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H eparin, ein aus tierischen Organen gewonnenes sulfatiertes
Glycosaminoglycan, findet seit den 40er Jahren als antithrombotischer
Wirkstoff klinische Verwendung. Ein Durchbruch in der Heparin-
forschung war in den frithen 80er Jahren die Entdeckung, dass eine
charakteristische Pentasacchariddomdne in manchen Heparinketten
den Serinproteaseinhibitor Antithrombin 111 (AT-111) aktiviert, der in
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vitit zugdanglich. Die neuen Wirkstoffkandidaten wirken selektiver als
Heparin, was insbesondere die Wahrscheinlichkeit einer Thrombo-

penie verringert.

1. Einleitung

1993 veroffentlichten wir einen Aufsatz mit dem Titel
»Die charakteristische AT-III-Bindungsregion in Heparin:
eine Leitstruktur fiir neue synthetische Antithrombotica“.["
Darin haben wir beschrieben, dass endogenes Antithrombin
III (AT-III) Heparin benétigt, um die Inhibierung zweier
Schliisselproteasen in der Blutgerinnungskaskade, Faktor Xa
und Thrombin, zu beschleunigen. Diese Beschleunigung
erfordert die Bindung einer charakteristischen sequenzspezi-
fischen Pentasacchariddoméne von Heparin an AT-III. Die
Wechselwirkung des Pentasaccharids induziert eine aktivie-
rende Konformationsidnderung in AT-III, die die Inhibierung
von Faktor Xa, nicht aber die von Thrombin beschleunigt
(Abbildung 1). Zur Inhibierung von Thrombin miissen auBer-
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Abbildung 1. Die Wechselwirkung von Heparin mit Antithrombin Il|
(AT-111) fuhrt zu einer Konformationsinderung im Serinprotease-
inhibitor, sodass die Schleife mit dem reaktiven Zentrum mit Gerin-
nungsenzymen wie Thrombin und Faktor Xa wechselwirken kann. Um
die Konformationsinderung in AT-IIl induzieren zu kdnnen, sollte die
Heparinkette eine spezielle Pentasacchariddomine, die Antithrombin-
11l bindende Domine (ABD), enthalten. Das Pentasaccharid stimuliert
ausschlieRlich die AT-Ill-vermittelte Inaktivierung von Faktor Xa (Anti-
Xa-Aktivitat), dagegen werden zur Stimulation der Antithrombinaktivi-
tat lingere Heparinfragmente benétigt, die neben der Pentasaccharid-
domine (ABD) eine Thrombin bindende Doméne (TBD) enthalten.
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dem AT-IIT und Thrombin an dieselbe Heparinkette in Form
eines terndren Briickenkomplexes gebunden sein. Die Arbei-
ten mehrerer Forschungsgruppen! fiihrten in den frithen 80er
Jahren zur Strukturaufkldrung der charakteristischen Penta-
sacchariddoméne. Hierbei wurde die gemeinsame Sequenz
von Hexa- und Octasacchariden identifiziert, die durch
Heparinabbau und anschlieende Affinitidtschromatographie
an tragerfixiertem AT-III erhalten worden waren (Abbil-
dung 2).B! Einige Jahre nach der Strukturaufklirung syn-
thetisierten die Autoren nacheinander das erste Pentasac-
charidanalogon (1 in Abbildung 3) der aktiven Region, das
am Baustein D einen N-Sulfatrest anstelle einer N-Acetyl-
gruppe enthilt.** Dieses synthetische Pentasaccharid unter-
stiitzt tatsdchlich nur die AT-III-vermittelte Inhibierung von
Faktor Xa. Damit war die Basis fiir ein Forschungs- und
Entwicklungsprogramm fiir eine neue Klasse von Kohlen-
hydrat-Antithrombotika, die selektiven Faktor-Xa-Inhibito-
ren, geschaffen.

Dieses neue Wirkstoff-Forschungsprogramm war seiner-
zeit allerdings sehr umstritten. Beispielsweise lieferte die tiber
60-stufige chemische Synthese das erste Pentasaccharid in
sehr niedriger Ausbeute, und auch die Reinheit war fiir einen
synthetischen Wirkstoff nicht ausreichend. Da das Pentasac-
charid ausschlieBlich Anti-Xa-, aber keine Antithrombinak-
tivitat hat, wurde es damals vielfach als ein nur schwaches
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Abbildung 2. Typische Heparinfragmente, die durch Abbau mit Heparinase oder Salpetriger Sdure und anschlieBende Affinititschromatographie
an tragergebundenem AT-ll| erhalten wurden. Die drei Fragmente enthalten die ibereinstimmende Pentasaccharidsequenz DEFGH (eingeklam-
mert) und eine 3-O-Sulfatgruppe am Glucosaminbaustein F, die die hohe Affinitit fiir AT-11I bewirken.

Abbildung 3. Das erste synthetische Analogon 1 der AT-IlI aktivieren-
den Domine von Heparin und sein stabilisiertes Methylglycosid 2, der
antithrombotische Wirkstoff Fondaparinux.
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Antithrombotikum eingestuft. Auch die Halbwertszeit im
Menschen war umstritten. Heparin (ein hochmolekulares
Polysaccharid) hat eine Halbwertszeit von nur einer Stunde,
und man nahm an, dass die Halbwertszeit des kleinen
Pentasaccharids wegen der schnelleren renalen Clearance
noch kiirzer sein wiirde als die von Heparin. Gliicklicherweise
gab es auch optimistischere FEinschidtzungen, und einige
Wissenschaftler waren iiberzeugt, dass das Pentasaccharid
nicht nur synthetisiert werden konnte, sondern dass durch
molekulare Modifizierungen und molekulares Design struk-
turell vereinfachte Analoga mit mafigeschneiderten pharma-
kologischen Eigenschaften zugénglich wiren. Es bestand
auch Zuversicht dahingegend, dass sich die ,,aktive Substanz*
von Heparin selbst, die nur einen geringen Prozentsatz des
Kohlenhydratanteils von Heparin ausmacht, als hervorragen-
der Wirkstoff erweisen wiirde. In den frithen 80er Jahren
wurden auch verschiedene klinische Tests an niedermoleku-
laren (low molecular weight, LMW) Heparinen durchgefiihrt,
die durch Heparinfragmentierung erhalten wurden. Bemer-
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kenswerterweise verhinderten die LMW-Heparine wirksam
eine Thrombose tiefer Venen und hatten dabei ein besseres
therapeutisches Fenster als Heparin, obwohl ihr Anti-Xa-/
Antithrombin-Verhéltnis wesentlich hoher ist. 1987 beschlos-
sen die beteiligten Firmen Sanofi (jetzt Sanofi-Synthélabo)
und Organon, ihre risikoreichen Forschungs- und Entwick-
lungsaktivitdten in einem Jointventure fortzusetzen, was den
Durchbruch fiir das Projekt bedeutete: In dem Jahr wurde das
der natiirlichen Sequenz sehr dhnliche und von beiden Firmen
(unter SR 90107 und Org31540) hergestellte Pentasaccharid 2
(Abbildung 3) zur Weiterentwicklung ausgewihlt."”] Die
Wahl fiel auf ein Derivat von 2 mit einer Methylgruppe am
anomeren Zentrum. Zuvor hatte sich herausgestellt, dass
derartig substituierte Derivate leichter zu synthetisieren und
zu reinigen sind, weil der reaktive Aldehyd am reduzierenden
Ende permanent geschiitzt ist."! Tatsichlich konnten 1989
mehr als 20 g hoch reines SR90107/Org31540 fiir toxikolo-
gische und klinische Phase-I-Tests an gesunden Probanden zu
Verfiigung gestellt werden. Nach einem erfolgreichen klini-
schen Entwicklungsprogramm in den 90er Jahren wurde
SR90107/0Org 31540 (2, Fondaparinux) 2001 als neues Anti-
thrombosemittel unter dem Namen Arixtra in den Vereinig-
ten Staaten und in Europa registriert.’! Derzeit wird dieses
Medikament zur Priavention vendser Thromboembolien nach
Protheseoperationen des Knie- oder Hiiftgelenks und nach
Hiiftfrakturen eingesetzt. Die weitere Entwicklung richtet
sich auf andere prophylaktische Indikationen und die
Behandlung von Thrombosen der tiefen Venen, von Lungen-
embolie und Erkrankungen der Herzkranzgefie.

Riickblickend auf die pessimistischen Aussichten vor 15
Jahren ldsst sich heute sagen, dass die Synthese zwar noch
immer viele Stufen erfordert, aber erfolgreich in der Industrie
durchgefiihrt wird und das hochreine Pentasaccharid 2 im
Kilogramm-MafBstab liefert. Seine Halbwertszeit im Men-
schen betridgt etwa 17 h, es muss daher nur einmal téglich
verabreicht werden und nicht wie die Heparine zwei- oder
dreimal tédglich. Zudem haben mehrere klinische Tests die
bessere Wirksamkeit von Fondaparinux (2) gegeniiber Hepa-
rin bewiesen;”! die Anwendung von 2 bei groBeren orthopi-
dischen Operationen senkt das Thromboserisiko gegeniiber
LMW-Heparinen um mehr als 50%. Bei diesen Untersu-
chungen wurden nur 2.5 mg Arixtra pro Tag verabreicht,
wihrend die Dosis des LMW-Heparins Enoxaparin 40 mg
einmal téglich oder 30 mg zweimal tdglich betrug.

