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C-4-Modifikation von Sialosiden verstirkt die Bindung an Siglec-2
(CD22) — auf dem Weg zu potenten Siglec-Inhibitoren fiir eine

Immunglykotherapie**

Sorge Kelm,* Paul Madge, Tasneem Islam, Ryan Bennett, Hendrik Koliwer-Brandl,
Mario Waespy, Mark von Itzstein und Thomas Haselhorst*

Siglecs (Sialinsdure bindende Immunglobulin-dhnliche Lec-
tine) sind an der Regulation des Immunsystems beteiligt, was
eine Basis fiir innovative Strategien zur Therapie von Im-
munkrankheiten oder Krebs (Immunglykotherapie) bildet.!!
Siglec-2 (CD22) spielt eine zentrale Rolle bei der Aktivierung
von B-Zellen und ist daher ein vielversprechendes Ziel fiir
Therapien von Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL), die von B-
lymphatischen Zellen ausgehen, sowie von verschiedenen
Autoimmunerkrankungen. In den USA starben 2010 iiber
20000 Menschen an NHL, das damit zu den zehn haufigsten
Krebsarten gehort.”! Siglec-2 bindet bevorzugt o(2,6)-ver-
kniipfte Sialinsduren (Sia),”! z. B. in Neu5Aca(2,6)lactosamin
(Schema 1). NeuSAca2Me (1) wechselwirkt mit Siglec-2
hauptsidchlich iiber 1) die negative Ladung der Carboxy-
gruppe, 2) die C-5-N-Acetamidogruppe und 3) die Glycerin-
Seitenkette. Es konnte gezeigt werden, dass die C-9-Hydro-
xygruppe durch eine Aminogruppe ersetzt werden kann,
ohne die Bindung an Siglecs zu beeintrichtigen.””! Ausgehend
von der Kristallstruktur von Siglec-1 (Sialoadhesin, Sn)i
wurden NeuSAc-Derivate entwickelt, bei denen eine Acy-
lierung dieser Aminogruppe die Affinitdt des Liganden zu
Siglecs um zwei bis drei GroBenordnungen verstirkt.”! Der
erste Durchbruch bei der Entwicklung von potenten Siglec-2-
Inhibitoren gelang mit der Synthese von 9-Biphenylcarb-
oxamido-9-deoxy-Neu5SAca2Me (9-BPC-Neu5Aca2Me, 2),
das um mehr als zwei GroBBenordnungen affiner zu Siglec-2 ist
als 1°9 und 2 und sich damit eignet, B-Zellsignaltransduktion
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Schema 1. Derivate der N-Acetylneuraminsiure (R=NHACc).

zu modulieren. Ferner wurden auf 2 basierende Substanzen
entwickelt, die B-Zell-Lymphomzellen abtoten.[® Struktur-
studien***! und Modifikationen der C-5-N-Acylgruppe sowie
des C-2-Aglykons von N-Acetylneuraminsdure (NeuSAc)
filhrten zu weiteren Verbesserungen der Affinitit.Pace!

Hier berichten wir tiber Design, Synthese und Evaluie-
rung einer neuen Klasse von disubstituierten Neu5Ac-Deri-
vaten, die an den Positionen C-4 und C-9 von 1 modifiziert
wurden. Unser strukturbasiertes Designkonzept fiihrte zu der
vielversprechenden Verbindung 9-Biphenylcarboxamido-4-
m-nitrophenylcarboxamido-4,9-dideoxy-Neu5Aca22Me  (9-
BPC-4-mNPC-Neu5Aca2Me, 6b), die eine submikromolare
Affinitét zu Siglec-2 aufweist und somit einen moglichen Weg
fiir eine Immunglykotherapie ebnet.

Ausgehend von unseren Homologiemodellen (siehe
Hintergrundinformationen) von Siglec-2 und anderen Siglecs
stellten wir die Hypothese auf, dass zusétzliche Wechselwir-
kungen iiber eine Substitution an C-4 erzielt werden konnen.
Um diese Theorie zu priifen, stellten wir uns folgende Fragen:
1) Konnen Substitutionen an C-4 die Wechselwirkungen mit

Siglecs verbessern?

