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Ein Lysogangliosid/Poly-L-glutaminsiure-
Konjugat als picomolarer Inhibitor von
Influenza-Hamagglutinin**
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Zelloberfldachen sind hdufig mit Oligosacchariden bedeckt,
die wichtige Rollen bei vielen zelluldren Erkennungsprozes-
sen spielen, z.B. bei einer Infektion, bei der Bildung von
Krebsmetastasen und bei anderen interzelluliren Adhésions-
prozessen.l! Himagglutinine (HAs) des Influenzavirus sind
typische Beispiele fiir Rezeptormolekiile; diese trimeren
Proteine konnen an sialylierte Oligosaccharide auf der Ober-
fliche von Epithelzellen binden.”! Die fiir die Erkennung
erforderliche Minimalstruktur ist je nach Virusstamm a-
Neu5Ac-(2—3)-4-Gal oder a-NeuSAc-(2—6)-4-Gal als
nichtreduzierendes, terminales Saccharid.l’! Dariiber hinaus
sind HAs an der Auslosung der Fusion der Virusmembran mit
der lysosomalen Lipiddoppelschicht beteiligt, indem sie ihre
Konformation dndern.™ Daher kann durch Inhibierung bei-
der oder eines dieser Prozesse die Virusinfektion aufgehalten
werden. Wir berichten hier iiber die Synthese polyvalenter
Inhibitoren mit einer hydrophoben Gruppe, die den durch
den Protein-Kohlenhydrat-Erkennungsprozef initiierten Fu-
sionsmechanismus behindern.

Ein Problem bei Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkun-
gen ist die relativ geringe Bindungsaffinitit. Eine Moglichkeit
zur Erhohung dieser Affinitdt besteht darin, polyvalente
Liganden mit spezifischen monomeren Kohlenhydratliganden
zu verwenden.P! Aus diesem Grund haben funktionalisierte
Polymere,’ ®71 Peptide,®! Dendrimerel® oder zuckerhaltige
Liposomen!'®l Beachtung gefunden, die eine héhere Affinitit
gegeniiber dem Rezeptor aufweisen.’! Verschiedene Typen
von Polymeren mit Sialinsdureresten wurden ebenfalls zur
Inhibierung des Influenzavirus synthetisiert.’ 71 Da das Virus
HA und Neuraminidase (NA) auf der Oberfldche aufweist,
erwiesen sich Polymere mit Sialinsdureresten, die iiber
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nichtspaltbare Bindungen mit dem Polymer verkniipft waren,
als stabile und potente Inhibitoren von HA. Alternativ
konnte durch Einfithrung einer zweiten Gruppe, die ebenfalls
eine Affinitdt zum Zielmolekiil oder zu benachbarten Mole-
kiilen aufweist, die Bindungsaffinitdt weiter erhoht werden.
Beispielsweise konnten hydrophobe Gruppen die Bindungs-
affinitdt erhohen, indem sie mit hydrophoben Aminosiure-
seitenketten und/oder mit der Membran wechselwirken.
Letzteres konnte die Konformationsdnderung der Membran-
fusionsdoméne von HA selbst nach dem ersten Inhibierungs-
prozef} stéren. Die Infektion mit Influenzavirus kann so auf
zwei unterschiedlichen Stufen inhibiert werden: wéhrend des
anfédnglichen Bindungsprozesses und wihrend der durch HAs
hervorgerufenen Membranfusion.