In unserem 1993er Aufsatz beschrieben wir auch die
Synthese vieler Analoga und detaillierte Struktur-Aktivitéits-
Beziehungen (siche Abschnitt 2).l'! Unter anderem konnte
ein Pentasaccharid erhalten werden, in dem alle Hydroxy-
gruppen O-sulfatiert oder O-methyliert sind (3, Abbildung 4).
Dieses ist nicht nur erheblich leichter zu synthetisieren,
sondern verfiigt auch tiber eine hohere Aktivitdt und langere
Wirkungsdauer (Halbwertszeit im Menschen etwa 120 h),
sodass es nur einmal wochentlich verabreicht werden muss.®*!
Eine Phase-II-Dosierungsstudie (PERSIST) ergab, dass das
Pentasaccharid 3 (Idraparinux) bei einer Dosis von 2.5 mg
einmal wochentlich mindestens so wirksam ist wie bestehende
Behandlungen zur Vorbeugung vendser Thromboembolien
(VTEs, venous thromboembolic events). Idraparinux befin-
det sich inzwischen in der fortgeschrittenen klinischen
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Abbildung 4. |draparinux (3) ist ein Analogon des natiirlich vorkom-
menden Pentasaccharids, das wegen seiner langen Halbwertszeit (d.h.
langer anhaltende antithrombotischen Wirkung) nur einmal wéchent-
lich verabreicht werden muss. Diese Verbindung befindet sich derzeit
in der letzten Phase der klinischen Entwicklung.

Entwicklung (Phase III) zur Pravention von Thromboembo-
lievorfillen bei Patienten mit Vorhofflimmern sowie zur
Vorbeugung und Behandlung von VTE (Vergleich mit
Heparin plus Vitamin-K-Antagonisten). Im Anschluss daran
konzentrierten wir uns auf Pentasaccharidderivate, die eben-
falls Antithrombinaktivitdt aufweisen. Ausgehend von einem
strukturbezogenen Ansatz (siche Abschnitt 3) entwickelten
wir Pentasaccharidkonjugate mit maBgeschneiderter Inhibi-
torwirkung gegen Thrombin (siche Abschnitt 4), synthetisier-
ten aber auch lange heparindhnliche Oligosaccharide (siche
Abschnitt 5) mit besserer Antithrombinaktivitit als Heparin.
Mehrere dieser Verbindungen befinden sich in vorklinischen
und ersten klinischen Entwicklungsphasen.

2. Struktur-Aktivitdts-Beziehungen von
synthetischen Pentasacchariden

2.1. Struktur-Aktivitdts-Beziehungen von heparinéhnlichen
Pentasacchariden

Um die Rolle unterschiedlicher negativ geladener funk-
tioneller Gruppen des Pentasaccharids zu untersuchen,
wurden zahlreiche Analoga synthetisiert und auf ihre Anti-
Xa-Aktivitit und ihre Bindung an AT-III getestet. Die
Synthese des Pentasaccharids 2 ist in Abbildung 5 zusam-
menfasst. Ein wichtiges Merkmal dieser Synthese ist eine
orthogonale Schutzgruppenstrategie,!! wobei die zu sulfatie-
renden Hydroxygruppen zunéchst verestert und die spéter
freien Hydroxygruppen als Benzylether geschiitzt sind. Das
durch Verkniipfen der Bausteine 4 und 5 gebildete vollstiandig
geschiitzte Pentasaccharid 6 wird verseift, die entstandenen
freien Hydroxygruppen werden anschlieBend O-sulfatiert.
Nachfolgende Hydrogenolyse der Benzyl- und Azidgruppen
und selektive N-Sulfatierung liefern das gewiinschte Penta-
saccharid 2.

Mit dieser Strategie lassen sich verhiltnisméBig leicht
Analoga herstellen,'! denen an bestimmten Positionen O-
Sulfatgruppen fehlen, d.h., in der geschiitzten Verbindung
muss an der fraglichen Position eine Esterfunktion durch
einen Benzylether ersetzt werden. Um die Rolle der Carb-
oxylatgruppe zu untersuchen, kann man nicht auf die
Anpassung des Schutzgruppenschemas zuriickgreifen, son-
dern muss nach neuen Kohlenhydratbausteinen suchen. Bei-
spielsweise wurde die Rolle der Carboxylatgruppe von L-
Iduronsdure (Baustein G) untersucht, indem ein Analogon
mit einer D-Xylopyranoseeinheit synthetisiert wurde, dem die
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Abbildung 5. Der antithrombotische Wirkstoff Fondaparinux (2) wird
durch Blocksynthese in etwa 55 Stufen aus natiirlich vorkommenden
Kohlenhydraten hergestellt. Entscheidend ist die Verkniipfung des voll-
stindig geschiitzten Trisaccharids 4 mit dem Disaccharid 5 zum kom-
plett geschiitzten Pentasaccharid 6. Hierbei schiitzen Acetylgruppen
(Ac) die spéter sulfatierten Hydroxygruppen, wihrend ,freie“ Hydroxy-
gruppen als Benzylether (Bn) geschiitzt sind und durch Hydrogenolyse
freigesetzt werden.

Carboxylatgruppe der Iduronsdure fehlt. Die Rolle der N-
Sulfatgruppen wurde anhand von Analoga nachgewiesen, die
an der entsprechenden Position Hydroxy- oder N-Acetyl-
gruppen tragen.

In diesem Zusammenhang muss erw@hnt werden, dass die
biologische Aktivitit eines synthetischen, im Baustein D N-
acetylierten Pentasaccharidderivats, das der am hé&ufigsten
vorkommenden AT-IIT bindenden Doméne von Schweinehe-
parin (siche Abbildung 2) entspricht,l!'! nur halb so hoch ist
wie die von Fondaparinux (2). Anders ausgedriickt hat der
Pentasaccharidwirkstoff eine hohere Affinitét fiir AT-III und
eine hohere Anti-Xa-Aktivitdt als die AT-III bindende
Pentasacchariddoméne von Standardheparin und NMW-
Heparinen. SchlieBlich wurde die Rolle der einzelnen gela-
denen Gruppen des Pentasaccharids 2 bei der Aktivierung
von AT-III eindeutig zugeordnet (Abbildung 6).

Die erhaltenen Struktur-Aktivitits-Beziehungen bildeten
eine solide Basis fiir das Design weiterer Analoga. Auf der
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s

]

O verstarkende Gruppen

essenzielle Gruppen

Abbildung 6. Struktur-Aktivitats-Beziehungen von Fondaparinux (2).
Durch die Synthese von Analoga, denen eine bestimmte Sulfat- oder
Carboxylatgruppe fehlte, wurde festgestellt, dass die durch einen
Kasten markierten Gruppen fiir die Aktivierung von AT-Il essenziell
sind, wahrend die eingekreisten Gruppen nur zur Verstirkung der bio-
logischen Aktivitat beitragen.
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Grundlage von '"H-NMR-Analysen und Molekular-Modeling-
Studien postulierten wir ein Wechselwirkungsmodell mit zwei
Bindungsstellen zwischen AT-IIT und dem Pentasaccharid.!"
Entsprechend Abbildung 7 wurde eine ausgedehnte AT-III
bindende Region als komplementdr zum unteren Teil des
Pentasaccharids bestimmt, wihrend eine zweite, kleinere

AT-llI-Bindungsstelle 2

K_/_\

Ho HO- HNso,~ 0S0,”
OM o0-_[ooc]
o o~ o o )
[0S0, ] m 0S0,] |HNSO,” 0S0,

7
AT-llI-Bindungsstelle 1

Abbildung 7. In den spiten 80er Jahren wurde ein Wechselwirkungs-
modell postuliert, in dem zwei vorldufige AT-I11-Bindungsstellen um
ein Modell des Pentasaccharids 2 angeordnet waren. Dieses Wechsel-
wirkungsmodell resultierte aus der Uberlegung, dass die essenziellen
negativ geladenen Gruppen des Pentasaccharids (durch Kiasten mar-
kiert) mit komplementidren (positiv geladenen) Resten der Heparin-
bindungsstelle von AT-11l wechselwirken. Ausgehend von diesem
Modell fithrten wir eine zusitzliche 3-O-Sulfatgruppe am Baustein H
ein (schwarz unterlegt), die die Wechselwirkung mit AT-111 verstérken
sollte. Tatsichlich war die Bindung des so erhaltenen Derivats 7
wesentlich starker.

