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Die charakteristische AT-11I-Bindungsregion in Heparin:
eine Leitstruktur fiir neue synthetische Antithrombotica

Von Constant A. A. van Boeckel * und Maurice Petitou *

Heparin, ein sulfatiertes Glycosaminoglycan, ist ein bekanntes Anticoagulans, dessen Wir-
kung iiber den Serin-Protease-Inhibitor Antithrombin III (AT III) vermittelt wird. Heparin ist
seit mehr als einem halben Jahrhundert zur Prophylaxe und Behandlung vendser Thrombosen
und Thromboembolien in klinischer Anwendung. Noch bis in die 80er Jahre hinein nahm man
an, daB die biologische Aktivitdt von Heparin hauptsachlich auf seinen polyanionischen Cha-
rakter zuriickzufiihren sei. Als man jedoch entdeckte, daB ein Teil der Heparin-Polysaccharide
eine wohldefinierte Pentasacchariddomine enthilt, die spezifisch AT III bindet und aktiviert,
geriet dieses Paradigma ins Wanken. Biologische Untersuchungen an mehreren synthetischen
Heparin-Analoga erhellten die Spezifitdt der Wechselwirkung zwischen diesem charakteristi-
schen Pentasaccharid und AT III. Dieser Aufsatz gibt eine Ubersicht iiber die Synthese des
Heparin-Pentasaccharids, einiger nahe verwandter Strukturen und einiger stark modifizierter
Analoga. Mit Molecular Modeling und ,,mafigeschneiderten* strukturellen Modifizierungen
an diesem Pentasaccharid konnten zahlreiche Erkenntnisse iiber Struktur-Aktivitits-Bezie-
hungen gewonnen werden. Dies gab nicht nur den Anstof fiir die Entwicklung wirksamerer
und einfacherer Derivate, sondern ermoglichte auch ein detailliertes Verstindnis der Erken-

nung von Heparin und AT III auf molekularer Ebene.

1. Einleitung**!

Die chemisch eng verwandten Polysaccharide Heparin
und Heparansulfat sind in vielen lebenden Organismen zu
finden' ~3). Wihrend Heparansulfat in verschiedensten
Zelltypen und Geweben verbreitet ist, kommt Heparin nur in
einem Zelltyp vor: den Mastocyten, in denen es an Histamin
komplexiert ist. Aufgrund seiner anticoagulanten Eigen-
schaften im Blut, die sich auch die klinische Anwendung
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zur Verhinderung vendser Thrombosen (die Bildung von
Blutgerinnseln in Venen) zunutze macht, wurde Heparin viel
Aufmerksamkeit geschenkt.

Chemisch gesehen ist Heparin ein Glycosaminoglycan. Zu
dieser Familie komplexer anionischer Polysaccharide zihlen
Glucosaminoglycane (Heparin, Heparansulfat), Galactosa-
minoglycane (Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat,
Dermatansulfat) sowie Hyaluronsdure und Keratansulfat.
In Abbildung 1 ist die Struktur von Heparin'* schematisch
dargestellt. Sie besteht aus einem Kohlenhydratriickgrat, das
alternierend aus 1,4-verkniipften Uronsédure- (D-Glucuson-
oder r-Iduronsiure) und Glucosamineinheiten aufgebaut
ist. Ein Standard-Heparinpriparat setzt sich aus einer Mi-
schung linearer Polysaccharide zusammen, die aus ungefahr
20 bis 100 Monosacchariden aufgebaut sind. Viele der
Monosaccharide sind, wie in Abbildung 1 gezeigt, in ver-
schiedenen Positionen ein- oder mehrfach substituiert.

Heparin inhibiert die Blutgerinnung!™ iiber die Aktivie-
rung von Antithrombin IIT (AT III), einem physiologischen
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Abb. 1. In der ersten Zeile ist das Oligosaccharid 1 stellvertretend tir ein hypothetisches Fragment aus cinem Heparinmolekil gezeigt. Heparinketten
setzen sich aus alternierenden 1 — 4-verkniipften Uronsiure- und Glucosamineinheiten zusammen. Erstere kdnnen §-p-Glucuronsiure (z.B. Einheit E),
a-L-Iduronsiure (z.B. Einheit C) oder a-L-Iduronsiure-2-sulfat (z.B. Einheit G) sein, letztere kdnnen dagegen N-Acetyl-a-n-glucosamin-6-sulfat (z. B.
Einheit D), N-sulfatiertes a-p-Glucosamin-6-sulfat (z. B. Einheit H; zur Bezeichnung N-Sulfat siche FuBnote auf 5. 1744) oder N-sulfatiertes a-p-Glu-
cosamin-3,6-disulfat) (z. B. Einheit F) scin. Glucosamineinheiten kdnnen auch als nicht in 6-Position sulfatierte Analoga vorliegen. Den groften Teil
der Struktur eines Heparinpraparates macht die repetitive Sequenz (repeating unit) aus, die aus dem Disaccharid a-L-1duronsiure-2-sulfat(1 — 4)-2-D-N-
sulfatiertes Glucosamin-6-sulfat (z. B. der Disaccharidbaustein GH) besteht, und die ,,regular regions** ausbildet [4]. Der Rest der Struktur besteht aus
verschiedenen Anteilen der anderen Monosaccharidreste, die die ,,irregular regions® aufbauen und moglicherweise fiir die biologische Funktion dieser
komplexen Molekiile von groBter Bedeutung sind. Die Octasaccharide 2 und 3 entstehen durch kontrollierten Abbau von Heparin durch Heparinase
bzw. salpetrige Sdure [12]. Nach lingercm enzymatischem Abbau erhielt man auf gleichc Weise das Hexasaccharid 4[12]. Als erstes Zielmolekill fiir eine
Totalsynthese wurde die Pentasaccharidsequenz DEFGH (die Variante, in der Einheit D N-sulfaticrt vorliegt) ausgewihlt, die alicn biologisch aktiven
Oligosacchariden gemeinsam ist.

Inhibitor der Blutgerinnung. AT III zdhlt zu der Superfami- konzentrieren uns hier auf die Blutgerinnungsfaktoren Xa
lie der Serin-Protease-Inhibitoren (Serpine). Das aus 432 und Ila, letzterer auch als Thrombin bezeichnet, wodurch
Aminosiuren aufgebaute (menschliche) Glycoprotein bildet diese desaktiviert werden (Abb. 2a und 2b). Ist AT IIT an ein
mit einigen Blutgerinnungsfaktoren stabile Komplexe — wir Heparinmolekiil gebunden, wird die Geschwindigkeit der
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Abb. 2. 2) Uberblick itber die Blutgerinnungskaskade. Die Blutgerinnung ist
ein komplexer Prozef, an dem sich mehrere Enzyme (aktivierte Gerinnungsfak-
toren) beteiligen, die im Plasma als Vorldufermolekiile (Zymogene) vorhanden
sind. Aktiviert werden diese Proenzyme in einer Kaskade, die durch den Kon-
takt von Blut mit fremden Oberflichen eingeleitet werden kann, méglicherwei-
se aber auch durch subendotheliale Strukturen, die bei einer Verletzung der
BlutgefiBe freigelegt werden (intrinsischer Reaktionsweg). Diese Kaskade
kann auch durch Thromboplastin und Gewebefaktoren (tissue factor, TF)
aktiviert werden, die von verletzten Zellen ausgeschiittet oder freigesetzt wer-
den (extrinsischer Reaktionsweg). Die beiden Reaktionswege treffen auf der
Stufe der Faktor-X-Aktivierung zusammen. Eine Storung des Gleichgewichtes
in diesem System fiihrt zu einem prohdmorragischen oder zu einem prothrom-
botischen Zustand. Wahrscheinlich verhindern natiirliche Inhibitoren wie AT
IIT prothrombotische Zustinde. Im Komplex mit Heparin kann AT IIT ver-
schiedene aktivierte Blutgerinnungsfaktoren inhibieren, wihrend es gebunden
an ein Pentasaccharid selektiv Faktor Xa desaktiviert. b) Eine charakteristische
Heparin-Pentasacchariddomine bindet selektiv an AT III. Wihrend dieser
Wechselwirkung dndert AT 111 seine Konformation, wobei eine weiter entfernte
Schleifenregion freigelegt wird, was die Desaktivierung des Blutgerinnungsfak-
tors Xa erleichtert.

Protease-Inhibierung um einige GroBenordnungen'®! gestei-
gert.

Aufgrund seiner anticoagulanten Eigenschaften ist Hepa-
rin schon seit 1937 in klinischer Anwendung. Sein tatsichli-
cher Wirkmechanismus héingt jedoch nicht zwangslidufig mit
seiner gesamten anticoagulanten Aktivitit zusammen, son-
dern moglicherweise mit seiner Fahigkeit, die Desaktivie-
rung einer speziellen Serin-Protease wihrend der Blutgerin-
nung zu katalysieren. Dies erkannte man, als Mediziner
begannen, geringe Heparindosen zu verabreichen, die zwar
kaum die Gerinnungsparameter, z.B. die Dauer der Blutge-
rinnung, beeinfluBten, jedoch trotzdem Thrombosen effek-
tiv verhinderten. Pharmakologen schlugen danach vor, daB
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die Inhibierung des Blutgerinnungsfaktors Xa fiir einen opti-
malen klinischen Effekt, also das beste Nutzen/Risiko-Ver-
hiltnis, wichtiger sein konnte als die Inhibierung von
Thrombin (Faktor IIa). Von da an hat man sich darauf kon-
zentriert, Heparinpraparate mit erhéhter Faktor-Xa-Aktivi-
tit und/oder verminderter anti-Faktor-TTa-Aktivitit zu
entwickeln. Mit anderen Worten: Es sollte mit diesen Pripa-
raten moglich sein, einen groBeren anti-Xa/anti-ITa-Quo-
tienten!” zu erzielen.

2. Hintergrund
2.1. Fraktionierung und Abbau von Heparin

Entsprechend der zuvor genannten Hypothese, wonach
Heparinpriparate mit einem verbesserten anti-Faktor-Xa/
anti-Faktor-ITa-Verhiltnis bessere antithrombotische Medi-
kamente sind als Standardheparin selbst, wurden Projekte
gestartet, die auf die Herstellung solcher Medikamente ab-
zielten. 1976 wurden zwei entscheidende Beobachtungen ge-
macht: Erstens bindet nur ein Teil der Heparinmolekiile an
AT III, wenn Heparin affinititschromatographisch an im-
mobilisiertem AT III aufgetrennt wird!® ~ 1%, Zweitens zeig-
ten Heparinmolekitle mit Affinitit gegeniiber AT III die glei-
che Faktor-Xa-Inhibierung und dies unabhéngig von ihrer
GréBe, die Thrombin-Inhibierung dagegen war von der Mo-
lekiilgroBe abhingig™® (eine rationale Erklirung hierfiir, ba-
sierend auf der chemischen Struktur von Heparin, wird in
Abschnitt 7 diskutiert). Zusammenfassend 146t sich feststel-
len, daB jedes Heparinpriparat mindestens drei Arten von
Molekiilen enthélt: Solche, die die Inhibierung von Faktor
Xa und von Thrombin durch AT III férdern (Typ 1), solche,
die nur die Inhibierung von Faktor Xa fordern kdnnen
(Typ 2), und solche, die nicht in der Lage sind, tliberhaupt
eine signifikante Inhibierung auszuldsen (Typ 3). Standard-
Heparinpraparate setzen sich zu ungefihr einem Drittel aus
Molekiilen des Typs 1 und zu zwei Dritteln aus Molekiilen
des Typs 3 zusammen. Der einfachste Weg, die Inhibierung
von Faktor Xa gegeniiber der von Faktor Ila zu begiinsti-
gen, besteht in der Reduzierung des Molekulargewichtes der
Probe. Man hat dies sowohl durch chemische als auch enzy-
matische Spaltung der Heparinketten verwirklicht!”-'!1 was
zur weitverbreiteten Klasse der niedermolekularen Heparin-
medikamente fithrte!?2),

2.2. Entdeckung einer charakteristischen und definierten
Antithrombin-Pentasaccharid-Bindungsdomiine

Nachdem sich gezeigt hatte, daBl die Fihigkeit der Hepa-
rinfragmente zur Verstirkung der AT-III-vermittelten Inhi-
bierung von Faktor Xa von deren GroBe unabhingig ist,
erschien es nur logisch, nach den kleinsten Fragmenten zu
suchen, die noch in der Lage sind, die Inhibierung von Fak-
tor Xa zu katalysieren. Dazu wurde eine kontrollierte He-
parinspaltung auf chemischem (salpetrige Saure) oder enzy-
matischem Wege (Heparinase aus flavobacterium heparinum)
durchgefiihrt, daran schloB sich eine affinitdtschromatogra-
phische Trennung der Fraktionen mit AT-III-Affinitdt und
eine Gelfiltration dieser Fraktionen an. Mit dieser Vorge-
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hensweise war es moglich, biologisch aktive Octasaccharide
zu identifizieren und strukturell aufzukliren (Abb. 1)1,
Ein Vergleich von 2 und 3 liBt vermuten, dafl das gemein-
same Hexasaccharid CDEFGH 4 die aktive Sequenz enthiilt.
Dies wurde nach der Isolierung des entsprechenden Hexa-
saccharids nach Behandlung von 2 mit Heparinase bewiesen.
Im Hexasaccharid 4 ist zwar die Struktur der Einheit C ver-
dndert, Folgen fiir die biologische Aktivitat hatte dies jedoch
nicht. Dies war ein klarer Hinweis darauf, daB die Pentasac-
charidsequenz DEFGH die aktive Sequenz ist. DaB in der
aktiven Struktur die Trisaccharidsequenz DEF vorkommt,
die ein N-Acetyl-6-sulfatiertes Glucosamin (D), — auch ein
N-sulfatiertes Glucosamin'**! wurde in dieser Position ge-
funden - eine Glucuronsédure (E) und ein N-sulfatiertes 3,6-
disulfatiertes Glucosamin (F) enthilt, ist besonders erwih-
nenswert, da alle drei Monosaccharide nur Nebenbestand-
teile von Heparin sind. Auflerst bemerkenswert ist die Sulfat-
gruppe in Position 3 der zentralen Glucosamineinheit!! 3 141,
Das gleichzeitige Vorkommen dieser Strukturelemente in ei-
ner kurzen aktiven Oligosaccharidsequenz weist DEFGH als
die charakteristischste Doméne innerhalb von Heparin aus.
Wechselwirkungsstudien wohldefinierter synthetischer Ana-
loga des Pentasaccharids DEFGH mit AT TII (Abschnitt 7)
erhirten diese Hypothese (vgl. dazu auch Abb. 25). Zusitz-
lich belegen in-vivo-Studien an Tieren, dafl Heparansulfat in

