche Anderung der Fluoreszenz wird detek-
tiert. Einer Reinigung der Reaktionsprodukte bedarf es nicht (Abbildung 2.6 A-II).

Ebenfalls keiner Aufreinigung bedarf ein MALDI-TOF-Massenspektrometrie unter-

58] Die Tonensensitivitat wird durch Markie-

stiitzter Assay zur Inhibitoridentifizierung
rung des Akzeptoroligosaccharids mit Tryptophanylarginin (WR-OCH3) erhoht und als
Referenz dient ein zweites stabiles, isotopenmarkiertes Substrat (-OCDj statt -OCHs).
Hat eine Verbindung einen inhibitorischen Effekt, reduziert sie die Ubertragung der
Sialinsdure auf das WR-OCHj3-konjugierte Akzeptorsubstrat, wihrend in einem zwei-
ten Ansatz die Sialinsdure ungehemmt auf das isotopenmarkierte (WR-OCD3) Ak-
zeptorsubstrat iibertragen wird. Die beiden Enzymansatze werden 1:1 gemischt und
einer Massenanalyse unterzogen: Durch das Isotopenlabel sind die Massensignale der
gehemmt und ungehemmt gebildeten Produkte separiert und kénnen quantifiziert wer-

den. Aus dem Verhéltnis der beiden Massen lést sich das Mafl der Hemmung ermitteln.

Diese Verfahren sind sehr empfindliche Methoden, beinhalten aber sehr teure oder

modifizierte Substrate, deren Synthesen bisweilen sehr aufwendig ist. Durch die Ver-

11
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anderung der Substrate mit Absorptions- oder Fluoreszenzmarkern kann es zu einer

Beeintrichtigung ihrer Affinitaten und kinetischen Parameter kommen 6.

Assays mit Produktderivatisierung

(59,601 werden un-

Bei dem kolorimetrischen Assay nach der Thiobarbitursduremethode
markierte Substrate eingesetzt. Unreagiertes und hydrolysiertes Donorsubstrat werden
mit einem Ionenaustauscher entfernt®l und vom verbliebenen Sialosid das Neu5Ac
unter saurer Hydrolyse abgespalten. NeubAc wird mit dem Fluorophor 1,2-Diamino-
4,5-methylendioxibenzol (DMB) derivatisiert ®® und mit einem Fluoreszenzdetektor in
einer HPLC quantifiziert. (Abbildung 2.6 B-I). Der Assay erreicht die Sensitivitat der

Radioisotopmethode.

Assays ohne Markierung

Die Kopplung des Sialyltransfers an die Oxidation von NADH zu NAD™ in einem
Multienzymassay ermoglicht die direkte kontinuierliche photometrische Verfolgung der
Enzymreaktion, ganz ohne Substratmarkierung oder Produktderivatisierung. Die be-
notigte Nukleotidmonophosphat Kinase ist allerdings kommerziell nicht verfiigbar (Ab-
bildung 2.6 B-11)162,

Ein lektinbasierender Festphasenassay (enzyme-linked lectin assay (ELLA) — im Kon-
zept dem ELISA-System sehr &hnlich[%%l) ist in der Lage, zwischen den Aktivititen
einer o2,3- und a2,6-Sialyltransferase zu unterscheiden. Als Substrate dienen auf der
Oberflache einer Mikrotiterplatte immobilisierte Glycoproteinakzeptoren wie Asialofe-
tuin. Die gebildeten o2,3- oder o2,6-Sialinsaccharidstrukturen werden spezifisch durch
die biotinylierten Lektine Maackia amurensis Leukoagglutinin(®4 (fiir a2,3-Verkniip-
fung) und Sambucus nigra Agglutinin (SNA)) (fiir 02,6-Verkniipfung) erkannt und
mit streptavidinkonjugierten, farb- oder lichtgebenden Enzymen quantifiziert. Bei ei-
ner Modifikation des Assays wird das Lektin SNA auf der Oberfliche eines Sensorchips
fiir die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie immobilisiert. Die Reaktionsmi-
schung wird injiziert und die Bindung des Katalyseprodukts an das Lektin gemessen
(Abbildung 2.6 B-III). Mit dieser roboterautomatisierten Methode konnen 150 Assay-
mischungen in einer Nacht getestet werden!6l, aber der Assay erreicht nicht die Emp-
findlichkeiten der Radioisotopmethode.

12
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(A) Assays mit Substratmodifikationen
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Abb. 2.6.: Verschiedene Aktivitdtsassays flir die Sialyltransferasen.
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2.3.3. Sialyltransferaseinhibitoren

Lange Zeit waren die Nukleotide CMP, CDP und CTP die einzigen bekannten Inhibi-
toren fiir Sialyltransferasen 671, Mittlerweile sind diverse Inhibitoren fiir die Sialyltrans-
ferasen verfiigbar. Deren Entwicklung begann mit Akzeptoranaloga (Verbindungen
i a-c, Abbildung 2.7) und CDP-Derivaten (Verbindungen ii a-d). Erstere zeigen nur
schwache Inhibitionskonstanten (K; = 760-41401M) in der GréSenordnung der Sta-
bilitdtskonstante des Enzym-Akzeptorsubstrat-Komplexes (K, = 900 uM) 6869 Die
CDP-Modifikationen (ii a-d[?*677) und die Variation der Phosphatgruppe in donor-

7172)) fithrten zu der Erkenntnis, dass der

substratanalogen Verbindungen (iii-ot und -f!
CMP-Rest fiir eine hohe Affinitdt von Inhibitoren zu den Sialyltransferasen essentiell
ist[297] Die Bestandteile Cytosin und Ribose allein haben keinen inhibitorischen Ef-
fekt, so dass Cytidin die minimale Einheit darstellt, die von manchen Sialyltransferasen
noch erkannt wird ™. Der potenteste donoranaloge Inhibitor ist die fluorinierte CMP-
3-Fluor- N-Acetylneuraminsiaure (iv)[™ dessen Inhibitionskonstanten mit einem K;
von 5.7 M in der GroBenordnung der Stabilitdtskonstante des Enzym-Donorsubstrat-

Komplexes (Ky = 46 pM) liegt.

Ki (uM] e il
OH R i X a: R = OPQ?% (CDP) 19
o OH aR=H 1700 e fi A i
o o o) b:R=F 1100 x-R-0 NS0  LRp- 2
OH HO OCgHi; ¢ R=NH, 760 © o ¢ R=Ch PG 750
NHAC o d: R = CHCH,COO 270
. OH OH
tac ii a-d
NH, NH;
SN o SN
| o, 0 |
/go OH P N/&o

OH o 0

N N
[ HO O O
HO oH O\F',/O o OH o o
= o o 0 CO;
AcHN CO2” OH OH AcHN OH OH
HO HO

a-Anomer:K; = 250 pM F

iii iv K =57uM
B-Anomer:K; = 780 uM

Abb. 2.7.: Akzeptor- und donoranaloge Inhibitoren von o2,6-Sialyltransferasen: i) Akzep-
toranaloga, ii) CMP-Analoga, iii) Donoranalogon mit Phosphatmodifikation, iv)
Donoranalogon mit unverdndertem CMP-Rest.

Eine effektivere Inhibition wird im allgemeinen von Verbindungen erwartet, die kon-
formell dem Ubergangszustand des Substrates in der katalysierten Reaktion dhneln.
Aus dem postulierten Ubergangszustand des Zuckertransfers (Kapitel 2.3) durch die
Sialyltransferasen leiteten R. R. SCHMIDT et al. drei Strukturmerkmale ab[7: 1.) sp?
Hybridisierung am anomeren Kohlenstoff, 2.) erhohte Distanz zwischen anomeren Koh-

lenstoff und CMP-Abgangsgruppe und 3.) mindestens zwei negative Ladungen mit 5
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Bindungen Abstand. Das rationelle Design dieser Inhibitoren fithrte zu einer Verbesse-
rung der Affinitdten um das 1000fache gegeniiber dem natiirlichen Donorsubstrat. Die
Synthesen der Inhibitoren basieren auf Sialinsédure®” (Verbindung v), p-Glucosamin "]
(Verbindung vi) oder Chinaséure(™ (Verbindung vii) und es konnten Inhibitionskon-
stanten von bis zu K; = 0.029 pM (Verbindung vi) erreicht werden . Die chinasaure-
basierten Inhibitoren haben eine stabile, nicht-glycosidische Bindung zum CMP-Rest.
Die Verbindung viiil™ reprisentiert einen ganz anderen Ansatz eines iibergangszu-
standsanalogen Inhibitors. Sie besteht aus einem Bicyclus mit planarem Ringsystem,
einer Carboxylatgruppe und dem obligatorischen CMP-Rest. Auch diese Verbindung
ist ein Inhibitor von Sialyltransferasen, auch wenn deren Inhibitionskonstante (K; =
20 pM) nur in der GréBlenordnung von CMP liegt (Abbildung 2.8).

NH, NH;

o] ﬁN |
I @ 1 @
HO, OHOH o-R-0 N/&o Q o-R-o0 N/&
S0 o o o o} o o
AcHN Y, R=0 AcHN v, P=0

HO 0606 OH OH HO o@o@ OH OH
v K;=0.35uM vi (RKi=0.029 puM
(9: Ki = 0.069 puM
NHz NH,
o] | =N SN
noo [¢]
oH 0-R-0 N/go o | N/&O

\ ~P—
- (e] O™\ 0
vor 54 S e
HO /P\iO o
&9 % OH OH COO OH OH

vii (R): Kj=1.6 uM, viii Kj=20puM
©: Kj=0.27 pM

Abb. 2.8.: Ubergangszustandsanaloge Inhibitoren von a2,6-Sialyltransferasen: Synthese ba-
sierend auf: v) Sialinsdure, vi) D-Glucosamin, vii) Chinasdure; viii) Donoranalo-
gon mit unverdndertem CMP-Rest.

Die gewonnenen Erkenntnisse fiihrten zu der Entwicklung enorm vereinfachter, iiber-

80l Das planare Glycosylcarbeniumion des Uber-

gangszustandsanaloger Inhibitoren
gangszustandes beim Neub5Ac-Transfer wird durch ein einfaches planares aromatisches
oder heteroaromatisches Ringsystem imitiert. Eine a-Hydroxymethylphosphonatgruppe
ermoglicht dessen Verkniipfung zum essentiellen CMP-Rest und ist Trager der zweiten
negativen Ladung mit finf Bindungen Abstand zur Ladung des Phosphats (Abbil-
dung 2.9 A). Auf dieser Basis wurden diverse hochpotente o-Hydroxymethylphospho-
natderivate mit verschiedenen aromatischen Substituenten hergestellt (Abbildung 2.9
B), deren Inhibitionskonstanten < 1 1M sind. Die aktivste Verbindung ix-f erreicht die

Potenz des auf D-Glucosamin basierenden Inhibitors vi.

Die Grundbausteine dieser Inhibitoren sind Benzaldehyde (A) und Phosphonate (B),
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Abb. 2.9.: (A) Leitstruktur der vereinfachten tibergangszustandsanalogen Inhibitoren und
(B) Derivate (Inhibitionskonstanten K; in pM fiir o2,6-Sialyltransferasen). !

die in einer Pudovik-Reaktion zu den racemischen a-Hydroxymethylphosphonaten (C)
umgesetzt werden. In nur zwei weiteren Schritten, der Phosphoramiditkupplung des
Alkohols C mit dem Cytidinphosphoramidit 1 zu D und der Entschiitzung, werden die
diastereomergemischten Inhibitorverbindungen E erhalten (Abbildung 2.10)%. Teil-
weise sind die Diastereomere mit praparativer HPLC trennbar, aber auch eine stereo-

selektive Synthese ist moglich#%2. Die Diastereomere zeigen unterschiedliche Inhibi-

tionskonstanten.
NC NHAC N NHAc NH;
5 S
\/ N Sdurekatalyse und = N = Y
N—Pp | Oxidation RT— ~ | O O | EntschL‘ltzung R | OOPO | P
\ N > N - N"So
— o) o R/S) o (RIS) O o
k % o=P-opG k 7‘ 0*P~0® k %
1 OAc OAc opG OAc OAc 09 g OH OH
“
R Q B R om
ase
= O * yrh-ore S PG = Benzyl-, Allylschutzgruppe
pt OPG o=P-opc '
A B C OPG

Abb. 2.10.: Allgemeine Synthese der vereinfachten iibergangszustandsanalogen Inhibitoren.

Viele der aufgefiihrten Verbindungen sind hochpotente Inhibitoren der Sialyltransfera-
sen. Es handelt es sich allerdings ausnahmslos um polare und negativ geladene Mole-
kiile, die durch ihre schlechte Zellmembranpermeabilitiat Zelluntersuchungen oder gar

klinische Applikationen erschweren.
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2.3 Sialyltransferasen

Eine vollstandig andere Inhibitorklasse stellen die zellmembranpermeablen Verbindun-
gen Soyasaponin I 84 und die daraus entwickeltem Litocholsdurederivatel® dar (Ab-
bildung 2.11). Mit in vitro Zellassays wurde gezeigt, dass Soyasaponin I die Zelladhési-
on von nichtmetastasierenden Lungenkrebszellen stimuliert und die Zellmigration von
hochmetastasierenden Lungenkrebszellen signifikant reduziert ®¥. Das Litocholderivat
AL10 ist in der Lage, die Adhésion und Migration von Lungenkrebszellen zu inhi-
bieren und ist dariiber hinaus der erste Sialyltransferaseninhibitor, der auch in vivo
anti-metastatisches Potential zeigt. In einem Tiermodell fithrte die Verabreichung von

AL10 zu einer Reduktion der Lungenmetastasen um 40 %!,

HOOC

0 07
OH
HO OH o 9
HO OZNAQ*N\)]\ "
o "0
HO }—0 /3R H
OH ) N, N \
Soyasaponin | (0] o
Ho,— o0 Ki=2.3 uM (rST3Gal ) 2A|_10 IC50 = 0.88 UM (rST3Gal )

IC50 = 1.50 M (hST6Gal 1)

OHOH

Abb. 2.11.: Soyasaponin I und das Litocholsdurederivat AL10 als Inhibitoren von
Sialinsduretransferasen.

8Soyasapomin I wurde in einem Screening von hauptséichlich mikrobiellen Extrakten und Naturpro-
dukten gefunden (~7500 Substanzen). Der verwendete Assay ist jedoch nicht néher beschrieben.
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2.4. Sialyltransferasen und Metastase

2.4.1. Die metastatische Kaskade

Der Vorgang der Metastasierung umfasst die Ausbreitung neoplastischer Zellen bosar-
tiger Tumoren iiber den Blut- oder Lymphweg auf andere Koérperstellen. Dazu miissen
Tumorzellen vom Primartumor dissoziieren und das umgebende Gewebe invadieren,
um in das vaskuldre oder lymphatische System zu gelangen, iiber welche sie sich im
Organismus verteilen kénnen. Nach Adhésion an das Endothelium dringen sie durch
Diapedese’ in ein Organ ein (Abbildung 2.12)®4. Jede Stufe stellt eine physiologische
Barriere dar. Von Millionen téglich in den Kreislauf gestreuter Tumorzellen initiiert nur
ein Bruchteil (weniger als 0.01 %®) erfolgreich eine metastatische Kolonie®%. Viele
der Schritte zeigen Parallelen zur Diapedese von Leukozyten in entziindetes Gewebe

oder der Bildung neuen Gewebes bei der Wundheilung auf!.

Vaskulére Infiltrierung Trennung von Zirkuli d Adhesion von Formi .
von Krebszellen des=§» Krebszellen vom = STKUIETENdE g ropszelenan =P Blil=Cl S
das Endothelium

Krebszellen metastatischen Tumors

priméren Tumors priméren Tumor

Abb. 2.12.: Die metastatische Kaskade. 87

9Als Diapedese bezeichnet man die Transmigration von Zellen durch das Endothel in das darunter-
liegende Gewebe.
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2.4 Sialyltransferasen und Metastase

2.4.2. Sialinsauren und Glycopathologie von Tumorzellen

Eine tbliche phanotypische Veranderung bei bosartigen Tumoren ist eine drastische
Umgestaltung der zellularen Glycosylierung. Wie auch andere Glycosyltransferasen
ist die Expression von Sialyltransferasen bei Krebs oft dereguliert und fithrt zu einer
erhohten Sialylierung der Zelloberflichenproteine und Lipide. Die intrinsische Muta-
bilitdt und die daraus resultierende Geninstabilitdt wahrend der Evolution eines Tu-
mors hat dessen zelluldre Heterogenitit zur Folge. Dies erschwert Struktur-Funktions-
Untersuchungen spezifischer Oligosaccharidstrukturen in Krebsstudien, die in vielen
Fallen unsicher ist. Um den Einfluss der Sialyltransferasen zu untersuchen, werden

diese mit Transfektionsexperimenten gezielt aktiviert oder deaktiviert.

Die wichtigsten der sehr vielfdltigen Sialylstrukturen sowie deren Auswirkungen auf die

Tumorentwicklung und Metastasierung sollen im Folgenden kurz umrissen werden 8%,

Thomsen-Friedenreichs-ahnliche Antigene

Durch Sialylierung des einfachsten O-Glycans (Tn-Antigen: GalNAc-al-Ser/Thr) und
des T-Antigen (Gal31-3GalNAc-al-Ser/Thr) werden das Sialyl Tn-Antigen (sTn) und
die sialylierten T-Antigene (sT3, sT6 und di-sT) gebildet (Abbildung 2.13). Die sialy-
lierten Antigenstrukturen treten vermehrt auf, wenn die Transferasen Core 1 31,3-GalT
und Core 2 $1,6-GIcNAcT, die die Kernstrukturen synthetisieren, herunterreguliert

sind [89-91]

. Durch die Sialylierung werden die Glycane terminiert, konnen nicht weiter
aufgebaut werden und es kommt zu einer generellen Verkiirzung der Oligosaccharide.
Der Expressionsgrad dieser Antigene auf Glycoconjugaten der Zelloberflachen korreliert

oft mit Tumorstadium und Metastasierung®?.

Diese sialylierten Strukturen treten in normalen Geweben selten auf, werden aber von
malignen Epitheliumzellen auf Mucinen 3 und CD44°4 {iberexprimiert. Diese — iiberli-
cherweise membrangebundenen Proteine, die Funktionen bei der Adhésion und Zellmi-
gration austiben — werden von Tumorzellen auch in die Korperfliissigkeiten sekretiert
und konnen als Tumormarker dienen!®!. In zahlreichen Karzinomen wie Magen-!6],
Darm- "% und Brustkrebs1%%1°1 ist eine sTn-Uberexprimierung hiufig mit Beteili-
gung der Lymphknoten, Metastasierung und schlechter Prognose assoziiert. Vermutlich
potenziert die Sialylierung der Mucine und CD44 die Fahigkeit zur Metastasierung!'%?.
So bewirkt die Transfektion von Brustkrebszellen mit cDNA, die die ST6GalNAc I en-
codiert, eine Reduktion der Zell-Zell-Interaktionen und einer Steigerung der Zellmigra-
tion!'%2l. Ebenso fiihrt eine erhéhte Aktivitit der ST3Gal I & II bei Brustkrebszellen

zur Uberexpression des sT3-Antigens. Bei Darmkrebs zeigte eine Studie, dass eine er-
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Corel @ Core2 @
B-3GalT B3 p-6GalNacTl B3L gg,
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Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr
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ST6GalNAc {y ST6GalNAc ¢y ST3Gal f ST3Gal Tmrwfemsen iy
1& 11 1&11 1 & 1
B3 SToGalNAc B3 B3 B4 Fruhzeltlge Sialylier-ung
;}“—60 at, LA &V FEbae BS blockiert nor-
o a male Erweiterung
Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr
sTn- sT6- sT3- di-sT- unverlangerte
Antigen Antigen Antigen Antigen Core 2 Struktur

Abb. 2.13.: Biosynthese der O-Glycane: Herunterregulation (weifle Pfeile abwiérts) der Core
1 und Core 2 Transferase fiihrt zur Akkumulation der T- und Tn-Strukturen
(obere Reihe). Alternativ oder begleitend kénnen iiberexprimierte Sialyltrans-
ferasen (weifle Pfeile aufwérts) mit den Enzymen des normalen Glycanaufbaus
konkurrieren und haben verkiirzte Glycane zur Folge (untere Reihe). [13:88:102]

hohte Expression der ST6GalNAc IT mit einer schlechten Prognose fiir die Patienten
einhergeht 92,

Sialyl Lewis Antigene

Die Lewis-Blutgruppenantigene werden in den meisten menschlichen Eptihelgeweben
gefunden, wo sie den terminalen Teil des Glycans eines Glycolipides oder Glycoprote-

[103] In Karzinomen treten vermehrt die sialylierten Antigene Sialyl-Lewis?®

ins besetzen
(sLe*) und Sialyl-Lewis® (sLe*) auf, hervorgerufen durch eine verédnderte Expression der
beteiligten Sialyltransferasen ST3Gal IIT und ST3Gal IV & VI sowie der Fucosyltrans-

ferasen FucT IIT und FucT VI (Abbildung 2.14) 104,
Beide Antigene sind Liganden fiir Selektine der Thrombozyten und Leukozyten, die

mit Krebszellen, die in den Blutstrom eintreten, komplexe Thrombolien bilden. Es
wird angenommen, dass dies die Anheftung an ektopischen!® Stellen fordert, die Inter-
aktionen mit dem Endothelium unterstiitzt und bei der Umgehung des Immunsystems
hilft. Durch die Prasentation von sLe*auf der Zelloberfliche kénnten Krebszellen einen
ahnlichen Mechanismus wie Leukozyten verwenden, die bei der Diapedese vom Blut in
das periphere Gewebe eindringen (Abbildung 2.12)11%°!, In der Tat korreliert die Me-

O¢ektopisch: nicht an typischer Stelle liegend, z. B. Bauchspeicheldriisengewebe aufierhalb der Bauch-
speicheldriise.

20

QO Gal

[] GalNAc
B GIcNAc
@ Neu5Ac

A Fuc




2.4 Sialyltransferasen und Metastase

T 1 B3 Typ 2 B4
P o ¥ e m
FucT[[l/ \S‘T.?Ga/ ur ¢ FucT VI {} / \ST3Ga1 1V oder VI
3 3 4 4
B: R |u3:B. R B: R las:ﬁ. R O Gal
a4 a3 B GIcNAc
Le® Le¢ Le* @ Neu5Ac
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a3 B3 a2 B4, a3 B4
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Leb ) SLe? {} Lev{} SLex {}

Abb. 2.14.: Biosynthese der Lewis-Antigene: Die Lewis-Antigene leiten sich von den Typ
1 (Galp1-3GlecNAc) und Typ 2 (GalB1-4GlcNAc) Dissaccharidsequenzen durch
Fucosylierung und Sialylierung ab. Uberexpression oder Hemmung der jeweiligen
Enzyme und Antigene sind durch weie Pfeile gekennzeichnet. [*!

tastasierungsfiahigkeit mit der Expression von sLe®* durch die Tumorzellen und der
Expression von E- und P-Selektin seitens der Endothelzellen!'®!. Bei Brustkrebs konnte
gezeigt werden, dass die Herunterregulierung der ST3Gal IV, die bei der Synthese von
sLe* beteiligt ist, die Zelladhésion von MCF-7 Zellen stimuliert und die Zellmigration
von MDA-MB-231 Zellen signifikant verringert 3. Eine hohe ST3Gal III Expression bei
Patienten mit Brustkrebs% und eine erhéhte sLe* Expression bei fortgeschrittenem

Darmkrebs korrelieren mit einer schlechten Prognose%7,

Sialyl oc2,6-N-Acetyllactosamin-Antigen

Maligne Zellen weisen im Allgemeinen eine erhohte Expression von komplexen $31,6-
verzweigten N-Acetyllactosamin-Glycanen (-Gal31-4GlcNAc-) auf ihrer Zelloberfliche
auf, die durch einen Anstieg der Expression der N-Acetylglucosaminyltransferase V
(GnTV) hervorgerufen wird (Abbildung 2.15). Die terminale Sialylierung dieser Struk-
turen wird ausschliefllich durch die ST6Gal I durchgefiihrt, deren bekannte Substrate
unter anderem (1-Integrin, E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 sind[1%8]. Die Uberex-
primierung der ST6Gal I wurde fir diverse Krebsarten dokumentiert, darunter Darm-
[109:110] yynd Brustkrebs!!?® Leberzellkarzinome, akute myeloische Leukdmie!', Cho-
rionkarzinom'?, Gebarmutterhalskrebs!!'!] und bestimmte Gehirntumoren 2. Mehre-
re Untersuchungen mit Brust-''% und Darmkrebszellen''¥ haben gezeigt, dass die
induzierte Expression der ST6Gal I durch Transfektionsexperimente mit Krebszellen

einen metastatischen Phanotyp erzeugt, der verminderte Zell-Zell Adhésion und erhoh-

UDje akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine maligne (bésartige) Erkrankung des blutbildenden
Systems und zwar der Myelopoese, also des Teils des blutbildenden Systems, der fiir die Bildung
von Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten und Megakaryozyten verantwortlich ist.

12Das Chorionkarzinom ist ein infiltrativ wachsender Tumor aus anaplastischen Trophoblastenzellen.
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te Invasionsfahigkeit besitzt. Klinische Studien ergaben bei Brust- und Darmkrebspa-
tienten, dass beides — die Erhohung der a2,6-Sialylierung[®! als auch der ST6Gal I

Expression1%6116] — Indikatoren fiir eine schlechte Prognose sind.
(A) Typ 2 Vorlaufer fir o «——ST6Gal 1 i
Einheit Typ 1 oder
:|'_ Typ 2 Ketten
BL |2 p4GaiT a6
< ! . O Gal
0 R 6 [J GalNAc
B3GIcNAcT B ] [g ] [l GIcNAc
B: :|E S n . n @ Man
B
6 podGall P X i @ NeusAc
B :|E B :|E [Tee A Fuc
~—~Asn—~— ~—~ Ser/Thr ~— <=xCer
R R N-Glycan O-Glycan Glycolipid

Abb. 2.15.: (A) Biosynthese der Poly- N-acetyllactosamine durch wiederholte Aktionen der
B4-GalT und B3-GalT (R beschreibt ein N-, O-Glycan oder ein Glycolipid) [117],
(B) Sialylierte Poly-LN Glycokonjugate: In N-Glycanen bewirkt eine erhohte
GlcNAc Transferase-V (GNT-V) Expression eine verstérkte $1,6-Verzweigung in
komplexen Glycanen. Die Sialylierung der endsténdigen Galactose einer Poly-LN
wird ausschliellich von der ST6Gal I durchgefithrt und terminiert das Polymer.

Poly o2,8-Sialylierung

Das lineare Homopolymer Polysialinsdure (PSA) besteht aus a2,8-verkniipften Sialin-
sduren und ist ein anti-adhésives Glycotop, das hauptsichlich N-verkniipfte Glycane
des Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM) posttranslational modifiziert (Abbildung
2.16). NCAM ist ein Zelloberflichenmakromolekiil der Immunoglobulintiberfamilie und
vermittelt Zell-Zell Interaktionen tiber homophile (NCAM-NCAM) und heterophile
(NCAM-anderer Partner) Bindungen. PSA interferiert mit den homophilen und hete-
rophilen Wechselwirkungen von NCAM und moduliert dadurch die NCAM abhéngigen
Zell-Zell Interaktionen!M8. PSA wird wihrend der Entwicklung des Gehirns in hohem
MafBe exprimiert, ist im erwachsenen Nervensystem aber auf Regionen mit anhalten-
der neuronaler und synaptischer Plastizitiat beschrankt9129 Zwei Polysialyltrans-
ferasen - ST8Sia II (STX)M2U und ST8Sia IV (PST)!?2 - katalysieren den Aufbau
der PSA-NCAM Strukturen, indem sie eine Sialinsdure auf die terminalen «2,3- oder
a2,6-Sialinsduren der N-Glycane von NCAM iibertragen und anschliefend die Sialin-

saurekette verlangern.

Die Expression von PSA auf NCAM ist nach der Embryogenese vermindert, jedoch zei-

gen verschiedene bosartige Tumoren wie das Neuroblastom!' 123124 das Nephroblas-

13Neuroblastom: Vom autonomen Nervengewebe ausgehender Tumor, dessen Zellen (so genannte Neu-
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Polysialylierung

STSSia Il durch die

oder ST8Sia I oder
ST8 Sia 1V ST8 Sia 1V
——————————-
~—~Asn—~— ~—~Asn—~~
NCAM NCAM

[OGal @Man [lIGIcNAc @Neu5Ac]

Abb. 2.16.: (A) Aufbau der Polysialinstruktur durch die ST8Sia IT und ST8Sia IV (B) Sche-
matische Darstellung der Polysialylierung von NCAM: Die homophilen Wech-
selwirkungen zwischen den Immunoglobulindoménen von NCAM werden durch
die Polysialylierung gestort (CjF Immunoglobulindoméne mit Disulfidbriicke, ~“&
polysialyliertes Glycan). 132

14125

tom I und Lungenkrebs!'26127 cine erhohte Expression von PSA. Polysialylierung

ist oft mit erhohtem Invasionspotential von Tumorzellen von kultivierten Zelllinien
assoziiert und klinische Studien zeigen ein erhohtes Metastasierungspotential l128:129],
Die Schwichung der NCAM vermittelten Adhésionen durch die stark geladene PSA
konnte die Zellablosung vom Primértumor begiinstigen''”). Eine erhéhte Expression
der ST8Sia IT und der PSA-Strukturen korreliert mit einer schlechten Prognose fiir

Patienten mit Lungenkrebs und Neuroblastom [127:130,131]

Ganglioside

Ganglioside werden primér in der Plasmamembran von fast allen Geweben der Sau-
getiere gefunden. Wahrend physiologischer Prozesse wie der Gehirnentwicklung, Zell-
proliferation und -differenzierung'®¥ aber auch bei pathologischen Prozessen wie der
Entstehung und Entwicklung von Tumoren!"** kommt es zu einer spezifischen Verdn-
derung der Menge und der Zusammensetzung der Ganglioside. Bei Tumoren nehmen

n!13 Migra-

die Ganglioside eine Schliisselrolle bei den Prozessen der Zellproliferatio
tion 3% Adhésion 37138 und Angiogenese!'*6 ein. Die Ganglioside werden von Tu-
morzellen nicht nur in die Zellmembran eingebaut, sondern auch in die Korperfliissig-

keiten ausgestreut, wo sie eine immunosuppressive Wirkung aufzeigen, indem sie bei

roblasten) in einem unreifen Stadium verblieben sind.
14Das Nephroblastom ist der am hiufigsten auftretende bosartige Nierentumor im Kindesalter.
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Abb. 2.17.: Auszug aus den Biosynthesepfaden der Ganglioside: Lactosylceramid wird von
den Sialyltransferasen ST3Gal V (Guys-Synthase), ST8Sia I (Gps-Synthase) und
ST8Sia V (Grs-Synthase) in die Vorldufer der a-, b- und c-Serie tiberfiihrt. Die
Enzyme fiir die anschlieBende Verlingerungen der Glycane sind den a-, b- und
c-Serien Gangliosiden gemeinsam.

T-Lymphozyten Apoptose induzieren®”). Thre abnormale Expression ist eng mit der

t 140 wobei sich die Effekte bestimmter Ganglio-

Bosartigkeit von Krebszellen assoziier
side bei unterschiedlicher Tumorarten drastisch unterscheiden konnen: In manchen me-
tastasierenden Tumorzellen ist der Gangliosidgehalt hochreguliert, in anderen dagegen

existiert eine inverse Beziehung zwischen Metastasefihigkeit und Gangliosidgehalt 141,

Die Schliisselenzyme der Gangliosidbiosynthese sind die Enzyme ST3Gal V (Gys Syn-
thase), ST8Sia I (Gps Synthase), ST8Sia V (Grps Synthase) und die $81,4GalNAc-
Transferase (Gy2/Gpe Synthase) (Abbildung 2.17). Die Sialyltransferasen begriinden
die a-, b- und c-Serie der Ganglioside und ihre Aktivitdten bestimmen mafigeblich die
Komplexititen der auftretenden Ganglioside (Abbildung 2.17) 142,

Zahlreiche Antisense-Knockdown-Experimente deuten auf eine Rolle von Gps bei der
Zellproliferation hin. Die Unterdriickung der Gps Expression mit Antisense-cDNA der
Gps-Synthase hat in Melanomzellen (enthalten typischerweise sehr hohe Gps Men-

143y "und in F-11 Neuroblastomzellen eine Reduktion des Zellwachstums zur Fol-

[
gen
ge 136144 "Tpy Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung bewirkt die Neoexpression von
Gps durch Einfithrung der Gps-Synthase ¢cDNA in SK-MEL-28 Melanomzellen ei-

[145]

ne erhohte Invasion und Proliferationsaktivitat In etwa die Halfte der invasiven

Brustkrebsgewebe weisen eine Uberexpression von Gps und uniiblicher Ganglioside
(O-Acetyl-Gps, O-Acetyl-Grs und N-Glycolyl-Grs) auf.[% Der Effekt von Gps auf
das Verhalten von Brustkrebszellen wurde anhand von MDA-MB-231 Brustkrebszellen
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2.5 Fluoreszenzpolarisationsassays

untersucht, die durch Transfektion mit der Gpsz-Synthase-cDNA das Gangliosid Gps
tiberexprimierten. Auch hier zeigten die Gps-liberexprimierenden Varianten verbesserte

Proliferations- und Migrationseigenschaften 47

2.4.3. Einfluss von Inhibitoren auf die Metastasierung

Die Behandlug von kolorektalen Karzinomzelllinien mit dem Sialinsdurenukleosidkon-
jugat KI-8110 (Abbildung 2.18) verhindert den Einbau von Sialinséduren in Glycokon-
jugate und reduziert die Bildung von Metastasen 43149 Die Verbindung ist aber kein
Inhibitor der Sialyltransferasen, sondern hemmt den CMP-NeubAc Transport in das
ER und die Golgivesikel 150,

AcHN,  PAC o HOOC

N
AcO, UOH OH
SNPAN,
AcO B
Q o__0

HO
(©)
HO/—0o
AcO \ >< iOH ;

K1-8110 HO,—o? Soyasaponin |

Ki=2.3 uM (rST3Gal 1) AL10 'Cso(rST3Gal I) = 0.88 uM
ICo(hST6Ga I) = 1.50 UM

COxH

OHOH

Abb. 2.18.: Metastasierungshemmende Inhibitoren.

Die einzigen bislang erfolgreich in vivo und in vitro getesteten Sialyltransferaseinhibi-
toren sind die Verbindungen Soyasaponin I und die daraus abgeleiteten Litocholsaure-
derivate. Mit in vitro Zellassays wurde gezeigt, dass Soyasaponin 1[4 die Zelladhdsion
von nichtmetastasiven Brustkrebszellen (MCF-7) stimuliert und die Zellmigration von
hochmetastasiven Brustkrebszellen (MDA-MB-231) signifikant reduziert!®). Das be-
reits erwahnte Litocholderivat AL10 ist in der Lage, die Adhésion und Migration von
Lungenkrebszellen (CL1.5) zu hemmen und zeigt dariiber hinaus auch in vivo anti-
metastatisches Potential. In einem Tiermodell fithrte die Verabreichung von AL10 zu

einer Reduktion der Lungenmetastasen um 40 %!,

2.5. Fluoreszenzpolarisationsassays

Die Fluoreszenzpolarisation (FP) ist ein physikalischer Effekt, bei dem ein Fluorophor,

welches mit polarisiertem Licht angeregt wird, dieses auch wieder polarisiert emittiert.
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Andert das Fluorophor in der Zeitdauer seines angeregten Zustandes seine Lage im
Raum, wird das Licht in einer anderen Ebene emittiert als es aufgenommen wurde und
erscheint depolarisiert (Abbildung 2.19 A, oben). Dies trifft auf Molekiile in Losung zu,
deren Fluoreszenzpolarisation von der Rotationskorrelationszeit (t¢, nicht zu verwech-
seln mit der Rotationsrelaxationszeit p: p = 37¢) und der Fluoreszenzlebensdauer (tr)
abhéngt. Die Rotationskorrelationszeit ist proportional zur Viskositat p und dem mo-
lekularen Volumen V und umgekehrt proportional zur Temperatur 7. Das Verhaltnis
der intrinsischen (Ag) zur detektierten Anisotropie (A4) wird mit der Perrin-Gleichung
(Gleichung 2.1) beschrieben und es wird ersichtlich, dass sich A mit steigendem Mole-

kiilvolumen und kurzen Fluoreszenzlebensdauern Ay annédhert.

A V
D1+ it =1

A e "~ RT (2.1)

Die Fluoreszenzpolarisation ist inbesondere fiir die Untersuchung der Bindung kleiner
fluorophormarkierter Liganden an grofle Rezeptoren geeignet und wird fiir die Unter-
suchung zahlreicher biologischer Interaktionen wie DNS-DNS-, DNS-Protein-, Protein-

t151 Wird der fluorophormarkier-

Protein- und Ligand-Protein-Interaktionen eingesetz
te Ligand an den Rezeptor gebunden, ist fiir die Rotationskorrelationszeit die Gesamt-
masse des Komplexes relevant und die Anisotropie steigt (Abbildung 2.19 A, mit-
te). Anhand der Anisotropie kann das Verhéltnis des gebundenen zum ungebundenen
Liganden bestimmt werden. Ist die Bindung reversibel, kann der markierte Ligand
durch Zugabe eines unmarkierten Liganden aus seinem Komplex mit dem Rezeptor
verdrangt werden (Abbildung 2.19 A, unten). Dies ermoglicht den Einsatz der mar-
kierten Liganden als FP-Sonde zur Untersuchung der Bindung anderer Molekiile an
die Bindungsstelle des Rezeptors. Die Auswahl des Fluorophors fiir die Markierung
eines Liganden héngt sowohl vom Liganden selbst, als auch vom Rezeptor ab. Klei-
ne Liganden (< 1.5kDa) konnen mit Fluorophoren kurzer Fluoreszenzlebensdauer wie
Fluorescein/Rhodamin oder BODIPY (tp ~ 4ns) markiert werden, so dass bereits die
Bindung an Rezeptoren mit Massen > 10 kDa detektiertbar ist. Bei schweren Liganden
muss die Fluoreszenzlebensdauer grofier sein, damit die Anisotropie der freien Son-
de klein ist. Fiir eine ausreichende Anderung der Anisotropie bedarf es entsprechend
groBeren Rezeptoren (Abbildung 2.19 B).

Die Verbindung x ist ein Beispiel einer substratbasierten FP-Sonde, die fiir eine Gly-
cosyltransferase (MurG 13154} entwickelt wurde. Das natiirliche Donorsubstrat UDP-

GlcNAc triagt Fluorescein als Label. Fiir die UDP-Galactopyranose Mutase wurde in
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(A) (B)

— = 3 = X o

depolarisiert < 1 Fluorescein,
2 0.2 Rhodamin
l — C‘ o —> C‘ o —> s | 1,5-IAEDANS
(@] .
o Ruthenium-
o stark polarisiert 2 0.1 L, .
P°|a|_fi'§;]etﬂes P Z | tris-bipyridyl
C=C 7= ‘- .
0.0 Eu™-Chelat
Anregung Emission depolarisiert T T
[dligand  4—® Fluorophormarkierter Ligand | Proteinmasse (kDa)

Abb. 2.19.: (A) Prinzip der Fluoreszenzpolarisation; (B) Berechnete Anisotropien von Fluo-
rophoren unterschiedlicher Fluoreszenzlebenszeiten (Fluorescein/Rhodamin:
4ns; TAEDANS: 20ns; Ruthenium-tris-bipyridyl: 500ns; Eu?t-Chelat:
1000 ps) 192, TAEDANS: 5-((((2-iodoacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalene-1-
sulfonic acid.

ahnlicher Weise das Nukleotid UDP des Donorzuckers am Diphosphat iiber einen Lin-
ker mit Fluorescein verkniipft (Verbindung xi)["*°. Beide FP-Sonden wurden in HTS-

Kampagnen zur Identifizierung von Inhibitoren eingesetzt (Abbildung 2.20).
Der FP-Assay hat in der praktischen Durchfiihrung gegeniiber Kinetikenzymassays

mehrere Vorziige. So ist er apparativ einfach und umfasst nur das Mischen des Re-
zeptors mit der FP-Sonde und den Testverbindungen. Die Anisotropiemessung ist eine
Endpunktbestimmung und gegeniiber dem Ablauf der Probenvorbereitung sehr robust.
Daher wird dieser Assay oft fir Hochdurchsatz-Screening (HTS) Kampagnen verwen-
det 196169 Bei der Untersuchung von Enzymen ist die Unabhéngigkeit des Assays von
den Substraten ein weiterer Vorteil. Bislang wurde iiber keinen FP-Assay fir Sialyl-

transerasen berichtet.

NH, o}
HO
m ) s B
HO
NH 9 9 N/go HN_« Q e N/&O

Il Il
o:/> 0-P-0-P-0 o HN{CHZto—F;—o—F;—O o
OH OH k } HO,C O OH OH

HN
OH OH OH OH
Lo LW

x: FP-Sonde fur MurG xi: Fluoresceinmarkiertes UDP-GIcNAc

Abb. 2.20.: Beispiele fiir fluoresceinbasierte FP-Sonden.
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2.6. Photoaffinitatsmarker fiir die Proteomanalyse

Photomarkierer ermoglichen es, auch schwache Wechselwirkungen zwischen Biomole-
kiilen einzufrieren. Sie finden daher eine breite Anwendung bei der Untersuchung von
Wechselwirkungen zwischen Biomolekiilen, deren Komplexe eine Extraktion aus dem
zelluldren Milieu nicht tiberstehen. Auch Interaktionsstellen zwischen Biomolekiilen
konnen mit ihnen lokalisiert werden. Fiir diesen Zweck wird eine photoreaktive Grup-
pe in z.B. Proteine, Liganden oder Substrate integriert. Verschiedene Reportergruppen
(z.B. Massen-, Radio-, Fluoreszenz- oder Biotinlabel) ermoglichen die Identifizierung

der kovalent gebundenen Komplexe.

Diese Methodik findet auch bei der Proteomanalyse Anwendung, bei der die Proteinex-
pression in Proben hoher biologischer Komplexitat untersucht und in unterschiedlichen
Zellen oder Gewebearten verglichen werden. Die Proteomanalyse erfolgt durch zweidi-
mensionale Elektrophorese die mit MS-Analytik gekoppelt ist. Die Detektion ist mit
hochsensitiven fluoreszierenden Farbstoffen moglich, die vor der Trennung unspezifisch
kovalent an die Proteine gebunden werden. Die Markierung gelingt meist uneinheitlich
und die Auflosung der 2D Elektrophorese reicht oft nicht aus, um auch sehr geringe
Proteinmengen nachzuweisen!'61, so dass eine exakte Quantifizierung erschwert ist 162,
Zudem wird zwar die Haufigkeit eines Proteins bestimmt, jedoch nicht dessen Aktivi-
tét. Posttranslationale Modifikationen, die die Proteinaktivitaten regulieren, werden
dadurch nicht erfasst. Dieser Problematik wird mit affinitdtsbasierten Proteinsonden
begegnet, die sich aus einem irreversiblen Inhibitor und einer Reportergruppe zusam-
mensetzen. Sie binden selektiv an die aktive Form eines Proteins und erméglichen
deren Detektion in einem komplexen Proteom!['®!). Die Strategie kann auf Proteine
erweitert werden, fur die keine irreversiblen Inhibitoren bekannt sind, indem ein rever-
sibel bindender Ligand mit einer photoreaktiven Gruppe modifiziert wird "%, Durch
Bestrahlung wird ein kovalenter Komplex gebildet, der auch unter den denaturierenden
Bedingungen der Elektrophorese stabil ist (Abbildung 2.21).

So wurde z.B. mit dem benzophenonmodifzierten Inhibitor HxBP-Rh (Abbildung
2.21) die aktive Form einer Metalloprotease selektiv markiert, nicht aber dessen inak-
tives Zymogen!'%3. Die Modifikation eines generellen Kinaseinhibitors, der die ATP-
Bindungsstelle besetzt, zu dem Photoaffinitdtsmarker xii, ermoglichte die Detektion
einer ganzen Proteinfamilie'%?. Diese Sonden enthalten Fluorophore fiir die Detektion
der markierten Proteine in Elektrophoresegelen, es konnen aber auch andere Reporter-

gruppen wie Biotin einesetzt werden, die den Pulldown des Photomarkierungsproduk-
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HxBP-Rh: Photoaffinitasmarker fir MMPs xii: Photoaffinitatsmarker fur Kinasen

Abb. 2.21.: (A) Prinzip der Photoaffinitdtsmarkierung und (B) Photoaffinitatssonden.

tes aus einer Proteinmischung ermoglichen.

Neben Benzophenon (BP) werden héufig Arylazide und Diazirine fiir die lichtinduzier-
te Markierung von Liganden verwendet. Diese drei Gruppen weisen hohe chemische
Stabilitaten auf und ihre Aktivierung erfolgt bei Wellenléngen, die biologische Systeme
nicht beschadigen.

Arylazide generieren bei Bestrahlung (A = 254-400nm) unter Ny-Abspaltung reaktive
Nitrene, die in C-H- als auch Heteroatom—H-Bindungen insertieren. Ohne Reaktions-
partner lagern die Nitrene in weniger reaktive Ketenimine um, die mit Nukleophilen
reagieren konnen. Dies reduziert die Crosslinkingeffizienz und ermoglicht unspezifische
Reaktionen der langlebigen Ketenimine*%. Die Umlagerung wird durch Perfluorierung
des Phenyls unterbunden %!, Diazirine bilden bei Bestrahlung (A ~ 350 nm) unter No-
Abspaltung Carbene, die reaktiver und weniger selektiv als die Nitrene reagieren. Al-
ternativ findet eine Photoisomerisierung zu reaktiven elektrophilen Diazoverbindungen
statt, die bei weiterer Bestrahlung ebenfalls ein Carben bilden. Um die unspezifischen
Reaktionen der langlebigen Diazoisomere zu vermeiden wurde von BRUNNER et al. 3-
Trifluormethyl-3-phenyldiazirin (Tfmd) entwickelt %, Tfmd ist allerdings groBer und

etwas unreaktiver als die Alkyldiazirine6°

Die Crosslinkingeffizienz der Carbene kann durch ihre Reaktivitdt gegentiber Was-
ser reduziert sein. Das bereits aufgefiihrte Benzophenon bildet bei Bestrahlung (A ~
360nm) ein Diradikal, welches in benachbarte C—H-Bindungen insertiert und gegen-
iiber Wasser unreaktiv ist. Im Gegensatz zu den anderen Crosslinkergruppen ist die
Anregung reversibel und das Diradikal relaxiert zuriick zum Keton. Dadurch sind mul-
tiple Anregungs-Relaxationszyklen moglich, die die Markierungseffizienz erhéhen 6%,

Das Diradikal zeigt eine hohere Spezifitit als Carbene und Nitrene und hat hohe An-
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forderungen an die Reaktionsgeometrie (Kapitel 7.1.1.1). Benzophenon ist im Vergleich

zu den anderen Crosslinkergruppen deutlich gréfer ™7 und es bedarf oft einer lingeren

Bestrahlungsdauer [168:169]
Aryl Azide Diazirine Benzophenon
Alkyldiazirin Trifluormethylphenyldiazirin
N3 N—N o
o
R ) R \hv,A CFa ~wa O O
v N
N, /i 254-400 nm R NG
o
hv h‘ hv
: N, /| ~350 m N e N0 ] CFs ~350hsvss -
R\)J\ Pé‘akfif’,gs' i R stabileres
Diazoisomer Diazoisomer
hv, A
Nitren insertiert in C-H hv, A .0 *

und Hetero-H Bindungen

lUmIagerung

Ketenimin reagiert
mit Nukleophilen

O
\ N
R e

R\/“\

Carben insertiert in C-H
und Hetero-H Bindungen

Carben insertiert in C-H
und Hetero-H Bindungen

Diradikal reagiert mit CH-
Bindungen (bevorzugt Met)

Abb. 2.22.: Azide, Diazirine und Benzophenon als photoreaktive Gruppen.
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3. Zielsetzung und Planung der Arbeit

Zahlreiche Untersuchungen (sowohl in vitro Experimente mit Krebszellen als auch klini-
sche Studien mit Krebspatienten) zeigten eine Korrelation zwischen der Zelloberflachen-
sialylierung bzw. den Sialyltransferaseaktivitdten und der Fahigkeit von Krebszellen zu
metastasieren >%%. Besonderes Interesse gilt daher Inhibitoren fiir Sialyltransferasen,
mit denen die sialinsdureassozierten Metastasierungsprozesse untersucht werden kon-
nen, indem die Oberflichensialylierung gehemmt wird. Bis auf wenige Ausnahmen 47!
basieren aber die bislang entwickelten Sialyltransferaseinhibitoren auf dem anionischen
und polaren Donorsubstrat CMP-Neu5Ac und sind nicht zellgingig?*6782 Thre An-
wendbarkeit beschrénkt sich daher iiberwiegend auf Enzymassays und ein Einsatz in

der lebenden Zelle oder in in vivo Untersuchungen ist nicht mdoglich.

Die dokumentierten Aktivitdtsassays fiir Sialyltransferasen beinhalten aufwendige so-
wie zeitintensive Arbeitsprozeduren und fiir jede Sialyltransferase muss das entspre-
chende Akzeptorsubstrat zuganglich sein*-%6!. Entsprechend gering ist der erreichbare
Testdurchsatz bei Inhibitionsstudien und es wurden bislang lediglich kleine fokussierte
Substanzbibliotheken getestet!*%%. Fiir die Entwicklung eines Hochdurchsatz-fihigen
Assays (HT-Assay) fehlt es an geeigneten chemischen Werkzeugen.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war daher die Etablierung eines HT-Assays fiir
Sialyltransferasen, der zudem den Bedarf des Akzeptor- und Donorsubstrates umgehen
sollte. Als Assaysystem wurde der apparativ sehr einfache Fluoreszenzpolarisations-
Assay (FP-Assay) gewéhlt, fir den auf der Basis eines donosubstratanalogen Inhibi-
tors eine Fluoreszenzpolarisations-Sonde (FP-Sonde) entwickelt werden sollte. Die FP-
Sonde und der HT-FP-Assay sollten in einem Hochdurchsatz-Screening (HTS) einer
Sialyltransferase gegen eine umfangreiche Substanzbibliothek eingesetzt werden, um so
eine neue Moglichkeit zur Leitstrukturentdeckung fiir die Inhibitorentwicklung zu eroff-
nen. Durch Modifikation der FP-Sonde mit dem Einbau einer photoreaktiven Gruppe
war des Weiteren geplant, einen selektiven Photoaffinitatsmarker fiir die Detektion von

Sialyltransferasen in komplexen Proteomen zu entwickeln.
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3 Zielsetzung und Planung der Arbeit

Die Dissertation gliedert sich in die folgenden vier Teilprojekte (Abbildung 3.1):
1. Entwicklung und Synthese von FP-Sonden fiir Sialyltransferasen.
2. Entwicklung eines HT-FP-Assays fiir Sialyltransferasen.
3. FP basiertes HT-Screening einer Sialyltransferase.
4

. Entwicklung eines Photomarkers fiir die selektiven Markierung von Sialyltrans-

ferasen.
1) FP-Sonden- 2) HT-FP-Assay- 3) HT-Screening 4) Photoaffinitatsmar-
entwicklung entwicklung kerentwicklung
PAL]
NARL
NA Licht,
\* \c \M/ (R | l)lgnaturierung

S \
. photoreaktive : Sialyltrans-
4Ligand * Fluorophor  [EAD Gruppe ﬂFP-Sonde < I:I* Photomarkierer c ferase

Abb. 3.1.: Die vier Teilprojekte der Dissertation.
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4. Entwicklung einer FP-Sonde fiir

Sialyltransferasen

Sialyltransferasen stellen ein gut geeignetes Ziel fir die Entwicklung eines FP-Assays
dar. Thre Molekularmassen liegen tiber 30 kDa (bedeutend fiir einen grofien Dynamikbe-
reich des Assaysignals) und ihre Toleranz gegentiber Substitutionen des Donorozucker-
substrates wurde in mehreren Studien gezeigt['7171. Bei Sialyltransferasen kann auf
verschiedene hochaffine donorsubstratanaloge Inhibitoren zuriickgegriffen werden, wo-
bei insbesondere die in der Gruppe von R.R. ScuMIDT 5% entwickelten vereinfachten
tibergangszustandsanalogen Inhibitoren (Abbildung 2.9) einen vielversprechenden Aus-
gangspunkt fiir die Entwicklung einer FP-Sonde darstellten. So umfasst ihre Synthese
nur wenige und einfache Schritte und sie zeigen sehr gute Inhibitionskonstanten im
submikromolaren Bereich. Um die maximal mogliche Affinitat zu erreichen, sollten die
Diastereomere getrennt werden. Als Fluorophor eignete sich mit seiner kurzen Fluores-
zenzlebensdauer Fluorescein, von dem verschiedene funtionalisierte Derivate (Carbon-
sduren, Succinimidylester, Amine, Isothiocyanate) kommerziell erhéltlich oder synthe-
tisch zuganglich sind. Eine solche FP-Sonde, die auf dem Donorsubstrat CMP-NeubAc
basierte, konnte eine universelle FP-Sonde fiir alle Sialyltransferasen darstellen und
der FP-Assay wére im Gegensatz zu den bisherigen Assaysystemen unabhéngig vom

Zugang zu den Akzeptorsubstraten.

4.1. Design der Fluoreszenzpolarisations-Sonden

Als Basis fiir die Synthese der FP-Sonden wurde Verbindung ix-c (Abbildung 2.9) ge-
wiahlt, bei der es sich um ein N-Acetylamidophenyl-substituiertes vereinfachtes Uber-
gangszustandsanalogon der Sialyltransferasen handelt und dessen Acetylgruppe durch
ein Fluoresceinlabel ersetzt werden sollte. Es sollten verschiedene Derivate hergestellt

werden, die sich in der Substitution des Aromaten (meta oder para) und des Car-
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HO

O CO,H o OH ﬁ\
o PN
. / JR—OH
n=0,1

N R

OOH o4 oH

5/6-lso-  Glycin- meta/para- S/ R-
merie Linker Position I somer

Abb. 4.1.: Design der geplanten FP-Sonden.

boxyfluorescein (5- oder 6-Isomer), in ihrer absoluten Konfiguration der o-Position
zum Phosphonat (R- oder S-Isomer) und durch einen Linker zwischen Inhibitorteil
und Fluoresceinlabel (Glycin) unterschieden (Abbildung 4.1). Die Strukturnummern
der Verbindungen werden im Folgenden durch die Beschreibung der aromatischen Sub-
stitution (m oder p), den Code fir Glycin (G) — sofern der Linker vorhanden ist —
und die Angabe der Isomerie von Carboxyfluorescein (5 oder 6, 5/6 fir die Mischung)
erginzt. Bei den diastereomerreinen Verbindungen wird die Stereochemie durch das
Prifix (5)- oder (R) beschrieben.

Abb. 4.2.: Docking von (S)m5 mit der Kristallstruktur der CstIIA32 im Komplex mit CMP-
3FNeuAc (PDB-code: 1RO7)133): (A) (8)mb5 in der Enzymtasche der CstITA32;
(B) Uberlagerung des gedockten (S)m5 (rot) mit CMP-3FNeuAc (gelb); (C)
Uberlagerung der 10 besten Dockingergebnisse.
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4.2 Synthese diastereomergemischter fluoresceinmarkierter Inhibitoren

Die Struktur des meta-substutierten 5-Carboxyfluoresceinderivates mit S-konfigurier-
tem a-Methylphosphonat ((S)mb5) wurde an die Kristallstruktur der bakteriellen Sia-
lyltransferase CstIIA32 im Komplex mit CMP-3FNeuAc ¥ gedockt. Dies ergab, dass
der CMP-Rest von (S)mb5 seine nattirliche Position im Inhibitor-Enzym-Komplex ein-
nehmen konnte (Abbildung 4.2 B), wobei der Fluoresceinrest weit aus der Enzymtasche
herausragte (Abbildung 4.2 A) und hochflexibel war (Abbildung 4.2 C).

Die Darstellung der markierten Inhibitoren erfolgte zum einen mit einer Syntheseroute
tiber ein racemisches o-Hydroxymethylphosphonat (Kapitel 4.2), die bereits im Rah-

[172]

men einer Diplomarbeit etabliert wurde!”"*, und zum anderen tiber das stereoselektiv

dargestellte R- oder S-Isomer eines a-Hydroxymethylphosphonats (Kapitel 4.3).

4.2. Synthese diastereomergemischter

fluoresceinmarkierter Inhibitoren

4.2.1. Syntheseplanung

el sah vor, das Fluorescein vor der Pudovik-Reaktion an ein

Der Synthesstrategi
Hydroxymethylanilin (3) zu kuppeln. Der erhaltene Alkhol 4 sollte zum Benzalde-
hyd 5 oxidiert und nach der von R. R. SCHMIDT et al. beschrieben Methode mit
dem Cytidinphosphoramidit 1 zum geschiitzten fluoresceinmarkierten Inhibitor 7 wei-
ter umgesetzt werden. Die Entschiitzung von 7 sollte die potentiellen FP-Sonden als

Diastereomeren-Mischung ergeben (Abbildung 4.3).

NH;

) o
Fu—4¢ = o o S piPvFlu— 7 o o—) S OH
HN | oK | Pe HN \ Y \ e y 50BN
S 3 NN — = A NS0 =/ DpiPvFlu. _N-— || Thoen * 1
_OH O o .oBnO o jr N o
0" “OH 0” ~OBn w o
OH OH OAc OAc 6
8 7 H

o
Flu = Fluorescein OH o
D'l;\/FI u??gpi Aovl 2 DinFluAOH
v Ao + OH  —— i N~ — ' H~ H + HPO(OBn);
fluorescein DiPVFlu.__N-— | DiPVFlu. _N-—— |
3 q) 1@( h 1@( =
HoN-—

Abb. 4.3.: Syntheseplan zur Darstellung fluoresceinmarkierter Inhibitoren.
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4.2.2. Synthese der fluoresceinmarkierten Alkohole

Fiir die nachfolgenden Syntheseschritte wurden die phenolischen OH-Gruppen des Car-
boxyfluoresceins mit der Pivaloylgruppe geschiitzt, die leicht mit Pivaloylsdureanhydrid
in Gegenwart einer Base (CsyCOs) eingefiihrt werden konnte'™!. Eine Trennung der
Isomere von 2-(5/6) war nach einer von Kao et al.'™ beschriebenen selektiven Fal-

lung des Diisopropylaminsalzes von 2-(6) moglich (Abbildung 4.4).

2-(6): 34 % (92:8)

3 Ag. Pv,0, 1 Aq.

Cs,CO3, DMF, UN
92 %

iPr,NH, EtOH,
-20°C

5/6-Carboxyfluorescein ©H 2-(5/6)  OPV 2-(5): 49 % (95:5)

Abb. 4.4.: Pivaloylschiitzung von Carboxyfluorescein und Isomerentrennung nach KAo0 et al.

Fiir die Synthese der linkermodifizierten Verbindungen wurde Fmoc-Glycin an m-Ami-
nobenzylalkohol (3-m) zu Verbindung 9 gekuppelt und anschlieBend mit 20 % Piperi-
din in DMF entschiitzt (Abbildung 4.5).

OH 1.1 Aq. EDC, H 20 % Piperidin

on H o) H OH
FmocHN HoN DCM,1h N in DMF, 4h N
+ —_— —_—Y
/ﬁo( 93% FmocHN™ 52% HN Y
o o
9 3m-G

Fmoc-Glycin 3m

Abb. 4.5.: Darstellung des Glycin-substituierten m-Aminobenzylakohols 3-m-G.

Die Kupplung von Di-O-Pivaloylcarboxyfluorescein (2-(5/6)) mit den Anilinen 3-m,
3-p und 3-m-G erfolgte nach Aktivierung der Carbonsdure mit einem Carbodiimid
(1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid). Die in méafiigen und gu-
ten Ausbeuten (30-72%) erhaltenen Alkohole 4-m-(5/6), 4-p-(5/6) und 4-m-G-
(5/6) wurden anschliefend mit dem milden Oxidationsmittel Dess-Martin-Periodinan
(DMP) 7] in guten bis sehr guten Ausbeuten (68-90 %) zu den Aldehyden 5-m-(5/6),
5-p-(5/6) und 5-m-G-(5/6) oxidiert (Abbildung 4.6). Eine Trennung der 5- und 6-
Isomere sowohl der Alkohole als auch der Aldehyde war wahrend der saulenchromato-
graphischen Reinigung moglich. Um den Syntheseaufwand zu reduzieren, wurde jedoch
nach der Charakterisierung der Verbindungen die Isomerenmischung fiir die Folgereak-

tionen eingesetzt.
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4.2 Synthese diastereomergemischter fluoresceinmarkierter Inhibitoren

1.2 - 1.5 Aq. DMP,

H 1 Aq. EDC, DCM, 1.1 Aq. H,0, DCM,
N = OH 15-24h _03-25h
HoN S : =2t . H
MTR + 2-(5/6)
n=0,1

3m Pvo 4m(5l6):  76% PO 5 m(sie): 90 %
3-p 4-p-(5/6): 72% 5-p-(5) + 5-p-(6): 89 %
3-m-G 4-m-G-(5/6): 30 % 5-m-G-(5) + 5-m-G-(6): 68 %

Abb. 4.6.: Kupplung der Amine mit Di-O-Pivaloylcarboxyfluorescein und anschliefende
DMP-Oxidation des Alkohols.

4.2.3. Synthese der o.-Hydroxymethylphosphonate

Die Pudovik Reaktion zwischen Dibenzylphosphonat und den Aldehyden 5-m-(5/6),
5-p-(5), 5-p-(6), 5-m-G-(5) und 5-m-G-(6) erfolgte in Gegenwart der Base Tri-
ethylamin zu Aktivierung des Dibenzylphosphonats (Abbildung 4.7). Die Reaktions-
zeiten betrugen mehrere Tage und waren fir die para-substituierten Aldehyde 5-p-(5)

und 5-p-(6) am langsten. Die Phosphonate wurden als Racemate in guten Ausbeuten

(38-79 %) isoliert.

P 1.8 - 3 Aq. HPO(OBN)y, 1.5 - 4 Aq. EtzN, <:>_<
H DCM, 2 - 9 Tage ) \ —OBn
n=01 0 oBn

Pvo n=0 5m(5/6) Pvo n=0 6-m-(5/6) 67%
5p-(5) 6p() 4%
5p-(6): 6p(6):  46%
n=1 5m-G-(5) n=1 6m-G-(5 77%
5-m-G-(6): 6m-G-(6): 38%

Abb. 4.7.: Darstellung der a-Hydroxymethylphosphonate mit der Pudovik-Reaktion.

Die Reaktivitat der para- und meta-substituierten Benzaldehyde gegeniiber Nukleo-
philen wird durch die verschiedenen Substituenten beeinflusst. Substituenten mit +M-
Effekt wie Amidgruppen senken die Reaktivitat des Aldehydes (Abbildung 4.8). Para-
Substituenten haben einen grofleren Einfluss auf die Reaktivitat des Carbonyls, wie es
bei der Reaktion der Adehyde 5 beobachtet wurde.

(@] o o (0]
H - _ _
5 5 R N3 o TS
> > \[Of > /U\ | _
0N 3¢ 3 3 R H 3

-M-Effekt +M-Effekt +M-Effekt

[

Reaktivitat

Abb. 4.8.: Reaktivitit des Benzaldehyds in Abhéngigkeit von der Substitution des Aromaten.
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4 Entwicklung einer FP-Sonde fiir Sialyltransferasen

4.2.4. Phosphoramiditkupplung und Entschiitzung zur

Zielverbindung

Der Kupplungsreaktion der a-Hydroxymethylphosphonate 6 mit Cytidinphosphorami-
dit 1 unter Katalyse durch 1H-Tetrazol wurde Molsiebpulver beigefiigt, um einen Aus-
beuteverlust durch Wasserspuren zu vermeiden. Das a-Hydroxymethylphosphonat 6-
m-(5/6) wurde als Mischung des 5- und 6-Isomers eingesetzt, deren Trennung auf der
Stufe der vollstindig geschiitzten Verbindung 7-m-(5/6) erfolgte. Die Debenzylierung
der Verbindungen 7 wurde durch heterogene Hydrierung mit Pd/C und Wasserstoff
bei Normaldruck und anschlieendem Abfiltrieren des Katalysators durchgefithrt. Mit
Natriummethanolat wurden die basenlabilen Schutzgruppen von den Verbindungen
7 entfernt und RP-18 HPLC unter Verwendung eines Triethylammoniumbicarbonat

[176]) und

Puffers (TEAB; die Nukleotide eluieren als Triethylammonium-Ionenpaare
Umwandlung in die Natriumsalze ergab die fluoresceinmarkierten Inhibitoren 8. Bei

einem pH-Werte von ~7.5 liegt Fluorescein als Dianion vor 7.

Die Entschiitzung von 7-m-(5) und 7-m-(6) lieferte die fluoresceinmarkierten Inhi-
bitoren 8-m-(5) und 8-m-(6) bei einer Gesamtausbeute von 43 % iiber zwei Reakti-
onsstufen (Abbildung 4.9). Eine HPLC-Trennung der R- und S-Isomere (bezogen auf
die Konfiguration des a-Phosphonatkohlenstoffs) von 8-m-(5) oder 8-m-(6) war nicht
moglich. Dementsprechend zeigten im 'H-NMR Spektrum die isolierten Dubletts des
Cytidin H-5 und H-1" ein 1:1 Verhéltnis der beiden Diastereomere. Das a-Phosphonat-

standige Proton zeigte aufgrund der 2Jy p- und *Jy p-Kopplung ein charakteristisches

6-m-(5/6 N N N
'IDiOBn ( ) 1.) 1.5 Ag. 1, 2.0 Ag. 1H-Tetrazol, DCM, UN
g oen 2) 2.2 Aq. tBUOOH, 1.5 h
3) RP-18 HPLC

NC NHAc

N

o0 (1

\_/ 0 o
LR-0Bn

NH o oBn ST
PVO 7-m-(5)

7-m-(6) ° Sy
4.) Pd/C, H, (atm.), 0.75 h Q0 | /&
5.) NaOMe 0.6 h PR N0
6.) RP-18 HPLC o fo)
7) IR-120 (Na*) R %%
005 oH oH

8-m-(5): 28 % (uber zwei Stufen)
8-m-(6): 15 % (uber zwei Stufen)

Abb. 4.9.: Entschiitzung zu den meta-substituierten fluoresceinmarkierten Inhibitoren.
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4.2 Synthese diastereomergemischter fluoresceinmarkierter Inhibitoren

Dublett von Dublett mit Kopplungskonstanten von ~14 Hz sowie ~10 Hz (siehe Seite
230). Im 3'P-NMR war die Kopplung der beiden Phosphoratome zueinander zu beob-
achten. Die Signale des Phosphonatphosphors wiesen identische chemische Verschiebun-
gen auf, so dass aufgrund der gleichen Kopplungskonstante trotz der Diastereomeren-
Mischung nur ein Dublett beobachtet wurde (siche Seite 232).

Die Darstellung der Verbindungen 8-m-G-(5) und 8-m-G-(6) gelang in guten Aus-
beuten von 44 % sowie 64 % iiber zwei Reaktionsstufen (Abbildung 4.10). In mehreren
Reaktionsansatzen war allerdings die Debenzylierung unvollstdndig und konnte auch
durch erneute Hydrierung nicht vollendet werden. Bei der NMR-Charakterisierung zeig-
ten die Cytidin H-5 und H-1" Protonen ein 1:1 Verhéltnis der R- und S-Isomere (siche
Seiten 250, 251, 253 und 254).

OH

H

WN OB 6-m-G-(5) . . .
E\OBn 6-m-G-(6) \' 1.) 1.5 Aqg. 1, 2.1 Aqg. 1H-Tetrazol, DCM, UN

(0]

2.) 2 Ag. tBUOOH, 3 h
3.) RP-18 HPLC

NC NHAc
N
N
0 o) |
N4
— O*P\O N/go
o
\ 7 0B8N
/NH O OBn  5ac OAc
opy 7-m-G-(5) 5 Na NH,
7-m-G-(6)
o SN
4.) Pd/C, H, (atm.), 1.3 h o le) 0O 0 |
N4
5.) NaOMe 0.6 h o) — 0-F N0
6.) RP-18 HPLC /—( Q—{ o o
7.) IR-120 (Na*) HN—>_ R 0g
NH OOy OH OH

8-m-G-(5): 43 % (Uber zwei Stufen)
o 8-m-G-(6): 65 % (Uber zwei Stufen)

Abb. 4.10.: Entschiitzung zu den meta-Glycin-substituierten fluoresceinmarkierten
Inhibitoren.

Im Gegensatz zu der Entschiitzung der meta-substituierten Verbindungen war die Ent-
schiitzung von 7-p-(5) und 7-p-(6) von einer Zersetzung der Produkte begleitet. Zu-
sitzlich wurde in mehreren Reaktionsansitzen eine Einfachdebenzylierung beobachtet.
Die Isolierung der Verbindung 8-p-(5) gelang nicht und Verbindung 8-p-(6) wurde
in sehr schlechter Ausbeute (4 %) erhalten (Abbildung 4.11). Aufgrund der geringen
Substanzmenge wurde die Verbindung 8-p-(6) nur 'H-NMR spektroskopisch als das
Triethylammoniumsalz charakterisiert, bevor es in das Natriumsalz tiberfithrt wurde.
Die Integration der Triethylaminsignale ergab, dass ein Pentatriethylammoniumsalz
erhalten wurde (siehe Seite 242). Dies bestétigte, dass Fluorescein unter diesen Bedin-

gungen als Dianion vorlag.
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4 Entwicklung einer FP-Sonde fiir Sialyltransferasen

6-p-(5/6) 1) 1.5 Aq. 1, 2 Ag. 1H-Tetrazol, DCM, UN
2.) 2.2 Ag. tBUOOH, 1.5 h
3.) RP-18 HPLC
NC NHAC

B
0.0
O*P\ N/go
o
//P\_OBn
O OBn  5ac OAc
7-p-(5)
7-p-(6) . NH;
4)) Pd/C, Hp (atm.), 0.5 h, MeOH ° SN
5.) NaOMe 0.5 h, MeOH 0,0 \ Y
6.) RP-18 HPLC =\ PR N0
7.) IR-120 (Na* o o
8p-(5) ) [Re120 () R-0g
Zersetzung °© © OH OH

o
8-p-(6): 4 % (Uber zwei Stufen)

Abb. 4.11.: Entschiitzung zu den para-substituierten fluoresceinmarkierten Inhibitoren.

Bei der versuchten Darstellung von 8-p-(5) wurden eine LC/MS und NMR-Analyse
des Rohproduktes vorgenommen. Im 3'P-NMR-Spektrum fehlte die fiir 8-p-(5) erwar-
tete P-P-Kopplung und es wurde nur ein Signalsatz beobachtet (Abbildung 4.12 A).
Dies zeigte eine Spaltung des Phosphats vom a-Methylphosphonat unter Verlust der
Diastereomerie. Das LC/MS-Chromatogramm zeigte einen Peak, dessen Masse einer
Verbindung zugeordnet werden konnte, in der CMP durch einen Methoxy-Rest substi-
tuiert wurde (Abbildung 4.12 B).

Daraus kann geschlossen werden, dass die Bindungsspaltung am benzylischen a-Phos-
phonatkohlenstoff stattfand. Dies korreliert mit Beobachtungen fritherer Inhibitorsyn-
thesen aus der Gruppe von R.R. SCHMIDT. In speziellen Féllen fand eine Hydrierung

(A) (B)

3007 — 254 m 100

§ _____
£ 200 rc_n
— [0
c =}
S 2
2 »
£ 100+ 5
%] P =
Ee] e
< J{

O_, T T

———— e ——— 0 5
15 10 5 0 ppm t [min]

Abb. 4.12.: (A) 3'P-NMR (122MHz, D20) und (B) LC/MS-Chromatogramm des
Zersetzungsproduktes.
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4.2 Synthese diastereomergemischter fluoresceinmarkierter Inhibitoren

der benzylischen Position am Phosphat statt, die als Nebenreaktion bei der Hydroge-

nolyse von Benzylschutzgruppen auftrat!178!,

4.2.5. Ergebnisse der Darstellung der diastereomergemischten

fluoresceinmarkierten Inhibitoren

Es gelang die Darstellung der meta-substituierten fluoresceinmarkierten Inhibitoren
ohne (8-m-(5) und 8-m-(6)) und mit Glycinlinker (8-m-G-(5) und 8-m-G-(6)) so-
wie einer para-substituierten (8-p-(6)) fluoresceinmarkierte Verbindung. Dabei zeigte
sich, dass die Benzylschutzgruppe fiir die Darstellung der fluoresceinmarkierten Inhi-
bitoren nur bedingt geeignet war, da unter den Reaktionsbedingungen der Hydrierung

die para-substituierten Verbindungen instabil waren.

Die Diastereomere der fluoresceinmarkierten Inhibitoren hatten identische Retentions-

zeiten, so dass eine HPLC-Trennung nicht moglich war.
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4 Entwicklung einer FP-Sonde fiir Sialyltransferasen

4.3. Stereoselektive Synthese fluoresceinmarkierter

Inhibitoren

Das néchste Ziel war die stereoselektive Darstellung der R-und S-Isomere der fluoresein-
markierten Inhibitoren, um die maximalen Affinitaten gegeniiber den Sialyltransferasen

erreichen zu konnen.