Wechselwirkungsdoméne rechts oben lokalisiert werden
konnte. Diese Rezeptorkartierung wurde 1997 interessanter-
weise durch eine Kristallstrukturanalyse!"! des Komplexes
von AT-III mit dem Analogon 8 bestitigt (schematische
Ubersicht in Abbildung 8). Auf der Grundlage des beschrie-
benen Modells synthetisierten wir das Derivat 7 mit einer
zusdtzlichen Sulfatgruppe an der 3-O-Position von Bau-
stein H, die eine giinstige Wechselwirkung mit der vermute-
ten zweiten Bindungsstelle von AT-III aufweisen sollte
(Abbildung 7). Tatséchlich ist die Bindung des Pentasaccha-
rids 7 an AT-IIT um eine Groenordnung stirker, was die Xa-
Inhibierung erhoht.!'"] Eigentlich ist die von der zusitzlichen
3-O-Sulfatgruppe an Baustein H verursachte stirkere Wech-
selwirkung mit AT-III ungewohnlich, denn zusitzliche Sul-

Arg47 Arg 46
OSO -
- [o]
HO HO HNSO,” OSO OH HNSO,”
/ oso, o
0s0,” -

\ 3
Arg129 Lys125 Lys114

Abbildung 8. Ende der 90er Jahre belegte die Kristallstrukturanalyse
eines Pentasaccharidkomplexes mit AT-I11, dass in diesem Komplex
wie zuvor postuliert (siehe Abbildung 7) zwei Bindungsstellen zu AT-III
vorliegen. Die zusitzliche 3-O-Sulfatgruppe am Baustein H wechsel-
wirkt mit Arg46 und Arg47, was die stirkere Bindung dieser Analoga
an AT-I1 erklart.
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fatgruppen an anderen Positionen wirken sich nachteilig auf
die Aktivitdt aus. Die oben erwihnte Kristallstruktur l4sst
erkennen, dass die zusétzliche 3-O-Sulfatgruppe mit positiv
geladenen Aminosduren (Arg46 und Arg47) von AT-IIT
wechselwirkt (Abbildung 8). Auch die Art der Ladung ist
anscheinend fiir die biologische Aktivitit entscheidend,™
denn der Sulfatrest lasst sich nicht ohne Auswirkungen auf
die biologische Aktivitdt durch eine Phosphat- oder Carb-
oxylatgruppe ersetzen.

2.2. Methylierte und andere strukturell vereinfachte Analoga

Da die Synthese der Heparinanaloga in der AT-III-
Bindung langwierig und miihsam ist, konzentrierten wir uns
auf Analoga, die leichter zu synthetisieren, aber dennoch
biologisch aktiv sind. Unseren Uberlegungen zufolge sollte
ein Derivat mit einem O-Sulfatrest anstelle des N-Sulfatrestes
und O-Methylethergruppen anstelle von Hydroxygruppen
wesentlich leichter synthetisierbar sein.!! Bei dieser Synthese
sind weder orthogonale Schutzgruppen erforderlich noch
miissen Amino- oder Azidozucker hergestellt werden, sodass
sich Verfahren zur Schutzgruppenabspaltung und Sulfatie-
rung verkiirzen. Ein gutes Beispiel fiir diese Strategie ist die
vollstdndige Modifizierung des Derivats 7 zu 8 nach den oben
genannten Vorgaben (Abbildung9).l Die so erhaltenen
Analoga haben gegeniiber den natiirlichen Verbindungen
nahezu unveridnderte biologische Aktivitdten. In dieser Reihe
wurden zahlreiche Derivate hergestellt (von uns als Nicht-
glycosaminoglycan-Analoga bezeichnet), wobei sich Derivate
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Abbildung 10. Vereinfachte Pentasaccharide mit , pseudo-alternieren-
der* Sequenz kénnen aus nur einem Disaccharidbaustein hergestellt
werden (z.B. Synthese von 3 aus 9). Die L-Iduronsiureeinheit des GH-
Bausteins 9 ldsst sich durch Basen zur p-Glucuronséure epimerisieren
und liefert so den passenden EF-Baustein.

Wie bereits erwihnt ist die Wechselwirkung des Penta-
saccharids 3 (Kp~ 1 nm) mit AT-III starker als die mit dem
Pentasaccharid 2 (Kp=50nm), und auch seine Anti-Xa-
Aktivitit ist besser (1600 gegeniiber 700 Umg™").'%13 Die
hohere Aktivitit ist teilweise auf die zusétzliche 3-O-Sulfat-
gruppe am Baustein H zuriickzufiihren. Dies geniigt als
Erkldrung allerdings nicht, denn mit den 2-O-Sulfatgruppen
der Bausteine D und G fehlen zwei andere wichtige Funk-
tionen. Zur hoheren Aktivitit tragen auerdem die Methyl-
ether bei (die vermutlich mit komplementiren lipophilen
Gruppen an der Proteinoberfliche wechselwirken) und das
ausschlieBliche Vorliegen von Iduronsédure in der
bevorzugten Skew-Boot-Konformation (siche
Abschnitt 2.3).

In Abbildung 11 sind einige andere von uns
durchgefiihrte Modifizierungen zusammengestellt.
Beispielsweise ersetzten wir die Einheit D mit dem
essenziellen 6-O-Sulfatrest durch eine flexible O-
Sulfoglycol-2-O-methyl-Einheit," wobei 50 % der
biologischen Aktivitit erhalten blieben (Schritt a).
In unserem 1993er Aufsatz haben wir beschrie-
ben,['! dass bei einem Austausch von p-Glucuron-
sdure (Baustein E) oder L-Iduronsidure (Bau-
stein G) gegen flexible ,offene“ Pyranose-
einheiten (d.h. Glycerinsdure-2-O-methyl-Einhei-
ten) die biologische Aktivitit praktisch vollstandig
(Schritt b) oder zu 85% (Schritt c) verloren geht.

Abbildung 9. Design und Synthese vereinfachter Analoga durch Austausch der N-
Sulfatgruppen gegen O-Sulfatgruppen und permanentes Schiitzen aller Hydroxy-

funktionen in Form von Methylethern. Die erhaltenen Analoga (z.B. 8) haben ahnli-

Ein weiteres Beispiel fiir die chemische Modifizie-
rung ist der Austausch des glycosidischen Sauer-
stoffatoms zwischen den Bausteinen D und E

che Aktivitdten wie die natiirlichen Verbindungen.

mit einer ,,pseudo-alternierenden“ Sequenz, wie das Penta-
saccharid 3 (Idraparinux in den Abbildungen 4 und 10), als
besonders erfolgversprechend erwiesen. Da die beiden in
Abbildung 10 eingeklammerten Disaccharidbausteine das
gleiche Substitutionsmuster haben, sind sie aus der gleichen
Disaccharidvorstufe 9 erhiltlich, die wiederum aus Glucose
hergestellt wird.*'? Mit dieser Strategie besteht die Total-
synthese aus nur etwa 25 Stufen.
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durch ein Kohlenstoffatom,”! der zu einer nur
leicht gesunkenen Aktivitét fiihrt.

2.3. Rolle der flexiblen L-lduronséiureeinheit

In unserem 1993er Aufsatzl! haben wir iiber die Kon-
formationsanalyse des Pentasaccharids und speziell iiber das
eigentiimliche konformative Verhalten der Iduronsiureein-

heit (Baustein G) berichtet. Beobachtungen zufolge kann L-
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Abbildung 11. Einfluss der Starrheit von Kohlenhydrateinheiten im
Pentasaccharidmolekiil. Beim Ersatz mancher Kohlenhydrateinheiten
(z.B. der Bausteine D und G) durch flexiblere Mimetika scheint eine
signifikante Anti-Xa-Aktivitit erhalten zu bleiben (50% bzw. 15 %),
andere Bausteine miissen hingegen unbedingt starr sein. So betrigt
die Anti-Xa-Aktivitit nur noch 2%, wenn der Glucuronsiurebaustein E
des Pentasaccharids durch ein flexibles Mimetikum ersetzt wird.

Iduronsdure in heparindhnlichen Verbindungen drei Kon-
formationen einnehmen: 'C,, *C; und S, (Abbildung 12). 'H-
NMR-Analyse und Molecular Modeling ergaben, dass bei

H
H HO
H HO OH

H
|
H coo- ©OH
HO OH M
104 4C1
“00C_ H
H OH
H OH
HO~ HO \0/<
H

25,

0

Abbildung 12. L-|dopyranuronsiure kann theoretisch die drei unter-
schiedlichen Konformationen 'C,, *C; und 2S, einnehmen, in heparin-
shnlichen Verbindungen kommen aber nur die 'C,- und die *Sy-Konfor-
mationen vor.

biologisch aktiven Pentasacchariden die Iduronsidureeinhei-
ten in einem Gleichgewicht zwischen der 'Cy- und der 2S,-
Konformation vorliegen, wobei letztere iiberwiegt. Diese
Ergebnisse sind in Einklang mit einer spdteren Untersuchung,
wonach die biologische Aktivitit abnimmt, wenn die L-
Iduronsdure im Pentasaccharid 2 durch 3-Desoxy-L-iduron-
sdure ersetzt wird, deren Konformation wegen der Unter-
driickung von 1,3-diaxialen Wechselwirkungen zu 'C, ver-
schoben ist."® Die dreidimensionale Darstellung des Penta-
saccharids 2 in Abbildung 13 zeigt L-Iduronsdure in der
bevorzugten S,-Konformation. Da in Analoga wie 3 aus-
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Abbildung 13. Die dreidimensionale Struktur des Pentasaccharids 2
(Fondaparinux) zeigt die L-Iduronsiureeinheit in der 2Sy-Konformation,
wie sie kristallographisch in der Struktur des Komplexes mit Anti-
thrombin 11l nachgewiesen wurde.