[*] Unabhingig davon wurden dieselben Sequenzen als die fiir die AT-11-Bin-
dung relevanten Bindungsregionen des Heparins identifiziert.
[**] In diesem Aufsatz wird der NHSO7 -Substituent durchgebend mit N-Sul-
fat bezeichnet.
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Abb. 3. Vieles spricht dafiir, daB Heparansulfat-Proteoglycane auf der ins Lu-
men cxponierten Oberfliche der Endothelzellen von BlutgefiBen zu [inden
sind. Heparansulfat verleiht BlutgefiBen nicht-thrombogene Eigenschaf-
ten{15]. AuBerdem enthdlt dieses Heparansulfat eharakteristische Doménen,
dic der aktiven Pentasaccharidsequenz aus Heparin sehr dhalich sind. Es gilt als
erwiesen, daf} ein Teil vom Plasma-AT-1II durch nahe an der BlutgeldBoberfld-
che gebundene Heparansulfat-Glycosaminoglycane aktiviert wird. Dies bedeu-
tet, daf} das charakteristische Pentasaccharidfragment aus Heparin ebenfalls als
endogenes antithrombotisches Agens wirkt. SMC = smooth muscle cell =
Zelle der glatten Muskulatur.

Endothelzelien ahnliche Pentasacchariddomanen enthilt,
die wahrscheinlich zu den nicht-thrombogenen Eigenschaf-
ten der GefiBwinde beitragen!!>! (Abb. 3).
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Abb. 4. a) Retrosyntheseschema fiir das Pentasaccharid 5. Zur Darstellung der Disaccharidbausteine 9 (EF) und 10 (GH) wurden jeweils, wie in Abbildung 5a gezeigt,
zwei Strategien ausgearbeitet. b) Glucose- und Idosederivate, jeweils aus Glucose dargestellt, werden auf der Stufe des Monosacchands oxidiert (Reaktionsweg unten),
so daB die korrespondierenden Uronsidurederivate 11 bzw. 13 entstehen, die dann an die Glucosaminderivate 12 bzw. 14 gekuppelt werden. Beim oberen Reaktionsweg
werden zunéchst Glucose-(16) und Idosederivate (18) mit Glucosaminderivaten oder Vorldufermolekilen zu den Disacchariden 15 bzw. 20 umgesetzt, Zum SchluB wird
der Uronsiure-haltige Baustein auf der Stufe des Disaccharids nach entsprechender Funktionalisierung und Oxidation hergestellt (Details siche Abb. 5a und b).
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Da keine biochemischen Methoden fiir einen weiteren
kontrollierten Abbau zur Herstellung des Pentasaccharids
DEFGH zu Verfiigung standen, war ein chemisch-syntheti-
sches Vorgehen erforderlich. Die organische Synthese bietet
dariiber hinaus den einzigen Zugang zu wohldefinierten Mi-
metica und vereinfachten Analoga.

3. Synthese Antithrombin-bindender
Pentasaccharide

3.1. Erste Synthesen von Pentasacchariden mit
natiirlicher Sequenz

In den frithen 80er Jahren gelang die Synthese des biolo-
gisch aktiven Pentasaccharids 5 nach der in Abbildung 4a
dargestellten Strategic; dabei wurde zundchst ein vollstindig
geschiitztes Pentasaccharid 6 dargestellt, und schlieBlich in 5

umgewandelt!' 7181, Bei der Wahl der Schutzgruppen von 6
muBten folgende Aspekte beriicksichtigt werden: 1) Die
Notwendigkeit der Einfithrung von Sulfat- und N-Sulfatsub-
stituenten, die Anwesenheit von Carboxylat- und Hydroxy-
gruppen in den richtigen Positionen des Zielmolekiils 5 und
2) der damalige Stand der Oligosaccharid-Synthesetechnik,
z.B. der Einsatz von 2-Azido-Glucosederivaten!®), um 1,2-
cis-verkniipfte Glucosamineinheiten einzufiihren (solch eine
Glycosylierung erfordert in Position 2 des Glycosyldonors
eine nicht-unterstiitzende Nachbargruppe) und die Verwen-
dung von Glycosyldonoren mit einer unterstiitzenden Nach-
bargruppe in Position 2, um die Bildung von 1,2-trans-glyco-
sidischen Bindungen zu kontrollieren (wie es fiir die beiden
Uronsauren notig ist).

In der zuerst publizierten Synthese!!” wurden die Disac-
charidbausteine 9a und 10a, die jeweiligen Vorldufermole-
kiile fiir den EF- bzw. GH-Teil des Molekiils, dadurch er-
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Abb. 5. a) Darstellang des EF- und GH-Disaccharidbausteins durch Kupplung von Uronsiure- und Glucosamin-Monosaccharidbausteinen [17]. Benzylierung von
1-0-Allyl-4,6-O-benzyliden-u-v-glucopyranosid [34] filhrte zu Verbindung 21 (71 %, kristallin), die in das Glucuronsdurederivat 22 iberfithrt worde (Saurehydrolyse,
Tritylierung, Acetylierung, Jones-Oxidation; 50% Gesamtausbeute). Das Kaliumsalz von Verbindung 22 wurde zum Prop-1"-enylglycosid (BuOK, Dimethylsulfoxid
(DMSO0)) isomerisiert, dann methyliert und monochloracetyliert. Nach der Spaltung des Glycosids und Bromierung mit Vilsmeier-Reagens erhielt man 11 (57%
ausgehend von 22). Kondensation mit 12 (leicht zuginglich aus 1,6-Anhydroglucose) ergab 23 (70 % bezogen auf 11), welches in 9a tiberfithrt wurde (Sdurehydrolyse,
Bromierang; 52 %). Zur Herstellung von 10a wurde 3-0-Benzyl-1,2-O-isopropyliden-p-glucofuranose[33] 24 in 28 iberfihrt (Tritylierung, Acetylierung, Jones-Oxida-
tion, Verseifung, Methylierung; 35 % Gesamtausbeute). Verbindung 25 wurde zu Verbindung 26 epimerisiert (Tf,0, CF,COONa oder HCOONa, MeOH oder KHCO
90% Gesamtausbeute), die weiter zu 27 umgesetzt wurde (Siurehydrolyse, Acetylierung, Bromierung, Orthoesterbildung; 41 % Gesamtausbeute). Nach dem Aus-
tausch der Acetylgruppe in Position 4 gegen eine Monochloracetylgruppe erhielt man 13 (K ,CO,/MeOH dann MCACI/Pyridin; 79 %). Kupplung von 13 und 14 (45 %
ausgehend von 13) und Abspaltung der Monochloracetylgruppe ergab den GH-Baustein 10 a. b) Darstellung der EF- und GH-Disaccharidbausteine 9b bzw. 10b durch
Oxidation auf der Stufe des Disaccharids[18]. Acetobromglucose 16 wurde mit Cerny-Epoxid 17 (vgl. Abb. 4b) zum Disaceharid 15 (62 % vgl. Abb. 4 b) kondensiert,
das dann in drei Stufen (Entacetylierung, Umsetzung zum Isopropylidenderivat, Benzylierung, 70 % Gesamtausbeute) in 29 umgewandelt wurde. Verbindung 29 wurde
in 30 Gberfithrt (Lithiumazid/N,N-Dimethylformamid (DMF), Acetylierung, Saurehydrolyse; 95% Gesamtausbeute). Danach wurde Verbindung 31 erhalten (Dime-
thoxytritylierung der primiren Hydroxygruppe. Umsetzung zum Livulinoylderivat, Siurehydrolyse, Jones-Oxidation, Methylierung; 43 % Gesamtausbeute) und in
9b iiberfiihrt (Spaltung mit Acetanhydrid, Abspaltung der Acetatgruppe am anomeren Zentrum, Bromierung; 92 % ausgehend von 31). Zur Darstellung von 10b wurde
3-0-Benzyl-1,2-0-isopropyliden-a-D-glucofuranose 24[33) zu 32 umgesetzt (Dimesylierung, selektive Substitution an C6 durch Acetat, Bildung des Epoxids; 71%
ausgehend von 30). Verbindung 32 wurde in 33 tberfithrt (Saurehydrolyse, Acetylierung; 54 %), das dann durch Bromierung an C1 zu Verbindung 18 umgesetzt wurde
(vgl. Abb. 4b) und nach Kondensation mit dem Glucosaminderivat 19 nach Entacetylierung von 20 in Verbindung 34 iiberfithrt wurde (41 % ausgehend von 33). 34
wurde zum Bromid 35 (im wesentlichen wie fiir die Darstcilung von 9b aus 30 beschrieben; 38% iiber 11 Stufen) umgesetzt, das dann in 10b Gberfithrt wurde (zwei
Stufen; 54 %).
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zeugt, dall die geeignet geschiitzten Glucuronsiure- bzw.
Iduronsdure-Monosaccharidderivate mit Glucosamin-Vor-
laufermolekiilen kondensiert wurden. Alle Monosaccharid-
Synthons wurden, wie in Abbildung 4b gezeigt, aus Glucose
oder aus Glucosamin gcwonnen.

In einer weiteren Synthese!'®], der ein alternatives Kon-
zept zugrunde liegt, wurden unter Anwendung derselben
Schutzgruppenstrategie die dhnlichen Bausteine 9b und 10b
durch Kondensation der Glucose- bzw. Idosederivate 16
bzw. 18 mit Cerny-Epoxid 17 bzw. dem Glucosaminvorldu-
fer 19 hergestellt (Abb. 4b). Die nachfolgende Jones-Oxida-
tion in 6'-Position liefert dann Disaccharide, die die korre-
spondierenden Uronsduren enthalten (Abb. 5b).

Das geschiitzte Pentasaccharid 6 wurde nach folgender
Reaktionssequenz in Verbindung 5 iiberfithrt (Abb. 4a)1*7!:
1) Verseifung der Estergruppen des Molekiils, 2) Sulfa-
tierung der so erhaltenen freien Hydroxygruppen,
3) Hydrierung, um die Aminogruppen der Glucosaminein-
heiten zu erzeugen und um Hydroxygruppen freizusetzen,
und 4) selektive N-Suifatierung von Aminogruppen.

Andere Synthesen von 5 oder dhnlichen Verbindungen ge-
hen entweder von Cellobiose!! ! oder Maltose!?%! aus; aller-
dings liegt auch diesen Synthesen dieselbe Schutzgruppen-
strategie zugrunde.

3.2. Synthetische Analoga natiirlicher Pentasaccharide

Die Umwandlung der zuvor genannten vollstindig ge-
schiitzten Pentasaccharide, z.B. die Umwandlung von Ver-
bindung 6 in 5, erfordert eine Hydrierung (Schritt 3). Unter
diesen Bedingungen erzeugt man jedoch sehr schnell Amino-
gruppen, die mit dem reduzierenden Terminus des Pentasac-
charids (Aldehydfunktion) reagieren konnen, der nach Ab-
spaltung der Benzylgruppe am anomeren Zentrum entsteht.
Diese Nebenreaktion fiihrt zu stabilen Produkten (besonders
nach der Reduktion der intermedidr entstehenden Schiff-
schen Base), die sich aus einer Mischung verschiedener Di-
mere und Trimere des urspriinglichen Pentasaccharids zu-
sammensetzen?!'!, Um diese unerwiinschte Nebenreaktion
zu vermeiden, stellt man zum permanenten Schutz des redu-
zierenden Endes das entsprechende Methylglycosid her, wo-
mit die a-Verkniipfung im Heparin simuliert wird, was zum
Analogon 39 fithrt!?!! (Abb. 6). 39 zeigt dieselben biologi-
schen Eigenschaften wie 5. Urspriinglich wurde das Penta-
saccharid 39 in der fiir 5 beschricbenen Weise dargestelit;
erst kiirzlich konnte die Synthese dadurch verbessert wer-
den, daB man das Trisaccharid-Tmidat 36!%2! als Vorlidufer
fiir den DEF-Teil des Molekiils verwendete (Abb. 6). Damit
konnte die benstigte Menge an der Zwischenverbindung 37,
des teuren Iduronsdure-haltigen Bausteins, verringert wer-
den. 39 wird jetzt in groBerem Malstab hergestellt, und
dieses synthetische Heparinfragment dient nun als Referenz-
verbindung fiir eine ganze Reihe antithrombotischer Oligo-
saccharide, die selektiv iiber die Aktivierung von AT III den
Blutgerinnungsfaktor Xa inhibieren. Verbindung 39 weist im
Sanofi/Organon-Referenz-Assay*! eine Aktivitit von 700
anti-Xa-Finheiten (U) mg™* auf.