2) Kommt es dabei zu spezifischen Wechselwirkungen?
3) Wirken Modifikationen an C-4 und C-9 synergistisch ?
4) Binden die C-4-substituierten NeuS5Ac-Derivate an die

gleiche Bindungsstelle wie andere Sialinsduren, z.B. 1?

Um die Frage zu beantworten, ob Modifikationen an der
C-4-Position von NeuSAco2Me (1) die Wechselwirkung mit
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Siglec-2 und anderen Siglecs verbessern, wurden neuartige C-
4-substituierte Verbindungen ausgehend von 1 synthetisiert
(4b—4g). Dazu wurde per-O-acyliertes 4-Amino-4-desoxy-
NeuSAca2Me (3), das anhand einer bereits beschriebenen

H OAc CO,Me

o) OMe

AcO

AcO NH,

3

Methode!”! synthetisiert worden war, mit Acyl- oder Sulfo-
nylchloriden umgesetzt, um nach anschlieBendem Entfernen
der Schutzgruppen die Produkte 4b—4g zu erhalten (Tabel-
le 1).

Siglec-2 (CD22), Siglec-4 (Myelin-assoziiertes Glykopro-
tein, MAG) und Siglec-9 wurden als Modell-Siglecs ausge-
wihlt, um die synthetisierten Substanzen als mogliche Inhi-
bitoren mithilfe des Hapten-Inhibitionstests, bei dem Fetuin
als Bindungspartner der Siglecs immobilisiert wurde, zu
charakterisieren (Tabelle 1). Die Substanzen 1 und 4a,’ die
in Position C-4 eine Hydroxy- bzw. Aminogruppe tragen,
zeigen dabei nur schwache Bindungen an alle drei Siglecs
(IC5y~20 mMm oder mehr).

Tabelle 1: Inhibition von Siglec-4 (MAG), Siglec-2 (CD22) und Siglec-9
durch C-4-modifizierte Sia.

Ho H, oH CO,Na*
R e} OMe ) ) )
HO'Y R Siglec-2 Siglec-4 Siglec-9
R =NHAc
R rlCso® ICso [mMm]®!
1 OH 1.0 1.0 k.1.19
4a NH, 0.6 1.7 k..
o}
4b —/< 22 0.2 k..M
HN—
WS
1.7 0.6 k.11

O
O
4d Q HEN_ 15 0.4 6.5

O,N
2 H
de $—N— 10 0.5 k..l
(o}
af 0 0.5 k.. k1.1
N/
H
o
[e]
4g ©/ UN/ 0.7 k.. k..

[a] rICso-Werte wurden mit 1 (ICs,=2.0 mwm) als Referenzsubstanz aus
den ICso-Werten berechnet. Es wurden mindestens drei Dreifachbe-
stimmungen durchgefiihrt; die Standardabweichungen waren unter
15%. [b] rICso-Werte konnten nicht berechnet werden, da 1 bis zu 20 mm
nicht inhibierte. [c] Keine Inhibition bei 20 mm. [d] Keine Inhibition bei
2 mm.
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Eine N-Acetamidgruppe an C-4 (4b) erhohte die Affini-
tit zu Siglec-2, verbesserte aber nicht die Affinitit zu Siglec-9
und verringerte sogar die Bindung an Siglec-4. Fiir Siglec-2
wurde der groBte Anstieg der Bindungsaffinitit mit der
Einfilhrung  einer  meta-Nitrophenylcarboxamidgruppe
(mNPC) in 4d erreicht (ICs,=0.13 mM; rICs, = 15); dagegen
war die Inhibition von Siglec-4 (IC5,=6.3 mMm; rICs,=0.4)
oder Siglec-9 (ICs,=6.5 mMm) wesentlich schwicher. Dariiber
hinaus verdeutlichen die Befunde, dass 4d und 4e spezifische
Inhibitoren fiir Siglec-2 sind. Dabei reicht das Vorhandensein
eines aromatischen Restes allein (4¢, 4f oder 4g) nicht aus,
um die Bindung von Siglec-2 zu verstidrken. Dieser Befund
unterstreicht die Bedeutung der spezifischen Wechselwir-
kungen der Substituenten an C-4 in 4d und 4e mit Amino-
sduren in der Nihe der Sialinsidure-Bindungsstelle. Fiir die
genauere Charakterisierung dieser Wechselwirkungen
wurden die Interaktionen von 4d mit Siglec-2, Siglec-4 und
Siglec-9 mithilfe von Sittigungstransfer-Differenz(STD)-
NMR-Spektroskopie untersucht.®! Die STD-NMR-Signale
von 4d wurden auf die Methylprotonen der N-Acetamid-
gruppe normiert. Das relative Signal des Ho-Protons des
mNPC-Restes war am stédrksten im Komplex Siglec-9:4d; es
war beinahe doppelt so hoch wie fiir Siglec-2:4d und dreimal
so hoch wie fiir Siglec-4:4d. Diese Befunde bestétigten unsere
Hypothese, dass die mNPC-Gruppe an C-4 in 4d wesentlich
zum Inhibitionspotenzial der Substanz beitrédgt. Die Protonen
der O-Methylgruppe von 4d erhalten im Komplex mit Siglec-
2 80% Sattigung, wihrend die entsprechenden Protonen im
Komplex mit Siglec-4 und Siglec-9 nur 36 bzw. 16 % erhalten.