Fiir die enantioselektive Darstellung von a-Hydroxymethylphosphonaten wurden ver-
schiedene Methoden entwickelt. Varianten der Abramov- und Pudovik-Reaktion durch
Einsatz nichtracemischer Phosphorreagenzien oder chiraler Katalysatoren zur Kontrolle
der Stereochemie, die enantioselektive Reduktion von a-Ketophosphonaten '™ als auch
die chemische und enzymatische Racematspaltung ermoglichen den Zugang zu den En-
antiomeren '®. Eine weitere Moglichkeit besteht in der stereokontrollierten Oxidation
des Methylenanions von achiralen Benyzlphosphonaten mit chiralen Oxidationsmitteln.
So wurden bei den Synthesen diastereomerreiner Inhibitoren der Sialyltransferasen be-

reits erfolgreich chirale apolare Oxaziridine eingesetzt 31:82:181

Oxaziridine bestehen aus einem reaktiven gespannten Dreiring aus Kohlenstoff, Stick-
stoff und Sauerstoff und fungieren gewohnlicherweise als Stickstoff-Donor. Durch elek-
tronenziehende und sterisch anspruchsvolle Substituenten am Stickstoff kann die Elek-
trophilie auf den Sauerstoff verschoben werden, und ermoglicht die Oxidation von
Enolaten. Das von DAVIS et al. entwickelte (+)- und (-)-(8,8-Dichlorcampherylsul-
fonyl)oxaziridin ((+)- und (-)-10, Abbildung 4.13) wurde fir die asymmetrische Oxi-

dation von Enolaten sowie Seleniden und Sulfiden verwendet'$>'84 aber von WIEMER

i al
AN — NS N
Ral  EWG A NG

EWG: OPPh,, CF % ¢ o
: o, Ch3,
3 3. ; (+)-10 (-)-10
RSO, (R™ Alkyl, Amine) ) (8, 8-Dichlorcampheryl)-  (=)-((8,8-Dichlorcampheryl)-
sulfonyl)oxaziridin sulfonyl)oxaziridin
2) (-)-10 HoH Subst. R?> R' Ausbeute ee
® >~ Rl\i@%} PORY), meta AllyiH  36% 96%
Na .~ O OPh 46% 98%
€]
1.) NaHMDS ®
N P(ORz)z)a—> N PH(OR?), CF3 42% 9%
R J 8 R 4 5 paa Me H 70% 93%
o @l i 2) (+)-10 _ HoH NO, 54% 80%
p, osphoryistal vI - — RN ©) P(ORZ)Z Cl 76 % 87 %
<S|ertes Carbanion ) th;)\é OCH; 60%  81%

Abb. 4.13.: Oxaziridine'%?l und Beispiele ihrer Applikation bei der Hydroxylierung von
phosphorylstabiliserten Carbanionen [181,183]
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4.3 Stereoselektive Synthese fluoresceinmarkierter Inhibitoren

et al. auch zur enantioselektiven Hydroxylierung von phosphorylstabilisierten Carban-

ionen eingesetzt [183:185],

4.3.1. Syntheseplanung

Die Bildung des Carbanions fiir die Oxidation durch das Oxaziridin erfordert den Ein-
satz sehr starken Basen und schloss daher die Einfiihrung des pivaloylgeschiizten Car-
boxyfluoresceins vor der Oxaziridinoxidation aus. Die Synthese sollte daher mit einem
Nitrobenzylbromid (12) beginnen, welches in einer Michaelis-Arbuzov Reaktion mit
einem Phosphittriester (11) das Nitrobenzylphosphonat 13 ergab. Dieses sollte nach
Deprotonierung mit dem entsprechenden Oxaziridin zum chiralen o-Hydroxymethyl-
phosphonat 14 oxidiert werden. Die Nitrogruppe von 14 sollte zum Anilin 15 reduziert
werden und so die Kupplung mit Di- O-Pivaloylcarboxyfluorescein ermoglichen (Abbil-
dung 4.14). Die Allylschiitzung des Phosphonats wurde gewéhlt, um die unzuverléssige

Debenzylierungsreaktion zu vermeiden.

Q, OH \ QH
_OAIl
O— P\O DiPvFlu OAII 1 ", MP\OAII +2
OH OAII & ©

0 on OH OH R- oder (9-16 (R- oder (9-15
(R) oder (9-8
_OAIl

N B om}—(iA ol o
lu = Fluorescein P ~ O S OAl
Flu= uorescan 12 — 13 —— OoN-I— I OAll
DiPvFlu = Di-O-Pivaoyl- + + ¥ O
fluorescein P(OAll); (11) (+)- oder (-)-10 (R)- oder (9- 14

Abb. 4.14.: Syntheseplan zur Darstellung diastereomerreiner fluoresceinmarkierter Inhibito-
ren.

4.3.1.1. Test der Reduktionsreaktion mit anschlieBender Carboxyfluorescein-
kupplung

Die Reduktion des Nitroaryls 14 zum Anilin 15 und dessen anschliefende Kupplung
mit dem geschiitzten Carboxyfluorescein 2-(6) wurde zunédchst mit der einfach zu-
génglichen racemischen Testsubstanz 14-m getestet, bevor sie mit dem aufweniger
darzustellenden chiralen a-Hydroxymethylphosphonaten durchgefiihrt wurde. Die Re-
duktion erfolgte mit 3 Reaktionséquivalenten' Sn(IT)Cly (Abbildung 4.15 A).

Da Zinn(II) in der Reaktion zu Zinn(IV) oxidiert wird, entspricht ein Reaktionsiquivalent drei
Molaquivalenten.
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(A)
OH 9 Ag. SnCl,, EtOH, OH
O,N o) RT, 26 h HzN o)
’ \©)\ﬁ\o\/\ wassr. Aufarbeitung ‘ \©)\ﬁ\o\/\ Zersetzung bei La_
0 L_» o L~ gerung oder | solation
14-m 15-m
(Rohprodukt)
OH
Q 1Aq. HZNO%gigﬁ:
° O OH 1.5 Ag. EDC, DCM, RT, 2.5 h _OAIl
PVO O O 5 62 % 6\OAII
o
2-(5/6) OPv
(B)
Nitro: 14-m (H-NMR) Nitro: 15-m (I3C-NMR)
H-2 H-5
H-6
H-4 ~
C-6 C-2
J (T c-4
e I ‘#m‘m“l\"‘”‘“‘\"“"‘\“"\"“L
8.0 7.5 7.0 ppn 130 125 120 ppn
Anilin: 15-m ('H-NMR) Anilin: 15-m (!3C-NMR)
H-2, H-6

Absorption [mAU]

1504 — 254nm ~100 — 254 nm J— - 100
----- % B

5 15007 mz =284.0 o
m < e r75 m
5 £ 5
e - 10004 mz =324.1 g
- o (Zersetzungs- 50 —
w = produkt) w
iy = _ o
X ) 500 - s =

o L

< L

P09
0 5 10 15
t [min] t [min]

Abb. 4.15.: Test der Reduktion von 14-m zu 15-m und Kupplung mit Carboxyfluorescein:
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(A) Reaktionsgleichung, (B) NMR-Analyse (*H: 300 MHz, 13C: 76 MHz, CDCl3)
und (C) LC/MS-Reaktionskontrolle der Reduktionsreaktion; (D) Zersetzung von
15-m bei Lagerung in DCM.



4.3 Stereoselektive Synthese fluoresceinmarkierter Inhibitoren

Die Reduktion von 14-m verlief glatt (LC/MS-Analyse, Abbildung 4.15 C), jedoch war
das Anilin 15-m instabil und dessen Trocknung oder Lyophilisation fithrte zur Zerset-
zung. In Dichlormethan gelost konnte 15-m fiir mehrere Tage gelagert werden. Bei
langerer Lagerzeit, bildete sich ein Abbauprodukt, dessen Masse einem triallylierten
o-Hydroxymethylphosphonat entsprach (Abbildung 4.15 D). Das Anilin 15-m musste
daher nach der wéassrigen Aufarbeitung direkt fiir die Kupplung mit dem EDC aktivier-
ten 2-(6) eingesetzt werden. Das Kupplungsprodukt 16-m wurde in guter Ausbeute
(62 %) erhalten (Abbildung 4.15 A).

Die Reduktion der Nitrogruppe wurde indirekt mit der NMR-Spektroskopie nachge-
wiesen. Die 'H- und *C-Signale des Nitro-substituierten Aromaten 14-m waren durch
die elektronenziehende Nitrogruppe entschirmt und tieffeldverschoben. Nach der Re-
duktion zum Anilin 15-m bewirkte die elektronendonierende Aminogruppe eine Ent-
schirmung und die Signale erschienen hochfeldverschoben (Abbildung 4.15 B). Aufar-
beitungsbedingt war in der Probe viel Wasser enthalten, so dass die austauschenden
Aminprotonen nicht detektiert wurden. Das IR-Spektrum des Edukts 14-m zeigte die
symmetrische und asymetrische N=0O Valenzschwingungen bei 1532 und 1350 cm™,
die nach der Reduktion zu 15-m nicht mehr auftraten. Dafiir wurden bei 1630 und
1608 cm™ die Banden der N-H-Deformationsschwingungen und bei 3267 cm™ die der
N-H Valenzschwingungen beobachtet (siche Seite 268).

4.3.2. Darstellung der Benzylphosphonate

Die Nitrobenzylphosphonate 13-m und 13-p wurden mikrowellenunterstiitzt bei 105 °C
mit der Michaelis- Arbuzov-Reaktion ¥ aus den Nitrobenzylbromiden 12-m und 12-p
und Triallylphosphit (11a)7 hergestellt (Abbildung 4.16). Die bei Raumtemperatur
festen Nitrobenzylphosphonate 13-m und 13-p konnten bei ~200 °C im Feinvakuum

destilliert werden und wurden in guten Ausbeuten (57-67 %) erhalten.

Toluol, MW: 105°C, 15 h

o)
OOy 7 Br Kugelrohrdestillation N P
+  ON-— ON—— (o)
v Z

|

O\/\ © v

11a meta: 12-m meta: 13-m 57 %
para: 12-p para: 13-p 67 %

Abb. 4.16.: Synthese der Benzylphosphonate mit der Michaelis-Arbuzov Reaktion.
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4.3.3. Darstellung der chiralen a-Hydroxymethylphosphonate

durch Oxaziridinoxidation

Die stereoselektiven Oxidationen der Benzylphosphonate wurden nach der von WIiE-

MER beschriebenen Methode durchgefiihrt %3,

Im ersten Schritt der Reaktion erfolgte die Deprotonierung der Benzylphosphonate
13-m und 13-p durch die Base Natriumhexamethyldisilazan (NaHMDS). Die phos-
phorylstabilisierten Carbanionen zeichneten sich durch sehr intensive Féarbungen aus
(meta: blau, para: rot). Ihre Oxidation erfolgte durch das ensprechende Oxaziridin ((-)-
oder (+)-10). Die chiralen a-Hydroxymethylphosphonate (R)- und (.5)-14-m sowie
(R)- und (S)-14-p wurden in typischen'8:183] Ausheuten (53-66 %) und Enantiome-
reniiberschiissen (83-87% ee) erhalten (Abbildung 4.17).

1.) NaHMDS, THF, =95 -> -45°C,1- 3 h OH OH

A~ IID:O\/\ 2.) (-)- oder (+)-10, THF,-95°C -> -78°C, 3.5 h ® '|° ANE ?:o\/\
ON— | 1o OZN— oder ONT— | o
N2 \/ s
meta: 13-m meta: (R)-14-m 53 %, 87 % ee meta: (S)-14-m 66 %, 85 % ee
para: 13-p para: (R)-14-p 55 %, 83 % ee para: (S)-14-p 60 %, 83% ee

Abb. 4.17.: Stereoselektive Oxidation der Benzylphosponate zu den (R) und (S)-o-Hydroxy-
methylphosphonaten.

4.3.3.1. Konfigurationsbestimmung

MosHER und DALE entwickelten Strukturmodelle fiir die Konfigurationsbestimmung

(188]  Die Anwen-

von chiralen Alkoholen, die mit Mandelatderivaten verestert sind
dung dieses Modells auf Ester der (R)- bzw. (5)-a-Methoxy-a-trifluormethylphenylsau-
re ((R)/(S)-MTPA) mit o-Hydroxymethylphosphonaten erméglicht die Bestimmung
ihres Enantionmereniiberschusses (ee) und ihrer absoluten Konfiguration!!718% Da-

nach wird angenommen, dass in der bevorzugten Konformation der a-Wasserstoff des

Tieffeldver- Schematische Dargldlung der
Blick- Me O po(R )2 90 PhRL— ome™ » schiebung 31P-NMR-Signae:
F4C,_OMe richtung >\‘( { @PO(RZ)Z — RS) (59)
Os_~ (R)
® HCF,
X
on’ Hochfeldver- NMR
i Fh PO(R?) R2),0P .~ schiebuny
Rl/s\P R? E::Irftltm " N e ( )th OMe™ ’
O(R?), g (%O\{s) B R BN
X =0H, X H -
o CF3 Tieffeld  Hochfeld
R1 Aromat FaC H
= Alkyl

Abb. 4.18.: MTPA-Ester von a-Hydroxymethylphosphonaten.
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Phosphonats und die Trifluormethylgruppe von MTPA ekliptisch zu einander orien-
tiert sind. Dementsprechend iiberlappt das Phosphonat entweder mit dem Methyl-
oder dem Phenylrest von MTPA und das Phosphorsignal erfihrt eine Tief- oder Hoch-
feldverschiebung. Gleiches gilt fiir die Methylgruppe von MTPA, die entweder in De-
ckung zum Phosphonat oder zum Benzylrest des Phosphonats stehen kann. Da man
MTPA mit bekannter Stereochemie einsetzt, ldsst sich anhand der NMR-Signale des
Phosphors und der Methylgruppe die Konfiguration des a-Hydroxymethylphosphonats
bestimmen (Abbildung 4.18).

Die Darstellung der (S)-MTPA-Ester ((R,S)/(S,S)-17-m/p) der chiralen a-Hydro-
xymethylphosphonate ((R)/(S)-14-m/p) erfolgte mit dem (R)-MTPA-Saurechlorid
und Pyridin als Base (Abbildung 4.19). Sie wurde in einem NMR-Rohrchen in CDClj
durchgefiihrt, so dass der Reaktionsfortschritt als auch der Enantionmereniiberschuss
direkt durch NMR-Messungen bestimmt werden konnten, ohne dass es einer Aufarbei-
tung bedurfte. Dadurch wurde eine kinetische oder chromatographische Racemattren-

nung ausgeschlossen.

F3C, OMe
1.5 Aq., O. (‘R) F3C, OMe FsC, OMe
OoH oH cl O Ont9
o N‘_\ ® ﬁig\/\ oder N‘_\ © ﬁ:g\/\ Pyridin, CDClg ° oder o
M o N o SR PO SN Oy
v v OzN:—/ o ON—— ©Fso
L~ O - ~ O P
meta: (R)-14-m meta: (S)-14-m

para (R)-14-p para: (S)-14-p meta: (R,S)-17-m (71 %) meta: (S,9)-17-m (72 %)
para (R,S)-17-p (36 %) para: (S,S)-17-p (28 %)

Abb. 4.19.: Darstellung der MTPA-Ester der chiralen o-Hydroxymethylphosphonate.

Anhand der Integrale der MTPA-Ester wurde der Enantiomereniiberschuss bestimmt,
nachdem die Phosphorsignale der Edukte (R)/(S)-14-m/p nicht mehr detektiert wer-

Tab. 4.1.: Ergebnisse der stereoselektiven Oxaziridinoxidation.

(S)-MTPA-Ester

o] % ee

31p (R,S) [5] * 31p (8,8) [6] @ Ab
(R)-14-m 24.0°  16.03 (93.6%) 15.67  (6.4%) 0.36 87.2
(S)-14m  -20.0° 16.09 (7.8%) 1574 (92.2%) 0.35 84.6
(R)-14-p 14.6° 1586 (91.6%) 1551 (8.4%) 0.35 83.2
(S)-14-p “132° 1601  (8.3%) 15.66  (91.7%) 0.35 83.4

@ Die Messungen erfolgten in Pyridin/CDCl3-d; (fir (R)/(S)-14-m: 33:67; fir
(R)/(S)-14-p 38:62.
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4 Entwicklung einer FP-Sonde fiir Sialyltransferasen

den konnten, also die Reaktion abgeschlossen war. In den 3'P-NMR-Spektren stammte
das hochfeldverschobene Signal von den (S,5)-Diastereomeren der MTPA-Ester 17,
wahrend das tieffeldverschobene Signal den (R,S)-Diastereomeren zuzuordnen war (Ab-
bildung 4.20). Die Verhéltnisse der 3!P-Signale ergab fiir die steresoselektiv darge-
stellten oa-Hydroxymethylphosphonate Enantiomereniiberschiisse zwischen 83.2-87.2 %
(Tabelle 4.1).

(R,S)-17-m (S,S)-17-m (R,S)-17-p (S,S8)-17-p
RS S.S RS S.S

Abb. 4.20.: 3'P-NMR-Spektren (122 MHz, CDCl3) der (S)-MTPA-Ester der a-Hydroxyme-
thylphosphonate.

4.3.4. Reduktion des Nitroaryls und Carboxyfluoresceinkupplung

Die Reduktion von (R)- und (5)-14-m sowie (R)- und (S)-14-p wurde unter den
Bedingungen durchgefiihrt, die bei der Testreaktion ermittelt wurden (Kapitel 4.3.1.1).
Die Ausbeuten fiir die para-substuierten Verbindungen (R)-16-p und (S)-16-p wa-
ren maBig (22-34 %) und wurden moglicherweise durch die groen Mengen des Zinnhy-

droxids vermindert, die bei der wéssrigen Aufarbeitung mit NaHCOj3 ausfallen. Die Re-

OH 4-9 Ag. SnCly, EtOH, " O \)}
AN OAIl__20:40°C, 18T -OAll
ON-— f~oal HoN—— n ~oal| 1.1-1.5 Aq. EDC, DCM
~ O & RT,2-18h

(R)-14-m (R)-15-m n=0:(R)-16-m 58% n=1: (R)-16-m-G 60%
(9)-14-m (S)-15-m (S)-16-m 56 % (S-16-m-G  34%
(R)-14-p (R)-15-p (R)-16-p 26 %

(9-14-p (8)-15p (9-16p 22%

Abb. 4.21.: Nitroreduktion von 14 und Kupplung der Aniline 15 mit 6-Di-O-pivaloylfluo-
resceinamidoessigséure (2-(6)-G).
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4.3 Stereoselektive Synthese fluoresceinmarkierter Inhibitoren

duktionen der meta-substituierten Verbindungen (R)-14-m bzw. (5)-14-m wurden
daher mit nur 4 statt 9 molaquivalenten Zinn(II)chlorid durchgefiihrt. Da die Reaktion
langsamer ablief, wurde sie bei leichter Erwarmung bei 40 °C durchgefithrt. Die Verbin-
dungen (R)-16-m und (S)-16-m bzw. (R)-16-m-G und (.5)-16-m-G wurden nach
der Kupplung der Aniline mit 6-Di- O-Pivaloylcarboxyfluorescein (2-(6)) oder 6-Di-
O-pivaloylfluoresceinamidoessigsiure (2-(6)-G) in tiberwiegend besseren Ausbeuten
(~60 %) erhalten (Abbildung 4.21).

4.3.5. Phosphoramiditkupplung und Entschiitzungsreaktion zu den

diastereomerreinen fluoresceinmarkierten Inhibitoren

Die Kupplung der chiralen fluoresceinkonjugierten o-Hydroxymethylphosphonate
(R)/(S)-16-m/p an das Cytidinphosphoramidit 1 erfolgte wie bereits fiir die Syn-
these der racemischen Sonden beschrieben (Kapitel 4.2.4). Die Entschiitzung wurde
nicht mit der iiblichen zweistufigen Methode mit palladiumkatalysierten Allyltransfer
auf Dimedon"” und anschlieBender Chromatographie vor der basischen Entschiit-
zung 778191 “sondern in einem Arbeitsschritt durch die Reaktion mit Pd(PPhs), und
K,COj3 in Methanol nach einer Methode von THAYUMANAVAN et al.[%% durchgefiihrt.
Die Base erzeugt in situ Methanolat, welches das Allyl aus dem Palladiumkomplex
abspaltet. Unter diesen Reaktionsbedingungen gelang neben der Synthese von (R)-
oder (S)-8-m-(G)-(6) auch die Entschiitzung zu den para-substituierten Verbindun-
gen (R)-8-p-(6) und (5)-8-p-(6) (Abbildung 4.22).

Amiditkupplung: ®
1)1.2-2Aq.1,2-4Aq. 1H- 5Na NH;

Tetrazol, DCM, 2.5-18 h o N
2)2-3Aq.tBuOOH, 1-21h 95 Q 0 L
3.) MPLC o /= O-R N™ "0
N 5 o o
) N R-0
Entschiitzung: H do°
1.) Pd(PPhg)s, K,CO3, n ) OH OH
MeOH, 4 - 24 h
n=0: (R)-16-m 2) RP-18 HPLC n=0: (R)-8-m-(6) 54 %
(9)-16-m 3 IR-120 (Na*) o (9)-8-m-(6) 59 %
(R)-16-p (R)-8-p-(6) 48 %
(S)-16-p (S)-8-p-(6) 61 %
n=1: (R)-16-m-G n=1: (R)-8-m-G-(6) 8%
(S)-16-m-G (S)-8-m-G-(6)  68%

Abb. 4.22.: Phosphoramiditkupplung und Entschiitzungsreaktion zu den diastereomerreinen
fluoresceinmarkierten Inhibitoren.
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4 Entwicklung einer FP-Sonde fiir Sialyltransferasen

4.3.6. Bestimmung der Diastereomereniiberschiisse

Die abschliefende Bestimmung der Diastereomereniiberschiisse erfolgte anhand der
"H-NMR-Signale des Cytidin H-5 oder H-1", die isoliert von den aromatischen und
aliphatischen Signalen zwischen 6.0 und 5.5 ppm auftraten und deren chemische Ver-
schiebungen eine grofie Abhéngigkeit von der Stereoisomerie aufwiesen. Die Signale
der S-Isomere erschienen gegentiber den Signalen der R-Isomere tieffeldverschoben,
nur bei (R)-8-m-(6) war die Reihenfolge vertauscht und die Signale der R-Isomere
erschienen im Tieffeld. Eine Ursache dafiir kann eine andere Konzentration der Ver-
bindung bei der NMR-Messung sein (Abbildung 4.23). Die Kopplungskonstanten der
H-1’-Dubletts der S-Isomere waren mit 4.4-4.6 Hz grofler als die der R-Isomere mit
2.5-3.9 Hz (Tabelle 4.2). Auch bei den diastereomergemischten Verbindungen wurden
entsprechend Kopplungskonstanten von 4.4-4.6 Hz fiir das tieffeld- und 3.3-3.8 Hz fiir
das hochfeldverschobene H-1"-Signal gemessen (Spektren im Anhang ab Seite 229).
Das H-1’-Hauptsignal von (R)-8-m-(6) hatte gegentiber dem Restsignal die kleinere
Kopplungskonstante. Dies bestétigte, dass es sich trotz der inversen relativen chemi-

schen Verschiebungen um das R-Isomer handelte.

Es wurden fiir jede Verbindung die Signale integriert, deren R- und S-Isomerensignale
die beste Separation aufwiesen. Die Diastereomereniiberschiisse (83-84 % de) entspra-
chen den Enantiomereniiberschiissen der o-Hydroxymethylphosphonate (83-87 % ee),
abgesehen von Verbindung (R)-8-p-(6), dessen de mit 71 % deutlich unter dem zu
erwartenden Wert von 83 % (ee fir (R)-p-6) lag (Tabelle 4.1).

Die 3!'P-NMR Spektren zeigten die tieffeldverschobenen Phosphonat- und die hoch-
feldverschobenen Phosphatsignale, die beide aufgrund der P,P-Kopplung zu Dubletts

Tab. 4.2.: Diastereomereniiberschiisse der FP-Sonden aus der stereoselektiven Synthese.

1§71 3
Verbindung Si }flal [ Ain] Isomer % de (H(—Il )

& PP (R) (S)
(R)-8-m-(6) ;. 0.067 91.4% 8.6 % 82.8 2.5 Hz
(8)-8-m-(6) 0.091 7.8% 92.2% 84.4 4.4 Hy
(R)-8-p-(6) .y 0.050 85.6 % 14.4% 71.2 3.9 Hz
(8)-8-p-(6) 0.052 8.5% 91.5% 83.0  4.6Hz
(R)-8-m-G-(6) 0.071 92.1% 7.9% 84.2 3.5 Hz
(S)-8-m-C-(6) 0.037 8.7% 91.3% 82.6 4.6 Hz
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4.3 Stereoselektive Synthese fluoresceinmarkierter Inhibitoren

(R)-8-m-(6) (R)-8-p-(6) (R)-8-m-G-(6)
Cytidin Cytidin Cytidin Cytidin Cytidin Cytidin
H-5 H-1 H-5 A-1 H-5 A1
R R
S
vmw
<| [0
—| |00
T T T T T T T T T T T T T T T
6.0 5.9 58 57 ppn 6.0 5.9 5.8 57 ppm 6.0 5.9 5.8 57 ppnm
(5)-8-m-~(6) (5)-8-p-(6) (5)-8-m-G-(6)
Cytidin Cytidin Cytidin Cytidin Cytidin Cytidin
H-5 H-1 H-5 H-1 H-5 H-1"
S S
S
R R R
0 j(\lr [T} Te] mml\
N —i| |0 —i| |00
(o)) [o)} o
T T T T T T T T T T T T T T T T
6.0 5.9 5.8 5.7 ppmr 6.0 5.9 5.8 5.7 ppmr 6.0 5.9 5.8 5.7 ppr

Abb. 4.23.: Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren (300 MHz, D20) zur Bestimmung der
Diastereomereniiberschiisse.

aufspalteten. Die Restsignale des Unterschussisomers erschienen als leicht versetzte

Dubletts geringer Intensitdt (Spektren im Anhang ab Seite 229).

4.3.7. Ergebnisse der stereoselektiven Synthese

Die meta- ((R)-8-m-(6), (S5)-8-m-(6)), meta-Glycin ((R)-8-m-(G)-(6), (S)-8-m-
(G)-(6)) und para-substituierten ((R)-8-p-(6), (S)-8-p-(6)) fluoresceinmarkierten
Inhibitoren wurden in Diastereomereniiberschiissen zwischen 71-84 % de dargestellt.

Bereits die Testreaktion fiir die Reduktion und Kupplung mit Carboxyfluorescein zeig-
te, dass diese Syntheseroute gegeniiber dem Syntheseweg fiir die Darstellung der dia-
stereomergemischten FP-Sonden vorteilhaft ist, da das Label an einer spaten Stufe
der Synthese eingefiigt wird. Die Allyl-geschiitzten Verbindungen waren unter der ein-
fach durchzufiihrenden einstufigen Entschiitzungsreaktion stabil, so dass auch die Dar-
stellung der para-substituierten Verbindungen (R)-8-p-(6)und (5)-8-p-(6) in guten

Ausbeuten gelang.
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4 Entwicklung einer FP-Sonde fiir Sialyltransferasen

4.4. Synthese unmarkierter Inhibitoren

Fir die Validierung der FP-Sonden (Kapitel 5.4) wurden unmarkierte Liganden des
Rezeptors benotigt, die als kompetitive Inhibitoren bekannt sind und die FP-Sonde
aus ihrem Enzymkomplex verdringen koénnen. Dafir wurde das Analogon 18 (ix-c
aus Abbildung 2.9) der fluoresceinmarkierten Inhibitoren, CDP als schwacher Inhibitor
(kommerziell erhéltlich) und ein neues vereinfachtes Ubergangszustandsanalogon (19)
dargestellt. Die Inhibitoren werden wie folgt bezeichnet: ii-a: I-CDP, 18: I-NHAc
und 19: I-NO; (Abbildung 4.24).

NH, ® NH, ® NH,

3 Na 3 Na 3 Na
SN o SN o XN
° o (l oo’ [ oN_ Qp fk
©o-P~0-R=0 NS0 R N So 0-F N o

05 © o) AcHN@ﬁ e} o ¢} o)

w R %% RO

OH OH OO0, OH OH O 04 OH OH
ii-a ix-c
I-CDP I-NHAC (18) 1-NO, (19)

Abb. 4.24.: Inhibitoren fiir die FP-Sondenvalidierung.

4.4.1. Darstellung des N-Acetyl-substituierten Inhibitors

Die Synthese von I-NHAc erfolgte mit der bereits etablierten Synthesemethode iiber
die Pudovik-Reaktion und Phosphoramiditroute (Abbildung 4.25). Die Entschiitzung
von Verbindung 22 zum I-NHAc wurde nach der Methode von THAYUMANAVAN et
al. in einem Schritt durchgefithrt und ergab I-NHAc in méafiiger Ausbeute (24 % iiber
zwei Stufen). Die Trennung der Diastereomere bei der HPLC-Reinigung war auch bei
dieser Verbindung nicht méglich. Sowohl das 'H-NMR als auch das 3'P-NMR zeigten

NC NHAC
0 0.6 AqHPO(OAI), (11b), OH _} Ly
— o
§

0.5 Aq. EtsN, DCM, 13 T OAll . \
H P . 1Aq.  N-P
/©)\ 74 % Q/L (I)\\OAII 1.) 2 Ag. 1H-Tetra- q R N/&O
AcHN AcHN zol, DCM, 18 h \ w

20a 21 2.) 2 Ag. tBUOOH, 1 h

OAc OAc

3% 1

e NH; NC NHAC
o Y 1.) Pd(PPhg)s, K,CO3, MeOH, 4.5 h SN
Q0 \ I 2)RPIBHPLC 0.0 ‘ PN
AcHN <:> :O’P\O N0 3)IR-120 (Na+) AHN O’P\O N~ o
C le) o C o}
P0° \/_\( 2% JROAI
00, OH oH O OAll " 5ac Oac
18 (I-NHAC) 22

Abb. 4.25.: Darstellung des Inhibitors I-NHAc.
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4.4 Synthese unmarkierter Inhibitoren

das 1:1 Verhéltnis des R- und S-Isomers aufgrund der stereounspezifischen Pudovik-
Reaktion (Abbildung 4.26). Wie bei den fluoresceinmarkierten Inhibitoren zeigte das
hochfeldverschobene Protonensignal des H-1" die kleinere Kopplungskonstante (6 =
5.82ppm: J = 4.4Hz; 6 = 5.75ppm: J = 3.2Hz).

I-NHAc (‘H-NMR) I-NHAc (3'P-NMR)
Cytidin Cytidin CHP PO3 PO4
H-5 H-17

Abb. 4.26.: Ausschnitte aus den NMR-Spektren (*H: 300 MHz, 3!P: 122 MHz, D,0) des In-
hibitors I-NHAc.

4.4.2. Darstellung des m-Nitro-substituierten Inhibitors

Die Darstellung des Inhibitors I-NOs (19) erfolgte mit dem benzylgeschiitzten Phos-
phonat (Abbildung 4.27). Durch die elektronenziehende meta-Nitrosubstitution ist das
Benzaldehyd 23 reaktiv und reagierte schnell mit dem basenaktivierten Benzylphospho-
nat. Die anschlieende Phosphoramiditkupplung ergab den geschiitzten Inhibitor 24,
der analog zu den benzylgeschiitzten fluoresceinmarkierten Verbindungen entschiitzt
wurde (Kapitel 4.2.4). Die Diastereomere konnten bei der HPLC Reinigung getrennt

werden, wurden aber nur mit einer geringen Gesamtausbeute von 12 % erhalten. Th-

NC NHAC
o 1.8 Aq HPO(OBNY),, OH / _)
0,N 1.1Aq. EtsN, DCM,2h_ 0O,N .0Bn O
2 H = o 2 IID\ " 9Agq. N- I\
87 % 4~oBn 1.) 2 Aq. 1H-Tetra-
zol, DCM, 3.5 h \
20b 23 2.) 1.5 Aq. tBUOOH, 1 h
)15 Aq. Bu ’ OAc OAc
70 %
1.) NEtg, DCM, 17 h
3Na NH; 2.) Pd/C, H; (atm.), MeOH, 0.5 h NC NHAc
o SN 3.) NaOMe, MeOH, 0.5 h SN
0N 0,0 \ PY 4.) RP-18 HPLC O:N Q, 0 | PN
O-R NS0 5.) IR-120 (Na*) O-R N” 0
o] o o o
R 0o HTOBN
Oy  OH OH O OBn  5ac OAc
19-1 (I-NOp-Irt) 7% 24

19-h (I-NO»-hrt) 5%

Abb. 4.27.: Darstellung des Inhibitors I-NOs5.
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4 Entwicklung einer FP-Sonde fiir Sialyltransferasen

re Konfiguration ist unbekannt und sie werden daher geméafl ihrer Elutionsreihenfolge

benannt (h/hrt fir high retention time” und 1/1Irt fiir ,low retention time”).

Die Bestimmung der Diastereomerenreinheiten der Verbindungenen I-NOs-Irt und
I-NOs-hrt erfolgte wie unter Kapitel 4.3.6 beschrieben. Weder bei I-NO»-Irt noch
I-NOs-hrt konnte ein Restsignal des H-5 oder H-1" des jeweiligen anderen Isomers de-
tektiert werden (Abbildung 4.28). Auch im *'P-NMR Spektrum wurde kein Restsignal
des jeweils anderen Isomers beobachtet. Das H-1" von I-NOs-Irt (6 = 5.82ppm: J =
4.0 Hz) erscheint gegeniiber dem Signal von I-NOq-hrt (§ = 5.76 ppm: J = 3.3 Hz)
tieffeldverschoben und hat die grofiere Kopplungskonstante. Dies stimmt mit den Be-
obachtungen zu den fluoresceinmarkierten Inhibitoren iiberein, bei denen die Signale
der S-Isomere gegeniiber denen der R-Isomere hochfeldverschoben sind. Unter der An-
nahme, dass dies auch auch fiir I-NO, zutrifft, wiare I-NQOq-Irt das S-Isomer und
I-NO,-hrt das R-Isomer.

I-NOg2-Irt (\H-NMR) I-NOg2-Irt (**P-NMR)
Cytidin Cytidin CHP PO3 PO4
[ | JUL\A ‘/JUL
A A B N IR B RARE RN RARRARAR BN I I I I I 1
6.0 5.9 5.8 57 56 55 54 53 ppr 15 14 ppn 2 1 pprr
I-NOg2-hrt (*H-NMR) I-NOgz-hrt (*'P-NMR)
Cytidin Cytidin CHP PO3 PO4
[ I MAJW/W MJUL\w
T T T T T T T T T
6.0 5.9 58 5.7 56 55 54 53 ppnr 1 ppr'r

Abb. 4.28.: Ausschnitte aus den NMR-Spektren (*H: 300 MHz, 3!P: 122 MHz, D,0) der In-
hibitoren I-NO»2-Irt und -hrt zur Bestimmung der Diastereomereniiberschiisse.
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5. Entwicklung eines HT-fahigen
FP-Assays fiir Sialyltransferasen

Die — wie in Kapitel 4 beschrieben — dargestellten fluoresceinmarkierten Inhibitoren
(Tabelle 5.1) sollten in Fluoreszenzpolarisationsassays auf ihre Eignung als FP-Sonden
getestet werden. Dazu sollten sie mit verschiedenen Sialyltransferasen titriert und ih-
re Affinitdten sowie ihre Anisotropieeigenschaften bestimmt werden. Mit bekannten
Inhibitoren mufite in FP-Verdringungsassays iiberpriift werden, ob die FP-Sonden re-
versibel an die Sialyltransferasen binden. Damit der FP-Verdringungsassay fiir HT-
Screening geeignet ist, musste er gegeniiber DMSO robust sein, da die Testsubstanzen

der chemischen Bibliotheken in DMSO gelost vorlagen.

Tab. 5.1.: Die FP-Sonden im Uberblick.

HO NH,

- Y
Grundstruktur: o ) Hv‘% @—@/s)\o o °
= N R—OH K #
n s

Stereo- Aromat. Glycin Flu.-
FP-Sonden konfig. Subst. (n =1x) Konfig. Nummer
m5 R/S m 0 5 8-m-(5)
m6 R/S m 0 6 8-m-(6)
(R)m6 R m 0 6 (R)-8-m-(6)
(S)mé6 S m 0 6 (S)-8-m-(6)
p6 R/S D 0 6 8-p-(6)
(R)p6 R P 0 6 (R)-8-p-(6)
(S)p6 S p 0 6 (5)-8-p-(6)
mG5 R/S m 1 5 8-m-G-(5)
mG6 R/S m 1 6 8-m-G-(6)
(R)mG#6 R m 1 6 (R)-8-m-G-(6)
(S)mG6 S m 1 6 (S)-8-m-G-(6)
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

Die potentiellen FP-Sonden basieren auf einem Inhibitor (ix-c, Abbildung 2.9), der den
Ubergangszustand des Donorsubstrates imitiert. Dies kénnte eine Bindung der mar-
kierten Inhibitoren an alle Sialyltransferasen erméglichen, da denen das Donorsubstrat
CMP-NeubAc gemeinsam ist. Im Zeitraum der praktischen Arbeiten zu dieser Disser-
tation waren zwei Saugetier- (rST3Gal 111192 und hST6Gal 111%3)) und zwei bakterielle
Sialyltransferasen (Pd2,6ST(N)!4 und PmST11™)) in gereinigter Form kommerziell
erhaltlich (Tabelle 5.2). Daher war es moglich, die fluoresceinmarkierten Inhibitoren
sowohl gegen die Sdugetiersialyltransferasen als auch gegen die strukturell anders auf-

gebauten prokaryotische Sialyltransferasen zu testen.

Tab. 5.2.: Kommerziell verfiighare Sialyltransferasen.

Transferase Ursprung Verkniipfung Substrat Masse
rST3Gal 11 Saugetier 02,3-(0) Galp1,3GlcNAc-Termini 40 kDa
hST6Gal I Séugetier 02,6-(N) N-Acetyllactosamin-Termini 42 kDa
Pd2,6ST(N)  Bakterium 02,6-(N) N-Acetyllactosamin-Termini 57kDa
PmST1 Bakterium %2,3-(0) N-Acetyllactosamin-Termini 46 kDa

5.1. Theorie von Fluoreszenzpolarisations-Assays

5.1.1. Die Bestimmung der Anisotropie

Fiir die Berechnung der Anisotropie (A) werden die Intensitéten der parallel und senk-
recht zur Anregungsachse orientierten Fluoreszenzemissionen gemessen. Die Berech-
nung erfolgt nach Gleichung 5.1, wobei ein Gewichtungsfaktor (G) eingesetzt wird,
um unterschiedliche Sensitivitaten der Photodetektoren fiir die parallele und senkrech-
te Lichtemission zu kompensieren. Der G-Faktor ist eine Gerédtekonstante und wird

Lauf 27mP fiir eine Losung aus 1 nM Fluorescein

durch Kalibrierung der Polarisation
in 0.01 M NaOH "] bestimmt. Die totale Fluoreszenz (I) ergibt sich nach Gleichung
5.2. Zur Korrektur der Ansotropien gegeniiber der Hintergrundfluoreszenz werden die

Intensitaten I, und I, einer Leermessung von den Intensitaten der Probe abgezogen.
(Li—1) (L —-GI)

A= (I, +20,) (I, +2GI.) (5-1)

! Anisotropie und Polarisation lassen sich wie folgt ineinander iiberfithren: A = 2P/(3 — P) und P=
3A/(2+A).

58



5.1 Theorie von Fluoreszenzpolarisations-Assays

Ir = I|| +21, = IH + 2GIL (52)

Die gemessene Anisotropie (Aops) heterogener Fluorophorpopulationen wird durch die
Summe der Anisotropien der einzelnen vorliegenden Spezies beschrieben (Gleichung
5.3). A, ist die Anisotropie einer Spezies m und f,, der Anteil der mten Fraktion an

der observierten Anisotropie.

AObs = meAm wobei me =1 (53)

5.1.2. Direkter FP-Bindungsassay

Kp1

R+L RL

Bei dem direkten FP-Bindungsassay liegen drei verschiedene Spezies im Gleichgewicht
miteinander vor. Der freie Rezeptor R, der ungebundene Ligand L, und der Komplex
aus Rezeptor und Ligand RL. Die Interaktion von R und L werden durch die folgenden
Gleichungen beschrieben, wobei [R|r und [L]t den totalen Konzentrationen des Re-
zeptors und des markierten Liganden entspricht. Figg ist die Fraktion des gebundenen

markierten Liganden und Kp; die Dissoziationskonstante des RL-Komplexes.

_[Rl-[L]

Kpy = AL (5.4)
[R]r = [R] + [RL] (5.5)
[L]r = [L] + [RL] (5.6)

Y
Fep=1-— s (5.7)

Kleine Dissoziationskonstanten und hohe Rezeptorkonzentrationen fiihren zu einem
hoheren Bindungsgrad Fsg und dessen Abhéngigkeit von Kp; und Ry ist in Abbildung
5.1-A simuliert.

Im FP-Bindungsassay kann durch die Titration des Liganden L mit dem Rezeptor
R direkt die Dissoziationskonstante Kp; des Komplexes RL bestimmt werden. Bei
einer totalen Konzentration des Rezeptors von 1 x Kp; ist die Hélfte des markierten
Liganden im Komplex RL gebunden. Daher darf die Konzentration [L]r nicht grofier

2 X Kpp sein, um eine stochiometrische Titration durch den Rezeptor zu vermeiden.
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

Wire [L]t > 2 x Kpy, wiirde die Konzentration des Rezeptors am Kp; nicht ausreichen,
um die Halfte des markierten Liganden zu binden und es wiirden scheinbar hoéhere

Dissoziationskonstanten gemessen >,

5.1.3. Kompetitiver FP-Verdrangungsassay

Kp1
R+L+1L —2RL

|

RL + L

Ki

Bei kompetitiven FP-Verdrangungsassays konkurrieren ein unmarkierter Ligand L; und
der fluorophormarkierte Ligand L um die Bindung an den Rezeptor R. Durch den
umarkierten Liganden wird die freie Konzentration des Rezeptors R reduziert. Eine
vollstandige Verdrangung liegt vor, wenn sich die Bindungen des markierten und un-
markierten Liganden gegenseitig ausschliefen. Zusatzlich zu den Gleichungen 5.4, 5.6

und 5.7 wird dieses System durch die Gleichungen 5.8, 5.9 sowie 5.10 beschrieben.

_[R] - [Li]
K, = W (5.8)
[R]r = [R] + [RL;) (5.9)
[L,-]T = [L,] + [RLZ-] (5.10)

Eine Simulation der Abhéngigkeit der gebundenen Fraktion Fsg von der totalen Ver-
dréangerkonzentration [L;|r und der Dissoziationskonstante K; des Komplexes RL; ist in
Abbildung 5.1 B dargestellt ¢!, Mit kleineren Dissoziationskonstanten des Komplexes
RL; wird die Steigung der Kurve von Fgp in Abhéngigkeit von [L;|r kleiner und bei (K;
< Kp1) findet eine schlagartige Verdrangung des unmarkierten Liganden statt, sobald
der Verdréanger die Konzentration des markierten Liganden erreicht. Die Affinitédt des

markierten Liganden limitiert dabei die Auflésung der Inhibitionskonstanten >,
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5.1 Theorie von Fluoreszenzpolarisations- Assays

(A) 0 (8)

Kpj (uM) 0.5 <

0.4

0.3 4

10 0.2 4

100
0.1+

L L) L U-o T T ¥ L)
1 10 100 1000 0.01 01 1 10 100 1000

Ry (4M) Lyx(uM)
Abb. 5.1.: (A) Direktes Bindungsmodell: Fsg in Abhéngigkeit von Ry bei verschiedenen

Kpi; (B) Kompetitives Bindungsmodell: Figg in Abhéngigkeit von Lt x bei ver-
schiedenen Kpo (Rr und Kp; sind beiderseits auf 1 pM gesetzt; Kpy = K i).[l%]

5.1.4. Nichtkompetitiver FP-Verdrangungsassay

K
R+L+ L —22=RL+ L,
Ki \ Kps
Ri+L  =— R

Schlielen sich die Bindungen des markierten und unmarkierten Liganden nicht aus,
kann die markierte Sonde nicht vollstdndig vom Rezeptor verdringt werden 1°6:1971 Dies
auBert sich in einem asymptotischen Limit fiir Fsg, das grofler als null ist. Beschreiben
lasst sich dies mit einem Modell aus vier Bindungszustanden, bei dem der Rezeptor mit
dem markierten als auch dem unmarkierten Liganden einen terndren Komplex RLL;

ausbilden kann.

5.1.5. Einfluss von Fluoreszenzquenching des

Ligand-Rezeptor-Komplexes auf die Anisotropie

Diverse Faktoren wie Hydrophobizitat, Viskositat, pH-Wert und Mobilitat konnen den
elektronisch angeregten Zustand eines Fluorophors beeinflussen und damit auch die

152,198 " Die Fluoreszenzquantenausbeuten von mar-

Fluoreszenzintensitéit verdndern!
kierten Liganden koénnen sich daher fiir den gebundenen und ungebundenen Zustand

unterscheiden, so dass der Beitrag der beiden Spezies nicht mehr mit dem fraktionellen
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

Anteil gleichzusetzen ist und Gleichung 5.3 eines Korrekturfaktors bedarf, der die In-
tensitatsanderung berticksichtigt. ) ist das Verhaltnis der Fluoreszenzintensititen der
gebundenen und freien Spezies. Aus Gleichung 5.3 folgt fiir die Mischung zweier Spezies
mit unterschiedlichen Fluoreszenzintensititen die Gleichung 5.11 mit den Anisotropien

der gebundenen und freien Sonde Ap und A9,

A :Q'FSB'AB—I—(l—FSB)AF
o 1—(1-Q)Fsp

Diese Formel kann nach Fgsg aufgelost werden und ermoglicht die Berechnung des
realen fraktionellen Anteils der gebundenen Spezies aus den gemessenen Anisotropien

unter Berticksichtigung des Fluoreszenzintensitatsverhaltnis @) (Gleichung 5.12).

AObs - AF

F p—
5B Q(Ap — Aogs) + (Aops — Ap)

(5.12)

Bei der Bestimmung der Affinitédten der FP-Sonden miissen die Fluoreszenzintensité-
ten analysiert werden und gegebenfalls aus den Anisotropien die Fsg-Werte berechnet

werden.

5.1.6. Assayqualitat

Die Qualitéit eines Assays wird mit dem von Zhang et al. eingefithrten Z’-Faktor be-
schrieben (Gleichung 5.13). Er berticksichtigt sowohl den Dynamikbereich als auch die
Signalvarianzen des hohen und tiefen Assaysignals. Der Z -Faktor ist eine dimensions-
lose Grofle zwischen -oo < Z“< 1 und berechnet sich aus dem Dynamikbereich abziig-
lich der Summe der dreifachen Standardabweichungen des hohen und tiefen Signals,
dividiert durch den Dynamikbereich (Gleichung 5.13).

_ |ZB —Zpl — (3(7]3 —|—30’F) “7 =1 (3(7]3 + ?)O'F)

7 — — . —
|Ag — Ap| |Ag — Ap|

(5.13)
Mit groflen Dynamikbereichen und kleinen Standardabweichungen strebt der Z “-Faktor
eines Assays gegen den Idealwert von 1. Im Allgemeinen werden Assays mit einem Z’-
Faktor zwischen 0.5 und 1 als exzellent fiir Screenings geeignet betrachtet. Bei einem
7"-Faktor kleiner null wiirden die Bereiche des Positiv- und Negativsignals iiberlappen

und der Assay wire fiir Screeningzwecke ungeeignet 19,
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5.2 Assaydurchfiithrung

~<———— Dynamikbereich (AA) ——

Datenvariabilitat . . Datenvariabilitat
Separationsbreite

3 OAF 3 OAB

B e ———— -

Haufigkeit

— P — — P —

KF KB
Assaysignal (Anisotropie)

Abb. 5.2.: Die Definition der Separationsbreite: Aufgetragen ist die Haufigkeit eines obser-
vierten Assaysignals gegen den Wert des Assaysignals (Abbildung modifiziert nach
Zhang et al.'%]).

5.2. Assaydurchfiihrung

Die Assays wurden bei einem pH von 7.4 in 50 mM Cacodylatpuffer mit 0.1 % Triton
X-100 durchgefiihrt, so dass Fluorescein in der Dianionform vorlag und die hochste

el Bei einer FP-Sondenkonzentration von 10nM war das

Quantenausbeute liefert
Fluoreszenzsignal linear und 40mal so hoch wie die Hintergrundfluoreszenz. Diese hat-
te keinen signifikanten Einfluss auf die Anisotropien, wurde aber dennoch bei den
Messungen abgezogen, da die Fluoreszenzintensitiat der FP-Sonden bei der Bindung
an den Rezeptor abnehmen kann. Um moglichst geringe Proteinmengen einzusetzen,
wurden die Assays auf ,small-volume” 384er Mikrotiterplatten bei einem Arbeitsvolu-
men von 3.5 1L durchgefiithrt. Sobald das Anisotropiesignal unveranderlich war (End-
punktbestimmung), wurden die Platten mit einem Plattenlesegerét (Safire 2, Tecan)

vermessen.
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

5.3. Direkter FP-Bindungsassay

Im direkten FP-Bindungsassay wurden die FP-Sonden mit den Sialyltransferasen ti-
triert, um deren Anisotropieeigenschaften und Affinitdten zu ermitteln. Eine ideale
FP-Sonde vereint eine hohe Affinitét, ein grofles Dynamikfenster und eine bindungs-

unabhéngige Fluoreszenz.

5.3.1. Auswertung der FP-Bindungsassays

Die observierten Anisotropien (Aqps) wurden logarithmisch gegen die Enzymkonzen-
trationen aufgetragen und die sigmoidal verlaufenden Werte mit einem 4—Parameter

logistischen (4-PL) nicht-linearen Regressionsmodell (Gleichung 5.14) angepasst.

(Maximum — Minimum)

f(z) = Minimum + 1 + 10(logEC50—2) . HillSlope

(5.14)

Der Regressionsanalyse wurden die Werte der minimalen und maximalen Asymptoten
entnommen, die der minimal (A,,;,) und maximal erreichbaren Anisotropie (Ap.x) ent-
sprachen, deren Differenz (AA) wiederum den Dynamikbereich des Assays ergab. Apax
wurde aufgrund der limitierten Proteinkonzentrationen der Sialyltransferasen nicht von
allen FP-Sonden erreicht. Beim direkten FP-Bindungsassay ist A, = Ap und Ay
= Ag. Der Wendepunkt der sigmoidalen Kurve des Fits von A, wird im Folgenden
als EC50,_, bezeichnet. Ihm liegt nur dann eine biologische Bedeutung zugrunde, wenn

die FP-Sonde im freien als auch gebundenen Zustand identische Fluoreszenzquanten-

(A) (B)

Ag—> el
8
B
= 3
< £ 3
P AA I | g
8 5 ° =
< A EC50(Aqp0) g > =
ob =
LA :
] (e
log(Konzentration) log(Konzentration) |og(Kthentrati0n)

Abb. 5.3.: Auswertung der direkten FP-Bindungsassays: (A) Analyse der observierten Ani-
sotropien zur Bestimmung von Anin, Amax, AA und EC504,,., (B) Analyse der
totalen Fluoreszenzintensitdten zur Ermittlung von Q und (C) Bestimmung von
EC50pyg anhand der Analyse von Fsp.
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5.3 Direkter FP-Bindungsassay

ausbeuten aufweist (Abbildung 5.3 A).

Die totalen Fluoreszenzintensitdten wurden ebenfalls logarithmisch gegen die Enzym-
konzentrationen aufgetragen und wiesen einen sigmoidalen Verlauf auf. Die Messwerte
wurden mit der 4-PL nicht-linearen Regressionsanalyse ausgewertet und das Maximum
und Minimum der Regression fir die Intensitaten der gebundenen (/g) und freien (/)
FP-Sonde bestimmt, deren Quotient den Korrekturfaktor @ (Gleichung 5.11) ergab
(Abbildung 5.3 B).

Mit @) sowie Ap, Ag und A, konnten schliellich die realen gebundenen Fraktionen
Fsp (Gleichung 5.12) der FP-Sonden berechnet werden. Der Wendepunkt der sig-
moidalen Kurve der 4-PL nicht-linearen Regression entspricht der Enzymkonzentra-
tion, bei der die Halfte der FP-Sonde in gebundenem Zustand vorliegt und wird mit
EC50;, bezeichnet (Abbildung 5.3 B). Bei unverénderlicher Fluoreszenzintensitiat (@
= 0) wird EC50,_,_gleich EC50

Aufgrund der logarithmischen Skalierung kann die x-Achse die Konzentration 0pnM
nicht darstellen und es wurde manuell eine sehr kleine Konzentration (log(c) = —20)

festgelegt. Die Analyse erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5.0 (GraphPad).

5.3.2. frST3Gal ll

Die rST3Gal II wurde in einer Konzentration von 19uM in 50 % Glycerolpuffer aus-
geliefert, so dass die maximal einsetzbare Konzentration des Enzyms begrenzt war, da
andernfalls die Viskositdt durch das Glycerol zu einem unerwiischten Anisotropiean-
stieg fithrte. Daher wurden die FP-Sonden (¢ = 10nM) mit 0-0.5uM der rST3Gal 11
titriert, wobei die Negativkontrolle Fluorescein keinen viskositatsbedingten Anstieg der
Anisotropie zeigte. Bei den Fluoreszenzintensitdten wichen die Messwerte sowohl der
héchsten Enzymkonzentration als auch ohne Enzym auffallig vom sigmoidalen Verlauf
ab. Dies wurde moglicherweise durch einen systematischen Pipettiereffekt hervorgeru-
fen und die Fluoreszenzintensitaten der hochsten Enzymkonzentration und ohne Enzym
wurden von der Regression ausgeschlossen (Abbildung 5.4).

Die meta-Glycin-Sonden wiesen mit AA = 194-215mA die hochsten Dynamikbereiche
der FP-Sonden auf und zeigten leichte Abhéngigkeiten der Fluoreszenzintensitaten von
der Bindung (Q = 0.82-1.0). Die Unterschiede zwischen dem 5- und 6-Isomer mG5
und mG®6 als auch zwischen dem R- und S-Isomer (R)mG6 und (S)mG6 waren nur
sehr gering. So hatten (S)mG6 und mG6 lediglich ein etwas hoheres Dynamikfenster
(AAA ~ 20mA). Die meta-Glycin-Sonden zeigten sehr gute Affinitdten, die sich mit
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

EC50,_,= 22.2-24.7nM nicht signifikant voneinander unterschieden (Tabelle 5.3).

Die Dynamikbereiche der meta-Sonden waren mit AA = 144-182mA kleiner als die
der meta-Glycin-Sonden und sie zeigten ebenfalls eine leichte Abhédngigkeit der Fluo-
reszenzquantenausbeuten vom Bindungsgrad (Q = 0.69-1.0). Die meta-Sonden waren
hochaffine Liganden der rST3Gal II und hatten Affinitdten zwischen EC50,, = 34.0-
44.8 nM.

Fs

Bei den para-Sonden hatte die Stereoisomerie sowohl auf die Dynamikfenster als auch
auf die Affinitéten einen sichtbaren Einfluss. (R)p6 hatte ein kleines Dynamikfenster
von AA = 132mA, aber die Affinitdt (EC50
Glycin-Sonden vergleichbar. Dagegen war das Dynamikfenster von (8)p6 grofier (AA
= 78.9nM an

Fsp ™

rep= 24.5nM) war mit denen der meta-
= 180mA), aber sie band mit einer geringeren Affinitdt von EC50
die rST3Gal II. Die Fluoresenzintensitiaten waren von der Bindung abhingig (Q =
0.79-0.84).

Die FP-Sonde mit den besten Eigenschaften gegentiber der rST3Gal II war (S)mG6.
Diese Sonde zeigte eine Affinitdt von EC50

AA = 215mA und wies gegeniiber den anderen FP-Sonden den Vorteil einer konstanten

= 23.5nM und ein Dynamikfenster von

Fsp

Fluoreszenzquantenausbeute (Q = 1) auf.

Tab. 5.3.: rST3Gal II: Ergebnisse des FP-Bindungsassays.
FP-Sonde EC50p,, [nM]* EC504,,, [nM]* AA [mA]* @ [L]v/EC50.,"

FsB

mb 340 £1.7 37.8 £2.1 173.9 £6.3 0.83 0.3
m6 46.3 £ 4.1 51.1 £5.0 1554 £9.3 0.86 0.2
(R)m6 41.0 £ 1.9 51.1 £2.6 1815 £6.1 0.69 0.2
(S)m6 44.8 + 0.8 44.8 £ 0.8 1441 £ 1.6 1 0.2
pb 40.8 £ 1.8 47.3 £ 2.3 1328 £ 3.6 0.84 0.2
(R)p6 245 £0.7 283 £0.9 131,56 £ 2.7 0.79 0.4
(S)p6 789 £4.5 96.6 + 6.8 180.3 £6.7 0.79 0.1
mGH 222 £0.7 242 £20 196.8 +4.2 0.88 0.5
mG6 247 £1.0 265 £1.1 215.1 £5.7 0.88 0.4
(R)mG6 239 £0.6 26.5 £0.6 194.3 £2.9 0.82 0.4
(S)mG6 23.5 £0.9 23.5 £0.9 2145 £54 1 0.4

24 Standardfehler; P Lt = 10 nM.
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5.3 Direkter FP-Bindungsassay
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Abb. 5.4.: rST3Gal II (direkter FP-Bindungsassay): Auftragung von (A) Agps, (B) den Fluo-

reszenzintensitdten und (C) Fsp gegen log(CEnzym). Jeder Datenpunkt représen-
tiert den Mittelwert aus den Mittelwerten dreier Dreifachbestimmungen, die Feh-
lerbalken indizieren die Standardabweichung.

Assaybedingungen: 50 mM Cacodylatpuffer (pH 7.4), 0.1 % Triton X-100, FP-
Sondenkonzentration: 10 nM, rST3Gal II-Konzentration: 0-0.5 pM.
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

5.3.3. hST6Gal I

Ebenso wie die rST3Gal II lag die hST6Gal I in einem 50 %igen Glycerolpuffer vor,
bei einer Enzymkonzentration von 4.9 pM. Die Titration der FP-Sonden (¢ = 10nM)
erfolgte daher bis zu einer maximalen Konzentration von 0.25 1M. Das Restglycerol
interferierte nicht mit dem Assay, wie die Negativkontrolle Fluorescein zeigte. Die Ani-
sotropien der FP-Sonden stiegen mit zunehmender Proteinmenge stark an und erreich-
ten zwischen Ag = 181 und 241 mA die Sattigung des Signals. Die Dynamikbereiche
waren mit AA = 178-213 mA &hnlich hoch wie bei der rST3Gal IT (Abbildung 5.5 und
Tabelle 5.4).

Die meta-Glycin-Sonden waren hochaffine Liganden der hST6Gal I (EC50,,, = 12.8-
18.4nM) mit groBen Dynamikbereichen (AA = 178-209mA). Die Stereoisomerie am
o-Hydroxymethylphosphonat hatte fir (R)mG6 und (S)mG6 keinen wesentlichen
Einfluss auf ihre Bindungscharakteristika. Das 5-Isomer mG5 zeigte gegeniiber dem 6-
Isomer mG6 einen um 30 mA reduzierten Dynamikbereich. Die Sonden wiesen méfige

bis leichte Abhéngigkeiten der Fluoreszenzintensitdten vom Bindungsgrad auf (Q =

0.68-1.0).
Auch die meta-Sonden waren hochaffin (EC50.,,= 9.0-22.2nM) mit grolen Dynamik-
bereichen (AA = 184-213mA). Wie fir die meta-Glycin-Sonden, war der Dynamikbe-
reich von dem 5-Carboxyfluoresceinisomer m5 gegeniiber dem des 6-Isomers m6 um

30mA reduziert. Das S-Isomer (S)m6 band doppelt so gut an die hST6Gal I wie das

Tab. 5.4.: hST6Gal I: Ergebnisse des FP-Bindungsassays.
FP-Sonde EC50p,, [nM]* EC504,,, [nM]* AA [mA]* @ [L]v/EC50.,"

FsB

mb 21.6 £0.9 21.6 £0.9 184.2 + 4.4 1 0.5
m6 172 £0.7 21.7 £0.8 2072 £49 0.67 0.6
(R)m6 222 £04 244 £04 2132 £25 0.85 0.5
(S)m6 9.0 £0.3 12.3 £ 0.3 184.8 £ 2.8 0.53 1.1
pb6 153 £0.3 15.3 £ 0.3 185.0 £ 2.3 1 0.7
(R)p6 215 £0.6 215 £0.6 152.2 £ 2.7 1 0.5
(S)p6 11.3 £ 0.2 11.3 £ 0.2 205.0 £ 2.7 1 0.9
mGH 15.5 £ 0.5 19.0 £ 0.6 178.4 £3.9 0.68 0.6
mG6 18.4 £ 0.5 194 £ 0.5 2074 £3.5 0.90 0.5
(R)mG6 179 £ 0.3 179 £0.3 205.0 £2.0 1 0.6
(S)mG6 12.8 £ 0.2 13.8 £0.2 2089 £23 0.86 0.8

24 Standardfehler; P Lt = 10 nM.
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Abb. 5.5.: hST6Gal I (direkter FP-Bindungsassay): Auftragung von (A) Agps, (B) den Fluo-
reszenzintensitdten und (C) Fsp gegen log(CEnzym). Jeder Datenpunkt représen-
tiert den Mittelwert aus den Mittelwerten zweier Doppelbestimmungen, die Feh-
lerbalken indizieren den Wertebereich.

Assaybedingungen: 50 mM Cacodylatpuffer (pH 7.4), 0.1% Triton X-100, FP-
Sondenkonzentration: 10 nM, hST6Gal I-Konzentration: 0-0.25 pM.
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

R-Isomer (R)m6, wies dafiir aber einen kleineren Dynamikbereich auf.

Die Diastereomere der para-Sonden hatten sehr unterschiedliche Eigenschaften. (S)p6
(EC50,,,= 11.3nM) war nahezu doppelt so affin wie das R-Isomer (R)p6 (EC50,,,=
21.5nM) und sein Dynamikbereich um 53 mA gréfer. Die Isomerenmischung p6 lag mit

seinen Parametern zwischen den Diastereomeren. Ihre Fluoreszenzquantenausbeuten

waren von der Bindung unabhéngig (Q = 1).

Die besten Eigenschaften der FP-Sonden vereint (S)p6, welche eine hohe Affinitét
(EC50,,,= 11.3nM), einen hohen Dynamikbereich (AA = 205 mA) und eine konstante

Fluoreszenzintensitat aufwies.

Fs

5.3.4. Pd2,65T(N)

Die bakterielle Pd2,6ST(N) wurde als Lyophilisat mit Pufferbestandteilen (MES, NaCl)
erhalten. Die FP-Sonden wurden mit Konzentrationen bis 4 pM der Pd2,6ST(N) ti-
triert, aber nur (R)p6 erreichte eine deutliche Sattigung der Anisotropie, die mit
EC50,,= 83.9nM die affinste FP-Sonde mit einem grofien Dynamikbereich war (AA
= 159mA). Das S-Isomer (S)p6 (EC50.,,= 590.7nM) band wesentlich schwécher an
die Pd2,6ST(N) (Abbildung 5.6 und Tabelle 5.5).

Die FP-Sonde m5 hatte das hochste Dynamikfenster (AA = 202mA) aller FP-Sonden
und die hochste Affinitdt der meta-Sonden (EC50.,,= 390.8nM). Die meta-Glycin-

Fsp ™
Sonden zeigten dhnlich geringe Affinitédten im mikromolaren Bereich, nur Verbindung

Tab. 5.5.: Pd2,6ST(N): Ergebnisse des FP-Bindungsassays.

FP-Sonde EC50p,, [nM]* EC504,,, [nM]* AA [mA]* @ [L]v/EC50.,"
m5 390.8 + 28.0 390.8 + 28.0 202.1 £55 1 <0.1
m6 > 1000 > 1000 1654 +75 1 <0.1
(R)m6 924.6 + 157.5 > 1000 193.3 £ 155 0.72 <0.1
(S)m6 > 1000 > 1000 180.1 +285 1 <0.1
p6 232.0 + 16.1 232.0 4 16.1 148.2 £39 1 <0.1
(R)p6 83.9 +5.1 83.9 + 5.1 159.2 +45 1 0.1
(S)pb6 590.7 + 48.5 519.4 + 40.5 163.2 £4.7 1.09 <0.1
mG5 562.6 + 91.7 562.4 + 91.7 157.8 £85 1 <0.1
mG6 557.9 + 99.5 > 1000 161.5 +£11.3 0.6 <0.1
(R)mG6 53.2 + 13.9 416.6 + 273.0 75.1 £11.6 0.34 0.2
(S)mG6 > 1000 > 1000 182.1 +94 1 <0.1

24 Standardfehler; P Lt = 10 nM.
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(A) (B) (C)

N 10000 .
250 - o s
22544t 5 - m6
— 2004 |-=~ (R)m6 oz 8000+ vovEvy 801 | = (R)m6
E 175+ |-= (S)m6 @ v . o $ & (S)mé
o 150 | v Fluorescein ‘3 6000+ ! g ° od - o JE 60
S 125- g s .
S 100+ T 40004 [ e m5 o L 407
c 754 Q —— m6
< 504 ® 2000 [ Ez))mg 207
<) = m
- hv4 =}
251 & Vvvvviv vl g -+ Fluorescein o4 s
olH ——r—r——r o= e
-20 -9 -8 -7 -6 -20 -9 -8 -7 -6 -20 -9 -8 -7 -6
log(Cpaz,6stv) [MI/M) 109(C paz,6s70N) [MI/M) log(Cpgz 6sT(N) [M1/M)
950- 10000 1004 ——
—*— pé6 — v p
2254 >
1™ (R)p6 L 80004 % 80- - (R)p6
20| ©ps = vovEvT = (S)p6
E ™71 v Fluorescein © o4 i
© 150 G 6000 p 2o s 8| =60
o i o) ! ° ' —
e 125 E g
S 100+ "N 4000+ L 40+
£ 75 2 ML
[ -
50 2 2000- _;_ Egpg 20
p
- =]
251 % vV ovvvviv v 2 ——_Fluorescein 0 m-
0 b——T—TTT 71 o+ ———FT— 771 e e B o e e e S B o
-20 -9 -8 -7 -6 -20 -9 -8 -7 -6 -20 -9 -8 -7 -6
l0g(Cpy2 65107 [M1/M) 10g(C pg2 ssT(N) [M1/M) log(cpyz 6sT(v) [M]/M)
] 10000 i
250 — A I e
poo] | > mes Z 50001 =
< 200 |_g— (R)MG6 x _ i vy 80+ :
E 1754 |-a= (S)mG6 T ¥ e $ .
o 1509 |-+ Fluorescein @ 6000+ s E T 607
=3 o )
o 1254 € ]
5 100- "N 4000+ el w 404
£ 751 N —o
50 $ 2000 |20
o
254 = v¥Zgyyvv V L_:L —— o4 &
ol T [ B R = o T
-20 -9 -8 -7 -6 -20 -9 -8 -7 -6 -20 -9 -8 -7 -6
log(Cpyz,6s10v) [IMI/M) 10g(C pg2 6sT(N) [M]/M) l0g(Cpaz 6sT(N) [M1/M)

Abb. 5.6.: Pd2,6ST(N) (direkter FP-Bindungsassay): Auftragung von (A) Agps, (B) den
Fluoreszenzintensitéten und (C) Fsp gegen log(cenzym). Jeder Datenpunkt repréa-
sentiert den Mittelwert aus den Mittelwerten zweier Doppelbestimmungen, die
Fehlerbalken indizieren den Wertebereich.

Assaybedingungen: 50 mM Cacodylatpuffer (pH 7.4), 0.1% Triton X-100, FP-
Sondenkonzentration: 10 nM, Pd2,6ST(N)-Konzentration: 0-4.0 pM.
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

(R)mG6 hatte mit EC50.,,= 53.2nM eine hohe Affinitat. Ihr Dynamikbereich war
aber mit AA = 75 mA auflerordentlich klein und ihre Fluoreszenzabhéngigkeit von der
Bindung war grof (Q = 0.34).

5.3.5. PmST1

Die PmST1 lag — wie die andere bakterielle Sialyltransferase — als Lyophilisat mit
Pufferbestandteilen (MES, NaCl) vor. Eine maximale Enzymkonzentration von 2 1M
reichte aus, um bei den meisten FP-Sonden das Anisotropiesignal zu séttigen, aber
sie erreichten mit AA = 104-179mA nicht die Dynamikbereiche wie gegeniiber den
Saugetiersialyltransferasen. Die Affinitéten der FP-Sonden (EC50, ,= 11.5-184.6nM)
waren allgemein hoher als gegeniiber der anderen bakteriellen Sialyltransferase PmST1.
Allerdings zeigten alle FP-Sonden (bis auf (S)p6) eine Fluoreszenzintensitatsanderung
(Q = 0.38-0.86). Die PmST1 band die R-Isomere (R)m6, (R)p6 und (R)mG6
generell besser, die allerdings eine starkes Quenching der Fluoreszenz bei der Bindung
zeigten (Q = 0.23-0.47), wéhrend die S-Isomere (S)m6, (S)p6 und (S)mG6 nur
schwach gequencht wurden (0.82-1). Die 5-Carboxyfluoresceinisomere m5 und mG5
hatten etwas grofere Dynamikbereiche als die 6-Isomere m6 und mG6 (Abbildung 5.7
und Tabelle 5.6).

Tab. 5.6.: PmST1: Ergebnisse des FP-Bindungsassays.
FP-Sonde EC50f,, [nM]* EC504,, [nM]* AA mA]* @ [L]v/EC50. "

Fs

mb 97.3 £8.2 150.2 £ 11.1 179.0 £ 5.8 0.67 0.1
m6 116.9 + 8.0 217.6 £14.4 146.3 £ 4.2 0.56 0.1
(R)m6 33.6 £ 1.8 128.2 £11.0 160.7 £6.2 0.23 0.3
(S)m6 183.8 £ 7.9 221.0 £9.0 140.3 £ 2.7 0.82 0.1
pb6 19.8 £ 1.0 242 £1.2 1243 £2.8 0.79 0.5
(R)p6 11.5 £ 0.6 235 £1.6 133.7 £4.2 0.38 0.9
(S)pb6 26.50 £1.0 26.0 £1.0 1577 £ 2.8 1 0.4
mG5H 60.1 £ 5.0 95.1 £8.1 154.2 £5.1 0.72 0.2
mG6 51.2 £6.6 99.7 £ 14.9 1323 £ 7.2 0.63 0.2
(R)mG6 12.7 £1.0 23.6 £1.5 139.0 £4.1 047 0.8
(S)mG6 184.6 £ 21.0 211.8 £ 22.6 104.3 £5.2 0.86 0.1

24 Standardfehler; P Lt = 10 nM.

72



5.3 Direkter FP-Bindungsassay

(B)

10000+ 100 —
5 z -
£8000— 80 |-m—
= -
£ 00l E
'g 6000+ ! R g 60
- 10}
c 0
"N 4000 (- a| L 407
g ——
© 20004 [ 207
g =l
T v__ Fluorescein o_ji
0+ T 7T T T T T
-20 -9 -8 -7 -20 -9 8 7 6

109(C pms1 [MI/M)

log(cpmst [M]/M)

(A)
250 ra——
2254 | o me
< 2007 |-= (R)m6
£ 175+ |8 (S)m6
o 150+ | V. Fluorescein
S 125-
S 100+
2
S 754
<
504
25+ i— vVvvvv V
0+ T T
-20 -9 -8 -7 -6
log(Cpmsm [MI/M)
250+ 6
2257 | e (R)p6
297 |= (o6
E 1759 | v Fluorescein
© 150
S 125-
S 100
2
g 754
50
251 % VvvvvyvyvVvyv V
0o 1T
-20 -9 -8 -7 -6
log(cpmsm [M]/M)
2509 == GE
2257 |~ mGs
< 2007 |-= (R)MG6
£ 1754 |-&= (S)mG6
o 1504 | ¥ Fluorescein
& 125-
S 100+
2
c 759
<
50
25+ =
0+ T L T T
-20 9 -8 7 6
log(Cpmsm [M]/M)
Abb. 5.7.:

10000 i 1004 ———

=) -= (R)p6

EBOOO—} 80 [-= (S)p6

;

3 6000+ i < 60

I3 =

c [}

N 4000 B| & a0-

GNJ —o— p6

® 20004 | (R)P6 = 207

S o (S)pé

[ o v__ Fluorescein o4 8=
b e e e e L s S e

20 9 -8 -7 20 9 -8 -7 -6
l0g(C pmsm1 [MI/M) log(CpmsTi [M]/M)

10000+ ]

= Y| 1907 ==mcs z

D —— mG6

£ 80001 is]831° 80+ |-~ (R)mG6

% % -8~ (S)MG6

% 6000 § % 601

[

= i 8

N 4000[-e~ mG5 | w407

3 —— mG6 Ll._i_- | |

3 20004 (RIMG6 207

S & (S)mG6

[ v Fluorescein 0
o a8

-20 -9

-8

-7

log(c pmsm1 [M]/M)

-20 -9 -8 -7 -6
log(Cpmst [M]/M)

PmST1: (direkter FP-Bindungsassay): Auftragung von (A) Agps, (B) den Fluores-

zenzintensitdten und (C) Fgp gegen log(Cgnzym). Jeder Datenpunkt représentiert
den Mittelwert aus den Mittelwerten dreier Doppelbestimmungen, die Fehlerbal-
ken indizieren die Standardabweichung.
Assaybedingungen: 50 mM Cacodylatpuffer (pH 7.4), 0.1% Triton X-100, FP-
Sondenkonzentration: 10 nM, PmST1-Konzentration: 0-2.0 pM.
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

5.4. FP-Verdrangungsassay

Fiir die FP-Verdrangungsassays wurde fir jede Sialyltransferase diejenige FP-Sonde
ausgewahlt, die bei konstanter Quantenausbeute die hochste Affinitdt und optimaler-

weise ein grofles Dynamikfenster hatte:

rST3Gal II und (S)mG6: EC50.,,= 23.5nM, AA =215mA, Q =1
hST6Gal I und (S)p6: EC50,,,= 11.3nM, AA = 205mA, Q =1
Pd2,6ST(N) und (R)p6: EC50, .= 83.9nM, AA = 159mA, Q = 1

PmST1 und (S)p6: EC50, = 26.5nM, AA = 158mA, Q =1

Die Sialyltransferasen wurden in einer Konzentration im Bereich des EC50;,der ver-
wendeten FP-Sonde (¢ = 10nM) mit dieser vorinkubiert und sowohl mit den bekannten
Inhibitoren Cytidindiphosphat (I-CDP) und I-NHAc als auch den neuen Verbindun-
gen I-NOy-hrt und -Irt titriert. Letztere waren schwach fluoreszent und wurden bis

zu einer maximalen Konzentration von 32 1M eingesetzt.

5.4.1. Auswertung der FP-Verdrangungsassays

Die Verdriangung der FP-Sonde aus ihrem Komplex mit dem Rezeptor wurde durch
Anisotropiemessungen quantifiziert und erfolgte dhnlich wie bei dem direkten Bin-
dungsassay. Die observierten Anisotropien A,,s der Experimente wurden gegen den
Logarithmus der Inhibitorkonzentration aufgetragen und mit einem 3-PL nicht-linearen
Regressionsmodell gefittet, wobei der Parameter der maximalen Anisotropie (Ayay) auf
den Mittelwert der Anisotropien der unverdrangten FP-Sonde (0 pM Inhibitor) festge-
legt wurde. Die Fluoreszenzquantenausbeuten der ausgewéhlten FP-Sonden waren un-
abhéngig vom Bindungsgrad, so dass die Anisotropien nicht in Fsg umgerechnet werden
mussten. Die Konzentration des Inhibitors, bei der die Halfte der FP-Sonde aus ihrem
Komplex verdréngt wird, ist als der IC50 des Verdrangers definiert und entspricht der

Konzentration am Wendepunkt der sigmoidalen Kurve des Fits der Anisotropien.