In Abschnitt 2.2 haben wir erwdhnt, dafl in der Pentasac-
charidsequenz, die fiir die Bindung von Heparin an AT III
verantwortlich ist, als D-Einheit entweder ein N-sulfatierter
oder ein N-acetylierter Glucosaminrest vorliegen kann. We-

1746

OAc 0,CH,
Q O
Bn Bn
BnO
N, oBn
36 L

N, OBn N, OAc NHZ
38
1) LIOOH/GH-
2) Et,N- SO
7% | 2 E':/P 3%
4) Pyridin . 80,
g ogn — ngr “H
0S0;” 00~ 0SS0, 0S0,~
o] ] (o] 0O
Coo™
H H SO, H H
HO °© CH
NHSO,” OH NHSO,~ 080,~ NHSO,
39
»Referenzpentasaccharid*

Abb. 6. Die Synthese von 39, dem a-Methylglycosid von 5, folgt einer 3 + 2-
Kupplung. In unseren Arbeiten wird Verbindung 39 als , Referenzpenta-
saccharid® oder ,,natiirliches Produkt* bezeichnet.

gen der einfacheren Chemie wurde in der ersten Synthese die
N-sulfatierte Variante gewihlt. Beginnend mit dem Trisac-
charid 40 (Abb. 7) war es mit dieser Vorgehensweise jedoch
schon auf der Stufe des Trisaccharids moglich, beziiglich der
D-Untereinheit zu differenzieren. Die selektive Reduktion
der Azidgruppe in Position 2 der nicht-reduzierenden termi-
nalen Momnosaccharideinheit in 40 ist dabei der Schliissel-

OC(NH)CCI,

42

Abb. 7. Synthese des N-acetylierten Pentasaccharids, das die AT-TI1-Bindungs-
region aus Schweine-Heparin ist. Reduktion der Azidgruppc in 40 liefert ein
Amin, das selektiv acetyliert werden konntc. Nach weitcrer Umsetzung erhielt
man den Trisacchariddonor 41, der nach Kupplung mit 37 und nach Standard-
aufarbeitung Verbindung 42 ergab.
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schritt. Sie kann entweder mit dem Lindlar-Katalysator oder
durch katalytische Hydrierung via Wasserstofftransfer
durchgefiihrt werden'?3). Danach konnte das Methylgly-
cosidanalogon 42 der natiirlichen N-acetylierten Penta-
saccharidsequenz nach der Vorschrift zur Herstellung von 39
gewonnen werden. Uberraschenderweise war das Penta-
saccharid 42 ein weniger wirksamer AT-III-Stimulator als
das korrespondierende N-sulfatierte Pentasaccharid 39
(350 anti-Xa Umg ™! gegeniiber 700 anti-Xa Umg™!).

4. Konformationsanalyse des Pentasaccharids

Fiir die Wechselwirkung von Heparin-Oligosacchariden
mit Antithrombin ist seitens des Oligosaccharids eine priizise
dreidimensionale Ausrichtung der involvierten Sulfat- und
Carboxylatgruppen notwendig (vgl. Abschnitt 7). Die Ori-
entierung dieser Gruppen wird hauptsichlich durch die
Konformation des Kohlenhydratriickgrates bestimmt, die
ihrerseits wiederum von der Konformation der einzelnen
Zuckerreste und den konformativen Beziechungen zwischen
aufeinanderfolgenden Resten abhingt. Wir wollen zunéchst
das konformative Verhalten der individuellen Monosaccha-
ride diskutieren.

In allen bisher untersuchten Heparin-Oligosacchari-
den!'”) nahmen die Glucosamin- und Glucuronsiureeinhei-
ten ausschlieBlich die *C,-Konformation™! (Abb. 8) ein, was
durch die Analyse der 'H-NMR-Kopplungskonstanten ge-
stiitzt wird.

H OH
H

OH H H

~ -0 H

-00C o HO “_%OC OH
H HO - OH 0"
- OH
HO oH 00C oy HO

104 4c1 ’-So

Abb. 8. Drei in Heparin-dhnlichen Pentasacchariden moglicherweise vorliegen-
de L-Idurensidure-Konformere ('C,, *C,, 2S,). Die Protonen H2 und HS sind
im 2S,-Konformer in riumlicher Nachbarschaft, wie die NOE-Effekte in den
'H-NMR-Spektren zeigen.

Im Gegensatz dazu hingt die Konformation der Iduron-
saurereste ganz extrem von Substitutionsmuster (z.B. Sulfat-
substituent in Position 2) und von der genauen Art der
flankierenden Reste ab. Rechnungen zum konformativen
Verhalten der Iduronsaure zeigen, daf3 die drei Konformatio-
nen *C,, *C, und %8, (Skew-boat-Konformation, windschie-
fe Wannenkonformation) eingenommen werden kénnen,
und nicht, wie vorher behauptet, nur !C, und *C, (Abb. 8).
Die dritte, von der Energie her dhnliche 2S,-Konformation
wird auch durch das Auftreten eines NOE-Effektes
(NOE = Nuclear Overhauser Enhancement) zwischen den
Protonen H2 und H5 bestitigt, dic nur in dieser speziellen
Konformation in enger rdumlicher Nachbarschaft (2.3 A) zu
finden sind. Ein Vergleich der '"H-NMR-Daten, speziell der
vicinalen Kopplungskonstanten (Abb. 9A) zeigt, daB im

[*] Bei Pyranosen in der Sesselkonformation bezeichnet man mit *C, die Kon-
formation, in der sich C1 unterhalb und C4 oberhalb der Ebene C2, C3, C5,
O5 befinden; in der inversen ' C,-Konformation befinden sich C1 oberhalb
und C4 unterhalb dieser Ebene. Vgl. R. E. Reeves, Adv. Carbohyvdr. Chem.
1951, 6, 107.
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Falle des Pentasaccharids 39 und seines Analogons 4551
(das die N-sulfatierte, 6-sulfatierte Glucosamineinheit F ent-
hilt) Konformationsunterschiede beziiglich der 2-sulfatier-
ten a-L-Iduronsdurereste bestehen!?® 271, Ersetzt man die
terminale reduzierende Einheit in 39 (d. h. das N-sulfatierte,
6-sulfatierte Glucosamin) durch ein N-sulfatiertes, 3,6-disul-
fatiertes Glucosamin (57), so wird die 2S,-Konformation be-
vorzugt?®. Abhiingig von der Position innerhalb der Oligo-
saccharidkette nahmen die Iduronsdurereste in isolierten
Heparinfragmenten unterschiedliche Konformationen ein.
In Modelltrisacchariden machte man dhnliche Beobachtun-
gen (Abb. 9B). Bei diesen Untersuchungen®® wurde ge-

0S0;” COO™

NHSO,”  OH

¥23 A4
as 6.1 33
39 75 36

ARl sa? Shs Y44 RS A
NHg H 28 28

NHAc ;H 3.2 2.8

NSO5 i H 5.4 31 H;H
NSO5 ;505 73 a9 H:H
NSO ;805 9.4 44 SO; ;SO;
1c4 theor. 25 26

401 theor. 85 B.2

%8y theor. 99 44

Abb. 9. Die Konformationsanalyse einer Reihe synthetischer Pentasaccharide
(A) und Trisaccharide (B) mit '"H-NMR Spektroskopie zeigte, daB das konfor-
mative Verhalten von a-L-Iduronsiure-2-sulfat durch Substituenten an den be-
nachbarten D-Glucosamineinheiten bestimmt wird. Mit den 2,3- und 3,4-vici-
nalen Kopplungskonstanten (3J} in 2-L-Iduronsdure ist es am besten mdglich,
zwischen den Konformationen zu differenzieren, wie man an den berechneten
Kopplungskonstanten (im unteren Teil) erkennt. Eine Ammonium- oder N-
Acetylgruppe (R') am linken Glucosamin-Nachbar (B} stabilisiert die 1C,-
Konformation der «-L-Iduronséure. Sulfatgruppen in der gleichen Einheit (R?)
destabilisieren dagegen die *C,-Konformation, so daB das 2S,-Konformer
(skew boat) zu einem nicht geringen Teil zum Gleichgewicht beitrigt. Durch
diesen Konformationswechsel vergréBern sich die Abstinde zwisehen den ver-
schiedenen Sulfatgruppen, wodurch sich ihre gegenseitige elektrostatische Ab-
stoBung minimiert. Trigt der linke wie der rechte Glucosamin-Nachbar Sulfat-
substituenten, wird fast ausschlieBlich die >S,-Konformation eingenommen.

funden, daB3 Iduronsiure bei hohen Salzkonzentrationen
(3 M NaCl) vollstindig in die *C,-Konformation relaxiert.
Dieses Phdnomen veranlaBBte uns zu der Annahme, daB die
'C,-Konformation dominiert, wenn das Pentasaccharid an
AT I gebunden ist!?91.
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Die Konformationen der synthetischen Pentasacchari-
de 39 und 45 wurden durch Kombination von Computer-
simulationen (unter Verwendung von Kraftfeldrechnungen)
und NMR-Experimenten untersucht!3° 32 661,

Wie schon zuvor erwihnt, nehmen die Glucosamin- und
Glucuronséurereste die *C,-Konformation ein, wihrend die
Iduronsdureeinheiten in einem Gleichgewicht zwischen
den 'C,- und den 25,-Konformeren vorliegen. Sulfat- oder
N-Sulfatsubstituenten, die tiber ein O- bzw. N-Atom an ter-
tidre Kohlenstoffatome gebunden sind, nehmen eine Konfor-
mation ein, in der das Schwefelatom auf Deckung (eklip-
tisch) zum Ringproton steht. Ist das Schwefelatom an ein
sekundires Kohlenstoffatom gebunden (Position 6 der Glu-
cosamine), so bevorzugt es eine frans-konfigurierte C6-O6-
Bindung; Kraftfeldrechnungen favorisieren hier gr- und gg-
Konformationen (g: gauche, t: trans), wobei allerdings
gemdB den 'H-NMR-Daten vorwiegend die gg-Konforma-
tion populiert ist. Freie Hydroxygruppen konnen drei Kon-
formationen einnehmen, wihrend die Carboxylatgruppe der
Uronséduren einen groBen Torsionsfreiraum hat. Die stabil-
sten Konformationen der Pentasaccharide 39, 45 und 57
(Abb. 17) zeigen die Iduronsiureeinheiten entweder in 'C,-
oder in 2S,-Konformation (Abb. 10).

Abb. 10. Dreidimensionale Darstellung von Verbindung 57 mit dem Iduron-
siurerest in 'C- (oben) und *S,-Konformation (unten).

Eine genaue Analyse der in Abbildung 10 dargesteliten
Modelle zeigt eine asymmetrische Verteilung der Ladungen,
die fiir die Wechselwirkung mit AT III relevant sind
(siche Abb.16 und Abschnitt 7). Welche Rolle ein Kon-
formationswechsel der Iduronsdure wihrend der Bindung
und Aktivierung von AT III spielt, ist noch nicht ge-
kldrt.
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5. Weitere synthetische Analoga

5.1. Synthetische Analoga, denen geladene Gruppen in
definierten Positionen fehlen

5.1.1. Analoga, denen manche Sulfatgruppen fehlen

Nach der Darstellung synthetischer Analoga des natiirlich
vorkommenden Pentasaccharids, also der Verbindungen 5§
und 39, war eine der zentralen Fragen, ob alle geladenen
Gruppen im Pentasaccharid zur Aktivierung von AT III be-
nétigt werden. Zwar lagen aus Untersuchungen!33* an
(bio)chemisch modifizierten Heparinfragmenten wichtige
Information tber die Rolle von Sulfatgruppen vor, doch
konnte eine Antwort auf diese Frage erst mit der Synthese
von Analoga gegeben werden, denen in definierten Positio-
nen eben diese geladenen Gruppen fehlten (vgl. Abb. 11). So

OOCH,
o 0
2%
+ —_——
8n Bn 1) Ag;C05
LevO 8r HO 2)Ac 0 /CFyco0n  LevO
OBn N, 3) BANH,
4) Oxatylbromid / DMF
11a 20 43

NHSO,™ OH NHSO,™ 080,” NHSO,~
a5
Abb. 11. Darstellung des Analogons 45, dem die charakteristische 3-Sulfat-
gruppe (mit Kreis markiert) in der Glucosamineinheit F fehlt. Verbindung 45 ist

inaktiv, was die Bedeutung dieser speziellen Sulfatgruppe bei der AT-111-Akti-
vierung belegt.

war beispielsweise der endgiiltige Beweis dafiir, daf3 die cha-
rakteristische 3-Sulfatgruppe in Einheit F fiir die AT-ITI-Ak-
tivierung essentiell ist, erst nach der Synthese!*®! des biolo-
gisch inaktiven Analogons 45 erbracht, dem genau diese
Sulfatgruppe fehlte. Wie man leicht erkennt, dhnelt die Syn-
these des Analogons 45 der unserer Leitverbindung 39. Der
Hauptunterschied liegt in der Darstellung des EF-Disaccha-
ridbausteins 43, der nach unserer Strategie eine 3-O-Benzyl-
gruppe anstelle der 3-O-Acetylgruppe (wie im EF-Bau-
stein 9b) in der Einheit F enthalten sollte. Abgesehen von
der 3-Sulfatgruppe in Einheit F stellte sich heraus!®”), daB3
die 6-Sulfatgruppe der ,,nicht-reduzierenden* terminalen
Einheit D fiir die biologische Aktivitit unbedingt notwendig
ist. Eine dhnliche Strategie lag der Synthese zweier nicht-
natiirlicher Pentasaccharide!®>®! zugrunde, wobei einem die
6-Sulfatgruppe in Einheit H, dem anderen die 2-Sulfatgrup-
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pe in Einheit G fehlten. Beide Analoga zeigten ungefihr ein
Viertel der Aktivitit des Referenzpentasaccharids 39, was
auf die essentielle Bedeutung dieser Sulfatgruppen in den
Einheiten G und H hinweist.