Als néchster Schritt wurden difunktionalisierte Derivate
von 1 mit Modifikationen an C-4 und C-9 synthetisiert, um zu
untersuchen, ob solche Modifikationen synergistisch wirken.
Die Aminogruppe an C-4 von 3 wurde zunéchst durch eine
tert-Butoxycarbonyl(Boc)-Gruppe geschiitzt, um die Zahl der
Reaktionsschritte zu minimieren. Dadurch konnte nach
Einfiihrung einer Azidgruppe an C-9 in 5! und anschlie-

H OH CO,Me

o) OMe

N3
~iR

HO'H  NHBoc

5

Bender Reduktion zum Amin leicht eine BPC-Gruppe ein-
gefiihrt werden. Nach Entfernen der C-4-Boc-Schutzgruppe
wurden die verschiedenen Substituenten am freien Amin in
guter Ausbeute an C-4/C-9-modifizierten Substanzen (6a—d)
eingefiihrt (siehe Hintergrundinformationen).

Tabelle 2 fasst die Inhibitionspotenziale der Substanzen
6a-d im Hapten-Inhibitionstest zusammen und zeigt, dass die
Modifikationen an C-4 signifikant die Bindung von Siglec-2
verandern. Ein Naphthylamidsubstituent (6a) verstirkt die
Bindung an Siglec-2 ungefédhr auf das Vierfache der Bindung
von 2, wihrend das Dibenzylamidderivat (6d) die Bin-
dungsaffinitit zu Siglec-2 um den Faktor 13 verringert. Die
bedeutendste Erhohung der Bindungsaffinitdt wurde fiir 4-
mNPC- (6b; rICy, = 14) oder 4-Toluolsulphonylamidderivate
(6¢; rICs,=20) beobachtet. Dies stimmt sehr gut mit den
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Abbildung 1. a) "H-NMR-Spektrum von 4d; STD-NMR-Spektren von
500 um 4d im Komplex mit 5 pm b) Siglec-2, c) Siglec-4 und d) Siglec-
9.

rICs;-Werten der Sia-Derivate ohne BPC-Rest an C-9 (Ta-
belle 1) iiberein, laut derer der mNPC-Rest an C-4 (4d) die
inhibitorische Potenz um den Faktor 15 erhoht. Sehr deutlich
zeigt sich der synergistische Effekt der Modifikationen an C-4
und C-9, der bei 6b zu einer 9100-fach stirkeren Inhibition als
bei 1 fiihrt.

Absolute Bindungsaffinitidten wurden mithilfe von Ober-
flachenplasmonenresonanz(SPR)-Messungen bestimmt.
Dabei wurden Dissoziationskonstanten (Kp,) fiir die Schliis-
selverbindungen 1 (Kp =31 mm), 2 (Kp =7 um) und 6b (K =
660 nm) erhalten (siche Hintergrundinformationen). Um die
Frage zu kldren, ob C-4- und/oder C-9-substituierte Sialin-
sdurederivate an die gleiche Siglec-2-Bindungsstelle wie
1 und 2 binden, wurden Verdringungsexperimente durchge-
fithrt. Eine Mischung aus 5 um Siglec-2 und 500 um 1 wurde
schrittweise mit 4d versetzt (Abbildung 2a). Die abnehmen-
den STD-NMR-Signalintensitdten der Methylprotonen der
N-Acetamido-Gruppe von 1 zeigen, dass eine Konzentration
von 200 pum 4d ausreicht, um das STD-NMR-Signal von 1 um
ca. 50% zu reduzieren. Bei einer dquimolaren Liganden-
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Tabelle 2: rICsy-Werte der C-4/C-9-modifizierten Sia fiir Siglec-2 (CD22).