5.4.1.1. Berechnung der Inhibitionskonstanten

Die IC50-Werte hangen von den Parametern des Experiments ab und kénnen zwischen
unterschiedlich aufgebauten Assays nicht verglichen werden. Sie werden sowohl von

der eingesetzten Enzym- als auch Sondenkonzentration beeinflusst. Klassischerweise

74



5.4 FP-Verdrangungsassay

wird mit einer fiir Rezeptor-Ligandenbindungsassays generalisierten Form der CHENG-
PRUSOFF-Gleichung aus dem IC50-Wert eines Inhibitors dessen Inhibitionskonstante
K berechnet, sofern die Dissoziationskonstante K, der Sonde bekannt ist (Gleichung
5.15).

1C50
e

Sie beschreibt urspriinglich Michaelis-Menten-Enzymreaktionen und beinhaltet zwei

K; = (5.15)

Néherungen: 1.) Der IC50 ist die totale Inhibitorkonzentration, anstatt der freien In-
hibitorkonzentration bei 50 %iger Inhibition einer Reaktion oder Bindung. 2.) [L] ist
die totale Konzentration des Liganden, anstatt die des freien Liganden . Unter den
Reaktionsbedingungen kinetischer Enzymassays ist die Abweichung vernachlassigbar,
da die Substrate und Inhbitoren in sehr groem Uberschuss eingesetzt werden und die
freien und totalen Konzentration in erster Naherung gleich sind?°l. Bei den Ligand-
Rezeptorbindungsstudien in einem FP-Assay werden die markierten Liganden jedoch in
Konzentrationen eingesetzt, die im Bereich ihres Kp-Wertes oder darunter liegen. Nach
CHENG-PRUSOFF werden daher zu grofie scheinbare Inhibitionskonstanten bestimmt,
die stark von den IC50-Werten abhingen (202,

CoLESKA und WANG entwickelten eine mathematische Beschreibung (Gleichung 5.16),
die eine akkuratere Berechnung der K;-Werte von Inhibitoren ermoglicht, die weitge-

hend unabhéngig von den experimentellen Parametern ist 202,

[{]50

TR

(5.16)

Dabei ist [I]50 die Konzentration des freien Inhibitors und [L]s die des freien markier-
ten Liganden bei 50 % Inhibition, [P], die Konzentration des freien Proteins bei 0%
Inhibition und Kp die Dissoziationskonstante des Rezeptor-Ligand-Komplexes. Die
Formeln fir die Berechnung der Parameter []s50, [L]50 und [P]o sind im Anhang (Seite
269) aufgefiihrt.

Die Inhibitionswerte von I-CDP dienten als Referenz, zu denen alle IC50-Werte und
Inhibitionskonstanten der anderen Inhibitoren ins Verhéltnis gesetzt wurden. Die Ak-
tivitdt von I-CDP wurde auf eins normiert und die relativen Potenzen ergaben sich
% bzw. %. Bei den nach COLESKA und WANG berechneten K-
Werten verschoben sich die relativen Potenzen leicht zugunsten der affineren Verbin-

aus

75



5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

dung, wichen aber gegeniiber den relativen IC50-Aktivitaten um maximal 10 % ab.

5.4.2. rST3Gal Il und (S)mG6

Die Sonde (S)mG6 wurde durch die Titration mit den Inhibitoren vollstandig aus
ihrem Komplex mit der rST3Gal II verdrangt. Daraus folgt, dass die Bindung von
(S)mG6 vollstiandig reversibel war.

Die Affinitaten der Inhibitoren I-CDP (K; = 32.83 £+ 4.31 pM) und I-NHAc (K; =
0.66 + 0.031M) lagen in der GroBlenordnung der Inhibitionskonstanten, wie sie in En-
zymkinetikassays bestimmt wurden (I-CDP: K;1; = 50 M (fiir eine a-(2,3)-ST);
I-NHAc: K; 15 = 0.3uM (fiir eine o-(2,6)-ST) 1), Die Affinitit von I-N Oy hing von
der Stereoisomerie ab. I-NOq-hrt (K; = 0.07 £ 0.01) band um eine GréBenordnung
besser als I-NOq-Irt (K; = 0.65 £+ 0.03pM), dessen Affinitat der von I-NHAc ent-
sprach. I-NOs-hrt band fast 500mal so gut an die rST3Gal II wie der Referenzinhibitor
I-CDP.

5.4.3. hST6Gal | und (S)p6

Die Bindung der (S)p6 Sonde an die hST6Gal I konnte mit allen Inhibitoren gehemmt

werden.

Die Inhibitionskonstante von I-CDP bei der hST6Gal I (K; = 3.50 £ 0.41 M) ist
vergleichbar mit den Werten friher Bestimmungen in Kinetikassays (CDP: K1 =
10puM (fiir eine a-(2,6)-ST) %) und auch I-NHAc (K; = 0.78 4+ 0.09 M) zeigte im
FP-Verdrédngungsassay eine Inhibitionskonstante, die mit den Literaturangaben (K p
= 0.3 M (fiir eine a-(2,6)-ST) (1) korreliert. Die I-NOsy-Isomere hatten gegeniiber der
hST6Gal I ahnliche, aber inverse Affinitaten wie zur rST3Gal II. Bei der hST6Gal 1
war I-NOs-Irt (K; = 0.08 £ 0.01 pM) affiner als I-NOq-hrt (K; = 0.51 £+ 0.06 pM).

5.4.4. Pd2,6ST(N) und (R)p6

Auch bei der bakteriellen Pd2,65T(N) band die untersuchte FP-Sonde (R)p6 reversibel

und konnte durch alle Inhibitoren verdrangt werden.

I-CDP war der affinste Inhibitor (K; = 0.09 £ 0.01 pM) und band an die Pd2,6ST(N)
um zwei Groflenordnungen besser als an die Sédugetiersialyltransferasen. Die iibergangs-
zustandsanalogen Inhibitoren I-NHAc (K; = 0.36 £ 0.02pM) und I-NOy (Irt: K; =
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Abb. 5.8.: FP-Verdrangungsassays: Auftragung der Anisotropien gegen den Logarithmus der
Inhibitorkonzentration fiir: (A) rST3Gal II und (S)mG6; (B) hST6Gal I und
(S)p6; (C) Pd2,6ST(N) und (R)p6; (D) PmST1 und (S)p6.

0.19 + 0.01 uM, hrt: K; = 0.38 + 0.0211M) zeigten zwar dhnliche Affinitdten wie ge-
geniiber der Sdugetiersialyltransferasen, aber sie banden deutlich schwécher als I-CDP
an die Pd2,65T(N). Die Affintitaten der I-NOy-Isomere unterschieden sich nur gering.

5.4.5. PmST1 und (S)p6

Bei der Titration der PmST1 und (8)p6 konnten alle Inhibitoren die FP-Sonde voll-
standig verdrédngen. I-CDP (K; = 0.15 £ 0.01 utM) band — ahnlich wie bei der ande-

ren bakteriellen Sialyltransferase — tiberraschend gut an die PmST1. Der donoranaloge
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

Tab. 5.7.: Ergebnisse des FP-Verdrangungsassays.

s . rel. Ak- ‘ ac rel. Ak- a .
Inhibitor IC50 [pM] tivitsth K; [nM] tivitsth AA [mA] Y/
- L-CDP 69.69 &+ 9.14 1 32.83£431 1 129.5 £4.1 0.87*
g [-NHAc 1.42 £ 0.06 49 0.66 £ 0.03 50 128.4 £ 4.0 0.88*
@ [-NO2-Irt 1.39 £ 0.05 50 0.65 + 0.03 51 125.8 £3.7 0.88%
[-NO2-hrt 0.16 £+ 0.01 437 0.07 £0.01 479 130.3 £4.7 0.88*
., I-CDP 8.02+094 1 3.50 £041 1 104.6 £ 8.0 0.73*
ﬁ I-NHAc 1.79 £ 0.21 4 0.78 £0.09 4 101.9 £ 9.5 0.64*
2 [-NO2-Irt 0.19 £ 0.02 42 0.08 £0.01 43 108.2 £ 7.5 0.67F
[-NO2-hrt 117+ 0.14 7 0.51 £0.06 7 103.9 £85 0.67F
.. I-CDP 0.23 £ 0.01 1.00 0.09 £0.01 1.00 742 £25 0.88
; I-NHAc 0.74 £ 0.04 0.31 0.36 £ 0.02 0.26 725 £25 0.83Y
E [-NO2-Irt 0.41 £ 0.01 0.56 0.19 £0.01 0.50 73.9 £24 0.88
I-NO2-hrt 0.78 £ 0.03 0.30 0.38 £0.02 0.25 72.1 £26 087
¢, I-CDP 0.33 = 0.02 1.00 0.15 £0.01 1.00 774 £56 044Y
; I-NHAc 0.19 £ 0.01 1.72 0.08 £0.01 1.79 75.8 £5.6 0.73
g I-NO2-Irt 0.83 = 0.06 0.39 0.38 £0.03 0.38 779 £6.9 0.70Y
A I-NO2-hrt 0.26 £ 0.02 1.28 0.11 £0.01 1.29 784 £6.1 0.68

24 Standardfehler; Prel. Aktivitit gegeniiber I-CDP; ¢ Berechnet nach COLESKA—WANG:;
4(8)YmG6; °(9)p6; f(R)p6; *n = 9; Yn = 6.

Inhibitor I-NHAc (K; = 0.08 £ 0.01 pM) war um eine GroBenordnung affiner wie
gegeniiber den Saugetiersialyltransferasen und der potenteste Ligand der PmST1. Die
Affinitaten der I-NOg-Isomere (Irt: K; = 0.38 + 0.03 pM, hrt: K; = 0.11 £+ 0.01 nM)
waren mit der Affinitdt von I-CDP vergleichbar und unterschieden sich untereinander

nur wenig.

5.4.6. Einfluss von DMSO auf den Verdrangungsassay

Die Sialyltransferasen und FP-Sonden wurden mit I-NHAc in Gegenwart von 0%,
0.25% oder 1% DMSO titriert. Die K;-Werte waren von der DMSO-Konzentration
unabhéangig. Bei der rST3Gal IT wurde das Dynamikfenster bei 1 % DMSO gegeniiber
0% DMSO um 12 mA reduziert, war aber bei den anderen Transferasen gegentiber der
DMSO-Variation stabil (Abbildung 5.9 und Tabelle 5.8).

Nach Gleichung 5.13 wurde der Z “-Faktor berechnet, der aufgrund der geringen Anzahl
an Messpunkten (9 fur die rST3Gal II und 6 fiir die hST6Gal I) nur eine qualitative Be-
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5.4 FP-Verdrangungsassay
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Abb. 5.9.: Einfluss von DMSO auf den FP-Verdrangungsassay: (A) Auftragung von Agps

gegen den Logarithmus der I-NHAc Konzentration; (B) Auftragung der Quali-
tatsparameter des Assays gegen die DMSO-Konzentration.

Tab. 5.8.: Einfluss von DMSO auf den FP-Verdriangungsassay.

DMSO IC50 [AM]*  Amin [MA]®  Apax [mA]®  AA [mA]? z’
2 0% 142+ 0.06 250 £1.0  1532+£29  1282+£40  0.88
=0.25% 155+ 0.10 254 +£14 1481 +56 1227470  0.71F
= 1.00% 148+ 0.07 27.9+£0.1  1434+07  11565£0.7  0.91%
% 0% 194+ 024 380+27  1367+89 987 +£11.6  0.64%
B 025% 2494 042 375 +£37 1342+ 155 967 +£19.2  0.40%
< 1.00% 2014+ 029 387 +28  1355+84 968 +11.2 051
B 0% 0.76 + 0.04 302 £04  103.0 =34 729 £38  0.83
S 0.25% 0.724 0.04 324 +30 1013 £ 2.9 689 £59  0.71
& 1.00% 0.814 0.03 31.2+£09 1012 £ 3.8 70.0 £4.8  0.78
= 0% 0.18 4 0.02 303 £12  105.6 & 4.5 752 £58  0.73Y
D 0.25% 0214 0.06 29.0£22  105.7 + 6.2 76.7 £ 84 0.7
£ 1.00% 0214 0.01 290 £18  109.0 & 5.2 80.0 £7.0  0.79

a4+ Standardfehler; P(S)mG6; ¢(S)p6; 4(R)p6;*n = 9; Yn = 6.
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

wertung war. Die Werte lagen mit einer Ausnahme tiber 0.5 und prognostizierten einen
sehr robusten Assay mit exzellenter Signalseparation, der bei DMSO-Konzentrationen

zwischen 0-1% fur HT-Screenings geeignet war.

5.5. Ergebnisse der HT-FP-Assay Entwicklung

Die fluoroesceinmarkierten Inhibitorderivate (Tabelle 5.1) erwiesen sich alle als Li-
ganden der vier getesteten Sialyltransferasen rST3Gal 11, hST6Gal I, Pd2,65ST(N) und
PmST1 und mit ihnen konnte ein miniaturisierter Hochdurchsatz-FP-Assays entwickelt
werden. Gegentiber den Sdugetiertransferasen erstreckten sich ihre Affinitdten tber ei-
ne Gréfenordnung (EC50,,,= 9.0-78.9nM) und sie hatten sehr unterschiedliche Dyna-
mikfenster (AA = 132-215mA). Thre Bindungen an die bakteriellen Sialyltransferasen
charakterisierte sich durch sehr unterschiedliche und tiberwiegend geringere Affinita-
ten (EC50;,,= 11.5 bis >1000nM) sowie kleinere Dynamikfenster (AA = 75-193mA)
als fiir die Saugetiertransferasen. Fur alle FP-Sonden galt, dass [L]r/EC50
so dass sie durch die Sialyltransferasen nicht stochiometrisch titriert wurden. Die R-
konfigurierten FP-Sonden (R)m6, (R)p6 und (R)mG6 wurden von der rST3Gal II
etwas und von der PmST1 als auch Pd2,65T(N) deutlich besser als die S-Diastereomere
(S)m6, (S)p6 und (S)mG6 gebunden. Die hST6Gal I band die S-konfigurierten FP-
Sonden etwas besser (Tabelle 5.9).

< 2 ist,

Fsp

Viele der FP-Sonden zeigten eine Abhéngigkeit der Fluoreszenzquantenausbeute von
ihrer Bindung, wobei dies keine generelle Eigenschaft der FP-Sonden war, sondern von
der jeweiligen Sialyltransferase abhing. So reduzierte sich z.B. bei der Bindung von
(R)pb6 die Fluoreszenzintensitit bei der PmST1 auf ca. 1/3 und bei der rST3Gal IT auf
rund die Halfte der Intensitit der ungebundenen FP-Sonde, war aber bei der hST6Gal
I und Pd2,6ST(N) von der Bindung unabhéangig.

Nicht alle FP-Sonden zeigten optimale Eigenschaften, um sie in Verdrangungsassays
einzusetzen. Die Fluoreszenzquantenausbeute sollte von der Bindung der Sonde unab-
héngig sein, so dass die observierten Anisotropien fiir die IC50-Bestimmung einfach
in die gebundene Fraktion Fsg umrechenbar waren. Fiir HT-Screenings ist aulerdem
ein grofies und stabiles Dynamikfenster erstrebenswert (Z’-Faktor > 0.5), so dass Ver-
dréanger mit hoher Robustheit detektiert werden. Um einen groflen Affinitdtsbereich
von Inhibitoren aufzulésen, muss die FP-Sonde hochaffin sein. Eine hohe Affinitat ist

auch fiir einen geringen Proteinverbrauch fiir Screenings grofier Bibliotheken vorteil-
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5.5 Ergebnisse der HT-FP-Assay Entwicklung

Tab. 5.9.: Ubersicht iiber alle FP-Sonden (EC505, und AA).

rST3Gal I1 hST6Gal I Pd2,6ST(N) PmST1
FP-Sonde prgy — AA EC50,, AA  EC50., AA  EC50,., AA

oM Al M Al M) Al (M [mA]
mb 34.0 174 21.6 184 390.8 202 97.3 179
m6 46.3 155 17.2 207 >1000 165 116.9 146
(R)m6 41.0 182 22.2 213 924.6 193 33.6 161
(S)m6 44.8 144 9.0 185 >1000 180 183.8 140
p6 40.8 133 15.3 185 232.0 148 19.8 124
(R)p6 24.5 132 21.5 152 83.9 159 11.5 134
(S)p6 78.9 180 11.3 205 590.7 163 26.5 158
mGH 21.6 197 15.5 178 562.6 158 60.1 154
mG6 24.7 215 18.4 207 557.9 162 51.2 132
(R)mG6 23.9 194 17.9 205 53.2 75 12.7 139
(S)mG6 23.5 215 12.8 209 >1000 182 184.6 104

Die Daten der jeweiligen Kombination aus Sialyltransferase und FP-Sonde, die fiir die
FP-Verdringungsassay eingesetzt wurden, sind fett gedruckt.

haft, die iiblicherweise bei Cppgym ~ EC50:,, durchgefithrt werden%). Der Nutzen der

diastereomerreinen FP-Sonden zeigte sich bei der Selektion der FP-Sonden fiir die FP-

FsB

Verdrangungsassays anhand der para-Sonden besonders deutlich: Bei der hST6Gal I
hatte das S-Isomer (S)p6 sowohl die hohere Affinitdt als auch das grofiere Dyna-
mikfenster im Vergleich zu dem R-Isomer (R)p6. Bei der PmST1 war nur aufgrund
der Isomerentrennung eine ideale FP-Sonde verfiighar, da nur bei (S)p6 die Fluores-
zenzquantenausbeute von der Bindung unabhéngig war. Bei der Pd2,6ST(N) war das
R-Tsomer 7mal affiner als das S-Isomer, so dass mit der Isomerenmischung p6 nur eine
mafig affine FP-Sonde zur Verfiigung stiinde. Die FP-Sonde, die den jeweils besten

Kompromiss bildeten, sind:

rST3Gal II: (S)mG6 (EC50
« hST6Cal I: (S)p6 (EC50,.,
Pd2,6ST(N): (R)p6 (EC50
PmST1: (S)p6 (EC50

b= 2350M, AA = 215mA, Q = 1)
— 11.3nM, AA = 205mA, Q = 1)
rep= 83.9nM, AA = 159mA, Q = 1)
— 26.50M, AA = 158 mA, Q = 1)

FsB

Deren reversibler Bindungsmechanismus wurde anhand von Verdrangungsexperimen-
ten mit den Inhibitoren I-CDP, I-NHAc und I-NOs-Irt sowie I-NOo-hrt gezeigt.
Bei den Saugetiertransferasen hatten die I-NOs-Isomere sehr unterschiedliche Affi-

nitdten, die bis in den mittleren nanomolaren Bereich gingen. Bei den bakteriellen
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5 Entwicklung eines HT-fdhigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen

Tab. 5.10.: Vergleich der Affinitdten des unmarkierten (I-NHAc) und markierten Inhibitors

(p6).
I-NHAc: K; [nM]? p6: EC50,_ . [nM]? rel. AktivitétP
rST3Gal I1 660 + 30 40.8 £ 1.8 16.2
hST6Gal I 780 + 90 15.3 £ 0.3 51.0
Pd2,6ST(N) 360 + 20 232.0 £ 16.1 1.6
PmST1 80 £+ 10 19.8 £ 1.0 4.0

2+ Standardfehler, P K;(I-NHAc)/EC50,.,, (p6)

Sialyltransferasen lagen die Inhibitionskonstanten im mittleren bis hohen nanomolaren
Bereich. Uberraschenderweise zeigten die iibergangszustandsanalogen Inhibitoren kei-
nen Affinitatsvorteil gegeniiber I-CDP und bei der Pd2,65T(N) war I-CDP sogar der

potenteste Verdranger.

Der Vergleich der Affinitdten des unmarkierten Inihibitors I-NHAc mit denen der
analogen fluoresceinmarkierten FP-Sonde p6 zeigte, dass bei den Saugetiersialyltrans-
ferasen die Modifikation mit dem Fluoresceinlabel die Affinitat stark erhohte. An die
rST3Gal 1T band p6 16mal und an die hST6Gal I 51mal so gut, wie I-NHAc. Bei den
bakteriellen Sialyltransferasen hatte die Fluoresceinmarkierung einen geringen Einfluss.
Die Sonde p6 war gegeniiber der Pd2,6ST(N) 1.6mal und gegentiber der PmST1 4.0mal
so affin wie I-NHAc (Tabelle 5.10).

Der FP-Verdrangungsassay war gegeniiber einer screeningtypischen DMSO-Konzentra-
tion von 1% robust und mit Z’-Faktoren zwischen 0.51-0.91 (bei 1% DMSO) unein-
geschrankt fiir HT'S-Zwecke geeignet.

82



6. Fluoreszenzpolarisation-basiertes
HT-Screening einer

Sialyltransferase

Der entwickelte HT-Assay (Kapitel 5) wurde in der Screening-Unit des FMP-Berlin
unter realen HTS-Bedingungen fiir den Screen einer Sialyltransferase mit den Sub-
stanzbibliotheken des FMP-Berlin eingesetzt. Die rST3Gal 1T war im Vergleich zu den
drei anderen kommerziell verfiigharen Sialyltransferasen in verhéltnisméfiig hoher Kon-
zentration erhéltlich und erméglichte in Kombination mit der hochaffinen FP-Sonde
(S)mG6 einen geringen Proteinverbrauch im Screen. Das Screening unterteilte sich in
drei Stufen, bestehend aus:

1. Primérscreen: Test der Bibliothekssubstanzen in einem vereinfachten Verdran-
gungsassay bei einer Konzentration der Testverbindungen. Anschlielende statis-
tische Auswertung und Hit-Selektion fiir die Validierung

2. Hit-Validierung: Titration der Sialyltransferase mit einer seriellen Verdiinnung
der Primérhits sowie Qualitatsanalyse (LC/MS) der Hit-Compounds und struk-

turelle Identifizierung der ,frequent hitter” und reaktiven Substanzen.

3. Leitstrukturselektion

6.1. Primarscreen

Es wurden mehrere Substanzbibliotheken des FMP-Berlin gescreent, die gemeinsam
28.864 Testsubstanzen umfassten. Dazu gehorte die ChemBioNet Collection?%? mit
tiber 20.000 Verbindungen (ChemDiv), die fragmentbasiert nach Analyse des World
Drug Index (WDI) nach allgemeinen Geriist- und Substrukturen zusammengestellt

wurde und bekannte bioaktive Elemente reprasentiert. Jeweils ~ 4500 Verbindungen
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6 Fluoreszenzpolarisation-basiertes HT-Screening einer Sialyltransferase

umfassten eine Fragmentbibliothek mit Aminen, Ketonen und Carboxylaten (Chem-
Div) und ein Diversitétsset (Art-Chem GmbH). Die Substanzen lagerten in 96er REMP-
Platten bei —20°C (10mM in DMSO) und wurden fiir die Primérscreens auf 384er

Miktrotiterplatten umformatiert und auf 1 mM verdiinnt.

6.1.1. Screen-Design und Logistik

Der Assay im Primérscreen glich dem bereits beschriebenen Verdrangungsassay (Ka-
pitel 5.4), war aber fiir einen hohen Durchsatz optimiert. Daher wurden die Testsub-
stanzen nicht zu dem Enzym titriert, sondern nur eine Einfachbestimmung bei einer
Konzentration durchgefiihrt. Die Konzentration der Testsubstanzen auf den Mutter-
platten betrug 1 mM und das minimale Transfervolumen war 0.2 L. Um eine Screen-

konzentration von 10 pM zu erreichen, betrug das finale Assayvolumen 20.2 pL.

Die letzten beiden Spalten der Mutterplatten waren mit reinem DMSO gefiillt und lie-
Ben Platz fiir die Kontrollen. Diese bestanden aus einer Spalte mit der Negativkontrolle,
bei der die FP-Sonde unverdrangt war (Apax = 130 mA; ¢(symae = 101M, ;51360111 =
18 nM), und einer Spalte mit der Positivkontrolle, bei der die FP-Sonde ungebunden
vorlag (Apin = 22 mA; ¢)mas = 10nM). Die Testlosung und Negativkontrolle wurde
in einem Arbeitsschritt mit einem Dispenser auf die Platten gegeben. Sie unterschieden
sich nach dem Transfer der Testverbindungen durch die Zugabe von reinem DMSO zu

den Kontrollpositionen.

Der Transfer der Testsubstanzen von den Mutterplatten auf die Screenplatten erfolgte
mit einem Sciclone ALH-3000 Pipettierroboter und war der zeitlich limitierende Ar-
beitsschritt (5 min pro Transfer inkl. aller Wasch- und Trockenschritte). Daraus ergab
sich ein theoretischer Durchsatz von 12 Platten/h (exklusive Kontrollen). Nach dem
Compoundtransfer wurden die Platten intensiv geschiittelt, anschlieSend zentrifugiert

und fiir 15min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie mit einem Plattenlesegerit

Tab. 6.1.: Arbeitsablauf des Screenings

Arbeitsschritt Zeitaufwand Eingesetzte Gerate

Testlsg. + Amin-Kontrolle 1 min Dispenser + Mehrkanalpipette
Compoundtransfer 5 min Sciclone ALH-3000 (Caliper)
Schiitteln + Zentrifugieren 1.5min Eppendorf Schiittler und Zentrifuge
Inkubation 20 min -

FP-Auslesen 4 min Tecan Saphire2
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6.1 Priméarscreen

vermessen wurden. Die Gesamtbearbeitungszeit einer Platte, angefangen mit der Be-
ladung bis zur vollstdndigen Auslesung der Anisotropien, betrug ~32 min. Durch den
automatisierten Compoundtransfer und die Beladung der Platten mit der Testlosung
mit einem Dispenser war der theoretische Durchsatz von 12 Platten/h auch von einer

Einzelperson erreichbar.

6.1.2. HTS-Qualitat

Die Qualitat und Robustheit des Screens wurde anhand verschiedener Methoden kon-
trolliert und bewertet. Da beim Screening von groflien Substanzbibliotheken enorme
Datenmengen akkumuliert werden, bedarf es einer automatisierten statistischen Aus-
wertung. Wenige unnatiirliche Messwerte kénnen dabei den Mittelwert als auch die
Standardabweichung der Messwerte stark beeinflussen und es ist daher vorteilhaft, auf
robuste Statistikmethoden zuriickzugreifen, da eine Sichtung der Rohdaten gegeniiber
Ausreifiern sehr zeitaufwendig wére. Anstatt des arithmetischen Mittels (z) wurde der
Median! (Z) der Messwertpopulationen verwendet, der gegeniiber wenigen extrem ab-
weichenden Werten robust ist. Die Variabilitat wurde mit dem MAD (median absolute
deviation from the median) abgeschatzt, der ebenfalls robust gegentiber wenigen Aus-
reiBern ist 2%, Bei einer idealen Normalverteilung ist der Median gleich dem Mittelwert,
da die Werte symmetrisch um den Mittelwert angeordnet sind und der doppelte MAD
(von -MAD bis +MAD) beinhaltet 50 % aller Werte einer Normalverteilung. Fir ei-
ne Gaufische Verteilung ist der theoretische MAD nahe 0.6745 mal der theoretischen
Standardabweichung o, so dass durch Multiplikation des MAD mit 1.43 dieser der

Standardabweichung genihert werden kann [2%%),

Die Berechnung der robusten z-scores? erfolgte aus den Medianen und den MADs, die
der Standardabweichung genéhert wurden (Gleichung 6.1). Die z-scores und Z’-Werte,
die unter Verwendung der robusten Statistik berechnet wurden, werden im Folgenden
mit z,-score und Z’,-Wert bezeichnet (Gleichung 6.2).

z; — Median
(MAD -1.43)

Z,~Score; =

(6.1)

'Der Median von n Datenwerten ist der mittlere Wert, nach Sortierung der Werte von niedrig nach
hoch, wenn n ungerade ist und der Durchschnitt der zwei mittleren Werte, wenn n gerade ist. Der
Median stellt den Wert dar, der eine Verteilung in zwei gleich grofie Teile teilt.

2Der z-score (standard score) beschreibt, wieviele Standardabweichungen ein Messwert {iber oder
unter dem Mittelwert aller Messwerte liegt.
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6 Fluoreszenzpolarisation-basiertes HT-Screening einer Sialyltransferase

3 max 3 min .
Z,=1-— ( ? + i ) mit o, = MAD, -1.43 (6.2)
’Amax - Amin’

6.1.2.1. Z’-Faktorplatte

Vor der Durchfiihrung des Screens wurde der Assaysetup mit einer Z’-Faktorplatte
iiberprift. Dazu wurden geméfi dem Screeningprotokoll eine Platte mit dem Dispenser
zur einen Hélfte mit der Negativ- (Ap.x) und zur anderen mit der Positivkontrolle
(Amin) befiillt und von einer weiteren Platte 0.2 puL DMSO mit dem Roboter zugege-
ben. Die Analyse der Anisotropien ergab hervorrangende Werte von 7Z°~ = 0.84 unter
Anwendung der Standardstatistik und Z’,= 0.93 mit der robusten Statistik.
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Abb. 6.1.: Anisotropien der Z ’-Faktorplatte.

6.1.2.2. Stabilitdat des Assaysignals

Die Mediane der Anisotropien der Negativ- und Positivkontrollen (Amin und Amax) der
einzelnen Platten zeigten ein stabiles Signal iiber den zeitlichen Verlauf des Screens
(Abbildung 6.2 A). Eine detailliertere Betrachtung der Plattenmediane in einer Quali-
tatsregelkarte® 294 lieB fiir die Negativkontrolle (A, ) zwei Populationen erkennen, die
mit +1 bzw. -1SD symmetrisch um den Mittelwert verteilt waren und sich im Laufe
des Screens mehrmals abwechselten. Ab Platte 50 wurde das Signal stabiler und né-
herte sich einer Abweichung von 0SD an. Die Positivkontrolle (A.x) zeigte zu Beginn

stiarkere Abweichungen mit bis zu -3 SD, stabilisierte sich aber nach der 18ten Platte

3 Aufgetragen sind die Standardabweichungen der Plattenmediane von Mittelwert der Plattenme-
diane, geordnet nach der Messzeit der Platte. Mit einer Qualitatsregelkarte lassen sich zeitliche
Anderungen des Assaysignals identifizieren.
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6.1 Priméarscreen

(A)
140.0q ey *te0000y . ’0“0“..00““mw‘o0““0.0“0“’““00“0000“90“0“’““
seoe®e
_120.0-
éloo.o— Anax: ¢ Median +/- MAD
'05)_ 80.0- Mittelwert +/- SD
% 60.04 | Apin: ® Median +/- MAD
é 40.0- Mittelwert +/- SD
20.0-|veev0e ° ceoe N .
1.00-_ [ (T T T T T T LT T T DT LT T ST T T T T =TT
N 075 | m  Z-Faktor " . "
0.50+ Z'-Faktor L]
0. 25 A T T T T T T T T T e T

1 10 20 30 40 50 60 70 80
Plattennummer

(B)

3SD

2 SD

1 SDH

0 SD

—u—_ A a-Kontrolle
—o— Apin-Kontrolle

-1 SDA

-2 SD

—+— Compounds

Median-Standardabweichung

-3SD

1 10 20 30 40 50 60 70 80
Plattennummer

(C)

1004 Amin 1004 Amax 1500'_ Compounds
] ] 1250-
75+ | |
5 ’ | E Elooo—_
2 o4 (i = o
£ 50 n | = € 750
2 \ 2 2 o0l ‘
500+ f \
254 v"‘ \ l 1 \!
o = il
3 2 1 0 1 2 3 3 -2 1 0 1 2 3 3 -2 -1 0 1 2 3
Z.-score Z.-score Z,-score

Abb. 6.2.: Qualitdtskontrolle des HT'S-Assays: (A) Die Mediane und Mittelwerte der Ani-
sotropien und Z’-Werte der Kontrollen; (B) Qualitatsregelkarte der Kontrollen
und Compounds; (C) z,-score-Verteilung der Kontroll- und der Compoundsignale
(gendhert mit einer Gauf3-Verteilung).

auf £1 SD. Die Plattenmediane der Testverbindungen zeigten die gleichen Abweichun-
gen wie die Positivkontrollen. Die Standardabweichung der Plattenmediane war fiir die
Kontrollen sehr klein (Amin =223 + 0.9mA und fiir A, = 136.1 & 4.0 mA).

Die Bestimmung der Z“,-Werte mit der robusten Statistik ergab fiir die 82 Assayplatten
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6 Fluoreszenzpolarisation-basiertes HT-Screening einer Sialyltransferase

exzellente Werte zwischen 0.93 und 0.98 (Abbildung 6.2 A). Bei den Platten 70-73 war
aufgrund eines apparativen Fehlers jeweils ein well der Positivkontrolle (A,,;,) nicht
befiillt. Da dort nur das polarisierte Streulicht detektiert wurde, waren die Anisotropien
entsprechend sehr hoch und fiihrten bei Verwendung der unrobusten Statistik zu Z’-
Werten von 0.31-0.74. Hier zeigte sich deutlich der Nutzen der robusten Statistik.

6.1.2.3. z-score Verteilung und Heat-Map-Analyse

Die Signale der Kontrollen und auch der Testsubstanzen sollten nédherungsweise eine
Gleichverteilung zeigen. Die Auftragung der z.-scores (berechnet nach Gleichung 6.1)
der Kontrollen und ein Fit mit einer Gaufl-Verteilung zeigten eine anndhernde Gleich-
verteilung der Werte um den Median. Die Negativkontrolle (A.x) zeigte eine leichte
Verschiebung der z,-scores zu kleineren Werten, wahrend die Positivkontrolle (A )
zu hoheren Abweichungen verschoben war. Somit streuten die Messwerte leicht in das
Signalfenster zwischen den Kontrollen. Die z,-scores der Testsubstanzen wichen eben-
falls leicht von einer Normalverteilung ab und zeigten wie die Negativkontrolle ein
schwaches Tailing hin zu negativen z-scores (Abbildung 6.2). Zwar waren die Abwei-
chungen von einer Normalverteilung gering, aber dennoch koénnte dies in einer tiber-
hohten Hit-Rate resultieren und musste bei der spéateren Hit-Selektion beriicksichtigt

werden.

Um zu untersuchen, ob méglicherweise systematische Platteneffekte fiir die leichte
Abweichung von der Normalverteilung verantwortlich waren, erfolgte eine Heat-Map-
Analyse. Die z,-scores wurden in einer 2D-Farbdarstellung der Screenplatten visuali-
siert. Rand- und Eckeneffekte, wie sie durch ungleichméfige Temperaturen oder Puffer-
evaporation hervorgerufen werden konnen, oder Fehler beim Dispensieren duflern sich
in leicht zu erkennenden Farbstreifen oder Feldern. Bei einigen Platten wurde ein leich-
ter Ecken- (Abbildung 6.3 A) oder Randeffekt bei der Reihe P beobachtet (Abbildung
6.3 B). Er war zu gering, um zu tiberméflig vielen Falsch-Positiven zu fiihren, steht
aber in Ubereinstimmung mit dem leichten Tailing der Negativkontrolle und der Com-

poundsignale.

6.1.2.4. Storeffekte durch Testverbindungen

Bei FP-basierten Screenings ist prinzipbedingt mit Storeffekten durch autofluoreszente

und unlésliche Verbindungen zu rechnen 206,
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6.1 Priméarscreen

Z_score heat map for 110117A1P2003 Z_score heat map for 110117A1P3009

PTOZErXC-“IOTMMOO®>
PTOZEZrXC~-“IOTMMOO®>

12345678 91011121314 151617 1819 20 21 22 23 24 12345678 91011121314 151617 1819 20 21 22 23 24

Erjee—— F3 Erjee—  F3

Abb. 6.3.: Ausgewihlte Platten-Heat-Maps (rot: kleinster z-score; blau grosster z-score; weif:
kein Messwert).

Da die Konzentration der getesteten Testsubstanzen gegeniiber der FP-Sondenkonzen-
tration sehr viel groBer war (Faktor 1000), konnen bereits schwach fluoreszente Verbin-
dungen den Assay massiv storen. Ihr Fluoreszenzlicht ist depolarisiert und dies fithrt bei
Betrachtung der Anisotropien zu Falsch-Positiven, die aber anhand ihrer von den Kon-
trollen abweichenden totalen Fluoreszenzintensitat leicht identifiziert werden kénnen.
Ist eine autofluoreszente Substanz jedoch ein Verdréanger der FP-Sonde, liegen Falsch-
Falsch-Positive vor. Die Depolarisation wiirde nicht auf die FP-Sondenverdrangung
sondern auf die Autofluoreszenz zuriickgefithrt werden. Sie von den Falsch-Positiven
zu unterscheiden ist im FP-Assay nicht moglich. Bei 68 Verbindungen iiberstieg die
Autofluoreszenz sogar die maximale Signalintensitiat (weiffle Felder in den Heat-Maps,
Abbildung 6.3 A).

Un- oder schwerlosliche Substanzen, die Partikel bilden, streuen das Licht. Dieses ist
polarisiert und erhoht die totale Fluoreszenzintensitat. Substanzen, die zwar die FP-
Sonde aus ihrem Komplex verdréngen, aber durch Streulicht die Anisotropie erh6hen,
konnen die Anisotropiereduktion durch die verdrédngte FP-Sonde maskieren. Solche

Falsch-Negative lassen sich ebenfalls nicht mit dem FP-Assay erkennen.

Eine weitere mogliche Interferenz ist die Filterung des Lichts durch farbige Substanzen.
Dies wirkt sich nur auf die Fluoreszenzintensitéit aus und beeinflusst nicht die gemessene

Anisotropie!169.

In einem Scatterplot der Fluoreszenzintensitéiten, aufgetragen gegen die Anisotropien,
konnen diese Effekte qualitativ betrachtet werden (Abbildung 8.5 A; die Daten wur-
den mit einer Polynomfunktion 4ter Ordnung gefittet). Da die Quantenausbeute der
gewahlten FP-Sonde (S)mG6 bei der Bindung an die rST3Gal IT konstant war, ist

eine veranderte Fluoreszenzintensitat immer auf einen Effekt durch die Testsubstanzen
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6 Fluoreszenzpolarisation-basiertes HT-Screening einer Sialyltransferase

zuriickzufithren. Deutlich war die Tendenz ersichtlich, dass mit abnormal hohen Aniso-
tropien auch eine erhohte Fluoreszenzintensitat einherging, wie es von lichtstreuenden
Partikeln zu erwarten war. Zu kleinen Anisotropien hin teilten sich die Substanzen
in zwei Populationen. Die eine Gruppe setzte sich aus autofluoreszenten Verbindun-
gen zusammen, erkennbar an der Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei abnehmender
Anisotropie, und die zweite Gruppe zeigte unverdnderte Fluoreszenzintensitaten, trotz
reduzierter Anisotropien. Letztere Gruppe sind in der Deffinition des Screens Primér-
hits.

6.1.3. Hit-Selektion

Bei der Betrachtung der Storeffekte wurde bereits ersichtlich, dass die Reduktion der
Anisotropie als alleiniges Hit-Kriterium nicht geniigt. Vielmehr mussten zunéchst alle
autofluoreszenten Verbindungen gegenselektiert werden. Dazu wurde eine pragmati-
sche Obergrenze fiur die maximalen Fluoreszenzintensitat von 125 % des Medians der
Kontrollfluoreszenzintensitaten festgelegt (entspricht ~10SD). Dies ergab 556 (1.9 %)
der 28.864 gescreenten Substanzen (totale Konzentration 10 nM), die von der weiteren

statistischen Analyse bei der Hit-Selektion ausgeschlossen wurden.

Klassischerweise wird als Hitselektionskriterium eine willkiirliche Aktivitdts- oder In-
hibitionsgrenze festgelegt, die Verbindungen tiber- oder unterschreiten miissen, um als
Hit selektiert zu werden. Eine andere Moglichkeit basiert auf scoring-Methoden, bei
der Hits als Abweichler aus der groffen Mafle der tiberwiegend inaktiven Testsubstan-
zen (deren Aktivitdten normalverteilt sind) erkannt werden. Als Schwellenwert fiir die
Abweichung werden haufig +£3 SD ( ,-” fiir Inhibition und ,+” fiir Aktivierung) vom
Mittelwert aller Proben verwendet ?®l. Dies fiihrte zu einer sehr hohen Hitzahl (734,
2.59 % aller gescreenten Substanzen) und die 2D-Farbdarstellung der Summe aller Hits
pro well iiber den gesamtem Screen in einer Heat-Map zeigt eine Hit-Akkumulation
in der Reihe P (Abbildung 8.5), wie sie bereits bei der z-score-Analyse prognostiziert
wurde. Als weiteres Hit-Kriterium fiir die 734 verbliebenen Testsubstanzen wurde ei-
ne Mindestaktivitat (rel. Aktivitat = %) von 10 % festgelegt. Dies ergab 149
Primérhits (0.52 % aller gescreenten Substanzen) fiir die Hit-Validierung.
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Abb. 6.4.: (A) Scatterplot der Fluoreszenzintensitéten der gescreenten Testsubstanzen, auf-
getragen gegen die Anisotropien; (B) Hit-Selektion Heat-Map (Farbskala: Gesamt-
zahl Hits; Beispiel: Auf 82 Platten wurde bei 022 16mal ein Inhibitor gefunden).

6.2. Hit-Validierung

In der Hit-Validierung wurden die Eigenschaften der 149 selektierten Hits des Pri-
mérscreens charakterisiert und verbliebene Falsch-Positive eliminiert. Dazu wurden
ihre Inhibitionspotenzen bestimmt (IC50-Validierung) und die Integritiat und Reinheit
der Testsubstanzen tiberpriift (LC/MS-Qualitatskontrolle). Die Betrachtung der che-
mischen Strukturen gab Aufschluss uber . frequent hitter” und Protein-reaktive Test-

verbindungen.
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6 Fluoreszenzpolarisation-basiertes HT-Screening einer Sialyltransferase

6.2.1. I1C50-Validierung

Die Hit-Validierung wurde wie der Primérscreen durchgefiihrt, allerdings erfolgte nun
eine Titration der rST3Gal IT mit einer seriellen Verdiinnung der Priméarhit-Compounds
(¢ = 0.1-50.0 pM). Die Vorverdinnung mit DMSO und der Compoundtransfer wurden
automatisiert mit dem Pipettierroboter durchgefiihrt. Die anschliefende Analyse der
Messdaten erfolgte ebenfalls automatisiert. Fiir jede Assayplatte wurde mit den Kon-
trollen (Apax und Ay,) der Dynamikbereich berechnet (AA). Die Anisotropien der
Testverbindungen in Relation zum Dynamikbereich ergaben die relativen Aktivitéten,
die gegen den Logarithmus der Inhibitorkonzentration aufgetragen und mit einer 4-PL
nicht linearen Regression (Gleichung 5.14 auf Seite 64) angendhert wurden. Bei der Re-
gression mufiten folgende Kriterien erfiillt sein: 1.) ojcs0 < IC50; 2.) Aktivitat > 25 %.
Diese Kriterien wurden von 44 der 149 validierten Hit-Verbindungen nicht erfillt, die

von der weiteren Analyse ausgeschlossen wurden?.

Die tibrigen 105 validierten Substanzen hatten IC50-Werte zwischen 0.5 und 46.7 nM,
bei einem Mittelwert von 14.6 pM (Tabelle 6.2). Einige der Verbindungen waren nicht

in der Lage, die FP-Sonde vollstandig zu verdrangen und ihre Aktivitdten wurden
vorzeitig geséttigt (z.B. Compounds 200918, 207032, 214784 und 401984).

6.2.2. LC/MS-Qualitdtskontrolle

Die Bibliotheken des FMP-Berlin werden bei -20 °C gelagert und nur fiir die Zeitdauer
eines Screens aufgetaut. Dennoch sind nicht alle Verbindungen bei einer Langzeitlage-
rung in DMSO stabil, so dass ihre Integritit iiberpriift werden musste°7). Mit einer
automatisierten LC/MS-Analyse wurde die Reinheit der Testsubstanzen durch Mes-
sung der Absorption bei 254 nm abgeschétzt. Die Zuordnung des Signalpeaks erfolgte
iiber die hochauflosende Massenanalyse. Rund ein Drittel der 105 IC50-validierten Hit-
Compounds zeigte eine Reinheit < 80 %, ein Zehntel hatte eine Reinheit zwischen 80

und 90 % und mit einem Drittel war der iiberwiegende Teil sehr sauber (Reinheit >
90 %) (Tabelle 6.2).

4Compound IDs: 100678, 200867, 202564, 204778, 204821, 204822, 205319, 205724, 206287, 206528,
207030, 208280, 211176, 214783, 215283, 215288, 303559, 400312, 400656, 401741, 401796, 402094,
402278, 402374, 403255, 404080; keine Aktivitat: 100004, 101942, 202478, 204822, 205707, 206533,
213232, 215038, 215875, 301349, 301759, 301897, 301906, 302175, 302526, 304068, 401723, 403561
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6.2 Hit-Validierung

Tab. 6.2.: IC50 und MS-Analyse der Hit-Compounds.

Reinheit® Anzahl (%) 150
< 5uM 515pM  15-25pM > 25M
~90 % 63 (60.0%) 13 20 21 9
80-90 % 10 (9.5%) 2 5 3 0
< 80% 32 (30.5 %) 8 10 8 6
Summe 105 (100%) 23 (21.9%) 35 (33.3%) 32 (30.5%) 15 (14.3%)

aUV bei 254 nm.

6.2.3. Reaktive Testverbindungen und ,,Frequent Hitter”

Viele Substanzen der Bibliotheken wurden aus Derivaten biologisch aktiver Substanzen
oder Verbindungsklassen sowie Naturprodukten zusammengestellt 23, Darunter sind
zahlreiche — auch in Anwendung befindliche — Wirkstoffe, die als irreversibel bindende
Inhibitoren agieren und proteinreaktiv sind. Die Synthesen von Bibliotheken sind meist
darauf ausgelegt, mit wenig Aufwand eine hohe Diversitdt zu erreichen, bringen aber
bisweilen Strukturklassen — wie alkylierende und acylierende Systeme — hervor, die mit
Proteinen und biologischen Nukleophilen reagieren kénnen 28!, Weitere interferierende
Substanzen koénnen aus den Synthesen verbliebene Kontaminanten sein 28! oder Ab-
bauprodukte, die bei der Langzeitlagerung (auch bei ununterbrochener Kiihlung) in
DMSO entstehen und fiir die biologische Aktivitit verantwortlich sind 299210,

Zahlreiche Substanzklassen tauchen tiberaus haufig als Hits in Screening-Kampagnen
auf (sogenannte ,frequent hitter”), obgleich der Mechanismus ihrer Interferenz mit
den jeweiligen Assays nicht immer offensichtlich ist. Der Hauptstorfaktor fiir diesen
FP-basierenden Screen waren die autofluoreszenten Verbindungen, die jedoch leicht
zu identifizieren waren und bereits grofitenteils ausselektiert wurden. Mit der statisti-
schen Analyse von HT-Screens (basierend auf dem AlphaScreen-System) haben BAELL
und HOLLOWAY zahlreiche Substanzklassen aufgezeigt, die als ,.frequent hitter” auftre-

ten [210]

. Ergdnzend mit einem NMR-Assay unter Verwendung eines reaktiven Proteins,
haben HUTH et al. diverse Strukturmotive als proteinreaktiv identifiziert. Anhand die-
ser Informationen und mit den Erfahrungen der Screening-Unit wurden alle Substanzen
auf mogliche Strukturmotive hin tiberprift, die auf frequent hitter” und/oder protein-
reaktive Substanzen hinweisen. Die identifizierten Strukturen wurden — soweit moglich

— in Klassen zusammengefasst und sind in Tabelle 6.3 aufgefiihrt.
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Tab. 6.3.: ,frequent hitter” und reaktive Verbindungen.

. Anzahl 1C50 Reinheit )
Klasse® Kernstruktur® IC50 [pM] Mechanismus
its <15uM  >80%
R2 H s
1 ° oj;Nr le 28 2.7-30.0 11 24 Cephalosporinsystem 211]
B-LacloameOH
11 i " 11 0.9-21.0 10 8 unbekannt (210
W
N-Arylpyrrole
111 7 1.5-18.3 6 4 unbekannt 210)
Cyclopentnchinoline
P 1 1
v A”N%’*”N% 8 4.7-29.2 5 2 Michael-Akzeptoren [210]
Alkylidenpyrazolone
und -pyrazolidindione
o R!
R Michael
Vv 5 3.3-41.5 3 6 909.212.91
o R Akzeptoren[ 09,212,213]
Anthrachinone
0o,S R?
HN)J\N'R2 () (0]
Michael-Akzeptoren,
o 0 0 o -
VI y iﬂ/& 4 12.5-37.1 1 1 Oxidatoren[164’214’216])
Alkenylbarbiturate,
Alkenyl-Meldrumsauren
HO RY
Oxidation zu
VII Ho R? 2 0.5-34.6 1 2
e Chinonen [209,211,217]
RLNO‘ N
VIII S 2 5.3-6.4 2 1 elektrophiles Nitril (218!
Cyanodioxginyridine
o R4 Ri
X R? oo 2 15.9-25.5 0 1 Michael-Akzeptoren
Csmarine
[}
< HN;?S% R ) 07 . 0 Michael-
Alkyliienrhodanin ' Akzeptoren [2197220}
X1 2 fI:is 1 11.5 1 1 Thiolelektrophile

Benzothiadiazole

4Die vollstdndigen Strukturen sind im Anhang aufgefiihrt.

94



6.2 Hit-Validierung

Die grofite Gruppe proteinreaktiver Substanzen umfasst 28 Cephalosporine (Klasse 1),
die ein alkoholreaktives 3-Lactamsystem als reaktive Kernstruktur gemein haben [221],
Die zweitgrofte Gruppe besteht aus 11 N-Aryl-2,5-dimethylpyrrolderivaten (Klasse IT),
die iiberaus hiufig in Screeningkampagnen ??2-227 erscheinen. Fiir sie ist bekannt, dass
es Abbauprodukte sind, die fiir die biologische Aktivitdt verantwortlich sind. Weder
der Mechanismus, noch die Struktur dieser Abbauprodukte sind bislang identifiziert

210

worden | Die fusionierten Cyclopentenchinoline (Klasse III), von denen sieben als

Hits auftraten, sind ,frequent hitter” [222:223,227-232]

, deren Mechanismus bei der Inter-
ferenz mit den Assays unbekannt ist. Mehrere héufig beschriebene und hoéchstwahr-
scheinlich proteinreaktive Michael-Akzeptoren (Klasse IV: Pyrazolidin-3,5-dione und
2.4-Dihydropyrazol-3-one220:224.233-237. Klasse VI: Alkyliden-substituierten Barbitura-
te und Meldrumsauren [154164:214,216,223,224,234,238 243]. K]ag5e [X: Cumarine; Klasse X:
Alkylidenrhodanine![219:220:225,228,233,234,236,238-240,244.245]) " die als | frequent hitter” doku-

210
Y

mentiert sind! traten auch bei diesem Screen auf. Chinoide Strukturen (Klasse

V) und Catechole (Klasse VII), die wiederum durch Oxidation Chinone bilden 27,

konnen ebenfalls mit nukleophilen Proteinseitenketten reagieren!?12:213:227:2461 ynq alg

Redoxzyklusreagenzien reaktive Sauerstoffspezies (ROS) erzeugen [196:230,242.243.247]  Tyje
Cyanopyridone (Klasse VIII) kénnen mit ihrer elektrophilen Nitrilgruppe mit Cystei-
nen reagieren?'® und sind als ,frequent hitter” dokumentiert [224241,248.249]  Der letzte
identifizierte ,,frequent hitter” ist ein 4-Brom-2,1,3-benzothiadiazol-5-amin (Klasse XI),
deren Sulfonamidderivate hiufig als Hits in Screenings 239299253 gefunden werden. Sie
sind bekannte hochreaktive Thiolelektrophile?®¥ und werden als Fluorophorlabel 2%°!

eingesetzt.

Fiir neue Leitstrukturen ist ein reversibler Bindungsmechanismus notwendig, um durch
Structure-Affinity-Relationship-Studien (SAR) die Affinitéten zu optimieren. Bei reak-
tiven Verbindungen wiirde moglicherweise lediglich ihre Reaktivitat gegentiber dem
Zielprotein optimiert, ohne die selektiven Wechselwirkungen zum Rezeptor zu opti-
mieren 28 Daher schieden die aufgefithrten Verbindungen aufgrund ihrer moglichen

Proteinreaktivitat aus.

®Klasse I: 204779, 207618, 209053, 214610, 214611, 214762, 214764, 214765, 214766, 214767, 214768,
214769, 214773, 214775, 214778, 214780, 214781, 214782, 214784, 400592, 401552, 401619, 401677,
401740, 401799, 402279, 402280, 402372; Klasse II: 301109, 301110, 301111, 301113, 301117,
301118, 301120, 301121, 301122, 301123, 301405; Klasse III: 203636, 203638, 203640, 203647,
301047, 302408, 303746; Klasse I'V: 100630, 100639, 100640, 100658, 100683 und 201891, 201904,
205084; Klasse V: 200918, 205353, 205354, 300008, 40139; Klasse VI:210358, 402533, 202151
und 208179; Klasse VII: 201048, 404093; Klasse VIII: 207031, 207032; Klasse VIII: 207031,
207032; Klasse IX: 200616, 207924; Klasse X: 402592; Klasse XI: 201630.
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6.3. Selektion der Leitstrukturen

Von den 149 Priméarhits waren bereits 44 bei der IC50-Validierung ausgeschlossen wor-
den und weitere 71 Verbindungen wurden als ,frequent hitter” und/oder reaktiv identi-
fiziert. Von den 34 verbliebenen Testverbindungen zeigten fiinf eine starke Autofluores-
zenz und wurden von der Leitstrukturselektion ausgeschlossen. Deren Autofluoreszenz

war erst bei den hoheren Compoundkonzentrationen (50 pM) der Validierung storend.

Als weiteres Selektionskriterium wurde nun eine Reinheit > 80 % festgelegt, die von 26
Verbindungen erreicht wurde. Zuletzt wurde eine pragmatische Untergrenze von 75 %
fiir die Aktivitat der verbliebenen 26 Verbindungen festgelegt, die von 11 Testverbin-
dungen (Abbildung 6.5) erreicht wurden. Durch Abgleich mit der ,,PubChem Substance
Database” wurde tiberpriift, ob die Verbindungen bereits in anderen Screens als Hits
dokumentiert wurden. Fiir vier der 11 Teststubstanzen lagen Daten iiber die Haufigkeit
als Hits in Screens vor: ID 103279 (0/13), ID 201300 (1/9), ID 206290 (0/6), ID 212607
(12/246) und ID 301033 (1/14). Die Gesamtzahl der Assays fir eine Beurteilung ist
nur fir Compound 212607 ausreichend. Sie zeigte in 5 % der Bioassays Aktivitidt und

ist vermutlich ein weiterer ,frequent hitter”.

Unter der Annahme, dass die 11 Testverbindungen kompetitive Inhibitoren der FP-
Sondenbindung sind, wurden aus den IC50-Werten nach der Methode von COLESKA
und WANG 292] (Kapitel 5.4.1) deren Kj-Werte berechnet, um sie mit der Inhibitions-
konstante von I-CDP (K; = 32.83 1M) zu vergleichen. Die selektierten Verbindungen
waren mit K; = 1.1-11.3 pM deutlich affiner als I-CDP, erreichten aber nicht den na-
nomolaren Affinitatsbereich wie die iibergangszustandsanalogen Inhibitoren (Tabelle

6.4).

6.4. Ergebnisse des Screenings

Mit dem HT-FP-Assay wurden mit der Screening-Unit der FMP-Berlin in einem Hoch-
durchsatz-Screen 28.864 Testverbindungen (bei ¢ = 10uM) gegen die rST3Gal II in-
nerhalb eines Arbeitstages getestet. Der Durchsatz war gerdtebedingt auf 12 Platten/h
begrenz, was mit 100.000 Compounds/24h bereits uHTS-Durchsatz® entspricht. Der
Assay erwies sich mit Z,-Werten zwischen 0.93 und 0.98 als duflerst robust und zeigte

ein stabiles Assaysignal tiber die Gesamtdauer des Screens. Bei der Hit-Selektion fiir die

6wHTS > 100.000 Compounds/Tag
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6.4 Ergebnisse des Screenings
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Abb. 6.5.: Die potentiellen Leitstrukturen.

Tab. 6.4.: Daten der potentiellen Leitstrukturen.

203799
IC50: 4.9+ 0.2 uM
Reinheit: 96.8 %
Aktivitat: 85.0 %

212607
IC50: 16.1 + 4.2 uM
Reinheit: 100 %
Aktivitat: 79.0 %
Hits in Bioassays: 12/246

SN HN?N
=N
F F F HO
401978
IC50: 17.5+3.4 uM

Reinheit: 97.6 %
Aktivitat: 77.0 %

K relativ

Compound IC50 [pM]*  K; [pM]2P 2u CDP° Reinheitd  Aktivitit
103279 18.5 +2.0 9.5+ 1.0 3.5 100.0 % 104.0%
201300 22.1 £6.2 11.3 +£3.2 2.9 100.0 % 115.0%
203799 4.9 £0.2 2.5+ 0.1 13.1 96.8 % 85.0 %
206290 7.5 £0.4 3.8+0.2 8.6 96.8 % 79.0 %
207862 2.2 £0.1 1.14+0.1 29.8 100.0 % 77.4%
209701 12.4 +£3.0 6.4+ 1.5 5.1 100.0 % 99.0 %
212607¢ 16.1 +4.2 8.2+ 2.1 4.0 100.0 % 79.0 %
301033 6.0 +£0.4 3.1+£0.2 10.6 100.0 % 92.0 %
400919 9.6 +£1.4 494 0.7 6.7 100.0 % 89.0 %
401494 9.4 £1.6 4.8+ 0.8 6.8 100.0 % 84.0 %
401978 17.5 +3.4 9.0+ 1.7 3.6 97.6 % 77.0%

2+ 2 Standardfehler PBerechnet nach COLESKA-WANG; °K;/K;(CDP) mit K;(CDP) =
32.83 uM; 94UV bei 254 nm; ®vermutl. ,frequent hitter”.
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Validierung wurden 556 Substanzen (1.9 %) identifiziert, die aufgrund von Autofluores-
zenz mit dem Assay interferierten. Von den verbliebenen Testverbindungen wurden 149
Verbindungen als Primérhits ausgewahlt, die einen z.-score < —3 und eine Aktivitit

von > 10 % aufwiesen.

Die Hit-Validierung umfasste die IC50-Bestimmung mit HT-Durchsatz und die LC/MS-
Qualitatskontrolle fiir alle Testverbindungen. Anhand der chemischen Strukturen wur-
den zahlreiche Verbindungen als proteinreaktiv und/oder ,frequent hitter” identifiziert.
Es verblieben 11 Testverbindungen, die eine Aktivitat > 75 % und eine Reinheit > 80 %
aufwiesen und nicht fluoreszent waren. Unter der Annahme, dass sie kompetitive Inhi-
bitoren der rST3Gal II sind, wurden ihre K;-Werte berechnet. Sie haben alle grolere
Inhibitionspotenzen als Cytidindiphosphat, erreichen aber nicht die nanomolaren Affi-

nitdten der iibergangszustandsanalogen Inhibitoren (Abbildung 6.6).

Die potentiellen Leitstrukuren bediirfen einer weitergehenden Charakterisierung in ei-

nem sekundéren Assaysystem und einer Analyse moglicher unerkannter Proteinreakti-

vitaten.
Priméarscreen «----->= Hit-Validierung
28.864 Compounds 149 Compounds
FMP-Bibliotheken ; Primarhits

44 .
556 Cpds. | u\:> Cpds

E 105 Compounds

28.308 Compounds ! Aktivitat > 20 %

FI <125 %

: J FD 71 Cpds.
—> 28.159 Cpds. :
— pas | 34 Compounds )

149 Primarhits unreaktiv

z-score < -3, '

Aktivitat > 10% | [} 23 Cpds.
; ! 11 Compounds
R S Aktivitat > 75 %

Reinheit > 80 %

Abb. 6.6.: Ergebnis des Primérscreens und der Hit-Validierung.
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7. Enwicklung von Photomarkierern

fiir Sialyltransferasen

Bei verschiedenen Tumorarten wurde eine Korrelation zwischen einer erhéhten Expres-
sion von Sialyltransferasen und einer schlechten Prognose fiir Patienten festgestellt.
Ein direkter Nachweis der Sialyltransferseexpression iiber die Analyse des Proteoms ist
bislang nicht moglich. Durch Entwicklung eines Photomarkierers fiir Sialyltransferasen
sollte ein chemisches Werkzeug dargestellt werden, welches die selektive Markierung

von Sialyltransferasen in einem komplexen Proteom ermoglicht.

7.1. Design der Photomarkierer

Die Entwicklung der Photoaffinitatssonden (PAL-Sonde — photoaffinity labeling pro-
be) erfolgte auf der Basis der hochaffinen und reversibel bindenden FP-Sonden (siehe

Kapitel 4), indem die Struktur um eine photoreaktive Gruppe ergianzt wurde.

7.1.1. Selektion der photoreaktiven Gruppe

Die Grofle der photoreaktiven Gruppe musste nicht berticksichtigt werden, da die Sia-
lyltransferasen rST3Gal II, hST6Gal I, Pd2,6ST(N) und PmST1 bereits das volumi-
nose Fluoresceinmolekiil als Modifikation der Inhibitoren tolerierten. Daher konnte das
grofie Benzophenon (BP) verwendet werden, dessen angeregter Zustand reversibel und
unreaktiv gegeniiber Wasser ist und durch multiple Anregungs- und Relaxationszy-
klen hohe Markierungsausbeuten ermoglicht. Verschiedene funktionalisierte Derivate
des BP sind kommerziell erhéltlich, so z.B. unterschiedlich geschiitzte Formen des 4-

Benzyoylphenylalaninbausteins (Bpa).
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

7.1.1.1. Photochemie von Benzophenon

Die Absorption eines Photons durch BP bei ~350 nm bewirkt die Anregung eines Elek-
trons eines nichtbindenden spahnlichen n-Orbitals in ein antibindendes n"-Orbital
der Carbonylgruppe. Die Lebensdauer des angeregten Zustands mit zwei ungepaar-
ten Elektronen im Triplettzustand liegt zwischen 80-120ps, dann relaxiert es zum
Grundzustand und kann erneut angeregt werden. Im Triplettzustand des Diradikals ist
das n-Orbital des elektronenarmen Sauerstoffs elektrophil und reagiert mit schwachen
C-H o-Bindungen. Unter Abspaltung eines H-Atoms wird das halbgefiillte n-Orbital
des Sauerstoffs gefiillt. Die gebildeten Ketyl- und Alkylradikale rekombinieren durch
C—C-Bindungsbildung miteinander und bilden pinacolahnliche Photocrosslinkingpro-
dukte (Abbildung 7.1 A)167,

Ph hv Ph C—Rezeptor oh
N ~ 350 . . " . C—Rezeptor
c-o 30, o RemeporCH_ . 5o
Ligand—Ph Ligand—Ph /\(':—OH Ligand—Ph
Ligand—Ph

=We
Q

" ooy

{

:gg‘\‘\

Abb. 7.1.: Benzophenon: (A) Ablauf und (B) geometrische Kontrolle der CH-Insertion 167,

H-Abstraktion Rekombination

-
®

Durch stereoelektronische Faktoren der Molekiilorbitale werden bestimmte Winkel und
Ebenen bei dem elektrophilen Angriff des Radikals bevorzugt (Abbildung 7.1 B). Die
Konformation des Molekiils im n-n~ Triplettzustand ist nahezu planar. Das halbgefiill-
te n-Orbital liegt in dieser Ebene, wihrend das n"-Orbital senkrecht dazu orientiert
ist. Ab initio Berechnungen fiir ein idealisiertes Ubergangszustandsmodell zeigen, dass
bei der H-Abstraktion die Carbonyl C—-O- und die C—H-Bindungen nahzu kolinear an-
geordnet sind. Die Radikalrekombination birgt eine weitere Stereokontrolle, bei der
die p-Orbitale fiir eine maximale Uberlappung kolinear sein miissen. Durch die zwei
moglichen Angriffsseiten entstehen racemische oder diastereomere Mischungen der Re-

kombinationsprodukte 167,

Mit einem Linker zwischen dem bindenden Liganden und BP kann dessen Flexibili-

tét und damit die Wahrscheinlichkeit einer photochemischen Bindungskniipfung erhoht
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7.2 Synthese der Photoaffinitdtsmarker

werden. Umgekehrt erhoht eine rigide Konformation die regionale Spezifitidt der Pho-

toreaktion.

7.1.2. Struktur des Photoaffinitatsmarkers

Der Aufbau der PAL-Sonden erfolgte analog zum Design der diastereomerreinen FP-
Sonden (Kapitel 4.3), wobei auf die Kontrolle der Stereochemie des a-Hydroxymethyl-
phosphonats verzichtet wurde. Das Fluorescein wurde als Label beibehalten und diente
bei den Photomarkierungsexperimenten als Reportergruppe. Auflerdem ermoglichte
es die Bestimmung der Affinitdten der PAL-Sonden zu den Sialyltransferasen in FP-
Bindungsassays. Zwischen den Liganden und das Fluorophor wurde das kommerziell
erhéltliche 4-Benzoylphenylalanin eingebaut, dessen L- oder D-Isomere zur raumlichen
Diversitdt der Strukturen fithrten. Es wurde eine PAL-Sonde mit y-Aminobuttersédure
(GABA) als Linker zwischen Ligand und Bpa hergestellt (Abbildung 7.2). Fiir die Kon-
trollreaktionen der Photomarkierung wurden die entsprechenden Addukte aus Fluore-
scein, Bpa und GABA hergestellt, denen der Inhibitorteil fehlte. Die PAL-Sonden wur-
den entsprechend ihres Aufbaus mit den Bezeichnungen L-PAL, D-PAL und GABA-
L-PAL und die Kontrollverbindungen mit Flu-L-Bpa, Flu-D-Bpa und Flu-L-Bpa-
GABA benannt.

NH,
~
N
oon [
/
R N/go
®S) O o
ﬂ ﬂ R—OH
/
O OH o4 oH

L- oder D-Bpa  Linker

Abb. 7.2.: Design der PAL-Sonden.

7.2. Synthese der Photoaffinitatsmarker

7.2.1. Syntheseplan

Die Darstellung der PAL-Sonden erfolgte nach der Synthesemethode, die fiir die Dar-

stellung der diastereomerreinen FP-Sonden entwickelt wurde (Kapitel 4.3). Abweichend
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

von dieser Route wurde das racemische Nitrophosphonat 14-m verwendet, so dass alle
PAL-Sonden 27 als R/S-Diastereomeren-Mischungen erhalten wurden. Die Darstellung
der Benzoylphenylalanin-Fluorescein-Bausteine 25 erfolgte konvergent zum Anilin 15-
m (Abbildung 7.3). Die Bausteine 25 wurden auflerdem entschiitzt, um sie bei den

Photomarkierungsexperimenten als Kontrollverbindungen einsetzen zu konnen.

(0] o

§ m
.
H (0]
TJ\; NH — oal *
n
o ocmMP \ “OAll
Ao ©_< ©)- D|OPvFIu '

PO

/7
o Q
27 9

OH
Flu = Fluorescein ON A AN ORI e H N _oAll m v\/@
i | n “OAll
A 0o

DiPvFlu = Di-O-Pivaloyl-
fluorescein (6)-Di-O- PvFIu

Abb. 7.3.: Syntheseplan zur Darstellung 4-Benzoylphenylalanin-modifizierter PAL-Sonden.

7.2.2. Darstellung der Benzoylphenylalanin-Fluorescein-Bausteine

Die Bausteine L- und D-25 wurden durch die Reaktion des Hydroxysuccinimidylesters
2-(6)-OSu mit den ungeschiitzten Aminosiaurederivaten L- und D-4-Benzoylphenylala-
nin (L-Bpa und D-Bpa) in Losung dargestellt (Abbildung 7.4).

/

o OH
o ON;\j HN
| O DIPEA, DMF, 3h o)
0 O

o
() °
HoN" ~COOH O o OPv
PvO

L-Bpa
D-Bpa 2-(6)-OSu

L-25 94%
PvO D-25 65%

Abb. 7.4.: Kupplung von L- und D-Bpa mit dem OSu-Ester (2-(6)-OSu) von Di-O-
Pivaloylcarboxyfluorescein.

Die Darstellung von L-25-GABA beinhaltete zwei Amidbindungskniipfungen und

wurde auf der festen Phase durchgefiihrt, so dass die Reinigungschritte nach den Kupp-

102



7.2 Synthese der Photoaffinitdtsmarker

lungen entfielen. Als Linkersystem wurde 2-Chlortritylchlorid-funktionalisiertes Poly-
styrolharz verwendet, auf das im ersten Schritt Fmoc-y-Aminobuttersidure immobili-
siert wurde. Die verbliebenen Funktionalitaten wurden mit Methanol gecappt und die
Beladung des getrockneten Harzes 26 durch spektroskopische Quantifizierung des Di-
benzofulvens bestimmt, dass bei der Behandlung eines Aliquots des Harzes 26 mit Pipe-
ridin in DMF entstand. In zwei Zyklen, bestehend aus Fmoc-Entschiitzung mit Piperi-
din/DMF und Kupplung mit Diisopropylcarbodiimid (DIC) und 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt), wurde erst Fmoc-L-Bpa und dann 6-Di- O-Pivaloylcarboxyfluorescein (2-(6))
eingefithrt. Die Abspaltung des Bausteins L-25-GABA vom Harz erfolgte in schwach
saurer Losung mit 1% Trifluoressigsaure in Dichlormethan. Bezogen auf die initiale
Beladung des Harzes wurde L-25-GABA in 95 % Ausbeute erhalten (Abbildung 7.5).

1.) 1. 2 x Pip/DMF 20:80 (v/v)

2. Fmoc-L-Bpa-OH, DIC,
1. Fmoc-y-Aminobuttersaure, HOBt, DMF
DIPEA, DMF 2.) 1. 2 x Pip/DMF 20:80 H
DME )1.2xPP o I
2. Blockieren mit DCM/MeOH/ 2. 2-(6), DIC, HOBt, DMF HN(s) OH
O () 3L3x1%TFAin DCM O 0 ©
(e]

DIPEA 80:15:5 (v/v/v) FmocHN
_—
O oPy
o L-25-GABA

o
o
Cl

2-Chlortritylchlorid- O o 95 % (bezogen
Harz (1.3 mmol/g) 26 0.707 mmol/g uf die Bela
PvO dung von 26)

Abb. 7.5.: Darstellung des Fluorescein-L-Bpa-y-Aminobuttersdure-Bausteins (L-25-GABA)
auf der festen Phase.

7.2.3. Kupplung der Bpa-Fluorescein-Bausteine mit dem

o.-Hydroxymethylphosphonat

Die Reduktion des racemischen Nitroaryls 14-m mit Zinn(II)chlorid zum Anilin 15-m
erfolgte nunmehr im Mikrowellenreaktor bei 60 °C, was eine Reduzierung der Reakti-
onszeit von mehreren Tagen bei Raumtemperatur auf unter zwei Stunden erméoglichte.
Bei der Aktivierung von L- und D-25 mit EDC-HCI und der Kupplung mit dem frisch
dargestellten Anilin 15-m wurden Nebenreaktionen beobachtet, unter anderem ver-
mutlich die Bildung des Azlactons von L- und D-25 (LC/MS-Analyse). Die in situ
Uberfiithrung der carbodiimidaktivierten Carbonsiuren in einen Aktivester durch Zu-
gabe von 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt) vermied die Nebenreaktionen und die
Verbindungen L-26, D-26 und 1L-26-GABA wurden in guten Ausbeuten (55-77 %) als
Mischung der R- und S-Diastereomere erhalten (Abbildung 7.6).
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

OH 9 Aq. SnCl,, EtOH,
OzN\©% -0~ MW: 60 °C, 100 min
I O
o
L~
o OH
HoN ’u’
o
15-m
1.1- 1.5 Aq. EDC-HCI, 2.0 Aq. HOAt, p OAl

DCM,1-24h
(6)-Di-O-PyFI” (6)-Di-0-PvFIL”S ” , OAl
N0 L n= 0 L-26 63 %
D-25 D-26 55 %
n=1:L-25-GABA n=1L-26GABA  77%

Abb. 7.6.: Kupplung der Fluorescein-Bpa-Bausteine mit dem o-Hydroxymethylphosphonat
15-m.

7.2.4. Phosphoramiditkupplung und Entschiitzung zu den
PAL-Sonden

In den letzten Stufen zur Darstellung der PAL-Sonden wurden die o-Hydroxymethyl-
phosphonate 1L-26, D-26 und L-26-GABA mit dem Cytidinphosphoramidit 1 gekup-
pelt und anschlieend mit Pd(PPhs), und Ky;COj entschiitzt, wie bei der Darstellung
der diastereomerreinen FP-Sonden beschrieben (Kapitel4.3.5). Die Produkte L-27, D-
27 und L-27-GABA wurden in geringen bis méafiigen Ausbeuten erhalten (14-56 %).

0]

o Amiditkupplung:
= ‘ 1)2 Aq. 1, 2.2 Ag. 5-Benzyl- O O ® NH,
H f\
N

thio-1H-tetrazol, DCM, 5 -24 h

= " o 2.) 2 Ag. tBUOOH, 2 -3 h
N 3.) MPLC
HN NH
n

N\
OH . . 0
(6)-Di-O-PvFIu/l\\O o Entschitzung: p—0 o)
1.) Pd(PPhg)s, KoCO3, Jo©
ROAL "y 100H, 3-4.4h © OH OH
n=0:L-26 o onl 2.) RP-18 HPLC ° n=0:L-27 (L-PAL) 56 %
D-26 3.) IR-120 (Na*) (@) D-27 (D-PAL) 14 %
n=1: L-26-GABA n=1: L-27-GABA (L-GABA-PAL) 30 %

Abb. 7.7.: Phosphoramiditkupplung und Entschitzungsreaktion.