Erstaunlicherweise zeigte ein Pentasaccharid ohne die 2-
Sulfatgruppe in Einheit G und ohne die 6-Sulfatgruppe in
Einheit H fast die gleiche Aktivitit wie die beiden Analoga,
denen jeweils nur einer dieser Substituenten fehlte.

Das Analogon ohne die 6-Sulfatgruppe in Einheit F wur-
de bis jetzt noch nicht synthetisiert. Untersuchungen an na-
tiirlichen Heparinfragmenten, denen diese Gruppe fehlte, er-
gaben jedoch, daBl dieser Substituent nicht erwidhnenswert
zur Aktivierung von AT III beitrigt.

5.1.2. Analoga, denen manche N-Sulfatgruppen fehlen

Riesenfeld et al.**! zeigten im Hinblick auf die Bedeutung
der N-Sulfatgruppen in den Einheiten D, F und H, daf} das
Fehlen dieser Substituenten in einer der beiden Einheiten F
oder H zu inaktiven Heparinfragmenten fiihrt.

Dagegen sind in Einheit D N-acetylierte Heparinfragmen-
te noch aktiv. Genauere Informationen dariiber konnten mit
synthetischen Derivaten erhalten werden. Das in Einheit D
N-acetylierte synthetische Analogon 42 (vgl. Abschnitt 3.2)
reprasentiert die am weitesten verbreitete AT-111-Bindungs-
domine aus Schweine-Heparin und ist in einem anti-Faktor-
Xa-Assay nur halb so aktiv wie das korrespondierende N-
sulfatierte Derivat 39. Ein anderes Analogon mit einer
2-Hydroxygruppe in Einheit D war nahezu genauso aktiv
wie das Pentasaccharid mit der N-Acetylgruppe (42)1*3,

Die duBerst geringe Aktivitdt (ca. 5%) des synthetischen
Analogons 46'* das eine 2-Hydroxygruppe in Einheit H
enthdlt, stimmt mit den Untersuchungsergebnissen von Rie-
senfeld et al.**! iiberein, wonach die N-Sulfatgruppe in die-
ser Einheit von entscheidender Bedeutung ist.

Fiir die Synthese des Hydroxy-Analogons 46 (Abb. 12)
muflte das geeignet geschiitzte H-Fragment 47, das eine 2-O-
Benzylschutzgruppe enthilt, eingebaut werden!#!,

050, 0S0;
ke Pl

NHSO;”

47

Abb. 12, In Analogon 46 ist die N-Sulfatgruppe am reduzierenden Ende (H)
durch eine Hydroxygruppe ersetzt. Geméif der allgemeinen Strategie bendtigt
man dazu die 2,3-Di-O-benzyl-geschiitzte Glucoseeinheit 47 als Baustein fiir die
reduzierende terminale Einheit.

5.1.3. Analoga, denen manche Carboxylatgruppen fehlen

Mit synthetischen Modellverbindungen wurde auch un-
tersucht, welche Funktion die beiden Carboxylatgruppen im
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aktiven Heparinfragment haben. 51, dem ersten fiir diesen
Zweck hergestellten synthetischen Analogon, fehlte die Idu-
ronsdure-Carboxylatgruppe; anstelle einer 2-Sulfat-a-L-ido-
pyranuronat-Einheit war eine 2-Sulfat-S-D-xylopyranose-
Einheit eingebaut. Folglich muBte das GH-Disaccharid 49
aus dem Xylopyranosyldonor 48 und dem bekannten Accep-
tor 14 synthetisiert werden (Abb. 13). Zum Aufbau des voll-

1)
92%
OAc-—. Bn ——
1) HF / Pyridin F Bzl F Losz
2) KoCO, / MeOH
OAc OH

0Bz

OAc "GH" __oac
1) BF ,-QF!
Lev@ @cu, 2; o o HMCH,

48 14 a9
"D 7 "EF" 9b “GH" 49
L so% | T l

NHSO;" OH NHSO,;~ 050;” NHSO,~
51

Abb. 13. Synthese des Analogons 51, dem die essentielle Carboxylatgruppe
(mit Kreis markiert) der a-L-Iduronséure fehlt. Zur Darstellung von 51 mufite
ein geeignet geschiitztes D-Xylopyranosylderivat (Verbindung 48) als Einheit G
dargestellt werden. Die Carboxylatgruppe der a-L-Iduronsiure ist nicht nur firr
die Wechselwirkung mit AT III notwendig, sondern bestimmt auch die Konfor-
mation der Einheit G.

stiindig geschiitzten Pentasaccharids 50 wurde 49 mit dem
bekannten Disaccharid 9b und dem Monosaccharid 7 ge-
kuppelt. Die nachfolgende Entschiitzung und Sulfatierung
fiihrte schlieBlich zum inaktiven Analogon 51. Mit groBter
Wahrscheinlichkeit kann man diesen drastischen Riickgang
der biologischen Aktivitdt dem Fehlen einer essentiellen Car-
boxylatgruppe zuschreiben, die mit dem Protein wechsel-
wirkt. Wir haben aber auch noch gefunden*!1, daB die Xylo-
pyranosyleinheit in diesem Analogon sich in ihrer Kon-
formation von der des entsprechenden Iduronsidurebausteins
unterscheidet (die *C,-Konformation ist gegeniiber dem 2S5,/
1C,-Gleichgewicht von Iduronsiure favorisiert).

Weiterhin hat sich gezeigt™*?), dall der Carboxylatgruppe
der Glucuronsaure (Einheit E) im AktivierungsprozeB eine
Schliisselfunktion zukommt, da das Pentasaccharid 52
(Abb. 14), das eine Methoxycarbonylgruppe in Einheit E
aufweist, nur 5% der Aktivitit des natiirlichen Produktes
entfaltet.

Das Pentasaccharid 52 war nicht das Ziel einer geplanten
Totalsynthese, sondern es fiel lediglich als Nebenprodukt
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Abb. 14. Verbindung 52 trigt einen Methylester im D-Glucuronsdurerest und
ist kaum aktiv. Dies zeigt, daB die Carboxylatgruppe in diescr Position bei der
Aktivierung von AT III eine wichtige Rolle spielt.

withrend der Herstellung der Referenzverbindung 39 an. Die
duBerst geringen Aktivititen der Pentasaccharide 51 und 52
zeigen, daB die beiden Carboxylatgruppen der Uronsduren
(Einheiten E und G) fiir die AT-III-Aktivierung unentbehr-
lich sind. In Abschnitt 5.5 werden wir zeigen, dab sich der
Austausch der geladenen Gruppe an C5 der Uronséure ge-
gen eine andere geladene Gruppe (CH,0OS0O; anstelle von
COO ™) ebenfalls nachteilig auf die Aktivitdt auswirkt.

Als SchluBfolgerung 14Bt sich festhalten, dal man nun
nach Studien an rational entworfenen synthetischen Analo-
ga dic Bedeutung aller Sulfat- und Carboxylatgruppen des
aktiven Heparin-Pentasaccharids fiir die AT-II-Aktivierung
kennt. In Abbildung 15 ist der Einfluf der einzelnen gela-
denen Gruppen auf die biologische Aktivitdt schematisch
wiedergegeben.

apm ngn = ugn e

HNSO;~

Abb. 15. Funktion der einzelnen geladenen Gruppen bei der Aktivierung von
AT II1. Die mit Ausrufezeichen versehenen Gruppen wurden als wichtige Funk-
tionalititen identifiziert, da bei ihrer Entfernung die anti-Xa-Aktivitit um mehr
als 95% (1) und um ca. 75% (!) abnimmt; die mit ( +) gekennzeichnete N-Sul-
fatgruppe trigt auch zur Aktivitit bei (Abnahme der anti-Xa-Aktivitdt nach
Entfernung um ca. 50%).

5.2. Die Entdeckung wirksamerer Derivate

1987 waren wir an dem Punkt angelangt, wo sowohl die
Rolle der einzelnen geladenen Gruppen des Heparin-Penta-
saccharids bereits fest umrissen war (vgl. Abschnitt 5.1) als
auch ein verliBliches, auf 'H-NMR-spektroskopischen Un-
tersuchungen und Molecular Modeling basierendes Struk-
turmodell zur Verfligung stand (vgl. Abschnitt 4). Besonders
bemerkenswert ist hierbei, daf} zwei unterschiedliche AT-111-
Bindungsregionen um das Molekiilmodell des Pentasaccha-
rids erstellt werden konnten!*3! (Abb. 16). Man erkennt die
potentiellen Kontaktpunkte an der Oberseite (,,Nordseite®)
und Unterseite (,,Siidseite’’) des Pentasaccharides. Die es-
sentiellen geladenen Gruppen des DEF-Fragments sind zur
siidlichen Bindungsregion hin ausgerichtet, die wichtigen
Carboxylat- und N-Sulfatgruppen des GH-Fragments zur
nérdlichen Bindungsregion. Dieses AT-III-Heparin-Wech-
selwirkungsmodell inspirierte uns zur Synthese des Analo-
gons 57 (Abb. 17), das eine zusétzliche 3-Sulfatgruppe in
Einheit H enthilt (vgl. Sternchen in Abb. 16), die, in Ein-
klang mit dem Modell, die Bindungsaffinitat zur Nordseite
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Abb. 16. Als die Funktion der essentiellen geladenen Gruppen (!! und !) be-
kannt wurde, postulierte man das hier dargestellte Wechselwirkungsmodell mit
zwei AT-III-Pentasaccharid-Bindungsregionen. Auf der Grundlage dieses Mo-
dells entschied man, in 3-Position am reduzierenden Terminus der Glucosamin-
einheit H (*) eine zusitzliche Sulfatgruppe einzufithren. Tatsichlich war dicses
,.super-sulfatierte Analogon 57 aktiver und trat stirker mit dem AT-III-Pro-
tein in Wechselwirkung als dic natiirliche Verbindung. Andere super-sulfatierte
Analoga waren weniger aktiv.

hin verstirken sollte. Tatsdchlich zeigt das zusitzlich sulfa-
tierte Derivat 57 eine hohere AT-II1-vermittelte anti-Faktor-
Xa-Aktivitit als die Referenzverbindung 39 (1250 Umg ™!
gegenitber 700 Umg™!) und bindet an ATIII um eine
Groflenordnung stirker (siehe Abschnitt 7.1). Dariiber hin-
aus wurde in pharmakokinetischen Untersuchungen **! fest-
gestellt, daB 57 eine ldngere biologische Halbwertszeit auf-
weist, wahrscheinlich aufgrund einer stdrkeren Wechsel-
wirkung mit AT III im Blutkreislauf.

2 BN - 50, 85%

0S80,
O
@)
N——7 OCH N

NHSO,;™ OH NHSO, 080, NHSO,~
57

Abb. 17. Synthese des aktiveren Analogons 57, welches eine zusiitzliche 3-Sul-
fatgruppe am reduzierenden Terminus enthiilt. Folgt man der allgemeinen Stra-
tegie, so bendtigt man einen geeignet geschiitzten GH-Baustein (56), der anstel-
le einer 3-0-Benzylschutzgruppe eine 3-0-Acetylgruppe {siehe Kreis) enthiit.

Der Synthese des zusitzlich sulfatierten Pentasaccha-
rids 57 lag im wesentlichen die zuvor diskutierte allgemeine
Strategie zugrunde. Die zusitzliche 3-Sulfatgruppe in Ein-
heit H erforderte einen Glucosaminbaustein H, der eine 3-0-
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Acetylgruppe anstelle einer 3-O-Benzylgruppe enthielt. Zu
diesem Zweck wurde der Monosaccharidacceptor 54 synthe-
tisiert (Abb. 17). Die Kupplung von 54 mit dem Idopyrano-
sylfluorid-Donor 53 fithrte zum vollstindig geschiitzten Di-
saccharid 55, das, analog zur Darstellung von 35 aus 20
(Abb. 5b), weiter umgesetzt wurde, so daB schlieBlich der
geschiitzte GH-Baustein 56 erhalten werden konnte.

Das vollstindig geschiitzte Pentasaccharid lieB sich
duflerst einfach durch Kupplung des GH-Acceptors 56 mit
einer d4quimolaren Menge des als Imidat aktivierten DEF-
Donors 36 herstellen. Trotzdem verliefen die ersten Versu-
che, das voll geschiitzte Pentasaccharid in das gewlinschte
Produkt 57 zu iiberfithren, eher enttduschend: Im ersten
Entschiitzungsschritt, der Verseifung mit Natriumhydroxid,
trat zu anndhernd 40% Fragmentierung infolge einer 4,5-
Eliminierung der Iduronsdure auf. Gliicklicherweise konnte
diese unerwiinschte Nebenreaktion durch Verseifung mit Li-
thiumhydroperoxid unterdriickt werden. Bei den anschlie-
Benden Sulfatierungs- und Entschiltzungsschritten wurden
gute Ausbeuten erzielt.