schlieBlich die “S,-Konformation vorliegt, lag der Schluss
nahe, dass dies die aktive Konformation ist. Allerdings konnte
sich diese konformative Prioritdt von L-Iduronsédure in
Losung unter anderen Bedingungen dndern (z.B., wenn das
Pentasaccharid an AT-III gebunden ist). Versuche bei hohen
Salzkonzentrationen lassen z.B. eine Verschiebung des
Gleichgewichts von der S,- zur !C,-Konformation erkennen.
Dennoch mehren sich die Hinweise, dass die 2S,-Form die
aktive Konformation von L-Iduronsiure ist, wenn das Pen-
tasaccharid an AT-III gebunden ist. So war ein Pentasaccharid
mit in der 'C,-Konformation (oder der *C;-Konformation)
fixierten L-Iduronsiure biologisch inaktiv,'”) wihrend das
gleiche Derivat mit in der S,-Konformation fixierten L-
Iduronsiure dhnlich wirksam ist wie die Stammverbindung
(Abbildung 14).1% Jberzeugende Beweise lieferte auch die

OAc

AcO o
RO o—

inaktiv
v

-ooc o o
MeO N
~o o

)

0
aktiv

inaktiv

Abbildung 14. L-lduronsiurebausteine mit fixierter 'C,-, 2Sy- oder “C;-
Konformation wurden zur Herstellung synthetischer Analoga verwen-
det. Nur das Pentasaccharid mit der starren 2Sy-Konformation ist biolo-
gisch wirksam.

hochaufgeloste Kristallstruktur des AT-III-Komplexes mit
dem wirksamen Pentasaccharidanalogon 8, deren Elektro-
nendichtekarte zur 2S;-Konformation von Iduronsiure
passt.ll’]
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3. Aktivierung von AT-11l gegen Serinproteasen

Nachdem wir Erfahrung in der Synthese komplexer
Pentasaccharide gewonnen hatten, wagten wir uns an die
Totalsynthese noch komplexerer Verbindungen, die die AT-
III-vermittelte Inhibierung anderer Serinproteasen katalysie-
ren konnen, besonders von Thrombin, das in der Pharmako-
logie als wichtiges Target fiir antithrombotische Wirkstoffe
angesehen wird. Bevor wir ndher auf das Verfahren eingehen,
miissen wir uns die strukturellen Vorgaben ins Gedéchtnis
rufen, die die Aktivierung von Antithrombin gegen verschie-
dene Serinproteasen steuern.

3.1. Inhibierung von Faktor Xa

Im der Einleitung haben wir beschrieben, wie die
charakteristische Pentasacchariddoméne von Heparin eine
Konformationsdnderung in AT-III induziert, um die Schleife
mit dem reaktiven Zentrum in eine aktive Konformation zu
bringen, sodass Gerinnungsproteasen wie Faktor Xa inhibiert
werden konnen (Abbildung 1). Anhand von Untersuchungen
der Kristallstruktur von natiirlichem AT-III (Abbildung 15a)
und verwandten Serinproteaseinhibitoren schlugen wir fiir
die AT-TII-Aktivierung folgenden Mechanismus vor:? Die
Wechselwirkung des Pentasaccharids mit AT-III fithrt zur
Streckung der Helix D, wobei gleichzeitig die Schleife mit
dem reaktiven Zentrum zuginglich und das Faltblatt A
geschlossen wird. Dieser Vorgang wurde mit der Struktur-
aufkldrung des Komplexes im Kristall bestitigt (Abbil-
dung 15b). Die katalytische Aktivitidt des Pentasaccharids
lasst sich mit dem umgekehrten Ereignis erkldren: Nach
Komplexbildung mit der Protease (Abbildung 15c) fiigt sich
die freie Schleife wieder in das Faltblatt A ein, wiahrend sich
die Helix D entspiralisiert und das Pentasaccharid freisetzt
(Abbildung 15d).

Da das Trisaccharid DEF aus drei in Heparin nur selten
vorkommenden Monosacchariden aufgebaut ist, lag die
Vermutung nahe, dass es sich dabei tatsdchlich um den Teil
der charakteristischen Pentasaccharidsequenz handelt, der
entscheidend an der Erkennung von AT-III beteiligt ist. Wir
konnten fluoreszenzspektrometrisch®®! und durch kinetische
Fast-Flow-Studien nachweisen,['”! dass DEF tatsdchlich die
beschriebene Konformationsdnderung auslosen kann (Abbil-
dung 16). Aufgrund dieser Ergebnisse haben wir den folgen-
den Mechanismus fiir die Aktivierung von AT-III durch das
Pentasaccharid DEFGH vorgeschlagen: Zuerst bindet der
DEF-Teil und induziert eine Konformationsinderung im
Protein, die anschlieBend durch den GH-Teil fixiert wird,
wobei der L-Iduronsdurebaustein G die 2S,-Konformation
einnimmt.

3.2. Inhibierung von Thrombin

Im Fall von Thrombin geniigt diese Konformationsénde-
rung allerdings nicht, um das Enzym zu neutralisieren. Die
charakteristische Pentasacchariddomidne muss vorhanden

sein, aber Heparin sollte auch als negativ geladenes Templat

Angew. Chem. 2004, 116, 31803196

www.angewandte.de

Angewandte

Abbildung 15. Kristallstrukturen von a) AT-1ll, b) dem AT-III-Pentasac-
charid-Komplex, c) Faktor Xa (Faktor Xa gelb) und d) einem Proteasein-
hibitor-Protease-Komplex. Die Strukturanalysen liefern prizise Informa-
tionen dariiber, wie das Pentasaccharid die AT-IIl-vermittelte Inhibie-
rung von Faktor Xa katalysiert (siehe Haupttext).

wirken, an das AT-III und Thrombin unter Bildung eines so
genannten terndren Komplexes binden (schematische Dar-
stellung in Abbildung 1).”? Am wahrscheinlichsten ist die
folgende Prozessreihe: AT-III wechselwirkt zuerst mit der
charakteristischen Pentasacchariddoméne von Heparin,
danach bindet Thrombin an eine entferntere Heparindoméne
und wird passend orientiert. Die Wechselwirkung zwischen
Thrombin und dieser Heparindoméne ist naturgeméfl weni-
ger spezifisch und etwa drei Grof3enordnungen schwécher als
die Wechselwirkung zwischen AT-III und dem Pentasaccha-
rid. Untersuchungen an isolierten Heparinfragmenten haben
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Abbildung 16. Der DEF-Teil des Pentasaccharids bindet zuerst an Anti-
thrombin |1l und induziert eine Konformationsanderung, die die Bin-
dungsstelle fiir GH bereitstellt. Der Komplex mit DEF ist allerdings
weit weniger stabil als der Komplex mit dem Pentasaccharid DEFGH.

ergeben, dass das Heparinfragment fiir eine Inhibitoraktivitét
gegen Thrombin etwa 18 Saccharideinheiten enthalten
sollte.*

Auf der Basis der Kristallstruktur von AT-III und
Thrombin haben wir 1995 ein zweckméBiges Modell des
terndren  ATIII-Heparin-Thrombin-Komplexes beschrie-
ben.” Mithilfe von Struktur-Aktivitits-Beziehungen der
Pentasaccharid-AT III-Wechselwirkung, der Struktur von
AT-III im Kristall und von Informationen iiber seine Heparin
bindenden Aminosédurereste entwarfen wir ein Modell des
AT III-Pentasaccharid-Komplexes. Die asymmetrische Ver-
teilung komplementdrer Wechselwirkungspunkte fiithrte zu
einer ungewohnlichen Pentasaccharidorientierung, in der die
nichtreduzierende Kohlenhydrateinheit (d.h. Baustein D) in
Richtung der AT-1II-Schleife mit dem Reaktionszentrum
zeigt. Im Jahr 2000 wurde diese Orientierung durch eine
Kristallstrukturanalyse bestédtigt, auch wenn die Position des
Pentasaccharids gegeniiber dem Modell um wenige A ver-
schoben ist. Danach wurde unter Verwendung der Kristall-
struktur von Thrombin (die die Heparinbindungsstelle erken-
nen lésst), des oben erwidhnten AT III-Pentasaccharid-Kom-
plexes und eines Molekiilmodells von Heparin der ternire
Komplex konstruiert. Das Modell dieses Komplexes (Abbil-
dung 17) zeigt eindeutig, dass sich die Thrombin bindende
Doméne von Heparin in der Néhe des nichtreduzierenden
Pentasaccharidterminus (Baustein D) befindet. Ein weiteres
wichtiges Ergebnis war, dass Heparin tatsichlich eine Briicke
zwischen den beiden positiv geladenen Proteinbereichen

(ABD)

(TBD)

Heparin

Abbildung 17. Molekiilmodell des terniren AT Ill-Heparin-Thrombin-
Komplexes. Heparin bildet offensichtlich eine Briicke zwischen den
Proteinen, wobei sechs bis acht sulfatierte Monosaccharideinheiten in
der Briickenregion nicht mit den Proteinen wechselwirken.
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bildet, diese etwa acht Zucker lange Briicke aber nicht mit
positiv geladenen Resten der Proteine wechselwirkt. Aufbau-
end auf diesem Modell konnten wir neuartige maB3geschnei-
derte Glycokonjugate mit AT-III-vermittelter Inhibierung
von Faktor Xa und Thrombin entwickeln.***! Hierfiir folgten
wir zwei Ansitzen: Zum einen verkniipften wir ein Pentasac-
charid mit AT-IIT bindender Domine (ABD) und eine
Thrombin bindende Domiéne (TBD) iiber einen beweglichen
Nichtkohlenhydrat-Spacer (siche Abschnitt 4), zum anderen
synthetisierten wir reine Oligosaccharidverbindungen (siche
Abschnitt 5), mit denen wir auch den Mechanismus der
Aktivierung von AT-III durch Heparin eindeutig nachweisen
konnten.