Die PAL-Sonden L-27 und D-27 zeigten im 'H-NMR grofe Linienbreiten. Méglicherwei-
se bildeten sie durch die Kombination der unpolaren BP-Gruppe mit dem geladenen
Inhibitor und Carboxyfluorescein in Loésung Addukte. Die Signalauflosung von 1.-27
und D-27 konnte durch Erhéhung der Temperatur von 300 auf 330-340 K bei der Mes-
sung verbessert werden. Die PAL-Sonde 1-27-GABA dagegen zeigte bereits bei 300 K
ein Spektrum mit gewohnlicher Linienbreite. Die 'H-Messungen erfolgten dennoch bei
315K, da das Signal des a-Protons von L-Bpa andernfalls durch das HDO-Restsignal
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7.2 Synthese der Photoaffinitdtsmarker

L-27-GABA (H-NMR) L-27-GABA  (3'P-
Cytidin Cytidin NMR)
H-5 H-1 PO4

Abb. 7.8.: Ausschnitte aus den 'H- und 3'P-NMR-Spektren des PAL-Sonde 1L-27-GABA.
Im 3'P-NMR-Spektrum iiberlagern sich die Dubletts der beiden Diastereomere
(*H: 600 MHz, 3'P: 122 MHz, D,0)

verdeckt wurde. Die Integration der H-5 und H-1"-Signale ergab fir L-27-GABA un-
erwarteterweise ein Diastereomerenverhéltnis von 59:41, obgleich fiir die Darstellung
von L-26-GABA das racemische a-Hydroxymethylphosphonat 15-m eingesetzt wurde
und auch das 'H-NMR von L-26-GABA ein 1:1 Verhéltnis der Diastereomere zeigte.
Folglich musste bei der Phosphoramiditkupplung, der Entschiitzung oder den Aufrei-
nigungsschritten eine Diastereomeren-Trennung stattgefunden haben. Bei den diaste-
reomerrein dargestellten FP-Sonden wurde beobachtet, dass das hochfeldverschobene
H-1’-Signal (R-Isomer) eine kleinere Kopplungskonstante aufweist, als das im Tieffeld
erscheinende Signal (S-Isomer). Auch bei L-27-GABA hatte das hochfeldverschobene
H-1"-Signal die kleinere Kopplungskonstante (§ = 5.75 ppm: J = 4.6 Hz; 6 = 5.69 ppm:
J = 3.8Hz). Vermutlich lag also (5)-L-27-GABA gegeniiber (R)-L-27-GABA im

leichten Uberschuss vor.

7.2.5. Synthese der Kontrollverbindungen

Die Darstellung der Kontrollverbindung D-29 erfolgte in Losung durch Entschiitzung
des pivaloylgeschiitzten Fluorescein-Bpa-Adduktes D-25 mit KoCOg3 in Methanol. Die
Kontrollverbindungen 1-29 und 1-29-GABA wurden iiber eine festphasenunterstiitz-
te Syntheseroute dargestellt. Die Pivaloylentschiitzung erfolgte mit Natriummethanolat
und die fertigen Kontrollverbindungen 1-29 und L-29-GABA wurden nach Abspal-
tung vom Harz und einer HPLC-Reinigung erhalten (Ausbeuten 37-79 %).
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1. Fmoc-L-Bpa-OH,
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1.) 1. 2 x Pip/DMF 20:80 (v/v)
2. Fmoc-L-Bpa-OH, DIC, HOBt, DMF
2.) 1. 2 x Pip/DMF 20:80 (v/v)

D-29 (Flu-D-Bpa)
®
=
o
2. 2-(6), DIC, HOBt, DMF
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Abb. 7.9.: Synthese der Kontrollverbindungen fiir die Photomarkierungsexperimente.

o O

FmocHN\/\)I\O

R

26 0.877 mmol/g

L-29-GABA
o (Flu-L-Bpa-GABA)

7.3. FP-Bindungsassay der PAL-Sonden

Die Verwendung der Reportergruppe Fluorescein ermoéglichte es, mit FP-Bindungs-
assays den Effekt der Bpa-Gruppe auf die Bindung der PAL-Sonden zu den Sialyl-
transferasen zu untersuchen. Die Assaydurchfiihrung und -auswertung erfolgte wie in
Kapitel 5.3 beschrieben.

Im ungebundenen Zustand waren die Anisotropien von L- und D-PAL (~80mA) etwa
3mal und von .-GABA-PAL (~57mA) etwa 2mal so hoch wie die Anisotropien der un-
gebundenen FP-Sonde mG6. Dies last sich nicht mit dem Groflenunterschied der PAL-
zu den FP-Sonden erklaren, zumal die grofite PAL-Sonde (L-GABA-PAL) die klei-
nere Anisotropie aufwies. Bereits bei der H-NMR-Charakterisierung wurde eine grofie
Linienbreite beobachtet, die auf mogliche Aggregate der PAL-Sonden zurtickgefiihrt
wurde. Entsprechend hohere Rotationskorrelationszeiten kénnten hohe Anisotropien

der ungebundenen PAL-Sonden erkléren.
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Abb. 7.10.: Die PAL-Sonden im direkten FP-Bindungsassay (rST3Gal II: ¢ = 0-0.5 pM;
hST6Gal I: ¢ = 0-0.25 pM; Pd2,6ST(N): ¢ = 0-4.0 pM; PmST1 ¢ = 0-2.0 pM);
Assaybedingungen: 50 mM Cacodylatpuffer (pH 7.4), 0.1 % Triton X-100, PAL-
Sondenkonzentrationen: 10 nM.
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

Tab. 7.1.: Die PAL-Sonden im direkten FP-Assay mit den kommerziell erhéltlichen Sialyl-

transferasen.
EC50,4 [Lt]/
- a Obs a
PAL-Sonde  EC50p, [nM] [M]? AA [mA] Q 2% ECE0D
en L-PAL 24.0 + 3.0 104 + 0.5 169.7 £ 4.4 3.92 0.21
5') D-PAL 234 + 2.7 11.0 &+ 0.5 149.1 £+ 4.2 3.24 0.21
= L-GABA-PAL 251 £ 1.9 15.8 +£ 0.7 163.1 + 4.4 2.26 0.20
© L-PAL 9.4 + 0.6 6.3 £ 0.2 1474 + 3.5 2.03 0.53
5‘3 D-PAL 12.2 £ 0.7 9.0 £ 04 135.9 £ 3.5 1.73 0.41
< L-GABA-PAL 149 = 04 10.2 &= 0.2 151.2 £ 2.1 2.26 0.34
=~ L-PAL 321.9 4+ 86.4 106.5 + 16.1 1594 + 9.5 1.98 0.02
% D-PAL 1954 + 40.1 88.6 £ 11.8 133.7 £+ 8.1 1.80 0.03
A L-GABA-PAL 203.3 + 224 159.2 + 16.4 1224 + 5.6 1.20 0.02
; L-PAL 34.3 +£ 4.9 13.6 = 1.9 123.1 £ 6.5 2.09 0.15
(é) D-PAL 49.3 + 12.9 20.1 + 3.7 121.3 + 8.3 1.72 0.10
o, L-GABA-PAL 50.8 + 24.8 29.7 + 3.1 160.4 £+ 6.7 1.53 0.10

a4+ Standardfehler; °[Lt] = 10nM.

Bei der Bindung an die Séugetiersialyltransferasen erreichten die PAL-Sonden Aniso-

tropien, wie sie auch fiir die mG6 FP-Sonde gemessen wurden und sie zeigten eine

starke Zunahme der Fluoreszenzintensitdten (Q = 1.73-3.92). Die maximalen Aniso-

tropien der PAL-Sonden bei den bakteriellen Sialyltransferasen waren grofier als fiir
mG6 und ihre Quantenausbeute nahm méfig bis stark zu (Abbildung 7.10).

Die Affinitédten der PAL-Sonden zu den Sialyltransferasen (Tabelle 8.2) entsprechen

denen der analogen FP-Sonde mG®6. Die voluminése Benzophenonsubstitution hatte

also keinen sterisch stérenden Einfluss bei der Bindung.
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7.4 Photomarkierungsexperimente

7.4. Photomarkierungsexperimente

Die Modifikation der FP-Sonden mit der Bpa-Gruppe hatte keinen negativen Einfluss
auf die Bindungscharakteristika, so dass auch die PAL-Sonden hochaffine Liganden
der Sialyltransferasen waren. Damit lagen optimale Vorraussetzungen fir eine affini-
tétsbasierte und selektive Photomarkierung vor. Die Eigenschaften der PAL-Sonden
bei Bestrahlung sollten zunéchst mit den kommerziell verfiigharen und gereinigten
Sialyltransferasen bestimmt werden. Mit unterschiedlichen Kontrollreaktionen sollte
untersucht werden, ob die Photomarkierung affinitatsbasiert ist. Anschliefend wurden
Bestrahlungsexperimente mit Volllingen-Sialyltransferasen in einem komplexen Pro-

teom durchgefiihrt.
Die vollstiandigen Gelbilder sind im Anhang ab Seite 280 aufgefiihrt.

7.4.1. Durchfiihrung der Bestrahlungsexperimente

Die Photomarkierungsexperimente umfassten mehrere Stufen. Zuerst erfolgte die Be-
strahlung der Proben mit UV-Licht, anschliefend wurden die Proben per Gelelektro-
phorese gereinigt und zuletzt wurde ein Fluoreszenzbild des Gels aufgenommen (Abbil-
dung 7.11). Die Integritat der Proteine wurde anschlieSend mit einer Coomassiefarbung
iiberpriift. Die Fluoreszenzbilder wurden sowohl qualitativ betrachtet, als auch quan-

titativ ausgewertet, indem die Fluoreszenzintensitiaten der Banden bestimmt wurden.

Imaging und Quanti-

Photocrosslinking
Reaktion fizierung der Fluoreszenz

WW o "l

—>

SDS-Page

lHHUuHJ

Abb. 7.11.: Ablauf der Photomarkierungsexperimente: Bestrahlung der Reaktionslésungen
in einer Mikrotiterplatte mit transparentem Boden mit UV-A Licht, Reinigung
der Reaktionsprodukte mit Gelelektrophorese und Dokumentation der Fluores-
zenz in den Gelen mit einem Imager.
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

Bestrahlungsreaktion

Optimale Bestrahlungsbedingungen wurden mit einem Modellsystem' gefunden, in-
dem dieses — vorgelegt auf 384-well Mikrotiterplatten mit transparentem Boden — mit
einem Transilluminator von unten bestrahlt wurde. Dadurch wurden lange Bestrah-
lungszeiten ermoglicht, da die Platten mit Folie versiegelt werden konnten, um so die
Evaporation der Losung zu unterbinden. Durch Verwendung von ,low-volume” 384well
Mikrotiterplatten konnte der Bestrahlungsassay auf ein Arbeitsvolumen im niedrigen
nL-Bereich miniaturisiert werden, so dass die Beladungskapazitéit der Elektrophorese
Gele (<15nL) optimal genutzt werden konnte. Die Bestrahlungsleistung wurde tiber
die Zeit reproduziert, da der Transilluminator tiber keinen Photosensor zur Messung
der emittierten Lichtleistung verfiigte. Die Bestrahlung der PAL-Sonden mit den Sia-
lyltransferasen wurde in dem Cacodylat Puffer (50 mM, pH = 7.4, 0.1 % Triton X-100)
durchgefiihrt.

Gelelektrophorese

Nach der Bestrahlung wurden die Proben durch Zugabe von Probenbeladungspuffer
und durch Erhitzen denaturiert und iiber eine Gelelektrophorese von den unreagierten
PAL-Sonden getrennt. Die kleinen und im basischen mehrfach negativ geladenen PAL-
Sonden, wanderten schnell durch das SDS-Gel und wurden so von den markierten und
unmarkierten Proteinen abgetrennt. Es wurden Fertiggradientengele verwendet, mit

denen sich die Experimente besser reproduzieren lieflen, als mit selbst hergestellten

Gelen.

Geldokumentation

Direkt nach der Elektrophorese wurden die Gele mit einem Bioimager (LAS-4000®
Imager, Fujifilm) fotographiert. Fiir die Fluoreszenzdetektion wurden sie von einem
Transilluminator (~312 nm) beleuchtet und von oben mit einer Peltierelement-gekiihlten
(-30°C) CCD Kamera fotographiert. Mit einem 520 nm Filter wurde die Emissionswel-
lenldnge von Fluorescein selektiert. Die Bilder wurden fiir die Darstellung invertiert,
so dass dunkle Banden Fluoreszenz entsprechen. Nur fiir die Darstellung sehr schwa-
cher Banden wurde gegebenfalls der Kontrast linear erhéht (dies wird bei den Bildern

angegeben).

Tm Modellsystem wurde die photoinduzierte (360 nm) Dimerisierung von 4-Carboxybenzophenon in
Isopropanol [2°6] per LC/MS-Analyse verfolgt.
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Coomassiefarbung

Zur Kontrolle der Integritdten der Sialyltransferasen wahrend der Bestrahlungsexpe-
rimente wurden die Gele mit Coomassie gefarbt. Die Gele wurden ebenfalls mit dem
LAS-4000 fotographiert, indem ein Dia-Durchlichteinsatz verwendet wurde. Die Bilder
werden als Positiv abgebildet, so dass dunkle Banden coomassiegefarbten Proteinen

entsprechen.

Fluoreszenzquantifizierung

Mit der Software Multi-Gauge (Fujifilm) wurden die Fluoreszenzbandenintensitaten
nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz quantifiziert. Unter der Annahme, dass kein
Quenchen der Fluoreszenz gegeben war, wurden die Fluoreszenzintensititen als pro-

portional zur Markierungsausbeute betrachtet.

7.4.2. Photomarkierung gereinigter Sialyltransferasen

Mit den 16slichen und aufgereinigte Transferasen (rST3Gal II, hST6Gal I, Pd2,6ST(N)
und PmST1; Tabelle 5.2) wurden die Photomarkierungseigenschaften der PAL-Sonden
untersucht. Dazu wurden zunéachst die relativen Photomarkierungseffizienzen der Pho-
tomarkierer L-PAL, D-PAL, und L.-GABA-PAL untereinander und mit denen der
Kontrollverbindungen Flu-1-Bpa, Flu-D-Bpa und Flu-L-Bpa-GABA verglichen.
Dadurch konnte gezeigt werden, ob die Photomarkierung affinitdtsbasiert war. Mit
unterschiedlichen Denaturierungsmethoden und Inhibitoren wurde dariiber hinaus die

Spezifitdt der Photomarkierung analysiert.

7.4.2.1. Effizienzen und Ausbeuten der Photomarkierung

Um die relativen Photomarkierungseffizienzen der drei PAL-Sonden miteinander ver-
gleichen zu konnen, wurden diese fiir die Bestrahlungsreaktion bei sechs unterschied-
lichen Konzentrationen zu der jeweiligen Sialyltransferase titriert. Die Mittelwerte der
Fluoreszenzintensititen aus zwei Doppelbestimmungen wurden gegen den Logarithmus
der Enzymkonzentration aufgetragen und die sigmoidal verlaufenden Messwerte mit ei-
ner 3-Parameter logistischen nicht-linearen Regression gendhert (der Paramter fiir das
Minimum der Regression wurde auf 0 AU gesetzt) (Abbildung 7.12).

Der EC50 der Photomarkierung (EC50par) ist als der Wendepunkt der sigmoidalen
Kurve definiert und héngt mafigeblich von der Affinitét der PAL-Sonden zum Rezeptor
ab. Die PAL-Sonden zeigten bei ihren EC50par-Werten keine groflen Unterschiede, wie
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

es aufgrund ihrer ahnlichen Affinitaten, die in den FP-Assays bestimmt wurden, zu
erwarten war. Nur bei der hST6Gal I zeigte D-PAL eine deutlich geringere Effizienz
als L-PAL und .-GABA-PAL.

Die Ausbeute wird von der Reaktionsgeschwindigkeit der photoinduzierten Bindungs-
insertion durch das Biradikal von Benzophenon beeinflusst. Die Reaktionsgeschwindig-
keit hangt von der rdumlichen Anordnung der Benzophenongruppe der PAL-Sonden im
Komplex mit dem Rezeptor ab und ist umso schneller, je hoher die Wahrscheinlichkeit
einer Bindungsinsertion ist. Daher konnen die Derivate der PAL-Sonde trotz ahnlicher
Affinitdten unterschiedliche Photomarkierungsausbeuten aufweisen. Bei der rST3Gal
IT und der PmST1 waren die Photomarkierungsausbeuten der drei PAL-Sonden je-
weils dhnlich. Als Maf fiir die Ausbeute wurden die Werte der Maximum-Asymptote
der nicht-linearen Regressionen herangezogen und miteinander verglichen. Gegeniiber
der hST6Gal I erreichte auch D-PAL die Photomarkierungsausbeuten der beiden an-
deren PAL-Sonden, aber aufgrund der geringeren Photomarkierungseffizienz erst bei
einer hoheren Konzentration. Bei der Pd2,65T(N) waren die Photomarkierungsaus-
beuten der PAL-Sonden sehr unterschiedlich. Die hohe Flexibilitat des Bpa-Rests von
L-GABA-PAL schien sich negativ auf die Geschwindigkeit der Photoinsertion aus-
zuwirken. Im Vergleich zeigte L-PAL eine 1.7mal so hohe Photomarkierungsausbeute
und die Steigung der sidmoidalen Kurve war grofler. D-PAL lag mit seinen Parame-
tern zwischen den beiden PAL-Sonden (Tabelle 7.2). Fiir die rST3Gal II mit L-PAL
und L-GABA-PAL sowie fiir die hST6Gal I mit .-GABA-PAL zeigte die Quantifi-
zierung als auch die qualitative Betrachtung der Fluoreszenzbilder, dass die Intensitéat
der Fluoreszenzbanden bei den hochsten Konzentrationen wieder etwas abnimmt. Die

optimalen Konzentrationen, um eine maximale Markierung zu erreichen, lagen fiir die

Tab. 7.2.: Photomarkierungseffizienzen und -ausbeuten der PAL-Sonden.
L-PAL D-PAL L-GABA-PAL
EC50 [pM]* Ausbeute®”  EC50 [pM]* Ausbeute®®  EC50 [pM]* Ausbeute®P

rST3 0.24 £ 0.00 99+ 0.5 0.30+ 0.03 9.6% 0.3 0.37+ 0.05 11.14+ 0.5
hST6 0.79 £ 0.16 10.9+ 0.3 1.56+ 0.41 12.2+ 0.6 0.63+£ 0.20 9.24 0.5
P4dST 021 £0.02 4.5+ 0.3 0.30£ 0.01 3.5+ 0.2 0.19£ 0.01 2.7+ 0.2
PmST1 0.19 £ 0.05 3.1+ 0.4 0.23+ 0.02 3.7£ 0.2 0.24+ 0.02 4.0+ 04

2+ Wertebereich, ® AUx107 (Maximum-Asymptote der nicht-linearen Regression).
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Abb. 7.12.: Photomarkierungseffizienzen und -ausbeuten der PAL-Sonden: (A) Auftragung
der Fluoreszenzintensitidten gegen die PAL-Sondenkonzentration (jeder Daten-
punkt entspricht dem Mittelwert aus zwei Doppelbestimmungen; die Fehlerbal-

ken indizieren den Wertebereich); (B)

Fluoreszenzbilder der SDS-Gele.
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PAL-Sonden im Bereich um 1-3 pM.

Die Sialyltransferasen waren bei allen PAL-Sondenkonzentrationen stabil und zeigten

bei der Coomassiefarbung keine Abbauprodukte.
7.4.2.2. Affinitatsbasierte Photomarkierung

Die Kontrollverbindungen Flu-L-Bpa, Flu-D-Bpa und Flu-L-Bpa-GABA sind Ad-
dukte aus Fluorescein, Bpa und y-Buttersdure und entsprechen in ihrem Aufbau den
PAL-Sonden, allerdings fehlt ihnen der Inhibitorteil. Mit ihnen wurde tberpriift, ob die
Photomarkierung affinitatsbasiert ist und von dem reversibel bindenen Inhibitorteil ab-
héngt. Die Bestrahlungsreaktionen wurden mit den PAL-Sonden und den Kontrollver-
bindungen parallel unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Deren Konzentrationen
wurden fiir jede Sialyltransferase so gewahlt, dass die Photomarkierungsausbeute ge-

rade gesattigt war und lag zwischen 1-3 pM.

Bei den Kontrollverbindungen wurde im Vergleich zu den PAL-Sonden keine signifikan-
te Markierung der Sialyltransferasen beobachtet. Die qualitative Betrachtung der Gel-
bilder zeigte bei stark erh6htem Bildkontrast nur bei der rST3Gal IT und der hST6Gal I
eine duerst schwache Fluoreszenzbande? (Abbildung 7.13 B) und die Quantifizierung
ergab relative Photomarkierungsausbeuten von 1.9-4.7 % beztiglich der PAL-Sonden
(Abbildung 7.13 A). Bei den bakteriellen Sialyltransferasen trat gar keine unspezifi-
sche Markierung auf. Daraus kann geschlossen werden, dass der reversibel bindende

Inhibitorteil essentiell fiir die Photomarkierung und diese somit affinitdtsbasiert war.

Um zu zeigen, dass die Photomarkierung von Benzophenon abhéngt, wurden die
rST3Gal IT und hST6Gal I gemeinsam mit der hochaffinen FP-Sonde mG6 bestrahlt
und mit L-PAL verglichen. Ohne die photoreaktive Gruppe war mG6 nicht in der La-
ge, bei Bestrahlung einen kovalenten Komplex mit den Sialyltransferasen zu bilden, so
dass nach der Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen keine Fluoreszenz im
Bereich der Proteinbande detektiert wurde (Abbildung 7.13 C; vollstandige Gelbilder
siehe Seite 284).

7.4.2.3. Inhibition der Photomarkierung

Die Inhibition der Photomarkierung durch Zugabe von Inhibitoren oder Denaturierung
der Sialyltransferasen gab Aufschluss dariiber, ob die PAL-Sonden selektiv an die intak-

te Bindungsstelle der Sialyltransferasen binden. Die Experimente wurden mit 1-PAL

?Der Kontrastumfang des Papierdrucks ist nicht in der Lage, diese schwachen Banden darzustellen.
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Abb. 7.13.: Affinitdtsbasierte =~ Photomarkierung:  (A)  Fluoreszenzintensitdten  der
Fluorescein-Bpa-Addukte relativ zu den PAL-Sonden (Mittelwert zweier
Doppelbestimmungen, die Fehlerbalken indizieren den Wertebereich); (B)
Fluoreszenzbilder der SDS-Gele (stark erhohter Kontrast); (C) BP-abhingige
Photoreaktion (stark erhohter Kontrast).
Assaybedingungen: rST3Gal IT: ¢ = 2.51M, cpar,/Bpa = 1 1M, 60 min; hST6Gal
I: ¢ = 0.4pM, cpar/Bpa = 3 1M, 60 min; Pd2,6ST(N): ¢ = 0.851M, cpar,/Bpa =
2.4pM, 120 min; PmST1: ¢ = 0.26 pM, cpar/Bpa = 1 1M, 120 min).

durchgefiihrt, die im Mittel die hochsten Photomarkierungsausbeuten und -effizienzen

gegentiiber den Sialyltransferasen aufwies.

Die Denaturierung der rST3Gal II, hST6Gal I und Pd2,6ST(N) mit 6 M Harnstoff vor
der Bestrahlung unterdriickte die Photomarkierung durch L.-PAL nahezu vollstindig
und es waren nur sehr schwache Fluoreszenzbanden auf den Fluoreszenzbildern er-
kennbar. Bei der PmST1 waren nur 3.9 M Harnstoff verwendet worden, die fiir eine
vollstandige Denaturierung nicht ausreichten, so dass die Photomarkierungsausbeu-
te nur um 1/3 gegeniiber der Positivkontrolle reduziert wurde. Die Behandlung der
Sialyltransferasen mit 1% SDS und Erhitzen fir 5min auf 95°C verhinderte jegliche
Photomarkierung. Die Hitzedenaturierung ohne weitere Denaturierungsreagenzien re-
duzierte bei den bakteriellen Sialyltransferasen die Photomarkierung auf 16-20 %, bei
der rST3Gal IT und hST6Gal 1 zeigte allerdings die Coomassiefdrbung, dass sie voll-
standig aus der Losung eliminiert wurden. Moglicherweise hafteten sie bei der Hitzebe-
handlung an der Gefawand. Aus den Denaturierungsexperimenten kann geschlossen

werden, dass L-PAL keine unspezifischen Reaktionen mit den ungefalteten bakteriellen
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Abb. 7.14.: Photomarkierung mit L-PAL unter (A) denaturierenden Bedingungen und (B)
in Gegenwart eines kompetitiven Verdrangers (Mittelwert zweier Doppelbestim-

mungen, die Fehlerbalken indizieren den Wertebereich); (C) Fluoreszenzbilder
der SDS-Gele.

Sialyltransferasen einging und deren intakte Konformation essentiell war.

Die Inhibition der Photomarkierung mit kompetitiven Inhibitoren der Sialytransfera-
sen erfolgte mit I-NHAc und I-CDP im Uberschuss, die durch Verdringung von
L-PAL die Photomarkierungsausbeute reduzierten. Dabei zeigte sich, dass I-CDP die
Photomarkierung der bakteriellen Sialyltransferasen nahezu vollstindig inhibierte, die
der Sdugetiersialyltransferasen dagegen nur auf 22-37 % reduzierte, wihrend I-NHAc
bei allen vier Sialyltransferasen die Photomarkierung effektiv hemmte. Diese unter-
schiedlichen Inhibitionen spiegeln die Affinitdten von I-NHAc und I-CDP wieder,
die in den FP-Verdrangungsassays bestimmt wurden. Dass die Photomarkierung mit
kompetitiven Inhibitoren unterbunden werden konnte, zeigte, dass die reversible Bin-
dung von L-PAL an die Bindungsstelle der Sialyltransferasen fiir die lichtinduzierte

Photomarkierung essentiell und somit spezifisch war.
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7.4.2.4. Zeitabhangigkeit der Photomarkierung

Fiir die bislang beschriebenen Experimente war von Bedeutung, dass keine zeitliche
Sattigung der Photomarkierung vorlag. Andernfalls kénnten bei den gehemmten Photo-
markierungsreaktionen scheinbar hohere Ausbeuten auftreten und sich eigentlich unter-
schiedliche Photomarkierungseffizienzen der PAL-Sonden nivellieren. Dies wurde nun

durch Variation der Bestrahlungszeiten untersucht.

Die Zunahme der Fluoreszenzintensitiaten der rST3Gal IT und hST6Gal I, die gemein-
sam mit L-PAL zwischen 0 und 180 min bestrahlt wurden, wichen bis zu einer Dauer
von 60 min nur schwach vom linearen Zusammenhang ab. Selbes traf bis zu einer Be-
strahlungszeit von 120 min auf die Pd2,6ST(N) und PmST1 zu, die fiir Zeiten zwischen
0 und 240 min bestrahlt wurden.

Eine iiberméfige Verlingerung der Bestrahlungszeiten, um hohere Photomarkierungs-
ausbeuten zu erreichen, war nur begrenzt sinnvoll und durch die zunehmende Séttigung
bei den ldngsten Bestrahlungszeiten begrenzt. Nicht zeitgesattigte unspezifische Effekte
wiirden dann begiinstigt.
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Abb. 7.15.: Zeitabhéngige Photomarkierung mit L-PAL (A) Auftragung der Fluoreszenzin-
tensitdten gegen die Bestrahlungszeit (jeder Datenpunkt entspricht dem Mittel-

wert aus zwei Doppelbestimmungen, die Fehlerbalken indizieren den Wertebe-
reich); (B) Fluoreszenzbilder der SDS-Gele.
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

7.4.2.5. Detektionsgrenzen der Photomarkierung

Die Proteinkonzentrationen wurde bei konstanten Konzentrationen von L-PAL va-
riiert, um zu ermitteln, wie hoch die minimal detektierbaren Konzentrationen der
Sialyltransferasen sind. Die Konzentration von L-PAL wurde fiir die jeweilige Sia-
lyltransferase so gewéhlt, dass bei der Bestimmung der Photoeffizienz und -ausbeute

die Sattigung der Photomarkierung gerade erreicht war. Visuell waren fiir die hST6Gal

(A) L.4X1U
rST3Gal I, : ] hST6Gal |,
58-0X107-+ L-PAL (c=1.0 uM) §1.2x108— ™ LPAL (c=24pM)
T 6.0x107 5 10710%
2 2 8.0x107
I3 . I3 1
E 4.0x1071 E 6.0><107—_
S X 4.0x107
9 2.0x107 2 ]
8 < g 2.0x107
> >
= O?I'I'I'I'I = 0-"I"I"I"I"I
00 05 10 15 20 25 0.00 0.15 0.30 045 0.60 0.75
Crstacal it [MM] ChsTeGal 1 [HM]
{ o Pd2,6ST(N), 6.0~10° o PmSTL,
§1.3x108— L-PAL (c =2.4uM) § L-PAL (c =1.0 uM) [ ]
5 1.0x10° T 4.0x107-
2 ] 2
© 7.5x107 I3
= 1 c
N N
S 5.0x1074 & 2.0x107
N i N
%] 12
£ 2.5x107 2
=] 4 >
T o —-r-—rT—r—T——T—TrTTTT = O'I'I'I'I'I'I'
0 0204 0608 1.0 1.2 1.4 1.6 00 01 02 03 0.4 05 06 0.7
Cpaz,6sT(N) [MM] Cpmst1 [MM]
(B)
rST3Gal II, L-PAL (1.0 pM) hST6Gal I, L-PAL (3.0 uM)
Bestrahlungsdauer 60 Min 60 Min
Enzym-Konz. [uM] 25 15 10 05 025 O 0.75 0.380.19 0.09 0.05 O
= = . --
Pd2,6ST(N) , L-PAL (2.4 uM) PmST1, L-PAL (1.0 uM)
Bestrahlungsdauer 12C min 12C min
Enzym-Konz. [uM] 1.5 0.85 0.42 0.21 0.11 0.05 0.68 0.34 0.17 0.085 0.042 0.021
- ————

Abb. 7.16.: Variation der Enzymkonzentrationenen: (A) Auftragung der Fluoreszenzintensi-
taten gegen die Enzymkonzentrationen (jeder Datenpunkt entspricht dem Mit-
telwert aus zwei Doppelbestimmungen, die Fehlerbalken indizieren den Werte-
bereich); (B) Fluoreszenzbilder der SDS-Gele.
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I, Pd2,6ST(N) und PmST1 auch ohne Erhéhung des Bildkontrastes Banden bis zu
einer Proteinkonzentration von ~0.05pM (entspricht einer totalen Proteinmenge von
je ~35ng) erkennbar. Die rST3Gal II wurde vergleichsweise schwach markiert und es
bedurfte einer Proteinkonzentration von 0.25-0.50 pM (entspricht einer totalen Prote-
inmenge von ~200ng), um eine sichtbare Fluoreszenzbande hervorzubringen. Da mit
langeren Bestrahlunszeiten die Markierungsausbeuten noch erhoéht werden koénnten,

liefle sich die Detektionsgrenze entsprechend senken.

7.4.3. Photomarkierung von Sialyltransferasen in komplexen

Proteomen - Vorlaufige Ergebnisse

Fiir Experimente mit Sialyltransferasen in einem komplexem Proteom wurden tiber
eine Kooperation mit PHILIPPE DELANNOY und ANNE HARDUIN-LEPERS der Uni-
versité Lillel die Sialyltransferasen hST8Sia II, hST8Sia III und hST8Sia VI (tiberex-
primiert in Brustkrebszellen (MDA-MB-231), Tabelle 7.3) erhalten. Es handelte sich
dabei um unbeschnitte Sialyltransferasen, die aufgrund ihrer Transmembrandoméne

unloslich waren und daher in Form einer mikrosomalen Praparation isoliert wurden.

Tab. 7.3.: Die verfiigharen hST8 Sialyltransferasen in mikrosomalen Fraktionen.

Transferase Substrate geformte Strukturen AS DMasse

hST8Siall  GP (Neub5Aca2,8),Neub5Aca2,3GalBl,4GlcNAc- 375  42.4kDa

Neu5Aca2,8NeudAca2,3GalB1-

Neu5Aca2,8NeubAca2,6GalNAc- 380  44.0kDa

hST8Sia III  GP

hST8Sia VI O-GP Neu5Aca2,8NeusAca2,3GalB1,3GalNAc- 398  44.8kDa

GP: Glycoprotein; O-GP: O-Glycosylprotein; AS: Aminosduren

Mit einer seriellen Verdiinnung der mikrosomalen Fraktionen wurde eine SDS-Page
durchgefithrt und mit der Coomassiefarbung die maximale Beladbarkeit der Gradien-
tengele ermittelt. Fiir die hST8Sia II waren die Proteinbanden ab einer ~1/32 Verdiin-
nung und fiir die hST8Sia 111 sowie hST8Sia VI ab einer 1/16 Verdiinnung gut aufgelost
(Abbildung 7.17).

Anhand der maximalen Beladbarkeit der SDS-Gele wurden von jeder Sialyltransferase
eine Menge gewihlt, bei der eine leichte Uberladung des Gels vorlag, und eine niedri-

gere, bei der die Proteine gut separiert wurden. Die gut suspendierten mikrosomalen
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

Enzym hST8Sia ll hST8Sia lll hST8Sia VI
< ©
3] cnstdBINES 5 3] I3 @ NN
0 ®oNq T ® oA T
Verdunnung =SIQodoodNLdd ¥ = OCNYTNLAO O =< OCNT N0 O
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Coomassie-
farbung

Abb. 7.17.: Ermittlung der Beladungskapazitit der SDS-Gele.

Fraktionen wurden mit 1 oder 10 pM L-PAL inkubiert, bevor die Proben fiir 120 min
bei ~366 nm bestrahlt wurden. Bei allen Proben mit 10 pM L-PAL waren die gesam-
ten Bahnen fluoreszent, insbesondere, wenn diese mit den mikrosomalen Fraktionen
iiberladen wurden. Auflerdem waren bei 10 pM mehrere Banden erkennbar, die starker
als der Hintergrund der jeweiligen Bahn fluoreszierten (zwischen ~25 bis ~60 kDa). Bei
den Kombinationen aus geringerer L-PAL Konzentration (1 M) und den geringeren
Mengen der mikrosomalen Fraktionen reduzierten sich die fluoreszenten Banden auf ei-
ne einzelne bei ~60kDa (Abbildung 7.18 A, roter Pfeil). Somit schien unter giinstigen
Verhéltnissen von der Photomarkierermenge zu der Menge der mikrosomalen Fraktio-
nen mit den Sialyltransferasen die selektive Markierung einer Proteinspezies moglich

zU sein.

Durch Ubereinanderlegen der Fluoreszenzbilder und der Bilder der coomassiegefirbten
Gele wurde versucht, die Fluoreszenzbande einer sichtbaren Proteinbande zuzuord-
nen. Bei den drei unterschiedlichen mikrosomalen Fraktionen lagen im Bereich der
Fluoreszenzbande drei Proteinbanden, von denen eine moglicherweise markiert wurde
(Abbildung 7.18 B, rote Pfeile).

Um zu uberpriifen, ob die Photomarkierung spezifisch erfolgte, wurde die Bestrahlung
der hST8Sia II haltigen mikrosomalen Fraktion unter denaturierenden Bedingungen
(1% SDS und Erhitzen auf 95°C als auch Behandlung mit 6 M Harnstoff) durchge-
fithrt und zusétzlich L-PAL mit Flu-L-Bpa verglichen. Weder bei den denaturierten

Proteinen noch bei der Kontrolle mit Flu-L-Bpa fand eine erkennbare Photomarkie-
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(A)

(B)

Enzym hST8Siall hST8Sialll hST8Sia VI
Verdinnung 1/16 1/64 1/8 1/32 1/8 1/32 L-PAL [uM] 10 1 10 1 10 1 10 1
LPAL[M] S8~ J=5~ JF=3- Verdinnung 1/16 1/64 1/16 1/64
T - = > -
ol hsT8Sia Il
N -~
. " l i
Verdiinnung 1/8 1/32
hsTsSia lll I :
- _ -
hST8Sia VI
-

Fluoreszenzbild

Fluoreszenzbilder Coomassiegefarbte Gele

Abb. 7.18.: Photomarkierung der Sialyltransferasen in mikrosomalen Fraktionen: (A) voll-
standige Gelbilder und (B) Ausschnitt zur Lokalisation der Fluoreszenzbande
(2h Bestrahlungszeit, stark erhohter Kontrast).

(A) (B)
Enzym (Verd.) hST8Sia Il (1/64) hST8Sia Ill (1/64) hST8Sia VI (1/64) hST8Sia Il (1/64)
9 9 9 L-PAL [1 uM] F o+ -+
Konfiguration w @ @ '-_ " ¢ @ " '-_ ¢ @ '-_ Flu-L-Bpa[lpM] - - + -
i i i ——
PAL-Sonde [1 X Z
um] onde [ * * * + -t -t -t Behandlung ; c
Flu-Bpa [1 puM] -+ -+ -+ - -+ -+ -+ -+ -+ 8$
—ﬂ‘_'-ﬁgﬁﬂugwad"a“v*’“”‘ !'L o ad
» = -~
&)
kDa
| -
7 y ¢
A

Fluoreszenzbild

Fluoreszenzbild

Abb. 7.19.: (A) Vergleich der Photomarkierung durch die PAL-Sonden und die Kontrollver-
bindungen (16h Bestrahlungszeit, stark erhéhter Kontrast); (B) Spezifitdt der
Photomarkierung bei hST8Sia II (2 h Bestrahlungszeit, stark erhohter Kontrast).
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7 Enwicklung von Photomarkierern fiir Sialyltransferasen

rung statt, wihrend 1 pM L-PAL wieder eine Proteinbande markierte (Abbildung 7.19
B, roter Pfeil).

In einem weiteren Experiment wurde die Photomarkierung der hST8Sia II, hST8Sia
IIT und hST8Sia VI durch die drei PAL-Sonden miteinander und mit den drei Kon-
trollverbindungen verglichen. Mit dem Ziel, die Photomarkierungsausbeute zu erhéhen,
wurde die Bestrahlungszeit von 2h auf 16 h erhoht. Jedoch konnte die zuvor beobach-
tete Markierung einer Proteinbande durch die PAL-Sonden nicht reproduziert werden.
Wiéhrend die Bahnen bei Einsatz der PAL-Sonden leicht fluoreszent waren, war bei den
Kontrollverbindungen keine Fluoreszenz sichtbar (Abbildung 7.19). Durch die lange Be-
strahlungszeit konnte es zu der Zersetzung der potentiell markierten Sialyltransferasen

gekommen sein.

7.5. Ergebnisse der Photomarkiererentwicklung

Die Modifikation der FP-Sonden mit einer photoreaktiven Gruppe — dem Benzophe-
non — zu einem Photomarkierer war erfolgreich. Die Benzophenongruppe hatte keinen
Einfluss auf die Affinitdten, wie die FP-Bindungsassays ergaben. Bei den kommerzi-
ell erhéltlichen und gereinigten Sialyltransferasen konnte gezeigt werden, dass sie in
einer affinitatsbasierten und spezifischen Weise die rST3Gal II sowie hST6Gal 1 und
die Pd2,6ST(N) sowie PmST1 markierten. Die Spezifitdt und Selektivitat wurde mit

unterschiedlichen Experimenten nachgewiesen:
o Erhohung der PAL-Sondenkonzentration fithrt zur Sattigung der Markierung
o Inhibitorteil ist essentiell fiir die Photomarkierung
o Unterdriickung der Markierung durch Denaturierung der Sialyltransferasen
e Hemmung der Photomarkierung mit kompetitiven Sialyltransferaseinhibitoren

Die ersten Experimente mit mikrosomalen Fraktionen, die die Sialyltransferasen
hST8Sia II, hST8Sia IIT und hST8Sia VI enthielten, waren einerseits vielversprechend,
andererseits konnten die ersten Markierungen einer einzelnen Proteinbande nicht zwei-
felsfrei reproduziert werden. In diesem Bereich bedarf es weiterer Untersuchungen, z.B.
konnten durch MS/MS-Fragmentierung die Proteine der markierten Banden identifi-

ziert werden.
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8. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit unterteilte sich in vier Teilprojekte. Sie umfasst die Entwicklung
und Synthese von Fluoreszenzpolarisationssonden sowie die Etablierung eines Hoch-
durchsatz-fahigen FP-Assays fiir Sialyltransferasen, so dass ein Hochdurchsatz-Screen
einer Sialyltransferase durchgefithrt werden konnte. Durch Modifikation der FP-Sonden
mit der photoreaktiven Gruppe Benzophenon wurden des Weiteren Photomarkierer fiir
Sialyltransferasen entwickelt. Es standen zwei Saugetier- (rST3Gal II und hST6Gal I)
sowie zwei prokaryotische Sialyltransferasen (Pd2,6ST(N) und PmST1) zur Verfiigung,
so dass die strukturell sehr unterschiedlichen Saugetier- und bakteriellen Enzyme un-
tersucht werden konnten. Fiir die Photomarkierungsexperimente waren dartiber hinaus

drei Volllangen-Sialyltransferasen verfiigbar.

8.1. FP-Sondenentwicklung

Auf der Basis eines Ubergangszustandsanalogons der Sialyltransferasen wurden unter-
schiedliche Derivate fluoresceinmarkierter Inhibitoren entworfen, die sich in der 5/6-
[somerie von Carboxyfluorescein, in einem Glycinlinker, der meta- oder para-Substi-
tution am Aromaten des Benzylphosphonats und der Stereokonfiguration des a-Phos-
phonatkohlenstoffs unterschieden (Abbildung 8.1).

HO NH;

/ Y coH Q.M ﬁ /§
O / A (R/S) O

P OH

don gy

5/6 Iso- Gchm meta/para S/ R-
merie Linker Position | somer

Abb. 8.1.: Derivate der FP-Sonden.

Die Darstellung erfolgte zunéchst stereounselektiv und es wurden jeweils die Gemische
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8 Zusammenfassung

der zwei Diastereomere von 8-m-(5), 8-m-(6), 8-m-G-(5) sowie 8-m-G-(6) erhalten
(Abbildung 8.1). Die para-substituierten Verbindungen waren bei der letzten Stufe, der
Entschiitzung durch katalytische Hydrierung und basischer Behandlung mit NaOMe,
instabil. Daher konnte die Verbindung 8-p-(6) nur in schlechter Ausbeute und 8-p-(5)

gar nicht isoliert werden.

Q
o}

@ NH,
SN
e
N OH i N 4 \3 N/&o
HaN e A, DiPvFIU” TN N\ rddi <R’S o
o \_7 Ho ol 7 P\
n=01 OH OH

3mip-(G) o RoCrin T S 8m(5) (ms) 8-m-G-(5) (MGH)
6-m/p-(G)-(5/6): R = CH(OH)P(O)(OBn)2 8-m-(6) (m6)  8-p-(6) (p6) 8-m-G-(6) (MGE)

(a) 2-(5/6), EDC-HCI, DCM, 1.5-24 h (30-76 %); (b) DMP, H,O, DCM, 0.3-2.5 h (68-90 %); (c) HPO(OBn),, EtzN, DCM, 2-9 T (38-77%);
(d-i) 1. 1, 1H-Tetrazol, DCM, 18 h; 2. t-BuOOH, 1.5-3.0 h; (d-ii) 1. Pd/C, H,, MeOH; 2. NaOMe, MeOH; 3. RP-HPLC; 4. Na* (4-65 %);
DiPVvFlu = 5/6-Di-O-Pivaloylcarboxyfluorescein.

Abb. 8.2.: Darstellung der diastereomergemischten FP-Sonden.

Um die maximalen Affinitdten der FP-Sonden erreichen zu kénnen, war die Trennung
der Diastereomere der Verbindungen 8-m/p-(G)-(5)/(6) vorgesehen, die jedoch auf-

grund identischer Retentionszeiten der R- und S-Isomere per HPLC nicht moglich war.

Daher wurden mit einer zweiten Syntheseroute durch die Oxidation von 13-m/p mit
(+)- oder (—)-(8,8-Dichlorcampherylsulfonyl)oxaziridin die a-Hydroxymethylphospho-
nate (R)/(S)-14-m/p stereoselektiv (84-87 % ee) dargestellt (Tabelle 4.1). Die Nitro-
substitution des Aromaten der chiralen Alkohole (R)- und (S)-14-m/p erméglichte
nach der Reduktion zu den Anilinen (R)- und (S)-15-m/p die Kupplung mit Car-
boxyfluorescein. Die nun verwendete Allylschutzgruppe fiir das Phosphonat konnte

in einer Eintopfreaktion gemeinsam mit allen anderen Schutzgruppen entfernt werden

NH,
(R) oder (S) BN
<) N
S] Q 0.0 |
oH 0 o) —\ 0-F, N/l%o
OzNgR " R ﬁ:g\/\ S N N</;/>—<P—oo °
e T = o) H ZANNC)
- neon 29 oH oM
12-m/p: R = Br (R)/(S)-14-m/p: R = NO, c (R)-8-m-(6) ((R)m6)
13-m/p: R = P(O)(OAll), :l a (R)/(S)-15-m/p: R= N.H2 :l d ! (S)-8-m-(6) ((S)m6)
(R)/(S)-16-m/p: R = DiPvFlu-CONH- (R)-8-p-(6) ((R)p6)

(9)-8-p-(6) ((SYM6)
(R)-8-m-G-(6) ((R)mG6)
(S)-8-m-G-(6) ((SMG6)

(a) P(OAll)3, Tol, MW 105 °C, 15 h (57-67 %); (b) 1.) NaHMDS, THF, -95 -> -45 °C, 1 - 3 h, 2.) (-)- oder (+)- 10, THF,-95°C ->-78°C, 3.5 h
(53-66 %; 84-87 % ee); (c) SnCl,, EtOH, 20-40 °C, 1-3 T; (d) 2-(6), EDC, DCM, 2-18 h (22-60 %); (e-i) 1. 1, 1H-Tetrazol, DCM, 2.5-18 h;
2. t-BUOOH, 1-21 h; (e-ii) 1. Pd(PPhg),, K,CO3, MeOH, 4-24 h, 2. HPLC, 3. Na* (8-68 %, 71-84 % de); DiPvFlu = Di-O-Pivaloyl-fluorescein

Abb. 8.3.: Stereoselektive Synthese zur Darstellung der diastereomerreinen FP-Sonden.
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und auch die para-substituierten FP-Sonden waren unter diesen Reaktionsbedingungen
stabil (Abbildung 8.3). Die (R)- und (S)-Isomere der FP-Sonden 8-m-(6), 8-m-G-
(6) und 8-p-(6) wurden mit Diastereomerentiberschiissen zwischen 71 und 84 % de
erhalten (Tabelle 4.3.6).

8.2. Entwicklung des Hochdurchsatz FP-Assays

Die FP-Sonden wurden mit zwei Saugetier- und zwei bakteriellen Sialyltransferasen
getestet. Durch die Titration der Sialyltransferasen zu den FP-Sonden wurden die
Affinitdten bestimmt, die iberwiegend im niedrigen nanomolaren Bereich lagen (Ta-
belle 8.1). Die Sialyltransferasen rST3Gall II, PmST1 und Pd2,6ST(N) banden die
R-konfigurierten FP-Sonden besser als die S-konfigurierten, wahrend die hST6Gal I ei-
ne leichte Préferenz fiir die S-Isomere aufwies. Die Carboxyfluoresceinisomerie dagegen

hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die Affinitaten der FP-Sonden.

Grofle Unterschiede wurden bei den Signal-Dynamikbereichen der FP-Sonden beobach-
tet (AA = 75-215mA). Auch zwischen den Sialyltransferasen zeigten die einzelnen FP-
Sonden sehr unterschiedliche Dynamikbereiche. Die beobachteten Abhédngigkeiten der
Fluoreszenzquantenausbeuten der meisten FP-Sonden von der Bindung an die Sialyl-
transferasen war von Sialyltransferase zu Sialyltransferase unterschiedlich. Dabei zeig-

ten die FP-Sonden haufig ein Quenchen der Fluoreszenz. Die Struktur der FP-Sonden

(A) (B)

Fe— rST3Gal Il + (S)mG6 160
2501t e- hsT6Gal I+ (S)p6 }
2254 Pd2,6ST(N) + (R)p6 140+
PmST1 + (S)p6
200+ 1204
< <
175- ;
E E 1004 =
© 1504 2
) S 804
2 125 2 = 0% DMSO
2 1004 2 godl® 0.25%DMSO
g Z 4 1%DMSO
757 s0d[® rsT3Gal I+ (S)mG6 .
50 s hST6Gal | + (S)p6 e
sl = 20|  Pd2,6ST(N) + (R)p6 e
PmST1 + (S)p6
0+ 1T 0 T Frrrrrprrrrrrrrprrr e T
200  -9.0 -8.5 -8.0 -7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5 20 9 -8 7 -6 -5 -4 -3
IOQ(CEnzym [M]/M) |Og(cI—NHAc [M]/M)

Abb. 8.4.: Die FP-Assayentwicklung: (A) Direkter FP-Bindungsassay, (B) FP-
Verdriangungsassay und Einfluss von DMSO.
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(meta/para-Substitution, S/R- oder Carboxyfluoresceinisomerie) gab keine Hinweise
darauf, welche strukturellen Kritieren fiir die beobachteten Effekte verantwortlich wa-

remn.

Mit den FP-Sonden, die eine konstante Fluoreszenzquantenausbeute bei moglichst
groflem Dynamikbereich und guter Affinitét aufwiesen (Abbildung 8.4 A; Tabelle 8.1,
Werte fett hervorgehoben), wurde ein Hochdurchsatz-fahiger FP-Assay fiir Sialyltrans-
ferasen etabliert. In FP-Verdrangungsassays mit kompetitiven Inhibitoren wurde ge-
zeigt, dass die FP-Sonden reversibel binden. Die ermittelten Inhibitionskonstanten fiir
I-NHAc und I-CDP stimmten gut mit den literaturbekannten Werten iiberein (Ta-
belle 5.7). Gegeniiber einer screeningtypischen DMSO-Konzentration von 1% war der
HT-FP-Assay robust und ergab exzellente Z’-Werte (Z* = 0.51-0.91; Abbildung 8.4
B).

Dartiber hinaus machte der Assay sowohl Akzeptor- als auch Donorsubstrat tiberfliissig.

Tab. 8.1.: Ubersicht iiber die Affinititen und Anisotropieeigenschaften der FP-Sonden.

FP- rST3Gal I1 hST6Gal I Pd2,6ST(N) PmST1
Sonde EC50.,, AA (Q) EC50,, AA (Q) EC50., AA (Q) EC50., AA (Q)
[mM]  [mA] [mM]  [mA] [mM] ~ [mA] [mM]  [mA]
m5 340 174 (<1) 216 184 (1) 3908 202 (1) 97.3 179 (<1)
m6 463 155 (<1) 17.2 207 (<1) >1000 165 (1) 1169 146 (<1)
(Rm6  41.0 182 (<1) 222 213 (<1) 9246 193 (<1) 336 161 (<1)
(S)m6  44.8 144 (1) 0.0 185 (<1) >1000 180 (1)  183.8 140 (<1)
p6 408 133 (<1) 153 185 (1) 2320 148 (1) 19.8 124 (<1)
(R)p6 245 132 (<1) 215 152 (1)  83.9 159 (1) 115 134 (<1)
(S)p6 789 180 (<1) 11.3 205 (1) 590.7 163 (>1) 26.5 158 (1)
mG5 216 197 (<1) 155 178 (<1) 562.6 158 (1) 60.1 154 (<1)
mG6 247 215 (<1) 184 207 (<1) 5579 162 (<1) 51.2 132 (<1)
(RymG6 23.9 194 (<1) 17.9 205 (1) 532 75 (< 1) 127 139 (<1)
(S)mG6 23.5 215 (1) 128 209 (<1) >1000 182 (1)  184.6 104 (<1)

Die Daten der jeweiligen Kombination aus Sialyltransferase und FP-Sonde, die fiir die
FP-Verdriangungsassays eingesetzt wurden, sind fett gedruckt.
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8.3 HT-Screening einer Sialyltransferase

8.3. HT-Screening einer Sialyltransferase

Mit dem entwickelten HT-FP-Assay wurde erstmalig ein Hochdurchsatz-Screen ei-
ner Sialyltransferase mit einer umfangreichen Substanzbibliothek durchgefiihrt. In der
Screening-Unit des FMP-Berlin wurden die rST3Gal II mit der FP-Sonde (S)mG6
gegen 28.864 Substanzen getestet (Abbildung 8.5). Der FP-Verdrangungsassay erwies
sich auch unter HT'S-Bedingungen bei hohem Automatisierungsgrad mit Z, -Werten
zwischen 0.93 und 0.98 als &duflerst robust und erlaubte einen maximalen Durchsatz
von zwolf 384-well Platten/h. Dies entspricht mit itber 100.000 Substanzen/24h be-
reits uHTS-Niveau.

Bei der Auswertung des Screens wurden 556 Substanzen (1.9 % aller gescreenten Test-
verbindungen) gegenselektiert, deren Autofluoreszenz mit dem Assaysignal interferier-
ten. Die Selektion der Primérhits erfolgte sowohl tiber die Scoringmethode (z,-score
< —3) als auch durch Festlegung einer Mindestaktivitat von 10 %. Dies ergab 149 Test-

verbindungen, die anschliefend validiert wurden.

Der Hit-Validierungsprozess bestand aus der Bestimmung der IC50-Werte fiir alle Pri-
mérhits, einer LC/MS-Analyse, um die Integritdten der Substanzen zu tberpriifen,
sowie der Betrachtung der chemischen Strukturen um ,frequent hitter” und proteinre-
aktive Substanzklassen zu identifizieren (Abbildung 8.6 A).

Es zeigte sich, dass viele der aktiven Substanzen proteinreaktiv waren (z.B. Cephalo-
sporine). Auch diverse Strukturmotive, die als ,frequent hitter” bekannt sind, zeigten

gegentiber der rST3Gal II Aktivitdten. Insgesamt wurden 71 Testverbindungen als
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Abb. 8.5.: Scatterplot der Fluoreszenzintensitdten der gescreenten Testverbindungen, aufge-
tragen gegen die Anisotropien.
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8 Zusammenfassung
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Abb. 8.6.: (A) Ergebnis des Screenings und (B) selektierte potentielle Leitstrukturen.
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8.4 Entwicklung der Photomarkierer

potentiell reaktiv und/oder ,frequent hitter” identifiziert, die von der Leitstrukturse-

lektion ausgeschlossen wurden.

Fiir die verbliebenen 34 Verbindungen wurden Untergrenzen fur die Aktivitat (> 75 %)
und Reinheit (> 80 %) definiert, was 11 Testverbindungen ergab, deren Inhibitionspo-
tential hoher war als das von Cytidindiphosphat. Sie stellen vielversprechende Leit-

strukturen fir die Entwicklung neuer Sialyltransferaseinhibitoren dar. (Abbildung 8.6

B).

8.4. Entwicklung der Photomarkierer

Durch Einbau einer photoreaktiven Benzophenongruppe in eine FP-Sonde wurden Pho-
toaffinitatsmarker (PAL-Sonden) entwickelt.

Die Synthese der PAL-Sonden erfolgte analog zu der Darstellung der diasterecomer-
reinen FP-Sonden (R)- und (S)-8m-G-(6). Auf die Stereokontrolle wurde aller-
dings verzichtet und das racemische o-Hydroxymethylphosphonat 15-m verwendet.
Es wurden drei Derivate dargestellt, die sich durch die L- oder D-Konfigration von
4-Benzoylphenylalanin (Bpa) in ihrer rdumlichen Struktur unterschieden (L-PAL, D-
PAL) oder einen y-Aminobuttersaure-Linker besaen (GABA-L-PAL) (Abbildung

8.7).
% o
®
o H 2 b-i + b-ii H o | |
N OH > N < ocmP
/ HN N HN !
SRS oo !
o OAll 4y e
" L/D-26-(GABA) o
HN N OH
n
i °© L-27 (L-PAL)
(6)-DiPvFIu [©] 90 o boroeAL)
L/D-25-(GABA) L-27-GABA (L-GABA-PAL)

(a) 15-m, EDC, HOAt, DCM, 1-24 h (55-77 %); (b-i) 1. 1, BMT, DCM, 5-24 h; 2. t-BuOOH, 2-3 h; (b-ii) 1. Pd(PPh3)4, K,CO3, MeOH, 3-4.4 h,
2. HPLC, 3. Na* (14-56 %); DiPvFIu = Di-O-Pivaloyl-fluorescein

Abb. 8.7.: Darstellung der PAL-Sonden.

Die Reportergruppe Fluorescein wurde in FP-Bindungsassays ausgenutzt, um die Af-
finitdten der PAL-Sonden zu bestimmen (Tabelle 8.2). Die Bpa-Modifikation hatte
keinen Einfluss auf die Affinitaten, die denen der FP-Sonde mG6 entsprachen.

Die Bestrahlungsexperimente wurden durch Transillumination (366 nm) der PAL-Son-
den mit den Sialyltransferasen rST3Gal II, hST6Gal I, Pd2,6ST(N) oder PmST1 auf
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8 Zusammenfassung

Tab. 8.2.: Eigenschaften der PAL-Sonden.

FP-Bindungsassay

Photomarkierung

PAL-Sonde EC50pp nM]* AA[mMAJ? EC50par, [IM]°  Ausbeute®®
» L-PAL 24.0 £ 3.0 169.7 £ 4.4 0.24 £+ 0.00 9.9 £ 0.5
S D-PAL 234 £ 2.7 149.1 £ 4.2 0.30 £ 0.03 9.6 £ 0.3
= L-GABA-PAL 25.1 £ 1.9 163.1 + 4.4 0.37 £+ 0.05 11.1 £ 0.5
© L-PAL 9.4 £ 0.6 147.4 £ 3.5 0.79 £ 0.16 109 £ 0.3
g D-PAL 12.2 £ 0.7 135.9 £ 3.5 1.56 £ 0.41 12.2 £ 0.6
= L-GABA-PAL 149 £ 04 151.2 £ 2.1 0.63 = 0.20 9.2 £ 0.5
= L-PAL 3219 £ 8.4 1594 £ 9.5 0.21 £ 0.02 45 £ 0.3
% D-PAL 1954 + 40.1  133.7 £ 8.1 0.30 £ 0.01 3.0 £0.2
A L-GABA-PAL 203.3 £ 224 1224 £ 5.6 0.19 £ 0.01 27 £02
5 L-PAL 343 + 49 1231 + 6.5 0.19 + 0.05 31 + 0.4
UE) D-PAL 493 £ 129 1213 £ 8.3 0.23 £ 0.02 3.7 £ 0.2
A L-GABA-PAL 50.8 £ 24.8 1604 + 6.7 0.24 £ 0.02 4.0 £ 04

a4+ Standardfehler. P+ Wertebereich, CAUx 107 (Maxiumum Asymptote der nicht-linearen

Regression).

Mikrotiterplatten mit transparentem Boden durchgefithrt, so dass Arbeitsvolumina

von ~13pulk und ein entsprechend geringer Proteinverbrauch ermoglicht wurden. Die

Detektion der Markierungsprodukte in SDS-Gelen erfolgte durch Anregung des Fluo-

resceinrestes und Fotographie. Dies ermoglichte eine Quantifizierung und den Vergleich

der PAL-Sonden. Diese zeigten bei ihren Photomarkierungseffizienzen und -ausbeuten

tiberwiegend geringe Unterschiede (Tabelle 8.2).

Spezifitat und Selektivitdt wurde durch Hemmung der Photomarkierung mit kompetiti-

ven Inhibitoren oder durch Denaturierung der Sialyltransferasen vor der Bestrahlungs-

reaktion mit Harnstoff oder SDS nachgewiesen. Der Vergleich der Photomarkierun-
gen durch die Kontrollverbindungen Flu-L-Bpa, Flu-D-Bpa und Flu-L.-Bpa-GABA

Denaturierung ® Inhibition ? L- D- L-GABA-
Uge,\"jllb 305 fize . 2mM 2MM pAL Bpa PAL Bpa PAL Bpa
rST3Gal || e —— T —— -
hSTEGa | e .. .- .- -
Pd2,6ST(N) === & == == === =
PMST1 == == _——

3 pAL-Sonde: L-PAL; ® Bei der PmST13.9 M Urea

Abb. 8.8.: Fluoreszenzbilder der markierten Sialyltransferasen.
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8.5 Ausblick

(Addukte aus Carboxyfluorescein und Bpa ohne Inhibitorbaustein) mit denen der PAL-
Sonden ergab, dass die Photomarkierung affinitdtsbasiert ist und vom Inhibitorteil ab-
héngt (Abbildung 8.8).

Mit vier menschlichen Volllingen-Sialyltransferasen (hST8Sia II, hST8Sia III und
hST8Sia VI), die als mikrosomale Fraktionen prapariert waren, wurden erste Experi-
mente unternommen, Sialyltransferasen in einem komplexen Proteom zu markieren. Die
vorlaufigen Ergebnisse zeigten die selektive Markierung einer Proteinbande, jedoch mit
Schwierigkeiten, diese Markierung zu reproduzieren. Es bedarf weiterer Untersuchungen

wie der Identifizierung der markierten Proteinbande durch MS/MS-Fragmentierung,.

8.5. Ausblick

Die FP-Sonden haben sich mit ihren hervorragenden Affinitaten (kleine Bindungskon-
stanten) und sehr guten Polarisationseigenschaften (grofie Dynamikbereiche) als ein
auBerst niitzliches Werkzeug erwiesen, mit dem in einfachster Weise Sialyltransfera-
sen in HT-FP-Assays auf Inhibitoren getestet werden kénnen. Somit ist erstmalig ein
sialyltransferaseuniverseller Assay verfiigbar, der zudem Akzeptor- als auch Donorsub-
strat tiberfliissig macht. Er hat sich auch unter realen HT'S-Bedingungen bewéhrt und

ermoglicht in Zukunft das Screening von Sialyltransferasen gegen grofle Substanzbi-
bliotheken.

Die Entwicklung der fluorophorgelabelten Photomarkierer war der erste Schritt auf dem
Weg zu einem Werkzeug zur Analyse von Sialyltransferasen in komplexen Proteomen.
Durch zusétzliche Modifikation der PAL-Sonden mit einem Biotinbaustein wiirde die
Anwendbarkeit erweitert, so dass sich markierte Sialyltransferasen selektiv aus einem

komplexen Proteom herausfischen lieflen.

Dass die FP- und PAL-Sonden sowohl an die Sdugetier- als auch an die bakteriellen Sia-
lyltransferasen binden, legt den Schluss nahe, dass diese donoranalogen Verbindungen

Fluoreszenzsonden fiir alle Sialyltransferasen sind.
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9. Chemische Synthesen

0.1. Materialien und Methoden

Chemikalien und Reagenzien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, Fluka, Merck,
Acros, Lancaster, ABCR, Alfa Aesar und Bachem erworben und ohne weitere Auf-
reinigung eingesetzt. 1 H-Tetrazol wurde von der Firma Molekula Ltd. und 5-Benzyl-
mercaptotetrazol sowie 2-Cyanoethyl-N,N,N *| N “-tetraisopropylphosphordiamidit von
emp Biotech GmbH bezogen. Molsiebpulver (3 A und 4 A) wurde durch Erhitzen auf
250°C fiir vier Stunden aktiviert und unter Stickstoff in einem Schlenkrohr gelagert.
Die Darstellung des Triethylammoniumbicarbonatpuffers (TEAB) erfolgte nach eine

Vorschrift von Ip et all276l.

Trockene Losungsmittel wurden von der Firma Fluka absolutiert, iiber Molsieb la-

gernd erworben und ohne weitere Trocknung eingesetzt.

Reaktionen wurden bei Raumtemperatur unter Rithren durchgefithrt. Wasser- oder
luftempfindliche Reaktionen wurden in ausgeheizten Glasapparaturen unter Schlenk-

bedingungen mit Ny als Schutzgas durchgefiihrt.

Mikrowellenunterstiitzte Synthesen wurden auf einem Biotage Initiator 60 in
Mikrowellen-Flédschchen mit Volumina von 0.2-0.5, 0.5-2, 2-5 und 10-20mL durch-
gefiihrt.

Festphasenunterstiitzte Synthese wurde bei Standardkupplungsreaktionen in PP
Spritzen mit PE Fritten der Firma Roland Vetter Laborbedarf OHG durchgefiihrt.
Die initiale Beladung der Chlortritylharze wurde in Schlenkrohren unter Ny-Schutzgas
durchgefiihrt.
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9 Chemische Synthesen

Bestimmung der Harzbeladung erfolgte durch Fmoc-Abspaltung von einer de-

finierten Harzmenge (2-10mg) mit 10 mL Piperidin/DMF (20:80 v/v) und der hin-

[257] (6267 nm —

17.500 Mtem™) €989 nm = 5.800 Mtem™, €301 y= 7.800 Mtem™) mit einem JASCO
V-550 UV /Vis Spektrophotometer und Analyse mit der JASCO Spectra Manager Soft-

ware (1.54.03). Die Harzbelegung ergibt sich aus dem Mittel der drei erhaltenen Werte.

tergrundkorrigierten Messung der Extinktionen der Fluorenylgruppe

Analytische Diinnschichtchromatographie (DC) wurde auf Kieselgel-Fertigfolien
60 Fas4 0.04-0.063 pm (Merck) durchgefithrt. Die Visualisierung UV-absorbierender
Substanzen erfolgte durch Beobachtung bei UV-Bestrahlung bei den Wellenléngen 254
oder 366 nm mit einem Nu-15 KL (Benda Laborgerdte). Nicht absorbierende Stoffe
wurden durch Eintauchen des entwickelten DCs in eine Losung aus 1 % Kalumperman-
ganat und 1% Natriumhydrogencarbonat in Wasser und Trocknen sowie Erhitzen mit
HeifSluft angeférbt.

Praparative Saulenchromatographie erfolgte unter Verwendung von Kieselgel 60
(0.040-0.063 mm, 230-400 mesh) der Firma Merck und wurde als Flash-Chromato-
graphie (Uberdruck 0.1 bis 0.3 bar) durchgefiihrt. Die Eluentenzusammensetzungen

werden in v/v angegeben.

Praparative Mitteldruckchromatographie (MPLC) wurde auf einer Anlage der
Firma Biichi (Fraction Collector C-660 mit UV-Monitor C-630) durchgefiihrt. Es wur-
den Kartuschen unterschiedlicher Groflen, gefillt mit Kieselgel 60 (0.015-0.040 oder
0.040-0.063 mm) der Firma Merck, oder Fertigkartuschen der Firma Biichi verwendet.
Die Eluentenzusammensetzungen werden in v/v angegeben. Die Detektion erfolgte bei

Wellenldngen zwischen 254 und 280 nm.

Praparative HPLC Aufreinigungen erfolgten auf einer Agilent Anlage der 1100er
Serie. Die Detektion erfolgte mit einem MWD und als Eluenten fanden Mischungen
aus Wasser oder 0.5 M TEAB (pH 7.4) mit Acetonitril oder Methanol Verwendung. Die

Trennungen erfolgten auf drei RP-18 Saulen unterschiedlicher Abmessungen:
o Saule A: Macherey-Nagel VP Nucleodur C18 ec 7pm, 21 x 250 mm
o Saule B: Macherey-Nagel VP Nucleodur C18 ec 7um, 32 x 125 mm
o Saule C: Agilent SB-Zorbax 5pm, 9.6 x 250 mm
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9.1 Materialien und Methoden

Gefriertrocknungen erfolgten aus Wasser, Dioxan oder ¢-Butanol an einem ALPHA
2-4 LD plus der Firma Christ.

Analytische LC/MS erfolgte auf einer 1100 Serie der Firma Agilent Technologies,
ausgestattet mit einem einem UV- und einem DAD-Detektor und gekoppelt mit einem
Single-Quadrupol-Massenspektrometer. Die Ionisation erfolgte durch Electron-Spray-
Ionisation (ESI; Kapillarspannung: 3.5kV, Fragmentorspannung: 120 V). Als Eluenten
dienten Mischungen aus Wasser mit Methanol oder Acetonitril, die mit 0.1 % Ameisen-
saure angesduert wurden. Die Proben wurden in HoO/MeOH/ACN gelést und vor der
Injektion durch einen Spritzenfilter (PTFE, 0.45 um Porengrofie) gefiltert. Es wurden
folgende Trennsdulen verwendet: 1.) Agilent Zorbax SB-C18 Rapid resolution cart-
ridge (3.5pm, 2.1 x 30mm); 2.) Macherey-Nagel Nucleodur Sphinx RP (3 pm, 2.0 x
50mm); 3.) Macherey-Nagel Nucleodur C18 ec (3.5 pm, 4.0 x 30 mm, 100 A Porengré-
Be); 4.) Macherey-Nagel Nucleodur C18 ec (5pM, 4.0 x 250 mm, 100 A Porengrofe);
5.) Macherey-Nagel Nucleodur C18 ec (51M, 4.0 x 125mm, 100 A).

Hochauflésende Massenspektrometrie erfolgte auf den Geraten:

o Agilent 6210, ESI-TOF (Agilent Technologies): Die Flussrate betrug
41l /min, die Sprayspannung 4 kV. Das Desolvatisierungsgas wurde auf 15 psi
(1 bar) gesetzt. Alle anderen Parameter wurden fiir eine maximale Abundanz des
jeweiligen [M+H]" optimiert.

« Ionspec QFT-7, ESI-FTICR-MS (Varian): Die Proben wurden mit einem
Ionspec QFT-7, ausgestattet mit einem 7T supraleitenden Magneten und einer
Micromass Z-Spray ESI-Quelle (Waters Co., Saint-Quentin, Frankreich), analy-
siert. Die Solvensflussrate betrug 4 pnL./min. Die Sprayspannung wurde auf 3.8 kV

gesetzt. Alle anderen Parameter wurden auf eine maximale Abundanz des jewei-
ligen [M+H]*" ([M+Cat]™ oder [M-H]") optimiert.

Kernmagnetische Resonanzspektroskopie-Messungen erfolgten an einem AV300
(*H: 300 MHz, 3C: 76 MHz, 1°F: 282 MHz, 3'P: 122 MHz), einem AV600 (*H: 600 MHz)
des Herstellers Bruker oder an einem JEOL ECP500 (*H: 500 MHz) bei einer Tempera-
tur von 300 K. Die chemischen Verschiebungen werden in ppm angegeben und beziehen

sich auf die Resonanzsignale der unvollstandig deuterierten Losungsmittel (DMSO-
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9 Chemische Synthesen

dg: 0 = 2.49ppm, CD30D: § = 3.31ppm, DO § = 5.051-0.0111x T [°C] ppm [2°%))
oder auf das Signal von TMS (6 = 0.00 ppm). Heteronukleare-Spektren wurden 'H-
breitbandentkoppelt aufgenommen. 3C-Spektren wurden intern auf auf die Losungs-
mittelsignale kalibriert (CDCls: 6 = 77.00 ppm, DMSO-dg: § = 39.52 ppm, CD30D:
49.00 ppm), bei DO wurde extern auf CDCl; kalibriert. Fiir 'P-Spektren diente
85 %ige Phosphorsiure (§ = 0.00ppm) und fiir *F-Spektren Trifluoressigsiure (§ =
—76.55 ppm) als externer Standard. Die Signalzuordnung erfolgte auf der Basis der che-
mischen Verschiebungen, durch Analyse der Kopplungssysteme und unter Zuhilfenah-
me zweidimensionaler NMR-Experimente (HH-COSY, DQF-COSY, HMQC, HMBC).
Kopplungskonstanten werden in Hz angegeben und folgende Kiirzel fir die Signalmul-
tiplizitaten verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, ¢ = Quadruplett, quint = quintet, sext = sex-
tett, sept = septett m = Multiplett, dd = Dublett von einem Dublett, dt = Dublett
von einem Triplett und dq = Dublett von einem Quartett, Priafix b = verbreitert.
Bei 3C-Signalen wird nur eine vom Singulett abweichende Multiplizitit angegeben.

Die Prozessierung der Spektrendaten und die Auswertung erfolgte mit dem Programm
TopSpin (Bruker).

Infrarotspektroskopie wurde auf einem Bruker Vector 22, ausgestattet mit einer
SplitPea® ATR-Einheit der Firma Harrick, durch direktes Aufpressen der Proben auf
einen ZnSe-Kristall getatigt.

Optische Drehwerte wurden am Perkin Elmer 241-Polarimeter in einer 2 mL Mikro-

kiivette mit der Nap-Linie gemessen (Temperatur 23 °C).

9.2. Aligemeine Arbeitsvorschriften (AAVs)

AAV1 Phosphoramiditkupplung

Das entsprechende a-Hydroxymethylphosphonat und das geschiitzte Cytidinphospho-
ramidit 1 wurden in trockenem DCM gelost und gemeinsam mit Molsiebpulver (4 A)
fiir 3060 min getrocknet. AnschlieBend wurden 1H-Tetrazol oder 5-Benzylthio-1H-
tetrazol zugegeben und nach vollstandiger Kupplungsreaktion (DC- oder LC-Kontrolle)
wurde ¢-Butylhydroperoxid (5.5M in Decan) zugetropft. Es wurde bei Raumpteratur
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9.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAVs)

bis zur vollstandigen Oxidation geriithrt (DC-Kontrolle), das Molsiebpulver iiber Ce-
lite abgefiltert und die Losung mit NaHCO3 und Brine gewaschen. Nach Trocknung
iiber NaySO,4 oder MgSO, und anschlieender Entfernung des Trocknungs- und Lo-
sungsmittels wurde das Produkt per HPLC oder MPLC gereinigt und im Feinvakuum

getrocknet.

AAV2 Hydrogenolyse und basische Entschiitzung mit NaOMe

Die benzyl-, acetyl-, pivaloyl- und cyanoethylgeschiitzten Verbindungen wurden in tro-
ckenem MeOH gelost und Pd/C 10 % zugegeben. In mehreren Zyklen wurde das Re-
aktionsgefafl evakuiert und mit Hy beliiftet und anschlieBend wurde die Supension bei
leichtem H,-Uberdruck (Ballon) intensiv geriiht. Der Katalysator wurde iiber Celi-
te abgefiltert und nach Waschen mit MeOH wurde zu der Lésung NaOMe (1M in
MeOH) zugegeben. Nach vollstandiger Entschitzung (LC/MS-Kontrolle) wurde die
Losung mit Amberlite HT Ionenaustauscherharz neutralisiert und mit IR 120 Na*t-
Ionenaustauscherharz behandelt. Das Produkt wurde per HPLC (RP-18,0.05 M TEAB-
Puffer, ACN) gereinigt und mehrfache Lyophilisation aus HoO und anschlieffende Be-
handlung mit TR 120 Na'-Tonenaustauscherharz ergaben die Natriumsalze der ent-

schiitzten Zielverbindungen.

AAV3 Oxaziridinoxidation

Zu einer auf —90 °C gekiihlten Losung des entsprechenden Benzylphosphonats in tro-
ckenem THF wurde NaHMDS (1 Aq., 1M in THF) langsam zugetropft und die sich
stark fiarbende Losung bei —40°C geriihrt. Nach Herunterkiihlen der Reaktionslosung
auf —90 °C wurde (+)- oder (-)-(8,8-Dichlorcampherylsulfonyl)oxaziridin (gelost in THF
2 Aq.) langsam zugetropft und bei 78 °C geriihrt. Die Reaktion wurde durch die Zu-
gabe von NH,CI (ges.) bei =78 °C gequencht und die Suspension auf Raumtemperatur
erwarmt. Es wurde H,O hinzugegeben und die Losung mehrmals mit EE extrahiert.
Die vereinigten organischen Fraktionen wurden mit Brine gewaschen, tiber Nay,SO, ge-
trocknet und per Flashchromatographie gereinigt (Kieselgel 0.040-0.063, DCM:MeOH
96:4).