Aufgrund der beachtlichen Wirkung des zusitzlich sulfa-
tierten Analogons 57 wurde das Interesse auf einige seiner
Analoga gelenkt, Man ging nun der Frage nach, ob die Ein-
fihrung zusatzlicher Sulfatgruppen die Aktivitit des Penta-
saccharids steigert. Im Prinzip sollte sich die Wechselwir-
kung mit dem positiv geladenen AT III durch Erhéhung der
negativen Ladung des Kohlenhydrates verstirken lassen.
Man fand jedoch genau das Gegenteil. Zum Beispiel sind die
Analoga 58 und 59 (Abb. 18), die jeweils eine zusitzliche
3-Sulfatgruppe in der Glucuron-**! bzw. Iduronsiureein-
heit™*®1 enthalten, weniger aktiv als Verbindung 57 (30%
bzw. 60 % Aktivititsverlust). Die Aktivitdt von Analoga mit

59

Abb. 18. Andere super-sulfatierte Analoga, wie die Verbindungen 58 und 59,
die Uronséure-3-sulfat-Einheiten enthalten, sind weit weniger aktiv als die Leit-
verbindung 57, in der diese zusitzliche Sulfatgruppe fehlt. Dieser Befund zeigt,
daf} die Wechselwirkung zwischen dem Pentasaccharid und AT III nicht einfach
durch elektrostatische Anziehung zweier gegensitzlich geladener Molekiile er-
kldrt werden kann.

zusitzlichen Sulfatgruppen in der D-Einheit sinkt.um unge-
fihr 10%91, Das duBerste Extrem ist das vollstindig sulfa-
tierte, inaktive Pentasaccharid*”. Offensichtlich ist die Art
der Wechselwirkung zwischen dem charakteristischen Hepa-
rinfragment und dem Protein viel komplexer, als es ein ein-
faches elektrostatisches Modell beschreiben kann, das von
der Anziehung zweier gegensitzlich geladener Biomakro-
molekiile ausgeht.
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5.3. Einige flexible Analoga

Bereits in Abschnitt 5.1 wurde gezeigt, daBl die Carboxy-
latgruppen der Uronsdurereste E und G fiir die AT-IT1-Akti-
vierung unbedingt erforderlich sind. Es stellte sich nun die.
Frage, ob dies auch fliir die Pyranringe der Uronséureeinhei-
ten gilt. Zur Losung dieses Problems synthetisierten wirl*®!
die ,,ringgedffneten” Strukturen 63 und 64 (Abb. 19-21).
Die a-L-Iduronsiureeinheit ist im Analogon 63 durch ein
(R)-Glycerinsdure-2-O-CH,-Fragment ersetzt, die p-D-
Glucuronsiure im Analogon 64 durch ein (S)-Glycerinsidu-
re-2-O-CH,-Fragment (Abb. 19). Diese Analoga enthalten

NHSO; OH NHSO,~ 0S0; NHSO,”
00~ -
H H 0
s\, coo™ \y
0K Hy ~0/H Hy?
63 64

\ﬂ/ (8)-Glycerinsurs

OOCH, QOCH,
FCH,Om}—aH Hw}=aOCH,F
CH,OLev CH,0AN

60a 60b

Abb. 19. Wir fragten uns, ob die Ursonséurereste des Pentasaccharids durch
flexible ,.ge6ffnete” Pyranoseeinheiten ersetzt werden kdnnen, die die essentiel-
len Carboxylatgruppen in passender Konfiguration enthalten. Zu diesem
Zweck muBten die geeignet geschiitzten (5)- und (R)-Glycerinsdure-Bausteine
60a bzw. 60 b synthetisiert werden.

0Bz Bz
OOCH, % H o
. _— CO,CH,
H OCH,F Ac /) 18R 08, o H H W Ac
CH,0AIl OCHs 2)pacs, ocH,
HNZ HNZ
GHr
nDu 7 + "EF" 9b " IIGHII 61
L 7%
1) HgBr, / HR(CN),
AgCF3804 l s0% AIRg
0Bz
Ac
OCH,
N, oBn N HNZ
Standardbedingungen l 22%
0S0;” SO; 080,
¢] 2]
co0~ —
HH 03
HO OCH,
NHSO,” OH NHSO,~ NHSO,™

Abb. 20. Synthese des Analogons 63, das einen ,,ringoffenen* a-L-Iduronsiure-
rest enthilt. Analogon 63 zeigt noch ca. 25% der biologischen Aktivitiit der
Referenzverbindung 39. Anscheinend kann der flexible a-1.-Iduronsiurerest G
durch eine lineare Kette ersetzt werden, in der die Carboxylatgruppe in passen-
der Konfiguration freiliegt.
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immer noch die essentiellen Carboxylatsubstituenten in der
geforderten Konfiguration, gleichzeitig aber ist ihre konfor-
mative Flexibilitat erhoht. Die Herstellung und Einfithrung
der Glycerinsdure-O-CH,-Bausteine sind Schlisselschritte
in der Synthese dieser Analoga.

Zu diesem Zweck wurden die beiden geeignet geschiitzten
und aktivierten Bausteine 60a und 60b aus (S)- bzw. (R)-
Glycerinsdure hergestellt. In Abbildung 20 ist die Synthese
von 63 skizziert; Analogon 64 (Abb. 21) wurde auf dhnliche
Weise hergestellt. Analogon 63 mit ,,ringoffener* a-L-Idu-

050;”

S0;
OCH,

NHSO,”

Abb. 21. Analogon 64 enthidlt einen ringoffenen Glucuronsiurerest und ist
nicht aktiv, obwohl alle essentiellen geladenen Gruppen vorhanden sind. Dar-
aus 14Bt sich schlieBen, da die starre Glucuronsiureeinheit I (in “C;-Konfor-
mation) fur die Aktivierung von AT III erforderlich ist.

ronsdure zeigte noch ungefihr ein Viertel der Aktivitdt der
Referenzverbindung. Dies beweist, daB die cyclische Struk-
tur der x-L-Iduronsiure nicht unbedingt intakt bleiben muB.
Dieses Phdnomen ist nicht so iiberraschend, wenn man be-
denkt, dal3 dieser Bereich des Molekils konformativ nur
wenig eingeschrinkt ist %! (vgl. Abschnitt 4).

Dagegen ist Analogon 64 mit dem ringoffenen f-D-Glu-
curonsdurerest nahezu inaktiv, obwohl alle geladene Grup-
pen im Molekiil vorhanden sind. Wahrscheinlich wird der
starre D-Glucuronsdurerest (Einheit E) dafiir benotigt, die
essentiellen, Ladungen tragenden Gruppen in der geforder-
ten Weise auszurichten. Stark vereinfachte Analoga mit zwei
ringoffenen Iduronsdurefragmenten in den Positionen E und
G sind biologisch inaktiv{3°!.

5.4, Einige epimere Analoga

Um detaillierte Einblicke in die Heparin/AT-I11-Wechsel-
wirkung zu erhalten, untersuchten wir einige synthetische
Analoga, die alle essentiellen geladenen Gruppen enthielten
und in denen jeweils nur eines der 25 chiralen Zentren inver-
tiert war, also epimere Analoga.

Verbindung 65 (Abb. 22) enthilt ein f-verkniipftes Gluco-
samin (Einheit D) und zeigt kaum Aktivitit*’L wihrend
Verbindung 66 mit einem S-D-Glucuronsiure- anstelle eines
z-r-Iduronsiurerests (Einheit G) vollig inaktiv ist®*7. Im
letztgenannten Analogon fithrt die Epimerisierung an C5 der
a-L-Iduronsiure, wobei S-D-Glucuronsiure entsteht, zu ei-
ner drastischen Anderung des konformativen Verhaltens der
Einheit G, da die flexible Iduronsaure (*C,- und 2S,-Kon-
formationen sind moglich) in eine starre Glucuronsidure
iiberfithrt wird, die ausschlieBlich die “C,-Konformation
einnehmen kann.

Analogon 67, in dem D-Glucuronséure an C5 epimerisiert
wurde und das somit zwei Iduronsdureuntereinheiten ent-
hilt, weist immer noch urm die 10 % der anti-Faktor-Xa-Ak-
tivitit des wirksamen Derivats 57 auf. Aus priparativer
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Abb. 22. Die epimeren Analoga 65 und 66 sind kaum aktiv, wihrend Analogon

67 ca. 10% der Aktivitit des korrespondierenden Epimers aufweist. Offensicht-

lich sinkt die biologische Aktivitit drastisch. sobald die Orientierung der essen-
ticllen geladenen Gruppen im Raum veriindert wird.

Sichtist Verbindung 67 ein attraktives Zielmolekil, da es aus
alternierenden Saccharideinheiten aufgebaut ist, wobei sich
sowohl die D-, F- und H-Einheiten als auch die E- und
G-Einheiten gleichen. Dies bedeutet, daBl zur Aufrechterhal-
tung der biologischen Aktivitit prinzipiell nur zwei Zucker-
bausteine benotigt werden. Interessanterweise wurden dhnli-
che alternierende Sequenzen des Typs [IdoA(2-SO,)ax1 —
4 GicNSO,(3-S0,)a1 — 4] im Heparansulfat der glomerula-
ren Basalmembran identifiziert!>%.

In einer verwandten Reihe (vgl. Abschnitt 6) wurden zwei
weitere epimere Analoga synthetisiert. Eines davon enthielt
eine nicht-reduzierende terminale D-Mannopyranosyleinheit
(Einheit D) und war halb so aktiv wie das korrespondierende
Pentasaccharid mit der D-Glucopyranosyleinheit*?, Dage-
gen hatte das andere Analogon mit D-konfiguriertem Galac-
topyranosylrest 2! am nichtreduzierenden Ende (Einheit D)
die gleiche Aktivitit wie die Stammverbindung.

Eine andere Gruppe!*® zeigte, daB die biologische Aktivi-
tat eines Analogons mit einer -O-Methylgruppe am anome-
ren Zentrum (Einheit H) mit der der Referenzverbindung
identisch war. Da nur wenige der prinzipiell méglichen epi-
meren Analoga bis heute untersucht worden sind, ist es ge-
fahrlich, daraus Schlisse zu ziehen; allerdings deuten die
Ergebnisse darauf hin, daB die Aktivitidt immer dann sinkt,
sobald die Ausrichtung essentieller, geladener Substituenten
verandert wird.

5.5. Analoga mit anderen geladenen Substituenten

Ein anderer Aspekt der Struktur-Aktivitdts-Studien des
charakteristischen Heparinfragments ist die Bedeutung des
Typs der geladenen Gruppen im Molekiil, mit anderen Wor-
ten: Benotigt das Molekil bei der AT-III-Aktivierung Sul-
fat- und Carboxylatgruppen? Wir ersetzten z.B. die essentiel-
le 6-Sulfatgruppe in Einheit D durch eine héher geladene
Phosphatgruppe!®3 (Verbindung 69, Abb. 23). Zur Synthese
dieses Analogons wurde ein Livulinsdureester als tempora-
rer Schutz fiir die 6-Position in Einheit D verwendet. Nach
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Abb. 23. Synthesestrategie fiir das 6-0-phosphorylierte Analogon 69. Zu unse-
rer Uberraschung war Verbindung 69 biologisch inaktiv. Offensichtlich kann
eine essentielle Sulfatgruppe nicht durch eine Phosphatgruppe ersetzt werden.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daD selbst die Art der negativ geladenen
Gruppen im Heparin (Sulfat und Carboxylat) im spezifischen Erkennungspro-
zell zwichen Heparin und AT III von Bedcutung ist.

kontollierter Hydrazinolyse von 68a wurde 68b, das ent-
sprechende Derivat mit der freien Hydroxygruppe, mit Stan-
dardmethoden der Phosphoramidit-Chemie phosphoryliert.
Dazu mufliten mit den nachfolgenden Entschiitzungs- und
Sulfatierungsschritten kompatible Phosphatschutzgruppen
eingesetzt werden. Nach unserer Erfahrung hat sich dazu die
2-Cyanethyl-Schutzgruppe in Kombination mit einer Ben-
zylschutzgruppe am besten bewihrt. Die 2-Cyanethylgruppe
wird im ersten Entschiitzungsschritt (Verseifung) abgespal-
ten, und die Benzylgruppe wird durch Hydrierung entfernt.
Zu unserer Uberraschung zeigte das monophosphorylierte
Derivat 69 keine signifikante Aktivitit. Es fallt schwer, eine
Erkliarung dafiir zu liefern, daB AT III die Phosphatgruppe
nicht erkennt. Méglicherweise ist die Wechselwirkung zwi-
schen dem phosphorylierten Derivat und AT III aufgrund
der hohen Freien Dehydratisierungsenergic der Phosphat-
gruppe so schwach.

Andere Arbeitsgruppen!>* haben Hinweise dafiir gefun-
den, daB Proteine Uber verschiedene Wasserstoffbriicken-
Netzwerke zwischen Phosphat- und Sulfatgruppen unter-
scheiden konnen (Abb. 24).

/‘-) Torsionswinkel
ekliptisch

\\\
\P\\“\ O Torsionswinkel
/ /X gauche
[¢]

H—B
Abb. 24. Kristallstrukturanalysen und ab-initio-Rechnungen zeigen, da3 bei
der Bindung eines Wasserstoffatoms an Sulfat oder Phosphat signifikante Un-

terschiede in der Orientierung auftreten. Die gezeigten Daten beziehen sich auf
die Ergebnisse von Kristallstrukturuntersuchungenf20a].
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Da die zwei Carboxylatgruppen des Pentasaccharids an
der AT-III-Aktivierung beteiligt sind, versuchten wir, andere
geladene funktionelle Gruppen in diesen Positionen zu pla-
zieren. Dazu wurden die Analoga 70 und 71731 (Abb. 25)
synthetisiert, in denen die COO~-Gruppen durch
CH,0S07 -Gruppen ersetzt sind. Da 70 und 71 nahezu inak-

NHSO,; 0S0, NHSO,
70
0S80, CcO0~ 080, OH
0 O S
H H S0,
HO OCH,
NHSO,” OH NHSO; 0S0, NHSO,~
7

Abb. 25. Die Analoga 70 und 71 mit Methylsulfat- anstelle von Carboxylat-
gruppen weisen nur geringe anti-Xa-Aktivitat auf. Dieser Befund zeigt, daB die
Carboxylatgruppen der Uronsdureeinheiten E und G spezifische Bindungen
mit den positiv geladenen, komplementiren Bindungsregionen in AT III einge-
hen.

tiv waren, obwohl sie dhnliche konformative Eigenschaften
wie die natiirliche Verbindung aufwiesen, ist die Schluf3folge-
rung zulédssig, dal} offensichtlich auch die Art des Ladungs-
trigers (d.h. Carbozxylat) in Position 5 der Uronsaurereste
entscheidend ist. Wahrscheinlich wurden die Sulfat- und
Carboxylatgruppen in Heparin von der Natur aufgrund
ihrer speziellen Eigenschaften fiir die molekulare Erkennung
gewihlt. Vermutlich sind hochgeordnete Netzwerke von
Wasserstoffbriickenbindungen (Salzbriicken), insbesondere
zwischen definierten, positiv geladenen Aminosiureresten
aus AT III und den essentiellen geladenen Gruppen der
charakteristischen Heparindomine an der Protein-Koh-
lenhydrat-Wechselwirkung beteiligt'®®! (vgl. auch Ab-
schnitt 7).