4. Pentasaccharidkonjugate mit
Antithrombinaktivitdt

4.1. Design und Synthese von Konjugaten mit mafigeschneiderter
Anti-Xa/Antithrombinaktivitdt

Das Modell des ternidren AT III-Heparin-Thrombin-Kom-

plexes (Abbildung 17) diente als Grundlage fiir die in
Abbildung 18 schematisch dargestellte Arbeitshypothese.?

Heparin

L
Thrombin + = TBD

+|-

D-Einheit l synthetische Konjugate

.
..L‘".\— e e —"

ABD neuiraler Spacer TBD

Abbildung 18. Das Modell aus Abbildung 17 diente als Grundlage fiir
das Design neuer synthetischer Konjugate, die AT-Ill-vermittelte Anti-
thrombinaktivitdt haben sollten. Demnach enthalten die Konjugate als
AT-11l bindende Domine (ABD) ein charakteristisches Pentasaccharid,
dessen nichtreduzierendes Ende (Baustein D) einen ausreichend
langen neutralen Spacer trigt, der seinerseits mit einer negativ gelade-
nen Thrombin bindenden Domine (TBD) verkniipft ist.

Demnach konnen Verbindungen mit gemischter Anti-Xa/
Antithrombinaktivitdt synthetisiert werden, indem man ein
synthetisches Pentasaccharid als AT-III bindende Doméne
(ABD) am nichtreduzierenden Ende iiber einen Spacer mit
einer negativ geladenen Thrombin bindenden Doméne
(TBD) verkniipft. Wir gingen zudem von einem neutralen
Spacer aus,* sodass sich Heparinmimetika mit geringerer
negativer Ladung herstellen lassen, die wegen ihrer schwé-
cheren unspezifischen Bindung an andere positiv geladene
Proteine selektiver wirken. Da Literaturangaben zufolge
zwischen der TBD von Heparin und Thrombin unspezifische
Wechselwirkungen bestehen, nahmen wir an, dass als TBD
ein einfaches sulfatiertes Oligosaccharid verwendet werden
kann. Unter Beriicksichtigung unseres Modells wurde das
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Konjugat 13 synthetisiert (Abbildung 19b).”! Dieses besteht
aus einem Nichtglycosaminoglycan-Pentasaccharid als ABD,
einem Spacer mit etwa 50 Atomen und einem vollstindig
sulfatierten Maltotriosid als TBD. Die Schliisselschritte der
Synthese sind in Abbildung 19a zusammengefasst. Die voll-
standig geschiitzte ABD 10 wurde dhnlich synthetisiert wie
verwandte Nichtglycosaminoglycan-Pentasaccharide, wobei
ein leicht modifiziertes Verfahren zur Einfithrung der 13-
Azidotetraethylenglycoleinheit am reduzierenden Ende des
Pentasaccharids verwendet wurde. Nach Hydrogenolyse der
Benzyl- und Azidgruppen und anschlieender Verseifung der
verbliebenen Acetylester wurde die erhaltene 13-Aminote-
traethylenglycoleinheit mit einem Tetraethylenglycolspacer
verldngert, der eine acetylgeschiitzte Thiolgruppe enthielt.
Durch anschlieBende O-Sulfatierung der freien Hydroxy-
gruppen wurde die ABD 11 erhalten. Das funktionalisierte
O-sulfatierte Maltotriosid 12 (TBD) mit einer reaktiven
Aminogruppe wurde in mehreren Stufen aus Maltotriose
synthetisiert. AnschlieBend wurden die ABD und TBD in
einem Schritt iber den kommerziell erhéltlichen difunk-
tionalen Linker Sulfo-SIAB verkniipft und das Konjugat 13
nach GrofBenausschlusschromatographie in guter Ausbeute
erhalten.™ Tatséchlich hatte 13 mit 140 Umg ! betrichtliche
Antithrombinaktivitiat (Heparin: 160 Umg ™). Die modulare
Zusammensetzung derartiger Konjugate aus ABD-, Spacer-
und TBD-Komponente ermoglicht einen direkten Zugang zu
neuen maBgeschneiderten Antithrombotika. Beispielsweise
erwarteten wir, dass sich eine Anderung der ABD nach den
Vorgaben des Stammpentasaccharids auf die Anti-Xa-Akti-
vitdt und die Halbwertszeit auswirkt (Abbildung 20). Eine
Anderung des Spacers (Linge und Starrheit) und der
Ladungsdichte an der TBD sollte die Antithrombinaktivitét
beeinflussen. Erfreulicherweise zeigten die Ergebnisse, dass
die Struktur-Aktivitiats-Beziehungen dieser Konjugate den
Erwartungen entsprechen.

In einer Konjugatreihe behielten wir die ABD und die
TBD bei®! und variierten die Linge des Spacers zwischen
diesen beiden Einheiten (Abbildung 21). ErwartungsgeméB
besteht zwischen der Spacerldnge und der Antithrombinak-
tivitdt ein klarer Zusammenhang: Wird der Spacer zu kurz,
kann kein terndrer Komplex gebildet werden. Abbildung 22
zeigt eine Reihe von Konjugaten, in denen nur die Ladungs-
dichte der TBD variiert.”>?! Es wird deutlich, dass die
Antithrombinaktivitdt proportional mit der negativen
Ladungsdichte an der TBD zunimmt. Die Art der negativ
geladenen Gruppe an der TBD scheint dabei weniger
relevant zu sein. Phosphatgruppen sind wegen ihrer hoheren
Ladungsdichte wirksamer als Sulfatgruppen. Dieses Ergebnis
beweist, dass die TBD-Thrombin-Wechselwirkung von Natur
aus tatsdchlich weniger spezifisch ist als die Wechselwirkung
zwischen ABD und AT-III, bei der beispielsweise die Sulfate
nicht durch Phosphate ersetzt werden konnen (sieche
Abschnitt 2.1). Durch Verdndern des ABD-Teils konnte
auch ein Konjugat mit einer vollig neuen gerinnungshem-
menden Charakteristik hergestellt werden. So lieferte die
Verkniipfung eines Pentasaccharids relativ niedriger Affinitat
(ABD: K,~1000nM) mit einer vollstindig sulfatierten
Maltopentose (TBD) iiber einen langen Spacer aus 56
Atomen das erste Heparinmimetikum, bei dem das Aktivi-
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Abbildung 19. a) Ausgehend von Pentasacchariden wie 10, die am Bau-
stein D ein kleines Spacermolekiil mit einer reaktiven Aminogruppe enthal-
ten, kénnen Konjugate mit potenzieller AT-1ll-vermittelter Antithrombinaktivi-
tit hergestellt werden. Durch Verkniipfen der Aminogruppe mit einem
difunktionalen Linker ldsst sich der Spacer wunschgemif verliangern. Die so
entstehende Zwischenverbindung 11 enthilt eine geschiitzte Thiolgruppe
und kann mit der Thrombin bindenden Domine 12 (iiber ein difunktionales
Reagens) zum Konjugat 13 verkniipft werden. b) Das Konjugat 13 aus einer
AT-11I bindenden Domine (ABD) und einem sulfatierten Trisaccharid als
Thrombin bindender Domine (TBD), die iiber einen flexiblen Spacer ver-
knuipft sind, hat betrichtliche Antithrombinaktivitat.

tiatsverhiltnis Anti-Xa/Antithrombin wesentlich niedriger ist
(Verhiltnis = 0.15; 40 Umg ' Anti-Xa und 280 Umg ' Anti-

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3189


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

Struktur-Aktivitats-Beziehungen von Konjugaten

r
ABD Space!

Maoglichkeiten
Anderung der ABD:
Anderung der TBD:
Anderung des Spacers:

vorhergesagte Konsequenzen

Effekt auf die Halbwertszeit und die Xa-Inhibierung
Effekt auf die Thrombininhibierung
Effekt auf die Thrombininhibierung

Abbildung 20. Durch modulares Vorgehen lassen sich ABD, TBD und
Spacer in den Konjugaten so modifizieren, dass neue Antithrombotika
mit maRgeschneiderten Eigenschaften entstehen.