AAV4 Reduktion und Kupplung
Variante a: Das entsprechende o-Hydroxymethylphosphonat und SnCly-H,O (4 Aq.)

wurden unter Stickstoff in absolutem Ethanol gelost und zunéchst fiir 20 h bei Raump-
temperatur und dann bei 3040 °C geritihrt, bis die Reaktionskontrolle (LC/MS-Analyse

oder DC) eine vollstindige Umsetzung zeigte. Die Reaktionslosung wurde mit 40 mL
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9 Chemische Synthesen

EE verdinnt und mit 40 mL NaHCOj (ges.) sowie 30 mL Brine gewaschen, iiber Na,SOy
getrocknet und nach Entfernen des Trocknungsmittels i.V. bei Raumptemperatur bis
kurz vor die Trockene eingeengt. Das labile Reduktionsprodukt wurde ohne weitere
Reinigungsschritte in DCM aufgenommen, 6-Carboxy-di- O-pivaloylfluorescein 2-(6)
(1Aq.) und EDC-HCI (1.5 Aq.) zugegeben und bei Raumtemperatur geriihrt. Die Re-
aktionslosung wurde nach vollsténdiger Umsetzung des Anilins durch Kieselgel oder
Celite gefiltert, eingeengt und per MPLC gereinigt. Anschlielende Lyophilisation aus
Dioxan ergab das Produkt als farlose bis blass gelbliche Feststoffe oder Pulver.

Variante b: Die Durchfiihrung erfolgte analog zu der Variantea, wobei 9 Aq.
SnCly-H,0 und 1.1 Aq. EDC-HCI eingesetzt wurden und die Reaktion bei Raumptem-
peratur durchgefiihrt wurde. Die Reaktionsdaquivalente der Kupplungsreaktion bezogen
sich auf die Rohausbaute des Reduktionsproduktes. Abweichend von Variante a wurde
vor der MPCL-Reinigung wassrig aufgearbeitet (420 mL DCM, 2 x 20 mL HCI (0.5 M),
20 mL NaHCOj (ges.), 20 mL Brine).

AAV5 Palladiumkatalysierte Desallylierung in MeOH mit K,CO;3

Die allyl-, acetyl-, pivaloyl- und cyanoethylgeschiitzte Verbindung wurde unter Ny
in wenigen mL trockenem MeOH gelost und Tetrakis(triphenylphosphin)palladium
(Pd(PPhs),) sowie KyCO3 (6 Aq.) zugegeben. Der Reaktionsfortschritt wurde per
LC/MS-Analyse verfolgt und nach vollstandiger Entschiitzung die Reaktionslosung im
Stickstoffgasstrom auf 1-2mlL eingeengt. Es wurde HoO zugegeben und die wéssrige
Phase 2x mit 2-3mL Et;O extrahiert und verbliebenes MeOH im Vakuum evaporiert.
Die Losung wurde durch einen 0.45 pm PP-Membran Spritzenfilter gefiltert, per HPLC
gereinigt und lyophilisiert. Erfolgte die HPLC-Trennung in HoO/ACN + 0.1% TFA
wurde das Lyophilisat in TEAB-Puffer (0.5M, pH 7.4) aufgenommmen und mehr-
fach aus HyO lyophilisiert. Das Triethylammoniumsalz der Produkte wurde mit IR-120

Nat-Tonenaustauscherharz in das Natriumsalz tiberfiihrt und aus H,O lyophilisiert.
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9.3. Reagenzien und Edukte

N*-Acetyl-2,3 "-di- O-acetylcytidin (1a)

NHAc
4
5 \N3

oL R
5 N7 ~O
HO o)

st
OAc OAc
Zu Cytidin (2.00g, 8.22mmol) in einem 20 mL Mikrowellengefdl wurden 12 mL tro-
ckenes MeOH und Essigsiureanhydrid (7.76 mL, 82.0 mmol, 10 Aq.) zugegeben. Das
verschlossene Gefafi wurde in dem Mikrowellenreaktor fiir 8 min auf 80 °C erhitzt und
der Inhalt nach Abkiihlung auf eisgekiihlten EtoO gegeben. Der ausgefallene farblose
Niederschlag wurde iiber einer gekiihlten Fritte abgefiltert, mit kaltem Et,O nachge-
waschen und im Feinvakuum getrocknet (1.88g, 6.59 mmol, 80 % Ausbeute beztiglich
Cytidin). Das getrocknete N-acetylierte Cytidin wurde unter Stickstoff in 40 mL tro-
ckenem Pyridin suspendiert und Dimethoxytritylchlorid (3.35 g, 9.89mmol, 1.5 Aq.)
zugegeben. Nach einer Stunde kléirte sich die Losung und es wurde langsam Essig-
sdureanhydrid (3.1 mL, 33.0 mmol, 3 Aq.) zugegeben. Nach Reaktion iiber Nacht (17h)
wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in 50 mL
EE aufgenommen. Die organische Losung wurde mit 2 x 50 mL NaHCOj3 (ges.), 1 x
50 mL H5O sowie 1 x 50 mL Brine gewaschen und anschlieSend iiber NaySO,4 getrocknet.
Nach Entfernen des Trocknungs- und des Losungsmittels sowie Trocknen im Feinva-
kuum wurde das Rohprodukt zwei Mal iiber MPLC gereinigt (Kieselgel 0.015-0.040,
DCM/MeOH-Gradient: [B] = 3-10%) und ergab N*-Acetyl-2",3"-di- O-acetyl-5"-O-
dimethoxytrityl-cytidin als fast farblosen Feststoff (3.81g, 5.67 mmol, 69 % Ausbeute
beztiglich Cytidin). Die DMTr-Gruppe wurde nach der Zugabe von 20 mL 80 %iger
Essigsdure innerhalb 1h abgespalten. Es wurden 30 mL HyO zugegeben und nach Ein-
fieren der Losung die Solventien durch Gefriertrocknung entfernt. Das Lyophilisat wur-
de in Dioxan/H,0 aufgenommen und gefriergetrocknet. Nach Reinigung iitber MPLC
(Kieselgel 0.015-0.040, CHCl3/MeOH-Gradient: [B] = 310 %) wurde das Produkt 1a

als farbloser Feststoff erhalten

Ausbeute: 1.68 g, 4.55 mmol (55 %), C15H19N30g, M = 369.33 g/mol
R; = 0.10 (CHCl3/MeOH 95:5)

ESI-LC/MS: m/z = 370.1 [M+H]*"
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 10.92 (s, 1H, NH), 8.31 (d, 1H, *J = 7.5 Hz,
Ar-H), 7.21(d, 1H, 3J = 7.5 Hz, Ar-H), 6.10 (d, 1H, 3J = 5.0 Hz, H-1), 5.39 (dd, 1H,3J
= 5.3Hz, 3J = 5.3Hz, H-2"), 5.31 (dd, 1H, 3J = 5.0Hz, 3J = 5.0Hz, H-3"), 4.17 (m,
1H, H4"), 3.72 (dd, 1H, ®J5, 4 = 2.7 Hz, 2Jsp 50 = 12.2Hz, H-5b"), 3.61 (dd, 1H,
3Jsa s = 2.THz, *J5a 51- = 12.2Hz, H-5a"), 2.10 (s, 3H, Acetyl), 2.07 (s, 3H, Acetyl),
2.03 (s, 3H, Acetyl) ppm.

BC-NMR (76 MHz, MeOD-d,): 6 = 173.33 (N-Acetyl), 171.78 (3-0-Acetyl),
171.52 (2°-O-Acetyl), 164.83 (C-4), 158.26 (C-2), 146.75 (C-6), 98.75 (C-5), 90.46 (C-
1), 85.24 (C-47), 75.92 (C-27), 72.34 (C-3"), 62.00 (C-57), 24.86 (N-Acetyl), 22.77
(37-0-Acetyl), 20.62 (27-0-Acetyl) ppm.

(N*-Acetyl-2,3 "-di- O-acetylcytidin-5 “-yl)-2-cyanoethyl- N, N-diisopropyl-
phosphoramidit (1)

OAc OAc

la (0.40g, 1.1mmol) und Tetrazol-Diisopropylamin' (92.7mg, 0.54 mmol, 0.5 Aq.)
wurden gemeinsam in einem Schlenkrohr im Feinvakuum fiir eine Stunde getrock-
net, anschlieBend in trockenem DCM (6 mL) aufgenommen und aktiviertes Molsieb-
pulver (4A) hinzugegeben. Nach weiteren 30min wurde 2-Cyanoethyl-N,N,N " N -
tetraisopropylphosphordiamidit (0.49 pl, 0.46 mg, 1.5 mmol) zugegeben und fiir 5h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Molsiebpulver wurde abgefiltert und die Reaktionslo-
sung direkt auf eine MPLC-Kieselgelsaule injiziert (Kieselgel 0.040-0.063, EE + 1%
Et3N). Das Produkt wurde nach Entfernen des Losungsmittels und Lyophilisation aus

Dioxan als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 0.54 g, 0.95 mmol (86 %), Ca4H3sN509P, M = 569.54 g/mol

R; = 0.18 (EE + 1% Et3N)

HRMS (ESI-FTICR): m/z[M+H]|" ber.: 570.2316, gef.: 570.2316; A =1.23 ppm

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): § = 10.95 (s, 1H, NH), 7.50 + 7.53 (2 d, 1H, 2 x
3] = 7.5Hz, H-6), 7.22 (d, 1H, 3J = 7.5Hz, H-5), 6.01+5.96 (2 d, 1H, 3J = 4.3Hz, 3J

I Tetrazol-Diisopropylamin wurde durch die Reaktion von 1H-Tetrazol mit Diisopropylamin in ACN
dargestellt.
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= 4.2 Hz, H-1), 5.28-5.45 (2 m, 2H, H-2", H-3"), 4.35-4.27 (m, 1H, H-4"), 3.97-3.67
(m, 4H, H-5a", H-5b", OCH,CH,CN, 3.66-3.50 (m, 2H, NCH(CH,),), 2.76 (q, 2H, 3J
= 6.0 Hz, OCH,CH,CN), 2.13-2.00 (m, 9H, Acetyl), 1.21-1.06 (m, 12H, NCH(CHj;))
SIP_NMR (122 MHz, CHCl;-d;): § =151.31 + 150.06 (2 s) ppm.

5- und 6-Carboxy-di- O-pivaloylfluorescein (2-(5) und 2-(6))

5/6-Carboxyfluorescein (8.60g, 22.85mmol) wurde in 75mL trockenem DMF gelost
und Cs,CO3 (7.45 g, 22.85 mmol, 1 Aq.) zugegeben. Nachdem sich dieses teilweise geldst
hat, wurde langsam Pivaloylanhydrid (13.9mL, 12.77 ¢, 68.56 mmol, 3 Aq.) zugetropft
und iiber Nacht (18 h) geriihrt. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer eva-
poriert, der Riickstand in 80 mL EE aufgenommen, mit 1x 150 und 2 x50 mL. NaHCOs,
100 mL Phosphatpuffer (0.35 M NaHCO3/KHCOj3, pH 7.0), 100 mL HCI (0.1 M) und
100 mL Brine gewaschen und anschliefend die organische Phase iiber NaySO, getrock-
net. 5/6-Die Isomerenmischung des geschiitzten Carboxyfluoresceins 2-(5/6) wurde als
gelber Feststoff erhalten (11.44 g, 21.0 mmol, 92 %). Der Feststoff wurde in absolutier-
tem Ethanol gelost und das 6-Isomer durch Zugabe von Diisopropylamin und Kiihlung
der Losung auf -20 °C als das Diisopropylammoniumsalz gefillt. Der Niederschlag wur-
de abgetrennt, mit kaltem Ethanol gewaschen, in EE suspendiert, mit 3x 100 mL HC1
(0.1 M) und 100 mL Brine gewaschen und die org. Phase tiber NaySO, getrocknet. Das
Produkt 2-(6) wurde blass gelber Feststoff gewonnen (4.25g, 7.8 mmol, 34 %). Das
Filtrat mit dem Diisopropylammoniumsalz von 2-(5) wurde eingeengt und der erhal-
tene Feststoff analog zu der Aufarbeitung des Diisopropylammoniumsalzes von 2-(6)
behandelt. 2-(5) wurde als ebenfalls leicht gelber Feststoff isoliert (6.04 g, 11.1 mmol,
49%).

Gesamtausbeute: 10.29 g, 18.91 mmol (83 %), C31HasO9, M = 544.55 g/mol

R: = 0.58 (DCM/MeOH 90:10 + 3% HCOOH)

HRMS (ESI-FTICR): m/z[M+H]* ber.: 545.1806, gef.: 545.1794; A =2.20 ppm
5-Isomer: R; = 0.58 (DCM/MeOH 90:10 + 3% HCOOH)
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IH-NMR (300 MHz, DMSO-d): § = 8.45 (bs, 1H, H-4), 8.32 (dd, 1H, 3J4, =
8.1Hz, 1Jg4 = 1.4Hz, H-6), 7.51 (d, 1H, *Jy5 = 8.0Hz, H-7), 7.26 (d, 2H, *J4- /5 o7
— 2.1Hz, H-A"/H-5"), 6.97 (d, 2H, *J, /s 57 = 7.0Hz, H-1"/H-8"), 6.91 (d, 2H,
3y jraryse = T.0Hz, 4y r 10 s = 2.1 Hz, H-27/H-77), 1.30 (s, 18H, Pv) ppm.
6-Isomer: R; = 0.58 (DCM/MeOH 90:10 + 3% HCOOH)

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): § = 8.27 (dd, 1H, ®J54 = 7.9Hz, *J5, = 1.2Hz,
H-5), 8.17 (d, 1H, 3J,5 = 7.9 Hz, H-4), 7.81 (s, 1H, H-7), 7.27 (d, 2H, *J4 /501 =
2.0 Hz, H-4’ /H-57), 6.93 (m, AH, H-1"/H-8", H-2"/H-7"), 1.31 (s, 18H, Pv) ppm.

6-Carboxy-di- O-pivaloylfluorescein- N-succimidylester (2-(6)-OSu)

6-Carboxy-di- O-pivaloylfluorescein (2-(6)) (0.62 g, 1.14 mmol) und N-Hydroxysuccin-
imid (0.40g, 2.1 mmol, 1.8 Aq.) wurden unter Stickstoff in 16 mL DCM gelést und
EDC-HCI (0.24 g, 2.1 mmol, 1.8 Aq.) zugegeben. Nach Riihren fiir 30min wurde die
Reaktionslosung eingeengt, in DCM /EE aufgenommen, mit 3 x 40 mL HyO und 20 mL
Brine gewaschen und die organische Phase iiber NaySO, getrocknet. Reinigung per
MPLC (Kieselgel 0.040-0.063, Hex/EE-Gradient: [B] = 10-90 %) ergab 2-(6)-OSu

als farblosen Feststoft.

Ausbeute: 0.64 g, 1.00 mmol (88 %), Cs5H31011, M = 641.62 g/mol

R; = 0.43 (EE/Hex 50:50)

HRMS (ESI-FTICR): m/z[M+H]* ber.: 642.1970, gef.: 642.1978; A =1.25 ppm
IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 8.4 (dd, 1H, ®J5, = 8.0Hz, *J5, = 1.4Hz,
H-5), 8.2 (d, 1H, 3J,5 = 8.0 Hz, H-4), 7.04 (s, 1H, H-7), 7.18 (d, 2H, *J4 /5 01
— 2.2Hz, H-4"/H-5%), 6.96 (d, 2H, 3J1 )50 7 = 8.7Hz, H-1"/H-8"), 6.98 (d, 2H,
o prass = 8.THz, Ay ey yse = 2.2Hz, 02" JHT7), 2.87 (s, 4H, OSu-CHy), 1.33
(s, 18H, Pv) ppm.

BBC-NMR. (76 MHz, DMSO-dg): § = 175.5 (Pv-Carbonyl), 169.3 (OSu-Carbonyl),
166.7 (C-3), 160.4 (COOSu), 152.4 (C-3/C-6), 152.3 (C-8), 150.9 (C-4a’/C-10a"),
131.8 (C-5), 131.1 (C-6), 130.8 (C-3a), 128.9 (C-1"/C-8), 126.2 (C-4), 125.4 (C-T),
118.0 (C-27/C-77), 115.0 (C-8a"/C-9a"), 110.1 (C-4"/C-57), 81.5 (C-1), 38.5 (Pv-
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Q(CHg)g), 26.5 (PV—C(QHg)g), 25.3 (OSU—CHQ) ppm.

N-(6-(Di- O-pivaloylfluoresceinyl)carbonyl)-glycin (2-(6)-G)

Glycin (62.4mg, 0.831 mmol) wurde in 3mL DCM suspendiert und Trimethylsilyl-
chlorid (0.22mL, 1.74mmol, 2 Aq.) sowie Diisopropylethylamin (0.43mL, 2.48 mmol,
3 Aq.) zugegeben. Nach Riihren iiber Nacht klirte sich die Losung, es wurde 6-Car-
boxy-di- O-pivaloylfluorescein- N-succimidylester (2-(6)-OSu) (502.7 mg, 0.784 mmol,
0.95Aq.) hinzugefiigt und fiir weitere 8.5h geriihrt. Die fliichtigen Bestandteile der
Reaktionslosung wurden evaporiert und eine MPLC-Reinigung (Kieselgel 0.040-0.063,
DCM/MeOH-Gradient (+1 % CH3COOH): [B] = 5-25%) ergab 2-(6)-G als farblosen
Feststoff.

Ausbeute: 446.2mg, 0.742 mmol (89 %), C33H3;NO19, M = 601.60 g/mol
R; = 0.24 (EE/MecOH 95:5)

HRMS (ESI-FTICR): m/z[M+H]* ber.: 602.2021, gef.: 602.2052; A =5.15 ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): 6 = 8.02 (m, 2H, H-4, H-5), 7.58 (bs, 1H, H-7),
7.37 (bt, 1H, *Jyp.cm= 54Hz, NH), 6.98 (d, 2H, *J, )5y = 1.7Hz, HA"JH-5"),
6.80-6.72 (m, 4, H-1"/H-8", H-2" /H-77), 3.97 (d, 2H, 3J ey, xn= 5.3 Hz, CH,), 1.33
(s, 18H, Pv) ppm.

13C.NMR. (76 MHz, CHClg-d,): § = 176.9 (Pv-Carbonyl), 172.2 (COOH), 168.2
(C-37), 166.2 (CONH), 153.2 (C-8), 152.6 (C-3"/C-6"), 151.4 (C-4a”/C-10a"), 139.9
(C-6), 129.6 (C-5), 128.9 (C-17/C-87), 128.5 (C-3a), 125.6 (C-4), 122.7 (C-7), 117.9
(C-27/C-77), 115.5 (C-8a"/C-9a°), 110.4 (C-4"/C-57), 81.9 (C-1), 67.0 (CH,), 39.2
(Pv-C(CHzy)3), 27.0 (Pv-C(CH3)3) ppm.
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9.4. Synthese der diastereomergemischten FP-Sonden

2-Fmoc-amino-N-(3-hydroxymethylphenyl)-acetamid (9)

Zu einer Losung von 3-Aminobenzylalkohol (400.0 mg, 3.25 mmol) und Fmoc-Glycin
(968.0mg, 3.25mmol, 1Aq.) in 80mL trockenem DCM wurde EDC-HCI (685.0 mg,
3.57mmol, 1.1 Aq) zugegeben. Das Produkt 9 fiel als farbloser Feststoff aus der Lésung
aus wurde abgefiltert und mit DCM gewaschen.

Ausbeute: 1.21 g, 3.01 mmol (93 %), Cy4H9oN2Oy, 402.44 g/mol

R; = 0.47 (EE/MeOH 95:5)

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg/CHCl3-d; 92:8): 6 = 9.94 (s, 1H, Aryl-NH), 7.86
(d, 2H, 3 J 4536 = 7.4 Hz, H-4/H-5), 7.73 (d, 2H, .J; 3 5/7 = 7.3 Hz, H-1/H-8), 7.60 (m,
2H, H-2", Carbamat-NH), 7.51 (d, 1H 3Jg4 5- = 8.0Hz, H-6"), 7.41 (dd, 2H, *J3/64/5
= 7A4Hz, 3J3/62/7 = T.4Hz, H- 3/H-6), 7.33 (dd, 2H, *Jy/71/8 = 7.3Hz, 3Jo/r3/6 =
7.3Hz, H-2/H-7), 7.24 (dd, 1H, 3J5- 4, = 7.8 Hz, 3J5- - = 7.8 Hz, H-5"), 7.00 (d, 1H,
3Jy 5 =T7.5Hz, H-4"),5.18 (t, 1H, *Jon,cu,on = 5.4 Hz, OH), 4.49 (d, 2H, *Jou,on,0n
= 5.0 Hz, CH,OH), 4.33 (d, 2H, 3J1¢- = 6.8 Hz, Fmoc-CH,), 4.24 (t, 1H, *J9 Fmoc_cH,
= 6.9Hz, H-9), 3.84 (d, 2H, 3J¢_cn,.c-~xu = 6.0 Hz, Glycin-CH,) ppm.

BC-NMR (76 MHz, DMSO-dg/CHCl3-d; 92:8): 6 = 167.8 (Carbamat-Carbonyl),
156.5 (Amid-Carbonyl), 143.8 (C-8a, C-9a), 143.1 (C-3"), 140.7 (C-4a, C-5a), 138.7 (C-
17), 128.2 (C-57), 127.5 (C-3, C-6), 127.0 (C-2, C-7), 125.1 (C-1, C-8), 121.2 (C-47),
119.9 (C-4, C-5), 1174 (C-67), 117.2 (C-27), 65.7 (Fmoc-CHy), 62.9 (C-Benzyl), 46.6
(C-9), 44.0 (Glycin-CHy) ppm.

2-Amino- N-(3-hydroxymethylphenyl)-acetamid (3-m-G)
OH

H
HZN/}(’\Q@V
¢!

10 (0.99g, 2.36 mmol) wurde in 10mL trockenem DCM suspendiert und Piperidin
zugegeben (7.0mL, 70.6 mmol, 30 Aq.). Nach 4h zeigte eine DC-Kontrolle eine voll-
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stdndige Umsetzung und die Losung wurde eingeengt. Dabei fiel ein farbloser Feststoff
aus, der bei Zugabe von Hexan ein Ol bildete. Das Ol wurde mehrmals mit Hexan ex-
trahiert und anschlieBend auf Kieselgel absorbiert. Das Rohprodukt wurde per MPLC
gereinigt (Kieselgel 0.040-0.063, EE/MeOH-Gradient: [B] = 0-99 %) und anschlieflend
mit EE aus MeOH als farbloser Feststoff ausgeféllt. 3-m-G wurde als farblose Kristalle

erhalten, die im Feinvakuum getrocknet wurden.

Ausbeute: 218.5mg, 1.21 mmol (51 %), CoH12N50y4, 180.20 g/mol

R; = 0.13 (EE/MeOH 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 181.0972, gef.: 181.0966; A =3.31 ppm.

TH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 10.70 (s, 1H, NH,), 8.29 (bs 3H, NH,), 7.56
(s, 1H, H-2), 7.51 (d, 1H, ®Jg5 = 8.0 Hz, H-6), 7.27 (dd, 1H, 3J54 = 7.8 Hz, 3 J5 7.8 Hz,
H-5), 7.02 (d, 1H, ®J45 = 7.6 Hz, H-4), 5.25 (t, 1H, 3Jomcm,on = 5.6 Hz, OH), 4.46
(d, 2H, 3JCE20H70H = 5.2Hz, CH,OH), 3.84 (s, 2H, Glycin-CHs) ppm.

13C.NMR (76 MHz, DMSO-dg): § = 164.7 (Carbonyl), 143.5 (C-3), 138.2 (C-1),
128.6 (C-5), 121.8 (C-4), 117.5 (C-6), 117.1 (C-2), 62.7 (C-Benzyl), 41.0 (Glycin-CH,),
ppm.

5/6-(3-(Hydroxymethyl)phenylcarbamoyl)-di- O-pivaloylfluorescein (4-m-(5/6))

Zu 3-Aminobenzylalkohol (50.0 mg, 0.406 mmol) und 2-(5/6) (221.7 mg, 0.407 mmol,
1Aq.) in 4mL DCM wurde EDC-HCI (73.6 mg, 0.384 mmol, 0.95 Aq.) zugegeben. Nach
vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wurde DCM zugegeben, mit 30 mL HCI (0.5
M) und 30 mL NaHCOj (ges.) gewaschen und die org. Phase iiber NaySO, getrocknet.
Die 5- und 6-Isomere 4-m-~(5) und 4-m-(6) wurden per MPLC (Kieselgel 0.015-0.040,
Hex/EE 50:50) getrennt und als farblose Feststoffe isoliert. Nach der NMR-Charakte-

risierung wurden die Isomere vereinigt.

Ausbeute: 190.4mg, 0.293 mmol (76 %), C3sH35NOg, 649.69 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]*" ber.: 650.2385, gef.: 650.2391; A =0.92 ppm.
5-Isomer: R; = 0.17 (EE/Hex 50:50)
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'H-NMR (300 MHz, CHCl;-d, /CH;0H-d,): § = 10.17 (s, 1, NH), 8.63 (brs,
1H, H-4), 8.35 (dd, 1H, 3Jg7 = 8.0Hz, *Je4 = 1.4Hz, H-6), 7.68 (brs, 11, H-2" "), 7.66
(d, 1H, 3Js--5-- = 7.6 Hz, H-6""), 7.37 (dd, 1H, ®Js5- 4 = 7.8Hz, 3Js--5-- = 7.8 Hy,
H-5°7), 7.34 (d, 1H, 3 Jrg = 8.1Hz, H-7), 7.18 (d, 1H, 3J, 5 = 7.6 Hz, H-4""), 7.11
(d, 2H, “Jys5 0y = 1.7Hz, HA”/H57), 6.85 (m, 4H, H-1"/H8", H-2’/H7), 4.67
(s, 2H, CH,OH), 1.38 (s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d, /CH30H-d,; referenziert auf CH;OH): § =
177.4 (Pv-Carbonyl), 169.4 (C-3), 165.5 (Amid-Carbonyl), 155.8 (C-8), 153.3 (C-3"/C-
6°), 152.1 (C-4a” /C-10a"), 142.6 (C-3" ), 138.5 (C-1" ), 138.0 (C-5), 135.7 (C-6), 129.3
(C-57),129.2 (C-17/C-87), 126.8 (C-3a), 124.9 (C-7), 124.8 (C-4), 123.8 (C-4" "), 120.6
(C-677), 120.1 (C-27), 118.4 (C-2"/C-77), 116.0 (C-8a"/C-9a"), 110.9 (C-4"/C-5"),
82.8 (C-1), 64.6 (Benzyl-C), 39.6 (Pv-C(CHjs)s), 27.2 (Pv-C(CHs)3) ppm.

6-Isomer: R; = 0.27 (EE/Hex 50:50)

IH-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): § = 8.92 (s, 1H, NH), 8.08 (dd, 1H, 3Js, =
8.1Hz *J5 = 0.9Hz, H-5), 7.95 (d, 1H, 3J,5 = 8.1Hz, H-4), 7.62 (s, 1H, H-7), 7.42
(bs, 1H, H-2""), 7.31 (bd, 1H, 3Js-5- = 8.0Hz, H-6""), 7.10 (dd, 1H, 3J5 4+ =
78Hz, 3Js g = 7.8Hz, H-5"7), 6.93 (d, 1H, 3Jy -5 = 7.7Hz, H-4""), 6.92 (d, 21,
Uy nore = 2.1 Hz, Hod” JH-57), 6.75 (d, 2H, 3 J; s -5 7+ = 8.7Hz, H-17/H-8"), 6.68
(dd, 2H, 3y 71 s+ = 8.7Hz, *Jyjg s~ = 2.1 Hz, H-2” /H-T), 4.37 (s, 2H, CH,OH),
2.87 (bs, 1H, OH), 1.34 (Pv-C(CHj)3) ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCly-d,): § = 176.8 (Pv-Carbonyl), 168.0 (C-3), 163.7 (Amid-
Carbonyl), 152.9 (C-8), 152.5 (C-3”/C-6"), 151.2 (C-4a’ /C-10a"), 141.7 (C-3""), 141.1
(C-6), 137.5 (C-17"), 130.0 (C-5), 128.7 (C-17/C-87), 128.7 (C-5""), 128.2 (C-3a),
125.5 (C-4), 123.2 (C-4”7), 122.3 (C-7), 119.7 (C-6""), 119.2 (C-2" "), 117.8 (C-2"/C-
7°), 115.5 (C-8a”/C-9a"), 110.4 (C-4"/C-5"), 81.7 (C-1), 64.4 (Benzyl-C), 39.1 (Pv-
C(CHs)s), 26.9 (Pv-C(CHjs)3) ppm.

5/6-(4-(Hydroxymethyl)phenylcarbamoyl)-di- O-pivaloylfluorescein (4-p-(5/6))

Zu 4-Aminobenzylalkohol (77.3mg, 0.628 mmol) und 2-(5/6) (323.9 mg, 0.595 mmol,
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1Aq.) in DCM wurde EDC-HCI (110.1mg, 0.575mmol, 0.95Aq.) zugegeben. Nach
vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wurde DCM zugegeben, mit 30 mL HCI (0.5
M) und 30 mL NaHCOj (ges.) gewaschen und die org. Phase iiber NaySO, getrocknet.
Die 5- und 6-Isomere 4-p-(5) und 4-p-(6) wurden per MPLC (Kieselgel 0.015-0.040,
Hex/EE 50:50) getrennt und als farblose Feststoffe isoliert. Nach der NMR-Charakte-

risierung wurden die Isomere vereinigt.

Ausbeute: 269.0 mg, 0.414 mmol (72 %), C3sH35NOg, 649.69 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]|" ber.: 650.2385, gef.: 650.2390; A =0.77 ppm
5-Isomer: R; = 0.53 (EE/Hex 80:20)

TH-NMR (300 MHz, CHCls-d;): 6 = 9.04 (s, 1H, NH), 8.60 (s, 1H, H-4), 8.25
(dd, 1H, 3Jg7 = 8.1Hz, “Jos = 1.0Hz, H-6), 7.55 (d, 2H, 3Jy g 55~ = 8.4Hz,
H-2"/H-6""), 719 (d, 2H, *Jyj5 -5y = 8.4Hz, H-3"" /H-5"7), 7.18 (d, 1H, % Jrg
— 8.0Hz, H-7), 7.04 (bs, 2H, H-4" /H-5"), 6.77 (bs, 4H, H-1"/H-8", H-2" /H-T"), 4.55
(s, 2H, CH,OH), 2.93 (bs, 1H, OH), 1.35 (s, 18H, Pv) ppm.

13C-NMR (76 MHz, CHCl;3-d, ): § = 176.7 (Pv-Carbonyl), 168.7 (C-3), 164.0 (Amid-
Carbonyl), 155.2 (C-8), 152.7 (C-3"/C-6"), 151.4 (C-4a” /C-10a"), 137.6 (C-1""), 137.1
(C-5), 136.9 (C-4" "), 135.4 (C-6), 128.7 (C-17/C-8"), 127.5 (C-3""/C-5""), 126.2 (C-
3a), 124.4 (C-7), 123.8 (C-4), 120.7 (C-2" " /C-6""), 117.9 (C-2" /C-7"), 115.4 (C-8a" /C-
9a’), 110.4 (C-4°/C-57), 82.3 (C-1), 64.4 (Benzyl-C), 39.1 (Pv-C(CHs)3), 26.9 (Pv-
C(CH3)3) ppm.

6-Isomer: R; = 0.57 (EE/Hex 80:20)

IH-NMR (300 MHz, CHCly-d,): § = 8.93 (s, 1H, NH), 8.10 (dd, 1H, 3J;, = 8.0 Hz,
4 )52 = 1.0Hz, H-5), 7.98 (d, 1H, 3J,5 = 8.0Hz, H-4), 7.60 (s, 1H, H-7), 7.37 (d, 2H,
3y g sz = SAHz H-27 JH6""), T.A1 (d, 2H, 3 Jy 556~ = 8.5 Hz, H-3" " /H-
577, 6.92 (d, 2H, *Jy /5 -5 jr- = 2.1Hz, HA"JH-57), 6.70 (d, 2H, J s -5 7 = 8.7Haz,
H-1'/H8), 6.64 (dd, 2H, 3y r-y s~ = 8.THz, “Jyjr-a s+ = 2.1 Hz, H-2" /H-77), 4.49
(s, 2H, CH,OH), 2.56 (bs, 1H, OH), 1.35 (s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d,): § = 176.9 (Pv-Carbonyl), 168.0 (C-3), 163.6 (Amid-
Carbonyl), 152.9 (C-8), 152.5 (C-3"/C-6"), 151.2 (C-4a’/C-10a"), 141.1 (C-6), 137.5
(C-177), 136.7 (C-4""), 129.9 (C-5), 128.6 (C-1"/C-87), 128.2 (C-3a), 127.4 (C-3" " /C-
577, 1254 (C-4), 122.3 (C-7), 120.5 (C-2"7/C-6""), 117.7 (C-2°/C-77), 1155 (C-
8a’/C-9a’), 110.4 (C-4”/C-5"), 81.7 (C-1), 64.4 (Benzyl-C), 39.1 (Pv-C(CHy);), 26.9
(Pv-C(CH);) ppm.
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5/6-(2-(3-(Hydroxymethyl)phenyl)-2-oxoethylcarbamoyl)-di- O-pivaloylfluores-
cein (4-m-G-(5/6))

Das Amin 3-m-G (112.3mg, 0.623 mmol) und 2-(5/6) (340.6 mg, 0.62mmol, 1 Aq.)
wurden in einer Mischung aus DCM (6.2 mL) und DMF (2.0 mL) gelést und EDC-HCI
(125.2mg, 0.65 mmol, 1.05 Aq) zugegeben. Nach Reaktion iiber Nacht (24 h) wurden
4-m-G-(5) und 4-m-G-(5/6) per MPLC-Reinigung (Kieselgel 0.015-0.040, Hex/EE-
Gradient + 1 % Et3N: [B] = 40-100 %) als farblose Feststoffe isoliert. Nach der NMR-
Charakterisierung wurden die [somere vereinigt.

Ausbeute: 131.9mg, 0.187 mmol (30 %), C4oH3sN2010, 706.74 g/mol

5-Isomer: R; = 0.33 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+Na|* ber.: 729.2419, gef.: 729.2358; A =8.36 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): 6 = 9.24 (bs, 1H, Aryl-NH), 8.53 (bs, 1H, H-4),
8.32 (t, 1H, *Jo_nmc_cn, = 5.0Hz, Glycin-NH), 8.15 (bd, 1H, 3J- = 8.0 Hz, H-6),
7.47 (bs, 1H, H-2"7), 7.38 (bd, 1H, 3Js--5-- = 8.2Hz, H-6""), 7.12 (d, 1H, 3Jrs =
8.1Hz, H-7), 7.08 (dd, 1H, ®Js -y = 7.8z, 3J5- -5 - = 7.8 Hz, H-5""), 7.03 (m, 2H,
H-4’/H-5), 6.91 (bd, 1H, 3J,-5-- = 7.6 Hz, H-4" ), 6.75 (m, 4H, H-1"/H-8", H-2" /H-
77, 4.50 (s, 2H, CH,OH), 4.28 (bd, 2H, ®Jo_cm1,.6_xu = 4.0 Hz, Glycin-CHy), 3.56 (bs,
1H, OH), 1.34 (s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): § = 176.5 (Pv-Carbonyl), 168.6 (-CH,C(=0)-),
167.6 (C-3), 166.5 (Amid-Carbonyl), 155.4 (C-8), 152.7 (C-3"/C-6"), 151.5 (C-4a’/C-
10a°), 142.0 (C-377), 137.7 (C-17"), 135.5 (C-5), 134.8 (C-6), 128.9 (C-5""), 128.8 (C-
17/C-87), 126.4 (C-3a), 124.3 (C-7), 124.2 (C-4), 122.9 (C-4""), 119.0 (C-6""), 118.4
(C-277), 117.9 (C-27/C-77), 115.4 (C-8a"/C-9a"), 110.3 (C-4"/C-5"), 82.3 (C-1), 64.4
(Benzyl-C), 44.4 (Glycin-CH,), 39.1 (Pv-C(CHj)s), 27.0 (Pv-C(CHs)3) ppm.
6-Isomer: R; = 0.27 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+Na]™ ber.: 729.2419, gef.: 729.2418; A =0.14 ppm
IH-NMR. (300 MHz, CHCls-d,): § = 8.63 (s, 1H, Aryl-NH), 8.54 (bt, 1H,
3 Ja_nmG_cn, = 5.1 Hz, Glyein-NH), 7.97 (d, 1H, 3J,5 = 8.0Hz, H-4), 7.89 (dd, 1H,
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3 J54 = 8.0Hz, *Jy» = 1.0 Hz, H-5), 7.67 (s, 1H, H-7), 7.29 (bs, 1H, H-2" "), 7.08 (m, 2H,
H-5"", H-6""), 6.94 (m, 1H, H-4""), 6.84 (d, 2H, *J, /5 5 - = 2.0Hz, H-4"/H-5"),
6.82 (dd, 2H, ®Jy 71 s = 10.6Hz, Yy 745 = 2.0Hz, H-2"/H-7°), 6.77 (d, 2H,
3y on e = 8.6Hz, H-17/H-8"), 4.42 (s, 2H, CH,OH), 3.98 (bd, 2H, 3Jo_cp,.6-xn
= 5.1 Hz, Glycin-CH,), 2.88 (bs, 1H, OH), 1.36 (s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d,): § = 177.4 (Pv-Carbonyl), 168.1 (C-3), 167.5 (-
CH,C(=0)-), 165.9 (Amid-Carbonyl), 152.5 (C-3"/C-6"), 152.3 (C-8), 151.5 (C-4a" /C-
10a°), 141.9 (C-3""), 140.0 (C-6), 137.4 (C-1""), 130.3 (C-5), 129.2 (C-1"/C-8"), 128.9
(C-3a), 128.8 (C-577), 125.3 (C-4), 122.7 (C-7), 122.6 (C-4""), 118.5 (C-6""), 118.0
(C-27, 77), 117.8 (C-277), 115.7 (C-8a”/C-9a"), 110.4 (C-4"/C-5"), 82.1 (C-1), 64.4
(Benzyl-C), 43.7 (Glycin-CH,), 39.2 (Pv-C(CHj)s), 27.0 (Pv-C(CHs)3) ppm.

5/6-(3-(Formylmethyl)phenylcarbamoyl)-di- O-pivaloylfluorescein (5-m-(5/6))

Zum Alkohol 4-m-(5/6) (0.165g, 0.254 mmol) in 10 mL DCM wurden HyO (4.3 uL,
0.254 mmol, 1 Aq) und Dess-Martin-Periodinan (0.137 g, 0.323 mmol, 1.3 Aq) zugege-
ben und fiir 20 min geriihrt. Anschlieend wurde etwas Hexan hinzugegeben und die
Reaktionslosung direkt auf eine MPLC-Saule injiziert (Biichi 75x40 mm Kartusche,
Kieselgel 0.040-0.063, Hex/EE-Gradient: [B] = 15-80%). Die Isomere 5-m-(5) und

5-m-(6) wurden als farblose Feststoffe erhalten.

Ausbeuten: 5-m-(5): 55.4 mg, 0.086 mmol (34 %); 5-m-~(6): 92.3 mg, 0.143 mmol (56 %),
CasHisNOy, 647.67 g /mol

HRMS (ESL-TOF): m/z[M+H]* ber.: 648.2228, gef.: 648.2235; A = 1.08 ppm
5-Isomer: R; = 0.60 (EE/Hex 50:50)

'H-NMR (300 MHz, CHCls-d,): § = 9.95 (s, 1H, CHO), 9.36 (s, 1H, NH), 8.81
(bs, 1H, H-4), 8.40 (dd, 1H, 3Js; = 8.1Hz, *Jg, = 1.5 Hz, H-6), 8.32 (bs, 1H, H-2""),
8.12 (bd, 1H, 3Jg- -5 = 8.5Hz, H-6""), 7.65 (bd, 1H, 3J,--5-- = 7.7Hz, H-4""), 7.48
(dd, 1H, 3J5 4 = 7.8Hz, 3J5 -~ = 7.8 Hz, H-5""), 7.32 (d, 1H, *Jp ¢ = 8.1 Hz, H-7),
7.06 (m, 2H, H-4”/H-5"), 6.78 (bs, 4H, H-1"/H-8", H-2" /H-7"), 1.37 (s, 18H, Pv) ppm.
13C.NMR (76 MHz, CHCl;-d,): § = 192.4 (s, CHO), 176.6 (Pv-Carbonyl), 168.9
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(C-3), 163.9 (Amid-Carbonyl), 155.5 (C-8), 152.8 (C-3"/C-6"), 151.5 (C-da” /C-10a"),
138.9 (C-177), 136.9 (C-3"), 136.7 (C-5), 135.7 (C-6), 129.7 (C-5""), 128.6 (C-1" /C-
87),126.4 (C-3a), 126.3 (C-6""), 126.0 (C-4" "), 124.7 (C-T), 123.8 (C-4), 121.2 (C-2" "),
117.9 (C-27/C-77), 115.2 (C-8a”/C-9a"), 110.5 9 (C-4"/C-57), 82.7 (C-1), 39.2 (Pv-
C(CHs)s), 27.0 (Pv-C(CHs)s) ppm.

6-Isomer: R; = 0.47 (EE/Hex 50:50)

'H-NMR (300 MHz, CHCls-d,): 6 =9.77 (s, 1H, CHO), 9.25 (s, 1H, NH), 8.20 (dd,
1H, 3Js, = 8.1Hz *J57 = 1.1 Hz, H-5), 8.04 (d, 1H, 3J, 5 = 8.1 Hz, H-4), 7.98 (bs, 1H,
H-2""), 7.85 (d, 1H, 3Js--5-- = 8.0 Hz, H-6""), 7.70 (s, 1H, H-7), 7.57 (d, 1H, 3J, -5 -
— 7.6Hz, H-4""), 7.30 (dd, 1H, ®J5 4 = 7.9Hz, 3J5 - = 7.8Hz, H-5"7), 6.91 (d,
O, 4y 5 re = 21 Hz, Hd” JH57), 6.73 (d, 2H, %y s -5 7 = 8.7Hz, H-17/H-8"),
6.67 (dd, 2H, 3 Jyj7 1 s~ = 8.THz, Yy 7-a-s5- = 2.2 Hz, H-2" JH-T"), 1.36 (s, 18H, Pv)
ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHClg-d,): 6 = 191.8 (CHO), 176.8 (Pv-Carbonyl), 167.8
(C-3), 163.8 (Amid-Carbonyl), 152.9 (C-8), 152.5 (C-3"/C-6"), 151.2 (C-4a” /C-10a"),
140.6 (C-6), 138.4 (C-1"7), 136.7 (C-3""), 130.1 (C-5), 129.5 (C-5""), 128.7 (C-1"/C-
87), 128.5 (C-3a), 126.2 (C-4°7), 126.2 (C-6""), 125.6 (C-4), 122.2 (C-7), 120.8 (C-
2°7), 117.8 (C-2"/C-77), 115.4 (C-8a"/C-9a°), 110.4 (C-4"/C-5"), 81.7 (C-1), 39.1
(Pv-C(CHj)3), 26.9 (Pv-C(CHj)3) ppm.

5/6-(4-(Formylmethyl)phenylcarbamoyl)-di- O-pivaloylfluorescein (5-p-(5/6))
; 0

Zu einer Losung des Alkohols 4-p-(5/6) (217.8 mg, 0.335 mmol) in 10 mL DCM wurden
H,O (6.6 uL, 0.369 mmol, 1.1 Aq) und Dess-Martin-Periodinan (171.0 mg, 0.402 mmol,
1.2 Aq.) zugegeben und fiir 60 min geriihrt. Das Losungsmittel wurde evaporiert und
der Riickstand in EE aufgenommen, worauthin ein Niederschlag ausfiel, der abgetrennt
wurde. Die Losung wurde erneut eingeengt, in DCM aufgenommen und direkt auf eine
MPLC-Saule injiziert (Biichi 150x 12mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063, Hex/EE-
Gradient: [B] = 0-75%). 5-p-(5) und 5-p-(6) wurden als farblose Feststoffe erhalten.
Ausbeute: 193.3mg, 0.298 mmol (89 %), C3sH33NOg, 647.67 g/mol
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HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H|* ber.: 648.2228, gef.: 648.2227; A =0.15 ppm
5-Isomer: R; = 0.47 (EE/Hex 40:60)

'H-NMR (300 MHz, CHClj3-d;): 6 = 9.91 (s, 1H, CHO), 9.40 (bs, 1H, NH), 8.83 (s,
1H, H-4), 8.25 (dd, 1H, 3Jg7 = 8.1Hz, 4Js4 = 1.4Hz, H-6), 7.55 (d, 2H, 3Jy-jg -5 /5 -
— 8.6Hz, H-2""/H-6""), 7.19 (d, 2H, *Jy-j5--n- s~ = 8.6Hz, H-3""/H-5""), 7.18
(d, 1H, ®Jr = 8.0Hz, H-7), 7.08 (bs, 2H, H-4"/H-5"), 6.79-6.77 (m, 4H, H-1"/H-8,
H-27/H-77), 1.36 (s, 18H, Pv) ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCls-d,): § = 191.2 (CHO), 176.6 (Pv-Carbonyl), 169.0
(C-3), 163.9 (Amid-Carbonyl), 155.5 (C-8), 152.8 (C-3"/C-6"), 151.5 (C-da’ /C-10a"),
143.6 (C-177), 136.7 (C-5), 135.9 (C-6), 132.4 (C-4""), 131.0 (C-3""/C-5""), 128.5
(C-17/C-87), 126.4 (C-3a), 124.7 (C-7), 123.8 (C-4), 120.1 (C-2""/C-6""), 117.9 (C-
27 /C-77),115.1 (C-8a" /C-9a"), 110.6 (C-4”/C-5"), 82.9 (C-1), 39.1 (Pv-C(CHy)3), 27.0
(Pv-C(CHj)3) ppm.

6-Isomer: R; = 0.37 (EE/Hex 40:60)

TH-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): 6 = 9.85 (s, 1H, CHO), 9.22 (s, 1H, NH), 8.10 (d,
1H, 3 Js 4 = 8.0 Hz, H-5), 7.98 (d, 1H, >, 5 = 8.0 Hz, H-4), 7.74 (d, 2H, 3 J5- 15+ 5+ g+ =
8.7Hz, H-3""/H-5""), 7.69 (d, 2H, *Jy- /g 55 = 8.7Hz, H-2"* JH-6""), 7.63 (s, 1H,
H-7), 6.88 (d, 2H, 4T 50 jp- = 2.0 Hz, Hed” JH-57), 6.65 (d, 2H, *J, s+ o7~ = 8.6 Hz,
H-17/H-8"), 6.60 (dd, 21, 3 Jy 7y s = 8.7Hz, 4y jr-4 5 - = 2.0 Hz, H-27/H-77), 1.37
(s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): § = 191.0 (CHO), 176.9 (Pv-Carbonyl), 167.6
(C-3), 163.8 (Amid-Carbonyl), 153.0 (C-8), 152.6 (C-3"/C-6), 151.2 (C-da” /C-10a"),
143.0 (C-177), 140.4 (C-6), 132.6 (C-4""), 130.8 (C-3""/C-5""), 130.1 (C-5), 128.7
(C-3a), 128.5 (C-17/C-8"), 125.7 (C-4), 122.3 (C-7), 119.8 (C-2""/C-6""), 117.8 (C-
27 /C-77),115.3 (C-8a” /C-9a"), 110.6 (C-4"/C-5"), 81.6 (C-1), 39.2 (Pv-C(CHy)3), 27.0
(Pv-C(CHy);) ppmn.
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5/6-(2-(3-(Formylmethyl) phenyl)-2-oxoethylcarbamoyl)-di- O-pivaloylfluores-
cein (5-m-G-(5/6))

Zu einer Losung des Alkohols 4-m-G-(5/6) (81.0mg, 0.115mmol) in 3mL DCM
wurden HyO (2.3 L, 0.126 mmol, 1.1 Aq) und Dess-Martin-Periodinan (73.0 mg, 0.172
mmol, 1.5 Aq.) zugegeben und fiir 2.5h geriihrt. Die Reakion wurde durch Zugabe von
3.0mL Et;0 und 2.5mL NaHCOj3 (80 % + 80 mg NayS203) gequencht. Die organische
Phase wurde mit 5 mL NaHCOj3 (ges.) und 2 x 5 mL Brine gewaschen und tiber MgSO,
getrocknet. Chromatographie (Kieselgel 0.040-0.063, Hex:EE 30:70) ergab 5-m-G-(5)
und 5-m-G-(6) als farblose Feststoffe.

Ausbeute: 55.0mg, 0.0780 mmol (68 %), C4oH3sN2010, 704.72 g/mol

5-Isomer: R; = 0.43 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 705.2443, gef.: 705.2434; A =1.28 ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCls-d,): § = 9.91 (s, 1H, CHO), 9.26 (s, 1H, Aryl-NH),
8.60 (s, 1H, H-4), 8.28 (d, 1H, 3Js7 = 8.1 Hz, H-6), 8.12 (bs, 1H, Glycin-NH), 8.03 (s,
1H, H-2""), 7.85 (bd, 1H, Jy- -5~ = 7.8 Hz, H-A""), 7.58 (bd, 1H, 3J;--5-- = 7.8 Hz,
H-6""), 7.42 (dd, 1H, 3J5--4- = 7.8 Hz, 3J5 -5~ = 7.8 Hz, H-5""), 7.26 (d, 1H, 3J5 g =
6.6 Hz, H-7), 7.06 (s, 2H, H-4" /H-5"), 6.83-6.76 (m, 4H, H-1"/H-8", H-2" /H-T"), 4.41
(d, 2H, 3Jg_cH,.c—~u = 5.4 Hz, Glycin-CHy), 1.35 (s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): 6 = 192.0 (CHO), 176.5 Pv-Carbonyl), 168.4 (C-
3), 167.4 (-CH,C(=0)-), 166.5 (Amid-Carbonyl), 155.7 (C-8), 152.8 (C-3"/C-6"), 151.5
(C-da”/C-10a7), 138.6 (C-3 "), 137.0 (C-1"7), 135.6 (C-5), 134.9 (C-6), 129.7 (C-5""),
128.8 (C-17/C-87), 126.7 (C-3a), 125.9 (C-4" "), 125.6 (C-6""), 124.6 (C-7), 124.1 (C-
1), 120.2 (C-277), 117.9 (C-2"/C-77), 115.3 (C-8a’/C-9a"), 110.4 (C-4"/C-5"), 82.3
(C-1), 44.9 (Glycin-CH,), 39.2 (Pv-C(CHz)3), 27.0 (Pv-C(CH3)3) ppm.

6-Isomer: R; = 0.37 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 705.2443, gef.: 705.2437; A =0.85 ppm

'H-NMR (300 MHz, CHCl;3-d,): § = 9.82 (s, 1H, CHO), 8.90 (s, 1H, Aryl-NH),
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8.69 (bt, 1H, *Jo_xme_cm, = 5.3 Hz, Glycin-NH), 8.06 (d, 1H, 3J,5 = 8.0 Hz, H-4),
7.80 (dd, 1H, 3J54 = 8.0Hz, )57 = 1.1 Hz, H-5), 7.70 (s, 1H, H-7), 7.68 (bs, 1H, H-
2°7), 7.58 (bd, 1H, 3Jy- 5-- = 7.8 Hz, H-4""), 7.55 (bd, 1H, 3Jg--5-- = 7.8 Hz, H-6""),
7.34 (dd, 1H, *Js- 4 = T.8Hz, 3 J5 -5 = 7.8 Hz, H577), 6.88 (dd, 2H, .y jr-1 s - =
8.7Hz, “Jyroa s = 2.3Hz, B2 /HT7), 6.80 (d, 2H, 3Jy s 5/r- = 8.6 Hz, H-1"/H-
8), 6.71 (d, 2H, *Jy j5-n-jr = 2.2Hz, HA"/H-57), 410 (bd, 2H, *Jo_cp,conn =
5.4 Hz, Gly-CHs), 1.41 (s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): § = 191.6 (CHO), 177.8 (Pv-Carbonyl), 168.2
(-CH2C(=0)-), 167.9 (C-3), 165.6 (Amid-Carbonyl), 152.5 (C-3"/C-6"), 151.8 (C-8),
1515 (C-da”/C-10a"), 139.9 (C-6), 138.3 (C-3"7), 136.9 (C-1""), 131.0 (C-5), 129.7
(C-577), 129.5 (C-17/C-87), 120.4 (C-3a), 125.9 (C-4” "), 125.3 (C-4), 124.8 (C-6""),
122.6 (C-7), 119.2 (C-277), 118.2 (C-2", 77), 115.8 (C-8a" /C-9a"), 110.4 (C-4" /C-5),
82.1 (C-1), 43.4 (Glycin-CHy), 39.2 (Pv-C(CHs)3), 39.3 (Pv-C(CHs)3) ppm.

(R/S)-Dibenzyl-(3-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-5-carboxamido) phenyl) (hydroxy)-
methylphosphonat (6-m-(5)) und (R/S)-Dibenzyl(3(di- O-pivaloylfluoresceinyl-
6-carboxamido)phenyl) (hydroxy)methylphosphonat (6-m-(6))

Zu einer Losung des Aldehyds 5-m-(5/6) (150.6 mg, 0.233 mmol) und Dibenzylphos-
phonat (0.12mL, 142.7mg, 0.544 mmol, 2.3 Aq.) in 3mL trockenem DCM wurde Tri-
ethylamin (0.05ml, 0.36 mg, 0.353 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben. Nach Reaktion iiber Nacht
(20h) wurden weitere 0.4 Aq. Dibenzylphosphonat und Triethylamin hinzugefiigt und
fir weitere 22h geriithrt. Die Losung wurde eingeengt und HPLC-Reinigung (RP-18,
Saule A, H,O + 0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA, [B] = 80 %, Fluss 20 mL/min, tg =
16.1 (6-m-(6)) und 18.3min (6-m-(5))) sowie Lyophilisation aus HyO/ACN ergab
die Isomere 6-m-(5) und 6-m-(6) als farblose Pulver.

Ausbeute: 141.5mg, 0.156 mmol (67 %), Cs2H4sNO12P, 909.91 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 910.2987, gef.: 910.2989; A =0.22 ppm
5-Isomer: R; = 0.47 (DCM/MeOH 90:10)

'H-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): § = 9.09 (s, 1H, NH), 8.59 (b, 1H, H-4), 8.24 (dd,
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1H, ®Jg7 = 8.1Hz, *Jg4 = 1.3Hz, H-6), 7.85 (bd, 1H, 3Js -5~ = 8.5Hz, H-6""), 7.77
(bs, 1H, H-2""), 7.27-7.09 (m, 13H, Bn, H-4"", H-5", H-7), 7.04 (d, 2H, 4,5+ o=
1.6 Hz, H-4"/H-57), 6.70 (m, 4H, H-1"/H-8", H-2"/H-7), 5.06 (d, 1H, 2Joponp =
11.4Hz, CHOH), 4.78 (m, 4H, CHyBn), 1.35 (s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d,): § = 176.5 (Pv-Carbonyl), 168.5 (C-3), 164.1 (Amid-
Carbonyl), 155.4 (C-8), 152.8 (C-3"/C-6), 151.5 (C-4a”/C-10a"), 138.2 (d, *.Jy - p =
1.6Hz, C-177), 136.9 (d, 2J5-p = 1.6Hz, C-3"7), 136.7 (C-5), 135.8+135.7 (2 d, 2 x
3 Jpnqp = 5.8 Hz, Bo-quartir), 135.1 (C-6), 128.7 (C-1/C-8"), 128.5 (Bn), 128.4 (d,
15 p = 1.9Hz, C-5"7), 127.9 (Bn), 126.4 (C-3a), 124.4 (C-7), 124.1 (C-4), 123.7 (d,
3]y p=6.5Hz, C-4""),120.8 (d, *Jgp = 3.2Hz, C-6""), 119.4 (d, *Jyp = 5.6 Hz,
C-277), 117.9 (C-27/C-77), 115.5 (C-8a”/C-9a"), 110.4 (C-4"/C-5"), 82.2 (C-1), 70.7
(d, "enonp = 161.6 Hz, CHOH), 68.9+68.8 (2 d, 2 x 2Jpap = 2.4Hz, CH,Bn), 39.2
(Pv-C(CHj)3), 27.0 (Pv-C(CH3)3) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 22.64 (s) ppm.
6-Isomer: R; = 0.47 (DCM/MeOH 90:10)

'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): § = 8.71 (s, 1H, NH), 8.12 (dd, 1H, 3J5 4, = 8.1 Hz
4Js7 = 1.1Hz, H-5), 8.03 (d, 1H, 3Jy5 = 8.1Hz, H-4), 7.69 (s, 1H, H-7), 7.60 (bs, 1H,
H-2"7), 751 (d, 1H, 3J--5-- = 7.7Hz, H-6" "), 7.30-7.15 (m, 10H, Bn), 7.14 (dd, 1H,
3Js4- = T9Hz, *J5--6-- = T9Hz, H-5""), 7.07 (d, 1H, 3Jy--5-- = 7.3Hz, H-4""),
6.9946.98 (2d, 2H, 2 x 4J; 527 = 1.9Hz, H-4"/H-5"), 6.8146.80 (2d, 2H, 2 x
3T, 8727 = 8.6 Hz, H-1"/H-8"), 6.74 (dd, 2H, 3T, 7178 = 8.7Hz, 4T, JTea)s =
2.0Hz, H-2"/H-7"), 4.89 (d, 1H, *Jcponp = 11.5Hz, CHOH), 4.80 (m, 4H, CH,Bn),
1.35 (s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): § = 176.8+176.6 (Pv-Carbonyl), 168.1 (C-3),
163.6 (Amid-Carbonyl), 152.8 (C-8), 152.6 (C-3”/C-6"), 151.4 (C-4a’/C-10a"), 141.1
(C-6), 137.7 (C-17"), 136.7 (C-3"), 135.84135.7 (2 d, 2 x *Jpuqp = 6.0Hz, Bn-
quartdr), 130.1 (C-5), 128.94128.8 (C-1/C-8"), 128.7 (d, *J5--p = 2.7Hz, C-5""),
128.6 (C-3a), 128.4 (d, Jpup = 0.7 Hz, Bn), 128.3 (Bn), 127.8 (Bn), 125.5 (C-4), 123.4
(d, #Jyp = 5.5Hz, C-477), 122.6 (C-7), 120.6 (d, *Jg-p = 3.7Hz, C-6"), 119.5 (d,
3Jyp = 5.7Hz, C-277), 117.9 (C-2"/C-77), 1158+ 115.7 (C-8a”/C-9a"), 110.4 (C-
47/C-57), 82.0 (C-1), 70.5 1 (d, "Jemomp = 160.7Hz, CHOH), 68.7+68.5 (2 d, 2 x
2Jpnp = 7.3Hz, CHyBn), 39.2 (Pv-C(CHjs)3), 27.0 (Pv-C(CH3)3) ppm.

31 P_NMR (122 MHz, CHCl;-d,): § = 22.30 (s) ppm.
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(R/S)-Dibenzyl-(4-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-5-carboxamido)phenyl) (hydroxy)-
methylphosphonat (6-p-(5))

Zu einer Losung des Aldehyds 5-p-(5) (76.0mg, 0.117 mmol) und Dibenzylphospho-
nat (51.8l, 0.235 mmol, 2.0 Aq.) in 3mL trockenem DCM wurde Triethylamin (32.7 pl,
0.235mmol, 2.0 Aq.) zugegeben. Nach drei Tagen Riihren wurden weitere 1.0 Aq. Diben-
zylphosphonat und Triethylamin zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von insgesamt 7
Tagen war das Aldehyd vollstandig umgesetzt worden und die Reaktionslésung wurde
durch Kieselgel gefiltert. Nach Evaporation der Losungsmittel wurde das Produkt per
MPLC (Biichi 150x40 mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063, DCM/MeOH-Gradient:
[B] = 1-15%) gereinigt und 6-p-(5) als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 68.2mg, 0.075 mmol (64 %), C5oHsNO12P, 909.91 g/mol
R; = 0.32 (EE/Hex 80:20)
HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 910.2987, gef.: 910.2986; A =0.11 ppm

'H-NMR. (300 MHz, CHCls-d,): § = 9.60 (s, 1H, NH), 8.74 (s, 1H, H-4), 8.32
(dd, 1H, 3Js7 = 8.1Hz, “Jos = 1.4Hz, H-6), 7.64 (d, 2H, 3Jy-s5--3 /5 = 8.4 Hz, H-
27 [H-6""), 7.37 (dd, 2H, *Jy 5 -0 g~ = 8.7Hz, 455 p = 2.0 Hz, H-3"" JH-5""),
7.24-7.20 (m, 10H, Bn), 7.13 (d, 1H, ®Jrg = 8.0Hz, H-7), 7.05 (d, 2H, 47, /50 7+ =
2.0Hz, HA"/H5"), 6.73+6.72 (d, 2H, 3Jy g /7 = 8.7Hz, H-1"/H-8"), 6.68 + 6.67
(dd, 2H, 3y p-1 s = 8.THz, 4y j7 s~ = 8.7Hz, H-2" JH-77), 5.07 (d, 2H, 2 Jemon.p
= 10.7Hz, CHOH), 4.97-4.80 (m, 4H, CH,;Bn), 1.35 (s, 18H, Pv) ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCl-d, ): 6 = 176.5 (Pv-Carbonyl), 168.7 (C-3), 164.3 (Amid-
Carbonyl), 155.2 (C-8), 152.7 (C-3"/C-6"), 151.5 (C-4a”/C-10a"), 138.3 (d, *J; p=
3.4Hz, C-177), 137.3 (C-5), 135.94135.8 (2 d, 2 x *Jpuqp = 5.7Hz, Bn-quartar),
135.4 (C-6), 132.2 (d, 2J,p = 1.8Hz, C-47"), 128.7 (C-17/C-8"), 1285 (d, Jpup
— 1.5Hz, Bn), 128.4 (Bn), 127.8 (d, Jgup= 1.0Hz, Bn), 127.8 (C-3""/C-5""), 126.3
(C-3a), 124.4 (C-4), 124.3 (C-7), 120.7 (C-2""/C-6""), 117.8 (C-2"/C-77), 115.5 (C-
8a’/C-9a"), 110.3 (C-4°/C-57), 82.2 (C-1), 70.5 (d, "Jemonp = 161.2Hz, CHOH),
68.6 4685 (2 d, 2 x 2Jpnp = 6.0Hz, CHyBn), 39.1 (Pv-C(CHy)s), 27.0 (Pv-C(CHs)y)
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ppm.
3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): 6 = 22.81 (s) ppm.

(R/S)-Dibenzyl-(4-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-6-carboxamido)phenyl) (hydroxy)-
methylphosphonat (6-p-(6))

Zu einer Losung des Aldehyds 5-p-(6) (49.8 mg, 0.077 mmol) und Dibenzylphosphonat
(33.91l1, 0.154mmol, 2.0 Aq.) in 3mL trockenem DCM wurde Triethylamin (21.4 pl,
0.154 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 9 Tagen war das Aldehyd
vollstandig umgesetzt und die Reaktionslosung wurde durch Kieselgel gefiltert. Nach
Evaporation des Losungsmittel wurde das Produkt per HPLC (RP-18, Saule A, HoO +
0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA, [B] = 75 %, Fluss 25 mL/min, tg = 15.9 min) gereinigt
und Lyophilisation ergab 6-p-(5) als farbloses Pulver.

Ausbeute: 32.1mg, 0.035 mmol (46 %), CsoHsNO12P, 909.91 g/mol

R; = 0.32 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 910.2987, gef.: 910.2985; A =0.22 ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): 6 = 8.68 (s, 1H, NH), 8.18 (d, 1H, ?J5, = 8.2 Hz,
H-5), 8.05 (d, 1H, *.J, 5 = 8.1Hz, H-4), 7.65 (bs, 1H, H-7), 7.46 (d, 2H,3Jy /- 5-/5 -~ =
7.5Hz, H-2" " /H-6""), 7.30-7.14 (m, 12H, H-3" " /H-5"", Bn), 6.98 (bd, 2H, 4.J; 5 -5 -7 -
= 1.9Hz, HA4"/H-5%), 6.76+6.75 (2 d, 2H, 2 x 3J; /557~ = 8.6Hz, H-1"/H-8"),
6.71+6.70 (2 dd, 2H, 2 x 3Jy 71 45 = 8.THz, 2x )y 145~ = 2.1 Hz, H-2"/ H-T"),
4.93 (d, 2H, ? Jogon p = 10.7Hz, CHOH), 4.90-4.76 (m, 4H, CH,Bn), 1.35 (s, 18H, Pv)
ppm.

1BC.NMR (76 MHz, CHCl;-d,): § = 176.8+176.8 (Pv-Carbonyl), 168.0 (C-3),
163.7 (Amid-Carbonyl), 153.2 (C-8), 152.7 (C-3"/C-6"), 151.4+ 151.3 (C-4a”" /C-10a"),
141.3 (C-6), 137.6 (d, 5J, - p = 2.8 Hz, C-1""), 135.8 4 135.7 (2 d, 2 x *Jpuqp = 5.7 Hz,
Bn-quartir), 132.4 (d, 2/ p = 2.1 Hz, C-4""), 130.0 (C-5), 128.8 (C-17/C-8"), 128.5
(d, Jpnp = 1.3Hz, Bn), 128.5 (d, Jpap = 2.1Hz, Bn), 128.4 (C-3a), 127.8 (d, Jpup
= 3.2Hz, Bn), 127.7 (d, *J55--p = 6.0Hz, H-3""/H-5""), 125.7 (C-4), 122.4 (C-7),
1204 (C-27/C-6""), 117.9 (C-2" /C-77), 115.6 + 115.5 (C-8a"/C-9a"), 110.5 (C-4" /C-
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57, 81.8 (C-1), 70.6 (d, ' Jenonp = 160.6 Hz, CHOH), 68.7+68.6 (2 d, 2 x 2Jpup =
7.8 Hz, CHyBn), 39.2 (Pv-C(CHsy)s), 27.0 (Pv-C(CHjs)3) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): 6 = 22.61 (s) ppm.

(R/S)-Dibenzyl-(3-(2-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-5-carboxamido)acetamido) phe-
nyl) (hydroxy)methylphosphonat (6-m-G-(5))

OH
N1~ 3 _OBn

~

I "OBn
(@]

Zu einer Losung des Aldehyds 5-m-G-(5) (25.9mg, 0.0368 mmol) und Dibenzylphos-
phonat (14.3 ul, 0.0646 mmol, 1.8 Aq.) in 1mL trockenem DCM wurde Triethylamin
(10.0pl, 0.0720 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 2 Tagen war
das Aldehyd vollstdndig umgesetzt. Nach Evaporation des Losungsmittel wurde das
Produkt per HPLC (RP-18; Saule A, H,O + 0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA, [B] =
70 %, Fluss 20 mL/min, tg = 30.3 min) gereinigt und Lyophilisation ergab 6-m-G-(5)
als farbloses Pulver.

Ausbeute: 27.8 mg, 0.0283 mmol (77 %), Cs4H51N2013P, 966.96 g/mol

R; = 0.40 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 967.3202, gef.: 967.3177; A =2.58 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): § = 9.24 (bs, 1H, Aryl-NH), 8.53 (s, 1H, H-4),
8.35 (bs, 1H, Glycin-NH), 8.14 (bd, 1H, 3Js ; = 7.9 Hz, H-6), 7.80 (bs, 1H, H-2" "), 7.40
(bd, 1H, 3Js--5-- = T.4Hz, H-6""), 7.24-7.05 (m, 11H, Bn, H-5""), 7.04-6.98 (m, 4H,
H-4"/H-5"H-4"", H-7), 6.74 (bs, 4H, H-1"/H-8", H-2" /H-7"), 5.07 (d, 2H, ®Jcponp =
12.2 Hz, CHOH), 4.99-4.75 (m, 4H, CH,Bn), 4.27 (bs, 2H, Glycin-CH,), 1.35 (s, 18H,
Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d,): 6 = 176.5 (Pv-Carbonyl), 168.5 (C-3), 167.9 (-
CH,C(=0)-), 166.4 (Amid-Carbonyl), 155.3 (C-8), 152.7 (C-3"/C-6"), 151.5 (C-4a" /C-
10a”),137.9 (C-1""),137.1 (C-3""),135.7 (2d, 2 x *Jpuqp = 5.7 Hz, Bn-quartér), 135.6
(C-5), 134.7 (C-6), 128.9 (C-17/C-8",5""), 135.8 +135.6 (d, Jpnp = 1.5Hz, Bn), 128.4
(Bn), 127.8 (d, Jpap = 4.4Hz, Bn), 126.4 (C-3a), 124.4 (C-4), 124.3 (C-7), 123.4 (d,
Jyop = 5.0Hz, C-4"7), 120.0 (C-6""), 118.7 (C-2"7), 117.9 (C-27/C-7"), 115.5 (C-
8a"/C-9a"), 110.3 (C-4"/C-5"), 82.1 (C-1), 70.6 (d, *Jcnonp = 163.0Hz, CHOH),
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69.0 +68.6 (2 d, 2 x 2Jpup = 7.3Hz, CHyBn), 44.4 (Glycin-CH,), 39.2 (Pv-C(CHy)s),
27.0 (Pv-C(CHs)s) ppm.
31Ip_NMR (122 MHz, CHCly-d,): § = 23.08 (s) ppm.

(R/S)-Dibenzyl-(3-(2-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-6-carboxamido)acetamido) phe-
nyl) (hydroxy)methylphosphonat (6-m-G-(6))

Zu einer Losung des Aldehyds 5-m-G-(6) (27.6 mg, 0.0392 mmol) und Dibenzylphos-
phonat (15.61l, 0.0705mmol, 1.8 Aq.) in 1mL trockenem DCM wurde Triethylamin
(10.9 1, 0.0783 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 2 Tagen war
das Aldehyd vollstandig umgesetzt. Nach Evaporation des Losungsmittel wurde das
Produkt per HPLC (RP-18, Siule A, H,O + 0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA, [B] =
80 %, Fluss 20 mL/min, ¢tg = 11.4min) gereinigt und Lyophilisation ergab 6-m-G-(6)
als farbloses Pulver.

Ausbeute: 14.6 mg, 0.0149 mmol (38 %), Cs4H51N2043P, 966.96 g/mol

R; = 0.40 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]|" ber.: 967.3202, gef.: 967.3219; A =1.76 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): 6 = 8.40 (bs, 1H, Aryl-NH), 8.40 (bs, 1H, Glycin-
NH), 7.98 7.91 (m, 2H, H-4, H-5), 7.70 (s, 1H, H-7), 7.50 (bs, 1H, H-2""), 7.26-7.02
(m, 13H, Bn, H-4"’, H-5"", H-6""), 6.87 (bs, H-4", H-5"), 6.79 (m, 2H, H-1", H8",
H-2’, H-77), 4.91-4.75 (m, 5H, CH,Bn, CHOH), 3.95 (bd, 2H, *Jo_cm,.c_nu = 4.8 Hz,
Glycin-CHs), 1.35 (s, 18H, Pv) ppm.

1BC.NMR (76 MHz, CHCl;-d,): § = 177.3 (Pv-Carbonyl), 168.1 (C-3), 167.6 (-
CH,C(=0)-), 165.8 (Amid-Carbonyl), 152.5 (C-3"/C-6"), 152.4 (C-8), 151.5 (C-4a” /C-
10a°), 140.1 (C-6), 137.7 (C-3"), 136.9 (C-1""), 135.9+135.7 (2 d, 2 x *Jpnqp =
6.0 Hz, Bn-quartir), 130.2 (C-5), 129.2 (C-1"/C-87), 128.9 (C-5""), 128.8 (C-3a), 128.5
(Bn), 128.4 (Bn), 127.8 (Bn), 125.3 (C-4), 123.0 (C-4""), 122.9 (C-7), 119.5 (C-6""),
118.2 (C-2" "), 118.0 (C-2" /C-77), 115.7 (C-8a” /C-9a"), 110.4 (C-4", C-5"), 82.1 (C-1),
70.5 (d, 'Jcnomp = 160.4 Hz, CHOH), 68.8+68.4 (2 d, 2 x 2Jg,p = 6.9 Hz, CH,Bn),
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43.8 (G1y61n—CH2), 39.2 (PV—Q(CHg)g), 27.0 (PV—C(QHg)g) ppm.
31P_.NMR (122 MHz, CHCl3-d;): § = 22.86 (s) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[(R/S)-(3-(fluoresceinyl-5-carboxamido)phenyl)-
phosphonomethyl]-phosphat (8-m-(5)) und Pentanatrium Cytidin-5"-yl-[(R/S)-
(3-(fluoresceinyl-6-carboxamido)phenyl)-phosphonomethyl]-phosphat (8-m-(6))

® ®
5 Na 5 Na NH,
NH2 S} asfl%N
0. 0 |
\N N4
Q.0 Ek/& - PR s N/go
s PR N0 o o
O O P\_Oe a
RO O OH OH
OO0, OH OH

Die Umsetzung des a-Hydroxymethylphosphonats 6-m-(5/6) (100.0 mg, 0.110 mmol)
und 1 (93.9mg, 0.165 mmol, 1.5 Aq.) mit 1H-Tetrazol (15.4mg, 0.220 mmol, 2.0 Aq.)
iiber Nacht (18h) und mit t-Butylhydroperoxid (5.5M, 44.0pl, 0.242 mmol, 2.2 Aq.)
fur 1.5h gemaf der AAV1 (RP-18, Saule A, H,O + 0.1 % TFA/ACN + 0.1 % TFA, [B]
= 70 %, Fluss 20 mL/min, tg = 21.5 (7-m-(6)) und 26.7 min (7-m-(5))) und Lyophi-
lisation aus HoO/ACN ergab die Isomere 7-m-(5) (66.8 mg) und 7-m-(6) (46.0mg).
Von 66.8 mg 7-m-(5) wurden 46.3 mg (0.0332mmol) in 1.5 mL MeOH geméifl der AAV2
zuerst mit Hy und Pd/C 10% (4.0mg, Reaktionszeit 45min) und anschlieBend mit
NaOMe in MeOH (1.0 M, 1.66 mL, 1.66 mmol, 50 Aq., Reaktionszeit 25 min) umgesetzt.
Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18, Saule A, 0.05 M TEAB-Puffer/ACN, [B] =
7.5-15%, Fluss 20 mL/min, tg = 21.0) ergab 8-m-(5) als intensiv orange geférbtes
Lyophilisat (20.0mg, 0.0214 mmol, 28 % Ausbeute).