6. Entwicklung biolegisch aktiver
,»Nicht-Glycosamino‘“‘glycan-Analoga

6.1. Austausch von N-Sulfat gegen Sulfat

Verbindung 75 (Abb. 26) ist ein Analogon des hochwirk-
samen Pentasaccharids 57 (siche Abschnitt 5.2) und enthélt
anstelle eines Glucosamins einen Glucoserest (Ein-
heit H)!*¢!. Diese Modifizierung hatte keinen EinfluBl auf
die biologische Aktivitit, was uns dazu veranlafite, Deri-
vate zu synthetisieren, in denen alle N-Sulfat- gegen Sulfat-
gruppen ersetzt waren. Dies vereinfachte die Synthese
erheblich. Wir erreichten dieses Ziel mit einer ganz neuen
Reihe methylierter Heparinfragmente (sieche Abschnitt 6.3),
die wir als ,,Nicht-Glycosamino‘glycan-Fragmente be-
zeichnen. Zur Darstellung von Analogon 75 wurde zu-
nidchst der neue GH-Acceptor 74 synthetisiert. Dazu
wurde das Idopyranosylderivat 72 mit dem Acceptor
73 gekuppelt, daran schlossen sich weitere Umsetzungen
an.
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Abb. 26. Strategie zur Darstellung eines super-sulfatierten Analogons, das an-
stelle ciner 2-N-Sulfatgruppe am reduzierenden Terminus eine 2-Sulfatgruppe
trigt. Diese Medifizierung beeinflubte die anti-Xa-Aktivitat (im Vergleich zu
57) in keiner Weise; deshalb ist Analogon 75 eine wichtige Leitverbindung in
der Entwicklung von Nicht-Glycosaminoglycan-Analoga.

6.2. O-Methylierte Pentasaccharide

Um unsere Kenntnisse der Struktur-Aktivitits-Beziehun-
gen zu erweitern, wurden einige partiell O-methylierte Deri-
vate sowie ein vollstindig methyliertes Derivat der aktiven
Pentasaccharide 75 und 57 synthetisiert (Abb. 27)1°¢1, Diese

Abb. 27. Einige O-methylierte Analoga wurden synthetisiert, die zeigten, daB in
der charakiteristischen Pentasacchariddomine von Heparin keine essentiellen
Hydroxygruppen vorhanden sind. Demzufolge wurden Nicht-Glycosamino-
glycan-Pentasaccharide hergestellt, die nur Sulfat- und O-Alkylgruppen ent-
hielten; einige dieser Analoga waren sogar aktiver als ihre natirlichen Homo-
logen.

Analoga sind bemerkenswerterweise fast genauso aktiv wie
die korrespondierenden nicht-methylierten Pentasaccharide,
was darauf hindeutet, daB3 die Hydroxygruppen nicht an der
Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkung beteiligt sind. Im
Gegensatz dazu fand man bei allen bisher untersuchten Pro-
tein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen zumindest einige we-
nige polare ,,Schliissel*-Hydroxygruppen des Kohlenhy-
drats, die mit dem Protein sehr stark in Wechselwirkung
treten.

Deshalb sollte man daraus folgern kdnnen, daB die Fahig-
keit zur Ausrichtung polarer Schliissel-Carboxylat- und
-Sulfatgruppen gegeniiber AT III zu den wichtigsten Eigen-
schaften von Heparin zéhlt. Diese Hypothese wird durch
biologisch aktive Analoga erhirtet, die im folgenden Ab-
schnitt beschrieben werden.

6.3. O-Alkylierte, sulfatierte Pentasaccharide
(,,Nicht-Glycosamino“‘glycan-Analoga)

Da weder eine Methylierung der freien Hydroxygruppen
noch ein Austausch der N-Sulfatgruppe in Einheit H gegen

1754

eine Sulfatgruppe die biologische Aktivitdt beeinflussen,
stellten wir das Nicht-Glycosaminoglycan-Analogon 83 her,
das nur Schwefelsdureester und O-Methylether enthalt!*®l.
Die Synthese solcher Analoga ist wesentlich einfacher — wo-
durch eine 6konomisch vertretbare Wirkstoffentwicklung
ermdglicht wird — als die der Heparin-dhnlichen Fragmente
(Abschnitte 1-5), und zwar aus folgenden Griinden: 1) Die
Synthesestrategie ist viel flexibler, da sowohl Acylester als
auch Benzylether zum Schutz der zu sulfatierenden Hydroxy-
gruppen gewihlt werden konnen; 2) es miissen keine a-ver-
kniipften Glycosamine eingefithrt werden, wozu man Syn-
thesewege fiir Avid-haltige Bausteine entwickeln miiBte;
3) selektive N-Sulfatierungen entfallen; 4) der Rahmen fiir
mdgliche chemische Modifizierungen ist groBer (als neue
Optionen ergeben sich: Carboxylatgruppen konnen als Ben-
zylester geschiitzt werden; die Epimerisierung der Iduron-
sdureeinheiten wird moglich, siche nachstehend).

Verbindung 83 war das erste von uns synthetisierte Nicht-
Glycosaminoglycan-Analogon!®®], das ein dhnliches Sulfa-
tierungsmuster aufwies wie das wirksame Derivat 57. In den
Abbildungen 28 a und 28b ist die Darstellung des methylier-
ten GH-Acceptors 78 bzw. des methylierten DEF-Donors 81
gezeigt. Durch Trimethylsilyltriflat-katalysierte Konden-
sation des Donors 81 mit der 4quimolaren Menge des Ac-
ceptors 78 erhielt man das gewiinschte vollstindig geschiitz-
te Pentasaccharid in 70% Ausbeute (Abb. 29). Die Um-
wandlung von 82 in das Endprodukt 83 gelang in einer
dreistufigen Sequenz (Verseifung, Hydrierung und Sulfatie-
rung) in 60 % Ausbeute.

Um Nebenreaktionen (z,f-Eliminierung, Epimerisierung)
der Uronsiurereste wiahrend der Verseifung des geschiitzten
Pentasaccharids zu vermeiden, wurden die Carboxylatgrup-
pen als Benzylester geschiitzt (Abb. 29)1#2:°11 2z B, wurde
anstelle von 82 das vollstandig Benzylester-geschiitzte Penta-
saccharid 84 hergestellt. Der erste Entschiitzungsschritt ist
dann eine Hydrogenolyse, wobei neben den Hydroxygrup-
pen die Carboxylatgruppen freigesetzt werden, deren Anwe-
senheit eine a,S-Eliminierung und Epimerisierung wahrend
der nachfolgenden Verseifung verhindert. Dementsprechend
sind auch die Ausbeuten héher (bis zu 96 %), und die chemi-
sche Reinheit der Endprodukte ist hervorragend, weshalb
man auch keine Ionenaustauschchromatographie zur weite-
ren Reinigung bendtigt. Wir weisen ausdriicklich darauf hin,
daB diese alternative Schutzgruppenstrategie fiir die Synthe-
se von Heparinfragmenten, dic mit dem Naturstoff nahe
verwandt sind, nicht eingesetzt werden kann.

Das sulfatierte, O-methylierte Analogon 83 zeigte sogar
eine etwas hohere AT-III-vermittelte anti-Faktor-Xa-Akti-
vitdt (1323 #Xa Umg~!) und eine etwas stirkere Bindung an
ATIII als das wirksame Heparin-Analogon 57 (siehe
Abb. 35).

Dariiber hinaus synthetisierten wir auch Pentasaccharide,
die lingere aliphatische Ketten!"® enthalten. Einige interes-
sante Beispiele sind in Abbildung 30 dargestellt. Verbin-
dung 85 ist in den Positionen 3 und 4 der D-Einheit mit zwei
Tetradecylgruppen substituiert, die Verbindung 86 mit zwei
Hexyl- und die Verbindung 87 mit zwei Butylgruppen in den
gleichen Positionen. Uberraschenderweise hatte die Einfiih-
rung der Tetradecylgruppen den vollstindigen Verlust der
anti-Faktor-Xa-Aktivitdt zur Folge, wiahrend das korre-
spondierende butylierte Derivat 87 sogar aktiver (1529 xXa
Umg™"} als das zuvor erwiihnte methylierte Pentasaccha-
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a) b)
Bz OAc
O F ]
B2C
CH, + Bz CH,
BzO HO OCH, H,CO Br HO
0Bz OBz 0Bn
79
|
1) Hg(CN),
2) CrO4 / H,S0,
1) BF4 - OFt, acHy 2 ¢
2) MeONa % ayac0rm”
42% | 3)CgxCHOIH® 5} Piperidin
9)Ac,0 8) C3,CO4 / CCI4CN
5) GF,CO0H
OAc Abb. 28. a) Synthese eines geeignet geschiitzten
o Disaccharidbausteins GH 78 zur Darstellung voll-
stindig sulfatierter, O-methylierter Nicht-Glyco-
CH, . o - .
OAc OAc H.CO 3 sarr}moglycan /?naloga. b) Symhe.se von 8»1, einem
77 a geeignet geschiitzten Trisaccharidbaustein DEF
OBn zur Darstellung vollstindig sulfatierter, O-methy-
, 1) TBOMSCI lierter Nicht-Glycosaminoglycan-Analoga.
2 Lev,0
$4% | 3)CrO,/H,50,
4) CHy)
5) NH NH,,

rid 83 (1323 «Xa Umg™!) ist. Analogon 86 mit zwei Hexyl-
gruppen zeigt eine mittlere Aktivitdt (910 oXa Umg™ ).
Somit erhohen lipophile Gruppen mittlerer Gréfe - von
Methyt bis Butyl - in Einheit D die Affinitdt gegeniiber
AT III (vgl. Abb. 35), wahrscheinlich wegen ausgeprigterer
hydrophober Wechselwirkungen. Lingere Alkylketten ver-

a1 +

78

OAc
0
CH,
H,CO
OBn
1) LIOOH  OH" 82
A 60%| 2)H,/Pd
3)804- EN
B
QAc O Ac Ac
C
CH. H, Bn CH, Ac
H,CO OCH,
OBn OCH, OBn OAc OAc
84

Abb. 29. Zwei Strategien (A und B) zur Darstellung des Nicht-Glyecosamino-
glycan-Analogons 83. Bei der Synthese solcher Analoga kdnnen die Carboxy-
latgruppen auch durch Benzylierung geschiitzt werden (B). Die Hydrierung zur
Abspaltung der Benzylester (B) ist der Verseifung von Methylestern (A) vorzu-
ziehen, da unter den zuletzt genannten Abspaltungsbedingungen Eliminierung
und Epimersierung auftreten kénnen.
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hindern jedoch eine optimale Bindung. Eine stirkere Bin-
dung eines alkylierten Pentasaccharids an AT III fiihrt je-
doch nicht notwendigerweise zu einer erhdhten spezifischen
Aktivitat (hohere aXa-Aktivitit); manche hydrophobe
Wechselwirkungen verstiarken nur die Bindung, wihrend an-
dere auch zur AT-TII-Aktivierung beitragen (vgl. Beispiel in
Abschnitt 6.4). Analoga mit groBeren lipophilen Gruppen
binden dariiber hinaus auch in beachtlichem Mafe an ande-
re Serumproteine, was einen betrichtlichen Selektivititsver-
lust verursacht!9,

S0, CO0™
e
CH,
0s0,” OCH, oso;” 0S0,;” 0S0;”
83: R=CHy (1323 oXa Umg™)
85: A=({CHy)y3CHy  ( <laXaUmgh
86 : A= (CHy)sCHy (9 oXaUmg")
87 @ R=(CHy)yCHy (1329 aXa Umg™)

Abb. 30. Einige O-alkylierte, sulfaticrte Analoga mit lingeren Alkylketten in
Einheit D. Sind zwei Hexyl- oder lingere Alkylketten vorbanden, beobachtet
man einen Abfall der biologischen Aktivitit. Offensichtlich behindern lingere
aliphatische Ketten eine optimale Wechselwirkung mit AT III.

6.4. Pentasaccharide mit ,,pseudo-alternierender*
Sequenz: ein verkiirzter Weg zu vereinfachten Analoga

Unter den sulfatierten/O-alkylierten Analoga befinden
sich aussichtsreiche Kandidaten fur eine Wirkstoffentwick-
lung, da sulfatierte/O-alkylierte Pentasaccharide sowohl
leicht zugénglich sind als auch viele eine hohe AT-TTI-vermit-
telte uXa-Aktivitit zeigen.