Anderung des Spacers
Rolle der Spacerléange

ABD Spacer TBD
K,=20nm 10 SO,~
Spacerlange Antithrombinaktivitat
TBD Zahl der Atome [Umg™]
10 SO,~ 18 1
10 SO,~ 32 15
10 SO,~ 46 20
10 8O,- 59 120

Abbildung 21. Struktur-Aktivitats-Beziehungen von Konjugaten: Die
Antithrombinaktivitat nimmt bei Verlangerung des molekularen Spa-
cers zwischen ABD und TBD erheblich zu.

thrombin) als das von Heparin (Verhiltnis=1; 160 Umg™*
Anti-Xa und 160 Umg ™' Antithrombin).
Die beschriebenen Konjugate haben zwischen der ABD

M. Petitou und C. A. A. van Boeckel

Anderung der TBD
Rolle der geladenen Gruppen

Spacer
ABD TBD
53 Atome

negativ Antithrombin-
TBD geladene aktivitat

Gruppen [Umg]
Dermatan-Typ 480, 2
Dermatan-Typ 580, 10
Heparin-Typ 6 SO,” 10
Cellobiose 780, 10
Cellobiose 7 S0, 26
Maltotriose 10 SO,” 65
Maltotriose 10 SO, 167
Maltopentose 16 SO, 330

Abbildung 22. Struktur-Aktivitats-Beziehungen von Konjugaten: Die
Antithrombinaktivitat ist proportional zur Ladungsdichte an der TBD.

des terndren Komplexes mit einem ungiinstigen Entropiever-
lust einhergehen. Wir erwarteten daher, dass ein in der
passenden Konfiguration fixierter Linker die Bildung des
terndren Komplexes verstdrkt und so zu hoherer Antithrom-
binaktivitit fiihrt (Abbildung 23). Als neutralen starren
Spacer verwendeten wir ein Octasaccharid aus Glucopyrano-
sebausteinen mit alternierenden a- und f-1,4-Glycosidbin-
dungen,® das der Geriiststruktur von Heparin sehr #hnlich
ist. Dieses versteifte Konjugat ist eigentlich ein Hexadecasac-
charid (15 in Abbildung 23) und hat bessere Antithrombin-
aktivitit (1200 Umg ™) als das Konjugat 14 (40 Umg™") oder
Heparin (160 Umg™'). Das Hexadecasaccharid gehort zu den
synthetischen langen heparinidhnlichen Fragmenten, die her-

und der TBD einen flexiblen Spacer. Allerdings sollte die  vorragende  Antithrombinaktivitit  aufweisen  (siche
richtige Orientierung des flexiblen Spacers bei der Bildung  Abschnitt 5).%%
Anderung des Spacers
Rolle der Starrheit des Spacers
030{ coo” OMe
O o
e 832 0s0,”
>_Q ° OMe
W o/\( OMe 080, 080,
oso;rj\
O
<oso ) @ 14 Antithrombinaktivitat = 38 U mg~
080, 080, 080,
TBD ABD
OMe
0S80, 080, 080, 080,

15 Antithrombinaktivitat = 1200 U mg™

Abbildung 23. Struktur-Aktivitits-Beziehungen von Konjugaten: Die Antithrombinaktivitit nimmt sehr stark zu, wenn der flexible Spacer durch
einen starren Kohlenhydrat-Spacer ersetzt wird. Zudem ist die Antithrombinaktivitit des versteiften Konjugats besser als die von Heparin.
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5. Synthetische lange Fragmente

Verglichen mit der Synthese eines Oligosaccharids aus 20
Bausteinen bot die Konjugatstrategie den Vorteil einer
vereinfachten Chemie. Ein weiterer notwendiger Schritt war
aber die Synthese der lingeren Oligosaccharide, um beur-
teilen zu konnen, inwieweit sich die chemische Struktur und
besonders die des neutralen Spacers auf die Thrombin-
inhibierung auswirkt. Diese Studien boten zudem die Mog-
lichkeit, mehrere Fragen beziiglich der an der Inhibierung
von Serinproteasen durch heparinaktiviertes AT-III beteilig-
ten Molekiilstrukturen zweifelsfrei zu kliaren: 1) Welche
Mindestlinge muss ein Oligosaccharid haben, damit eine
Thrombininhibierung in Gegenwart von AT-III stattfindet?
2) Welche relative Anordnung haben die ABD und die TBD ?
3) Wie wirkt sich die chemische Struktur auf die Inhibierung
von Thrombin (und anderen Gerinnungsfaktoren) aus?
4) Koénnen Heparinmimetika entwickelt werden, die wirk-
samer als Heparin sind, aber frei von dessen Nebenwirkun-
gen?

5.1. Thrombininhibitorwirkung erfordert mindestens ein 15-mer

Wir wollten zunichst experimentell bestimmen, wie grof3
ein Oligosaccharid mindestens sein muss, um beziiglich der
Thrombininhibierung als Heparinmimetikum wirken zu
konnen. In Abschnitt 3 haben wir beschrieben, dass zur
Inhibierung von Thrombin die Bildung eines terndren Hepa-
rin-AT III-Thrombin-Komplexes erforderlich ist, in dem
Heparin die Rolle eines Templats ibernimmt, das iiber eine
ABD an AT-III und iiber eine TBD an Thrombin bindet. Bei
den meisten Heparinverbindungen ist die ABD auf beiden
Seiten mit einer potenziellen TBD verkniipft (Abbildung 24,

Ji’\ﬁc

COO_

HNSO,” "O,S/HO

TBD

ABD

Angewandte

oben), aber durch das prizise Andocken von AT-III an
Heparin (wobei ein asymmetrisch orientierter Komplex
entsteht) kann effektiv nur die in Nachbarschaft zur inhibi-
torischen Schleife von AT-III lokalisierte Doméne fiir die
Thrombininhibierung genutzt werden. Dabei haben wir nicht
berticksichtigt, ob die nutzbare TBD am reduzierenden oder
am nichtreduzierenden Ende der ABD lokalisiert ist. Wir
nahmen daher an, dass Verbindungen, an die AT-III an jede
Hexasaccharidsequenz binden konnte (d.h., eine ununter-
brochene Folge von ABDs), auch Thrombin sowie Faktor Xa
inhibieren sollten, sobald das Fragment lang genug ist, um
AT-III und Thrombin aufnehmen zu konnen; tatsichlich kann
eine ABD Thrombin elektrostatisch anziehen und so auch als
TBD fungieren.*’).

Als potenziellen Kandidaten zur Uberpriifung dieser
Hypothese wihlten wir das Hexasaccharid 16 (Abbil-
dung 24), eine dem hochaffinen Pentasaccharid 3 sehr
dhnliche Verbindung.” Nach der Synthese von 16 aus
dem Disaccharid 17 als einzigem Baustein stellten wir fest,
dass seine Affinitidt zu AT-III zwar deutlich niedriger ist als
die von 3 (0.35 um gegeniiber 0.0019 pum), aber ausreichen
sollte, um die MindestgroB3e eines zur Katalyse der Thrombin-
inhibierung geeigneten Oligosaccharids zu ermitteln. Hierzu
wurden groere Oligosaccharide durch ,,Polymerisation® des
Disaccharids 17 (das nach Acetolyse leicht in ein Imidat als
Glycosyldonor iiberfiihrt wird) synthetisiert. Wie aus Abbil-
dung 25 hervorgeht, katalysierten alle erhaltenen Oligosac-
charide die Inhibierung von Faktor Xa in Gegenwart von AT-
I (1.5-2 Ummol™), dagegen konnten nur das 16-mer und
groBere Verbindungen Thrombin inhibieren (die mit der
Kettenldnge steigende Aktivitdt spiegelt sich im ICs-Wert
wider, der von 130 pgmL" fiir das 16-mer auf 6.7 uygmL ™" fiir

das 20-mer sinkt).?-!

0s0; 0s0; 0s0;”
0s0;” 00" Y& (on ° 8309\{6 OH °
HNSO 0s0;  HNSO; 0s0,  HNSO; | ,
F G H
TBD

0s0,” 0s0,” 080,
o o o [0} o) o}
-0,50 OMe
OMe 080, OMe 0s0;,” OMe 080,

\U/ OBn

(@) (o)
COOB 17
OMe r}‘(\O OBn
LevO OMe

OMe OBn

Abbildung 24. Das Hexasaccharid 16 bindet trotz seiner alternierenden Sequenz an AT-lIl. Lingere Fragmente aus dieser Disaccharidsequenz

(siehe Abbildung 25) wurden zur Untersuchung der fiir eine Antithrombinaktivitit erforderlichen Mindestlinge von heparindhnlichen Verbindun-
gen verwendet. Bei langen Fragmenten dieser Art sollte es keine Rolle spielen, ob die TBD an das reduzierende oder das nichtreduzierende Ende
der ABD gebunden ist (oben), denn jede Hexasaccharidsequenz des Oligomers kann AT-III aktivieren. Alle Fragmente wurden aus dem passend

geschitzten Disaccharidbaustein 17 synthetisiert.
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0s0,”
o) o
@?} 0s0;,”
“0,50
OMe 0S0,”
Oligosaccharid GroBe Anti-Xa-  Antithrombinaktivitat
Aktivitat
[Umg™] IC,, [ng mL™]
Heparin - 170 3

n=3 10-mer 325 >10 000

n=4 12-mer 405 >10 000

n=5 14-mer 360 >10 000

n==6 16-mer 310 130

n=7 18-mer 360 23

n=8 20-mer 290 6.7

Abbildung 25. Lange heparinihnliche Fragmente mit alternierender Sequenz, in
der jede Hexasaccharideinheit AT-III aktivieren kann. Alle Fragmente haben
Anti-Xa-Aktivitit, aber erst vom Hexadecasaccharid an tritt auch AT-Ill-vermit-
telte Antithrombinaktivitit auf (ICs, ist die Konzentration, bei der die Thrombin-
aktivitat auf 50% abgenommen hat).