Um die Hypothese zu iiberpriifen, dal hydrophobe Grup-
pen im Polymer zur verstiarkten Bindung und zur Zerstorung
des Virus beitragen, haben wir das Lysogangliosid GM; (Lyso-
GM,), a-Neu5Ac-(2 —3)-5-Gal-(1 —4)-5-Glc-(1 —)-Sphin-
gosin,™ dem im Vergleich zum Gangliosid GM3 der
Stearinsdurerest fehlt, mit Poly-L-glutaminsdure (PGA) ver-
kntipft. Fir die Wahl von Lyso-GMj; sprach, dafl es das
einfachste von HA erkannte Gangliosid ist.”’! Die Amino-
funktion von Sphingosin ist zur Bindung an das Polymer
geeignet. Der amphiphile Charakter von Sphingosin, das
direkt mit der Oligosaccharideinheit verkniipft ist, konnte
dazu beitragen, die Epitopeinheit auf der Oberfliche des
synthetischen Polymers zu prisentieren, indem entweder
intra- (gefaltete) oder intermolekulare Aggregate gebildet
werden (Abb. 1). PGA (Polymerisationsgrad DP 540) wurde
ausgewdhlt wegen ihrer geringen Toxizitédt, ihrer geringen
Immunogenitit, ihrer biologischen Abbaubarkeit!'?l und ihrer

/J-f-': = Paolyglutaminsdure-Ruckgrat

-

//— BODIPY (Fluoraghor)

]6— Lysin (Spacer)

T~— Sialyllactose

Sphingesin

Abb. 1. Schematische Darstellung von Lyso-GM;-PGA, das in Methanol
in gestreckter Form und in wéBriger Losung entweder gefaltet oder
aggregiert vorliegt.
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Liange, die den Kriterien der KettenschloB-Strategie (,,chain
lock“ strategy) geniigt, um auf die oben geschilderte Weise
effektiv zu wirken. Ein weiterer Vorteil dieser Strategie ist,
daB die Galactosylreste, die nach der Abspaltung der
Sialinsduren durch NA auf der Virusoberfliche exponiert
sind, zu Galactose-vermittelter Endocytose fithren konnen,
da die natiirliche Form des Oligosaccharids als Ligand genutzt
wird. Wir beschreiben hier die Synthese eines Lyso-GM;/
Poly-L-glutaminsidure-Konjugats und seine inhibitorische
Wirkung auf HAs, die an den a-Sialyl-(2 —3)-galactosyl-Rest
binden.

NHR'
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Schema 1. a) 1. CuCO;-Cu(OH),-H,0, H,0; 2. Fmoc-O-Su, 10% Na,CO;, 1,2-Dimethoxyethan, 58.2%;

Zu Beginn der Synthese (Schema 1) wurde L-Lysin deri-
vatisiert, das als Spacer zwischen Lyso-GM; und dem Poly-
merriickgrat sowie als trifunktioneller Linker zur Einfiihrung
eines fluoreszierenden Farbstoffs diente; so konnte der Zer-
storungsprozef3 quantifiziert und spiter sichtbar gemacht
werden, wenn die Polymer-Virus-Komplexe von Makropha-
gen aufgenommen wurden. Zum Schutz der e-Aminofunktion
mit der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe unter
basischen Bedingungen wurde der Kupfer-Chelatkomplex
von L-Lysin verwendet (58.2 % ). Der fluoreszierende Marker,
die 4,4-Difluor-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-
propionyl(BODIPY FL C3)-G-
ruppe,[¥l wurde dann mit der a-
Aminofunktion verkniipft
(87%). Die Verbindung 3 wur-
de anschliefend zum aktivier-
ten Ester 4 umgesetzt, der ohne

NHFmoc
weitere Reinigung mit Lyso-
GM; 5 zum Kondensationspro-
dukt 6 gekuppelt wurdel¥l
BODIPY-C3HN o-Su (q}lantlta.tlver Umsatz l.aut
Diinnschichtchromatographie
o mit Fluoreszenzdetektion). Die
4 ca.5 Aquiv.

Fmoc-Gruppe wurde unter den
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d iiblichen Bedingungen abge-
spalten; durch eine zu lange
Reaktionsdauer wurde aller-
dings wegen der Zersetzung
des fluoreszierenden Markers
nur eine niedrige Ausbeute er-
zielt. Die Kupplungsreaktion
der Verbindung 7 mit als Suc-
cinimidylester aktivierter Poly-
L-glutaminsdure (—8) verlief
glatt und lieferte nach Behan-

O NH
BODIPY-C3
H ONa

N N
9 Ac : H

O ln

B "
o]

> deln mit Natriumhydrogencar-
f bonat und Reinigung durch
Gelpermeationschromatogra-
phie (GPC) an einer Superose-
12-pg-Sdule (Pharmacia Bio-
tech) ein Lyso-GMj-haltiges!'!
Polymer (—9). Der Gehalt an
Lyso-GM; (oder Sialinsdure)
wurde iiber die Absorption bei
508 nm (BODIPY; in MeOH)
errechnet und zu durchschnitt-
lich 44.6 nmol pro mg Polymer
bestimmt (0.72 Mol-%).