Von 46.0mg 7-m-(6) wurden 10.8mg (7.7pmol) in 1.0mL MeOH geméf der AAV2
zuerst mit Hy und Pd/C 10% (2.2mg, Reaktionszeit 30 min) und anschlieBend mit
NaOMe in MeOH (1.0M, 0.39mL, 0.39 mmol, 50 Aq., Reaktionszeit 30 min) umge-
setzt. Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18, Sdule A, 0.05 M TEAB-Puffer/ACN,
Gradient: [B] = 7.5-9.8 %, Fluss 20 mL/min, {g = 22.4) ergab 8-m-(6) als intensiv
orange gefarbtes Lyophilisat (3.62mg, 3.9 umol, 15 % Ausbeute).

Gesamtausbeute: 23.6 mg, 25.3 pmol (43 %), C37Hy7NyNasO17P2, 976.52 g/mol
8-m-(5):
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+6H]|* ber.: 867.1316, gef.: 867.1317; A =0.12 ppm
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TH-NMR (300 MHz, H,O-d,): § = 8.28 (bs, 11, H-4), 7.98 (bd, 1H, *J5, = 7.9 Hz,
H-6), 7.71 (d, 0.5H, ®Jag.a5 = 7.6 Hz, H-a6), 7.50 +7.55 (2 bs, 11, H-2" "), 7.54 (d, 0.5H,
3 Jaons = 7.9 Hz, H-a6), 7.53-7.49 (m, 1H, H-6""), 7.42 (m, 0.5H, H-5""), 7.40-7.30 (m,
2.5H, H-4"", H-5"", H-7), 7.20-7.10 (m, 2H, H-1"/H-8"), 6.67 (bd, 2H, *Jy )71 /s- =
0.3Hz, H-2"/H-77), 6.59 (bs, 2H, H-4"/H-5), 5.99+5.92 (2 d, 1H, 3Jps. = 7.6 Hz
und 7.3 Hz, H-a5), 5.76 +5.71 (2 d, 1H, 3J,;" a2- = 4.3Hz und 3.4 Hz, H-al"), 5.22 (dd,
1H, 2Jonpro, = 13.4Hz, *Jenpro, = 10.5Hz, CHP), 3.99 (m, 0.5H, H-a4")3.79-3.79
(m, 3.5H, H-a3", H-a4", H-aba’,H-abb "), 3.76 (dd, 0.5H, *Jaz a1- = 4.2Hz, 3 Ja9 a1~ =
4.2Hz, H-a2"), 3.63 (dd, 1H, *J,3- a2- = 4.9Hz, ®*J,3- a1~ = 4.9Hz, H-a3") ppm.

1BC.NMR (76 MHz, HyO-d,): § = 174.8 (C-3°/C-6"), 173.3 (C-3), 167.7 + 167.4
(Amid-Carbonyl), 165.2+165.0 (C-ad), 157.6 (C-4a’/C-10a"), 156.5+ 156.3 (C-a2),
156.3 (C-1), 141.3+141.2 (C-a6), 139.8 (C-5), 138.5 (d, 2J3 - po,= 6.1 Hz, C-37"),
136.8 (C-177), 135.3 (C-8), 135.1 (C-3a), 131.5 (C-17/8"), 130.3 (C-7), 129.0 (C-5""),
128.5 (C-6), 127.7 (C-4), 125.1 (C-4""), 122.0+121.8 (C-6""), 121.2 (C-2"/C-7", C-
2°7), 114.5 (C-8a" /C-9a"), 103.3 (C-4"/C-57), 96.2 +96.0 (C-a5), 89.2 89.1 (C-al’),
82.7+82.4 (d, *Juy po, = 9.4Hz, C-ad’), 75.9 (bd, 'Jopppo, = 158.2Hz, C-CHP),
74.3 (C-a2”), 69.1+68.6 (C-a3”), 64.3+63.4 (C-a5") ppm.

SIP_NMR (122 MHz, H,0-d,): § = 14.68 (d, 3 Jpp = 34.7Hz, POy), 1.96+ 1.54 (2
d, 3Jpp = 34.7Hz und 34.4 Hz, PO,) ppm.

8-m-(6):
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H]| ber.: 865.1165, gef.: 865.1159; A =0.69 ppm

'H-NMR (600 MHz, H20-d,): § = 8.03+8.02 (2 bd, 1H, 2 x 3J5, = 8.1Hz, 2 x
s =2.7,H-5), 7.94+7.93 (2d, 1H, 2 x 3J,5 = 8.5Hz, H-4), 7.67+7.73 (2 bs, 1H,
H-7), 7.62 (d, 0.5H, 3J,6,.5 = 7.6 Hz, H-a6), 7.62 (bs, 1H, H-2" "), 7.49 (d, 0.5H, 3.J 46 a5
= 7.5Hz, H-a6), 7.48 +7.45 (2d, 1H, 2 x Jg - 5-- = 8.6 Hz, H-6""), 7.39+7.34 (2 d,
1H,2x3J5 4 =7T9Hz,2x3J5 - =7.9Hz, H-5""), 7.33+7.32 (2d, 1H, 3]y 5-- =
7.8Hz und 8.4Hz, H-4""), 7.204+7.19+7.17+7.15 (4 d, 2H, 4 x 3J,)3- 2 /7- = 9.1 Hz,
H-1/H-8"), 6.75-6.66 (m, 4H, H-4"/H-5", H-2" /H-7"), 5.93 4 5.83 (2 d, 1H, 2 X ®J 5 .6
= 7.5Hz, H-a5), 5.69 +5.64 (2d, 1H, J,; .o = 4.4Hz und 3.8 Hz H-al"), 5.19 + 5.18
(2 dd, 1H, 2JCHRPO3 = 14.0 Hz und 13.9 Hz, ?’J(;Hp,po4 = 9.7Hz und 10.0 Hz, CHP),
3.89 (m, 1H, H-a4"), 3.86 (dd, 0.5H, 3J .o a1+ = 4.5Hz, 3J 5 01 = 4.5 Hz, H-a2"), 3.85
(m, 1H, H-aba’, H-a5b"), 3.80 (dd, 0.5H, 3.3 .o+ = 5.3Hz, ®J.3- 24> = 5.3Hz, H-a3"),
3.78 (m, 1H, H-aba’, H-abb"), 3.74 (dd, 0.5H, 3J.9 a1 = 4.5Hz, 3J.9 01+ = 4.5Hz,
H-a2"), 3.63 (dd, 0.5H, 3J,3 a2+ = 5.3Hz, 3J.3as- = 5.3 Hz, H-a3") ppm.
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HMQC (*H: 600 Mhz; 3C: 151 MHz, H,0-d,): 6 = 131.6 (C-1"/C-8"), 129.1
(C-577), 129.0 (C-4), 128.9(C-7), 128.8(C-5), 125.1(C-4""), 121.8 (C-2"/C-7"), 121.5
(C-6""), 121.2 (C-2""), 120.9 (C-6""), 114.5 (C-a6), 103.4 (C-4" /C-5"), 96.2 + 95.9 (C-
a5), 89.1 (C-al’), 82.5 (C-a4’), 76.0 (d, "Jonp.po, = 157 Hz, C-CHP), 74.2 (C-a2”),
69.2 + 68.7 (C-a3”), 64.3 +63.4 (C-a5") ppm.

HMBC (*H: 600 Mhz; '3C: 151 MHz, HyO-d,): § = 176.5 (C-3° /C-6"), 173.7 (C-
3), 167.3 + 167.0 (Amid-Carbonyl), 165.4 (C-a4), 165.3 (C-ad), 158.2 (C-4a” /C-10a"),
157.5 (C-1), 156.7 (C-a2), 142.7 (C-3a), 138.7 (C-3" "), 136.8 (C-1""), 134.7 (C-6 oder
C-8), 131.6 (C-6 oder C-8), 114.5 (C-8a"/C-9a") ppm.

3IP.NMR (122 MHz, HyO-d,): § = 14.46 (d, *Jpp = 32.9Hz, PO;), 1.94+1.58 (2
d, 3Jpp = 36.2Hz und 37.5 Hz, PO,) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[( R/S)-(4-(fluoresceinyl-6-carboxamido)phenyl)-
phosphonomethyl]-phosphat (8-p-(6))

Die Umsetzung einer Mischung der o-Hydroxymethylphosphonate 6-p-(5) und 6-p-
(6) (54.0mg, 0.0595mmol) und 1 (50.9mg, 0.0893 mmol, 1.5 Aq.) mit 1H-Tetrazol
(8.3mg, 0.119mmol, 2.0 Aq.) iiber Nacht (20h) und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5 M,
23.8 11, 0.131 mmol, 2.2 Aq.) fiir 1.5h gemafl der AAV1 (RP-18, Siule A, H,O + 0.1%
TFA/ACN + 0.1% TFA, Gradient: [B] = 70-75% in 25min, Fluss 20 mL/min, tg
= 174 (7-p-(6)) und 19.5 (7-p-(5))) und Lyophilisation aus HoO/ACN ergab die
Isomere 7-p-(5) (34.2mg) und 7-p-(6) (19.2mg).

Von 19.2mg 7-p-(6) wurden 13.1mg (9.37pmol) in 1.0mL MeOH geméf der AAV2
zuerst mit Hy und Pd/C 10% (2.7mg, Reaktionszeit 35min) und anschlieBend mit
NaOMe in MeOH (1.0M, 0.47mL, 0.47 mmol, 50 Aq., Reaktionszeit 35min) umge-
setzt. Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18, Sdule A, 0.05 M TEAB-Puffer/ACN,
Gradient: [B] = 8-12% in 10 min, Fluss 20 mL/min, ¢tg = 15.3) ergab 8-p-(6) als
intensiv orange gefirbtes Lyophilisat (1.62mg, 1.63 pmol, 4 % Ausbeute).
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Bei der Reaktion von 7-p-(5) geméB der AAV2 konnte 8-p-(5) nicht isoliert werden.
Gesamtausbeute: 4 %, C3;Ha7NyNasO17P2, 976.52 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H] ber.: 865.1165, gef.: 865.1153; A = 1.39 ppm

H-NMR (300 MHz, HyO-d,): § = 8.11+8.08 (2 bd, 1H, 3.J5, = 9.9Hz und 9.2 Hz,
H-5), 7.96 (2 d, 1H, 3J,5 = 8.5Hz, H-4), 7.82+7.79 (2 bs, 1H, H-7), 7.61 (d, 0.5H,
3 Jusas = 7.6 Hz, H-a6), 7.57-7.41 (m, 4.5H, H-2"“/H6"*, H3"*/H5" ", H-a6), 7.21 (d,
2H, 3]s -7 = 9.7Hz, H-1"/H-8"), 6.69-6.60 (m, 4H, H-2" /H-7", H-4"/H-5"), 5.93
(2d, 1H, 3J 4506 = 7.4 Hz und 7.5 Hz, H-a5), 5.81+5.74 (2 d, 1H, /.1 4o = 4.6 Hz und
3.6Hz, H-al"), 5.19 (dd, 1H, 2Jcuppo, = 10.7Hz, ®Jeuppo, = 10.7Hz, CHP), 3.98
(2 dd, 0.5H, 3Jay a1~ = 4.8Hz, 3Jps a1+ = 4.8Hz, H-a2"), 3.96-3.82 (m, 3H, H-a2",
H-ad’, H-aba’, H-a5b"), 3.71 (dd, 0.5H, 3J5 2 = 5.0Hz, 3Ju3- s~ = 5.0Hz, H-a3"),
3.70-3.66 (m, 0.5H, H-a5a"), 3.59 (dd, 0.5H, 343 a2 = 4.9Hz, 3J,5 a1~ = 4.9Hz, H-
a3’), 3.18 (q, 30H, 3Jcm,.cn, = 7.3 Hz, NEts), 1.26 (t, 45H, 3Jcy, cu, = 7.3 Hz, NEt3)
ppIm.

Pentanatrium Cytidin-5"-yl-[(R/S)-(3-(2-(fluoresceinyl-5-carboxamido)acetami-
do)phenyl)-phosphonomethyl]-phosphat (8-m-G-(5))

Die Umsetzung des a-Hydroxymethylphosphonats 6-m-G-(5) (26.8 mg, 0.0277 mmol)
und 1 (24.0mg, 0.0421 mmol, 1.5 Aq.) mit 1H-Tetrazol (4.1 mg, 0.058 mmol, 2.1 Aq.)
iiber Nacht (19h) und mit t-Butylhydroperoxid (5.5M, 10.0pl, 0.055 mmol, 2.0 Aq.)
fir 3h gemif der AAV1 (RP-18, Séule A, H,O + 0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA, [B] =
70 %, Fluss 20 mL /min, tg = 30.3) und Lyophilisation aus HoO/ACN ergab 7-m-G-(5)
als farblosen Feststoff (24.6 mg). Davon wurden 13.6 mg (9.3 pmol) in 1.5 mL MeOH
geméfB der AAV2 zuerst mit Hy und Pd/C 10% (3.4mg, Reaktionszeit 30 min) und
anschlieend mit NaOMe in MeOH (1.0 M, 0.48 mL, 0.48 mmol, 50 Aq., Reaktionszeit
40 min) umgesetzt. Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18, Sdule A, 0.05 M TEAB-
Puffer/ACN, Gradient: [B] = 8-15% in 17min, Fluss 20 mL/min, tg = 13.8) ergab
8-m-G-(5) als intensiv orange gefiarbtes Lyophilisat.
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9.4 Synthese der diastereomergemischten FP-Sonden

Ausbeute: 7.01 mg, 7.1 pmol (43 %), C39H30N5Nas045P, 1033.57 g/mol

HRMS (ESI-FTICR): m/z[M-5Na+4H] ber.: 922.1380, gef.: 922.1397; A =1.84 ppm
'H-NMR (500 MHz, Hy0-d,): § = 8.33+8.33 (2 d, 1H, 2 x 3J;5 = 2.1 Hz, H-4),
8.11+8.10 (2dd, 1H, 2 x*Js4 = T.9Hz, 2 x *Js5; = 1.8 Hz, H-6), 7.74 + 7.61 (2 d, 1H, 2
X 3 J a5 = 7.6 Hz, H-a6), 7.53 (d, 0.5H, 2x Jg- 5 = 8.3Hz, H-6""), 7.51 +7.49 (2 d,
1H, 2x3J45 = 8.0Hz, H-7), 7.47 (d, 0.5H, 3J4--5-- = 8.3Hz, H-6" "), 7.46 + 7.44 (2 bs,
1H, H-2""), 7.34+7.34 (2 d, 1H, 3J5 4 = 7.9Hz und 7.5Hz, 3J5- - = 7.9 Hz und
7.5Hz, H-5"7), 7.36-7.29 (m, 1H, H-4" "), 7.29-7.25 (m, 2H, H-1" /H-8"), 6-77-6.73 (m,
AH, H-2' /H-77, H4” /H57), 6.06 +6.01 (2 d, 1H, 3J,5,6 = 7.7 Hz und 7.4 Hz, H-a5),
5.8545.79 (2 d, 1H, 341 e = 4.9Hz und 3.7Hz, H-al’), 5.20 (dd, 1H, Jompro, =
13.2Hz, *Jeppro, = 10.5Hz, CHP), 4.35-4.30 (m, 2H, Glycin-CHy), 4.04-3.97 (m,
OH, H-ad’, H-abb’), 3.76 +3.76 (2 dd, 1H, ®Jup a1 = 4.9Hz und 5.0Hz, 3J,p 1 =
4.5Hz und 3.9Hz, H-a2"), 3.84-3.79 (m, 1H, H-aba "), 3.82+3.55 (2 dd, 1H, 3J.3" -
= 5.3Hz und 4.9Hz, ®J,3- 24- = 5.0Hz und 4.9 Hz, H-a3") ppm.

HMQC (*H: 300 Mhz; *C: 76 MHz, HyO-d,): § = 140.9 (C-a6), 131.4 (C-17/C-
87),130.3 (C-7), 128.7 (C-5""), 128.3 (C-6), 127.1 (C-4), 124.9 (C-4" "), 121.5 (C-2" /C-
77), 121.2 (C-6"7), 120.6 (C-277), 103.1 (C-4”/C-5"), 96.1 (C-a5), 89.2 (C-al’), 82.4
(C-a4”), 75.7 (d, "Jenppo, = 172 Hz, C-CHP), 74.1 (C-a2"), 68.2468.1 (C-a3"), 63.8
(C-ab"), 43.5 (C-Glycin-CHy) ppm.

HMBC (*H: 300 Mhz; '3C: 76 MHz, H,0-d,): § = 176.5 (C-3"/C-6"), 173.6
(C-3), 169.9 (CH2C(=0)), 169.9 (Amid-Carbonyl), 165.8 (C-a4), 158.2 (C-1), 158.1
(C-4a”/C-10a"), 157.3 (C-a2), 139.9 (C-5), 138.5 (C-3"7), 136.3 (C-1""), 135.2 (C-8),
134.2 (C-3a), 114.0 (C-8a"/C-9a") ppm.

3IP-NMR (122 MHz, Hy0-d,): § = 14.59 (d, 3Jpp = 33.7Hz, PO3), 1.82+1.53 (2
d, *Jpp = 35.6 Hz und 34.3 Hz, PO,) ppm.
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Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[(R/S)-(3-(2-(fluoresceinyl-6-carboxamido)acetami-
do)phenyl)-phosphonomethyl]-phosphat (8-m-G-(6))

Die Umsetzung des a-Hydroxymethylphosphonats 6-m-G-(6) (13.6 mg, 0.0141 mmol)
und 1 (12.0mg, 0.0211 mmol, 1.5 Aq.) mit 1H-Tetrazol (2.3 mg, 0.0323 mmol, 2.3 Aq.)
iiber Nacht (20 h) und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5M, 5.1l 0.028 mmol, 2.0 Aq.) fiir
3h gemiB der AAVL (RP-18, Saule A, HyO + 0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA, [B] =
70 %, Fluss 20 mL/min, tg = 14.4) und Lyophilisation aus HoO/ACN ergab 7-m-G-
(6) als farblosen Feststoff (15.4 mg). Davon wurden 5.9 mg (4.1 pmol) in 0.8 mL. MeOH
geméfB der AAV2 zuerst mit Hy und Pd/C 10% (1.53mg, Reaktionszeit 1.25h) und
anschlieBend mit NaOMe in MeOH (1.0 M, 0.21 mL, 0.21 mmol, 50 Aq., Reaktionszeit
35min) umgesetzt. Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18, Sdule A, 0.05 M TEAB-
Puffer/ACN, Gradient: [B] = 8-13% in 13min, Fluss 20 mL/min, tg = 9.3) ergab
8-m-G-(6) als intensiv orange gefiarbtes Lyophilisat.

Ausbeute: 3.6 mg, 3.5 pmol (65 %), C39H30N5Nas015P, 1033.57 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H|" ber.: 922.1380, gef.: 922.1410; A = 3.25 ppm

'H-NMR (500 MHz, H,O-d,): 6 =8.13+8.11 (2dd, 1H, 2x*J5, = 7.8 Hz, 2 x *J5 7
= 1.6Hz, H-5), 7.97+7.97 (2d, 1H, 3J,5 = 8.0Hz und 7.9 Hz, H-4), 7.85+7.84 (2 d,
1H, 2 x 3J75 = 1.5Hz, H-7), 7.64+7.53 (2 d, 1H, 2 x 3J,6.5 = 7.6 Hz, H-a6), 7.50—
7.27 (m, 4H, H-2"", H4"’", H-5"", H-6""), 7.29-7.22 (m, 2H, H-1"/H-8"), 6.77 (bs,
2H, H-4"/H-5"), 6.73 (bd, 2H, *J5-/7-1-/s- = 9.3Hz, H-2"/H-7"), 5.98 +5.94 (2 d, 1H,
3 Jas.a6 = 7.7Hz und 7.5 Hz, H-ab), 5.71+5.70 (2 d, 1H, 3J,;1- 42- = 4.4Hz und 3.3 Hz,
H-al"), 5.14 (dd, 1H, ?Jcuppo, = 13.7Hz, 3Jcuppo, = 10.2Hz, CHP), 4.30-4.20 (m,
2H, Glycin-CHs), 3.99-3.87 (m, 2H, H-a4”, H-a5b "),

3.8643.85 (2 dd, 1H, 2 x *Ja a1- = 4.5Hz, 2 x 3Jp0 1 = 4.5Hz, H-a2”), 3.77 (dd,
0.5H, ?Jas a2- = 5.0Hz, *Ja3- aa- = 5.0Hz, H-a3"), 3.76-3.70 (m, 1H, H-aba"), 3.53
(dd7 O5H7 3Ja3’,a2' =50 HZ7 3Ja3’,a4' =5.0 sz H_a3/) ppi.
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9.5 Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

HMQC (*H: 300 Mhz; 3C: 76 MHz, H20-d,): § = 141.4 (C-a6), 131.7 (C-1"/C-
87), 128.8 (C-7), 128.8 (C-5), 128.7 (C-4), 125.0 (C-4°7), 122.3 (C-2"/C-77), 120.7
(C-6"7), 120.6 (C-2"7), 103.4 (C-4"/C-57), 96.4 (C-a5), 89.4 (C-al’), 82.4 (C-ad”),
43.5 (C-Glycin-CHs) ppm. 2

HMBC (*H: 300 Mhz; '3C: 76 MHz, HyO-dy): § = 113.4 (C-8a"/C-9a"), 133.5
(C-6 oder C-8), 142.7 (C-3a), 157.1 (C-a2) ppm. ?

3IP_-NMR (122 MHz, H>O-d,): § = 14.42 (d, 3Jp7p = 33.6 Hz, PO3), 1.84 +1.56 (2
d, 3Jpp = 34.2Hz und 33.7 Hz, PO,) ppm.

9.5. Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

Triallylphosphit (11a)
N O‘p’o\/\
6\/\
In einem ausgeheiztem Dreihalskolben wurde Phosphortrichlorid (12.7mL, 0.146 mol)
in 200 mL trockenem Toluol vorgelegt und unter Eiskiihlung eine Losung aus Allylal-
kohol (31.7mL, 0.466 mol, 3.2 Aq.) sowie Triethylamin (65.0 mL, 0.466 mol, 3.2 Aq.) in
60 mL trockenem Toluol zugetropft. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht intensiv ge-
rithrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abgefiltert und das Losungsmittel i.V. entfernt.
Das Triallylphosphit (11) wurde durch Niederdruckdestillation (0.6 mbar, 58-62°C)

als farblose Fliissigkeit isoliert.

Ausbeute: 22.36 g, 0.111mol (76 %), CoH1503P, 202.19 g/mol

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 5.93 (ddt, 3H, ®Ja3rans = 17.1Hz, 3.J5 3.5
= 10.3Hz, ?J5; = 5.1Hz, H-2), 5.28 (dtd, 3H, ®J3yans2 = 17.1Hz, *J3pans1 = 1.6 Hz,
2J3trans,3cis = 1.6HZ, H—3trans), 5.17 (dtd, 3H, 3(]3(31372 = 104HZ, 4J3cis,1 = 1.4HZ,
2J3C15, 3trans — 1.4 HZ, H—3CiS), 4.34 (dddd, 6H, 3J1’p =82 HZ, 3]1,2 =53 HZ, 3]1,3(;13 =
1.4Hz, ®J} 3tpans = 1.4Hz, H-1) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, 'H-gekoppelt, DMSO-dg): § = 139.38 (sept, 3Jp; = 8.2 Hz)
ppm.

2Das Signal/Rauschverhéltnis ist fiir eine vollstindige Zuordnung der Signale ungeniigend. Daher
werden lediglich die gefundenen Signale aufgelistet.
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Diallylphosphonat (11b)

0

Zu einer intensiv rithrenden Losung aus Phosphortrichlorid (6.4 mL, 0.073 mol, 1 Aq.)
in 200 mL trockenem Toluol wurde innerhalb von 70 min eine Losung aus Allylalkohol
(9.9mL, 0.146 mol, 2 Aq.) und Pyridin (11.8 mL, 0.146 mol, 2 Aq.) in 40 mL trockenem
Toluol zugetropft. Nach Reaktion iiber Nacht wurden 75 mL H,O zugegeben und fiir
weitere 5 min geriihrt. Die organische Phase wurde abdekantiert und die wassrige mit
Toluol extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden im Vakuum eingeengt,
in 200 mL DCM aufgenommen, mit 200 mL NaHCOj (ges.), 100 mL H,O und 100 mL
Brine gewaschen und iiber Nay,SO, getrocknet. Das Produkt 20 wurde durch Nieder-
druckdestillation (0.36 mbar, 60 °C) als farblose Fliissigkeit erhalten.

Ausbeute:5.10 g, 5.72 ¢, 0.035mol (48 %), CgH;1 03P, 162.12 g/mol

IH-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 6.91 (d, 1H, 'Jyp = 702.7Hz, P-H), 6.00
(m, 3H, H-2), 535 (bd, 2H, 3Jaame = 17.0Hz, H-3trans), 5.29 (bd, 2H, ®Jyes =
10.4 Hz, H-3cis), 4.53 (bdd, 6H, 3J,p = 9.6 Hz, *J, 5 = 5.2 Hz, H-1) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, 'H-gekoppelt, DMSO-dg): 6 = 10.04 (dquint, 'Jpy =
702.7Hz, 3Jp; = 9.8 Hz) ppm.

Diallyl-3-nitrobenzylphosphonat (13-m)
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3-Nitrobenzylbromid (5.25 g, 24.3 mmol) und Triallylphosphit 11a (5.62ml, 5.90 g, 29.2
mmol, 1.2 Aq.) wurden gemeinsam in 10 mL trockenem Toluol in einem Mikrowellenre-
aktor fiir 15h auf 105 °C erhitzt. Die Reaktionslosung wurde eingeengt und Kugelrohr-
destillation (3x10° mbar, 200 °C) ergab nach Abkiihlung auf Raumtemperatur 13-m
als blass gelben Feststoff.

Ausbeute: 4.11g, 13.8 mmol (57 %), C13H1sNO5P, 297.24 g/mol

R; = 0.37 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESL-TOF): m/z[M+H]" ber.: 298.0839, gef.: 298.0818; A =0.21 ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCls-d,): § = 8.17 (s, 1H, H-2), 8.17 (s, 1H, H-2), 8.13 (d,
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9.5 Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

1H, 3J,5 = 8.1Hz, H4), 8.13 (d, 1H, 3J,5 = 8.1 Hz, H-4), 8.13 (d, 1H, 3J,5 = 8.1 H,
H-4), 7.66 (d, 1H, 3Jg5 = 7.6 Hz, H-6), 7.48 (dd, 1H, 3J54 = 7.5Hz, 3J54 = 7.5Hz,
H-5), 5.87 (m, 2H, H-2"), 5.30 (bd, 2H, *J3-yans2 = 17.1Hz, H-3"trans), 5.23 (bd,
OH, 3 J3-uisn = 10.4Hz, H-3"cis), 4.50-4.41 (m, 4H, H-17), 3.30 (d, 2H, 2Jcpm,pp =
22.5Hz, CH,P) ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCl;-d,): § = 147.9 (d, *J5p = 3.4Hz, C-3), 135.7 (d, *Jop
= 6.3Hz, C-6), 133.4 (d, 2J1p = 9.2Hz, C-1), 132.2 (d, 3Jo-p = 6.0Hz, C-27), 129.1
(d, *Js5p = 2.7Hz, C-5), 124.3 (d, *Jop = 6.8 Hz, C-2), 121.6 (d, >J,p = 2.9 Hz, C-4),
117.9 (C-37), 66.4 (d, 2J,-p = 6.5 Hz, C-1), 33.2 (d, ' Jepppp = 138.4 Hz, CH,P) ppm.
3IP_NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 26.14 (s) ppm.

Diallyl-(4-nitrobenzyl)phosphonat (13-p)
L Ee
OoN 2T
e

3-Nitrobenzylbromid (5.25 g, 24.3 mmol) und Triallylphosphit 11a (5.62ml, 5.90 g, 29.2
mmol, 1.2 Aq.) in 10mL trockenem Toluol wurden in einem Mikrowellenreaktor fiir
15h auf 95°C erhitzt. Die Reaktionslosung wurde eingeengt und Kugelrohrdestillati-
on (6x1073 mbar, 200 °C) ergab nach Abkiihlung auf Raumtemperatur 13-p als blass
gelben Feststoff.

Ausbeute: 4.87g, 16.4mmol (67 %), C13H1sNOsP, 297.24 g/mol

R; = 0.33 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 298.0839, gef.: 298.0853; A =4.70 ppm
"H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): 6 = 8.18 (d, 2H, ®J3/55/6= 8.5 Hz, H-3/H-5),
7.48 (dd, 2H, ®Jy/63/5 = 8.7Hz, *.J7/9 p = 2.4Hz, H-2/H-6), 5.87 (m, 2H, H-2"), 5.30
(bd, 2H, 3J3 trans2-= 17.1Hz, H-3"trans), 5.23 (bd, 2H, ?J3-¢s2-= 10.4 Hz, H-3"cis),
4.52-4.45 (m, 4H, H-1"), 3.30 (d, 2H, 2 Jcp,pp = 22.5Hz, CH,P) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl;3-d;): § = 146.9 (d, > J5p = 4.4Hz, C-4), 139.2 (d, *J1 p
= 9.3Hz, C-1), 132.4 (d, *Jo- p = 6.1Hz, C-27), 130.6 (d, *Jo/6p = 6.5Hz, C-2/C-6),
123.6 (d, ®Js/5,p = 3.2Hz, C-3/C-5), 118.2 (s, C-3"), 66.7 (d, 2J1-p = 6.5Hz, C-17),
33.9 (d, 'Jem,pp = 137.6 Hz, CH,P) ppm.

31IP_NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 26.13 (s) ppm.
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9 Chemische Synthesen

(R/S)-Diallyl-((3-aminophenyl)hydroxymethyl)phosphonat (14-m)

Zu 3-Nitrobenzaldehyd (1.88 g, 12.44 mmol) und Diallylphosphonat 11b (2.61 mL, 18.0
mmol, 1.5Aq.) in 7mL trockenem DCM wurde Triethylamin (2.60ml, 18.7 mmol,
1.5 Aq.) zugetropft. Eine DC-Kontrolle zeigte nach 2.2h die vollstéindige Umsetzung
des Aldehyds und die Reaktionslosung wurde durch Kieselgel gefiltert. Das Produkt
14-m wurde mit Hex/EE 20:80 eluiert und nach Trocknen im Vakuum als blass gelber,
wachsartiger Feststoff erhalten.

Ausbeute: 3.44 g, 10.9mmol, 89 %, C13H14NOgP, 313.2 g/mol

R; = 0.27 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+Na|" ber.: 336.0607, gef.: 336.0615; A =2.38 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): 6 = 8.41 (s, 1H, H-2), 8.16 (bd, 1H, 3 J, 5 = 8.1 Hz,
H-4), 7.82 (d, 1H, *Js5 = 7.6 Hz, H-6), 7.52 (dd, 1H, *J5, = 8.0Hz, *J55 = 8.0 Hz,
H-5), 5.98-5.70 (m 3H, All-CH, OH), 5.56-5.16 (m, 5H, All=CH,, CHP), 4.61-4.50
(m, 4H, All-CHy-) ppm.

3C-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): § = 148.1 (d,*Jcp = 3.1Hz, C-3), 139.1 (d, *Jcp
= 1.6 Hz, C-1), 133.0 (d, 3Jcp = 5.4Hz, C-6), 132.3+132.2 (2d, 3Jcp = 4.3 Hz, All-
CH), 129.0 (d, *Jcp = 2.5Hz, C-5), 122.8 (d, 5Jcp = 2.9Hz, C-4), 122.1 (d, 3Jcp
= 5.5Hz, C-2), 1185 (d, *Jcp = 5.5Hz, All=CH,), 69.8 (d, 'Jenonp = 160.5 Hz,
CHOH), 68.1+67.5 (2d, 2 x 2J;-p = 7.4Hz, All-CH-) ppm.

3IP_NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 21.71 (s) ppm.

(R)-Diallyl-(hydroxy-(3-nitrophenyl)methyl)phosphonat ((R)-14-m)

OH
02”@/(&};»:0%
IO
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Die Reaktion von 13-m (1.4g, 4.71 mmol) mit NaHMDS (7.1 mL, 7.07 mmol, 1.5 Aq.,
Reaktionszeit 2 h) und (-)-(8,8-Dichlorcampherylsulfonyl)oxaziridin (2.81 g, 9.42 mmol,
2 Aq., Reaktionszeit 4.5h) in 12mL THF gemif der AAV3 ergab (R)-14-m als leicht

braunliche zahe Masse.

Ausbeute: 788.3 g, 2.52mmol (53 %), ee = 87 %, C13H14NOgP, 313.24 g/mol
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9.5 Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

R; = 0.27 (EE/Hex 80:20)

[a]230 = 24.0° (c = 0.613, CHCL,)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 314.0788, gef.: 314.0794; A =1.91 ppm
TH-NMR (300 MHz, CHCl;-d, ): § = 8.39 (br, 1H, H-2), 8.18 (d, 1H, 3/, 5 = 8.1 Hz,
H-4), 7.83 (d, 1H, 3J45 = 7.8 Hz, H-6), 7.54 (dd, 1H, ®J54 = 8.0Hz, 3J56 = 8.0 Hz,
H-5), 5.82 (m, 2H, H-2), 5.35-5.26 (m, 2H, H-3"trans), 5.26-5.20(m, 2H, H-3"cis),
5.19 (d, 1H, Jononp = 10.9 Hz, CHOH), 4.59-4.50 (m, 4H, H-1) ppm.

13C.NMR. (76 MHz, CHClg-d,): 6 — 148.3 (bs, C-3), 138.5 (bs, C-1), 133.0 (bs,
C-6), 132.3 (bs, C-27), 120.2 (bs, C-5), 123.1 (d, ®Jup = 2.9Hz, C-4), 122 (d, *Jop =
5.5Hz, C-2), 118.8 (C-37), 70.1 (d, "Jenonp = 159.1 Hz, CHOH), 68.0+67.7 (2 d, 2
x 2J;-p = 7.1Hz, C-1") ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 21.51 (s) ppm.

(S)-Diallyl-(hydroxy-(3-nitrophenyl)methyl)phosphonat ((S)-14-m)
OH
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Die Reaktion von 13-m (0.90 g, 3.03 mmol) mit NaHMDS (4.5 mL, 4.54 mmol, 1.5 Aq.,
Reaktionszeit 3 h) und (+)-(8,8-Dichlorcampherylsulfonyl)oxaziridin (1.81 g, 6.06 mmol,
2 Aq., Reaktionszeit 3.5h) in 12mL THF geméf der AAV3 ergab (S)-14-m als leicht
braunliche zahe Masse.

Ausbeute: 623.1g, 1.99mmol (66 %), ee = 85 %, C13H1sNOgP, 313.24 g/mol

R; = 0.30 (EE/Hex 80:20)

[a]239 = -20.0° (¢ = 0.697, CHCl)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 314.0788, gef.: 314.0791; A =0.96 ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): 6 = 8.39 (br, 1H, H-2), 8.18 (d, 1H, 3/, 5 = 8.1 Hz,
H-4), 7.83 (d, 1H, #Jg5 = 8.0 Hz, H-6), 7.55 (dd, 11, 3J5 4 = 8.0Hz, 3J56 = 8.0 Hz, H-
5), 5.82 (m, 2H, H-2"), 5.36 5.27 (m, 2H, H-3"trans), 5.26 5.19 (m, 2H, H-3"cis), 5.20
(d, 1H, 2Jcnonp = 10.9Hz, CHOH), 4.58-4.50 (m, 4H, H-1), 3.95 (dd, 1H, *Jo.cx
= 7.9Hz, *Joup = 5.0Hz OH) ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCly-d,): § = 148.2 (d, *Jop = 3.1 Hz, C-3), 138.7 (d, >Jop
= 2.1Hz, C-1), 133.0 (d, *Jep = 5.2Hz, C-6), 132.3+132.2 (2 d, 3Jcp = 5.8 Hz, All-
CH), 129.1 (d, *Jgp = 2.7Hz, C-5), 123.0 (d, °Jcp = 3.1Hz, C-4), 122.1 (d, *Jcp
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9 Chemische Synthesen

= 5.6Hz, C-2), 118.8 (d, *Jep = 1.8Hz, All=CH,), 70.0 (d, 'Jenonp = 159.1Hz,
CHOH), 68.1+67.6 (2d, 2 x %J;-p = 7.1Hz, All-CH-) ppm.
3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): § = 21.60 (s) ppm.

(R)-Diallyl-(hydroxy-(4-nitrophenyl)methyl)phosphonat ((R)-14-p)
OH
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Die Reaktion von 13-p (0.97 g, 3.26 mmol) mit NaHMDS (4.9 mL, 4.90 mmol, 1.5 Aq.,
Reaktionszeit 1h) und (-)-(8,8-Dichlorcampherylsulfonyl)oxaziridin (1.95 g, 6.53 mmol,
2 Aq., Reaktionszeit 3h) in 16 mL THF gemif der AAV3 ergab (R)-14-p als leicht
braunlichen amorphen Feststoff.

Ausbeute: 0.56 g, 1.79mmol (55%), ee = 83 %, C13H14NOgP, 313.24 g/mol

R; = 0.27 (EE/Hex 80:20)

[0]230 = 14.6° (¢ = 0.636, CHCL,)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 314.0788, gef.: 314.0789; A =0.32 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): § = 8.21 (d, 2H, 3J5/5.5/5= 8.5 Hz, H-3/H-5), 7.68
(dd, 2H, 3555 = 8.8Hz, 4079 p = 2.2 Hz, H-2/H-6), 5.87 (m, 2H, H-2"), 5.34-5.15
(m, 5H, H-3"trans, H-3"cis, CHP), 4.65 (dd, 1H, *Joucun = 6.6Hz, *Joup = 5.3Hz
OH), 4.60-4.46(m, 4H, H-1") ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCly-d,): § = 147.6 (d, *Jo.p = 3.8 Hz, C-4), 143.9 (d, 2Jop
= 2.4Hz, C-1), 132.3+132.2 (d, 3Jep = 5.4Hz, C-27), 127.8 (d, 3Jep = 5.3Hz, C-
2/C-6), 123.3 (d, 5 Jop = 2.8Hz, C-3/C-5), 118.7 (s, “Jep = 6.8Hz, C-37), 70.2 (d,
'Jop = 158.5 Hz, CH,P), 68.1+67.6 (d, ?Jcp = 6.5Hz, C-1") ppm.

31P_.NMR (122 MHz, CHCl3-d,): § = 21.44 (s) ppm.

(S)-Diallyl-(hydroxy-(4-nitrophenyl)methyl)phosphonat ((S)-14-p)
OH
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Die Reaktion von 13-p (1.04 g, 3.50 mmol) mit NaHMDS (5.25 mL, 5.25 mmol, 1.5 Aq.,
Reaktionszeit 2 h) und (+)-(8,8-Dichlorcampherylsulfonyl)oxaziridin (2.09 g, 7.00 mmol,
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9.5 Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

2 Aq., Reaktionszeit 3.8h) in 17mL THF gemif der AAV3 ergab (S)-14-p als leicht

braunlichen amorphen Feststoff.

Ausbeute: 0.65g, 2.08 mmol (59 %), ee = 83 %, C13H1sNOgP, 313.24 g/mol

R; = 0.30 (DCM/MeOH 95:5)

(] = -13.2° (¢ = 0.490, CHCl)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]|* ber.: 314.0788, gef.: 314.0789; A =0.00 ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): 6 = 7.95 (d, 2H, 3J3 5./ = 8.2 Hz, H-3/H-5), 7.68
(dd, 2H, 3 Ja/63/5 = 8.8 Hz, 1.J7 /0 p = 2.1 Hz, H-2/H-6), 5.87 (m, 2H, H-2"), 5.35-5.18
(m, 5H, H-3"trans, H-3"cis, CHP), 4.65 (dd, 1H, *Joucun = 6.6 Hz, *Joup = 5.3Hz
OH), 4.60-4.46 (m, 4H, H-1") ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCls-d,): § = 147.6 (d, 5 Jop = 3.9 Hz, C-4), 143.8 (d, 2Jcp
= 2.5Hz, C-1), 132.3+132.2 (d, *Jep = 5.7Hz, C-27), 127.8(d, 3Jep = 5.3 Hz, C-2/C-
6), 123.3 (d, ®Jc.p = 2.8 Hz, C-3/C-5), 118.7 (s, *Jc.p = 6.4Hz, C-37), 70.2 (d, LJcp
= 158.3 Hz, CH,P), 68.1+67.6 (d, >Jcp = 7.0Hz, C-1") ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): 6 = 21.39 (s) ppm.

(R)-[(Bis(allyloxyphosphoryl)](3-nitrophenyl)methyl (25)-3,3,3-trifluor-2-metho-
xy-2-phenylpropanoat ((R,S)-17-m)

F3Q OMe
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In einem ausgeheizten NMR-Rohrchen wurde das o-Hydroxymethylphosphonat (R)-
14-m (14.1mg, 0.045 mmol) in 400 pL. CHCl3-d; und 200 pL. Pyridin gelost und (R)-
MTPA-CI (10.1 pl, 0.054 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben. Der Inhalt wurde durchmischt, fiir
3h bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 3'P-NMR-Spektren aufgenommen.
Das Losungsmittel wurde i.V. entfernt, in 5mL EE/Hex 3:1 aufgenommen und direkt
per MPLC (Biichi 75x 12 mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063, Hex/EE-Gradient: [B]
= 25-75%) gereinigt. Der Mosher-Ester (R,S)-17-m wurde nach Trocknen im Fein-
vakuum als bla8 gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 16.9mg, 0.032 mmol (71 %), Ca3HosF3NOgP, 529.40 g/mol
R; = 0.33 (EE/Hex 50:50)
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9 Chemische Synthesen

IH-NMR (300 MHz, CHCls-d,): § = 8.13 (d, 1H, ®J,5 = 8.2Hz, H-4), 8.11 (m,
1H, H-2), 7.64 (d, 1H, 3Js5 = 7.9 Hz, H-6), 7.51 (dd, 1H, 3J54 = 7.7Hz, 3Js5 = 7.7Hz,
H-5), 7.50-7.32 (m, 5H, Ph), 6.38 (d, 1H, 2Jegonp = 13.7Hz, CHO), 5.90-5.70 (m,
2H, H-27), 5.30-5.20 (m, 4H, H-3trans, H-3 cis), 4.64-4.37(m, 4H, H-1"), 3.62 (bs,
3H, OMe) ppm.

31P_NMR (122 MHz, CHCls-d,): § = 16.37 (s) ppm.

YF-NMR (282 MHz, CHCl3-d;): 6 = ~74.65 (s) ppm.

(S)-[(Bis(allyloxyphosphoryl)](3-nitrophenyl)methyl (25)-3,3,3-trifluor-2-metho-
xy-2-phenylpropanoat ((S,S)-17-m)

FaC, OMe
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In einem ausgeheizten NMR-Rohrchen wurde das a-Hydroxymethylphosphonat (S)-
14-m (14.0 mg, 0.045 mmol) in 400 pL. CHCl3-d; und 200 pL. Pyridin gelost und (R)-
MTPA-CI (10.1 pl, 0.054 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben. Der Inhalt wurde durchmischt, fiir
3h bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 3'P-NMR-Spektren aufgenommen.
Das Losungsmittel wurde i.V. entfernt, in 5mL EE/Hex 3:1 aufgenommen und direkt
per MPLC (Biichi 75x 12 mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063, Hex/EE-Gradient: [B]
= 25-75%) gereinigt. Der Mosher-Ester (5,S5)-17-m wurde nach Trocknen im Fein-
vakuum als bla8 gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 17.1mg, 0.032 mmol (72 %), Ca3Ho3F3NOgP, 529.40 g/mol
R; = 0.33 (EE/Hex 50:50)

IH-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): 6 = 8.30 (m, 1H, H-2), 8.23 (d, 1H, 3J,5 = 8.1 Hz,
H-4), 7.80 (d, 1H, *Jg5 = 7.9Hz, H-6), 7.58 (dd, 1H, 3Js, = 8.0Hz, 3J56 = 0.0Hz,
H-5), 7.54-7.36 (m, 5H, Ph), 6.38 (d, 1H, 2Jcponp = 13.6Hz, CHO), 5.80-5.66 (m,
O, H-2"), 5.26-5.22 (m, 2H, H-3"trans), 5.22-5.15 (m, 2H, H-3"cis), 4.52-4.22 (m,
2H, H-17), 3.50 (q, 3H, ®Jyer = 1.3Hz, OMe) ppm.

31P_NMR (122 MHz, CHCls-d,): § = 16.06 (s) ppm.
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9.5 Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

PYF-NMR (282 MHz, CHCl;-d,;): § = -74.43 (s) ppm.

(R)-[(Bis(allyloxyphosphoryl)](4-nitrophenyl)methyl (25)-3,3,3-trifluor-2-metho-
xy-2-phenylpropanoat ((R,S)-17-p)

F3Q OMe
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In einem ausgeheizten NMR-Roéhrchen wurde das o-Hydroxymethylphosphonat (R)-
14-p (19.3mg, 0.062 mmol) in 450 pL. CHCl3-d; und 270 pL. Pyridin gelost und (R)-
MTPA-CI (17.3 1, 0.092 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben. Der Inhalt wurde durchmischt, fiir
50 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 3!P-NMR-Spektren aufgenom-
men. Es wurde DCM zugegeben, die Losung mit 2 x 15mL HCI (0.5M) und 20 mL
Brine gewaschen und nach Trocknen itber NaySO4 wurde der Mosher-Ester (R,S)-17-
p per MPLC (Kieselgel 0.040-0.063, Hex/EE 50:50) gereinigt und nach Trocknen im
Feinvakuum als blaf gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 11.9mg, 0.062 mmol (36 %), Ca3Ho3F3NOgP, 529.40 g/mol

R; = 0.37 (EE/Hex 50:50)

'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d,): 6 = 8.16 (d, 2H, *J3/5/6 = 8.7Hz, H-3/H-5),
7.55-7.33 (m, 7H, H-2/H-6, Ph), 6.39 (d, 1H, ®Joponp = 14.4Hz, CHO), 5.80-5.72
(m, 2H, H-2"), 5.32-5.18 (m, 2H, H-3"trans, H-3 cis), 4.64-4.37 (m, 4H, H-1"), 3.62
(bs, 3H, OMe) ppm.

31IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 16.24 (s) ppm.

YE_NMR (282 MHz, CHCly-d,): § = 7457 (s) pp.

(S)-[(Bis(allyloxyphosphoryl)](4-nitrophenyl)methyl (2S5)-3,3,3-trifluor-2-metho-
xy-2-phenylpropanoat ((S,S)-17-p)
FsC, OMe
N ®
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9 Chemische Synthesen

In einem ausgeheizten NMR-Rohrchen wurde das a-Hydroxymethylphosphonat (.S)-
14-p (14.7mg, 0.047 mmol) in 450 pL. CHCl3-d; und 270 uL Pyridin gelést und (R)-
MTPA-CI (28.21l, 0.151 mmol, 3.2 Aq.) zugegeben. Der Inhalt wurde durchmischt, fiir
4h bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 3'P-NMR-Spektren aufgenommen.
Das Losungsmittel wurde i.V. entfernt, in 5mL Hex/EE 60:40 und etwas Toluol aufge-
nommen und direkt per MPLC (Biichi 150x 12 mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063,
Hex/EE 60:40) gereinigt. Der Mosher-Ester (S,S)-17-p wurde nach Trocknen im Fein-
vakuum als blaB gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 7.05mg, 0.062 mmol (28 %), Ca3Ho3F3NOgP, 529.40 g/mol

R; = 0.45 (EE/Hex 50:50)

IH-NMR (300 MHz, CHCls-d,): § = 8.24 (d, 2H, 3J3/52/ = 8.6 Hz, H-3/H-5),
7.62 (dd, 2H, ®Joj65/5 = 8.8 Hz, 3Ja/55 = 2.0 Hz, H-2/H-6), 7.55-7.35 (m, 5H, Ph),
6.43 (d, 1H, 2Jcponp = 14.2Hz, CHO), 8.55-5.68 (m, 2H, H-2), 5.33-5.15 (m, 2H,
H-3trans, H-3 cis), 4.57-4.18 (m, 4H, H-1"), 3.50 (bs, 3H, OMe) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): § = 15.89 (s) ppm.

19F_NMR (282 MHz, CHCl;-d,): § = 74.50 (s) ppm.

(R/S)-Diallyl-(hydroxy-(3-nitrophenyl)methyl)phosphonat (15-m)
OH

Die Reaktion des a-Hydroxymethylphosphonats 14-m (150.0 mg, 0.479 mmol) mit
SnCly-HoO (977.7mg, 4.33mmol, 9.0 Aq.) fiir 25.5h gemifl der AAV4b ergab 98.0 mg
(0.346 mmol) des Anilins 16-m als farbloses Ol.

Rohausbeute: 75.4mg, 0.266 mmol, 56 %, C13H;sNO4P, 283.26 g/mol

R: = 0.39 (DCM/MeOH 95:5)

ESI-LC/MS: m/z> = 284.0 [M+H]*

TH-NMR (300 MHz, CHCly-d,): § = 7.08 (dd, 1H, ®J5, = 7.7Hz, 3J56 = 7.7Hz,
H-5), 6.82 0(bs, 1H, H-2), 6.81 (bd, 1H, ®Js5 = 8.3Hz, H-6), 6.59 (bd, 1M, 3J,5 =
7.7Hz, H-4), 5.93-5.73 (m 2H, AlIl-CH), 5.28 + 5.22 (2 bd, 2H, 3Jisans2 = 15.3 Hz und

16.2 Hz, All-trans), 5.18 +5.15 (2 bd, 2H, 3J.2- = 10.2Hz und 9.5 Hz, All-cis), 4.92
(d, "Joppp = 11.6 Hz, CHP), 4.51-4.28 (AI-CH,-) ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCl;-d;): 6 = 146.4 (d, *Jcp = 2.4Hz, C-3), 137.6 (d,

176



9.5 Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

2Jop = 1.5Hz, C-1), 132.9+ 132.8 (2 d, 2 x *Jop = 4.2 Hz, AI-CH), 120.0 (d, *Jop =
2.3Hz, C-5), 117.7 (d, *Jep = 3.0 Hz, Al=CH,), 117.4 (d, *Jep = 6.3 Hz, C-6), 115.0
(d,%Jop = 3.1Hz, C-4), 114.0 (d, *Jop = 5.8 Hz, C-2), 70.8 (d, "Jenomp = 160.4 Hz,
CHOH), 673+ 67.2 (2 d, 2 x >J,-p = 4.5 Hz, AI-CH-) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 23.50 (s) ppm.

(R/S)-Diallyl-(3-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-5-carboxamido) phenyl) (hydroxy)me-
thylphosphonat (16-m)

Zu dem Rohprodukt der Reduktion von 14-m zu 14-p (0.80mmol) in 6 mL DCM
wurden 6-Carboxy-di- O-pivaloylfluorescein (2-(6)) (430 mg, 0.80 mmol, 1Aq.) sowie
EDC-HCI (227 mg, 1.18 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben und fiir 2.5 h geriihrt. Nach chroma-
tographischer Reinigung (Kieselgel 0.040-0.063, DCM/MeOH 90:10) wurde das Pro-
dukt 16-m als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 398 mg, 0.49 mmol (62 %), C44H4NO;2P, 809.79 g/mol

R; = 0.31 (DCM/MeOH 95:5)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 832.2493, gef.: 832.2507; A =1.68 ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): § = 9.10 (s, 11, NH), 8.13 (dd, 11, 3J5 4 = 8.0 Hz,
4 Js7 = 10Tz, H-5), 7.99 (d, 1H, 3J, 5 = 8.0 Hz, H-4), 7.85 (bs, 1H, H-7), 7.66 (bs, 1H, H-
277, 7.35 (m, 1H, H-5""), 7.13 (bd, 2H, ®Js -5 - = 5.2 Hz, H-4" " H-6""), 7.00 + 6.9 (2
d,2x*Jy 5277 =22Hz, H-4"/H-5"), 6.8846.83 (2d, 2H, 2 x *J; /5 -5 /7- = 8.6 Hz,
H-1/H-8"), 6.75 (dd, 2H, 3Jy 7 -y s - = 8.7Hz, Yy -4 y5 - H-2" JH-77), 5.84-5.69 (m,
OH, AI-CH-), 5.19 (bd, 2H, 3Jyanss = 17.1 Hz, All-trans), 5.12+5.11 (2 bd, 2H, 2 x
3 ez = 10.4Hz, All-cis), 4.69 (d, 1H, 2Jegonp = 13.3Hz, CHOH), 4.51-4.17 (m,
AH, AI-CH,-), 135+ 1.34 (2 s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): § = 176.79+176.7 (Pv-Carbonyl), 168.0 (C-3),
163.4 (Amid-Carbonyl), 152.6 + 152.6(C-3" /C-6"), 152.5 (C-8), 151.6 + 151.5 (C-4a” /C-
10a”), 141.0 (C-6), 137,7(d, *.J,--p = 2.7Hz, C-1""), 137.1 (d, 2J5-p = 1.7Hz, C-3""),
132.6+132,5 (2d, 2x 3Jy - p = 4.2 Hz, AIL.CH-), 130.2 (C-5), 129.0 + 128.9 (C-1"/C-
87), 128.7 (C-3a), 128.5 (d, 45 p = 2.3Hz, C-5"7), 125.4 (C-4), 123.2 (d, *J4p
= 5.9Hz, C-4°7), 122.7 (C-7), 120.5 (d, ®Jg - p = 3.0Hz, C-6""), 119.6 (d, 3Jo- p =
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5.6Hz, C-277), 117.9 (C-27/C-77), 117.9 (C-All=CH,), 115.9 + 115.8 (C-8a"/C-9a"),
110.4 (C-47/C-57), 82.0 (C-1), 70.4 (d, "Jenonr = 161.4Hz, CHOH), 67.6+67.3 (2
d,2x2%Jy;-p=71Hz 1), 39.2 (Pv-C(CHj3)3), 26.8 (Pv-C(CH3)3) ppm.

3IP_.NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): § = 22.40 (s) ppm.

(R)-Diallyl-(3-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-5-carboxamido) phenyl) (hydroxy) me-
thylphosphonat ((R)-16-m)

Die Reaktion des o-Hydroxymethylphosphonats (R)-14-m (203.2 mg, 0.649 mmol) mit
SnCly-HoO (583.1mg, 2.582mmol, 4.0 Aq.) fiir 52h und mit 6-Carboxy-di- O-pivalo-
ylfluorescein (2-(6)) (353.2mg, 0.649 mmol, 1Aq.) sowie EDC-HCI (186.5mg, 0.973
mmol, 1.5Aq.) fir 21h gemi der AAV4a ergab nach MPLC-Reinigung (Kieselgel
0.040-0.063, DCM/MeOH-Gradient: [B] = 1-10%) und Lyophilisation aus Dioxan
(R)-16-m als blass gelbes Pulver.

Ausbeute: 304.2mg, 0.0376 mmol (58 %), C44Hy4uNO12P, 809.79 g/mol

R; = 0.27 (DCM/MeOH 95:5)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 810.2674, gef.: 810.2690; A =1.97 ppm
1H-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): § = 9.30 (s, 1H, NH), 8.13 (dd, 1H, 3J5 ; = 8.0 Hz,
4J57 = 0.9Hz, H-5), 7.98 (d, 1H, 3Jy5 = 8.0Hz, H-4), 7.90 (s, 1H, H-7), 7.66 (bs, 11,
H-27), 7.34 (d, 1H, 3Js--5-- = 8.2 Hz, H-6""), 7.13-7.05 (m, 2H, H-4"*, H-5""), 6.99
(bd, 1J4 55z = 2.2Hz, H-4"/H-5"), 6.90+6.81 (2d, 2H, 2 x 3.J; /s -5 7~ = 8.6 Hz,
H-1/H-8"), 6.75 (bd, 2H, 3J5-)7-1 /s~ = 8.8Hz, H-2"/H-7"), 5.84-5.69 (m, 2H, H-
2°7), 5.18 (bd, 2H, *J3  transz = 17.1Hz, H-3""“trans), 5.11 (bd, 2H, 3J5 w2’
— 9.1Hz, H-3""“cis), 4.69 (d, 1H, ®Joponp = 11.5Hz, CHOH), 4.41-4.20 (m, 4H,
H-1""7), 1.35+1.34 (2 s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl;3-d,): § = 176.7+176.4 (Pv-Carbonyl), 167.9 (C-3),
163.3 (Amid-Carbonyl), 152.5 + 152.4(C-3" /C-6"), 152.1 (C-8), 151.5 + 151.4 (C-4a” /C-
10a”), 140.8 (C-6), 137.5 (d, *Jy -+ p = 2.6 Hz, C-1" "), 137.1 (d, 2J5--p = 1.2 Hz, C-3" "),
132.5 (d, 3Jyp = 5.9Hz, C-2°77), 130.0 (C-5), 128.9+128.6 (C-17/C-8), 128.5
(C-3a), 128.3 (C-577), 125.1 (C-4), 123.0 (d, 3J4p = 3.9Hz, C-47"), 122.7 (C-7),
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120.4 (C-6""), 119.6 (d, *Jo--p = 5.8Hz, C-2"), 117.7 (d, *J5--p = 7.7Hz, C-3"""),
117.7 (C-27/C-77), 115.8 + 115.7 (C-8a"/C-9a"), 110.3 (C-4"/C-5"), 81.9 (C-1), 70.2
(d, enonp = 162.0 Hz, CHOH), 67.4+67.1 (2d, 2 x 2/, p = T.1Hz, 1777), 39.0
(Pv-C(CHj)3), 26.8 (Pv-C(CHj)3) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): § = 22.42 (s) ppm.

(S)-Diallyl-(3-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-5-carboxamido) phenyl) (hydroxy) me-
thylphosphonat ((S)-16-m)

OH
5 3"(5) P:O\A
IO
(6]
AN

Die Reaktion des a-Hydroxymethylphosphonats (S)-14-m (220.0 mg, 0.638 mmol) mit
SnCly-H,O (576.8 mg, 2.55 mmol, 4.0 Aq.) fiir 48 h und mit 6-Carboxy-di- O-pivaloylflu-
orescein (2-(6)) (347.4mg, 0.638 mmol, 1 Aq.) sowie EDC-HCI (183.8 mg, 0.959 mmol,
1.5 Aq.) fiir 18 h geméaf der AAV4a ergab nach MPLC-Reinigung (Kieselgel 0.040-0.063,
DCM/MeOH-Gradient: [B] = 1-10 %) und Lyophilisation aus Dioxan (S)-16-m als
blass gelbes Pulver.

Ausbeute: 290.8 mg, 0.359 mmol (56 %), C44H14NO12P, 809.79 g/mol

R; = 0.47 (DCM/MeOH 90:10)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]* ber.: 810.2674, gef.: 810.2676; A =0.25 ppm
1H-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): 9.33 (s, 1H, NH), 8.13 (bd, 1H, 3J5, = 8.6 Hz, H-
5), 7.97 (d, 1H, *J, 5 = 8.0 Hz, H-4), 7.89 (bs, 1H, H-7), 7.66 (bs, 1H, H-2" "), 7.34 (bd,
1H, 3 Jg- -5 = 6.6 Hz, H-6""), 7.14-7.05 (m, 2H, H-4"", H-5""), 6.99 (bd, “Jy /55 7~
= 2.1Hz, H-4"/H-5"), 6.89+6.81 (2d, 2H, 2x*J; /52 7 - = 8.6 Hz, H-1"/H-8"), 6.75
(bd, 2H, 3Jy 71 s~ = 9.6 Hz, H-2"/H-T"), 5.82-5.69 (m, 2H, H-2"""), 5.18 (bd, 2H,
3J5  trans2 - = 17.1Hz, H-3" " “trans), 5.10 (bd, 2H, ®J3-¢s2- = 10.1Hz, H-3"" “cis),
4.70 (d, 1H, 2 Joponp = 13.4Hz, CHOH), 4.40-4.19 (m, 4H, H-1"""), 135+ 1.34 (2 s,
18H, Pv) ppm.

1BC.NMR (76 MHz, CHCls-d,): § = 176.7+176.4 (Pv-Carbonyl), 167.9 (C-3),
163.3 (Amid-Carbonyl), 152.5 + 152.4(C-3"/C-6"), 152.1 (C-8), 151.4 + 151.3 (C-4a”/
C-10a°), 140.8 (C-6), 137.5 (d, *J,--p = 2.6Hz, C-1"7), 137.1 (d, 2J3-p = 1.2Hz,
C-377), 1325 (d, 3Jy - p = 5.9Hz, C-2777), 130.0 (C-5), 128.8+128.6 (C-1"/C-8"),
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128.4 (C-3a), 128.2 (C-5" "), 125.1 (C-4), 123.0 (d, 3J 4 p = 3.9 Hz, C-4" "), 122.7 (C-7),
120.3 (C-6"7), 119.5 (d, 3Jo--p = 5.8 Hz, C-2°7), 117.7 (C-2/C-77), 117.6 (d, 4.5 p
— 7.7Hz, C-3777), 1158+ 115.6 (C-8a”/C-9a"), 110.2 (C-4"/C-57), 81.9 (C-1), 70.1
(d, "enomnp = 162.0Hz, CHOH), 67.3+67.1 (2d, 2x 2], p = 7.1Hz, 1°77), 38.9
(Pv-C(CHj)3), 26.8 (Pv-C(CHj)3) ppm.

3L P_NMR (122 MHz, CHCl;-d,): § = 22.45 (s) ppm.

(R)-Diallyl-(4-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-5-carboxamido)phenyl) (hydroxy)me-
thylphosphonat ((S)-16-p)

Die Reaktion des a-Hydroxymethylphosphonats (R)-14-p (122.6 mg, 0.391 mmol) mit
SnCly-HyO (795.6 mg, 3.523 mmol, 9.0 Aq.) fiir 22h gemif der AAV4b ergab 98.0 mg
(0.346 mmol) des Anilins (R)-15-p. Die Kupplungsreaktion mit 6-Carboxy-di- O-piva-
loylfluorescein (2-(6)) (188.4mg, 0.346 mmol, 1Aq.) sowie EDC-HCI (73.0mg, 0.381
mmol, 1.1Aq.) fir 17h gemifl der AAV4b ergab nach MPLC-Reinigung (Kieselgel
0.040-0.063, DCM/MeOH-Gradient: [B] = 1-10%) und Lyophilisation aus Dioxan
(R)-16-p als fast farbloses, leicht gelbliches Pulver.

Ausbeute: 108.7mg, 0.134 mmol (26 %), C44H44NO12P, 809.79 g/mol

R; = 0.13 (DCM/MeOH 95:5)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M-H] ber.: 808.2528, gef.: 808.2567; A =1.85ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCly-d,): § = 8.98 (bs, 11, NH), 8.21 (bd, 1H, 3J5, =
8.2z, H-5), 8.03 (bd, 1H, 3J,5 = 8.0Hz, H-4), 7.73 (bs, 1H, H-7), 7.45 (bd, 2H,
3y g5 s = 8.AHz, H-2" " /H-6""), 7.34 (bd, 2H, 3J5- )5 -~ = 7.0 Hz, m, 2H,
H-3""/H-5""), 6.99+6.97(2 bd, 2H, 2 x *Jy-/5-2-7- = 1.9Hz, H-4"/H-5"), 6.76 (d,
OH, 3Jy s -5r- = 6.8 Hz, H-1"/H-8"), 6.70+6.71 (2 dd, 2H, 2 x 3Jy 71 s~ = 8.7 Hz,
2x 4y roas = 1.8Hz, H2"/ H-77), 5.89-5.72 (m, 2H, H-2"""), 5.28-5.12 (m, 2H,
H-3"cis, H-3" " “trans), 4.86 (d, 2H, 2Joponp = 11.6 Hz, CHOH), 4.46-4.24 (m, 41,
H-1""7), 1.35 (s, 18H, Pv) ppm.

1BC.NMR (76 MHz, CHCls-d,): 6 = 176.8+176.7 (Pv-Carbonyl), 168.0 (C-3),
163.6 (Amid-Carbonyl), 152.9 (C-8), 152.6 + 152.6 (C-3"/C-6"), 151.4+151.3 (C-4a” /C-
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10a°), 141.2 (C-6), 137.6 (d, 5J,-p = 3.8 Hz, C-177), 132.6 (C-4""), 132.6 + 132.5 (2
d,2x3 ]y p =59Hz, C-2°7"), 1324 (d, 2]y~ p = 2.1 Hz, C-4” "), 130.1 (C-5), 128.8
(C-17/C-87), 128.5 (C-3a), 127.6 (d, *J5-/5-p = 6.1Hz, H-3""/H-5""), 125.5 (C-4),
122.6 (C-7), 120.5 (C-2""/C-6""), 118.1 (d, *J5-p = 2.6Hz, C-3°""), 117.9+ 117.8
(C-27/C-77), 115.6 +115.5 (C-8a”/C-9a"), 110.5 (C-4"/C-57), 81.9 (C-1), 0.4 (d,
Wenonp = 161.8Hz, CHOH), 67.5+67.3 (2 d, 2 x 2J;p = 7.1Hz, 1°77), 39.2
(Pv-C(CHj)3), 27.0 (Pv-C(CHj)3) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl3-d;): § = 22.56 (s) ppm.

(S)-Diallyl-(4-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-5-carboxamido) phenyl) (hydroxy) me-
thylphosphonat ((S)-16-p)

Die Reaktion des o-Hydroxymethylphosphonats (.5)-14-p (115.6 mg, 0.369 mmol) mit
SnCly-HoO (750.2mg, 3.321 mmol, 9.0 Aq.) fiir 22h gemifB der AAV4b ergab 61.3 mg
(0.216 mmol) des Anilins (S)-15-p. Die Kupplungsreaktion mit 6-Carboxy-di- O-piva-
loylfluorescein (2-(6)) (117.8 mg, 0.216 mmol, 1Aq.) sowie EDC-HCI (45.6 mg, 0.216
mmol, 1.1Aq.) fir 17h gemi der AAV4b ergab nach MPLC-Reinigung (Kieselgel
0.040-0.063, DCM /MeOH-Gradient: [B] = 1-5 %) und Lyophilisation aus Dioxan (R)-
16-p als fast farbloses, leicht gelbliches Pulver.

Ausbeute: 66.9mg, 0.083 mmol (22 %), C44HiuNO12P, 809.79 g/mol

R; = 0.13 (DCM/MeOH 95:5)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 810.2674, gef.: 810.2659; A =1.85 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d,): 6 = 8.99 (bs, 1H, NH), 8.21 (bd, 1H, 3J54 =
8.2z, H-5), 8.03 (bd, 1H, 3J,5 = 8.0Hz, H-4), 7.73 (bs, 1H, H-7), 7.45 (bd, 2H,
3y ss s = 8.AHz, H-2" " /H-6""), 7.28 (bd, 2H, 3J5- )5+~ = 6.9 Hz, m, 2H,
H-3""/H-5"), 6.99+6.97(2 bd, 2H, 2 x 1J, /557~ = 1.9Hz, H-4"/H-57), 6.76 (d,
OH, 3Jy s -5 yr- = 6.8 Hz, H-1"/H-8"), 6.70+6.70 (2 dd, 2H, 2 x 3Jy 71 s = 8.7Hz,
2x4Jy 745 = 1.8Hz, H-2"/ H-77), 5.89-5.72 (m, 2H, H-2"""), 5.28-5.12 (m, 2H,
H-3"“cis, H-3" “trans), 4.86 (d, 2H, 2Jopomp = 11.6 Hz, CHOH), 4.46-4.24 (m, 4H,
H-17"), 1.35 (s, 18H, Pv) ppm.
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13C.NMR (76 MHz, CHCl;-d,): § = 176.8 + 176.7 (Pv-Carbonyl), 168.0 (C-3),

163.6 (Amid-Carbonyl), 152.9 (C-8), 152.6 +152.6 (C-3"/C-6"), 151.4 4 151.3 (C-4a” /C-
10a”), 141.2 (C-6), 137.6 (d, >, p = 3.8 Hz, C-1"7), 132.6 (C-4" "), 132.6 + 132.5 (2

d,2x3 ]y p =59Hz, C-2°"), 1324 (d, 2]y~ p = 2.1 Hz, C-4" "), 130.1 (C-5), 128.8

(C-17/C-8"), 128.5 (C-3a), 127.6 (d, *J5-/5--p = 6.1Hz, H-3""/H-5""), 125.5 (C-4),

122.6 (C-7), 120.5 (C-277/C-6""), 118.1 (d, *J5 - p = 2.6Hz, C-3""), 117.9+ 117.8

(C-27/C-77), 115.6 +115.5 (C-8a”/C-9a"), 110.5 (C-4"/C-5), 81.9 (C-1), 70.4 (d,

enonp = 161.8Hz, CHOH), 67.5+67.3 (2 d, 2 x 2J;p = 7.1Hz, 1°°7), 39.2

(Pv-C(CHj)s3), 27.0 (Pv-C(CHj)3) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl3-d;): § = 22.57 (s) ppm.

(R)-Diallyl-(3-(2-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-6-carboxamido)acetamido) phenyl)-
(hydroxy)methylphosphonat ((R)-16-m-G)

Die Reaktion des a-Hydroxymethylphosphonats (R)-14-m-G (112.4mg, 0.359 mmol)
mit SnCly-H,O (322.6 mg, 1.428 mmol, 4.0 Aq.) fiir 3 Tage und mit 6-Di-O-pivaloyl-
fluoresceinamidoessigsiure (2-G-(6)) (209.1mg, 0.348 mmol, 1Aq.) sowie EDC-HCI
(103.2mg, 0.538 mmol, 1.5 Aq.) fiir 4h gemiB der AAV4a ergab nach MPLC-Reinigung
(Kieselgel 0.040-0.063, DCM/MeOH-Gradient: [B] = 1-15%) und Lyophilisation aus
Dioxan (R)-16-m-G als farbloses Pulver.

Ausbeute: 188.0mg, 0.217 mmol (60 %), C4sH47N2013P, 866.84 g/mol

R; = 0.43 (DCM/MeOH 90:10)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 867.2889, gef.: 867.2938; A =5.65 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): § = 9.13 (s, 1H, Aryl-NH), 8.33 (bs, 1H, Glycin-
NH), 7.99 (bd, 1H, 3J54 = 8.0 Hz, -5), 7.93 (d, 1H, 3J, 5 = 8.0 Hz, H-4), 7.71 (bs, 11,
H-7), 7.48 (bs, 1H, H-2""), 7.37-7.25 (m, 1H, H-6""), 7.14-7.02 (m, 2H, H-4" ", H-5""),
6.95 (bd, *Jy /557~ = 4.6Hz, H-A"/H-5"), 6.83-6.75 (m, 4H, H-1"/H-8", H-2"/H-
77), 5.87-5.68 (m, 2H, H-2"""), 5.22+5.19 (2 bd, 2H, 2 x 3J3"* trans2 -~ = 17.1Hz,
H-3"“trans), 5.11+5.10 (2 bd, 2H, 2 x ®J3-is0- = 10.2Hz, H-3" " “cis), 4.90 (d, 1H,
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QJCHOH,P = 12.6 Hz, CHOH), 4.48-4.25 (m, 4H, H-1"""), 4.01 (bs, 2H, Glycin-CH,),
1.35 (bs, 18H, Pv) ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCls-d,): 6 = 176.8 + 176.7 (Pv-Carbonyl), 168.1 (C-3),
167.5 (CH,C(=0)), 165.7 (Amid-Carbonyl), 152.5+152.4 (C-3"/C-6"), 152.4 (C-8),
151.4 (C-da’ /C-10a"), 140.0 (C-6), 137.7 (d, 2J3--p = 3.0Hz, C-3"7), 137.2 (d, *J, - p
= 1.5Hz, C-1"7), 132.6 +132.4 (d, 3J2~/,p = 5.8Hz, C-2777), 129.7 (C-5), 129.0 (C-
17/C-87), 128.5 (C-5"7, C-3a), 125.1 (C-4), 122.9 (C-7), 122.8 (C-4"), 119.5 (C-6""),
118.3 (d,3Jy p = 5.8 Hz, C-2° "), 117.9 (d, *J5- - p = 1.3Hz, C-3" "), 117.8 (C-2" /C-
7°), 115.6 + 115.6 (C-8a”/C-9a"), 110.3 (C-4", C-57), 82.0 (C-1), 70.3 (d, "Jenomp =
162.8 Hz, CHOH), 67.5+67.2 (2d, 2 x 2J;--p = 7.1Hz, 1”77), 43.8 (Glycin-CH,),
39.0 (Pv-C(CHj)3), 26.9 (Pv-C(CHj)3) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): § = 22.79 (s) ppm.

(S)-Diallyl-(3-(2-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-6-carboxamido)acetamido) phenyl)-
(hydroxy)methylphosphonat (S)-16-m-G

Die Reaktion des o-Hydroxymethylphosphonats (S)-14-m-G (117.9mg, 0.376 mmol)
mit SnCly-H,O (341.3mg, 1.511 mmol, 4.0 Aq.) fiir 3 Tage und mit 6-Di- O-pivaloyl-
fluoresceinamidoessigséure (2-G-(6)) (226.2mg, 0.376 mmol, 1Aq.) sowie EDC-HCI
(108.1 mg, 0.564 mmol, 1.5 Aq.) fiir 2h geméB der AAV3a ergab nach MPLC-Reinigung
(Kieselgel 0.040-0.063, DCM/MeOH-Gradient: [B] = 1-15%) und Lyophilisation aus
Dioxan (5)-16-m-G als farbloses Pulver.

Ausbeute: 111.9 mg, 0.129 mmol (34 %), C46H47N2013P, 866.84 g/mol

R; = 0.50 (DCM/MeOH 90:10)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]* ber.: 867.2889, gef.: 867.2920; A =3.57 ppm
IH-NMR (300 MHz, CHCls-d,): § = 9.12 (s, 1H, Aryl-NH), 8.28 (bs, 1H, Glycin-
NH), 7.99 (bd, 1H, 3Js4 = 8.0Hz, H-5), 7.94 (d, 1H, 3J,5 = 8.0Hz, H-4), 7.70 (bs,
1H, H-7), 7.48 (bs, 1H, H-2""), 7.34 (bd, 1H, 3Js5 = 6.9 Hz, H-6""), 7.13-7.03 (m, 2H,
H-A" H-5"7), 6.95 (bd, 4, 557+ = 4.6 Hz, H-A” /H-5), 6.84-6.74 (m, 4H, H-1"/H-
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8", H-2"/H-7°), 5.87-5.68 (m, 2H, H-2"""), 5224+ 5.19 (2 bd, 2H, 2 x 3J3-trans2’ -
= 17.1Hz, H-3"""trans), 5.11+5.10 (2 bd, 2H, 2 x *J3-¢s2- = 10.5Hz, H-3"""cis),
4.90 (d, 1H, %Jogonp = 12.6Hz, CHOH), 4.50-4.23 (m, 4H, H-1"""), 4.02 (bs, 2H,
Glycin-CHy), 1.35 (bs, 18H, Pv) ppm.