Wir fragten uns, ob man Analoga entwickeln kénnte, fiir
die man sogar noch kiirzere Synthesewege ausarbeiten kann.
Besonders vielversprechend sind Derivate mit einer semi-
alternierenden Sequenz wie Verbindung 88 in Abbildung 31.
Die EF- und GH-Fragmente dieses Analogons haben ein
identisches Substitutionsmuster und unterscheiden sich nur
in der Konfiguration an CS der Uronsdurereste.
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Unter Beriicksichtigung der Ahnlichkeit von EF und GH
konnte ein Reaktionsweg ausgearbeitet werden, auf dem
man ein EF-Disaccharid durch Epimerisierung eines geeig-
net geschiitzten GH-Disaccharids erhiit (Abb. 31). So ergab
beispielsweise die Epimerisierung des GH-Derivates 89 mit
Natriummethanolat die korrespondierende EF-Einheit 90 in
guter Ausbeute. Das so erhaltene EF-Disaccharid 90 enthilt
Jjedoch eine schwer zu entfernende Methylschutzgruppe am
anomeren Zentrum. Die Umwandlung von 90 in einen geeig-
neten EF-Glycosyldonor (91) erfordert — nach Schutz der
4'-Hydroxygruppe — eine Acetolyse des blockierten anome-
ren Zentrums; dabei entsteht in hoher Ausbeute 91.

"D nEn npeu nge "y

H,CO

0,CH, OR
0 0
CH, R +
LevO OR
OBn OBn
90:R=Bn, R_'=cH3 W 89
91:R=Ac, A = Ac
1) MeO™
2) Lev,0
N Ac0/H *

Abb. 31. Durch die Einfithrung einer zusétzlichen 3-Sulfatgruppe in Einheit H
und einer zusitzlichen 2-Sulfatgruppe in Einheit E wurden Derivate mit einer
pseudo-alternicrenden Sequenz hergestellt. Abgesehen von der Konfiguration
an C5 der Uronsdurereste sind die Einheiten EF und GH in 88 fast identisch.
Folglich 1d0t sich iiber die Epimerisierung des korrespondierenden Bausteins
GH 89 der gecignet geschiitzte EF-Disaccharidbaustein 9 darstellen. Diese
Strategie kann nur in der hochmodifizierten Reihe volistindig O-alkylierter/
sulfatierter Analoga angewandt werden.

Es sollte betont werden, dal3 die 3-O- und 6-O-Benzyl-
gruppen im letzten Aufarbeitungsschritt mit Essigsdurean-
hydrid unter sauren Bedingungen quantitativ abgespalten
wurden. Man beachte dabei, daBl die zuvor erwdhnte Reak-
tionsfolge nur in der Nicht-Glycosaminoglycan-Serie ver-
wendet werden kann, nicht hingegen in der Reihe der
Heparinfragmente. Somit bendtigt man also beir der Metha-
nolat-katalysierten Epimerisierung von GH ausschlieBlich
Ethergruppierungen, wahrend fiir die Synthese von Hepa-
rin-dhnlichen Fragmenten Acetylschutzgruppen nétig sind.
Man sollte bedenken, dal nach der Acetolyse von 90 zu 91
sowohl Acetyl- als auch Benzylschutzgruppen die zu sulfatie-
renden Hydroxygruppen blockieren, und daf} eine solche
Kombination verschiedener Schutzgruppentypen in der
,,Heparin-dhnlichen* Serie nicht anwendbar ist (Ab-
schnitte 1 bis 5).

Analogon 88 zeigt eine anti-Faktor-Xa-Aktivitit von
1150Umg ™!, was bedeutet,daBl die 2-Sulfat- anstelle der 2-
O-Methylglucuronsiure (Einheit E) die Aktivitdt leicht ver-
ringert. Eine andere Mdglichkeit, aus der Leitverbindung 83
ein Pentasaccharid mit pseudoalternierender Sequenz aufzu-
bauen, besteht darin, die 2-Sulfatgruppe der Iduronsiure
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durch eine 2-0O-Methylgruppe zu ersetzen, was z.B. in Ver-
bindung 92 (Abb. 32) realisiert wurde.

Abb. 32. Analog zu Pentasaccharid 88 kann Verbindung 92, ein Derivat mit
pseudo-alternierender Sequenz, durch Austausch der 2-Sulfatgruppe in a-L-
Iduronsiiure gegen eine 2-O-Methylgruppe aufgebaut werden. Uberraschen-
derweise ist Verbindung 92 das bisher aktivste Pentasaccharid. Da die Entfer-
nung der 2-Sulfatgruppe in Einheit G der natiirlichen Verbindung die Anti-Xa-
Aktivitit um das Finffache reduziert, kann man davon ausgehen, dafl die
Methylierung zu anderen gilinstigeren Wechselwirkungen, z.B. hydrophoben
Wechselwirkungen, beitrdgt.

Wir stellten!®!! einige an den 2-O- und 3-O-Positionen
beider Uronsdureeinheiten (Einheiten E und G) methylierte
Analoga her, indem wir einen dhnlichen Syntheseweg wie fiir
das Pentasaccharid 88 einschlugen. Wir vermuteten, dafl sol-
che Analoga zumindest die Hélfte ihrer biologischen Aktivi-
tit einbiiBen sollten, wie das fiir Verbindungen aus der Reihe
der Heparin-dhnlichen Fragmente beobachtet wurde, die
keine 2-Sulfatgruppe im Iduronsdurerest tragen. Allerdings
zeigten die methylierten Analoga ganz unerwartet eine hohe
biologische Aktivitit.

Analogon 92 mit einer 2,3,4-tri-O-methylierten D-Einheit
ist mit einer anti-Faktor-Xa-Aktivitit von 1611 Umg ™! das
aktivste bekannte Pentasaccharid, und dies ungeachtet der
Tatsache, daB im Vergleich zum natiirlichen Produkt zwei
Sulfatgruppen (in den 2-Positionen der Einheiten D und G)
fehlen.

Moglicherweise wechselwirken die Methylgruppen in die-
sen Positionen sogar besser mit AT 11T als die korrespondie-
renden Sulfatgruppen. Dies wiirde bedeuten, daBl der Verlust
elektrostatischer Wechselwirkungen durch energetisch giin-
stige hydrophobe oder van-der-Waals-Wechselwirkungen
kompensiert werden kann. Eine niedrigere Freie Dehydrati-
sierungsenergie der permethylierten Analoga im Vergleich zu
nicht-alkylierten Derivaten oder die Annahme einer Ernied-
rigung der Dielektrizitatskonstante in der Pentasaccharid-
Bindungsregion von AT III kdnnen als alternative Erklirun-
gen fur dieses Phinomen herangezogen werden.

7. Die Rolle des Pentasaccharids bei der
Antithrombin-Aktivierung

7.1. Kinetische Daten und Bindungskonstanten

Wie bereits in Abschnitt 1 erwdhnt, beschleunigen das
charakteristische Heparin-Pentasaccharid sowie groBere He-
parinfragmente, die diese Sequenz enthalten, Reaktionen
von AT IIT mit einigen Serin-Proteasen, z.B. mit dem Blut-
gerinnungsfaktor Xa. Zur Desaktivierung anderer Serin-
Proteasen wie Thrombin ist die Anwesenheit des Pentasac-
charids zwar erforderlich, zusdtzlich sollte jedoch die
Heparinkette eine Liange von mindestens 18 Zuckerbau-
steinen haben'?]. Dieses Phinomen wurde durch eine Reak-
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tion erkldrt, die sich aus zwet unterschiedlichen Einzelme-
chanismen zusammensetzt: Ein Konformationswechsel von
AT T1I (der durch das charakteristische Pentasaccharid her-
vorgerufen wird; sieche Abb. 2b und 34) sowie eine Verbriik-
kung, bei der AT T1I und Thrombin an dieselbe Heparinkette
binden miissen (Abb. 33; es wird eine lingere Heparinkette
als Briicke benotigt)

[62,63]

Thrombin

Abb. 33. Um dic AT-Ill-vermittelte Desaktivierung von Thrombin zu be-
schleunigen, muB nicht nur die charakteristische Pentasacchariddoméne mit
AT 11 wechselwirken, sondern es muB auch die Heparinkette lang genug sein
{ca. 18 Zuckerbausteine), um eine Briicke zwischen AT I1I und Thrombin bil-

den zu kénnen.

Mehrere kinetische Studien enthiillten den Wirkungsme-
chanismus von Heparin'®?~ ¢4l Die Rolle des Pentasaccha-
rids bei der AT-III-vermittelten Desaktivierung des Fak-
tors Xa ist in Abbildung 34 im Detail gezeigt. Demnach
reagiert das Pentasaccharid in zwei Stufen: Zuerst bindet es
unter rascher Gleichgewichtseinstellung an AT I1I (Bildung
des schwachen Komplexes B), daran schlieBt sich ein Kon-
formationswechsel des Proteins an, der die aktive Form von
AT III induziert (C)!**. Wihrend dieses Konformations-
wechsels verstirkt sich die Wechselwirkung des Pentasaccha-
rids mit AT III. Die aktivierte Form von AT III reagiert mit
Faktor Xa zum stabilen AT-III/Xa-Komplex (D), wéihrend
das Pentasaccharid — der Katalysator dieser Reaktion — wie-
der freigesetzt wird.

Als Dissoziationskonstante K, des AT-III/Pentasaccha-
rid-Komplexes (C) wurden Werte von 36 nm bis 300 nm be-
stimmt. Offensichtlich hdngen die ermittelten Daten von den
Bedingungen, beispielsweise dem pH-Wert, und dem ver-
wendeten AT-ITI-Typ ab. Ahnliche Untersuchungen wurden
auch mit verschiedenen Pentasaccharid-Analoga durchge-
fihrt, und deren Resultate tragen wesentlich zum Verstind-
nis der AT-III-Aktivierung bei. Atha et al. berichteten"
beispielsweise, dall Tetrasaccharide bestehend aus dem
DEFG- oder dem EFGH-Teil des Pentasaccharids eine im
Vergleich zum Pentasaccharid 100fach bzw. 1000fach ge-
ringere Aktivitdt gegeniiber AT III aufweisen. Das Ergebnis
fitr das zuletzt erwdhnte Tetrasaccharid stimmt mit dem Be-
fund iiberein, dal3 die 6-Sulfatgruppe in Einheit D absolut
nolwendig ist. Das in 3-Position nicht-sulfatierte Penta-
saccharid 45 bindet AT III ebenfalls sehr schwach
(Kp = 5% 10° nM) und ist nicht dazu in der Lage, einen Kon-
formationswechsel im AT III auszuldsen.

Visser et al. untersuchten!®>! den EinfluB der Sulfatgrup-
pen in Einheit H (Abb. 35a). Die Einfithrung einer zusitzli-
chen 3-Sulfatgruppe (aktives Analogon 57) fithrt zu einer
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Heparin-Pentasaccharid

\ Kp=250M

schwache
Wechselwirkung B

starke
Wechselwirkung

Konformationswechsel
von AT I

aktiviert

N

Pentasaccharid

stabiler
Komplex

Abb. 34. Aus kinetischen Studien abgeleiteter Wirkmechanismus des Pentasac-
charids. Zuerst bindet das Pentasaccharid (Umwandlung von A in B), wobei
sich ein schnelles Gleichgewicht einstellt. Ein Konformationswechsel des
schwachen Komplexes B fiihrt zur Bildung des aktivierten Pentasaccharid/AT-
111-Komplexes C. Der aktive Komplex C kann nun mit Faktor Xa in Wechsel-
wirkung treten und den stabilen Komplex D bilden; wiihrend der Bildung von
D findet ein weiterer Konformationswechsel statt, der unter anderem auch die
Freisetzung des Pentasaccharids bewirkt. Wenn wir Bindungs(Dissozia-
tions)konstanten der verschiedenen AT-1I1/Pentusaccharid-Komplexe diskutie-
ren, so beziehen diese sich auf die Bildung von Komplex C. Die anti-Faktor-Xa-
Aktivitdten werden Uber kompetitive Bindungen des Komplexes C und eines
chromogenen Substrates (S2222) an Xa bestimmt.

ungeldhr 15fachen Erhohung der Bindungsaffinitit gegen-
itber AT IIT, wihrend die Entfernung der 6-Sulfatgruppe aus
Einheit H (Verbindung 93) eine vier- bis finffache Erniedri-
gung der Affinitdt zur Folge hat.

Es konnte zudem gezeigt werden, daB die Verringe-
rung der anti-Faktor-Xa-Aktivitdt des zusitzlich in E sulfa-
tierten Derivates 58 mit einer héheren Dissoziationskon-
stante des Pentasaccharid-AT-I1I-Komplexes korrespon-
diert.

In Abbildung 35b und 35c sind die hochwirksamen alky-
lierten Analoga 83, 87, 92, 94 gezeigt, bei denen nicht nur die
anti-Faktor-Xa-Aktivitit erhoht ist, sondern auch die Affi-
nitdt fir AT III. Auch mehrere Nicht-Glycosaminoglycane
mit lipophilen, aliphatischen und aromatischen Gruppen
(Abb. 35d) wurden synthetisiert. Die meisten dieser Deriva-
te zeigen eine starke Bindung an AT III (K, bis zu 1.6 nM,
Verbindung 95), jedoch nur eine relativ geringe anti-Faktor-
Xa-Aktivitit (<1000 oXa Umg ™!, Verbindung 95). Zudem
binden die zuletzt genannten alkylierten Analoga auch an
andere Plasmaproteine. Diese Ergebnisse lassen sich damit
erkliren, daB die Derivate amphiphil sind und sich deshalb
unspezifisch an positiv geladene Doménen anderer Proteine
anlagern!®%),
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a)

NHSO,;~ OH NHSO;~ 050, NHSO,~
oXa [Umg] Kylnm]
83:R'=R2=R%=H 198 1560
39:R2=80; ;RA'=R%=H 700" 320%
§7:R'=R?=$0; ;R*=H 1250 22
58:R'= R?= R®=S0; a16 218
c)
CH,0
aXa [Umg™] Kplnw]
94:R1 =503 1318 28
92:Ri=CHy 1611 13

aXa [Umg™] Kjlnw)

83:R1=R2=CH;y 1323 16
87:R1= CHj; R2- C4Hg 1529 2
88:R1 =505 ;R2=CHg 1159 139
86: R1 = CHy ; R2 = CgHyg 910 9
d)
0S0;” COO~ 0SO0,~
S0, CH,
050, OCH, 0s0;” 0805~ 0S0;”
aXa U mg] Kplnu]
95: 943 16

Abb. 35. Synthetische Pentasaccharide und ihre anti-Faktor-Xa-Aktivititen sowie Dissoziationskonstanten des AT-III/Pentasaccharid-Komplexes. Diskussion siche

Text.