Das synthetische Polymer 9
HsC war insofern einzigartig, als die
grime Lumineszenz, die in
MeOH auftrat, in Wasser ver-
schwand und stattdessen die
Losung schwach orange wurde,
obwohl BODIPY FL C3 in bei-
den Losungsmitteln sowie in
einer NaOAc-Losung (c=~
10 nmolmL~') griin lumines-

b) BODIPY FL C3-O-Su, 10% Na,CO;, MeOH, 87 %; c) HO-Su, 1,3-Diisopropylcarbodiimid, CH,Cl,; d) Et;N,
MeOH/DMEF, quantitativ; e) Piperidin, DMF, 34 %; f) DMF/MeOH. Su = Succinimidyl; m =270, n : m~ 1.5 : 100.

1608 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

0044-8249/98/11011-1608 $ 17.50+.50/0

zierte (Abb.2). Die Fluores-

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 11



ZUSCHRIFTEN

FMHH

Abb. 2. Losungen von Lyso-GM;-PGA 9 und BODIPY-Fluorophor in
unterschiedlichen Losungsmitteln: BODIPY FL C3 in NaOAc-Losung (1),
Wasser (2) und MeOH (3) sowie Lyso-GM;-PGA in MeOH (4) und Wasser
(5), jeweils bei 26°C. Das obere Photo (A) wurde bei Umgebungslicht
aufgenommen, fiir das untere Photo (B) wurden die Losungen mit UV-
Licht (365 nm) bestrahlt.

zenzloschung und die Verschiebung des Absorptionsmaxi-
mums wurden wegen der Hydrophobie von Sphingosin und
des BODIPY-Fluorophors auf eine Faltung oder Aggregation
in Wasser zuriickgefiihrt. Wegen der Lyso-GM;-Einheit ist der
Fluorophor im synthetischen Polymer wahrscheinlich in
hohem MafBe lokalisiert, so daf3 er im Grundzustand wech-
selwirken kann, was eine Abnahme der Fluoreszenz um
833% (Aew=>512nm, A,=480 nm) sowie die leichte Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums (A, =504.6 und
507.8 nm in MeOH bzw. H,0) zur Folge hat (Abb. 3). Eine
Verschiebung der Emissionswellenlidnge oder ein zusétzliches
Signal aufgrund von Excimer-Wechselwirkungen traten nicht

1.000 750 1

0000 =" - 0 S

420 460 500 540 460 500 540 580
AlnmM —s Aem/NM ——»

Abb. 3. (A) UV/VIS- (0.1 mgmL~") und (B) Fluoreszenzemissions-Spek-

tren (80 pgmL~!, A.,=480nm) von Lyso-GM;-PGA(9)-Losungen in

MeOH (1), 75% MeOH (2), 50% MeOH (3), 25% MeOH (4) und

Wasser (5). I, =relative Fluoreszenzintensitét.
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auf. Zwar ist der BODIPY-Fluorophor pH-unempfindlich
und weitgehend unabhéngig von der Umgebung, doch kann er
ein Aggregat bilden, so daf} in wifiriger Losung eine Selbst-
16schung auftritt. Die Selbstloschung war nicht auf eine hohe
Konzentration des im Polymer eingeschlossenen Fluorophors
zuriickzufiihren, da die Loschung beim freien Fluorophor
BODIPYFLC3 unter gleichen Bedingungen nicht auftrat.
Der Lyso-GMj;-Gehalt war dariiber hinaus in Einklang mit
den Mengen, die fiir die Kondensation zwischen Lyso-GM;-
Lys(BODIPY)-NH, 7 und aktivierter PGA 8 verwendet
wurden. Wir schlossen daher, da3 das synthetische Polymer
9 in Methanol in gestreckter und in wiBriger Losung in
gefalteter oder aggregierter Form vorliegt.