13C.NMR. (76 MHz, CHCls-d,): § = 176.9+ 176.8 (Pv-Carbonyl), 168.1 (C-3),
167.5 (CHyC(=0)), 165.7 (Amid-Carbonyl), 152.5 (C-3"/C-6", C-8), 151.4 (C-4a”/C-
10a7), 140.1 (C-6), 137.8 (d, %J5-p = 3.0Hz, C-3°), 137.2 (d, *J,-p = 1.5Hz, C-
177, 132.6+ 1325 (d, ®Jor-p = 5.8Hz, C-2777), 129.8 (C-5), 120.0 (C-1°/C-8"),
128.6 (C-3a, C-5"7), 125.2 (C-4), 123.0 (C-7), 122.9 (C-4""), 119.6 (C-6""), 118.4 (d,
3Ty p = 5.4Hz, C-277), 117.9 (d, *J5--p = 0.7Hz, C-3""7), 117.9+ 117.8 (C-2"/C-
7°), 1156+ 115.6 (C-8a”/C-9a"), 110.3 (C-4", C-57), 82.1 (C-1), 70.3 (d, “Jomomp =
161.1 Hz, CHOH), 67.6+67.3 (2 d, 2 x 2J,-p = 7.1Hz, 1°°"), 43.9 (Glycin-CH,),
39.1 (Pv-C(CHjs)s), 26.9 (Pv-C(CHgs)3) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d;): § = 22.74 (s) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[( R)-(3-(fluoresceinyl-6-carboxamido)phenyl)-phos-
phonomethyl]-phosphat (R)-8-m-(6)

®
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Die Umsetzung des a-Hydroxymethylphosphonats (R)-16-m (180.6 mg, 0.223 mmol)
und 1 (178.5mg, 0.313mmol, 1.4 Aq.) mit 1H-Tetrazol (31.2mg, 0.446 mmol, 2 Aq.)
fiir 4.5h und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5 M, 81.1yl, 0.446 mmol, 2.0 Aq.) fiir 1h ge-
méaf der AAV1 (MPLC: Biuchi 75 x 12 mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063, EE/MeOH-
Gradient: [B] = 1-15%) ergab das geschiitzte Kupplungsprodukt als blass gelben Fest-
stoff (246.5mg, 0.191 mmol). Davon wurden entsprechend der AAV5 151.9mg (0.117
mmol) in 4mL MeOH mit Pd(PPhs)s (13.1mg, 0.011 mmol, 0.10 Aq.) und K,CO3
(98.1mg, 0.710 mmol, 6 Aq.) fiir 4h entschiitzt. Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-
18, Saule B, 0.06M TEAB-Puffer/ACN, Gradient: [B] = 4-30% in 30min, Fluss
60 ml/min, tg = 14.5min) ergab (R)-8-m-(6) als intensiv orange geférbtes Lyophili-

sat.
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9.5 Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

Ausbeute: 71.1mg, 0.0739 mmol (54 %), de = 83 %, C37Ha7N4Nas017P2, 976.52 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H]| ber.: 865.1165, gef.: 865.1189; A =2.77 ppm
'H-NMR (300 MHz, H,0-d5): § = 7.99 (bd, 1H, 3J5, = 8.3Hz, H-5), 7.95 (d,
1H, 3J,5 = 8.1Hz, H-4), 7.67 (bs, 1H, H-7), 7.60 (bs, 1H, H-2""), 7.50 (d, 1H, 3J 505
— 7.1Hz, H-a6), 7.37-7.23 (m, 3H, H-4"", H5"*, H-6""), 7.06+6.95 (2 d, 2H, 2 x
31 sea e = T.6Hz, Ho17 /H-87), 6.62-6.50 (m, 4H, H-A"/H-5", H-2" /H-7"), 5.84 (d,
1H, 3Jy5.06 = 7.5 Hz, H-a5), (bd, 1H, *Ju a2 = 2.5 Hz, Heal”), 5.22 (dd, 1H, Jonpro,
= 13.7Hz, *Jeuppo, = 10.4Hz, CHP), 3.94-3.56 (m, 5H, Ribose aufier al”) ppm.
13C.NMR. (76 MHz, H,0-d): 6 = 173.8 (C-3/C-6), 172.9 (C-3), 166.1 (Amid-
Carbonyl), 163.8 (C-ad), 157.3 + 157.2 (C-4a” /C-10a"), 154.8 (C-a2), 154.0 (C-1), 141.7
(C-3a), 141.3 (C-a6), 138.4 (C-3""), 136.9 (C-1""), 136.9 + 134.6 (C-6, C-8), 131.1 (C-
17/C-8), 129.0 (C-4), 128.8 (C-5""), 128.7 (C-5), 128.5 (C-T), 124.7+121.0 (C-4"~, C-
6°7), 120.8+.120.7 (C-2" /C-7"), 120.4 (d, 3 Jo-- po, = T.AHz, C-2°7), 114.5 (C-8a" /C-
9a°), 103.3 (C-4”/C-5"), 95.8 (C-a5), 89.2 (C-al’), 82.4 (d, *Ju- po, = 9.2Hz, C-ad’),
75.9 (dd, "Jenpro, = 156.6 Hz, 2Jonpro, = 7.4 Hz, CHP), 74.2 (C-a2”), 68.7 (C-a3”),
63.7 (C-a5”) ppm.

31P-NMR (122 MHz, H>0-d,): § = 14.44 (d, 3Jp,p = 33.3Hz, PO3), 1.52 (d, 3Jp7p
= 33.3Hz, PO,) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[(S)-(3-(fluoresceinyl-6-carboxamido)phenyl)-phos-
phonomethyl]-phosphat (S)-8-m-(6)

Die Umsetzung des o-Hydroxymethylphosphonats (S)-16-m (180.8 mg, 0.223 mmol)
und 1 (180.5mg, 0.317mmol, 1.4 Aq.) mit 1H-Tetrazol (31.3mg, 0.447 mmol, 2 Aq.)
fir 3.0h und mit t-Butylhydroperoxid (5.5M, 81.21l, 0.447 mmol, 2.0 Aq.) fiir 1.2h
geméafl der AAV1 (MPLC: Biichi 75x12mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063, EE/
MeOH-Gradient: [B] = 1-15%) ergab das geschiitzte Kupplungsprodukt als blass gel-
ben Feststoff (211.0mg, 0.163 mmol). Davon wurden entsprechend der AAV5 144.5 mg
(0.112mmol) in 4 mL MeOH mit Pd(PPhj3), (6.5 mg, 0.056 mmol, 0.05 Aq.) und KoCO;
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(92.2mg, 0.667 mmol, 6 Aq.) iiber Nacht (24 h) entschiitzt. Die Aufarbeitung und Reini-
gung (RP-18, Séule A, HoO + 0.1% TFA/ACN + 0.1 % TFA, Gradient: [B] = 5-32%
in 30 min, Fluss 20ml/min, tg = 23.2min) ergab (S)-8-m-(6) als intensiv orange
gefiarbtes Lyophilisat.

Ausbeute: 84.3mg, 0.0904 mmol (59 %), de = 84 %, C37H27N4Nas017P2, 976.52 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H]| ber.: 865.1165, gef.: 865.1195; A =3.47 ppm

IH-NMR (300 MHz, H,O-d,): § = 8.03 (dd, 1H, ®J5, = 8.1 Hz, *J 5, = 1.5 Hz, H-
5), 7.90 (bd, 1H, 3Jy5 = 7.9 Hz, H-4), 7.79 (bs, 1H, H-7), 7.61 (d, 1H, .55 = 7.6 Hz,
H-a6), 7.55 (bs, 1H, H-2""), 7.53-7.33 (m, 3H, H-4"", H5"", H-6""), 7.10+ 7.09 (2 d,
OH, 2x3J1 s n-jr = 9.2Hz, H-1"/H-87), 6.59+ 6.58 (2 dd, 2H, 3]y /715 = 9.2 Hz,
Uy sy = 21 Hz, B2 JHT7), 6.53+6.52 (2 d, 2H, *J, 5+ o7 = 2.2 Hz, H-4” JH-
57, 5.96 (d, 1H, 3Jp506 = 7.5Hz, H-a5), 5.74 (d, 1H, 3J,1- 4o = 4.4Hz, H-al’), 5.09
(dd, 1H, 2Jcuppo, = 13.5Hz, 3Jenpro, = 9.5Hz, CHP), 3.87 (m, 1H, H-ad"), 3.82
(dd, 1H, SJaQ’@g’ = 4.9 Hz, SJag',al’ = 4.9Hz, H-a2"), 3.78-3.65 (m, 2H, H-a5"), 3.56
(dd, 1H, 3J.3 a2- = 5.0Hz, 3J,3 a4~ = 5.0Hz, H-a3") ppm.

13C.NMR (76 MHz, H,0-d,): § = 180.6 (C-3/C-6"), 174.0 (C-3), 167.6 (Amid-
Carbonyl), 165.6 (C-ad), 158.5 (C-4a” /C-10a"), 157.3 (C-a2), 157.2 (C-1), 142.8 (C-3a),
141.0 (d, 2J3-- po, = 1.6Hz, C-3"7), 140.9 (C-a6), 136.2 (d, *J, - po, = 1.7Hz, C-1"),
1344+ 131.6 (C-6, C-8), 131.1+ 131.1 (C-1"/C-8), 128.8 (C-7), 128.5 (C-5""), 128.4
(C-5), 128.4 (C-4), 1254 (d, 3J4 po,= 4.4Hz, C-477), 122.9 (C-27/C-77), 121.4 (d,
3]y po, = 44Hz, C-277), 121.2 (C-6"7), 112.1 (C-8a’/C-9a"), 103.6 (C-4"/C-5"),
96.1 (C-a5), 89.0 (C-al’), 82.5 (d, ®Jas po, = 9.2Hz, C-ad”), 77.4 (dd, "Jonppo, =
149.1Hz, 2Jenppo, = 9.5Hz, CHP), 74.0 (C-a2°), 69.1 (C-a3"), 64.2 (d, 2J.5- po,
5.3HzC-a5") ppm.

3IP_NMR (122 MHz, H,0-dy): 6 = 13.36 (d, *Jpp = 33.5Hz, POy), 1.93 (d, *Jpp
= 33.7Hz, PO,) ppm.
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Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[( R)-(4-(fluoresceinyl-6-carboxamido)phenyl)-phos-
phonomethyl]-phosphat (R)-8-p-(6)

®
5 Na NH;
a5 AN
N
or LWL

W}

2 6
4"_:9 R a5 ®ONT o
®,_ OO0 u

R-O

NRC)

Die Umsetzung des o-Hydroxymethylphosphonats (R)-16-p (42.0mg, 0.052 mmol)
und 1 (36.2mg, 0.063mmol, 1.2 Aq.) mit 1H-Tetrazol (8.0mg, 0.114mmol, 2.2 Aq.)
fiir 3.0 h und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5 M, 18.5ul, 0.101 mmol, 2.0 Aq.) iiber Nacht
(20h) geméaf der AAV1 (MPLC: Biichi 150x 12 mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063,
EE/MeOH-Gradient: [B] = 0-30 %) ergab das geschiitzte Kupplungsprodukt als blass
gelben Feststoff (40.2mg, 0.031 mmol). Davon wurden entsprechend der AAV5 30.4 mg
(0.024 mmol) in 2mL MeOH mit Pd(PPhj3), (4.7 mg, 0.004 mmol, 0.18 Aq.) und K,CO3
(20.5mg, 0.148 mmol, 6 Aq.) iiber Nacht (20 h) entschiitzt. Die Aufarbeitung und Reini-
gung (RP-18, Sdule A, HoO + 0.1% TFA/ACN + 0.1 % TFA, Gradient: [B] = 15-40 %
in 11 min, Fluss 30 ml/min, {g = 8.2min) ergab (R)-8-p-(6) als intensiv orange ge-
farbtes Lyophilisat.

Ausbeute: 18.5mg, 0.0189 mmol (48 %), de = 71 %, C37H27N4Nas017P2, 976.52 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H] ber.: 865.1165, gef.: 865.1153; A =1.39 ppm

1H-NMR (300 MHz, H,0-d,): 6 = 7.98 (dd, 1H, 3Js4 = 8.1Hz, J 57 = 1.5Hz,
H-5), 7.91 (bd, 1H, 3J,5 = 7.9 Hz, H-4), 7.70 (bs, 1H, H-7), 7.51 (d, 2H, 3Jy- /555~
= 84Hz, H-2""/H-6""), 744 (d, 2H, 3J3- 5 55~ = 9.9Hz, H-3""/H-5""), 7.43 (d,
1H, 3 Ja6,05 = 7.5 Hz, H-a6), 7.09+7.05 (2 d, 2H, 2x *Jy -3 9.y~ = 7.1Hz, H-1"/H-8"),
6.71-6.60 (m. 4H, H-2"/H-7", H-4" /H-57), 5.90 (d, 1H, 345 46 = 7.5 Hz, H-a5), 5.70 (d,
1H, 3Ja1 a2 = 3.9Hz, H-al”), 5.21 (dd, 1H, 2Jcnppo, = 13.3Hz, 3Jonpro, = 10.4Hz,
CHP), 3.96 (m, 1H, H-ad"), 3.8 (dd, 1H, ®Jyp a3 = 4.7Hz, 3J a0+ = 4.7 Hz, H-a2"),
3.98-3.82 (m, 2H, H-a5"), 3.81 (dd, 1H, 3Ju3 o = 5.0Hz, 3Juy- as- = 5.0Hz, H-a3")
ppm.

HMQC (*H: 300 Mhz; '3C: 76 MHz, H,0-d,): 6 = 140.7 (C-a6), 130.7 (C-1"/C-
87), 128.2 (C-4), 128.2 (C-7), 128.1 (C-5), 127.9 (C-3"7/C-5""), 121.1 (C-2"/C-T"),
120.8 (C-2"7/C-6""), 102.8 (C-4"/C-5"), 95.5 (C-a5), 88.7 (C-al’), 81.8 (C-ad”), 75.3
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(d, Yenppo, = 149.1Hz, CHP), 73.6 (C-a2"), 68.3 (C-a3"), 63.1 (C-a5") ppm.
HMBC (*H: 300 Mhz; 8C: 76 MHz, H,0-d,): § = 175.1 (C-3"/C-6"), 172.8 (C-
3), 165.9 (Amid-Carbonyl), 164.6 (C-ad), 157.4 (C-d4a’/C-10a"), 156.6 (C-1), 155.9
(C-a2), 141.8 (C-3), 136.1 (C-1""), 133.9 (C-4""), 133.9 + 131.2 (C-6, C-8), 113.9 (C-
8a”/C-9a”) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, H20-d,): § = 14.55 (d, 3Jp7p = 34.4Hz, PO3), 1.93 (d, 3Jp7p
= 34.5Hz, PO,) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[(S)- (4-(fluoresceinyl-6-carboxamido)phenyl)-phos-
phonomethyl]-phosphat (S)-8-p-(6)
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Die Umsetzung des o-Hydroxymethylphosphonats (S5)-16-p (16.3mg, 0.0202 mmol)
und 1 (23.5mg, 0.0413 mmol, 2 Aq.) mit 5-Benzylthio-1 H-tetrazol (7.8 mg, 0.0404 mmol,
2 Aq.) iiber Nacht (18h) und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5M, 8.11l, 0.0444 mmol,
2.2 Aq.) fiir (2h) geméB der AAV1 (MPLC: Kieselgel 0.015-0.040, EE/MeOH-Gradient:
[B] = 1-15%) ergab das geschiitzte Kupplungsprodukt als blass gelben Feststoff
(24.2mg, 0.0187mmol), der entsprechend der AAVS5 in 2mL MeOH mit Pd(PPh;),
(4.1mg, 0.0036 pmol, 0.19 Aq.) und KoCOj3 (15.1mg, 0.109 mmol, 5.9 Aq.) fiir 5h ent-
schiitzt wurde. Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18, Sdule A, H,O + 0.1% TFA/
ACN + 0.1% TFA, Gradient: [B] = 15-35% in 11 min, Fluss 30 ml/min, {g = 8.6 min)
ergab (S)-8-p-(6) als intensiv orange gefirbtes Lyophilisat.

Ausbeute: 12.0mg, 0.0113 mmol (61 %), de = 83 %, C3;H27N4Nas017P2, 976.52 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H] ber.: 865.1165, gef.: 865.1155; A =1.16 ppm

IH-NMR (300 MHz, H,0-d,): § = 8.01 (dd, 1H, *J54 = 8.1Hz, *J 57 = 1.6Hz,
H-5), 7.92 (bd, 1H, 3J,5 = 8.1Hz, H-4), 7.70 (bd, 1H, *J5 = 1.2 Hz, H-7), 7.60 (d,
1H, 3J o505 = 7.5 Hz, H-a6), 7.51 (d, 2H, 3Jy 555 = 8.5Hz, H-2""/H-6""), 7.46
(d, 2H, 3J5 5 p- g = 8.9Hz, H-3""/H-5""), 7.10+7.09 (2 d, 2H, 2x 3]y /g7 0777 =
0.5Hz, H-17/H-8"), 6.72-6.61 (m, 4H, H-2"/H-7", H-4"/H-57), 5.95 (d, 1H, ®Jus.06 =
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7.6 Hz, Hoa5), 5.77 (d, 1H, ®Jar - no- = 4.6 Hz, Hoal”), 5.20 (dd, 1H, 2 Jopppo, = 13.7 Hz,
3 Jenppo, = 10.0Hz, CHP), 4.00 (dd, 1H, 3 Juy a5 = 4.9Hz, 3 Juy- a1 = 4.9 Hz, Hoa2"),
3.96 (m, 1H, H-ad"), 3.89 (ddd, 1H, 2Jusa a5 = 11.6 Hz, 3Josa- po, = 4.1Hz 3 Jusa s
= 2.8 Hz H-aba’), 3.81-3.74 (m, 1H, H-a5b "), 3.73 (dd, 1H, 3 Ju3 a2- = 5.0Hz, 3J 3" aa-
= 5.0Hz, H-a3") ppm.

HMQC (*H: 300 Mhz; '3C: 76 MHz, H20-d,): § = 140.5 (C-a6), 130.7 (C-1"/C-
87), 128.3 (C-7), 128.2 (C-4), 128.0 (C-5), 127.9 (C-3""/C-5""), 121.2 (C-2" /C-T"),
121.1 (C-27/C-6""), 102.9 (C-4/C-5), 95.8 (C-a5), 88.6 (C-al”), 82.3 (C-ad”), 75.3
(d, "Jenppo, = 160 Hz, CHP), 73.6 (C-a2”), 68.8 (C-a3”), 63.8 (C-a5") ppm.
HMBC (“H: 300 Mhz; '3C: 76 MHz, H,0-d,): 176.3 (C-37/C-6"), 173.0 (C-3),
166.2 (Amid-Carbonyl), 165.0 (C-ad), 157.6 (C-4a’ /C-10a"), 157.1 (C-1), 156.5 (C-a2),
141.9 (C-3a), 135.9 (C-1"7), 134.2 (C-4""), 133.9+ 131.2 (C-6, C-8), 113.5 (C-8a” /C-
9a”) ppm.

81IP_NMR (122 MHz, H,0-ds): § = 14.51 (d, Jpp = 34.9 Hz, POy), 1.39 (d, *Jpp
= 34.9Hz, PO,) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[(R)-(3-(2-(fluoresceinyl-6-carboxamido)acetamido)-
phenyl)-phosphonomethyl]-phosphat (R)-8-m-G-(6)
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Die Umsetzung des o-Hydroxymethylphosphonats (R)-16-m-G (122.7 mg, 0.142 mmol)
und 1 (200.4 mg, 0.352 mmol, 2.5 Aq.) mit 1 H-Tetrazol (40.0mg, 0.572 mmol, 4 Aq.) fiir
3.5h und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5 M, 77.2ul, 0.425 mmol, 3.0 Aq.) fiir 1.5h geméif
der AAV1 (MPLC: Kieselgel 0.015-0.040, EE/MeOH-Gradient: [B] = 1-30%) ergab
das geschiitzte Kupplungsprodukt als blass gelben Feststoff (39.7 mg, 0.0296 mmol), der
entsprechend der AAV5 in 4mL MeOH mit Pd(PPhs), (6.1 mg, 0.0053 pmol, 0.18 Aq.)
und K,CO3 (24.7mg, 0.179 mmol, 6.0 Aq.) fiir 4h entschiitzt wurde. Die Aufarbeitung
und Reinigung (RP-18, Saule C, 0.05 M TEAB-Puffer/ACN, Gradient: [B] = 2-30%
in 20 min, Fluss 10 ml/min, tg = 7.8 min) ergab (R)-8-m-G-(6) als intensiv orange
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gefarbtes Lyophilisat.

Ausbeute: 8.13mg, 7.9 pmol (6 %), de = 84 %, C39H3oN5Nas015P, 1033.57 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H]| ber.: 922.1380, gef.: 922.1378; A =0.22 ppm
IH-NMR (300 MHz, HyO-d,): § = 8.06 (dd, 1H, J5, = 8.1Hz, *J 5; = 1.8Hz,
H-5), 8.00 (bd, 1H, 3J,5 = 8.1Hz, H-4), 7.69 (bs, 1H, H-7), 7.53 (d, 1H, 3Ju6s =
7.7Hz, H-a6), 7.41 (bs, 1H, H-2" "), 7.39-7.35 (m, 1H, H5" "), 7.20-7.23 (m, 2H, H-4"",
H-6""), 7.13+7.12 (2 d, 2H, 2 x 3J1-jg 0 /7 = 9.1Hz, H-17/H-8"), 6.76 (bs, 2H, H-
47 JH57), 6.70+6.69 (2 bd, 2H, Jy+ jr- 15 = 9.1Hz, H-2" /H-77), 5.59 (d, 1H, *Jus.06
— 7.2Hz, H-a5), 5.67 (d, 1H, 3Ju1 02 = 3.5Hz, Heal’), 5.19 (dd, 1H, 2Jenpro, =
13.8Hz, *Jenppo, = 10.2Hz, CHP), 4.16 (s, 2H, CH,), 4.05-3.91 (m, 3H, H-ad’, H-
a57), 3.90 (dd, 1H, ®Jay- a3 = 4.3Hz, *Jap a1 = 4.3z, H-a2”), 3.85 (dd, 1H, *Jus a2
= 5.2Hz, 3J,3° a4~ = 5.2Hz, H-a3") ppm.

HMQC (*H: 300 Mhz; '3C: 76 MHz, H20-d,): § = 142.0 (C-a6), 131.4 (C-1"/C-
87, 128.8 (C-57"), 128.8 (C-4), 128.8 (C-5), 128.3 (C-7), 124.6 (C-4" ), 120.7 (C-6""),
120.3 (C-27/C-77), 120.1 (C-2""), 103.2 (C-4"/C-5"), 95.7 (C-a5), 89.5 (C-al’), 82.5
(C-a4”), 75.8 (dd, "Jonppo, = 172 Hz, CHP), 74.3 (C-a2"), 68.7 (C-a3"), 63.6 (C-a5"),
43.5 (Glycin-CHy) ppm.

HMBC (*H: 300 Mhz; '3C: 76 MHz, H,0-d,): 6 =173.1 (C-3), 172.9 (C-3"/C-6"),
169.1 (CHyC(=0)), 168.9 (Amid-Carbonyl), 163.0 (C-a4), 157.3 (C-1, C-4a”/C-10a"),
153.6 (C-a2), 141.0 (C-3a), 138.2 (C-1""), 136.5 (C-3" ), 134.3 + 133.4 (C-6, C-8), 114.5
(C-8a"/C-9a”) ppm.

SIP_NMR (122 MHz, H,0-d,): 6 = 14.51 (d, *Jpp = 34.0Hz, PO3), 1.40 (d, *Jpp
= 34.4Hz, PO,) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[(S)-(3-(2-(fluoresceinyl-6-carboxamido)acetamido)-
phenyl)-phosphonomethyl]-phosphat (S)-8-m-G-(6)

®
5Na NH;
ab N
N
0.0 |/§
/
— 6
+ PR & ®NTTO
o, OO0 ur
P-O
ANNEC)

Die  Umsetzung des o-Hydroxymethylphosphonats  (S)-16-m-G  (37.5mg,
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9.5 Synthese der diastereomerreinen FP-Sonden

0.0433mmol) und 1 (47.5mg, 0.0833mmol, 1.9 Aq.) mit 5-Benzylthio-1H-tetrazol
(16.6 mg, 0.0866 mmol, 2 Aq.) iiber Nacht (20h) und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5 M,
15.71l, 0.0866 mmol, 2.0 Aq.) fiir 4.0h gemia der AAV1 (MPLC: Kieselgel 0.015—
0.040, EE/MeOH-Gradient: [B] = 1-10%) ergab das geschiitzte Kupplungsprodukt
als blass gelben Feststoff (57.8 mg, 0.0428 mmol), der entsprechend der AAV5 in 2.5 mL
MeOH mit Pd(PPhg)s (7.4mg, 0.0064pmol, 0.15Aq.) und K,CO3 (35.4mg, 0.257
mmol, 6.0 Aq.) fir 6h entschiitzt wurde. Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18,
Saule A, HoO + 0.1% TFA/ACN + 0.1% TFA, Gradient: [B] = 5-30% in 19min,
Fluss 30 ml/min, tg = 15.9min) ergab (S)-8-m-G-(6) als intensiv orange gefiarbtes
Lyophilisat.

Ausbeute: 26.4mg, 0.0255 pmol (59 %), de = 83 %, C39H30N5NasO15P, 1033.57 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H] ber.: 922.1380, gef.: 922.1362; A =0.18 ppm

'H-NMR (300 MHz, H,0-d,): § = 8.05 (dd, 1H, 3J5, = 8.1Hz, *J 5, = 1.8Hz,
H-5), 7.92 (d, 1H, 3.J,5 = 8.1 Hz, H-4), 7.73 (bd, 1H, J;5 = 1.7Hz, H-7), 7.56 (d, 1H,
3 Jagas = 7.6 Hz, H-a6), 7.45-7.27 (m, 1H, Ph), 7.15+7.14 (2 d, 2H, 2 x 3J1 )5 9-j7-
— 9.1Hz, H-1"/H-8"), 6.70-6.61 (m, 4H, H-2"/H-7", H-4" /H-5"), 5.96 (d, 1H, 3.J 1506
— 7.6Hz, H-a5), 5.73 (d, 1H, 3J4 . = 4.6Hz, H-al"), 5.14 (dd, 1H, 2Jcuppo, =
13.8Hz, 3Jepppo, = 10.0Hz, CHP), 4.20 (s, 2H, CH,), 4.98-3.90 (m, 3H, H-a4",
H-aba’), 3.87 (dd, 1H, ®J,y a5- = 4.9Hz, 3Ja9 01~ = 4.9Hz, H-a2"), 3.89 (ddd, 1H,
2 Jasar ash: = 12.2Hz, 3Jus5a-po, = 4.0Hz 3J,50- 04 = 3.9Hz H-abb’), 3.54 (dd, 1H,
3Ja3 a2- = 5.0Hz, ®J,3- a4+ = 5.0Hz, H-a3") ppm.

BBC-NMR (76 MHz, H,0-d,): 6§ = 178.0 (C-3"/C-6"), 173.8 (C-3), 169.5
(CH,C(=0)), 169.4 (Amid-Carbonyl), 165.8 (C-a4), 158.3 (C-4a”/C-10a"), 157.5 (C-
1), 157.2 (C-a2), 142.8 (C-3a), 141.3 (C-a6), 139.1 (C-3" "), 136.3 (d, *.J; - po, = 2.0 Hz,
C-177), 133.6 +131.6 (C-6, C-8), 131.4 (C-1"/C-8"), 128.9 (C-5""), 128.8 (C-7), 128.8
(C-4), 128.6 (C-5), 124.8 (C-4" "), 122.1 (C-27/C-77), 121.1 (C-6""), 120.7 (d, J2-* po,
= 4.3Hz, C-277), 113.6 (C-8a"/C-9a"), 103.5 (C-4"/C-5"), 96.3 (C-ab), 89.3 (C-al "),
82.7 (d,3Jas - po, = 9.5Hz, C-ad "), 76.1 (dd, ' Jonp po, = 154.1Hz, 2Jcuppo, = 8.8 Hz,
CHP), 74.1 (C-a2"), 69.3 (C-a3"), 64.5 (d, ?Jas- po, = 6.9 HzC-a5"), 43.5 (Glycin-CHa)
ppm.

SIP.NMR (122 MHz, H,0-dy): 6 = 14.18 (d, *Jpp = 33.5Hz, POy), 1.47 (d, *Jpp
= 33.5Hz, PO,) ppm.
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9 Chemische Synthesen

9.6. Synthese unmarkierter Inhibitoren

(R/S)-Diallyl-((4-acetamidophenyl)hydroxymethyl)phosphonat (21)
OH

N 5 OAll
| P B\OAM
AcHN

Zu einer Losung von 4-Acetamidobenzaldehyd (0.30g, 1.84 mmol) und Diallylphos-
phonat 11b (0.16ml, 1.12mmol, 0.6 Aq.) in DCM wurde Triethylamin (0.13ml, 0.93
mmol, 0.5Aq.) zugegeben und iiber Nacht geriihrt. Die Reaktionslésung wurde ein-
geengt und nach chromatographischer Reinigung (MPLC: Kieselgel 0.040-0.063, EE/
MeOH-Gradient: [B] = 0-10%) 21 als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 0.27 g, 0.83 mmol (74 %), C15Ha0NOsP, 325.30 g/mol

R; = 0.30 (EE/MeOH 95:5)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+Na]* ber.: 348.0971, gef.: 348.0978 ; A =2.01 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): § = 8.96 (s, 1H, NH), 7.35 (d, 2H, J3/5/6
= 7.35Hz, H-3/H-5), 7.26 (bd, 2H, *Jys5/5 = 8.7Hz), 5.94-7.26 (m, 2H, All-CH),
5.28+5.22 (2 d, 2H, ®Jirans2- = 17.7Hz und 16.8 Hz, All-trans), 5.18 +5.15 (bd, 2H,
3 Jeiso = 9.6 Hz und 9.6 Hz, All-cis), 4.99-4.85 (m, 2H, CHP, OH), 4.58-4.30 (m 4H,
All-CHy-), 2.08 (s, 3H, CHj3) ppm.

BBC-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): 6 = 169.6 (Carbonyl), 139.3 (d, °Jcp = 3.3 Hz,
C-4), 132.7+132.5 (2d, 3Jep = 3.7Hz, AIL.CH), 131.7 (d, 2Jcp = 1.7Hz, C-1), 127.7
(d, 3Jep = 6.0Hz, C-2/C-6), 120.0 (d, *Jop = 2.1Hz, C-3/C-5), 118.0 (d, *Jop =
2.2 Hz, All=CH,), 70.4 (d, "Jop = 163.9 Hz, CHP), 67.6 + +67.3 (2 d, 2Jcp = 7.1Hz,
All-CHy-), 24.1 (Me) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 22.99 (s) ppm.

(R/S)-Dibenzyl-(hydroxy-(3-nitrophenyl)methyl)phosphonat (23)
OH

O,N _OBn
Pl
1™ 0BnN
0

Zu einer Losung von 3-Nitrobenzaldehyd (205.0mg, 1.36 mmol) und Dibenzylphos-
phonat (0.54ml, 2.45mmol, 1.8 Aq.) in DCM wurde Triethylamin (208 u1l, 1.494 mmol,
2.1 Aq.) zugegeben und fiir 2 h geriihrt. Die Reaktionslosung wurde eingeengt und chro-
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9.6 Synthese unmarkierter Inhibitoren

matographisch gereinigt (Kieselgel 0.040-0.063, Hex/EE 80:20). Beim Einengen der
Produktfraktion fiel 23 als farbloser Feststoff aus und wurde nach nach Abfiltern und

Waschen mit Hexan im Feinvakuum getrocknet.

Ausbeute: 487.8 mg, 1.18 mmol (87 %), Cq1HyoNOgP, 413.36 g/mol

R; = 0.50 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]* ber.: 414.1101, gef.: 414.1100; A = 0.24 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl;3-d;): § = 8.25 (bs, 1H, H-2), 8.11 (bd, 2H, 3J45 =
7.5Hz, H-4), 7.71 (bd, 2H, 3 Jg 5 = 7.6 Hz, H-6), 7.4 (dd, 1H, 3 J5 -4~ = 8.0Hz, 3J5- g~
= 8.0Hz, H-5), 7.35-7.20 (m, 10 H, Bn), 5.13 (d, 1H, 2J,p = 10.7Hz, CHOH), 5.08-
4.92 (m, 4H, CH,Bn), 4.03 (br, 1H, OH) ppm.

13C.NMR (76 MHz, CHCl;-d,): § = 148.1 (C-3), 138.3 (C-1), 135.5+ 135.5 (2 d, 2
x 4Jcp = 5.5 Hz, Bn-quartir), 133.0 (d, 3Jcp = 5.1 Hz, C-6), 129.0 (d, *Jcp = 1.6 Hz,
C-5), 128.7 (d, ®Jep = 2.3Hz, m-Bn), 128.6 (d, Jop = 3.2Hz, Bn), 128.1 (Bn), 122.9
(d,Jop = 3.1Hz, C-2), 122.0 (d, 5 Jop = 5.7Hz, C-4), 69.1 +68.8 (2 d, 2Jep = 7.5 Hz
und 7.2Hz, CH,Bn), 70.2 (d, *Jop = 158.3 Hz, CHOH) ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 21.84 (s) ppm.

Trinatrium Cytidin-5 "-yl-[(R/S)-(4-acetamidophenyl)-phosphonomethyl]-phos-
phat (18)

® NH,
3 Na
o =N
Q0 | /&

/
00, oOH OH

Die Umsetzung des a-Hydroxymethylphosphonats 21 (93.2mg, 0.286 mmol) und 1
(165.0mg, 0.289 mmol, 1.0 Aq.) mit 5-Benzylthio-1H-tetrazol (110.1mg, 0.573 mmol,
2 Aq.) iiber Nacht (23h) und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5M, 104.1pl, 0.573 mmol,
2.0 Aq.) fiir 1h gemaB der AAV1 (MPLC: Kieselgel 0.040-0.063, EE/MeOH-Gradient:
[B] = 3-12%) ergab 22 als farblosen Feststoff (169.7mg, 0.210 mmol). Davon wur-
den entsprechend der AAV5 70.8 mg (0.0874mmol) in 3.5 mL MeOH mit Pd(PPhs),
(48.5mg, 0.0.175mmol, 0.2 Aq.) und K,CO3 (50.1mg, 0.363 mmol, 4.1 Aq.) fiir 4.5h
entschiitzt. Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18, Saule A, H,O + 0.1% TFA/
MeOH + 0.1 % TFA, Gradient: [B] = 3-11% in 8 min, Fluss 30 ml/min, ¢tg = 4.5min)
ergab 18 als farbloses Lyophilisat.
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9 Chemische Synthesen

Ausbeute: 15.5mg, 0.0282 mmol (24 %), C1sH21N4Na3zO15P3, 616.30 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M-H]| ber.: 549.0793, gef.: 549.0801; A =1.46 ppm
IH-NMR (300 MHz, H,0-d,): § = 7.83+7.66 (2 d, 11, 2 x 3Jg5= 7.8 Hz, H-6),
TAG+7A3(2 d, 2H, 2 x 3Ty g5 j5- = 8.0Hz, H-2"/H6""), +7.39+7.33 (2 d,
O2H, 2 x 3J5 )55 = 8AHz, H-3""/H-5""), 6.09+6.05 (2 d, 1H, *Js5= 7.9Hz
und 8.7Hz, H-5), 5.824+5.75 (2 d, 1H, 3J, 5 = 4.4Hz und 3.2Hz, H-17), 5.18 +5.17
(2 dd, 1H, ?Jcuppos = 13.8Hz und 14.1Hz, *Jeuppo, = 9.8 Hz und 10.1 Hz, CHP),
412-4.04 (m, 1H, H-47), 4.02 (m, 1.5H, H-5a", H-5b"), 4.04+3.93 (dd, 1H, *Ju0- 3
= 4A4Hz, *Jpy 0 = 44Hz, H-a2"), 3.88-7.80 (m, 0.5H, H-5a°), 4.04+3.93 (dd, 1H,
3 T ay = A1Hz, *Jop- - = 4.1Hz, Ha2"), 3.77+4.79 (2 dd, 1H, *Ju3 a2+ = 5.4Hz
und 4.8 Hz, 3Ja3- 0 = 5.4Hz und 4.8 Hz, H-a3"), 2.1542.13 (2 s, 3H, Acetyl) ppm.

BC-NMR(76 MHz, H;0-d,): 172.2+172.0 (Ac-Carbonyl), 161.1+161.0 (C-4),
151.2 (C-5), 142.2 + 142.1 (C-6), 136.2+136.1 (2 d, 2 x *Jop = 2.7Hz, C-4°7), 133.6
41333 (2d, 2 x 2Jop = L6Hz, C-177), 127.9 (d, *Jop = 4.7Hz, C-2° /H-6""),
120.6 +120.2 (C-3" /5" 7), 95.1 + 94.9 (C-5), 89.1 + 88.6 (C-17), 82.7 + 82.1(2 d, * Jo p=
9.5Hz, C-47), 81.8 (d, "Jempro, = 159.2Hz, *Jomppo,= 6.7Hz, CHP), 73.8 (C-27),
68.8 4 67.7 (C-3), 63.8.8+62.8 (2 d, 2 x 2Jop =5.0Hz, C-57), 22.4 (Ac-CHj) ppm.
SIP_NMR (122 MHz, H,0-ds): 6 = 14.83+14.76 (d, 2 x *Jpp = 34.8Hz, PO,),
1.67+1.32 (2 d, 2 x *Jpp = 34.8Hz, PO,) ppm.

(R/S)-N*-Acetyl-2",3"-di- O-acetylcytidin-5 "-yl-[(R/ S)-
bis(benzyloxy)phosphoryl)(3-nitrophenyl)methyl]-2-cyanoethylphosphat (24)
NC NHAC
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Die Umsetzung des a-Hydroxymethylphosphonats 23 (311.2mg, 0.452 mmol) und 1
(207.9mg, 0.503 mmol, 1.1 Aq.) mit 1H-Tetrazol (70.5mg, 1.01 mmol, 2.0 Aq.) fiir 3.5h
und mit t-Butylhydroperoxid (5.5M, 137ul, 0.754mmol, 1.7 Aq.) fiir 1h gemaf der
AAV1 (Kieselgel 0.040-0.063, EE/MeOH 95:5) und Lyophilisation aus HyO/ACN er-
gab 24 als farbloses Pulver, bestehend aus den vier (R,R), (R,S), (S,R) und (R,S)

Diastereomeren.

Ausbeute: 284.0mg, 0.32mmol (70 %), C39H41N5016P2, 897.71 g/mol
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9.6 Synthese unmarkierter Inhibitoren

R; = 0.30 (EE/McOH 95:5)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 898.2096, gef.: 898.2115; A =2.12 ppm
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 10.94 (s, 1H, NH), 8.25 (m, 1H, 2" "), 8.13-
8.22 (m, 1H, H-4" "), 8.05 + 8.04 + 8.00 + 7.53 (4 d, 1H, 4 x 3Jg5 = 8.0 Hz, H-6), 7.87 (m,
1H, H-6""),7.66 (3dd, 1H, 3x3J54 = 7.7Hz, 3x%Js5 g = 7.7Hz, H-5" "), 7.30 (1m,
10H, Bn), 7.19+7.174+7.14+7.13 (4 d, 1H, 4 x 3J56 = 7.6 Hz, H-5), 6.13+6.21 + 6.18
(3 d, 3 x 2Jonppo, = 14.0Hz, 3 x *Jonppo, = 10.4Hz, CHP), 5.86 4+ 5.83 + 5.82 (3
d, 1H,3J 15 = 3.9Hz, 3.7Hz und 3.5Hz, H-1"), 5.50-5.36 (m, 1H, H-2"), 5.36-5.22
(m, 1H, H-3"), 5.1 4.93 (m, 4H, CH,Bn), 4.22 (m, 3H, H-5a", H-5b", H-4"), 4.17
(m, 1H, OCH,CH,CN), 4.05 (q, 1H, *Jocm,.cm= 6.2 Hz, OCH,CH,CN), 2.80 (m, 2H,
OCH,CH,CN), 2.10 (s, 3H, N-Ac), 2.05+2.04+2.03+2.01 (4 s, 6H, Ac) ppm.
BC-NMR (76 MHz, DMSO-dg): 6 = 171.0 (N-Ac-Carbonyl), 169.2 (Ac-Carbonyl),
162.9 + 154.2 (C-2, C-4), 147.5 (C-3" "), 146.6 (C-6), 135.8 + 135.7 + 135.7 + 135.6 (C-
177, Bn-quartér), 133.9 (C-6""), 129.9 (C-5""), 128.44127.8 (Bn), 123.7 (C-4" "), 122.3
(C277), 117.9+ 117.8 (CN), 95.9 (C-5), 90.8 + 90.6 + 90.6 +90.4 (C-17), 99.6 (C-4"),
73.0 (d, "Jep = 163.8 Hz, CHP), 72.5 (C-27), 69.1 (C-37), 68.4+68.2 (2 d, 2 x*Jop =
6.7 Hz, CHaBn), 66.9 (C-5"), 63.0 (OCH,CH,CN), 24.45 (N-Ac-CHy), 20.2 (Ac-CH),
18.9+ 18.8 (OCH,CH,CN) ppm.

Trinatrium Cytidin-5 "-yl-[( R)-(3-nitrophenyl)-phosphonomethyl]-phosphat (19-I)
und Trinatrium
Cytidin-5 "-yl-[(S)-(3-nitrophenyl)-phosphonomethyl]-phosphat (19-h)

®
3 Na NH>
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_P_0O v
° 660 OH OH
Der geschiitzte Inhibitor 32 (43.2mg, 0.048 mmol) wurde in 2mL DCM gelost und
Triethylamin (0.33 mL, 2.40 mmol, 50 Aq.) zugegeben. Nach Riihren iiber Nacht (17h)
wurde das Losungsmittel im Stickstoffgasstrom entfernt und der Riickstand im Fein-
vakuum getrocknet. Er wurde in 1 mL trockenem MeOH aufgenommen und geméfl
der AAV2 zundchst mit Hy und Pd/C 10% (7.0mg, Reaktionszeit 30 min) hydriert
und anschlieBend mit NaOMe in MeOH (0.5 M, 0.96 mL, 0.482mmol, 10 Aq., Reakti-
onszeit 30 min) umgesetzt. Es wurde Aceton zugegeben und der entstandene Nieder-

schlag abgefiltert, mit Aceton und MeOH gewaschen und der erhaltene Feststoff in H,O
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9 Chemische Synthesen

aufgenommen. Nach Behandlung mit H*- und Nat-Ionenaustauscherharz wurde das
Rohprodukt HPLC-gereinigt (RP-18, Saule A, HyO + 0.1 % TFA/ACN + 0.1 % TFA,
Gradient: [B] = 2.5%, Fluss 30 ml/min, tg(19-1) = 13.0min, tg(19-h) = 14.8 min)
und ergab nach Lyophilisation aus HyO die Isomere 19-1 und 19-h als farblose Pulver.
19-1: Ausbeute: 2.22mg, 3.67 umol (7 %), C16H17N4NazgO13P2, 604.97 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+Na-2H]| ber.: 559.0249, gef.: 559.0261; A =2.15ppm
IH-NMR (300 MHz, H,0-d,): § = 8.29 (bs, 1H, H-2""), 8.16 (bd, 1H, 3J, 5 =
8.2Hz, H-4""), 7.86 (bd, 1H, 3 Jg 5= 8.2 Hz, H-6""), 7.79 (d, 1H, 3 Jg 5= 7.8 Hz, H-6),
7.60 (dd, 1H, 3J54= 8.0Hz, 3J5 6= 8.0Hz, H-5""), 6.02 (d, 1H, 3J55= 6.0 Hz, H-5),
5.82(d, 1H, 3Jy 5= 4.0Hz, H-17), 5.32 (dd, 1H, 2Jcppro, = 14.1Hz, *Jenpro, =
10.0 Hz, CHP), 4.06 (m, 2H, H-4", H-5a"), 4.05 (dd, 1H, 3Jp- a3 = 4.4Hz, *Jup a1~
4.4Hz, H-a2"), 3.98-3.88 (m, 1H, H-5a"), 3.86 (dd, 1H, 3Jus ao- = 5.2Hz, 3Jus 0y =
5.2Hz, H-a3") ppm.

19-h: Ausbeute: 1.38 mg, 2.28 pmol (5 %), C16H17N4NazO;3P2, 604.97 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M-H]| ber.: 537.0429, gef.: 537.0421; A =1.49ppm
IH-NMR (300 MHz, H,0-d,): § =8.26 (bs, 1H, H-2""), 8.08 (bd, 1H, 3J, 5 =
8.1Hz, HA4""),7.83 (bd, 1H, *J¢ 5 = 7.5 Hz, H-6" "), 7.57 (d, 1H, 3Jg 5= 7.8 Hz, H-6
7.53 (dd, 1H, 3J54= 8.4Hz, *J5 5= 8.4Hz, H-5""), 5.96 (d, 1H, 3.J5 5= 7.6 Hz, H-5
5.76 (d, 1H, 3J, 5= 3.3Hz, H-17), 5.31 (dd, 1H, 2Jcpppo, = 13.8Hz, *Jenppo, =
10.1 Hz, CHP), 4.08-3.89 (m, 4H, H-2", H-3", H-4". H-5a/b") ppm.

),
),
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9.7 Synthese der PAL-Sonden

9.7. Synthese der PAL-Sonden

6-[(1S)-(2-(4-Benzoylphenyl)-1-carboxyethylcarbamoyl)]-di- O-pivaloylfluoresce-
in L-25

L-4-Benzoylphenylalanin (105.2mg, 0.391 mmol) und 6-Carboxy-di- O-pivaloylfluores-
cein- N-succinimidylester (2-(6)-OSu) (250.8 mg, 0.391 mmol, 1 Aq.) wurden in 6 mL
DMEF suspendiert und nach Zugabe von Diisopropylethylamin (81.7 pL, 0.469 mmol,
1.2 Aq.) bei Raumtemperatur geriiht. Innerhalb von 3h klirte sich die Lésung und
nach 4h wurde das Losungsmittel i.V. entfernt, der Riickstand in EE aufgenommen,
mit 40 mL HCI (0.5 M) sowie 20 mL Brine extrahiert und die organische Phase tiber
NaySO, getrocknet. MPLC-Reinigung (Kieselgel 0.015-0.040, DCM /MeOH-Gradient
+ 2% CH3COOH: [B] = 0—10 %) und anschlieBende Lyophilisation aus Dioxan ergaben
das Produkt 1-25 als farbloses Pulver.

Ausbeute: 292.5mg, 0.368 mmol (94 %), C;7H4 NOqy, 795.27 g/mol

R; = 0.37 (DCM/MeOH 95:5 + 2% CH3COOH)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+Na]" ber.: 818.2572, gef.: 818.2577; A =0.61 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d,): § = 8.10 (bs, 1H, COOH), 7.94 (d, 1H, 3J,5 =
7.9Hz, H-4), 7.85 (d, 2H, ®p,.0Bom = 7-2Hz, Bz-0), 7.73 (bd, 1H, 35 4 = 8.0 Hz, H-5),
7.64 (t, 1H, *J pyppom = 7.4Hz, Bz-p), 7.51 (dd, 2H, *Jp,m 510 = 7.6 Hz, 3J 5, Bap
= 7.6 Hz, Bz-m), 7.45 (d, 2H, *Jphe3/5 phe-2/6 = 8.1 Hz, Phe-3/5), 7.27 (s, 1H, H7), 7.12
(d, 2H, ®Jpne2/6,phe-3/5 = 8.1Hz, Phe-2/6), 7.06 (d, 1H, *J4 - = 2.1Hz, H-4"), 6.94
(bd, 1H, 3 Jym.cu = 8.0Hz, NH), 6.85 (dd, 1H, 3Jy- ;- = 8.7Hz, *J5- 4 = 2.2 Hz, H-2"),
6.77 (d, 1H, 3Jy-5- = 8.7Hz, H-1"), 6.70 (s, 1H, H-7"), 6.70 (s, 1H, H-8"), 6.61 (bs,
1H, H-5"), 4.87 (ddd, 1H, *Jeuxn = 8.3Hz, *Jon.cnya = 5.5Hz, *Jon cn, = 5.5 Hz,
Phe-CH), 3.26 (dd, 1H, ?Jcpyb.cHy-a = 13.8 Hz, 3Jcpy.cn = 4.8 Hz, Phe-CHa-b), 3.13
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(dd, 1H, 2JCH2-a,CH2-b = 13.8 HZ, SJCHz-a,CH = 6.0 I‘IZ7 Phe—CHg—a), 1.38 (S, 9H, PV),
1.33 (s, 9H, Pv) ppm.

1BC.NMR (76 MHz, CHCl3-d,): § = 198.1 (Ph(CO)Ph), 176.4 (Pv-Carbonyl),
176.4 (Pv-Carbonyl), 172.4 (COOH), 168.3 (C-3), 165.0 (Amid-Carbonyl), 153.4 (C-
8), 152.6 (C-3"), 152.6 (C-6"), 151.2 (10a"), 151.1 (C-4a"), 141.0 (Phe-1), 139.9 (C-6),
136.9 (Phe-4), 136.6 (Bz-1), 133.2 (Bz-p), 130.7 (Bz-0), 129.8 (Phe-3/5), 129.4 (C-5),
129.4 (Phe-2/6), 128.9 (C-17), 128.8 (C-8"), 128.4 (Bz-m), 128.2 (C-3a), 125.3 (C-4),
122.7 (C-7), 117.9 (C-77), 117.8 (C-27), 115.5 (C-8a”), 115.1 (C-9a°), 110.2 (C-57),
110.1 (C-47), 81.7 (C-1), 52.8 (Phe-CH), 39.2 (Pv-C(CHy)3), 39.1 (Pv-C(CHy)3), 37.1
(Phe-CHy), 27.0 (Pv-CHs), 27.0 (Pv-CHj;) ppm.

6-[(1R)-(2-(4-Benzoylphenyl)-1-carboxyethylcarbamoyl)]-di- O-pivaloylfluoresce-
in D-25

D-4-Benzoylphenylalanin (155.7 mg, 0.578 mmol) und 6-Carboxy-di- O-pivaloylfluores-
cein- N-succinimidylester (2-(6)-OSu) (371.2mg, 0.579 mmol, 1 Aq.) wurden in 6 mL
DMF suspendiert und Diisopropylethylamin (89.7 uL, 0.694 mmol, 1.2 Aq.) zugegeben.
Innerhalb von 3h klarte sich die Losung und nach 4h Reaktionszeit wurde das Lo-
sungsmittel i.V. entfernt, der Riickstand in EE aufgenommen und mit 40 mL HCI
(0.5 M) und 40 mL Brine extrahiert und die organische Phase tiber NaySO, getrocknet.
MPLC-Reinigung (Kieselgel 0.04-0.064, DCM + 5% CH3;COOH/MeOH-Gradient: [B]
= 0-10%) und anschlieBende Lyophilisation aus Dioxan ergab das Produkt D-25 als

farbloses Pulver.

Ausbeute: 299.1 mg, 0.376 mmol (65 %), C47H41NO1q, 795.27 g/mol

R; = 0.57 (EE/Hex 80:20)

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+Na]* ber.: 818.2572, gef.: 818.2565; A = 0.86 ppm
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9.7 Synthese der PAL-Sonden

'H-NMR (300 MHz, CHCl;-d;): § = 7.95 (d, 1H, 3J, 5 = 8.0 Hz, H-4), 7.84 (d, 2H,
3bpopem = T.2Hz, Bz-0), 7.74 (bd, 1H, 354 = 7.6 Hz, H-5), 7.64 (t, 1H, 3J 5, ppm =
7.4Hz, Bz-p), 7.50 (dd, 2H, 3Jp,m 5.0 = 7.8Hz, 3J5,mpsp = 7.8 Hz, Bz-m), 7.46 (d,
2H, 3 Jppe.3/5.phe2/6 = 8.2 Hz, Phe-3/5), 7.29 (s, 1H, H7), 7.13 (d, 2H, 3J phe-s/6.phe-3/5 =
8.0Hz, Phe-2/6), 7.06 (d, 1H, 4J;- o+ = 2.1Hz, H-4"), 6.98 (bd, 1H, 3Jxy.cu = 8.1 Hz,
NH), 6.84 (dd, 1H, 3Jy ;- = 8.7Hz, *Jy 4 = 2.2Hz, H-2"), 6.78 (d, 1H, 3J, 5 =
8.7Hz, H-1"), 6.71 (s, 1H, H-7"), 6.71 (s, 1H, H-8"), 6.64 (bs, 1H, H-5"), 4.89 (ddd,
1H, 3Jcpnn = 8.0Hz, 3J e citya = 5.7 Hz, 3J i cmyn = 5.7 Hz, Phe-CH), 3.26 (dd, 1H,
2 J Ctyb.CHga = 13.7Hz, 3Jcpypcn = 4.8 Hz, Phe-CHy-b), 3.15 (dd, 1H, 2Jcy-acrob
= 13.7Hz, 3Jcmyacn = 6.0 Hz, Phe-CHy-a), 1.38 (s, 9H, Pv), 1.33 (s, 9H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d,): 6 = 197.7 (Ph(CO)Ph), 176.3 (Pv-Carbonyl),
176.3 (Pv-Carbonyl), 172.3 (COOH), 168.3 (C-3), 165.2 (Amid-Carbonyl), 153.1 (C-
8), 152.5 (C-37), 152.4 (C-6"), 151.1 (10a’), 151.0 (C-4a”), 141.0 (Phe-1), 139.8 (C-6),
136.6 (Bz-1), 136.5 (Phe-4), 133.0 (Bz-p), 130.4 (Bz-o0), 120.8 (Phe-3/5), 120.4 (C-5),
129.4 (Phe-2/6), 128.9 (C-17), 128.8 (C-87), 128.4 (Bz-m), 128.2 (C-3a), 125.2 (C-4),
122.8 (C-7), 117.8 (C=77), 117.7 (C-27), 115.3 (C-8a"), 115.0 (C-9a°), 110.1 (C-5"),
110.0 (C-47), 81.8 (C-1), 52.9 (Phe-CH), 39.0 (Pv-C(CHy)3), 38.9 (Pv-C(CHy),), 37.0
(Phe-CHs), 26.9 (Pv-CHs), 26.8 (Pv-CHj) ppm.

Fmoc-GABA beladenes 2-Chlortritylharz (26)

o

FmocHN
NN
i OO .

In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurden unter Stickstoffatmosphéare 2-Chlortrityl-
chloridharz (399.7 mg; 100-200 mesh, 1% DVB, 1.3 mmol/g) und Fmoc-y-aminobutter-
séure (508.1 mg, 1.562 mmol, 3 Aq.) in 10 mL trockenem DCM aufgenommen und Diiso-
propylethylamin (0.56 mL, 3.23 mmol, 6.2 Aq.) zugegeben. Nach 3.5 h Kupplungsreak-
tion wurden 0.64 mLL MeOH zum Blockieren unreagierter Tritylchloridfunktionalitaten
zugegeben und nach 45 min wurde das Harz gewaschen (jeweils 3-5mL: 3 x DCM, 3

x THF, 6x DMF, 3 x THF, 3 x DCM) und im Feinvakuum getrocknet. Die Fmoc-
Bestimmung ergab fiir 26 eine Beladung von 0.878 mmol/g.

Ausbeute: 591.4 mg, 0.878 mmol/g (93 % Beladung)
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6-[(2S)-3-(3-(4-Benzoylphenyl)-1-(3-carboxypropylamino)-1-oxopropan-2-yl-
carbamoyl)]-di- O-pivaloylfluorescein 1.-25-GABA

Mit 2 x 5mL Piperidin/DMF 20:80 (fiir je 5 min) wurde die Fmoc-Gruppe von Verbin-
dung 26 (290.2mg, 0.707 mmol/g, 0.205mmol) abgespalten und anschliefend wurde
das Harz mehrfach mit DCM und zuletzt DMF gewaschenen.

Fmoc-1-Bpa-OH (504.2mg, 1.026mmol, 5Aq.) sowie HOBt (157.1mg, 1.026 mmol,
5Aq.) wurden in 3mL DMF gelost und anschlieBend N,N “-Diisopropylcarbodiimid
(159 L, 1.026 mmol, 5 Aq.) zugegeben. Die Mischung wurde auf das Harz gegeben und 2
Tage intensiv geschiittelt. Die Reaktionslosung wurde abgetrennt und das Harz gewa-
schen (je 3-bmL: 10 x DCM, 10 x DMF). Durch Behandlung des Harzes mit 2 x 5mL
Piperidin/DMF 20:80 (fir je 10 min) wurde die Fmoc-Gruppe abgespalten und das Harz
mit DMF und DCM gewaschen. Es wurden 6-Carboxy-di- O-pivaloylfluorescein (2-(6))
(334.0mg, 0.613mmol, 3 Aq.) und HOBt (94.3mg, 0.616 mmol, 3 Aq.) zugegeben und
die Mischung in 4 mL, DMF aufgenommen. N,N ’-Diisopropylcarbodiimid (95 nL, 0.616
mmol, 3 Aq.) wurde zugegeben und nach Reaktion iiber Nacht (21 h) die Reaktionsl-
sung entfernt sowie das Harz gewaschen (je 3-5mL: 10 x DMF, 10 x DCM). Die Ab-
spaltung von L-25-GABA vom Harz erfolgte mit 1% TFA in DCM (4 x 1 min, jeweils
5mL). Die vereinigten Filtrate wurden mit Brine gewaschen, iiber Nay,SO, getrocknet
und Lyophilisation aus Dioxan ergab L-25-GABA als einen blass gelben Feststoff.
Ausbeute: 172.3mg, 0.196 mmol (96 %), Cs HysN2O12, 880.93 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M+Na]* ber.: 903.3099, gef.: 903.3045; A =5.98 ppm
'H-NMR (300 MHz, CHCl;-d,): § = 8.54 (bs, 1H, NH), 7.98 (d, 1H, 3J4 5 = 8.0 Hz,
H-4), 7.80 (bd, 1H, 3J54 = 7.7Hz, H-5), 7.66 (d, 2H, *Jp,0p.m = 7.6 Hz, Bz-0), 7.62
(bs, 1H, H-7), 7.55 (t, 1H, *Jp,pBsm = 7.3Hz, Bz-p), 7.52 (d, 2H, ® Jppes/5,phe-2/6 =
7.7Hz, Phe-3/5), 7.41 (dd, 2H, *Jp,mBso = 7-6Hz, 3Jp,mBsp = 7.6 Hz, Bz-m), 7.27
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(d, 2H, *Jppes/ophess = 7.6Hz, Phe-2/6), 7.06 (bs, 1H, H-57), 7.02 (bs, 1H, H-4"),
6.95 (d, 1H, 3J, 1 = 8.5Hz, H-2"), 6.83 (t, 1H, *Jypacn, = 5.8 Hz, NH-GABA), 6.80
(d, 1H, 3J, 5 = 8.6Hz, H-17), 6.65 (bs, 2H, H-7", H-8"), 4.78 (ddd, 1H, *Jopnm =
7.7Hz, ®Jonoma = 7.7 Hz, #Jom o,y = 7.7 Hz, Phe-CH), 3.13 (m, 2H, Phe-CH,), 3.04
(m, 1H, NHCH,CH,CHyb), 2.84 (bs, 1H, NHCH,CH,CHa-a), 2.19 (dt, 1H, *Jip e
= 15.6 Hz, 3Jypcm, = 7.6 Hz, NHCH,CH,CHy-b), 2.11 (dt, 1H, 2Jyams = 15.1 Hz,
3 o, = 7.6Hz, NHCH,CHCHy-a), 1.68 (dtt, TH, 2Jyp s = 6.7Hz, ®Jun.om,
= 6.7Hz, 3JH-b,CH2 = 6.7Hz, NHCH,CH>CHs-b), 1.55 (dtt, 1H, 2=]H-a,H-b = 6.8 Hz,
S Jiach, = 6.8Hz, ?Jyacn, = 6.8 Hz, NHCH,CH,CHs-a), 1.39 (s, 9H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d,): 6 = 196.2 (Ph(CO)Ph), 178.0 (Pv-Carbonyl),
176.6 (Pv-Carbonyl), 176.0 (COOH), 171.5 (Phe-CONH), 167.9 (C-3), 164.9 (Amid-
Carbonyl), 152.7 (C-67), 152.5 (C-3"), 151.8 (C-8), 151.6 (C-4a”), 151.5 (10a"), 141.4
(Phe-1), 139.9 (C-6), 137.4 (Bz-1), 136.0 (Phe-4), 132.3 (Bz-p), 129.9 (Phe-3/5), 129.9
(C-5), 129.7 (Bz-0), 129.5 (C-17), 129.1 (Phe-2/6), 129.0 (C-3a), 128.8 (C-8"), 128.1
(Bz-m), 125.1 (C-4), 122.7 (C-7), 118.7 (C-27), 118.0 (C-7"), 116.0 (C-9a"), 115.5 (C-
8a), 110.4 (C-47), 110.0 (C-5"), 82.2 (C-1), 54.7 (Phe-CH), 39.1 (Pv-C(CHy)s), 39.0
(Pv-C(CHj)3), 38.7 (Phe-CH,), 38.7 (CH,CH,CH,COOH), 30.9 (CH,CH,CH,COOH),
26.9 (Pv-CHs), 26.8 (Pv-CH3), 23.8 (CH,CH,CH,COOH) ppm.

(S/R)-Diallyl-(3-((2S)-3-(4-benzoylphenyl)-2-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-6-car-
boxamido)propanamido)phenyl)-(hydroxy)methylphosphonat 1.-26

Die Nitroverbindung 14-m (236 mg, 0.754 mmol) und SnCly-H,O (1.53 g, 6.79 mmol,
9 Aq.) wurden in 5mL absolutem Ethanol im Mikrowellenreaktor fiir 100 min auf 60 °C
erhitzt. Zu der Reaktionslosung wurden 20 mL: EE gegeben und mit 40 mL NaHCOj5 so-

wie 40 mL Brine gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber NaySO,4 wurde
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das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei Raumpteratur entfernt und das Anilin
15-m fiir wenige Minuten im Feinvakuum getrocknet. Das erhaltene Ol wurde in 3 mL
DCM aufgenommen und 1-25 (200 mg, 0.251 mmol, 1 Aq.), HOAt (68 mg, 0.503 mmol,
2 Aq.) und zuletzt EDC-HCI (53mg, 0.277 mmol, 1.1 Aq.) zugegeben. Nach Reaktion
tiber Nacht wurde die Reaktionslosung mit 20mL HCI (0.5M) und 20 mL NaHCOj4
(ges.) gewaschen und die organische Phase tiber NaySO, getrocknet. Die organische
Phase wurde eingeengt und das Produkt 1-26 nach MPLC-Reinigung (Kieselgel 0.040—
0.063, Hex/EE 25:75) als farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 166.7mg, 0.157 mmol (63 %), CoH57N2014, 1061.07 g/mol
R; = 0.40 (EE/Hex 80:20)
HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]" ber.: 1061.3620, gef.: 1061.3629; A =0.85 ppm

'H-NMR (300 MHz, CHCl3-d;): 6 = 8.79+8.72 (2 bs, 1H, Anilin-NH), 7.97 + 7.96
(2d, 1H, 2 x *Jy 5 = 8.0 Hz, H-4), 7.77 (bs, 1H, H-7), 7.66 (m, 1H, H-2" "), 7.62 (m, 1H,
H-5), 7.58 (d, 2H, *Ji,0p0m = 8.3Hz, Bz-0), 7.54 (t, 1H, *Jp,p5sm = 7.7Hz, Bz-p),
7.42 (m, 4H, Phe-2/6,3/5), 7.38 (dd, 2H, *Jpympro = T.8Hz, Jppmpep = 7.8z,
Bz-m), 7.31-7.25 (m, 1H, H-6""), 7.17 (dd, 1H, 3Js5-- 4 = 7.6Hz, 3J5 - = 7.6 Hz,
H-5"7),7.17 (d, 1H, 3J7»78' =7.7Hz, H-7"),7.094+6.96 (2d, 1H, 2 X3J4”75” = 7.4 Hz,
H-4""), 6.82+6.84 (2 d, 1H, 2 x *Jg- ;- = 8.6 Hz, H-87), 6.77 (bs, 1H, H-5"), 6.65 (bs,
1H, H-47), 6.50 6.35 (m, 2H, H-1", H-2"), 5.86 5.62 (m, 2H, Allyl-CH), 5.22 +5.18
(2 d, 2H, 2 x *Jyanszan = 18.2Hz, Allyl-trans), 5.00+5.03 (2 d, 2H, 2 x 3Jeeaan =
10.2 Hz, Allyl-cis), 4.90 (d, 1H, *Jcppp = 11.2Hz, CHOH), 4.88 (m, 1H, Phe-CH),
4.49-4.20 (m, 4H, All-CH,), 3.25 (dd, 1H, 2J o croa = 13.1Hz, 3 Jonon,.on = 3.3 Hz,
Phe-CHa-b), 3.10 +3.06 (2 dd, 1H, 2 x 2J e, .cmn = 11.9Hz, 2 x *Jcp,acon = 5.4 Hz,
Phe-CHa-a), 1.53 +1.52 + 1.50 + 1.33 (4 s, 18H, Pv) ppm.

13C_NMR (76 MHz, CHCl;-d,): § = 196.33 + 196.25 (Ph(CO)Ph), 180.70 + 177.41
(Pv-Carbonyl), 170.53 4 170.39 (PhNHCOR), 167.74 (C-3), 164.42 (Fluo-CO), 152.61
(C-37), 152.16 (C-67), 151.91 (C-4a’), 151.76 (C-10a"), 150.94 (C-8), 141.73 + 141.67
(Phe-1), 140.00 + 140.02 (C-6), 137.85 (Bz-1), 137.84 + 137.60 (C-1""), 137.37 + 137.21
(C-377), 136.28 (Phe-4), 132.90 + 132.72 + 132.64 + 132.63 (4 d, 4 x *Jewp= 6.5 Hz,
Allyl-CH), 132.35 (Bz-p), 130.42 (C-8"), 129.81 (Phe-3/5), 120.74 (Bz-o0), 129.41 (C-
5), 120.37 (Phe-2/6), 120.10 (C-1), 129.04 (C-5""), 128.43 (Bz-m), 128.14 (C-3a),
124.87 (C-4), 123.05 (C-4” "), 122.46 (C-7), 119.43 (C-7), 117.99 (Allyl=CH,), 117.92
(C-27), 117.75 + 117.70 (C-6 "), 117.00 (C-2" ), 116.47 (C-8a"), 115.57 (C-9a "), 110.77
(C-47), 110.67 (C-57), 82.50 (C-1), 70.34+70.07 (2 d, 2 x 'Jenpp= 160.0 Hz, CHP),
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67.50 4 67.37 +67.19+67.04 (4 d, 4 x 2Jcp, p= 6.9Hz, Allyl-CH,), 55.53 (Phe-CH),
40.21 (Phe-CH,), 39.51 +39.16 (Pv-C(CHs)s), 27.20 +27.01 (Pv-CHs) ppm.

3IP_NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 22.40+22.37 (2 s, PO3) ppm.

(S/R)-Diallyl-(3-((2R)-3-(4-benzoylphenyl)-2-(di- O-pivaloylfluoresceinyl-6-car-
boxamido)propanamido)phenyl)-(hydroxy)methylphosphonat D-26

_OAll

~

OH
p
I "OAll
O

Die Nitrobenzylverbindung 14-m (441.0 mg, 1.408 mmol) und SnCly-H,O (2.82¢g, 12.5
mmol, 9 Aq.) wurden in 11 mL absolutem Ethanol im Mikrowellenreaktor fiir 90 min
auf 60°C erhitzt. Zu der Reaktionslosung wurden 50 mL EE gegeben und mit 2 x
50 mL NaHCOj3 gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber NaySO,4 wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bei Raumpteratur entfernt und das Anilin
15-m in 7.05 mL DCM aufgenommen. Zu einer Halfte der Losung von 15-m wurden
D-25 (205.8 mg, 0.259mmol, 0.33 Aq.), HOAt (105.6mg, 0.776 mmol, 0.66 Aq.) und
zuletzt EDC-HCI (74.4mg, 0.389 mmol, 0.5 Aq.) zugegeben. Nach 2.5h Reaktion un-
ter Rithren wurde die Reaktionslosung durch Kieselgel gefiltert und mit EE eluiert.
Die MPLC-Reinigung (Kieselgel 0.040-0.063, Hex/EE-Gradient: [B] = 50100 %) und
Lyophilisation aus Dioxan ergab D-26 als farblosen Feststoff.

Ausbeute: 150.7mg, 0.142 mmol (55 %), CoH57N2014, 1061.07 g/mol
R; = 0.16 (EE/Hex 75:25)
HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]* ber.: 1083.3440, gef.: 1083.3498; A = 5.35 ppm

'H-NMR (300 MHz, CHCl;-d, ): § = 8.82+8.74 (2 bs, 1H, Anilin-NH), 7.97 + 7.95
(2d, 1H, 2 x %J,5 = 8.0Hz, H-4), 7.77 (bs, 1H, H-7), 7.66 (m, 1H, H-2""), 7.62 (m, 1H,
H-5), 7.59 (d, 2H, *Jp,-055-m = 8.0 Hz, Bz-0), 7.55 (t, 1H, 3Jp,p gy = 7.7 Hz, Bz-p),
7.42 (m, 4H, Phe-2/6,3/5), 7.38 (dd, 2H, *Jp,m b0 = 7.8Hz, “Jpypmpsp = 7.8Hz,
Bz-m), 7.32-7.24 (m, 1H, H-6""), 7.18 (dd, 1H, 3J5--4-- = 7.6Hz, 3J5 -4~ = 7.6 Hz,
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H-5°),7.16 (d, 1H,3J; 5 = 7.7Hz, H-77), 7.0+ 6.97 (2 d, 1H, 2x 3J -5 = 7.4z,
H-4"7), 6.84+6.82 (2 d, 1H, 2 x *Jg- ;- = 8.6 Hz, H-87), 6.76 (bs, 1H, H-5"), 6.65 (bs,
1H, H-4"), 6.46 (m, 2H, H-1", H-2"), 5.75 (m, 2H, Allyl-CH), 5.22+5.18 (2 d, 2H,
2 x *Jyamsaan = 18.2Hz, Allyl-trans), 5.09+5.03 (2 d, 2H, 2 x *Jesoan = 10.3Hz,
Allyl-cis), 4.91 (d, 1H, *Jcgpp = 11.2Hz, CHOH), 4.88 (m, 1H, Phe-CH), 4.33 (m,
4H, All-CH,), 3.25 (dd, 1H, QJCHQ_ILCHQ_a = 13.1 Hz, BJCHQ-b,CH = 3.3 Hz, Phe-CHs-b),
3.10+3.06 (2 dd, 1H, 2 x QJCHQ-a,CHg-b =12.2Hz 2x 3JCH2—a,CH = 5.5 Hz, Phe-CHs-a),
1.53+1.51+1.50+1.33 (4 s, 18H, Pv) ppm.

BC-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): 6 = 196.22 +196.16 (Ph(CO)Ph), 180.58 4+ 177.13
(Pv-Carbonyl), 170.46 + 170.32 (PLNHCOR), 167.70 (C-3), 164.38 (Fluo-CO), 152.54
(C-37), 152.05 (C-6"), 151.81 (C-da’), 151.65 (C-10a"), 150.82 (C-8), 141.59 + 141.55
(Phe-1), 139.93 + 139.86 (C-6), 137.68 (Bz-1), 137.64 4+ 137.49 (C-1""), 137.25 (C-3""),
136.14 (Phe-4), 132.72+132.58 + 132,53+ 1.32.50 (4 d, 4 x 3Jeyp= 6.0Hz, Allyl-
CH), 132.25 (Bz-p), 130.19 (C-87), 129.68 (Bz-0), 129.65 (Phe-3/5), 129.59 (C-5),
129.25 (Phe-2/6), 128.92 (C-17), 128.40 (C-5""), 128.14 (C-3a), 128.03 (Bz-m), 124.77
(C-4), 122.95+122.66 (C-4"7), 122.33 (C-7), 119.30 (C-77), 117.85 (C-2°), 117.84
(Allyl=CH,), 117.70 + 171.642 (C-6""), 116.97 (C-2""), 116.32 (C-8a’), 115.39 (C-
9a”), 110.77 (C-47), 110.67 (C-57), 82.50 (C-1), 70.14+69.91 (2 d, 2 x 'Jonpp=
160.5 Hz, CHP), 67.40+ 67.28 4+ 67.19+67.03 (4 d, 4 x *Jom, p= 6.9Hz, Allyl-CH,),
55.38 (Phe-CH), 40.03 (Phe-CH,), 39.37 + 39.02 (Pv-C(CHs)3), 27.05 -+ 26.88 (Pv-CHy)
ppm.

3IP-NMR (122 MHz, CHCl3-d;): § = 22.49 (s, PO3) ppm.

(R)-Diallyl-(3-(4-((2S)-3-(4-benzoylphenyl)-2-(di-O-pivaloylfluoresceinyl-6-car-
boxamido)propanamido)butanamido)phenyl) (hydroxy)methylphosphonat 1-26-
GABA

17 OH
C 3
P\—OAII

4
O OAIl

204



9.7 Synthese der PAL-Sonden

Die Darstellung des Anilins 15-m erfolgte wie unter D-26 beschrieben. Es wurde die
zweite Halfte des in DCM aufgenommenen 15-m eingesetzt. Zu der Losung mit 15-
m (1 Aq.) wurden 1L-25-GABA (180.0mg, 0.635mmol, 0.33 Aq.), HOAt (85.2mg,
0.629 mmol, 0.66 Aq.) und zuletzt EDC-HCI (59.2.4mg, 0.309 mmol, 0.5 Aq.) zugege-
ben. Nach Reaktion tiber Nacht (24 h) wurde die Reaktionslosung durch Kieselgel ge-
filtert und mit mit EE/MeOH 90:10 eluiert. Die MPLC-Reinigung (Kieselgel 0.040—
0.063, Hex/MeOH-Gradient: [B] = 0—10%) und Lyophilisation aus Dioxan ergab L-
26-GABA als farblosen Feststoft.