H H/‘( OH COyNa*
OoM

HOh R
R =NHAc
Substanz R rlCso®
2 1
2 OH 1.0 667
4
6a O HN— 3.8 2500
(o]
6b : HN— 14 9100
O,N
2 H
6c $-N— 20 13000
0
: N
6d 0.1 50

[a] rICso-Werte wurden mit 2 (1C5o=3.0 um) oder 1 (IC5,=2.0 mwm) als
Referenzsubstanzen aus den IC-Werten berechnet. Es wurden min-
destens drei Dreifachbestimmungen durchgefiihrt, die Standardabwei-
chungen waren unter 15 %.

konzentration verschwindet der STD-NMR-Effekt von 1 fast
vollsténdig (Abbildung 2 a). Dieser Befund ist gut in Einklang
damit, dass der rICs-Wert von 4d 15-mal hoher ist als der von
1 (Tabelle 1).

Bei einem zweiten Verdrdngungsexperiment mit 9-BPC-
modifizierten Verbindungen wurde eine Mischung aus 5 um
Siglec-2 und 500 um 2 schrittweise mit 6b in steigenden

a) NHAG (4d) b) NHAC (6b)

7HAC @
Mso uM
Ww\\’/\ 20 M

10 .M

NHAG (1)

1000 uM

500 uM

5uM

2uM

T T T 1T 7
1.8 1.7 1.6 17 16
&/ ppm o/ppm

Abbildung 2. STD-NMR-Verdringungsexperimente von 5 um Siglec-2
im Komplex mit a) 500 um 1 und steigender Konzentration an 4d,

b) 500 um 2 und steigender Konzentration an 6b. Das "H-NMR-Spek-
trum von 1 bzw. 2 ist am unteren Ende des jeweiligen Elements ge-
zeigt.
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Konzentrationen versetzt. Bereits eine sehr geringe Konzen-
tration von 6b (5 pm) war ausreichend, um das STD-NMR-
Signal von 2 um iiber 50% zu reduzieren (Abbildung 2b).
Eine Konzentration von 10 um 6b verringerte die STD-NMR-
Effekte von 2 bereits so stark, dass sie kaum nachweisbar
waren, was die sehr hohe Affinitidt von 6b zu Siglec-2 unter-
streicht. Noch deutlicher wurde dies durch die Verdrangung
von 1 durch 6b, da bei einer Konzentration von nur 5 um 6b
keine Bindung von 1 (500 pm) an Siglec-2 mehr detektiert
werden konnte. Daher ist anzunehmen, dass 6b bei 4quimo-
larer Konzentration zum Protein tatséchlich alle verfiigbaren
Siglec-2-Sialinséure-Bindungsstellen besetzt.

Das Bindungsepitop von 6b im Komplex mit Siglec-2
wurde STD-NMR-spektroskopisch bestimmt (Abbildung 3).
Das Spektrum zeigt sehr starke STD-NMR-Signale fiir die
mNPC-Gruppe des C-4-Substituenten. Die STD-NMR-Ef-
fekte der Protonen Ho”* und Hm® von 181% bzw. 192%
lassen auf enge Kontakte zum Protein schlieBen. Diese STD-
Effekte sind stdrker als die fiir 4d bestimmten Intensititen
(Abbildung 1). Die aromatischen Ringe B und C des BPC-

96%
80%  (+H5)

/< I Na*
Ny 6/84% €Oz Na/%%
9 z YO OMe
o R i Lo dl% 2%

265% QO

(+HoB) HO T I-SIN 66% 7 ~— 192
100% @ P ~1a5%
b) o
R = NHAc °
181% NO,
OMe
a) Tris NHAc