5.2. Relative Stellung der Thrombin bindenden und AT-1lI-
bindenden Domdinen

Das Molekiilmodell des terndren Heparin-AT III-Throm-
bin-Komplexes ldsst darauf schlieBen, dass die produktive
TBD am nichtreduzierenden Ende der ABD lokalisiert ist
(Abbildung 17). Die entsprechenden synthetischen Konju-
gate, in denen die ABD iiber einen flexiblen Spacer mit einer
TBD verkniipft ist, zeigten Inhibitorwirkung gegen Thrombin
(siehe Abschnitt 4). Um experimentelle Hinweise auch auf
die relative Position dieser beiden Doméidnen zu erhalten,
haben wir die Inhibitoreigenschaften von Heparinmimetika
verglichen, die eine @hnliche Ladungsdichte und Ladungs-
verteilung wie Heparin sowie eine spezifische ABD und TBD
in den beiden moglichen Anordnungen aufweisen.

TBD ABD

080;,” coo™ 0S80,
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Als Targets wurden das 17-mer 18 und das 18-mer 19
(Abbildung 26) gewihlt,F? die zu den Nichtglycosaminogly-
canen gehoren (siche Abschnitt2.2) und daher leichter zu
synthetisieren sind. Das hochaffine Pentasaccharid 3 diente
als ABD, und um die Synthese weiter zu vereinfachen, wurde
die 2-O-Sulfonato-a-L-iduronsdure-Gruppe in der TBD
durch 2,6-Di-O-sulfonato-B-p-glucose ersetzt. Diese Verein-
fachung beruhte auf der Uberlegung, dass die Thrombin-
Bindung an Heparin hauptsichlich durch elektrostatische
Anziehung zwischen der anionenbindenden Exoposition II
des Proteins und dem anionischen Polysaccharid erfolgt. Wir
wollten auf diese Weise die Ladungsdichte (Zahl der Ladun-
gen je Saccharideinheit) von Heparin beibehalten. Molecular-
Modeling-Studien zufolge sind die Gesamtform und die
Lokalisierung der negativen Ladungen in den Mimetika
dhnlich wie in Heparin, obwohl das p-Gluco-Monomer eine
andere Konfiguration hat als das L-Ido-Derivat. Dieser Effekt
scheint praktisch unabhingig von der Konformation des L-
Idoserings (*C, oder %S;) zu sein.

Unsere Synthesestrategie fiir das 17-mer 18 und das 18-
mer 19 stiitzte sich auf die Herstellung der komplett geschiitz-
ten Vorstufen 20 und 21 (Abbildung 27) der gewiinschten
Oligosaccharide, in denen Benzylether und Acetylester die
spater sulfatierten Positionen schiitzen, wihrend die Carb-
oxylatgruppen von Glucuron- und Iduronsiure (Bausteine E
und G) als Benzylester geschiitzt sind. Nach Abspaltung der
Schutzgruppen und Sulfatierung wurden die Produkte in drei
Schritten mit hoher Ausbeute erhalten. Auf diese Weise
wurden langwierige und kostspielige Reinigungsschritte in
diesem fortgeschrittenen Synthesestadium vermieden. Die
Untersuchung der biologischen Eigenschaften dieser Verbin-
dungen ergab, dass zwar beide die Inhibierung von Faktor Xa
katalysieren konnen, aber nur 18 katalysiert die Thrombin-
inhibierung.® Dies kann als endgiiltiger Beweis dafiir ange-
sehen werden, dass in der Struktur eines Trombin inhibieren-
den Heparinmolekiils die TBD am nichtreduzierenden Ende
der ABD lokalisiert sein muss.

D Q@

0s0,” 0S0,” .0SO0;

3 3 3
o o o o) o o} o oo ™"
ome 3 Lome o Loso ) ﬂg\g_g/\% oso, ) I ome o Lome % | ome )
MeO 6
OMe OMe 0s0,~ OMe 0s0,” 080,” 0s0,” 080,
ABD TBD 19
Oligo- Anti-Xa- Antithrombin-
saccharid Aktivitat aktivitat
[U nmol-1] C,, [ngmL-"]
18 270 5
19 230 164

Abbildung 26. Friihere Modellstudien und die Untersuchungen der Konjugate lieRen darauf schlieRen, dass die TBD in Heparin an das nichtredu-
zierende Ende der ABD (Pentasaccharid) gebunden sein muss. Um dies zweifelsfrei zu beweisen, wurden die Fragmente 18 und 19 synthetisiert.
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Abbildung 27. Die Synthese der langen heparinihnlichen Fragmente 18 und 19 erfordert die Herstellung der komplett geschiitzten Derivate 20
bzw. 21. Wie die Retrosynthese zeigt, sind diese beiden Verbindungen aus je drei Bausteinen zuginglich.

5.3. Einfluss von Grofle und Ladung auf die
Serinproteaseinhibierung

Nachdem feststand, dass die AT-III-ver-
mittelte Thrombininhibierung ein geladenes
Molekiil voraussetzt, das mindestens die
Léange eines Pentadecasaccharids hat und
am reduzierenden Ende eine ABD tragt,
synthetisierten wir mehrere Oligosaccharide,
um den Einfluss von Grofle und Ladung der
TBD auf die Stiarke der Thrombininhibierung
zu bestimmen. Tm Oligosaccharid 22 ist die
TBD um zwei Monosaccharide kiirzer als in
18, in 23 ist sie dagegen um zwei Monosac-
charide ldanger. Erwartungsgemdf3 wirkt sich
die MolekiilgroBe auf die Féhigkeit zur
Thrombininhibierung aus, auf die Anti-Xa-
Aktivitdt dagegen nicht (Abbildung 28). In
den Oligosacchariden 24, 25 und 26 (Abbildung 29) besteht
die TBD aus a-verkniipften Glucoseeinheiten mit nur einer
Sulfatgruppe an C-6. Ihre Inhibitorwirkung fiir Thrombin war
geringer als die der stirker geladenen Verbindungen 22, 18
und 23 (Abbildung 28).

Mit diesen synthetischen Verbindungsreihen gelang uns
die experimentelle Bestdtigung wohlbekannter Regeln zur
Steuerung der biologischen FEigenschaften von Heparin,
wonach die Inhibierung von Thrombin eng mit der Molekiil-
grofle und -ladung zusammenhéngt. Die gleichen Struktur-
parameter steuern auch die Wechselwirkung von Heparin
und, allgemeiner, von Polyanionen mit positiv geladenen
biologischen Komponenten. Die Frage war nun, ob die
chemische Synthese genutzt werden konnte, um wirksame
heparindhnliche Verbindungen in einer fiir die Wirkstoff-
entwicklung giinstigeren Weise zu modifizieren.

Angew. Chem. 2004, 116, 31803196
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Abbildung 28. Bei langen heparinihnlichen Verbindungen hingt die Fihigkeit zur
Thrombininhibierung erwartungsgemif von der MolekiilgréRe ab, die Anti-Xa-Aktivitit
andert sich hingegen kaum.