Wir haben die Inhibierungsaktivitit des Polymers 9 gegen
das Influenzavirus A/PR/8/34 (HIN1) mit einem ELISA
(ELISA =enzyme-linked immunosorbent assay) unter-
sucht.'®] Der IC5-Wert von 9 betrug 1.9 x 10->M bezogen
auf dessen Lyso-GM;-Gehalt (oder 7.5 x 1072M bezogen auf
dessen Sialinsduregehalt; jeweils abgeschitzt anhand der UV-
Absorption des Fluorophors). Zum Vergleich wurden die
ICs-Werte fiir GM;, Lyso-GM; 5 und Sialyllactose (Trisac-
charidteil von GM;) ermittelt (1 x 107%, 3 x 10~ bzw. 1.5 x
10-7m). Sialyl-PGA war erheblich weniger aktiv als 9. Bei
PGA trat bis zu einer Konzentration von 1 x 10~°M, in der
auch 9 im Assay eingesetzt wurde, keine Inhibierung auf
(Tabelle 1).

Tabelle 1. Inhibierungsaktivitit des synthetischen Polymers 9 und ver-
wandter Verbindungen gegen das Influenzavirus A/PR/8/34 (HIN1).

Verbindung ICs [m]R! Verbindung ICs [m]R!
9 1.9 x 1072 Lyso-GM; 5 3x107°
9 7.5 x 10121 Sialyllactose 1.5x107
GM; 1.0 x 107 PGA — el

[a] Bezogen auf den Sialyllactosegehalt. [b] Bezogen auf den Sialinsdure-
gehalt. [c] Keine Inhibierung.

Wir haben eine neue Strategie zur Inhibierung des In-
fluenzavirus entwickelt, und dieser Proze3 kann anhand des
eingebrachten Fluorophors untersucht werden. Es wurden
experimentelle Hinweise erhalten, die fiir den beschriebenen
KettenschloB-Mechanismus (Abb. 4) sprechen. Sofort nach
Zugabe des Polymers 9 zur Viruslosung trat eine Verstarkung
der Fluoreszenzemission von BODIPY auf (4., =510, 1. =
480 nm), was auf das Entfalten des Polymers nach anfiang-
licher Selbstloschung im gefalteten Zustand hinweist. Die
Emissionsintensitdt nahm dann nach weiterer Inkubation bei
10°C ab; dies kann mit dem Energietransfer auf aromatische
Aminosdurereste von HA erkliart werden. Bei der Anregung
von Tryptophanresten (4., =287 nm) trat auch Emission von
BODIPY (4., =510 nm) auf, ein Hinweis auf den Energie-
transfer zwischen BODIPY und den Trp-Resten.['”] Die starke
Bindung konnte auf die anfingliche mehrfache Wechselwir-
kung zwischen 9 und dem Virus zuriickzufiihren sein, gefolgt
von einer hydrophoben Wechselwirkung zwischen Ligand
und Rezeptor. Alternativ dazu kann die hydrophobe Wech-
selwirkung auch zuerst stattfinden. Sowohl GM; als auch
Lyso-GM; konnen Liposomen und Micellen bilden und
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Abb. 4. Schematische Darstellung der KettenschloB-Inhibierungs-Strate-
gie. A) Der aggregierte polymere Inhibitor mit dem spezifischen Liganden,
hier Sialyllactose, ndhert sich dem Rezeptor, hier Himagglutinin. B) Das
aggregierte Polymer wechselwirkt mit dem Rezeptor, wodurch sich die
Fluoreszenzintensitit erhoht. Die Emission des exponierten BODIPY-
Fluorophors ist stirker als der Energieverlust durch den Energietransfer zu
einem Trp-Rest in der Bindungsstelle. C) Aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen wird ein stabiler Komplex gebildet. Die hydrophoben
Gruppen in HA, einschlieBlich der aromatischen Seitenketten, fithren
wegen des Energietransfers zu einer weiteren Abnahme der Fluoreszenz-
emission von BODIPY. Die Balkendiagramme (unten) verdeutlichen die
relative Fluoreszenzintensitit der Testlosung (1., =510, 4., =480 nm). Die
Emissionsintensitdt der Losung zum Zeitpunkt =0 min wurde mit 100 %
angesetzt. Fiir die Erklarung der graphischen Elemente sieche Abbildung 1.
LD = Lipiddoppelschicht des Virus.