Ho |He "
Ha4 / eq H3ax

80 75 70 40 35 30 25 20 15
5/ ppm

Abbildung 3. a) "H-NMR- und b) STD-NMR-Spektren von 500 um 6b
im Komplex mit 5 pm Siglec-2; ax = axial, eq=&dquatorial, Tris=
2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol.
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Restes an C-9 erhalten einen deutlich héheren Sattigungsgrad
in 6b als in Substanz 2. Dadurch ist anzunehmen, dass sowohl
der 4-mNPC- als auch der 9-BPC-Anteil einen engen Kontakt
mit der Proteinoberfliche einnehmen und wesentlich zur
Bindungsaffinitit des Liganden beitragen. Im Komplex mit
Siglec-2 sind die STD-NMR-Effekte fiir die Protonen des Sia-
Ringes und der Glycerinseitenkette von 6b deutlich stirker
als die der Protonen des Sia-Ringes in 1, 2 oder 4d. Dieser
Anstieg der Séttigung konnte entweder eine Konsequenz des
engen Kontaktes der Sia-Struktur von 6b mit dem Protein
oder die Folge eines intramolekularen Transfers der Séttigung
sein, die von den aromatischen Substituenten an C-4 und C-9
vermittelt wird. Insgesamt stiitzt das Bindungsepitop von 6b
die Hypothese, dass der Bindungmodus zweifach funktiona-
lisierter Sia-Derivate sehr dhnlich, wenn auch nicht notwen-
digerweise identisch zu jenem von 1 oder 2 ist. Dieses Re-
sultat stimmt sehr gut mit dem Ergebnis des rechnergestiitz-
ten Docking-Experiments iiberein (siche Hintergrundinfor-
mationen). Wihrend alle wichtigen Wechselwirkungen zwi-
schen dem Protein und Sia iiber die Sia-Carboxygruppe, die
N-Acetamidgruppe und die Glycerinseitenkette bestehen
bleiben, besetzt der BPC-Substituent eine Tasche. Wie in
unserem Substanzdesign beabsichtigt, wechselwirkt der
mNPC-Substituent mit Aminosduren der Schlaufe zwischen
F- und G-Strang.

Zusammenfassend haben wir neue Leitstrukturen mit
submikromolaren Affinitdten zu Siglec-2 entwickelt. Die bei
diesen Strukturen eingefiihrten Funktionalisierungen an der
C-4-Position von 1 fiihrten zu einer um mindestens eine
GroBenordnung besseren Wechselwirkung mit Siglec-2, bei-
spielsweise bei 4d. AuBlerdem wirken diese Substituenten
synergistisch mit denen an der C-9-Position, wie in 6b. Wir
folgen auBerdem, dass 4d wahrscheinlich an dieselbe Sia-
Bindestelle wie 2 und 1 bindet. Dies bekriftigt unsere Aus-
gangshypothese, dass die Modifikationen an C-4 und C-9
synergistisch wirken und dass das Anbringen passender
Substituenten an C-4 und C-9 die Bindung zu Siglec-2 signi-
fikant verstarkt. Auf Grundlage veroffentlichter Erkenntnis-
seP?! iiber Siglec-4 und Siglec-2 ist zu erwarten, dass das
Anbringen von entsprechenden Substituenten an C-2 zu
einem weiteren Anstieg der Affinitét fithren wird, wie bereits
fiir 2 gezeigt wurde. Ahnlich wie Antikorper, die mit zyto-
toxischen Medikamenten derivatisiert werden, konnten ent-
sprechende Polymere mit hochaffinen Siglec-2-Inhibitoren
wie 6b funktionalisiert werden, um dhnliche Effekte zu in-
duzieren, "™ und sogar biologisch aktivere Substanzen lie-
fern, als sie fiir entsprechende Derivate von 2 beschrieben
sind.®™! Unser Ansatz stellt damit Leitstrukturen zum
Design einer neuen Generation von Siglec-Inhibitoren als
moglichen Wirkstoffen fiir eine Immunglykotherapie bereit.

Eingegangen am 8. September 2012,
verdnderte Fassung am 26. November 2012
Online veroffentlicht am 25. Februar 2013

Stichworter: Immunchemie - Krebs - NMR-Spektroskopie -
Sialinsdure - Siglecs
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