Ausbeute: 182.0mg, 0.159 mmol (77 %), CesHeaN3015P, 1146.18 g/mol
R; = 0.33 (EE/MeOH 95:5)
HRMS (ESI-TOF): m/z[M+H]* ber.: 1146.4148, gef.: 1146.4147; A =0.09 ppm

'H-NMR (600 MHz, CHCl3-d;): 6 = 8.75+8.71 (2 bs, 1H, Anilin-NH), 8.36 (bs,
1H, Flu-CONH), 7.89 (m, 1H, H-4, H-5), 7.66 (d, 2H, *Jp, o pym = 7.3 Hz, Bz-0), 7.65
(m, 1H, H-2""), 7.63 (bs, 1H, H-7), 7.54 (t, 1H, *Jp,p pymn = 7.4 Hz, Bz-p), 7.50 (d, 2H,
% Jphe-3/5,phe-2/6 = 7.3 Hz, Phe-3/5), 7.48+7.44 (2d, 1H, 2 x ®Jg-5- = 8.5Hz, H-6""),
741 (dd, 2H, 3Jp,mp = 7.6Hz, “Jn,mp.py = 7.6Hz, Bz-m), 7.31 (bs, 1H, NH-
GABA), 7.25 (d, 2H, ®Jppesysphes/s = 6.5Hz, Phe-2/6), 7.13+7.11 (t, 1H, 3J5-,-
= 7.6Hz, 3Js g = T.6Hz, H-5"7), T.05+7.04 (2 d, 1H, 2 x *J,- 5 = T.9Hz, H-
4°7), 7.01 (bs, 1H, H-57), 6.97 (bs, 1H, H-4"), 6.86 (bd, 1H, 3J, 5= 6.9 Hz, H-17),
6.75 (bd, 1H, 3Jy 1= 6.9Hz, H-27), 6.73 (d, 1H, 3J; 5 = T.9Hz, H-T"), 6.69 (d,
IH, 3Js 7 = 8.6Hz, H-8"), 5.77-5.80 (m, 2H, Allyl-CH), 5.25+5.20 (2 d, 2H, 2 x
3 Jirans2-an = 17.4Hz, Allyl-trans), 5.15+5.11 (2 d, 2H, 2 x 3Jjs0.a1 = 10.4 Hz, Allyl-
cis), 4.96+4.89 (2 d, 1H, 2 x 2Jeppp = 12.5Hz, CHOH), 4.84 (m, 1H, Phe-CH),
4.50—4.27 (m, 4H, All-CH,), 3.14 (m, 1H, Phe-CHs-b), 3.08 (m, 1H, Phe-CHs-a),
3.03 (m, 1H, NHCH,CH,CH,b), 2.30 (m, 1H, NHCH,CHyCHa-a), 2.181.99 (m, 1H,
NHCH,CH,CH,), 1.73-1.56 (m, 1H, NHCH,CH,CH,), 1.37+1.34 (4 5, 18H, Pv) ppm.

13C-NMR (76 MHz, CHCl3-d;): § = 196.29 (Ph(CO)Ph), 177.27 4 176.66 (Pv-
Carbonyl), 171.28 (PhNHCOR), 171.14 (CHCONH), 167.88 (C-3), 165.14 (Fluo-CO),
152.60 (C-37), 152.46 (C-67), 152.01 (C-8), 151.49 (C-4a”), 151.46 (C-10a"), 141.79
(Phe-1), 139.88 (C-6), 138.30 (C-1""), 137.21 (Bz-1), 137.15 (C-3""), 135.92 (Phe-
4), 132.58 4 132.55 + 132.45 + 132.42 (4 d, 4 x 3Jcy p= 8.5 Hz, Allyl-CH), 132.34 (Bz-
p), 120.81 (Bz-0), 129.77 (Phe-2/6), 129.53 (C-5), 129.09 (Phe-3/5), 128.96 (C-1°),
128.92 (C-87), 128.72 (C-3a), 128.49 (C-5"7), 128.09 (Bz-m), 125.11 (C-4), 122.83
(C-7), 122.54 (C-4""), 119.59 4 118.56 (C-6""), 118.34 (C-2""), 117.92 (C-2"), 117.84
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9 Chemische Synthesen

(Allyl=CH,), 117.81 (C-7"), 115.79 (C-9a"), 115.58 (C-8a"), 110.35 (C-5"), 110.19 (C-
47),82.03 (C-1), 70.41 (d, " Jenp.p= 163.0 Hz, CHP), 67.54 + 67.49 + 67.24 + 67.18 (4 d,
4 x 2Joy, p= T.0Hz, Allyl-CH,), 54.91 (Phe-CH), 39.05 (NHCH,CH,CHy), 39.01 (Pv-
C(CH,)3), 38.48 (Phe-CHy), 33.67 (NHCH,CH,CH,), 26.88 +26.86 (Pv-CH;), 24.18
(NHCH,CH;CH,) ppm.

3IP_NMR (122 MHz, CHCl;3-d,): § = 22.71 +22.69 (2 s, PO3) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5"-yl-[(R/S)-(3-((2S)-3-(4-benzoylphenyl)-2-(fluorescein-
yl-6-carboxamido)propanamido)phenyl)-phosphonomethyl]-phosphat 1-27

Die Umsetzung des o-Hydroxymethylphosphonats 1-26 (78.4mg, 0.0739 mmol) und
1 (84.4mg, 0.148 mmol, 2.0 Aq.) mit 5-Benzylthio-1H-tetrazol (31.3mg, 0.163 mmol,
2.2 Aq.) fiir 5h und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5 M, 26.9pl, 0.148 mmol, 2.0 Aq.) fiir
2h geméaf der AAV1 (MPLC: Biichi 75x40 mm Kartusche, Kieselgel 0.040-0.063, EE/
MeOH-Gradient: [B] = 0-10%) ergab einen blass gelben Feststoff (76.4mg, 0.0491
mmol), der entsprechend der AAV5 in 2mL MeOH mit Pd(PPhs), (7.5mg, 0.0066
mmol, 0.15 Aq.) und K,COj3 (36.8 mg, 0.266 mmol, 6.0 Aq.) fiir 3h entschiitzt wurde.
Die Aufarbeitung und Reinigung (RP-18, Sédule A, H,O + 0.1% TFA/ACN + 0.1%
TFA, Gradient: [B] = 5-42% in 41 min, Fluss 20 ml/min, tg = 37.2min) ergab L-27
als intensiv orange gefirbtes Lyophilisat.

Ausbeute: 51.1mg, 0.0416 mmol (56 %), Cs3Hy4oN5NasO19P5, 1227.80 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H] ber.: 1116.2111, gef.: 1116.2095; A = 1.43 ppm
'H-NMR. (600 MHz, D,0O-d,, 340 K, presat): 6 = 7.99 (bd, 1H, 3J54 = 8.0 Hz,
H-5), 7.92-7.32 (m, 15H, H-4, H-a6, Phe, Bz, Ph), 7.05-6.51 (m, 7H, Xanthen, H-7),
6.06-5.76 (m, 2H, H-a5, H-al"), 5.38-5.21 (m, 1H, CHP), 5.19-5.08 (m, 1H, Phe-CH),
4.10-3.78 (m, 5H, a2", a3”, a4, a5a’, a5b "), 3.60-3.49 (m, 1H, Phe-CHy-b), 3.19-2.98
(m, 1H, Phe-CHs-a) ppm.
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9.7 Synthese der PAL-Sonden

31IP-NMR (122 MHz, D50-d,, 340K): § = 14.98-13.74 (m, PO3), 2.38-0.97 (m,
PO,) ppm.

Pentanatrium Cytidin-5 "-yl-[(R/S)-(3-((2R)-3-(4-benzoylphenyl)-2-(fluorescein-
yl-6-carboxamido)propanamido)phenyl)-phosphonomethyl]-phosphat D-27

Die Umsetzung des a-Hydroxymethylphosphonats D-26 (83.7mg, 0.0789 mmol) und
1 (90.4mg, 0.158 mmol, 2.0 Aq.) mit 5-Benzylthio-1H-tetrazol (33.4mg, 0.174 mmol,
2.2 Aq.) iiber Nacht (24h) und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5M, 29.01l, 0.158 mmol,
2.0Aq.) fiir 2h geméB der AAV1 (Kieselgel 0.040-0.063, EE/MeOH-Gradient: [B] =
0-10%) ergab einen blass gelben Feststoff (57.1mg, 0.0369 mmol), der entsprechend
der AAV5 in 3mL MeOH mit Pd(PPhs)s (9.0mg, 0.0078 mmol, 0.2 Aq.) und K,CO3
(30.0mg, 0.221 mmol, 6.0 Aq.) fiir 4h entschiitzt wurde. Die Aufarbeitung und Rei-
nigung (RP-18, Sdule A, H,O + 0.1% TFA/MeOH + 0.1% TFA, Gradient: [B] =
15-64 % in 35min, Fluss 30 ml/min, tg = 32.7min) ergab 1-27 als intensiv orange
gefarbtes Lyophilisat.

Ausbeute: 13.3mg, 0.0108 mmol (14 %), Cs3H4oN5Na5019P5, 1227.80 g/mol
HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H]* ber.: 1116.2111, gef.: 1116.2089; A = 1.97 ppm

'H-NMR (600 MHz, D,0O-d,, 330K, presat): 6 = 7.98 (bd, 1H, *J54 = 8.0 Hz,
H-5), 7.90-7.13 (m, 15H, H-4, H-a6, Phe, Bz, Ph), 7.13-6.45 (m, 7H, Xanthen, H-7),
6.03+5.94 (2 d, 1H, 2 x 3Jp5. = 7.6 Hz, H-a5), 5.85-5.68 (m, 1H, H-al’), 5.35-5.20
(m, 1H, CHP), 5.20-5.06 (m, 1H, Phe-CH), 4.05-3.74 (m, 5H, a2’, a3", a4’, aba’,
abb’), 3.62-3.43 (m, 1H, Phe-CH,-b), 3.19-2.80 (m, 1H, Phe-CHs-a) ppm.

3IP_.NMR (122 MHz, D,0-d,, 330K): § = 15.30-13.45 (m, PO;), 2.47-0.84 (m,
PO,) ppm.
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9 Chemische Synthesen

Pentanatrium Cytidin-5"-yl-[(R/S)-(3-(((2S)-3-(4-benzoylphenyl)-2-(fluores-
ceinyl-6-carboxamido) propanamido)butanamido)phenyl)-phosphonomethyl]-
phosphat 1.-27-GABA

(0]
®
5 Na NH;
ab AN
N
0. 0 |
O—P/ ab N/go
3 ab
(0]
P—O O Ju
\ TO

Die Umsetzung des a-Hydroxymethylphosphonats 1-26-GABA (102.8 mg, 0.090 mmol)
und 1 (104.2mg, 0.183mmol, 2.0 Aq.) mit 5-Benzylthio-1H-tetrazol (38.0mg, 0.197
mmol, 2.2 Aq.) iiber Nacht (24h) und mit ¢-Butylhydroperoxid (5.5M, 32.61l, 0.179
mmol, 2.0 Aq.) fiir 3h gemif der AAV1 (Kieselgel 0.040-0.063, EE/MeOH-Gradient:
[B] = 0-20 %) ergab einen blass gelben Feststoff (116.4 mg, 0.071 mmol), der entspre-
chend der AAV5 in 3.5mL MeOH mit Pd(PPhs), (9.0mg, 0.0150 mmol, 0.2 Aq.) und
K,CO3 (59.7mg, 0.428 mmol, 6.0 Aq.) fiir 4h entschiitzt wurde. Die Aufarbeitung und
Reinigung (RP-18, Sdule A, HoO + 0.1 % TFA/MeOH + 0.1 % TFA, Gradient: [B] =
30-65 % in 22min, Fluss 30 ml/min, tg = 19.6min) ergab L-27-GABA als intensiv
orange geférbtes Lyophilisat.

Ausbeute: 35.3mg, 0.0269 mmol (30 %), Cs3H4oN5Na5019P5, 1312.91 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M-5Na+4H] ber.: 1201.2639, gef.: 1201.2592; A =3.91 ppm
'H-NMR (600 MHz, H,O-d,, 315K, presat): § = 7.88 (d, 1H, 3.J,5 = 8.0 Hz,
H-4), 7.86 (dd, 1H, J54 = 8.2Hz, 1J57 = 1.3Hz, H-5), 7.62+ 7.51 (2d, 1H, 2 X 3 Jug.05
= 7.6Hz, H-a6), 7.43-7.38 (m, 2H, H-2"", Bz-p), 7.34-7.21 (m, 3H, H-4"", H-5"", H-
6°), 7.19-7.11 (m, 8H, Phe2/3/5/6, Bz-0/m), 6.96 (bs, 1H, H-7), 6.95 + 6.94 (2 d, 11,
2x 31 5 n = 9.2Hz, H-1"/H-87), 6.88 (d, 1H, %J; 557/ = 9.3Hz, H-1"/H-8"),
6.57+6.56 (2 dd, 1H, 2x%Jy 715 = 9.2Hz, 1y jr- 45 = 2.8 Hz, H-2" /HT"), 6.48-
6.45 (m, 2H, H-2"/H7", H-4"/H-5"), 6,42+ 6.42 (2 d, 1H, 2x 1/, )55/ = 2.0 Hz, H-
47 /H57), 5.9445.90 (2 d, 1H, %Jp506 = 7.6 Hz, H-a5), 5.75+5.69 (2 d, 1H, ®Ju 2 =
4.6Hz, 3 Ja1-ao- = 3.8Hz, H-al”), 518+ 5.17 (2 dd, 1H, 2Jcenppo, = 13.6 Hz, 3 Joppro,
= 10.2Hz, CHP), 4.82 + 4.80 (2 t, 1H, *Jppe o phecr, = 5.3 Hz, Phe-CH), 3.95-3.87
(m, 2H, H-a4’, H-a5b"), 3.87 (dd, 0.5H, *Juy a3 = 4.8 Hz, *Jpp- 1 = 4.8 Hz, H-a2"),
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9.7 Synthese der PAL-Sonden

3.83 (dd, 0.5H, *Jus o = 5.3Hz, #Jus-ae- = 5.3Hz, H-a3"), 3.79 (dd, 0.5H, 3Jps- a3
= ATHz,3J a1 = 4.2Hz, Hea27), 3.75 (ddd, 1H, 2Jusa- asy: = 11.7Hz, 3J a5 po, =
430z, *Jysa ar = 2.8 Hz, H-a5a"), 3.62 (dd, 0.5H, % J,s-ao- = 5.1 Hz, *J o3+ aa- = 5.1 Hz,
H-a3"), 3.30-3.20 (m, 3H, Phe-CHy-b, NHCH,CH,CH,), 2.95 2.87 (m, 1H, Phe-CHa-
a), 7.60 (q, 2H, 3Jom,cm, = 7.6 Hz, NHCH,CH,CH,), 1.79 (sext, 2H, *Jom, cm =
7.2Hz, NHCH,CH>CH,) ppm.

HMQC (*H: 300 Mhz; *C: 76 MHz, H,0-d,): § = 140.9 (C-a6), 132.9 (Bz-p),
130.9 (C-17/C-8"), 129.0 (Bz-m), 129.5 (Bz-0), 128.5 (Phe-C3/5), 128.5 (Phe-C2/6),
128.5 (C-7), 128.5 (C-5"7), 128.5 (C-5), 128.5 (C-4), 124.2 (C-4""), 120.9 (C-2"/C-
7°),120.6 (C-6""), 120.1 (C-2""), 103.1 (C-4"/C-5"), 95.9 (C-a5), 88.8 (C-al’), 82.4
(C-a4"), 73.5 (d, *Jeuppo, = 163Hz, CHP), 73.9 (C-a2"), 68.8 (C-a3"), 63.9 (C-a5"),
55.1 (Phe-CH), 38.5 (NHCH,CH,CHy), 36.8 (Phe-CHy), 33.4 (NHCH,CHyCH,), 24.4
(NHCH,CH,CH,) ppm.

HMBC (*H: 300 Mhz; 3C: 76 MHz, Hy0-d,): § = 198.2 (Ph(CO)Ph), 174.9 (C-
37/C-6"), 173.9 (Ph-NHCO), 172.8 (C-3), 172.4 (CHCONH), 169.1 (Flu-CO), 165.1
(C-ad), 157.2 (C-4a’/C-10a"), 156.4 (C-a2), 155.7 (C-1), 142.4 (Phe-C1), 142.3 (C-
3a), 138.2 (C-377), 136.5 (Bz-C1), 136.6 (C-1""), 135.5 (Phe-C4), 134.2 (C-6 oder
C-8), 131.5 (C-6 oder C-8), 114.0 (C-8a"/C-9a") ppm.

3IP-NMR (122 MHz, H20-d,): 6 = 14.40 (d, *Jpp = 33.2Hz, PO3), 1.58 +1.30 (2
d, 3Jpp = 34.0Hz und 33.6 Hz, PO,) ppm.

Fmoc-1-Bpa-beladenes 2-Chlortritylharz 28

In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurden unter Stickstoffatmosphére 2-Chlortrityl-
chloridharz (251.7 mg; 100-200 mesh, 1% DVB, 1.3 mmol/g) und Fmoc-L-Bpa-OH (484.1
mg, 0.985mmol, 3Aq.) in 5mL trockenem DCM aufgenommen und Diisopropyle-
thylamin (0.36 mL, 2.07 mmol, 6.3 Aq.) zugegeben. Nach 3.5 h Kupplungsreaktion wur-
den 0.44 mLL MeOH zum Blockieren verbliebener Tritylchloridfunktionalitdten zugege-
ben. Nach 45 min wurde es gewaschen (jeweils 3-5 mL: 3 x DCM, 3 x THF, 6x DMF, 3

x THF, 3 x DCM) und im Feinvakuum getrocknet. Die Fmoc-Bestimmung ergab eine
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9 Chemische Synthesen

Beladung des Harzes 28 von 0.706 mmol/g.
Ausbeute: 387.4mg, 0.706 mmol/g (93 % Beladung)

Trinatrium 6-[(1S)-(2-(4-Benzoylphenyl)-1-carboxyethylcarbamoyl)]-fluoresce-
in L-29

Die Fmoc-Schutzgruppe des Harzes 28 (197.0mg, 0.706 mmol/g, 0.139 mmol) wur-
de mit 3mL Piperidin/DMF 20:80 in 30 min abgespalten. Nach Waschen des Harzes
(mehrfach mit DCM und zuletzt DMF) wurde dieses in 2mL DMF aufgenommen und 6-
Carboxy-di- O-pivaloylfluorescein (2-(6)) (207.3mg, 0.381 mmol, 2.7 Aq.) sowie HOBt
(59.7mg, 0.390 mmol, 2.8 Aq.) zugegeben. Die Kupplungsreaktion wurde durch die Zu-
gabe von N,N “-Diisopropylcarbodiimid (66 nL, 0.424 mmol, 3 Aq.) gestartet. Nach Re-
aktion tiber Nacht (16 h) wurde die Reaktionslosung entfernt und das Harz gewaschen
(jeweils 3-5mL: 3 x DMF, 3 x DCM, 3 x MeOH, 3 x DCM, 6 x THF, 3 x DMF, 6
x DCM) und anschlieflend im Vakuum getrocknet. Die Schutzgruppenabspaltung er-
folgte mit NaOMe (0.05 M, DCM/MeOH 90:10, 2.5 mL) fir 30 min. Nach Waschen des
Harzes (5 x DCM, 3 x THF, 6 x DCM) wurde das Produkt mit 5 x 2mL 5% TFA in
DCM (2, 5, 10, 30 und 30 min) vom Harz abgespalten. HPLC-Reinigung (RP-18, Saule
A, HyO + 0.1% TFA/MeOH + 0.1 % TFA, [B] = 60 %, Fluss 30 ml/min, tg = 4.8 min)
und Lyophilisation aus ¢-Butanol ergab 1-29 als gelbes Pulver.

Ausbeute: 45.5mg, 0.0724 mmol (52 %), C37Ha5NOg, 627.60 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M-H]| ber.: 626.1457, gef.: 626.1442; A =2.40 ppm
'H-NMR (300 MHz, CH3;0H-d,): 6 = 7.73 (d, 1H, 3J, 5 = 8.0 Hz, H-4), 7.81 (bd,
1H, %54 = 8.1 Hz, H-5), 7.62 (t, 1H, 3J 5, pym = 8.6 Hz, Bz-p), 7.60 (d, 2H, *ppo o =
7.7Hz, Bz-0), 7.51 (d, 2H, ®Jopes/6.phesss = 8.0 Hz, Phe-2/6), 7.44 (dd, 2H, 3 Jg,m o
= 8.0Hz, *Jiympap = 8.0Hz, Bz-m), 7.44 (bs, 1H, H7), 7.34 (d, 2H, *Jopes/5.phe-2/s =
8.0 Hz, Phe-3/5), 6.73+6.72 (2d, 2H, 2x 3Jy )55y~ = 2.1 Hz, H-4" JH-5"), 6.65 + 6.64
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9.7 Synthese der PAL-Sonden

(2d, 2H, 2 x "y js 9y = 8.7Hz, H-17/H-8"), 6.59+6.56 (2 dd, 2H, 3Jy- 715+ =
8.6.Hz, 4y jr- 5 = 2.1 Hz, H-2" JH-77), 4.91 (dd, 1H, * Jop ot = 10.1 Hz, ® Jom crip
— 4.9Hz, Phe-CH), 3.40 (dd, 1H, Jom,b.0ma = 13.9Hz, 3Jomnon = 4.9 Hz, Phe-
CHy-b), 3.11 (dd, 1H, ?Jomya.cazb = 13.6 Hz, 3 Jon,.a.cn = 10.4 Hz, Phe-CHy-a) ppm.
13C.NMR (76 MHz, CHzOH-d,): § — 198.8 Ph(CO)Ph), 174.4 (COOH), 170.4
(C-3), 168.5 (Flu-CO), 162.6 (C-3"/C-6"), 154.7 (C-1, C-4a”/C-10a"), 151.6 (C-3a),
144.0 (Phe-C1), 141.5 (C-6 oder C-8), 138.4 (Bz-C1), 137.1 (Phe-C4), 134.0 (Bz-p),
131.1 (Phe-C3/5), 130.9 (Bz-0), 130.8 (C-6 oder C-8), 130.5 (C-1"/C-87), 130.4 (Phe-
02/6), 130.3 C-5), 120.5 (Bz-m), 127.2 (C-4), 124.9 (C-7), 114.7 (C-2"/C-7"), 111.6
(C-8a”/C-9a"), 103.7 (C-4"/C-5"), 55.2 (Phe-CH), 38.0 (Phe-CHs) ppm.

6-[(1S)-(2-(4-Benzoylphenyl)-1-carboxyethylcarbamoyl)]-fluorescein D-29

Verbindung D-25 (10.2mg, 0.0126 mmol) wurde in 1mL MeOH gelost und KyCOs
(8.0mg, 0.0579 mmol, 5Aq.) zugegeben und nach 3h Riihren das Losungsmittel i.V.
entfernt. Der Riickstand wurde in HoO aufgenommen und durch Gelfiltration (Se-
phadex G-25M) entsalzt. Chromatographische Reinigung tiber RP-18 Kieselgel (H,O/
MeOH, 90:10 -> 70:30) ergab D-29 als intensiv rot gefirbten Feststoff.

Ausbeute: 6.9 mg, 0.0099 mmol (79 %), C3;H2oNNa3Oyg, 693.54.60 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M-H| ber.: 626.1457, gef.: 626.1429; A =4.47 ppm
'H-NMR (300 MHz, H,O-d,): § = 7.81 (d, 1H, ®J, 5 = 8.1 Hz, H-4), 7.78 (dd, 1H,
3Js4 = 8.2Hz, *Js7 = 1.4Hz, H-5), 7.79 (m, 1H, H-4, H-5), 7.48 (t, 1H, *J BypBsm
= 7.3Hz, Bz-p), 7.25 (d, 2H, *Jppea/o.phes/s = 7.9 Hz, Phe-2/6), 7.23 (d, 2H, 35,0 5ym
= 7.3Hz, Bz-0), 7.16 (dd, 2H, *Jp,mpso = 7.7Hz, 3Jp,mBep = 7.7Hz, Bz-m), 7.11
(d, 2H, *Jphes/5,phe-26 = 8.0Hz, Phe-3/5), 7.02+6.89 (2 d, 2H, 2 x *Jy /7077 =
9.3Hz, H-1"/H-8"), 6.63+6.42 (2 dd, 2H, ®Jy- /7 1-/5- = 9.2.Hz, *.J5 745 = 2.1 Hz,
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9 Chemische Synthesen

H-2'/H-7"), 6.6446.23 (2 d, 2H, 2 x 3J4 j5-2-y7- = 2.3Hz, H-4"/H-5"), 6.24 (s, 1H,
H7), 4.71 (m, 1H, Phe-CH), 3.49 (dd, 1H, 2JCH2—b,CH2—a =13.5 HZ, 3JCH2—b,CH =5.0 HZ,
Phe—CHg—b), 2.94 (dd, 1H, 2JCH2—&,CH2—b =134 HZ, 3JCH2—a,CH =11.2 HZ, Phe—CHg—a),
ppm.

13C-NMR (76 MHz, H,0-d,): § = 201.2 (Ph(CO)Ph), 180.6 (C-3"/C-6"), 179.0
+ 175.2 (C-3, COOH), 171.6 (Flu-CO), 159.6 (C-1), 159.5+ 158.5 (C-4a’/C-10a"),
145.1 (Phe-C1), 143.2(C-3a), 137.1 (C-6 oder C-8), 136.6 (Bz-C1), 136.2 (Phe-C4),
134.9 (Bz-p), 132.9 (C-6 oder C-8), 132.3 (C-1"/C-8"), 131.4 (Phe-C3/5), 131.4 (Bz-
0), 130.7 (Phe-C2/6), 129.6 (C-4, C-5, C-7, Bz-m), 124.2+123.9 (C-2"/C-7"), 113.85
(C-8a”/C-9a"), 105.0 4 104.8 (C-4"/C-5"), 57.5 (Phe-CH), 39.3 (Phe-CH,) ppm.

6-[(2S)-3-(3-(4-Benzoylphenyl)-1-(3-carboxypropylamino)-1-oxopropan-2-yl-
carbamoyl)]-fluorescein 1.-29-GABA

Mit 3mL Piperidin/DMF 20:80 wurde innerhalb von 30 min die Fmoc-Schutzgruppe
vom Harz 26 (200.0mg, 0.877mmol/g, 0.176 mmol) abgespalten und dieses anschlie-
Bend gewaschen (mehrfach mit DCM und zuletzt DMF). Nach Trocknen des Harzesi.V.
wurde es in 2.5mL DMF aufgenommen und Fmoc-L-Bpa-OH (260.3 mg, 0.527 mmol,
3 Aq.), HOBt (84.5mg, 0.553 mmol, 3.2 Aq.) und zuletzt N,N ’-Diisopropylcarbodiimid
(80 1L, 0.0.527 mmol, 3 Aq.) zugegeben und iiber Nacht kriftig geschiittelt (16h). Die
Reaktionslosung wurde entfernt, das Harz gewaschen (jeweils 3-5mL: 3 x DMF, 3 x
DCM, 3 x MeOH, 3 x DCM, 6 x THF, 3 x DMF, 6 x DCM) und mit 3mL Pipe-
ridin/DMF 20:80 fir 40 min die Fmoc-Gruppe abgspalten. Nach Trocknen i.V. wur-
den 6-Carboxy-di- O-pivaloylfluorescein (2-(6)) (287.1mg, 0.527 mmol, 3 Aq.), HOBt
(83.2mg, 0.527 mmol, 3 Aq.) und zuletzt N,N "-Diisopropylcarbodiimid (80 pL, 0.0.527
mmol, 3 Aq.) zugegeben und fiir 2 h kréftig geschiittelt. Die Reaktionslésung wurde ent-
fernt und das Harz gewaschen (mehrfach DCM, MeOH, THF und DMF). Mit NaOMe

212



9.7 Synthese der PAL-Sonden

in einer Mischung aus DCM und MeOH (0.05 M, DCM/MeOH 90:10, 3mL) wurden
innerhalb von 30 min die Pivaloylgruppen abgespalten. Die Abspaltung vom Harz er-
folgte mit 5% TFA in DCM (5 x 2min fir 2, 5, 10, 30 und 30 min). HPLC-Reinigung
(RP-18, Séule A, H,O + 0.1 % TFA/MeOH + 0.1 % TFA, [B] = 60 %, Fluss 30 ml/min,
tg = 4.0min) und Lyophilisation aus t-Butanol ergab 1.-29-GABA als gelbes Pulver.
Ausbeute: 49.9 mg, 0.0658 mmol (37 %), C41H32N2049, 712.70 g/mol

HRMS (ESI-TOF): m/z[M-H] ber.: 711.1973, gef.: 711.1984; A =1.55ppm
'H-NMR (300 MHz, CH30H-d,): § = 8.09 (d, 1H, 3J,5 = 8.2Hz, H-4), 8.05 (dd,
H, 3J54 = 8.1Hz, *Js; = 1.1Hz, H-5), 7.65 (d, 2H, *propsm = 8.4 Hz, Bz-0), 7.61
(t, 1H, *J BypBom = 8.6Hz, Bz-p), 7.61 (bs, 1H, H7), 7.58 (d, 2H, ® Jppe-3/5 Phe-2/6 =
8.2Hz, Phe-3/5), 7.46 (dd, 2H, ®Jp,.mpBso = 7-5Hz, 3J5, mpsp = 7.5 Hz, Bz-m), 7.35
(d, 2H, ®Jppeasephess = 8.1Hz, Phe-2/6), 6.75+6.74 (2 d, 2H, 2 x 3Jy )5 277 =
1.7Hz, H-4"/H-57), 6.68 (bd, 2H, *J;-/5- 2~ /7- = 8.8 Hz, H-1"/H-8"), 6.60 + 6.57 (2 dd,
2H, %)y j7- 18- = T.0.Hz, *Jo- j7.4- /5 = 2.0Hz, H-2" /H-7"), 4.82 (dd, 1H, *Jom,cHga =
8.6 Hz, 3 Jom,cu,p = 6.9 Hz, Phe-CH), 3.25 (dd, 1H, ®Jen,b.cHye = 13.1Hz, 3 Jom,b.cn
= 6.5 Hz, Phe-CHy-b), 3.20 (dt, 1H, *Jypna = 12.7Hz, *Jyy, cn, = 6.5 Hz, NHCH,-
CH,CHyb), 3.11 (dt, 1H, *Jyans = 13.5Hz, *Jyacn, = 6.7Hz, NHCH,CH,CHsb),
3.06 (dd, 1H, %Jepyacazb = 13.3Hz, 3Jep,acn = 8.6 Hz, Phe-CHa-a), 2.19 (t, 2H,
3 Jucn,= 7.4Hz, CH,COOH), 1.68 (pent, 2H, ®Jy cn, = 7.1 Hz, CHyCH,CHs) ppm
BC-NMR (76 MHz, CH30H-d,): § = 198.2 (Ph(CO)Ph), 176.8 (COOH), 173.0
(Phe-CONH), 170.0 (C-3), 168.1 (Flu-CO), 163.1 (C-3"/C-6"), 159.6 (C-1, C-4a"/C-
10a”), 151.4 (C-3a), 143.8 (Phe-C1), 141.4 (C-6 oder C-8), 138.7 (Bz-C1), 137.3 (Phe-
C4),133.7 (Bz-p), 131.2 (Phe-C3/5), 131.1 (C-6 oder C-8), 130.9 (Bz-0), 132.3 (C-1"/C-
87), 129.6 (C-4, C-5), 130.8 (Phe-C2/6), 129.4 (Bz-m), 125.2 (C-7), 114.8 (C-2"/C-7"),
111.8 (C-8a"/C-9a”), 103.6 (C-4"/C-5"), 56.6 (Phe-CH), 39.8 (CH,CH,CH,COOH),
38.9 (Phe-CH,), 32.0 (CH,CH,CH,COOH), 25.6 (CH,CH,CH,COOH) ppm.
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10. Fluoreszenzpolarisationsassays

10.1. Materialien und Methoden

Die Sialyltransferasen rST3Gal 11 ( Rattus norvegicus, rekombinant, exprimiert in S.
frugiperda, ohne Transmembrandoméne, Kat. Nr.: 566227, ¢ = 19.0 pM) und hST6Gal I
(Human, Recombinant, S. frugiperda, ohne Transmembrandoméne, am N-Terminus mit
einem His-Tag fusioniert, Kat. Nr.: 566223, ¢ = 4.9 pM; Produktion eingestellt) wur-
den von Calbiochem bezogen und wie erhalten (50 mM MES, 250 mM NaCl, 500 M (-
mercaptoethanol, 50 % glycerol, pH 6.0-6.2) eingesetzt. Die Pd2,6ST(N) (Photobacteri-
um damsela, rekombinant, exprimiert in Escherichia coli BL21 (DE3), Kat. Nr.:S2076)
und PmST1 (Pasteurella multocida, rekombinant, exprimiert in Escherichia coli BL21
(DE3), Kat. Nr.: S1951) wurden als lyophilisiertes Pulver (> 20 % Protein, 38-40 %
Tris-HCI und 5% NaCl) von Sigma-Aldrich erhalten, in HyO aufgenommen, aliquo-
tiert, tiefgefrohren und bei —80 °C gelagert. Die Proteinkonzentrationen wurden durch
Messung der Extinktionen (BioPhotometer plus, Eppendorf) bestimmt (Pd2,6ST(N):
€980 nm = 77365M™ em™; PmST1: €980 nm = 53290 ! em™). Wihrend der Assays wur-

den die Sialyltransferasen auf Eis gelagert.

Puffer und Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich bezogen. Fiir alle Assays, Her-
stellung der Puffer und der Stammlosungen wurde ultrareines Wasser verwendet (auf-
bereitet mit einer Millipore Milli-Q Biocel A10 Anlage). Alle Assays wurden in Natri-
umcacodylatpuffer (50 mM, 0.1 % Triton X-100, pH 7.4) durchgefiihrt.

Stammlosungen der Inhibitoren und der FP-Sonden wurden mit Milli-Q) auf-

bereitetem Wasser hergestellt und bei —20 °C gelagert.

Mikrotiterplatten wurden von der Firma Corning bezogen. Alle Anisotropiemessun-

gen wurden auf 384-well Corning 3676 low volume black round bottom polystyrene
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10 Fluoreszenzpolarisationsassays

NBS™ (empfohlenes Arbeitsvolumen: 2-20 uL.) Mikrotiterplatten durchgefiihrt.

Anisotropiemessungen wurden mit einem Saphire2 (7Tecan) bei einer Temperatur
von 28 °C durchgefiihrt. Die Anisotropien wurden mit der Gleichung 5.1 aus den Inten-
sitdten der parallel und senkrecht zur Anregungsachse orientierten Fluoreszenzemis-
sionen berechnet, die totalen Intensitdten entsprechend nach Gleichung 5.2. Von den
Intensitaten wurden die einer Leermessung mit Puffer abgezogen. Der G-Faktor wurde
mit einer 1 nM Fluoresceinlésung in 0.05 M NaOH auf 27 mP kalibriert. Messparame-
ter: Aexy = 470nm, Aoy, = 525 nm (bw 20nm), G-Faktor = 1.1548, Time between move
and flash = 100ms, Gain = 64, Number of reads = 10, Z-position = 13300 pm.

10.2. FP-Bindungsassays

Zu 2.5 1L der Sialyltransferasen wurden 1nL der FP- oder PAL-Sondenlésungen (cgpa
= 10nM) zugegeben und die Platte mit Folie versiegelt, zentrifugiert (800 rpm, 1 Minu-
te), geschiittelt (2500 rpm, 155s), erneut zentrifugiert (800 rpm) und nach 15 min Inku-
bation bei Raumtemperatur die Anisotropien gemessen. Die Experimente wurden als
Mehrfachbestimmungen ausgefiihrt (rST3Gal I1: drei Dreifachbestimmungen; hST6Gal
I: zwei Doppelbestimmungen; Pd2,6ST(N) und PmST1: drei Doppelbestimmungen).

rST3Galll: ¢ = 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0155, 0.0078, 0.0039, 0.0013, 0 pM
hST6Gall: ¢ = 0.25,0.125,0.0625,0.0312, 0.0155, 0.0078, 0.0039, 0.002, 0.000667, 0 pM
Pd2,6ST(N): ¢ = 4.0, 1.333, 0.667, 0.333, 0.167, 0.0833, 0.0417, 0.0139, 0046, 0 pM
PmST1: ¢ = 2.0, 0.5, 0.2, 0.08, 0.32, 0.0128, 0.00512, 0.00205, 0.00082, 0 pM

10.3. FP-Verdrangungsassays

Zu 2.5 pL der Sialyltransferasen (finale Assaykonzentrationen: ¢;st3ga1 1 = 23 1M, CpsT6Gal 1
= 10nM, cpazgsr(nvy = 76 nM, cpmgri = 25nM) mit den FP-Sonden (cgpa = 10 nM; fiir
rST3Gal II: (S)mG6, hST6Gal I: (S)p6, Pd2,65ST(N): (R)p6, PmST1: (S)p6) wur-
den 1pL der Inhibitoren I-CDP, I-NHAc, I-NOs-Irt und I-NOs-hrt hinzutitriert
(Konzentrationen sieche Tabelle 10.1). Die Platten wurden mit Folie versiegelt, zentrifu-
giert (800rpm, 1 Minute), geschiittelt (2500 rpm, 15s), erneut zentrifugiert (800 rpm)

und nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur die Anisotropie bei 28 °C gemessen.
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10.4 Einfluss von DMSO auf die FP-Verdrédngungsassays

Die Experimente wurden als Mehrfachbestimmungen ausgefithrt (rST3Gal II und
hST6Gal I: drei Dreifachbestimmungen; Pd2,6ST(N) und PmST1: drei Doppelbestim-

mungen).

Tab. 10.1.: Konzentrationen der Inhibitoren bei den FP-Verdrdngungsassays

rST3Gal 11 hST6Gal 1 Pd2,6ST(N)/PmST1
I-lrt/ I- I-lrt/ I- I-lrt/ I-
hrt  NHAc I-CDP hrt  NHAc I-CDP hrt  NHAc l-CDP
- 1000 10000 - 1000.0 10000 - 1000.0 1000.0
- 100 1000 32.0 100.0 1000 - 100.0 100.00
30.000 250.00 16.0 30.0 250.00 30.000 12.50
10.000 100.00 8.0 10.0 100.00 10.000 3.100
4.000 50.00 4.000 50.00 4.000 1.500
2.000 25.00 2.000 25.00 2.000 0.700
1.000 12.50 1.000 12.50 1.000 0.350
0.500 6.25 0.500 6.25 0.500 0.175
0.250 3.10 0.250 3.10 0.250 0.088
0.125 1.50 0.125 1.50 0.125 0.044
0.060 0.70 0.060 0.70 0.060 0.022
0.015 0.25 0.015 0.25 0.015 0.007
0.002 0.04 0.002 0.04 0.002 0.001
0 0 0 0 0 0
M nM M nM M pM

10.4. Einfluss von DMSO auf die

FP-Verdrangungsassays

Zu 2.5pL der Sialyltransferasen (finale Assaykonzentrationen: c,grsgainm = 23 nM,
ChsTeGal 1 = 10nM, cpaggstny = 761nM, cpmgr1 = 25nM) mit den FP-Sonden (capal
= 10nM; fiir rST3Gal II: (S)mG6, hST6Gal I: (S)p6, Pd2,6ST(N): (R)p6, PmST1:
(S)p6) bei einem DMSO-Anteil von 0, 0.25 oder 1.0 % wurde 1L des Inhibitors I-
NHACc hinzutitriert (Konzentrationen siche Tabelle 10.1). Die Experimente wurden
als Mehrfachbestimmungen ausgefithrt (rST3Gal II und hST6Gal I: drei Dreifachbe-
stimmungen; Pd2,6ST(N) und PmST1: drei Doppelbestimmungen).

217






11. HT-Screening der rST3Gal Il

11.1. Materialien und Methoden

Fir Sialyltransferasen, Puffer und Reagenzien, Mikrotiterplatten und Ani-
sotropiemessungen siche Kapitel 10.1. Der Compoundtransfer erfolgte mit einem
Sciclone ALH-3000 (CaliperLS) Pipettierroboter. LC- und MS-Analyse erfolgten auf
einem Agilent 6220 ESI-TOF-2 (Agilent Technologies) mit Wasser und Methanol (4

0.1 % Ameisenséue) als Eluenten.

11.2. Primarscreen

11.2.1. ECb50-Bestimmung der rST3Gal Il Charge

Fiir das Screening wurden 11 Chargen der rST3Gal I1 vereinigt und geméafl der Beschrei-
bung fiir direkte FP-Bindungsassys fiir die rST3Gall II der EC50-Wert der FP-Sonde
(S)mG6 kontrolliert.

11.2.2. Screeningprotokoll

11 Chargen der rST3Gal IT wurden vereinigt und gemeinsam mit der (S)mG6 mit Na-
triumcacodylatpuffer (50 mM, pH 7.4, 0.1 % Triton X-100) verdiinnt, so dass nach dem
Compoundtransfer finale Assaykonzentrationen von c¢,sr3gan = 18nM und c(symae
= 10nm erreicht wurden. Je 20 pL. der Assaylosung wurden mit einem Dispenser auf
die Reihen A-1-P23 einer Corning 3767 gegeben und die letzte Reihe ,von Hand” mit
der Positivkontrolle (finale Assaykonzentration: csymae = 10nM) befiillt. Von den
Mutterplatten wurden je 0.2 L der Compounds mit dem Sciclone ALH-3000 auf die
Assayplatten transferiert (die Reihe 24 beinhaltete reines DMSO) und zur Durchmi-

schung 5l wieder aufgesogen und wieder in die Platte zuriickgegeben. Die Platten
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11 HT-Screening der rST3Gal 11

wurden geschiittelt (900 rpm, 60 s), anschlieBend zentrifugiert (800 rpm, 60s) und nach
15 min Inkubation bei RT die Anisotropien bei 28 °C gemessen.

11.2.3. Z’-Faktor Bestimmung

Vor Durchfithrung des Screens wurde — das Screeningprotokoll befolgend — der Z’-
Faktor fiir eine Assayplatte bestimmt. Dazu wurden mit einem Dispenser die Reihen
A1-P12 mit der Assaylosung und ,von Hand” die Reihen A13-P24 mit der Positiv-
kontrolle befiillt. Mit dem Sciclone ALH-3000 wurden je 0.2 uL. DMSO in jedes Well
transferiert. Der Z -Faktor wurde nach den Gleichungungen 6.2 und 5.13 berechnet.

11.3. Validierung

11.3.1. LC/MS-Qualitadtskontrolle

Die selektierten Hit-Compounds wurden mit HoO/ACN (50:50) auf eine Konzentra-
tion von 25 M verdiinnt und gefiltert. Die Bestimmung der Reinheit erfolgte durch

Integration des Absorptionschromatogramms (bei 254 nm).

11.3.2. 1C50-Validierung

Die Hit-Compounds wurden auf eine 384-well Platte , gepickt” und von dieser ausge-
hend eine serielle Verdiinnung mit DMSO angefertigt (finale Konzentrationen 50, 25,
12.5, 6.25, 3.125, 1.533, 0.781, 0.391, 0.195, 0.0977 uM). Der Versuchsablauf entspricht
dem Screeningprotokoll (Kapitel 11.2.2), wobei eine Doppelbestimmung durchgefiihrt

wurde.
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12. Photomarkierungsexperimente

12.1. Materialien und Methoden

Sialyltransferasen, Puffer und Reagenzien sind unter Kapitel 10.1 beschriebenen.

Mikrosomale Fraktionen mit der hST8Sia II, hST8Sia III oder hST8Sia VI wurden
als gefrohrene Zentrifugatpellets erhalten und in Lagerpuffer (50 mM Cacodylat, pH
6.8, 500 pM DTT, 0.1 % Triton X-100) suspendiert, aliquotiert, schockgefrohren und
bei -80 °C gelagert.

Mikrotiterplatten wurden von der Firma Corning bezogen (Corning 3640: clear flat
bottom polystyrene NBS™  empfohlenes Arbeitsvolmen 20-80 pL; Corning 3711: black
clear flat bottom polystyrene, empfohlenes Arbeitsvolumen 20-80 nL; Corning 3540: low
volume black clear flat bottom polystyrene, empfohlenes Arbeitsvolmen 5-40 nL).

Photoreaktor war ein konventioneller Transilluminator (IL-350-M der Firma Bacho-
fer), ausgestattet mit UV-A Leuchtstoffrohren (A.x = 366 nm).

SDS-Page wurden mit dem Criterion™-System der Firma Bio-Rad (Netzteil: ,Po-
werPac Basic Power Supply”; Laufkammer: Criterion Cell”) und 4-20 % Tris-HCI Po-
lyacrylamidgele (Bio-Rad, Criterion™ #345-0034) durchgefiihrt. Als Proteingrofen-
referenz wurde der vorgefarbte , Precision Plus Protein Dual Color Standards” von
Bio-Rad (Kat. Nr.:#161-0374; die Banden bei 75 und 25 kDa sind fluoreszent) verwen-
det. Der 5 x Ladungspuffer bestand aus 240 mM Tris-HCI, pH 6.8, 40 % Glycerin, 8 %
SDS, 20 % [-Mercaptoethanol und 0.04 % Bromphenolblau. Fiir die Probenerhitzung
wurde ein Thermoschiittler (Eppendorf) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte mit
Laemmli-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1 %SDS).
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12 Photomarkierungsexperimente

Imaging und Geldokumentation wurden mit einem Fujifilm LAS-4000-System
durchgefiihrt. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte mit einem UV-Transilluminator
(Amax = 312nm) und die Detektion mit einer gekithlten CCD-Kamera (-30°C) unter
Verwendung eines SYBR Green Filter (520 nm) fiir die Emmisionswellenléngenselekti-
on. Die Dokumentation coomassiegefarbter Gele erfolgte mit einem Durchlichteinsatz
(weif).

Quantifizierung der Fluoreszenzbandenintensititen erfolgte mit der Software
Multi-Gauge Ver2.0 (Fujifilm). Von den Bandenintensitiaten wurde die Hintergrund-
fluoreszenz subtrahiert. Fiir letzteres wurde eine Region in dem Gel gewéhlt, die keine

sichtbaren Banden aufwies.

Coomassiefarbung der Gele erfolgte mit einer kolloidalen CBBG-250 Coomassiefér-
bung (Roti-Blue, Carl-Roth Kat. Nr.: A152).

12.2. Allgemeine Vorschrift

Bestrahlungsreaktion

Die Bestrahlung der Proben erfolgte im Kiihlraum bei 4 °C auf 384-well Mikrotiterplat-
ten mit transparentem Boden, die mit Folie versiegelt wurden, in 50 mM Cacodylat-
puffer (pH 7.4, 0.1 % Triton X-100). Die Platten wurden auf einem Transilluminator
mit UV-A Leuchtstoffrohren (Apna.x = 366 nm) so platziert, dass die gefiillten Reihen
parallel zu den Leuchststoffohren ausgerichtet waren. Nach der Bestrahlungsreaktion
wurden die Mikrotiterplatten auf Raumtemperatur erwarmt und das an der Abdeck-

folie kondensierte Wasser herunterzentrifugiert (2000 rpm, 1 Minute).

SDS-Page

Die Proben wurden intensiv mit Ladungspuffer (5 x konzentriert) gemischt und in hit-
zebestiandigen 500 nL. Eppendorf Mikroreaktionsgefafien mit einem Thermoschiittler fiir
5min auf 95°C erhitzt. AnschlieBend wurde das Kondenswasser herunterzentrifugiert
und die Proben sowie der Proteingrofienmarker auf ein 4-20 % Tris-HCI Polyacrylamid-

gel geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 200V fir 1.25 h.
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12.3 Photomarkierung gereinigter Sialyltransferasen

Fluoreszenzimaging

Die Fluoreszenz in den Gelen wurde direkt nach der SDS-Page mit dem LAS-4000
Imaging-System detektiert. Die Gele wurden vorher kurz durch Wasser geschwenkt,

um ihre Oberflache vom Puffer zu befreien.

Coomassiefarbung der Gele und Gelddokumentation

Die Proteine wurden im Gel fixiert (10 % HOAc, 30 % MeOH und 60 % Wasser) und
mit Coomassie kolloidal G-250 (Roti-Blue) tiber Nacht gefarbt. Nach Waschen der
Gele (MeOH/H50 25:75 und anschlieBend mehrmals mit Wasser) wurden sie mit dem
LAS-4000 dokumentiert (Verwendunge des Durchlichteinsatzes).

12.3. Photomarkierung gereinigter Sialyltransferasen

Die Durchfithrung der Experimente erfolgte nach den unter ,Allgemeine Vorschrift”
(Kapitel 12.2) beschriebenen Methoden. Alle Experimente wurden zweimal als Dop-
pelbestimmung durchgefiihrt.

12.3.1. Effizienzen und Ausbeuten der Photomarkierung
(EC50PA|_)

rST3Gal Il und hST6Gal |

Die rST3Gal II oder hST6Gal I wurden auf einer Corning 3640 Mikrotiterplatte vorge-
legt und L-PAL, D-PAL oder GABA-L-PAL hinzutitriert (Vg,, = 18 nl). Die Platte
wurde geschiittelt (2500 rpm, 15s) und nach 15min Inkubation fiir 60 min bestrahlt.
Zu 15 1L jeder Probe wurden 3.75 pl. Ladungspuffer gegeben und 16 pl. der Mischung
auf das Gel geladen.

rST3Gal 1I: CrST3CGal II — 2.5 llM, CPAL-Sonden — 01, 02, 05, 10, 30, 20.0 lJ.M
hST6Gal I: ChST6Gall — 0.4 pM, CPAL-Sonden — 02, 075, 15, 30, 60, 20.0 pM

Pd2,6ST(N) und PmST1

Die Pd2,65T(N) oder PmST1 wurden auf einer Corning 3540 Mikrotiterplatte vorge-
legt und L-PAL, D-PAL oder GABA-L-PAL hinzutitriert (Vg,, = 13 nL). Die Platte
wurde geschiittelt (2500 rpm, 15s) und nach 15min Inkubation fiir 120 min bestrahlt.
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12 Photomarkierungsexperimente

Zu jeder Probe wurden 3.25 nL. Ladungspuffer gegeben und 15pL der Mischung auf
das Gel geladen.

Pd2,6ST(N): cpagestin) = 0.125 1M, CpaL sonden = 0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 0.8, 2.4 M
PmST1: cpmsti = 0.34 1M, Cpar-sonden = 0.015, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 pM

12.3.2. Affinitatsbasierte Photomarkierung

rST3Gal Il und hST6Gal |

Die rST3Gal IT oder hST6Gal I wurden auf einer Corning 3640 Mikrotiterplatte vorge-
legt und L-PAL, D-PAL, GABA-L-PAL, Flu-L-Bpa, Flu-D-Bpa oder Flu-L-Bpa-
GABA zugegeben (Vgna = 18 1ll). Die Platte wurde geschiittelt (2500 rpm, 15s) und
nach 15min Inkubation fiir 60 min bestrahlt. Zu 15nL jeder Probe wurden 3.75pL
Ladungspuffer gegeben und 16 pl. der Mischung auf das Gel geladen.

rST3Gal II: cist3cai 1 = 2.5 1M, cpar/Bpa = 1.0 pM

hST6Gal I: ChST6Gal I — 0.4 pM, CPAL/Bpa =3.0 pM

Pd2,65T(N) und PmST1

Die Pd2,6ST(N) und PmST1 wurden auf einer Corning 3640 Mikrotiterplatte vorge-
legt und L-PAL, D-PAL, GABA-L-PAL, Flu-L-Bpa, Flu-D-Bpa oder Flu-L-Bpa-
GABA zugegeben (Vgna = 131L). Die Platte wurde geschiittelt (2500 rpm, 15s) und
nach 15 min Inkubation fiir 120 min bestrahlt. Zu jeder Probe wurden 3.25 pL. Ladungs-
puffer gegeben und 15 uli der Mischung auf das Gel geladen.

Pd2,6ST(N): cpazest(n) = 0.85 1M, cpar/Bpa = 2.4 1M

PmST1: cppsTi = 0.26 uM, cpar/Bpa = 1 1M

12.3.3. Kontrolle mit mG6

Die rST3Gal II oder hST6Gal I wurden auf einer Corning 3640 Mikrotiterplatte vorge-
legt und L-PAL oder mG6 zugegeben (Vina = 20 ul). Die Platte wurde geschiittelt
(2500 rpm, 15s) und nach 15 min Inkubation fiir 60 min bestrahlt. Zu 15 pL jeder Probe
wurden 3.75 nL. Ladungspuffer gegeben und 16 nL. der Mischung auf das Gel geladen.

rST3Gal 1I: CyST3Gal II — 2.5 pM, CL-PAL/mG6 =1.0 pM
hSTGGal I: ChST6GalI — 0.4 p_M, CL—PAL/mG6 = 3.0 pM
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12.3 Photomarkierung gereinigter Sialyltransferasen

12.3.4. Photomarkierung unter denaturierenden Bedingungen

rST3Gal Il und hST6Gal |

Zu den Sialyltransferasen rST3Gal IT und hST6Gal I wurde Harnstoff (finale Assaykon-
zentration 6 M), SDS (finale Assaykonzentration 1 %) oder Puffer gegeben. Die Proben
zur Denaturierung mit SDS und durch Erhitzen wurden fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Die
Losungen wurden auf eine Corning 3640 Mikrotiterplatte tibertragen und L-PAL zuge-
geben (Vana = 181L). Die Platte wurde geschiittelt (2500 rpm, 15s) und nach 15 min
Inkubation fiir 60 min bestrahlt. Zu 15 uL jeder Probe wurden 3.75 uL. Ladungspuffer
gegeben und 16 pl. der Mischung auf das Gel geladen.

rST3Gal II: cs13gai 1 = 2.5 1M, crpar, = 1.0pM

hST6Gal I: ChST6GalI — 0.4 llM, CL-PAL — 3.0 pM

Pd2,65ST(N) und PmST1

Zu den Sialyltransferasen Pd2,65ST(N) oder PmST1 wurde Harnstoff (finale Assaykon-
zentration 6 M, fir PmST1 3.9 pM), SDS (finale Assaykonzentration 1%) oder Puffer
gegeben. Die Proben zur Denaturierung mit SDS und durch Erhitzen wurden fiir 5 min
auf 95 °C erhitzt. Die Losungen wurden auf eine Corning 3540 Mikrotiterplatte tiber-
tragen und L-PAL zugegeben (Vg,. = 13 pL). Die Platte wurde geschiittelt (2500 rpm,
15s) und nach 15 min Inkubation fir 120 min bestrahlt. Zu jeder Probe wurden 3.25 pL,
Ladungspuffer gegeben und 15 L. der Mischung auf das Gel geladen.

Pd2,6ST(N): cpazssrny = 0.85 1M, ¢ par, = 2.4pM

PmST1: cpmsTi = 0.333 1M, cr.par, = 1 nM

12.3.5. Inhibition der Photomarkierung

rST3Gal Il und hST6Gal |

Zu den Sialyltransferasen rST3Gal II und hST6Gal I mit L-PAL auf einer Corning
3640 Mikrotiterplatte wurden die Inhibitoren I-NHAc¢ (¢ = 2mM), I-CDP (¢ = 2mM)
oder Puffer zugegeben (Vgna = 201L). Die Platte wurde geschiittelt (2500 rpm, 155)
und nach 15 min Inkubation fiir 60 min bestrahlt. Zu 15 uL jeder Probe wurden 3.75 pL
Ladungspuffer gegeben und 16 pl. der Mischung auf das Gel geladen.

rST3Gal II: cs13gai 1 = 2.5 1M, cppar, = 1.0pM

hST6Gal I: ChST6Gal I = 0.4 l,lM, CL-PAL — 3.0 pM
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12 Photomarkierungsexperimente

Pd2,65ST(N) und PmST1

Zu den Sialyltransferasen Pd2,6ST(N) oder PmST1 mit L-PAL auf einer Corning
3640 Mikrotiterplatte wurden die Inhibitoren I-NHAc¢ (¢ = 2mM), I-CDP (¢ = 2mM)
oder Puffer zugegeben (Vgna = 131nL). Die Platte wurde geschiittelt (2500 rpm, 15s)
und nach 15min Inkubation fiir 120 min bestrahlt. Zu jeder Probe wurden 3.25nL
Ladungspuffer gegeben und 15 plL der Mischung auf das Gel geladen..

Pd2,6ST<N) CPd2,GST(N) = 0.85 p.M, CL-PAL — 2.4 llM
PmST1: CPmST1 = 0.333 pM, CL-PAL = 1}1M

12.3.6. Zeitabhangigkeit der Photomarkierung

rST3Gal Il und hST6Gal |

Mischungen aus der rST3Gal II und hST6Gal I mit L-PAL wurden auf eine Corning
3711 Mikrotiterplatte gegeben (Vgna = 18 uLi) und der Boden mit lichtundurchléssiger
Aluminiumklebefolie abgeklebt. Fiir die Bestrahlungszeiten von 0, 15, 30, 60, 120 und
180 min wurde die Lichtisolierung entsprechend entfernt. Zu 15 pL jeder Probe wurden

3.75 pnLL. Ladungspuffer gegeben und 16 pl. der Mischung auf das Gel geladen.
rST3Gal 1I: CrST3Gal II — 2.5 pM, CL-PAL = 4.0 pM
hST6Gal I: ChST6GalI — 0.4 pM, CL-PAL — 3.0 llM

Pd2,65ST(N) und PmST1

Mischungen aus der Pd2,6ST(N) und PmST1 mit L-PAL wurden auf eine Corning
3540 Mikrotiterplatte gegeben (Vgna = 18 nLi) und der Boden mit lichtundurchlassiger
Aluminiumklebefolie abgeklebt. Fiir die Bestrahlungszeiten von 0, 15, 30, 60, 120 und
240 min wurde die Lichtisolierung entsprechend entfernt. Zu jeder Probe wurden 3.25 pL

Ladungspuffer gegeben und 15 ul. der Mischung auf das Gel geladen.
Pd2,6ST<N) CPd2768T(N) = 0.85 pM, CL-PAL, = 2.4 ]lM
PmST1: CPmST1 — 0.33 p.M, CL-PAL — 111M

12.3.7. Detektionsgrenze der Photomarkierung

rST3Gal Il und hST6Gal |

L-PAL wurde auf einer Corning 3640 Mikrotiterplatte vorgelegt und die Enzymlosun-
gen der rST3Gal 1T und hST6Gal I hinzutitriert (Vgna = 20 nL). Die Platte wurde
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12.4 Photomarkierung von Sialyltransferasen in einem komplexem Proteom

geschiittelt (2500 rpm, 15s) und nach 15 min Inkubation fiir 60 min bestrahlt. Zu 15 nL
jeder Probe wurden 3.75nL. Ladungspuffer gegeben und 16 pL. der Mischung auf das
Gel geladen.

rST3Gal II: cp.par, = 1.0uM, cisr3can = 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.5 M

hST6Gal I: cppar, = 3.01M, cpstegarr = 0, 0.469, 0.094, 0.188, 0.375, 0.75 1M

Pd2,65T(N) und PmST1

L-PAL wurde auf einer Corning 3540 Mikrotiterplatte vorgelegt und die Enzymlo-
sungen der Pd2,6ST(N) und PmST1 hinzutitriert (Van,a = 13pL). Die Platte wurde
geschiittelt (2500 rpm, 15s) und nach 15min Inkubation fiir 120 min bestrahlt. Zu je-
der Probe wurden 3.25 pL. Ladungspuffer gegeben und 15 pL der Mischung auf das Gel
geladen.

PA2,6ST(N): crpar, = 2.4 1M, Cpag.gstny = 0.053, 0.106, 0.212, 0.424, 0.847, 1.54 M

PmST1: ¢ par, = 1M, cppgTi = 0.0212, 0.0424, 0.0847, 0.169, 0.339, 0.678 pM

12.4. Photomarkierung von Sialyltransferasen in einem

komplexem Proteom

12.4.1. SDS-Page - Bestimmung der Beladungskapazitat

Je 10 pL einer seriellen Verdiinnung der hST8Sia II (1.4/4 bis 1.4/2048) und hST8Sia
I1T sowie hST8Sia VI (1/4 bis 1/2048) wurden mit 2.5 pL. des Ladungspuffers gemischt
und 10 uL auf ein Gel geladen. Die Elektrophorese (Dauer 1.05h), Coomassiefarbung

und Geldokumentation erfolgte wie unter der allgemeinen Vorschrift beschrieben.

12.4.2. Photomarkierung der hST8Sia Il, hST8Sia Il und
hST8Sia VI mit L-PAL

Zu je zwei Verdiinnungen der mikrosomalen Fraktionen mit der hST8Sia II, hST8Sia
IIT oder hST8Sia VI wurde L-PAL zugegeben (V. = 20uL). Die Platte wurde ge-
schittelt (2500 rpm, 15s) und nach 30 min Inkubation fir 120 min bestrahlt. Zu 15 pL
jeder Probe wurden 3.75nL Ladungspuffer gegeben und 15nL der Mischung auf das
Gel geladen (Elektrophoresedauer: Dauer 1.05h).
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12 Photomarkierungsexperimente

hST8Sia II: 1/16 und 1/64, hST8Sia III: 1/8 und 1/32, hST8Sia VI: 1/8 und 1/64;
cr-par, = 1.0 oder 10.0 nM

12.4.3. Spezifitat der Photomarkierung von hST8Sia Il

Zu einer Verdiinnung der mikrosomalen Fraktion mit der hST8Sia II (finale Verdiinnung
im Assay 1/64) wurde Harnstoff (finale Assaykonzentration 6 M, fir PmST1 3.9 M),
SDS (finale Assaykonzentration 1%) oder Pufferlosung gegeben und die SDS-haltige
Probe wurde fiir 5min auf 95°C erhitzt. Es wurde L-PAL (finale Assaykonzentration
1 pM) zugegeben und zu einer Probe mit Puffer Flu-L-Bpa (Vgna = 20 uLl). Die Platte
wurde geschiittelt (2500 rpm, 15s) und nach 30 min Inkubation fiir 120 min bestrahlt.
Zu 15 1L jeder Probe wurden 3.75 pl. Ladungspuffer gegeben und 15 pl. der Mischung
auf das Gel geladen (Elektrophoresedauer: Dauer 1.15h).

12.4.4. hST8Sia Il, hST8Sia Il und hST8Sia VI - Kontrolle mit
Flu-L/D-Bpa Verbindungen

Zu einer Verdiinnung der mikrosomalen Fraktionen mit der hST8Sia II, hST8Sia III
oder hST8Sia VI (finale Verdiinnung im Assay 1/64) wurden L-PAL, D-PAL, GABA-
L-PAL, Flu-L-Bpa, Flu-D-Bpa oder Flu-L-Bpa-GABA (finale Assaykonzentration
1 pM) zugegeben (V. = 201L). Die Platte wurde geschiittelt (2500 rpm, 15s) und
nach 30 min Inkubation fiir 16 h bestrahlt. Zu 15 uL jeder Probe wurden 3.75pL La-
dungspuffer gegeben und 15 pL der Mischung auf das Gel geladen.
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A. Anhang

A.1. Spektren

A.1.1. NMR- und MS-Spektren
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A.1 Spektren
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A Anhang

19-h (I-NO,-hrt)

180
S S—

260

"H-NMR-Spektrum der Verbindung 19-h (300 MHz, D,0)

LYE'T —
029°'T—

®4 OO0
Qs
z oFf 2=
™~ o af
el
5
=z
2
o

120

80

100

140

3IP-NMR-Spektrum der Verbindung 19-h (122 MHz, D,0)

262



A.1 Spektren
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A Anhang
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A.1 Spektren
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A Anhang
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A.1 Spektren
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A Anhang

A.1.2. IR-Spektren
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A.2 Formeln fiir die K;-Berechnung

A.2. Formeln fiir die K;-Berechnung

Die Berechnung der K;-Werte fiir die Inhibitoren erfolgte nach der Methode von Co-

LESKA und WAng unter der Verwendung folgender Formeln 202259
]50
K, = (A.1)
Eoray
Kp
[1]50 - 1050 - [P()] + [PL50] 1 + (AQ)
[L]50
~(Kp + L]z — [Plr) + /(Kb + [L]r = [P)r)* + 4 - [P]r - Kp)
[PL)o = [Plr — [Po] (A4)
[PL]s0 = [PLo]/2 (A.5)
[Llo = [L]r — [PLo] (A.6)
[L]s0 = [L]r — [P Lso] (A7)
Mit:
Kp Dissoziationskonstante des Protein-Sonden-Komplexes
[L]r Gesamtkonzentration der Sonde
[Pt Gesamtkonzentration des Proteins
IC50 Gesamtkonzentration des Inhibitors bei 50 % Inhibition
I]50 Konzentration des freien Inhibitors bei 50 % Inhibition
L]so Konzentration der freien Sonde bei 50 % Inhibition

[
[
[PL]50 Konzentration des Protein-Sonden-Komplexes bei 50 % Inhibition
[P]o Konzentration des freien Proteins bei 0% Inhibition

[

PL]o Konzentration des Protein-Sonden-Komplexes bei 0% Inhibition

269






A.3 Screening

A.3. Screening

A.3.1. Primarhits
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A.3 Screening
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A Anhang

A.3.2. IC50-Validierung

Die folgenden Graphen der 149 validierten Hit-Substanzen wurden automatisch ge-

neriert. Es sind die Mittelwerte der Aktivitdten (% Aktivitat =
Datenpunkte; linke y-Achse; die Fehlerbalken indizieren den Abstand

Signal—Anmin
A,

e ) (blaue

aéer beiden Da-

tenpunkte) und die Werte der Fluoreszenzintensitaten in RFU (grine Datenpunkte;
rechte y-Achse) gegen den Logarithmus der Substanzkonzentrationen aufgetragen. Die
Daten der drei Compounds 207862, 209400 und 402592 wurden manuell von Daten-
ausreiffern gesaubert und mit Prism nachevaluiert. Sie finden sich im Anschluss an die
automatisch generierten Graphen.
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Chembionet compound 207924 Chembionet compound 207953 Chembionet compound 208179 Chembionet compound 208280 Chembionet compound 209053
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Chembionet compound 215288 Chembionet compound 215875 Chembionet compound 300008 Chembionet compound 300173 Chembionet compound 301033
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A.3 Screening

Chembionet compound 401494 Chembionet compound 401552 Chembionet compound 401619 Chembionet compound 401658 Chembionet compound 401677
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Chembionet compound 403255 Chembionet compound 403561 Chembionet compound 404080 Chembionet compound 404093

—— 207862 !)‘ | !+ 402592 a |

Reevaluierung
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A.3 Screening

A.3.3. Ergebnisse der Hit-Validierung
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A Anhang

A.4. Photomarkierung - Gelbilder

Effizienzen und Ausbeuten der Photomarkierung

EC50pa -Bestimmung 1/4 — rST3Gal Il

i ! vs ‘ . ‘ _75—’/

2. Doppel.best.

”“-...--n.-i. ' - % ..'...-ﬁ--
R b et ided y ¢ =
kpa -

(Durchlichtbild)
1. Doppel.best.

Coomassiegefarbtes Gel

2. Doppel.best.

Abb. A.3.: EC50par-Bestimmung mit der rST3Gal II.
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Enzym rST3Gal Il (2.5 pM) rST3Gal Il (2.5 pM)
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A .4 Photomarkierung - Gelbilder

EC50p, -Bestimmung 2/4 — hST6Gal |

Enzym hST6Gal | (0.4 pM) hST6Gal | (0.4 uM)
Sonde L-PAL D-PAL L-GABA-PAL
Sonden- | 20 | 6.0 3.0 |15 (0.75{0.2| 20 6.0 |3.0|15|0.75| 0.2 20 | 6.0 3.0|15(0.75| 0.2
Konz. UM | M | pM | M | pM [ uM [ UM [ UM | UM | UM | pM | pM UM [ UM | pM | UM | pM | pM
| - - S
Q 4 g
2 ! b y
g et 0 c -
g NRsssnsnwe BRERese--- o mmmmm—w-
- s - 25m _ e
kDa -

2. Doppel.best.

Fluoreszenzbild (Filter: 525 nm, Belichtungszeit: 60 s)

1. Doppel.best.

(Durchlichtbild)

Coomassiegefarbtes Gel

2. Doppel.best.

Abb. A.4.: EC50par-Bestimmung mit der hST6Gal 1.

281



A Anhang

EC50pa.-Bestimmung 3/4 — Pd2,6ST( N)

Enzym Pd2,6ST(N) (0.125 uM) Pd2,6ST(N) (0.125 pM)

Sonde L-PAL D-PAL L-GABA-PAL -
Sonden- | 2.4 | 0.8 |0.32]|0.16|0.08(0.04| 2.4 | 0.8 |0.32|0.16|0.08|0.04 2.4 10.8 |0.32/0.16/0.08|0.04
Konz. UM [ pM [ pM | pM | M | pM | M | uM | M | M | M | M UM | uM | uM | uM | uM | pM

@ =Fluoreszenz

1. Doppel.best.

Fluoreszenzbild (Filter: 525 nm, Belichtungszeit: 120 s)
2. Doppel.best.

1. Doppel.best.

(Durchlichtbild)

Coomassiegefarbtes Gel

2. Doppel.best.

Abb. A.5.: EC50par-Bestimmung mit der Pd2,6ST(N).
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A .4 Photomarkierung - Gelbilder

EC50pa -Bestimmung 4/4 — PmST1

Enzym PmST1 (0.34 uM) PmST1 (0.34 uM)

Sonde L-PAL D-PAL L-GABA-PAL -
Sonden-| 1.0 | 0.5 (0.20(0.10|0.05(0.015| 1.0 | 0.5 {0.20|0.10|0.05/0.015 1.0| 0.5 (0.20|0.10|0.05(0.015]
Konz. UM [ pM [ pM | pM [ pM | UM | M | uM | pM | pM | pM | pM UM | UM | UM | M | pM | M

@ = Fluoreszenz : i

D TRED D S e e S s - S D D S G G - . - ——————
= o

Pl S 2

1. Doppel.best.

Fluoreszenzbild (Filter: 525 nm, Belichtungszeit: 60 s)

| - N L : : e Toe = -
8 : :
8_ S —————— —— — ——— | ———————
§- : _ 1
- : : dEE. . : ‘.b
o kDa o
o 2 :

1. Doppel.best.

(Durchlichtbild)

Coomassiegefarbtes Gel

2. Doppel.best.

Abb. A.6.: EC50par-Bestimmung mit der PmST1.

283



A Anhang

Affinitatsbasierende Photomarkierung

Abb. A.7.: Affinitdtsbasierende Photomarkierung der rST3Gal IT und hST6Gal 1.
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Bpa-Kontrollcrosslinking 1/2 — rST3Gal Il und hST ~ 6Gal |
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A .4 Photomarkierung - Gelbilder

Bpa-Kontrollcrosslinking 2/2 — Pd2,6ST(

N) und PmST1

Enzym PmST1 (0.26 M) Pd2,6ST( N) (0.85 pM)
Crosslinkerkonzentration 1uM 2.4 uM
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Abb. A.8.: Affinitdtsbasierende Photomarkierung der Pd2,6ST(N) und PmST1.
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Denaturierung und Verdrangung + Kontrolle mit mG6

Denaturierung und Verdrangung 1/2 —rST3Gal Il und hST6Gal |

rST3Gal Il hST6Gal | rST3Gal Il hST6Gal |
(2.5 um) (0.4 um) (2.5 um) (0.4 um)
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Enzym

lle
DS

Hitze
95T

positiv
DS

= =

©

ositiv
Urea
Urea
Hitze
95T
mG6F
1uM
2mM
|I-CDP
2mM
mG6F
3uM
2 mM
|I-CDP
2 mM

Behandlung

©

P
Kontro|
1% S
Kontrolle
1% S

positiv
Kontrolle

I-NHAc

positiv
Kontrolle

I-NHAc

1. Doppel.best.

Fluoreszenzbild (Filter: 525 nm, Belichtungszeit: 60 s)
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Coomassiegefarbtes Gel

2. Doppel.best.

Abb. A.9.: Inhibition und Hemmung der Photomarkierung von rST3Gal II und hST6Gal 1.
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A .4 Photomarkierung - Gelbilder

Denaturierung und Verdréangung 2/2 — Pd2,6ST(

N) und PmST1

Enzym Pd2,6ST(N) (0.85 uM) PmST1 (0.333 pM)
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Abb. A.10.: Inhibition und Hemmung der Photomarkierung von Pd2,6ST(N) und PmST1.
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Zeitabhangige Photomarkierung

Bestrahlungszeitvariation 1/2 — rST3Gal lund hS  T6Gal |
Enzym rST3Gal Il (2.5 pM) hST6Gal | (0.4 uM)
Sonde L-PAL (1 puM) L-PAL (3 pM)
Bestrahlungszeit 0 1.5 3.0 69 12.0 130 0 15 39 69 12.0 130
min | min | min | min | min | min | min | min | min | min | min | min
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Abb. A.11.: Zeitabhidngige Photomarkierung von der rST3Gal II und hST6Gal 1.
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A .4 Photomarkierung - Gelbilder

Bestrahlungszeitvariation 2/2 — Pd2,6ST( N) und PmST1
Enzym PmST1 (0.33 uM) Pd2,6ST( N) (0.85 uM)
Sonde L-PAL (1 uM) L-PAL (2.4 M)
Bestrahlungszeit 0O [ 15|30 |60 [120|240| O | 15| 30 | 60 | 120|240
min | min | min | min | min | min | min | min | min | min | min | min
75 . e
@ Fe R s
2|4 | |
(2 : =----...-
2g - R eesen - — oo
9| g 120 240 60
S8 25 - min
E1l5 kDa -
] : kDa
[ .
K )
E ' :
7o) [r—— A — R — ]
B : ;
g
E
= 75 i . - 75
o2 '
= |28 T T T
S I m ]
Ng .
[0
S e % - : » -
Z ~N kDa ‘ s kDa
250 250
150 150
100 100
. 75 75
D
|8 50 50
2o
é & 37 37
519
2 s s
5 20 20
a
=~ 15 15
kDa kDa
(O]
5,‘3 250 250
o
& 150 150
9 100 100
Q| 75 75
@18
g 2 50 50
S |8 37 37
3|8
e 25 25
N
20 20
15 15
kDa kDa

Abb. A.12.: Zeitabhingige Photomarkierung von der Pd2,6(ST)N und PmST1.
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A Anhang

Enzymkonzentrationsabhangige Photomarkierung

Abb. A.13.: Enzymkonzentrationsabhingige Photomarkierung der rST3Gal II und hST6Gal
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