_- 080, —~ 080, coo‘ -~ 030, ~080,
_ . |_0 J_ 1 3
f_':"\ /r'DM /0 \r /050 Buog\lﬂ DSDE""
oM & M 1 ]
Gss.é&_e(\o-' N/ QN_/‘ hgtle /RN
L Meo | OMe OMe 080, OMe 080,
TBD ABD
Oligo- n Antithrombin-
saccharid akdivitat
IC,, [ng mL™']
24 11 490
25 13 360
26 15 838

Abbildung 29. Heparinihnliche Verbindungen, in denen die TBD aus
a-verkniipften 6-O-sulfatierten Glucoseeinheiten besteht, inhibieren
zwar ebenfalls Thrombin, ihre Aktivitit ist aber niedriger als die von
langen Fragmenten mit stérker geladener TBD.
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5.4. Einfluss des Spacers zwischen ABD und TBD auf die
Thrombininhibierung: Synthese langer Fragmente mit
verbessertem biologischem Profil

Dass sich Verlauf der klinischen Entwicklung des Pen-
tasaccharids 2 dessen lange Halbwertszeit herausstellte (17 h
in jungen gesunden Probanden), war eine unerwartete
positive Uberraschung, denn die damaligen Referenzverbin-
dungen auf diesem Gebiet, Heparin und LMW-Heparin,
hatten im Menschen relativ kurze Halbwertszeiten. Dieser
Unterschied zwischen Fondaparinux und den Heparinen
beruht darauf, dass die in jedem Heparinpraparat enthaltenen
langen geladenen Molekiile mit Blut- und GefdBkomponen-
ten wechselwirken und daher rasch ausgeschieden werden,
wihrend das kleine Pentasaccharid vollstindig an AT-III
gebunden und so vor Ausscheidung geschiitzt ist. Neben der
Halbwertszeit, bei der die Wechselwirkung mit den die
GefidBBwand auskleidenden Zellen eine Rolle spielt, tragt die
Wechselwirkung von Heparin mit dem von Blutpldttchen
freigesetzten Protein PF4 entscheidend zur Entwicklung der
heparininduzierten Thrombopenie (HIT) bei, der gefiirchte-
tsten Nebenwirkung einer Heparintherapie. Die Wechselwir-
kung von Heparin mit PF4 fiihrt zu einer durch den PF4-
Heparin-Komplex  hervorgerufenen = immunallergischen
Reaktion.’ Dagegen wechselwirkt das Pentasaccharid bis-
herigen Untersuchungen zufolge nicht mit PF4 und 16st keine
HIT aus. AuBlerdem wei3 man, dass LMW-Heparine weniger
zur Wechselwirkung mit PF4 neigen als Standardheparin. Wir
wollten nun die Struktur der erwdhnten Thrombin inhibie-
renden Oligosaccharide so modifizieren, dass sie sich wie das
Pentasaccharid 2 verhalten (das nicht mit PF4 wechselwirkt)
und nicht wie Heparin oder LMW-Heparin. Dies konnte
allerdings ein uniiberwindliches Problem sein, denn die
optimale GroBe eines Oligosaccharids zur Bildung eines

M. Petitou und C. A. A. van Boeckel

Komplexes mit PF4 ist ein 16-mer.’”! Zwei entscheidende
Beobachtungen lieen uns aber an eine Losung des Problems
glauben: 1) Ein Heparinoligosaccharid muss octamer sein,
um signifikant an PF4 zu binden;*" 2) im terniren Heparin-
AT-1II-Thrombin-Komplex sind die zentralen Einheiten nicht
an der Wechselwirkung mit den Proteinen beteiligt (siche
Abbildung 17). Ein Oligosaccharid, in dem geladene die
ABD und TBD durch eine neutrale Doméne getrennt sind,
konnte demnach die Thrombininhibierung katalysieren und
dabei unerwiinschte Wechselwirkungen, besonders mit PF4,
vermeiden. Wir synthetisierten daher eine Reihe von Ver-
bindungen wie 27 und 28 (Abbildung 30), in denen unter-
schiedliche TBDs und die ABD durch eine neutrale, voll-
stindig methylierte Domine getrennt sind.’**”! Dabei kann
die GroBe der Thrombinbindungsstelle sogar bis auf ein
kleines Mono- oder Disaccharidfragment verringert werden,
und es bestitigte sich erneut, dass die Wechselwirkung mit
Thrombin auch von der Ladungsdichte abhingt. Die im
Verlauf der Synthese von Konjugaten gewonnene Erfahrung
war fiir das Design der TBD von gro3em Nutzen. Erwéhnt
werden muss auch, dass die unterschiedlichen Doménen der
Struktur modifiziert und so die pharmakodynamischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften der Verbindungen spe-
zifisch beeinflusst werden konnen. Nach Untersuchungen der
Struktur-Aktivitits-Beziehungen scheint das 16-mer 28
(SanOrg 123781) ein geeigneter Kandidat fiir die pharma-
zeutische Entwicklung zu sein.”®

6. Schlussbemerkungen und Ausblick
Zu Beginn der 80er Jahre wurde Heparin, das Haupt-

medikament auf dem Gebiet der vendsen Thrombose, che-
misch oder enzymatisch fragmentiert, und die erhaltenen

TB! neutrale Region ABD
080,” . 0s0,” ; 0S0,”
Me
0s0;” 0s0,” 0,8 oMe |5
TBD neutrale Region 28
Oligo- Anti-Xa- Antithrombin-
saccharid Aktivitat aktivitat

[U nmol-1] C,, [ng mL"]
27 270 6
28 293 4

Abbildung 30. Lange heparinihnliche Fragment wie 27 und 28 (vgl. auch 15 in Abbildung 23) enthalten neutrale Spacereinheiten, sodass diese
Verbindungen eine geringere Ladungsdichte haben als Heparin. Die niedrige Ladungsdichte dieser Designermolekiile hat grole Bedeutung fiir die
Vermeidung von Wechselwirkungen mit dem von Blutplattchen freigesetzten Protein PF4, das im Komplex mit Heparin immunogen wirken und
eine heparininduzierte Thrombopenie hervorrufen kann. Die verhiltnismifig niedrig geladenen Verbindungen 27 und 28 wechselwirken tatséch-
lich nicht mit PF4, haben aber durch ihr Design bessere Antithrombinaktivitit als Heparin.
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LMW-Heparine wurden mit einem derzeitigen weltweiten
Umsatz von etwa zwei Milliarden Dollar marktfithrend bei
den Antithrombotika.

Zur gleichen Zeit wurde die AT-III-Bindungsstelle von
Heparin identifiziert, und diesem Durchbruch folgten Pro-
gramme zur Kohlenhydratchemie, deren ehrgeiziges Ziel die
Synthese von Wirksubstanzen mit den hervorragenden anti-
thrombotischen Eigenschaften der komplexen Polysaccha-
ride tierischen Ursprungs war. Als nach langjidhrigen riskan-
ten Forschungs- und Entwicklungsprogrammen die Wirksam-
keit des ersten Wirkstoffs am Patienten bewiesen war, begann
sich die Oligosaccharidsynthese in der medizinischen Chemie
zu etablieren. Dabei muss betont werden, dass diese For-
schungsprogramme nicht nur die vielstufige Synthese der
meisten bis dahin hergestellten Oligosaccharide im Labor-
mafstab umfassten, sondern auch die MaBstabsvergrof3erung
der Synthesen.

Fondaparinux (Arixtra), das erste synthetische antithrom-
botische Pentasaccharid, ist inzwischen weltweit erhéiltlich.
Weitere Substanzen mit anderen vielversprechenden phar-
makologischen Eigenschaften werden derzeit klinisch
gepriift. Zu den wichtigsten Merkmalen dieser neuen Wirk-
stoffe gehoren ihre molekulare Reinheit und ihre genau
definierte Wirkungsweise.

Wiéhrend dem Markt fiir Heparinantithrombotika ein
Mangel an tierischen Rohstoffen droht, ermoglicht die
Innovation in der Chemie die Synthese hochwirksamer
Antithrombotika aus der ubiquitidren Glucose als Ersatz fiir
extrahierte Polysaccharide.

Die im Laufe von 20 Jahren zunéchst von uns, inzwischen
aber auch von anderen entwickelten chemischen Methoden
ermOglichen die Synthese aller Oligosaccharide aus der
Heparin/Heparansulfat-Familie.® Angesichts der physiolo-
gischen Bedeutung dieser natiirlichen Polysaccharide ist die
Wahrscheinlichkeit sehr grof3, dass ausgehend von dieser
Chemie weitere Wirkstoffe gegen andere Erkrankungen
entwickelt werden. Wir haben auBerdem nachgewiesen,
dass durch organische Synthese und rationales Design
heparindhnliche Verbindungen zugénglich sind, in denen
sich nicht nur die AT-III-vermittelte Anti-Xa- und Anti-
thrombinaktivitit, sondern auch die Halbwertszeit im Blut-
kreislauf genau einstellen ldsst, wihrend unspezifische Wech-
selwirkungen mit anderen basischen Proteinen verringert
werden konnen.

Die in diesem Aufsatz zusammengefassten Forschungs- und
Entwicklungsarbeiten wurden iiber einen Zeitraum von etwa
15 Jahren von mehreren Arbeitsgruppen bei Sanofi-Synthé-
labo und Organon durchgefiihrt. Wir danken allen Mitarbei-
tern dieser Arbeitsgruppen, die mit ihrer Unterstiitzung und
ihrer Begeisterung zum erfolgreichen Verlauf des Projekts
beigetragen haben. Besonders erwihnen mochten wir: Sjoerd
van Aelst, Ron van Amsterdam, Dick Meuleman, Pieter West-
erduin, Jan Basten, Hans Lucas, Marc Broekhoven, Vera
de Kimpe, Marijke Tromp, Anita Rood, Henk van der Heij-
den, Jacques van Boom, Peter Grootenhuis, Gerard Vogel,
Theo van Dinther, Rogier Buijsman, Huib Moelker, Frans
Kaspersen, David Nicholson, Arie Visser, Jean-Claude Lor-
meau, Philippe Duchaussoy, Isidore Lederman, Frangoise
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Gourvenec, Marie-Line Ceccato, Bichdao N’Guyen, Jean-
Marc Strassel, Pierre-Alexandre Driguez, Guy Jaurand, Jean-
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