7.2. Ein Modell des Antithrombin-Pentasaccharid-
Komplexes

Mit dem Bau eines dreidimensionalen molekularen Mo-
dells des Komplexes konnten detailliertere Informationen

owmclal rmbdem oo AT-HI

b

itber die Wechselwirkung des Pentasaccharids mit AT ITT[®®)

erhalten werden. Zuerst wurde ein molekulares Modell von
AT III auf der Grundlage der Kristallstruktur von gespalte-
nem o, -Antitrypsin (einem Mitglied der Serpin-Superfami-
lie, der auch AT ITI angehort) mit Standard-Homologie-

d

Abb. 36. a) Kalottenmodell des aktiven, super-sulfatierten Pentasaccharids 57.
Die essentiellen Sulfat- und Carboxylaigruppen sind rot dargestelli. Man be-
achte die unsymmetrische Verteilung negativ geladener Gruppen. b) Ein Aus-
schnitt aus dem AT-ITI-Modell (z-Kohlenstoff-Riickgrat griin), der die Hepa-
rin-Bindungsregion (Heparin-bindende Aminoséuren blau) mit gebundenem
Pentasaccharid (weill; essenticlle geladene Gruppen rot) zeigt. Da sowohl Pen-

tasaccharid als auch Protcin ein unsymmetrisches Netzwerk von Kontaktpunkten bilden, konnte deren Orientierung zueinander zweifelsfrei bestimmt werden.
c) Ausschnitt aus dem AT-III/Pentasaccharid-57-Komplex nach Hydratisierung und Optimierung mit Molekildynamik-Simulation. d} Modell des AT-III/Pentasac-
charid-57-Komplexes nach einer Molekiildynamik-Simulation von 30 ps Dauer. Der Ubersichtlichkeit halber sind die Wassermolekiile nicht gezeigt (Pentasaccharid
rot; essentielle Aminosdureseitenketten blau). In Abbildung 37 ist dieser Komplex schematisch dargestellt.

1758 Angew. Chem. 1993, 105, 17411761



Modeling-Techniken unter Zugrundelegung bekannter Struk-
turdaten konstruiert. Dabei wurde den positiv geladenen
Aminosdureresten von AT III, die fiir die Wechselwirkung
als wesentlich erkannt worden waren (Lys125, Argl29,
Arg132, Lys133, Lys136, Argd6, Argd7), besonderes Augen-
merk gewidmet. Da diese Aminosiuren ein asymmetrisches
Ensemble von komplementiren Ankerpunktn fiir die Wech-
selwirkung mit den essentiellen geladenen Gruppen des Pen-
tasaccharids aufspannen (Abb. 36a und 36b), konnte die
relative Orientierung von AT III und Pentasaccharid zuein-
ander in Docking-Experimenten zweifelsfrei festgelegt wer-
den. Mit Molekiildynamik-Rechnungen unter Beriicksichti-
gung von Wassermolekiilen als Losungsmittelumgebung
konnte das Modell optimiert werden (Abb. 36¢ und 36d).
Die entscheidenden AT-III-Pentasaccharid-Wechselwirkun-
gen sind schematisch in Abbildung 37 dargestellt. In anderen

o 0503

HO HNSO, 503 _ 5
g N 30

coo, - osog . HNso3
- m Dug 132] [Arg 129] [Lys125]
“a & ’

Abb. 37, Schematische Darstellung des Netzwerkes von Wasscrstoffbriicken-
bindungen in einem energieminimierten Modell des AT-III/Pentasaccharid-
57-Komplexes.

Arbeiten, dic sich auf Kristallstrukturen von gespaltenem
x-Antithrombin[®”!, gespaltenem AT III'*® oder Ovalbu-
min'®®! stiitzen, wird ebenfalls die Heparin-Bindungsregion
angegeben, jedoch werden weder die Orientierung des Penta-
saccharids in der Bindungsregion noch mdgliche Wechsel-
wirkungen zwischen komplementiren Gruppen diskutiert.
Wir haben kiirzlich eine dhnliche Studie!’?, basierend auf
der Kristallstruktur von intaktem AT III durchgefiihrt.
Zwar sind sich die beiden Wechselwirkungsschemata sehr
dhnlich, doch unterscheiden sich einige Bindungscharakteri-
stika signifikant. Es ist bemerkenswert, daB in der Kristall-
struktur von AT IIT Lys125 und Arg129 auf einer Seite einer
a-Helix lokalisiert sind, die als Helix D bezeichnet wird,
wihrend die Region Arg132, Lys133, Lys136 eine ungeord-
nete (coil-like) Konformation einnimmt. Wahrend der Mole-
kitldynamik-Simulation mit Pentasaccharid zeigt Helix D
die Tendenz, sich zu strecken. Dieser Konformationswechsel
verbessert die Zugénglichkeit der basischen Seitenketten,
wodurch diese attraktive Wechselwirkungen mit den essen-
tiellen geladenen Gruppen des Heparins eingehen kénnen.
Es sei auch daran erinnert, daB eine Vielzahl experimentel-
ler Befunde darauf hinweist, dal Heparin a-helicale Konfor-
mationen dadurch stabilisiert, daB3 es ungiinstige elektro-
statische Wechselwirkungen zwischen Lys- und/oder Arg-
Seitenketten verringert!”"1. Dies legt nahe, daB die durch das
Pentasaccharid induzierte Streckung der Helix D den be-
kannten Konformationswechsel von AT 1II auslost. Davon
abgesehen ist klar, daB die gesamte Konformationsinderung
von AT III viel komplexer ist, denn die Schleife von AT III,
die an die Protease hindet, ist mal mehr, mal weniger frei
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zuginglich, je nachdem, ob sie sich teilweise zwischen die
Striange S3 und S5 des Faltblattes ,,A* im Protein schiebt[7%],
Die Kristallstrukturanalyse des AT-III/Pentasaccharid-
Komplexes sollte nicht nur diese Frage kliren, sondern dar-
tiber hinaus auch neue Erkenntnisse {iber die Art der AT-III-
Aktivierung durch Heparin liefern.

8. Zusammenfassung
Mittlerweile gilt als sicher, da3 das Anticoagulans Hepa-

rin mit verschiedenen Proteinen entweder kooperative oder
spezifische Bindungen oder beide Arten von Wechselwirkun-

“gen cingehen kann. Es wurden zahlreiche Beispiele!?: 71#] fiir

Heparin/Protein-Wechselwirkungen beschrieben, in denen

kooperative Wechselwirkungen zu dominieren scheinen; je

linger das Polysaccharid und je héher die Ladungsdichte,
desto hoher ist die Affinitit, da sich mehr positiv geladene

Bereiche entlang der Heparinkette anpassen konnen. Dall

auch hochspezifische Wechselwirkungen auftreten konnen,

wurde zu dem Zeitpunkt klar, als die heterogene Pentasac-
chariddomine im Heparin entdeckt wurde, die die Wechsel-
wirkung von AT III mit dem Blutgerinnungsfaktor Xa (siehe
vorhergehende Abschnitte) beschleunigt. In der Tat kénnen
andere Polyanionen dieses Pentasaccharid bei der Bindung
und Aktivierung von AT III nicht ersetzen. Unserer Mei-
nung nach ist der Befund, dal3 eine einzige charakteristische

Domiine eines Glycosaminoglycans (das Heparin-Pentasac-

charid) im direkten Zusammenhang mit einer spezifischen

biologischen Aktivitit steht, ein echter Durchbruch in einem
noch kaum erforschten Gebiet der Molekularbiologie. Lei-
der sind bis heute nur einige wenige Beispiele fiir spezifische

Struktureinheiten in Glycosaminoglycanen bekannt!”#1. Das

charakteristische Pentasaccharid ist die Minimalsequenz fiir

die AT-III-vermitteite Desaktivierung des Faktors Xa, bei
der Desaktivierung von Thrombin (ITa) durch dasselbe

Serpin sollte die Heparinkette allerdings viel langer sein

(mindestens 18 Kohlenhydrateinheiten). Fiir diesen Fall gibt

es recht gute Hinweise darauf, daBl dic Heparinkette mit

AT TII spezifisch und stark, mit Thrombin jedoch nur

schwach und weniger spezifisch wechselwirkt!53®],
Basierend auf einem Ensemble von ca. 50 synthetischen

Analoga des charakteristischen Pentasaccharids konnten

viele neue Erkenntnisse iiber die Heparin-vermittelte AT-II1-

Aktivierung gewonnen werden. Die verschiedenen Aspekte

dieser Wechselwirkung und der Aktivierung lassen sich wie

folgt zusammenfassen:

1) Die heterogene Pentasacchariddomine von Heparin ist
bis heute das einzige bekannte Polyanion, das in der Lage
ist, den Konformationswechsel von AT III auszuldsen.

2) Das Pentasaccharid hat zwei essentielle Sulfat-, zwei es-
sentielle N-Sulfat- und zwei essentielle Carboxylatgrup-
pen. Die Entfernung einer dieser essentiellen Sulfat- oder
Carboxylatgruppen fithrt zu einer nahezu vollstindigen
AktivitdtseinbuBle, wihrend zwei bis drei weitere Sulfat-
gruppen im Molekiil die Aktivitdt zu erhohen scheinen.

3) Die biologische Aktivitdt wird durch Sulfatierung der 3-
Hydroxygruppe der reduzierenden terminalen Einheit
(H) verbessert, wihrend die Sulfatierung anderer Hy-
droxygruppen zu AktivititseinbuBen fiihrt. Das ,,per-
sulfatierte* Pentasaccharid zeigt keine signifikante Akti-
Vitat.
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4) Die raumliche Ausrichtung der geladenen Gruppen mit
Schliisselfunktion ist entschcidend, da Epimere geringere
Aktivitat zeigen.

5) Der Ladungstyp ist wesentlich. So kann eine essentielle
Sulfatgruppe nicht durch eine Phosphatgruppe ersetzt
werden, ebensowenig lassen sich die Carboxylatgruppen
der Uronsaureeinheiten gegen CH,OSO; -Reste austau-
schen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf die essen-
tiellen geladenen Gruppen von Heparin {iber definierte
Wasserstoffbriickenbindungen mit komplementiren Be-
reichen in AT IIT wechselwirken.

6) Einige Kohlenhydratbausteine wie Glucuronsdure (Ein-
heit E) miissen starr sein, wihrend andere wie Iduronsiu-
re (Einheit () flexibel sein diirfen, manche sogar flexibel
sein miissen.

7) AT III richtet auch einige negativ geladene Aminosdure-
seitenketten in die Heparin-Bindungsregion, die mogli-
cherweise geladene Reste anderer Polyanionen abstoBen
und damit die Selektivitit erhéhen.

8) Die Hydroxygruppen des Pentasaccharids fungieren bei
der Wechselwirkung nicht als Wasserstoffbriickendonor,
da eine Methylierung dieser Hydroxygruppen die Aktivi-
tdt nicht mindert. Genausowenig sind die Wasserstoffato-
me der sulfatierten Aminogruppen wichtige Wasserstoff-
briickendonoren, da N-Sulfat durch Sulfat ersetzt werden
kann.
Hydrophobe Wechselwirkungen konnen die Bindung
verstidrken und die spezifische Aktivitit erhdhen. Im bis-
her aktivsten Derivat (Verbindung 92 in Abb. 32) wurden
zwei als bindend identifizierte Sulfatgruppen durch Me-
thoxygruppen ersetzt. Die Anwesenheit raumerfiillender
hydrophober Substituenten wirkt sich jedoch negativ auf
die AT-1II-Aktivierung aus, und amphiphile Derivate
tendieren dazu, unspezifisch an andere Proteine zu bin-
den.

9

~—

9, Ausblick

Immer deutlicher wird die wichtige biologische Funktion
von Glycosaminoglycanen bei der Kontrolle biologischer
Schliisselprozesse wie Zellwachstum, Zellwanderung, Zell-
differenzierung und Zelladhision. Lange Zeit verliefen Un-
tersuchungen dieser Phdnomene auf molekularem Niveau
cnttiduschend, da keine geeigneten physikalisch-chemischen
Methoden zur Verfiigung standen. Deshalb ist es bis heute
nicht klar, wie viele solcher biologischer Funktionen mit re-
lativ kurzen, wohldefinierten Doménen von komplexen
hochmolekularen Glycosaminoglycanen assoziiert sind. Wir
meinen, daf} das Beispiel von Heparin, in dem die bekannten
antithrombotischen Eigenschaften an eine charakteristische
Teilstruktur gekniipft sind, die Strukturaufkldrung anderer
wichtiger Domédnen aus Glycosaminoglycanen stimulieren
sollte. Zu guter Letzt sollte die Anwendung der in diesem
Aufsatz diskutierten chemischen Methoden Mdglichkeiten
zur Entwicklung neuer Wirkstoffe ero6ffnen.
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