weisen eine mehrfache Wirkung auf, die aber nicht so effektiv

ist wie die von 9.
Eingegangen am 12. Dezember 1997 [Z11259]
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Glycosci. Glycotechnol. 1996, 8,79-99; d) M. Mammen, G. Dahmann, 300 mm), Elution mit 0.Im NaNO;, FluBrate: 1 mLmin"!, UV-
G. M. Whitesides, J. Med. Chem. 1995, 38, 4179 -4190. Detektion bei 500 nm und 40°C). Zur Analyse der Daten wurde ein
[6] a) K. Nagata, T. Furuike, S.-I. Nishimura, J. Biochem. 1995, 118,278 — Millenium 2010 mit GPC-spezifischer Software verwendet. Polyethy-
284;b) W. Spevak, C. Foxall, D. H. Charych, F. Dasgupta, J. O. Nagy, J. lenoxide wurden als Eichverbindungen eingesetzt und iiber den
Med. Chem. 1996, 39, 1018-1020; c¢) K. Akiyoshi, J. Sunamoto, Brechungsindex detektiert. Das Ergebnis der GPC ist offensichtlich
Supramol. Sci. 1996, 3,157-163; d) K. H. Mortell, R. V. Weatherman, beziiglich der Zahl eingefiihrter Lyso-GM;-Gruppen mit Fehlern
L. L. Kiessling, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 2297-2298; ¢) K. behaftet (M, (GPC)/M,(UV)=3.86). Dies konnte auf eine Aggrega-
Kobayashi, A. Tsuchida, Macromolecules 1997, 30, 2016 -2020; f) P. tion zuriickzufiihren sein.
Arya, S. Dion, G. K. H. Shimizu, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1997, 7, [16] Die Inhibierungsaktivitit des Polymers 9 gegen das Influenzavirus
1537-1542; g) G. Thoma, B. Ernst, F. Schwarzenbach, R. O. Duthaler, Eugene, OR, A/PR/8/34 (HIN1) wurde mit einem ELISA ermittelt.
ibid. 1997, 7, 1705 -1708. Dazu wurde eine Losung von 1nmol GM; in Ethanol in jede
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Vertiefung einer 96-Microwell-Platte gegeben. Das Losungsmittel
wurde bei 37°C verdampft und die verbliebenen Bindungsstellen mit
200 uL PBS (PBS = phosphate buffered saline; 0.15M NaCl, 8.1 mm
Na,HPO,, 1.5mm NaH,PO,), das 2% BSA (BSA =bovine serum
albumin) enthielt (—PBS-BSA), 12h bei 4°C blockiert. Danach
wurden die Vertiefungen fiinfmal mit PBS gewaschen. Von einer
Losung des Polymers (200 pmol) in 0.2 % PBS-BSA wurde eine Reihe
von Verdiinnungen angefertigt, die sich jeweils um den Faktor Zwei
unterschieden. Diese verdiinnten Losungen wurden 2 h bei 4°C mit
50 pL der Influenzavirus-Suspension (32 HA-Einheiten) vorinkubiert
und dann in die Vertiefungen gegeben. Die Platten wurden 12 h bei
4°Cinkubiert, anschlieBend fiinfmal mit PBS gewaschen, dann 2 h bei
4°C mit einer mit 0.2% PBS-BSA 1000fach verdiinnten Losung von
50 pL Antiinfluenzavirus-Antikorpern inkubiert und 2 h bei 4 °C mit
Meerrettich-Peroxidase -konjugiertem Protein A (1000fach verdiinnt
mit Losung A) umgesetzt. Die an GM; gebundenen und in den
Vertiefungen immobilisierten Virionen wurden mit einer o-Pheny-
lendiamin(OPD)-Losung nachgewiesen, die 4 mg OPD und 0.01 %
H,O, in 100mM Phosphatpuffer (mit Citronensidure auf pH=5.0
eingestellt) enthielt. Die Reaktionen wurden durch Zusatz von 4N
H,SO, unterbrochen und die Virusbindung iiber die Farbentwicklung
bei 492 nm bestimmt (Referenzwellenldnge 630 nm). Verdiinnungs-
reihen (Verdiinnungsfaktor Zwei) von Sialyllactose (2 pmol), PGA
(800 pmol) und Lyso-GM; (20 nmol) wurden in der beschriebenen
Weise zum Vergleich untersucht.

[17] Im HA-Trimer des Influenzavirus vom Serotyp H1 gibt es insgesamt
15 Trp-Reste.

Elektrostatische Aggregation von dendritischen
Elektrolyten: negativ und positiv geladene
Porphyrin-Dendrimere**

Nobuyuki Tomioka, Daisuke Takasu, Toshie Takahashi
und Takuzo Aida*

Als Dendrimere bezeichnet man stark verzweigte Makro-
molekiile mit einer wohldefinierten dreidimensionalen Ge-
stalt, deren GroBe im Nanometerbereich liegt.[!! Sie sind als
Bausteine fiir organisierte funktionelle Materialien mit ex-
tremer Genauigkeit interessant. Die Entwicklung von Me-
thoden zur kontrollierten rdumlichen Anordnung funktionel-
ler Dendrimere ist daher besonders wichtig. Kiirzlich wurde
iiber die spontane Zusammenlagerung einiger keilformiger
Dendrimere (Dendrone) aufgrund von van-der-Waals-Kréf-
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ten, Wasserstoffbriickenbindungen oder metallvermittelten
Wechselwirkungen zu unter anderem kugel- sowie scheiben-
formigen Superstrukturen berichtet.> 3 Wir berichten hier
iiber die Ergebnisse einer ersten Untersuchung iiber elektro-
statische Zusammenlagerungen von Dendrimer-Elektroly-
ten.! Zu diesem Zweck haben wir negativ und positiv
geladene Dendrimere verwendet, die eine freie Porphyrin-
base oder deren Zinkkomplex als fluoreszenzaktives Zentrum
enthielten.

In einer fritheren Arbeit haben wir die konvergente
Synthese eines negativ geladenen, wasserloslichen dendriti-
schen Zinkporphyrins (32[—]DPZn) beschrieben,”! das in
seiner Molekiilperipherie 32 Carboxylatfunktionalitdten auf-
wies.l!l Dieses photofunktionelle Makromolekiil besteht aus
einem vierschichtigen Arylether-Dendrimergeriist, das wahr-
scheinlich eine kugelformige Konformation mit einem ge-
schitzten Durchmesser von 4—5nm annimmt.[”) Ausgehend
von 32[HO,C]DPZn!! haben wir nun ein positiv geladenes
dendritisches Zinkporphyrin (32[+]DPZn) hergestellt, das 32
Ammoniumfunktionalitédten in seiner Peripherie enthilt.
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32[MeO,C]DPH,: X =CO,Me, M=H,
32[Me0,C]DPZn: X =CO,Me, M =2Zn
32[HO,CIDPH,: X =CO,H, M=H,
32[HO,C]DPZn: X =CO,H,M=2n
32[-]DPH,: X =CO0zK*, M=H,
32[-]DPZn: X =COzK*, M=2Zn
32[Me,N]DPZn: X = CONH(CH,),NMe,, M = Zn
32[+]DPZn: X = CONH(CH,),N*Me,CI™, M = Zn

Das elektrostatische Zusammenlagern der negativ und
positiv geladenen dendritischen Elektrolyte 32[—]DPH,
(freie Porphyrinbase) und 32[+]DPZn wurde nach Mischen
der phosphatgepufferten Losungen (pH 6.9, 1.5 um) bei 20°C
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